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0 colageno € a proteina mails abundante no rei-
no animal & € a proteina estrutural vatal para a susten—
tacao da matrair extracelular. Esta molecula pode substi-
tE3r iR witro'! a matrie extracelular com s qual an celu-
las i1nteragem em seus ambientes normails Tin vivo'

& Fibra de coldageno ¢ constiluids por uma unpz-

dade precursora denominada tropocolageno. Este & {formado

por Ltres cadeias polipeptidicas com uma cstrutura em he-
lice traipla, compondo cerca de 95% da molecula (HAY,
1981 .

0 aminoacido mais abundante na fibra de cola-
geno € a glicina, que compde quase um terco dos residuos
de aminoacidos, seguido da proling, responsavel por cerca
de um quarto dos residuos obtidos. Muitos residuos de 11—
sina @ prolina no colageno estidao covalentemente modifica-
dos para 4-hidroxiprolina e S-hidroxilisina (LINSENMAYER,
1985; VIDAL, 1987, RAWM, 1989).

As  ligagOes cruzadas ('cross-link™) intramole-
culares, de natureza covalente, ocorrem entre as cadeias
polipeptidicas adjacentes ds molecula de Lropocolageno
(BORNSTENN & PIEZ, 1966; LINSENMAYER, 1985; RAWN, 1989,

contribuindo para a manutcongio da helice tripla. As mole-

culas de tropocolageno vizinhas se ligam ainda atraves deo
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ligacoes cruradas 1ntermoleculares prancipalmonts nasw  re-
gitbes N e [ terminars, local onde existe mal0v concentra-
cBo do aminoscido lisines Estas ligacOes conferem uma alts
estabillidade estrutural s fibras de colauenp ¢ toem sido
implicadas como as responsavels pela alta forga téencil, e
resistencia  ao atagque quimico, apresentados por estas fi-
bras (BAILEY et alii, 1974, HARRIS & FARREL, 1972, BARKER
el aliy, 1980).

Alguns residuos dr hidroxilisina cst3o cova-
lentemente ligados & carboidratos, farendo do rolageno ume
glicoproteinsa. Uma wunidade de carboidrato comumenteo eon-
contrada e um dissacarideo gue consiste de um residuoc de
glicose ligado a um residuo de yalactose por uma Tigagao
glicosidica. 0O residuo de galactose € ligado ao grupo hi-
droxila do residuo de hidroxilisina. furanie a sinlese da
molécula de colageno, nas cisternas do Reticulo Endoplas-
matico Rugoso, residuos de prolina ¢ lisina sao converii-
dos paras residuos de hidroxiproline e hidroxilisina, & 0Os
residuos de agucar sao adicionados as caderas de  procola-
geno (VIDAL, 1987, RA&WN, 1989) .

4 molecula de colageno & altamente roesistonte
a2 protesses. Essa resisténcia e devida a4 localizacdo das
pontes de hidrogénioc, 45 quais ligam amincacidos de uma
cadeia a outra estabilizando o estrutura em tripla hélice
da molecula. As dnicas enzimas que Lém capacidade de agir
sobre a por¢3o0 de tripla helice de colagrno nativo s3oc  as

colagenases (LINSFMAYFER, 19805).
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0 colagseno constatuil uma classe heterogénes de
moleculas com propriedades quimicas ¢ fisicas comuns . Bao
ate agors conhecidos onzge tipos de colageno (MILLER,
19857, o0s quals se diferonciam pela COMPOSIEHAO ©M  aminoa-
ci1dos, e consequentemente pela variacao dos tipos de ca-
deias que compbem as traplex, e ﬁp]as variacOere quantita-
tavas de agucares ligados as hidroxilisinas (VIDAL , 1987

Diversos tipos de colageno identificados  “in
vivo' e extraido de wvarios tecidos tem sido utilizados co-
mo substratos para ocstudos de proliferacio, migragao o di-
ferenciacdn celular “in vitro” (GREENBERG et sl11, 1981 ;
BILOZUR & Ha&Y, 19887

Nestes estudos empregando-sc substrato a  base
de colidgeno na forma de gé1s, filme seco ou osponjas, con-
cluiu-se que a capacidade i1nduftora que o colageno exercoe
na diferenciac8o celular, dependia da organiragio molecu-
lar do subslrato, sendo esta organizaglo 1mporiante para a
expressao do genotipo celular (SCHOR & COURT, 1979  Por
exemplo, as celulas epiteliais provenientes de glandula
mamaria de camundongo em fase gestacional, perdiam seu es-
tado diferenciado gquando cultivadas sobre uma superficie
de plastico ou vidro, mas mantinham suas caracteristicas
mor fologicas ¢ bioguimicas quando o substrato utilirzado
para o© cultivo era constituido por um gel de colageno em
um mei10 hormonal apropriado (EMERNAN & PITFLKA, 1977,
EMERNAM et alii, 1977, 1979 Ng praimeiro caso, as celulas

epiteliails cultivadas em monocamadas confluentes eram fi-



nas, achatadas e perdiam a diferenciacao especifica de ce-
tulas mamarias, Mas pPreservavam as caracterisiicas de ce-
1ulas epiteliais Quando cultivadas sobre gel de coldgeno,
o pepalhamento era menor, mas as cPlulas ainda se mant i
nham achatadas Entretanto quando mantidas em gel flutuan-
te sua forma passava 2 ser cuboidal ou colunar, caractera-
sando-se pela abundd3ncia de numerosas vesiculas secretoras
contendo micelas de e-caseina (FMERNAM et alii, 1979, RO-
CHa et alii, 1985).

SCHOR & COURT (19795 utailazaram filmes de cola-
geno desnaturado e gel de colageno nativo para 0 Cresci-
mento de celulas HELA Estes aulores observaram gque, na
presenca do soro estas celulas aderiam mais intensamente
guando cultivadas sobre filmes de colageno desnaturado do
que quando o substrateo utilizado era o gel de colageno na-
tivo. Fste tipo de ccelula crescia sobre a superficiec do
gel de coldgeno tridimensional, sendo que & mesms n3o ti-
nhka =a capacidade de ;:enetra; dentro deste gel, snquanto
que celulas epiteliais normails ou tumorais cultivadas nas
mesmas condi¢gdes aprescntavam capacidade infiltrativa
(SCHOR, 198¢)

Alteracgoes quanto a4 taxa de proliferagao celu-
lar foram observadas por Vidal, 1985 (comunicuacao pessoal)
cultivando celulas tumorais mamarias MCF-7 c¢m um feltro de
colageno tridimensional. Estas celulas apresentavam taxa
de proliferacio malis lenta quando comparadas com a taxa de

proliferac3o apresentadas pelas celulas cultivadas sobre
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laminula

A& miyracao celular tambeém ¢ afelada pepla pre-
senca de elementos da matriz extracelular Foi demonstrado
por YOUNG e HERMAN €19875) que quando tapetes de celulas
endotelisis cultivadas sobre vidro, vidro coberto com so-
roalbumina bovina, colayeno tipo 1,111 ¢ TV eram submeta-
dos a ums lesio, as celulas integras presentes na perife—
ria da iesdAo migravam para cele local . 0Os  substratos a
base de matriz extracelular, utilizados por estes autores
influenciavam diretamente csta recsposta celular diminuindo
o arau de motilidade celular e modificando n arranjo cito-
plasmatico da aclina . Fstas alteragdes nd8o foram encontra-
das nas celulas endoteliais cultivadas sobre vidro com ou
sem cohertura de sorocalbumina bovina, pols estas continua-
vam apresentando alta motilidade no local da lesdo, e vo
seu citoesqueleto ndo sofria muila variagao.

Foi1 demonstrado que fibroblastos cultivados
dentrb de gel de colageno tridaimensional, adguiriam morfo-
logia semelhante a que apresentavam “in vivo', reduriam &

.
taxa de proliferacdo e modificavam sua atividade metaboli-
ca, quando comparados com celulas rultivadas em monocama-
das (MAUCH et alii, 1988). dAs altera¢les deo sintese pro-
téica observadas por estes gsutores estavam relacionadas
com a reducio da sintese de coliageno o de outras proteinas
n3o colagénicas . NISHIDA et alii (1988) observaram tambem
a presenga de jungdes intercelulares nas celulas cultiva-

das em gel de coldgeno tridimensional, a5  quals estavam
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susentes aquando estas celulasy eram rultivadas em monocams-
da . Cultivados sobre plastico, os fibroblastos comporia-
vam—-se de maneira wndependente sem quaslauer regulacio a
partar de células virminhas, apresentando, tambem, alla mo-
tilidade e alta capacidade prnliferativa

KARST & MERKFR (198B) trabalbharam com relulas
MDCK , cultivando-as sobre varios substratos a base de co-
lageno, matrirz oxtracelular ou substrato de vidro sem  co-
bertura nenhuma. Processos de diferenciacdo celular  foram
observados em celulas crescendo sobre colagono filutuante e
no ainterior do gel de colageno. Mudangays na forme da celu-
la, aumento no numero de microvilosidades, aumento no com-
primento das zonas de contato, presen¢a de jungOes comuni-
cantes ("gap juntions’) ¢ desmossomos, bem como aumento em
numerc e tamanho de ovganelas, foram as alteragles rela-
cionadas com a diferencracio celular Fstes autores de-
monstraram que a Composi¢a0 quimica do substrato n3o € o
principal fator na diferenciacgho, sendo mais importante as
propriedades Fisicas do mesmo e dentre estas, provavelmen-

.

te, a plasticidade.

0 comportamento das celulas que crescem  sobre
substrato a base de colageno pode ser alterado quando este
¢ submetido a alguma agio fisica ou aquimica. Isto ndo
pcorre apenas com © colageno, mas tambem com outros compo-
nentes da matriz extracelular. #pds pre-tratamento de
substratos a base de matriz extracelular com tripsina, ob-

servou-se a agHo inibitoria desta, sobre & adesdo de celu-
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las de Sarcomas de Ewing, enquanto em celulas de Carcinome
de Colo, catr efeilo, era menor (FRIDMAN et olia, 1985
Celulas HELA e BHK, crescendo sobre gel de colageno nati-
Vo, n3o s30 tE30 sensivels A fripoina COMO quando ©m Cres-
cimento sobre filme de colageno densturado, provavelmente,
porque 06 receptores cnvolvidos na adesao as fibrus de co-
lageno nativo sio pouco afetadow (SCHOR & COURT, 1979) 0
calor tambem & um i1mpoartanties i1nibidor da adesido celular,
agindo vprincipalmente sobre a fibronectina, guando esta I
ut1lizada na forma purificada cowo csubstrato para cresci-
mento celular (FRIDMAN et alii, 1985).

Varios trabalhos tem demonstrado - aglo do
glutaraldeido e do acido periodico sobre as fibras de co-
lageno. Submetendo-se substralos a base de colageno a tra-
tamento com glutaraldeido pode-se obter diferontes rewspos-
tas celulares "in vitro'. Células de gliandula mamarza de
rata, por exemplo, permanecem Ccom suas caracteristicas
morfoldgicas e sua capacidade parae produvir caseina, uni-
camente se cultivadas sobre gel de colageno fluluante,
quando apresentam uma formae cuboidal Quando este substra-
to e submetido ao lratamento com glutaraldeido, ohserva-se
uma contrac3o do gel, e a celula cultivada sobre ele apre-
senta agora uma forma colunar. Esta alteracdo da forma e
acompanhada poOr variac¢cio no padri3o de sintesc de’ raseinas
(LFE et alii, 1984).

Diferentes tipos celularecs sofrem 3nflufncias

na adesio e desenvolvimento, aquando cullivados sobroe com-



ponentes da malriz extyracelular submetidos 8o glutaraldei-
do, romp ¢. 0 caso dan colulas de Sarcoma de Ewing, crlulas
de CBYCINOMA de colo, oligodendrouitos (FRIDMAN et
alxi1,1985%) e fihroblastos 373 (SPFFR ot alia, 1980

Assim, com o desenvolvimento do conherimento
basico da quimica ¢ reatividade do coléggno foir  proneive]
desenvolver wvarios produtos de aplicacio meédica altamento
spfislicados, vmpregando eosta protesna fibrosa (CHVAPIL et
aliz, 1973; PHARRIS, 1980@). Embora largamente distribuido
pelo corpo, certos tecidos, sap utilaizadeos preforencial-
mente na producaoc de produtos medicos ¢ ndo-medicos devido
a0 seu alto conteudo protoico. Por exemplo, suluras cirdr-
gicas absorviveis s3o fabricadas a partir da sub-murosa do
1ntestino de carneiro ¢ scerosa do antestino de bo:. O co-
ligeno pode ser extvraido, para diversas finalidades, deo
tendio e pele de boi ¢ de porco (CHVAPIL et alii, 1973).

SPEER e colaboradores (1979) utiliraram espon-
jas de colageno reconstitulido para auxiliar a regeneragao
em leshes da cartilagem articular. Us autores justificaeram
tal wulilizag3e devido as propriedades vsperials desilas es-
ponjas gque servem Como suporte mMeRCANiCO, Para a instalag¢io
de celulas, possupm superficie hidrofilica que possibilita
adesdo e crescimento celular, apresentam facilidade do es-
terilirzacsio e manipulaglSo, além de serem hiodegradaveis.

Devido & sta importanuvia medica, a boa gquali-
dade do colagceno ohtido por processos oxtrativos, ¢ muito

importante para o desenvolvimento celular normal tanto "in
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vive' guanto Tin wvitrof

Assaim, O modo comp O Colayono € processado e
de fundamental 1mportancia para que cle manlenhkha suzas pro-
priedades indutoran de diferenciacio.

0 presente trabalho leve comn objetivo estudar
a agao de agentos qxli;n1cc>5; como glutarulderds ¢ dcido pe-
riodico, sobre o feltro de colégrnno microcriutaling, ut i~
lirando-se como paramelros as alteragdes cobre a  adesiao,
proliferacgio e diferenciacio de relulas VERD mantidas “1in

vitro®
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2 1- Preparp do substrato

Como substrato para o crescimento celular fo-
ram utilizadas wvarias partidas de feltro de colageno mi-
crocraistalino, em placas liofilizadas estereis, obtidas a
partir de colageno tipo I extraido de tendio de boi, Ffor-
necidas pelo Or B.L. WVidal (Departamento de Bioclogiaz Ce-
lular - Unicamp)

Ais placas foram cortadas em fragmentos de
aproximadamente 1 cﬁ; Esta etapa ¢ as subseqguentes foram
realizadas wutilizando—se material cirdrgico, vidraria e
solugles esteéreis sendo os mesmos manipulados no  interior
de uma capela de fluxo laminar.

O0s fragmentops do feltro de colageno foram ini-
cialmente lavados oito vezes (5 minutos cada’) com agua bi-
desti1lada e a seguir foram separados em trés grupos:

Grupo A - Colageno controle, ni3o recebeu tratamento.
Grupo B - Colageno tratade com Glutaraldeido.

Grupo C - Colageno tratado com Acido Periodico.
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2.4 4- Feltro de colageno controle

Os “Fragmentos de colageno usados como contro-
le, apos a lavagem com agua bidestilada, foram lavados com
solucdc salina de Hanks e transferidos para o meio de Ea-
gle com 10% de soro de vitelo onde permanecevam por 48 ho-
ras a temperatura ambiente, antecs de receberem o indculo

celular

2. 41 . 2- Feltro de colaseno tratado com Glutaraldeido

Os fragmentos de colagenoc foram imersos em
glutaraldeido (GL) @, 1% por 10 minutos a temperatura am-
biente (FRIDMAN et alii, 1985), sendo em seguida lavados
cinco vezes em agua bidestilada (5 minutos cada) e pelo
menos trés vezes com salina de Hanks (5 minutos cada). Es-—
tas lavagens foram necessarias para que todo ©o excesso
desse aldeido fosse retirado do material. A seguir o mate-
rial foi transferido para o meio Eagle com 10¥% de soro de

vitelo, por 48 horas, antes de receber o indculo celular.

2.1.3- Feltro de colageno tratado com &acido Periddico

0 material fo1i colocado no acido periodico (AP)
©,1M por 3¢ minutos a temperatura ambiente (FRIDMAN et
al11,1985) A seguir lawvado cinco vezes em agua bidestilada
e em solug8c salina de Hanks. As lavagens com solugio de
Hanks foram efetuadas ateé que n3o houvesse mais alteracgdo
do pH desta solug3o. A seguir o material foi transferido

para o meio Eagle por 48 horas a temperatura ambiente, an-—
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tes de receber o inoculo inicial de celulas VERD.

O0s fragmentos assim preparados foram distri-
buidos em tubos de Leighton com laminula, sendo que em Ca-
da tubo foram colocados dois Ffragmentos de colageno

19Ua1s

2 2- ManutencBo das celulas em culturs

Celulas VERD, provenientes do Instituto Adolf
Lutz (S80 Paulo), foram mantidas em frascos tipo xarope em
meio Eagle com 10% de soro de vitelo, em estufa a 37°%C

Utilizou-se para os estudos de ades32o e Cres—
cimento, uma suspensio de 1,5x10° células/ml determinada
por contagem em hemocitOmetro pelo metodo de exclusdaoc com
Azul de Tripan. A partir desta suspensao foram retiradas
aliquotas de aproximadamente 1 ml onde os fragmentos de
feltro de colageno foram embebidos. Em seguida os fragmen-
tos de colageno embebidos com a suspens3o de celulas foram
colocados em tubos de Leighton e mantidos em estufa a 37
°C, em meio Eagle com 10% de soro de vitelo. As amostras
foram retiradas apos 1, 5, 10 e 15 dias de incubac¢do. Du-
‘rante este periodo o meio de cultura foi trocado diaria-
mente com o objetivo de evitar possiveis deficiéncias nu-

tricionailis que pudessem interferir na analise dos resulta-

dos .
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p 3~ Fixschio do materaial

0s fragmentos de colagenoc tratados e nao tra-
tados retirados apos 1, S, 1@ e 15 dias de incubacdo foram
fixados em paraformaldeido a 4% em Tamp3o fosfato ©,2 M a
pH 7,4, acrescido de glutaraldeido a 5%,por duas horas em
temperatura ambiente Fotee fragmentos foram lavados em
agua destilada e guardados em @lcool 70% a 4°C. As células
que cresceram sobre laminulas foram fixadas wutilizando-se
o mesmo fixador por trinta'minutos,lavadaé varias vezes em
ague dectilada, secas a0 ar e guardadas a temperatura am-

biente.

2. 4~ Inclus3o em paraftina e microtomia

Apos a fixacio os fragmentos de colageno foram
desidratados em uma bateria com concentragdes crescentes
de etanol, diafanizados em xi1lol, imersos em parafina
(tres banhos de uma hora cada a 60°C) sendo em seguida in-
cluidos' em parafina e realizados ent3o cortes seriados com

7 ym de espessura, em microtomo R, Jung-Heidelberg.

P 55— Metodos de coloracho geral e citogquimicos

2.5 4- Coloracdo com Hematoxiling e Eosina (HE)

Esta coloragl3o permite uma analise morfoldgica
geral do material .
0 material foi corado por trés minutos em He-

matoxilina, lavado por doze minutos em agua destilada e



trat ado pela Fosina durante dez minutos, com rapida desi-
dratac3o em etanol, diafanizacio em xi1lpl e montagem em

balsamo do Canada.

2 5 P- Coloraclc com Azul de Toluiding a pH 4,0 (AT)

Fzi empregada para a detec¢do de radicails
ani10n1cos @ metacromasis.

0 material foi1 corado em uma solugdo a ©,0235%
de Azul de toluidiné em tampio Mcllvaine a pH 4,0 durante
quinze minutos a temperatura ambiente, lavado rapidamente
em agua destilada,deixado secar ao ar e em seguida diafa-
nizado em xilol e montado em balsamo do Canada. (MELLO e

VIDAL, 1980)

2. &- Contsgem de celulas

Para a awvaliag3o0o do crescimento das celulas em
cultura, nos diversos tempos e tratamentos utilizados,
procedeu-se a contagem do numero de células em trés campos
escolhidos aleatoriamente por corte, num total de gquatro
cortes por tempo de cultura. 0 resultado mostrado no his-

tograma (fig. 41) se refere a média destes resultados.



3.1.1- Preparo dos feltros

Jurante Os experimentos foram testadas o1to
partidas de feltro de colageno microcristalino Trés des-—
tas partidas duvrante as lavagens com agua se desfizeram e
nao puderam ser utilizadas como substratos para o cresci-
mento de celulas. Duas resistiram as lavagens mas, com se-
te dias de incuba¢dc dos fragmentos de colageno, s6 resta-
vam alguns pedagos pequenos, sendo portanto inviaveis para
manter a cultura de celulas além deste periodo. Houve uma
partida de feltro testado que inibiu totalmente o desen-—
volvimento <¢elular. Desta ¥forma os resultados descritos =
segulry se referem as duas partidas que resistiram as lava-
‘gens e puderam ser mantidas "in vitro”, a 37 °C por até 15
dias, partidas estas que permitiram a ades3p e crescimento

das celulas "in vitro' .



2 4 B~ Feltrops de colageno sem tratamento

Us fragmentos sem tratamento, sem celulas,
mantidos em estufa a 37°C, permaneceram integros até o pe-
ricdo final de incubagi3o, enquanto outros fragmentos usa-
dos como substrato para o crescimento de células VERO n3o
tiveram o0 mesmo comportamento. Com quinze dias os fragmen-

tose eram menores, e pareciam estar se desintegrando

3.14.3- Feltros tratados com glutaraldeido

Depois de submetidos ao glutaraldeido os frag-
mentos de colageno mostraram-se menos maleaveis do gque 0Os
controles, quando manuseados com pinga esteril, permane-
cendo assim ate o periodo final de incuba¢3o, quando man-
tidos a 37°C na auséncia de células. Mesmo durante o tempo
de cultura, depois de embebidos na suspensao celular, es—
tes fragmentos permaneciam mais integros, enquanto o cola-
geno sem tratamento Jja no décimo quinto dia de 1ncubac¢3o
mostrava redugdo de tamanho, apresentando um aspecto de

colagenoc em desintegracio

3. 1.4- Feltros tratados com acido periodico

O0s fragmentos, de colageno tratados com acido
periddico também diminuiram de tamanho e eram t3c malea-
veis, quando manuseados com pinga esteril, gquanto os frag-
mentos de colageno sem tratamento. Os fragmentos mantaidos
5 37°% sem células também mantiveram as mesmas caracteris-—

ticas até o final do tempo de incuba¢lo.
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Durante o© tempo de cultura esses fragmentos de
colsgeno diminuiram de tamanho dando & impressao de esta-
rem se desfazendo,por desagregacao dos feltros, caracte—
ristica essa que era mals acentuada no colageno tratado

com acido periodico do que no colageno sem tratamento

3.2- Exame microscoOpico das celulas em cultura: aspectos

morfoldgicos @ citoquimicos

3.2.1- Leélulas que cresceram sobre as laminulas

As laminulas coradas com Azul de toluidina
mostraram gque apOs 24 horas as células que cresceram em
tubos sem o feltro de colageno tiveram o desenvolvimento
esperado, apresentando forma poligonal e crescendo em mo-
nocamada com a presenca de muitas celulas (figura la). A
partir do quinto dia de 1ncuba¢ao o tapete eséava quase
formado, podendo-se observar apos dez dias um tapete com~
pletamente fechado. Com quinze dias o processo de degene-
ragdoc celular ja estava presente (figuras ib,c e d).

0 aspecto morfoldgico das celulas que cresce-
ram sobre laminula, tendo no mesmo tubo de Leighton os
feltros de colageno sem tratamento, foi1 semelhante a des-
cri¢ao anterior, diferindo quanto ao numero de células que

era bem menor (figura 2a).



Nae laminulas dos tubos que continham feltrq
de colegeno tratado com glutaraldeido, as celulas cresce-
ram normnlmente mas também em menor numero (figura 2b)

0 desevolwvaimento das wmonocamadase sohre as  la-
minulas dos tubos com o feltro de colageno tratado pelo
acido periodico fo1 semelhante ao do controle sem feltro

de colageno (figura 2c¢))



fig 1. Aspecto geral das monocamadas, em laminula dos
tubos de Leighlton, sem o feltro de colageno. Material co-
rado pelo Azul toluidina pH 4,0 a) Cultura com 24 horas
de incubag¢do, presenca de muitas ceélulas; b) Cultura com 5
dias de incuba¢c3o, tapete de celulas formado; c¢) Cultura
com 1@ dias de incubagdo; d) Cultura com 15 dias de 1incu-
bacdo, algumas ceélulas em degeneragdo apresentando nucleo

picnotico. Aumento: 240X.
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fig. 0P Aspecto geral das monocamadas em laminula dos tu-
bos de Leighton com feltro de coldageno. Material corado
pelo Azul de toluidina pH 4,0. a) Cultura com P24 horas de
1ncubac§b na presenca de feltro de colageno sem tratamen-
to: numero de celulas menor quando comparado ao controle
sem colageno com 24 horas;, b) Cultura com 24 horas de 1in-
cubag30, na vpresen¢ca de feltro de colageno tratado epelo
glutaraldeido; <¢) Cultura com 24 horas de 1incubac¢io, na
presenca de feltro de coldgeno tratado pelo acido periodi-

co. Aumento: 240X.
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3.2 2 1- Culturas com P4 horas de incubacfo

No coligeno controle, corado com HE, algumas
celulas que cresceram sobre este substrato ja& apresentavam
forma alongada enquanto outras mantinham-se ainda arredon-
dadas. Presenca de celulas aderidas totalmente as fibras
ou iniciando ades3o (figuras 3 e 4). As células cultivadas
em colageno tratado com GL e AP apresenlavam forma arre-
dondada e apareciam em menor numero (figuras S e 6) Por
outro lado o crescimento ceclular era menor no substrato
tratado com &cido periddico do que no tratado com gluta-
raldeido (figura 41).

As ceélulas que cresceram no colageno con-
trole quando coradas com AT apresentavam nudcleos com as-—
pecto homogéneo, corados em azul esverdcado, isto é, orto-
cromaticos, nucléolo evidente e citoplasma basdfilo (fi1-
gura 7). Nas que utilizavam como substrato o coldyeno tra-
tado com GL e AP, o nudcleo aparecia corado em azul, o ci-

toplasma basdfilo ¢ o nucléolo era cvidenciado em poucas

células (figuras 8 e ).



Fig ©3 Colageno sem tratamento. Cultura com 24 horas de
incubac¢do Celulas apresentando morfologia arredondada
( = ) e ceéelulas em 1nicio de espalhamento ( » ) sobre
as fibras de colageno (== Material corado pela Hemato-

x1lina-Eosina. Aumento 460 X

Fig. 94: Colageno sem tratamento. Cultura com 24 horas de
incubagao. Presenga de celula em inicio de espalhamento

(wsp) Material corado pela Hematoxilina-fosina. dumento:

1160 X.
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fFag 5> Colsgeno tratado com Gl Cultura com P4 horas de
incuba¢ 3o Newte substrato o numero de celulss € menor,
quando tomparado 40 colageno tontrole Presenca de celulas
arredondadas ( » ) Material corado pela Hematoxilina-Eo-

s1na. Aumepnio. 4606 X.

Fig. 6. Colageno tratado com AP. Cultura com 24 horas de
incuba¢do. 0 ndmero de celulas crescendo sohre este subs-
trato tambem e pequeno, sendo que estas quando vistas
s30 arredondadas (= ) Coloracao: Hematoxilina-Eosina.

Aumento: 460 X.






Fig ©7 Colageno sem tratamento. Cultura com 24 de 1ncu-
bac3o. Ceélula apresentando nucleo levemente ortocromatico,
nucleolo basofilo evadente ¢ citoplasma hasofilo (=) Co-

lJoracio. Azul de toluidins pH 4,0 Aumento- 1160 X

Fig. ©8 Coldageno tratado com GL. Cultura com 24 horas de
incubac3o. Ceélula arredondada com nuclec e citoplasma

basofilos () Material corado relo Azul de toluidina pH

4,0. Aumento. 1160 X.
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Fig. 09 Co]égeno.tratado pelo AP. Cultura com 24 horas de
incubagao. Celula com nucleo ¢ citoplasma basofilos, nu-
clélo pouco evidente (==) Material corado pelo Azul de

toluidina pH 4,0 Aumento: 1160 X.



3 2 2.2- Culturn com 3 dims de incubaclo

Neste periodo de incubacdo o numero de cé-
lulas presentes no —oléyeno nao (ratado, corado com HF,
era malior quando comparado com o numero de celulas do ini-~
c1o da cultura (figura 41), sendo a forma alongada de al-
gumas ceélulas mais acentuada. Notava-se ainda uma hetero-
geneidade na morfolog:ia das células deste grupo, podendo-
se ver em uma mesma regiao células arredondadas € alonga-
dae Com 5 dias obserwvava-se nas cavidaders formadas pelas
fibrae de coldageno 0 anicio do seu preenchimento pelas cé-
lulas em crescimento (figuras 10 e 11) No material (ratado
com GL e AP o nuimero de células aumentou, principalmente
no tratado com GL (figura 41), mas a forma arredondada das
células fo1 mantida (figuras 12 e 13). Algumas células que
cresceram no colagenoc tratado com GBL ja4a estavam em
inicio de espalhamento (figuras 14 e 15).

Quando coradas com AT, as ceélulas VERD cul-
tivadas no cdlégeno controle apresentavam citoplasma baso-
filo, levemente metacromatico, niucleo ortocromatico e nu-
cléolo basdfi{o (flguras 16-18). No substrato de colageno
tratado com Gl. e AP o citoplasma e ndcleo das células per-
maneceram bascéfilos. Por outro lado, o nucléolo sd foi vi-
sualizado em aloumas células (figuras 19 ¢ 26), no que
difere das cé€lulas ewm cultura do coldueno nio tratado,

controle.



Fig 16 Colageno controle. Culture com 5 dias de i1ncuba-
c3p. Vé-se neste periodo aumenio no numero de celulas com
formato alongado ( = ) inicil1ando o preenchimento de c¢a-

vidades ( X J)Coloracd3o Hrmatoxilina-Eosine Aumento

460 X
Fig. 11 Colageno sem tratamento. Cultura com O dias de
incubagdo. Observa-se ceélulas arredondadas ( » ) com nu-

cleos claros e volumosos ¢ presenca de dois nucleolos e
celulas alongadas (==) aderidas as fihras. Coloragio: He-

matoxilina~Fosina. Aumenlto: 1169 X.
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Fig 12 Colageno tratado pelo 6! Cultura com S dias de
incubacio Veraifice-se aumento no numero de células quando
comparado a0 mesmo material com £4 horas de incubsci o sen-
do =@ forma arredondada a mails #nconlrada ( » ). Materaal

corado pela Hematonalina-Eosina. Aumento 460 X

Fig. 13" Colageno tratado pelo AP. Cultura com 5 dias de
incubag3o. Numero de células ainda pequeno, com aspecto
morfologico arredondado ( m= ). Cbloracﬁo: Hematoxilina-Eo-

sina. Aumento: 46¢ X.






Fig. 14:. Colageno tratado peclo Gl Culture com 5 dias dr

incubaciao. Precenca de celulas arredondadas (® ) e celu-

ias em 1nicio de evspalhamento (—s) Material corado pela

Hematoxilina~-Eosina. Aumento. 460 X

Fig. 15: Colégenc; tratado pelo GL. Cultura com 5 dias de
incubag3o. Ceélula em inicio de adesio (mese-) Material co-

rado pela Hematoxilina-Eosina. Aumento: 1160 X.






Fag 16 Colageno sem tratamento. Cultura com 5 dias de

incubac3o Celulz apresentando nucleo ortocromatico, nu-
cleolo basofi1lo e citoplasma levemente metacromatico
( oomap ) Material corado pelo Azul de toluidina pH 4,0

Aumento: 1160 X

+ +

Fig. 17 Colageno sem tratamento. Cultura de 5 dias. Re-
gi3o mostranco celulas arredondadas ortocromaticas ( X% )
preenchendo cavidades. Nas celulas alongadas (—) aderi-
das as fibras, nota-se uma leve metacromasis do citoplas-
ma( » ). Colorag3o: A7ul de toluidina pH 4,0. Aumento: 460

X.






Fig 18 Colageno sem tratamento Cultura de 5 dias Obser-
va-se a presenca de uma camada conlinua de celulas alonga-
das aderidas as fibras colagénicas (==d) (oloragdo. Azul

de toluidina pH 4,0. Gumento: 460 X

Fig. 19: Colageno tratado com GL Cultura com 5 dias de in-

cubac3o. Célula apresentando nucleo e citoplasma basdfi-
los, nucléolo pouco evidente. Prolongamentos citoplasmati-
cos { » ) indicando um 1nicio de espalhamento. Material

corado com Azul de toluidina pH 4,0. Aumento: 4690 X.
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Fig. 20- Colageno tratado pelo'AP. Cultura com 3 dias' de

incubagio. Nicleo e citoplasma basdofilos, nucleolo quase

nao sendo visto (s=de-) Material corado pelo Azul de to-

luidina pH 4,Q. Aumento: 1160 X.
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3.2.2 3- Lultura com 19 dias de incubaclo

0 numero de células presente no colageno con-
trole, corado cow HE, foi maror como ja descrito no pe-
riocdo anterior, onde Se iniciava o0 preenchimento das cavi-

dades com mais de uma camada de cdlulas. Com der dias islo

ocorreu com maior frequeéncia, chegando a haver o preen-
chimenio total das cavidades em alguns pontos (figuras
21-23). No feltro de colageno tratado com GL as celulas

apresentavam as mesmas caracteristicas observadas no con-
trole no i1nicio da ctultura, mostrando Fforma alongada e
dispondo-se em alguns pontos como uma camada continua
(figura PRP4). As celulas que cresceram sobre o substrato
tratado com AP, permaneceram arrvoedondadas, aumentaram em
nimero no interior das cavidades, a ponto de preenché-las
totalmente (figura 255 .

As celulas que cresceram no coldageno controle
quando coradas com AT, apresentavam uma certa heterogenei-
dade na forma celular e coloragdo, expressa por celulas
arredondadas presentes no interior dos aglomerados, sendo

.
que nestas, a ortocromasia do nucleo ¢ a metacromasia do
citoplasma eram mais evidentes. Pode-se observar em alguns
pontos a deposi¢ho de material metacromatico nas fibras de
coldgeno (figuras 26 e 27). 0 aspecto das células que
cresceram sobre o substrato tratado com GL foi semelhante
ao das celulas do substrato controle com cinco dias de in-
cubac3o, mantendo-se alongadas ¢ arredondadas, notando-se

a presenca de celulas com nucleo levemente ortocromatico e
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citoplasma metacvomdtico. O nucleolo epresentou-se pouco
evidente nas celulas com o nucleo ¢ citoplasma basofilos
(f1guras 28 e 29) Observou-se em aiguns locais o 1nsicin do
preenchimento das cavidades pelas ceélulas (fiagura 28). No
feltro de colageno tratado com AP poOde-se verificar @
presenca de algumas celulas 1soladas, com ndcleo levemen-
te ortocromatico e nucléolo basofilo evidente (figuras 30

e 31)



Fig. @21 Colageno sem tratamentn Cultura com 10 dias de
incubac30o. Phde-se observar celulas arrecdondadaes ( ==f)
preenchendo as cavidades formades pelas fibras de colage-

no. Colorsc3o Hematoxilina-Fosina. Aumento: 11606 X.

Fig. ee: Colageno sem tratamento. Cultura com 1¢ dias de
incubagao. 0 preenchimento das cavidades em élguné pontos
¢ completo e o nuimero de celulas € maior quando comparado
aps periodos anteriores ( » ). Coloragio: Hematoxilina-Fo-

sina. Aumento: 460 X.






Fig. 23 Colageno sem tratamento Cultura com 10 daas de
incubac3o, observa-se celulas arredondadas com nucleo cla-
ro e wvolumoso preenchendo as cavidades ( =)  Coloragdo:

Hematoxilina-Eosina Aumento 1160 X

Fig. 24: Coldgeno tratado pelo GlL.. Cultura de 10 dias. La-
vidade em 1inicio de preenchimento ( ﬂt), celulas alongadas
nas bordas das fibras de coldageno formando uma camada con-
tinua ( » ). Coloragio: Hematoxilina-Fosina. Aumenlo: 4690

X .
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Fig 26 Coldgeno sem Lratamento Cultura com 1@ dias de
incubacao Forma celular variads, ve-se células arredonda-
das ( = ) g células‘alongadas em mAalor numero (=) A
descompactacdo da cromatina € a metacromasia do citoplasma
sap bem rvidentes (==d) prescnga de materaal levemento
metacromat ico depositado nas fibras de colageno ( # ). Co-

lorac3o Azul de toluidina pH 4,0  Aumento:. 160 X.

+

Fig. ev - Colageno sem tratamento. Cultura com 10 dias de
incuba¢3o. Célula com nucleo ortocromdatico ( » ), nu-
cledlo basofilo ( ™ ) e leve metacromasia do citoplasma
( —). Material corado pelo Azul de toluidina pH 4,0. Au-

mento: 1160 X.
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Fig PB. Colageno tratado pelo G Cultura com 1@ dias de
incubagdo Presenge de relulae alongsdas (=) ¢ srredon-
dadas (s==») Algumas celulas com nuclco levemente ortocro-
matico e citoplasma levemente metacromdtieo, nucléolo so €
visto em algumas celulas. Cavidades preenchidas (»ﬁﬁ) e
outras em 1i1nicio de preenchimento ( %) Coloracio. Azul de

toluidina pH 4,@¢ Aumento 460 X

Fig. 29: Colageno tratado pelo GL . Cultura com 10 dias de
1incubacio. Celulas com nucléolo basofilo (—) . Material

corado pelo Azul de toluidina pH 4,0 Aumento: 460 X.
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Fig. 30 Colageno tratado pelo AP. Cultura com 10 dias de
incubagado As cpPlules (e=P) que cresceram sobreo csle subs-
trato apresentam uma leve ortocromasia do nucleo e nucléeo-
1o baso¥i1lo evidente (® ) (Coloracaon: Azul de toluidi-

na pH 4,0 . Aumento. 1160 ¥

Fig. 31: Idem figura 30, niucleo helerpocromatico (=) c31-

toplasma basofilo (—=) . Aumento: 1160 X.
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3.2.2 4- Cultura com 45 dins de incubacHo

Muitas dae cavidudes do colégeno nio tratado
foram preenchidas totalmente polas celulas, havendo em al-
guUnNns CASO0S degenera¢do celular no centro das mesmas
(figura 3727 As celulas que crescoram sobre o substrato
tratado com GL apresentarzm nspecto semelhante a0 da cul-
tura inicial do colageno controle, ou seja, presenca de
celulas alongadas e arredondadas, algumas com morfologia
semelhante a fibroblastios (figuras 33-35). As cclulas cul-~
tivadas sobre o colageno tratado com AP apsrentemente nao
apresentaram alteracOes com relacdo ao periodo anlerior. 0O
aspecto morfoldgico geral das cé€lulas neste tempo, foi nae
maioria arredondado, hkavendo o preencimento total das ca-
vidades (figuras 36 e 37).

Quando coradas com AT , as células que cresce-
ram sobre o coldgeno ndo tratado mantiveram as caracteris-
ticas Ja descritas. As regibGes com material extracelular
metacromatico depositado se mostraram aumentadas neste pe-
riodo, principalmente nos prolongamentos éitop]asméticos
que\ s¢ estendiam sobre as fibras do feltro de coldgeno
(figura 38).As células cultivadas sobre os substratos tra-
tados com GL e AP apresentaram—-se semelhantes aquelas com

19 dias, sendo mais acentuada a ortocromasia do nucleoc e a

metacromasia do ciloplasma (figuras 39 ¢ 40) .



Fig. ac. Colageno sem tratamento Cullura com 15 dias de
incubacao . Observa-se nesta fi1gura uma wvista geral dn
fragmento de colageno com 1nici10 de preenchimento de Cavi-
dades ()"), preenchimento total ( # ) e degeneracio celu-
lar em outras jJa precnchidas ( % ) Coloragdo. Hematoxili-

nz~-Eposina  Aumento. 90X

Fig. 33 Colageno tratado pelo GL. Cultura de 15 dias He-
terogeneidade da forma celular, celulas arredondas (» ) e
células 'com morfologia tipo fibroblastoé—p). Material co-

rado pela Hematoxilina-Fosina. Aumenlo: 1160 X.






Fig 34 Coldueno tratado pelo GL Culturas com 1D dias de
incubacao Presencae de celulas alongadas (w—=p) Materaial

corado pela Hematoxilina-Eosins Aumento. 1160 X

Fig. 35. Colageno tratado pelo GL . Cultura com 15 dias de
incubaciao. Celulas aderidas as fibras de colageno ( » )

Material corado ﬁela Hematoxilina-Fosina. Aumento: 1160 X.
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Fig 36 Lolageno tratado pelo AP Cultura com 4% dias de
1ncubaeao. Mreenchaimento de cavidades na mal0ria com
celulas arredondadas (=) (oloracao Hematoxilina-Eosi~-

na Aumento 460 X.

Faig. 37. Lolageno tratado pelo AP. Cultura com 15 dias de

4+
1 ncubaglo. Preenchaimento de cavidades com células arredon-

dadas ( i) Coloracﬁo:'Hematoxillna-Eosina.'Aumento:

460 X.
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Fig 38 Colageno sem tralamenlo Cultura de 15 dias. No-
ta-se 8 presen¢s de celulas alongadas ) e arredonda-
das (=), © a deposigao de material metacromatico ( = ).

Material corado pelo Azul de toluidina pH 4,0. Aumento:

160 X.
Fig. 39 Co}égrno tratado pelo GI.. Cultura com 15 dias de
incubac¢io Céelulas apresentando citoplasma levemente

metacromatico ( ), nucleo ( > ) e nucléolo basdfilo evi-
dente (—p)  Material corado pelo Azul de toluidina pH

4,9. Aumento: 1160 X.
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Fig. ' 40: Colageno tratado pelo AP. Cultura de 15 dias. 0Ob-
servando cclulas com nucleo ortocromatico e nucléolo ba-
sofilo evidente ( » ) Material corado pelo Arul de to-

luidina pH 4,0. Aumento: 460 X.
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Para fucilidade de compreensio ¢ apresentado
um resumo dos resultados obtidos em todos os metodos de
coloracio utilizados para os diversos materials e tempos

empregados (labela I).

A wvariacho do numero de celulas de acordo  com
os diferentes tipos de substrato e tempos de cultivo esta
expressa no histograma da figura 41, Com relagio ao cola-
geno sem tratamento, nota-se um aumento progressivo de nu-
mero ateé o décimo dia de incubac¢l3o e uma redu¢do do mesmo
no periodo seguinte.

No material cultivado em colaascno pre-tratado
com glutaraldeido o numento do ndmero de cilulas ate o
quinto dia é inferior ao controle, ultrapassando 0 mesmoc 4
partir do décimo dia de cultura. Fmhora no colageno trata-
do com 3cido periddicoc o numero de células tambeém tenha
aumentado progressivamente ate o aécimo dia, diminuindo
novamente apds esse periodo, as contagens obtidas foram

.

acentuadamentie inferiores ias encontradas no coldageno sem

tratamento e no pré-tratado com alutaraldeido.



48

TABELA 1: RESUMO GERAL DOS RESULTADOS OBTIDOS:
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fis celulas WERD que cresceram sobre o feltro de
colageno sem tratamento apresentaram ades3o & pralifera-
cao esperadas preenchendo as cavidades formadas pelas fi-
bras de colageno ao longo do cultivo.

Celulas WVERDO crescendo sobre laminulas de vi-—

dro apresentam uma ftorma poliigonal e crescem em monocama-
da Porem quando cultivadas no feltro de colageno mostra-
ram—se alongadas, 1indicando ades3o as fibras, e caracte-

risticas morfologicas de um fibroblasto.

fs alteracdes celulares morfoldgicas est3o ge-
ralmente associadas ao controle do crescimento e a expres-—
s30 dos genotipos celulares. Isto pbde ser demonstrado em
cultura, com diversos tipos celulares tais como celulas
epiteliais mamarias (EMERMAN & PITELKA, 1977; EMERMAN et
alii, 1977 ; HAEUPTLE et alii, 1983; LEE et alii, 1984, RO-
CHAa et =alii, 1985, DURBAN et alii, 1985; HAMAMOTO et
alii, 1988), condrdcitos (FRIDMAN et alii, 19B5) e celulas
nervosas (SANDERS et =ali:1, 1988; BILOZUR & HAY, 1988, IS-
HIMURA et alii, 1989; SIMONSON et alii, 1989)

Muitos destes trabalhos citados anteriormente
evidenciam a acao do colageno sobre o processo de diferen-
ciac30 e a manutenc3o do estado diferenciado de varios ti-

pos celulares.
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A partar dos resultados pode-se observar que
st e tipo de feltro de colageno microcristalino sem trata-
mento induz modificagdes no complexo DNA-proteina do nud-
cleo das celulas VERDO Estas modifica¢cBes podem ser evi-
denciadas pela coloragdo verde palida observada nos nu-
cleos, recultante do numero menor de radicais fosfatos do
DNA disponivels para a ligacdo com as moléculas do corante
(fig 38). Alterac¢cbes desse tipo no complexo DNa-proteinas
detectaveis por coloracido com AT tambem foram evidenciados
em cromossomos politenicos de Rhunchosciara americana (VI-
DaL, 1975; MELLD & VIDAL, 1979) em heterocromatina de
Iriatoma infestans (MELLO, 1980) e em espermatozoides de
touroc (MELLO, 1982).

Como foi visto anteriorménte as celulas VERO
se desenvolvem normalmente sobre o colageno sem tratamen-
to. Com o progredir da cultura e o maior preenchimento ce-
tular das cavidades, por volta do decimo dia 1iniciava-se
um processo de degeneragio celular principalmente na par-—
te central dessas cavidades preenchidas, degeneracac esta
que pode ter sido prowvocada pela falta de nutrientes no
centro destes aglomerados celulares. As celulas, atraves
de suas funcOes,tém a capacidade de trocar metabolitos via
canais fisioldgicos presentes nas membranas (LOEWENSTEIN,
1981)  Como o numero de ceélulas nestes aglomerados € gran-
de provavelmente a simples difus3o dos elementos necessa-
rios para a nutrig8o celular adequada na parte central dos

aglomerados, torna-se insuficiente levando a perda de ati-
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vidades essencilais e inicrando, desta forma, o processo de
degeneragio celular Isto parece ser verdadeiro visto gue

os resultados obtidos com o uso de implantes de colageno

in vivo', mostram a partir do decimo dia do 1implante,
grande numero de celulas e presenga de vasos SaNguUiInNeons
necfoarmados que garantem a nutrigido celular adequada, o

que n3o poderia ocorrer “in vitro’ com a tecnica empregada
neste trabalho (OLIVER et alii, 1980; McPHERSON et ali1,
198éb ; CHVAPIL et alii, 1987, DALTRO, 1987)

Observou-se durante o cultivo que os fragmen-
tos de coldgeno n3o tratados, na presencga de celulas, so-
friam wuma diminuic3o de tamanho, chegando ao decimo quinto
dia de incuba¢ao com tamanho i1nferior ao inicial.

Esta diminui¢3o do tamanho dos fragmentos “in
vitro” pode estar associada a producdo de colagenase pe-
las celulas ou a contrac8o do substrato induzida pelas
proprias celulas. A produgio de colagenases por celulas
cultivadas “in vitro” € um fato conhecido tendo sido con%—
tatada também em fibroblastos (AGGELER et alii, 1984)

0 processo de contrag3o do colageno utilizade
como substrato para o crescimento das celulas "~ 1n vitro”
foi muito estudado em fibroblasto e em celulas mamarias
(ALLEN & SCHOR, 19B3; MAUCH et alii, 1988; NISHIDA et
alii, 1988; HAEUPTLE et alii, 1983; LEE et alii, 19847 .
Estes trabalhos descrevem que esta contrac3o € necessaria
para que a célula adquira a morfologia semelhante a que

apresenta in wvivo", Ffavorecendo atividades fisioldgicas
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normails como a producio de proteinas colagénicas e n3o co-
lagénicas por fibroblastos e a produ¢do de algumas protei-
nas do leite pelas células mamarias

fAssim, podemos concluir gque as celulas VERD
cultivadas em feltro de colageno microcristalinc sem ne-
nhum tratamento apresentaram diferencia¢3o quando compara-
das as coelulas que cresceram sobre laminula, em frasco sem
colageno. Este processo de diferenciacao celular pOde ser
carac(erizado pela forma fibroblastica apresentada pelas
celulas e pela deposicio de matriz extracelular corada me-
tacromaticamente com o Azul de toluidina.

As celulas VERDO semeadas em feltro de colageno
tratado com glutaraldeido, n3o aderiram a este substrato
nas primeiras 24 horas de incuba¢30, ocorrendo inicio de
ades3o apenas s partir do quinto dia i inibi¢B0 da ade-
5830 celular em substratos tratados com glutaraldeido ja
foi demonstrada por FRIDMAN et alii (1985) em células de
carcinoma de colo e c€lulas de Sarcoma de Ewing. éstes au-
tores demonstraram tambeém que esta alterag3o da ades3o ndo
pode ser generalizada para qualguer tipo celular ;ma vez
que células derivadas de endotélio vascular aderem normal-
mente a este tipo de substrato, embora sofram posterior-
mente uma inibic¢30 da proliferac3o celular.

Os fragmentos de feltro de coliageno tratados
com glutaraldeido além de apresentarem uma redug3o no ta-
manho e um endurecimento, apresentavam uma preservacac me-

lhor até o décimo quinto dia de incubac¢3o.



54

HARRIS & FARREL (1972), demonstraram que as fi-
bras de colageno adquirem resisténcia a agdo de colagena-
:-1:2-4 depois de tratadas com formaldeido, quando utilizaram
in vivo'" enxertos de pele. Geralmente, o enxerto 1nicia
uma resposta imune que pode ativar a producao de colagena-
ses, levando & destruicio de grande parte do mesmo. Se o
material constituido por coldgeno for tratado antes da im-
plantacio com glutaraldeido seu periodo de preservacao fi-
ca aumentado, pois este agente tem como propriedade carac-
teristica aumentar as 1iga¢bes cruzadas na molécula de co-
lageno conferindo-lhe maior recisténcia (BARKER et alii,
1980; OLIVER et alii, 4980, SPEER et alii, 198@; McPHERSON
et alii, 19863 e b; CHVAPIL et alii, 198B7; NIMNI et alii,
1987). € em raz3o da aquisi¢io desta resisténcia a biode-
grada¢io enzimatica, gque o coldgeno tratado com glutaral-
deido tem sido empregado na drea médica como protese.

Embora a utilizag8o de tratamento com glutaral-
deido aumente a preserva¢do dos implantes, lmuitos traba-
lthos “in vivo'" descrewvem que a sua utilizagdo produz tam-
bém efeitos altamente citotoxicos, decorren‘tes Qo gluta-
raldeido residual que & liberado ap6s o implante ( OLIVER
et alii, 1980; McPHERSON et alii, 198éa e b).

SPEER e colaboradores (19890) observaram dados
semelhantes “in vitro®® quando trabalharam com fibroblastos
humanos 373, crescendo sobre esponja de coldgeno tratado

com glutaraldeido. A concentracio de glutaraldeido libera-

do apos o tratamento teve efeito citotoxico muito alto,



inibindo o crescimento destas celulas. Verificaram também
que a variac3c de pH, temperatura, exposi¢Bo. a luz e pro-
por¢8c molar dos reagentes, s8o importantes na polimeriza-
¢cio do glutaraldeido a ser utilizado no tratamento do co-
légeno, condi¢Bes estas também observadas por outros
autores (CHUAPIL et alii, 1977 e 1987).

0 glutaraldeido a ©,1% n3o mostrou ser citoto-
X1CO para as celulas ""in vitro” no presente trabalho pois
as culturas, apesar de uma certa demora na ades3o e acha-
tamento celulares, tiveram um desenvolvimento considerado
normal. A auséncia de toxicidade pode ser comprovada tam-
bém pela andlise das ceélulas presentes nas laminulas reco-
lhidas deste tubo. Apesar destas estarem presentes em nu-
mero pequeno, a sua morfologia era idéntica a apresentada
pelas células que foram cultivadas em laminula e na ausén-
cia de coldgeno. Uma das explicagles para a auséncia de
efeito citotoxico, decorre da utilizagdo, neste trabalho
de coldgeno lavado vdrias vezes com agua bidestilada esté-
ril e por 48 horas em meio de cultivo para que todo o ex-
cesso de glutaraldeido fosse retirado, antes desse subs-
trato receber o indculo celular. Desta forma o unico glu-
taraldeido presente no material era o que estava envolvido
nac ligagBes cruzadas entre as fibras de coldgeno.

Como ja foi discutido anteriormente substratos
a2 base de coldgeno induzem alteragBes morfoldgicas asso-

ciadas a variac2o na fisiologia celular.




A partir do décimo dia de incubagBo pOde-se
const atar este fato através da deposi¢cdo de material meta-
cromatico produzido pelas células sobre as fibras de cola-
geno, nas preparacbes coradas com Azul de toluidina (AT)
pH 4,0 (fig. 28).

Um aumento na disponibilidade de radicails
ani®nicos convenientemente proximos possibilita, a nivel
celular, a interac8o entre as moleculas planares do AT .
Isso faz com que a energia necessaria para a excitacdo dos
eletrone pertencentes aos grupos cromofdricos dessas molé-
culas seja maior, diminuindo assim, o pico de absor¢ao de
625 nm para comprimentos de onda menores, que podem atin-
gir 550 nm ou menos. Este fendmeno denominado de metacro-
masia € comum a inumeros corantes basicos e pode revelar,
mesmo sem a utilizac3o de medidas absorciométvricas, um au-
mento na disponibilidade de radicais anidnicos em diferen-
tes estagios fisioldgicos de um mesmo tecido, ou de teci-
dos diferentes, pela simples Qisualizacio da cor obtida,
que em funcio destas alteragdes passa de verde (basicamen-
te monbémeros de AT) para azul, azul-arroxeado e roseo
(empilhamento de moléculas de azul de toluidina) (VIDAL,
1987 .

Quando cultivadas sobre colageno tratado com
glutaraldeido a metacromasia celular foi aqui observada
mais tardiamente em relagSo aos controles, e o aparecimen-

to de matriz extracelular coincidiu com o espalhamento das

células sobre as fibras de colageno. 0 que parece ocorrer



& «que as celulas a partir de um certo periodo de cultivo
adquirem a capacidade de sintetizar sua propria matriz ex-
tracelular, neutralizando desta forma as alteracbes do co-
lageno provocadas pelo glutaraldeido e permitindo assim o
espalhamento celular. A partir desss altera¢gdo na sua for-
ma a celula modiflca‘entéc seu padrao de sintese, produ-
zindo matriz extracelular que fica depositada nas +ibras,
fato este que fo1 melhor observado a partairy do decimo
quinto dia de incubag¢3o0, quando a deposi¢i3o de material
metacromatico era maior

De acordo com o histograma (figura 41) apre-
sentado pode-se obserwvar que o numero de celulas que cres-
ceram sobre o material tratado com glutaraldeido aumentou
em relac3o ao controle a partir do deécimo dia de incuba-
cao. Como ja foi discutido anteriormente a capacidade do
glutaraldeido de aumentar as ligac¢Bes cruzadas da molécula
de colagenoc confere a este feltro maior integridade ate o
final da incubag¢io, © qﬁe n3o ocorre com o colageno sem
tratamento. Desta maneira as celulas teriam tambem, no co-
lageno tratado pelo glutaraldeido mais substrato disponi-
vel para ades3o e consequentemente proliferacdo do gue no
colageno controle.

FRIDMAN et alii (1985) estudando a influéncia
das porgoes glicosidicas da matriz extracelular na adesio,
achatamento e diferenciacdo morfolodgica, verificaram que
tipos celulares diferentes reagem de maneira diversa as

alteracOes das porgOes glicosidicas decorrentes da oxida-
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30 do substrato Estes ecstudos foram feitos utilizando
como substrato matriz extracelular produzida pelas celulss

endotelials da cornes e componentes 1solados da matriz,

como laminina e fibronectina, submetidos a oxidagio com
periodato. Estes auvutores verificaram, no decorrer do expe-
rimento, aque celulas de carcinoma de colo n3o aderiam ao

substrato a base de matriz extracelular tratada com perio-
dat o nem a laminina oxidada pelo acido periodico. No en-
tanto, a ades30 e o espalhamento das celulas de sarcoma de
Ewing no substrato n2o era influenciada por esse tratamen-—
to.

Emborsza, neste trabalho tenha sido muito peque-
no © numero de células VERDO que aderiram e se espalharam
inicialmente sobre as fibras do colageno tratado pelo aci-
do periodico as gue © fizeram expressaram sua atividade
proliferativa, que pode ser constatada a partir do histo-
grama (fig. 41) .

A auséncia de ades3o de grande parte das celu-
las as fibras n3o dewve ser atribuida a uma atdo toxica do
dcido periodico pois as celulas que n3oc aderiram ao cola-
geno tratado e que portanto cairam e aderiram a laminula
presente no tubo apresentavam um aspecto semelhante ao das
células cultivadas nas laminulas do tubo sem colageno
(figs 2c e 1a).

Alem disso, até o décimo dia de cultivo a pre-
senga de celulas arredondadas era malor, sugerindo gue as

celulas VERO constitwuem um tipo celular, culs capacidade
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de adesio ¢ alterada gquando o substrato de colageno tem
sUas porgoes glicosidicas comprometidas, ou sela, quando
os residuos de agucar se abrem formando aldeidos. Assim, a
diminui¢cdo na capacidade de adesdao poderia desta maneira
atrasar 0 desenvolvimento normal dessas culturas ou mesmo
diminuir a proliferac3o celular esperads resultando nos
dados aqui apresentados que mostram um numero menor de ce-
lulas para este substrato quando comparado ao numero de
celulas presentes nos outros dois substratos, o tratado
com glutaraldeido e 0 sem tratamento

FRIDMAN et alii1 (1985) observaram além disso
que oligodendrocitos cultivados sobre matriz extracelular,
sofrem um processo de diferenciagdo morfologica, que tam-
bem € 1nibido quando a matriz extracelular e tratada com
periodato. Estes autores demonstraram assim gque a adesao,
o achatamento e a diferencia¢d3o morfoldgica, S3ao Processos
celulares afetados pela oxidacdao do substrato

Considerando o gque fo1i dito anteriormente, o
fato das celulas VERD em substrato tratado com acido pe-

.

riodico, nao terem apresentado alteragdes morfoldgicas ca-
racteristicas de diferenciagcBo em gualquer momento de cul-
tivo, nem terem produzido matriz extracelular, na forma de
material metacromatico depositado sobre as fibras de cola-
genoc, parece ser indicativo da falta de diferenciac3o des-
sas celulas ao contrario do que foi observado nas culturas

com coldageno controle e tratado com glutaraldeido.



Quando o feltro de colageno microcristalino
foa tratado com acido periodico, observou-se que ele ten-
dia a se desfazer durante o cultivo das celulas. Isto pode
ser explicado uma vez gque 0 acido periodico como oxidante
atua sobre as por¢Oes glicosidicas desta macromolecula
(FRIDMAN et alii, 1985 que s3o0 importantes para manter a
agregacao ordenada das fibras do colageno (VIDAL, 19867 .

Foi demonstrado tambem que os residuos de car-
boidrato das cadeias laterais da molecula de colageno tem
importante papel na adesdo € na agrega¢fzo plaquetiaria
(CHESNEY et alii, 1972; PUETT et alii, 1973; SaANTORO &
CURNINGHAN, 1977, LEGRAND et alii, 1983).

BRASS & BENSUSAN (1976) demeonstraram que com a
oxida¢ao do colageno com periodato a capacidade de intera-
¢80 com as plaquetas e reduzida, sendo tambem comprometida
a reacdo de libera¢3o dos conteudos plaquetarios, indican-
do assim =a importancia dos residuos de agucar na ligac¢do
piaqueéa—colégeno, e consequentemente no processo de agre-
gag 3o das mesmas.

| ~Assim como a adesao de celulas VERU ao colage-
no e alterado pelo tratamehto do substrato com o acido
periodico da mesma Fforma com gue ocorre nas plaguetas,
provavelmente estes residuos de agucar tenham importante
fungd3o no reconhecimento celular pelos receptores de su-
perficie.

o feconhecimento, para a adesao as fibras de

colageno pelas celulas, € feito atraves de receptores pre-



sentes na superficie celular. Apos o reconhecimento estes
receptores transmitem sinais pars o interior das celulas,

sendo estes sinals efetuados atraves de duas vias. Uma das
vias € a que estabelece interacdes fisioldgicas entre as
fun¢gdes biomecanicas e 05 elementos celulares Este meca-
nismo trasnductor depende da propria estrutura d=s fibras
de colageno e provavelmente seria o responsavel pela libe-
racao de sinalis ao nivel celular. Para que ocorra o reco-
nhecimento celula-fibra, € necessario gque as Ffibras tenham
uma organizacao ordenadsa. Ocorrendo este reconhecimento
das celulas pelas fibras seguem-se 0s fenomenos adesivos,

e posteriormente, a diferenciacdo celular (VIDAL, 1989)

A  express&o génica de uma celula pode ser 1in-
fluénciada pelo tipo de substrato utilizado para o seu
cultivo e pode ser alterada se este substrato for submeti-
do =2 alguma agdo quimica. Verificou-se neste trabalho que
o Feltro de colagenoc microcristalino sem qualguer trata-
@ento induziu diferenc iac3o morfoldgica sobre células VE-
RO. Este processo de diferencia¢ao occorreu também quando

.
este feltro foi1 tratado com glutaraldeido, mas nao auando
o tratamento foi efetuado com acido periodico.

Uma vez que, a expressao fenotipica, de uma
celula e diretamente influenciada pelo tipo de substrato
ao qual ela esta aderida, pode-se concluir gue e extrema-
mente importante defimnir os objetivos para o emprego do

colageno tanto "in vitvyo” quanto “"in vivo’, preparando as-—

sim, o substrato de maneira adeguada, obtendo desta forma
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melhor crescimento e/ou diferenciagao celular ou maior du-
rabi1lidade do substrato. DUa mesma forms que @ importante
a definicBo dos objet ivos, a gqualidade do substrato deve
ser sempre mantida.

Desta maneira, o fato de varias partidas de
feltros de colageno terem sido testadas o apenas algumas
apresentarem capacidade de induzir crescimento e diferen-
ciacdo celular evidenciou que a preparagao dos mesmos Nao
obedeceu criterios semelhantes. 0Os feltros de colageno
uti1lizados neste ftrabamlho estavam em fase de teste para a
producio por uma indust ria nacional.

De acordo com 1n?ormacﬁes do Dr . Vidal, ©o gqual
forneceu a metodologia para a extragao do colageno e pre-
paro do feltro para a industria, o problema poderia estar
na purificacso das fibras de colageno. NDs processos de
extracso do colageno a partir de tenddo bovino, a porgi3o
telopeptidica do tropocolageno € removida pPOr a¢ao enzima-
tica e em seguida = sua reagregagao € efetuada. A desagre-
gac3o dos feltros pode ter ocorrido pela n3o remocao das
enzimas protepoliticas usadas na digest3o da porgaoc telo-
peptidica ou devido as mas condigbes de reagrega¢io das

fibras efetuada apds a extracio.
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0 fato das wvarias partidas de feltros micro-
cristalino testadas apresentarem grande wvariabilidade
quanto ao seu aspecto e comportamento em um meio de cultu-
ra indica que a firma em questio n3o estava efetuando o
controle de qualidade adequado ao produto, tornando-o por-

tanto, inviavel a comercializagcio.



Com os dados obtidos no presente trabalbho po-
de—se concluir que:
i) Algumas partidas do feltro de colageno microcristalino
foram inviadveis para a cultura de células, sugerindo que a
producio deste material n3o foi1 efetuada de maneira corre-
ta, comprometendo, assim, a boa qualidade do produto e im-
pedindo ©0 seu emprego nestas condi¢Bes, pela Clinica Médi-

ca.

2) 0 feltro de colageno sem tratamento induziu alteracoes

morfoldgicas nas células VEROD.

3) As células que crescem no feltro de coldgeno sem trata-
mento adquirem a capacidade de produzir a sua propria ma-
triz extracelular, o que pode ser evidenciado pela meta-
cromasia apresentada quando o material foi corado com Azul

de toluidina pH 4,0.

4) 0 tratamento do feltro de colageno com glutaraldeido

conferiu-lhe maior resisténcia, preservando-o melhor.
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3 A adesSo e o espalhamento das celulas sobre o colageno
tratado com glutaraldeido foram mais demorados quando com-

parados ao controle.

6) Os fragmentos de feltro de colageno tratados com acido
periodico sofreram reil a¢8oc maior em relacido ao controle e
aps tratados com glut araldeido, n3o ficaram t3o 1integros
ateé o final do tempo de incuba¢Bo. Isto confirmou as afir-

macOes de que os residuos de carboidrato s8o0 importantes

para a agrega¢ao das fibras de colageno.

7) 0 feltro de colageno tratado pelo acido periddico induz
alteracgoes, na morfologia, na adesBo e espalhamento celu-
lares, no entanto a capacidade proliferativa n8oc é aparen-

temente afetada.

8) 0 melhor substrato para crescimento celular por tempo
de incubagio0 maior que quinze dias pode-se utilizar o co-
ldageno tratado pelo glutaraldeido. A& sua melhor preserva-

¢80 também foi demonstrado por muitos trabalhos “in vivo'.
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Muitos trabalhos tém sido feitos empregando
substratos a bacse de coldgeno para varios tipos celulares.
£ bem conhecida a acSo indutora na diferenciagao celular
desta macromolécula. Neste trabalho utilizamos um feltro
tridimensional de colageno microcristalino fornecido pelo
Dr . B.C. Vidal {(Departamento de Biologia Celular - Uni-
camp ), como substrato para a adesio e crescimento de célu-
las VERD, uma linhagem celular estabelecida partir de cé-
lulas renais de macaco. Este coldageno utilizado como
substrato foi dividido em trés grupos sendo um submetido
ao tratamento com glutaraldeido, outro tratado com dcido
peritdico, e o terceiro permaneceu sem tratamento . As
amostras foram retiradas com i, 5, 10 e 15 dias de culti-
vo . Com os resultados obtidos pudemos concluir que este
feltro de colageno sem tratamento e com tratamento induzem
um processo de diferencia¢c8o gque se caracteriza por alte-
racSes na forma e no tamanho das células e por alterac¢des
no complexo DNA- proteinas, visualizadas atraveés da colo-
rac80 com Azul de toluidina. Como foi demonstrado por mui-
ton trabalhos, o glutaraldeido tem a capacidade de aumen-—
tar as ligagdes cruzadas na molécula de colageno. Devido a

ecta caracteristica os fragmentos de colageno tratados com

glutaraldeido s30 melhor preservados, tornando-se mais ve-



sistentes & a¢lo enzimatica. D acido periddico age sobre
as porc¢Bes glicosidicas da molécula de coldageno. As célu-
las que crescem sobre este substrato tém sua capacidade de
adesBoc e de espalhamento alteradas indicando que o0s car-~
boidratos das cadeias laterais da molécula de colageno
exercem influéncias no processo de ades3o e espalhamento
das células VERDO sendo proliferacio celular parcialmente

alterada.
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Z- SUMMARY

Collagen based substrate have been emploged 1n
manyd works The induction awction in the celld
differentiation of this macromolecule 1s well known
Tridimensional microcraistalino collugen sponge provided by
Dr . B.C. Vidal Has been used as substratum for attachment
and growth of VERO cells, a cocll type derived from monkey
ki1dney cwlls The collagen used as substratum bas boen
divided 1in 3 groups: one under glutaraldehyde trestment,
{he second under periodale acid treatment, while the third
remained non treated. The samples were removed after 1, 5,
1@ and 15 days of growth. The results led to the
conclusion that both treated and non treated collagen
sponge induce a differentiation process distinguished by
alterations 1in shape an size of cells and modifications 1n
the protein-NNA complex, observed by Toluidine blué
staining. As widely demonstrated in other works the
glutaraldehyde has the ability of incressing the number o;
cross-linking in the collagen molecule, making possivle 3
better preservation of glularaldehyde collagen fragments
and 1increased resistence to enzyme activity The periodate
acid acts on glicosidic portion of the collagen molecule
the cells that grow on this substratum have attachment and
spreading ability alterated, indicating that the lateral

chains carbohydrates of the collagen molecule exert
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influence on the attachment and spreading process of  VERD

rells, causing a partially alteraled cell proliferation.
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