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1 - INTRODUCAO

O processo pelo qual os descendentes de uma unica
célula, o ovo fertilizado, divergem para formar tecidos ou 8r-
gaos com fungSes especializadas & denominado de diferenciagao
e, com os avangos da biologia molecular e a descoberta do pa-
pel do DNA na sintese de RNA e proteinas, tem sido amplamente
aceito gue as caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas da
célula sao resultantes da agdo génica e, portanto, as dife-
rengas observadas entre tipos celulares seriam o resultado da
agao diferencial dos genes (BROWN & JONES, 1974). Deste modo
€& atribuido ao controle da express3o génica papel central nos
processos de désenvolvimento e diferenciagao (BROWN, 1981;

BIRD, 1984; DI BERNARDINO et alii, 1984).

Nos ultimos anos, em muitos campos da ciéncia, tem-
-se estudado o quanto da informagao contida na cé&lula & codi-
ficado pela seqliéncia primidria dos genes e quanto do ambiente
influencia esta expressao génica para que o individuo - possa
desenvolver varias células e/ou tecidos com fungoes especia-

lizadas (BISSEL et alii, 1982).

Um dos primeiros cientistas a formular o conceito
de que popula¢odes celulares divergentes, mas associadas pela
topografia poderiam desempenhar papel essencial na organogé-
nese foi PEEBLES em 1911, através de estudos de transplantes
realizados em embrido de galinha. GROBSTEIN, em 1955, denomi-
nou de indugao embrionaria, que & sindnimo de interag¢oes te-
ciduais a influéncia que populagoes celulares exercem umas so-

bre as outras na geragao de novos tipos celulares (BISSEL et

-



alii, 1982).

Desde entao, tém sido demonstrado por diversos au-
tores que as interagbes mesé&nguimas-epitélio desempenham pa-
pel primordial na orientagao do processo de diferenciagao
(COHEN & HAY, 1971; BELSKY et alii, 1980; HAY, 1980, 1981);
GREENBERG et alii, 1981; CHIQUET et alii, 1981; LORING et alii,
1982; BISSEL et alii, 1982; LANDER et alii, 1982; SANES, 1983;
NAKANISHI, 1983; RUNYAN & MARKWALD, 1983; ITO & TAKEUCHI,
'1984; BERNFIELD et alii, 1984; TREJDOSIEWICZ et alii, 1985) e,
GROBSTEIN, (1955) sugeriu que a interagdo tecidual ou indugao
embrionaria poderia ser mediada pela matriz extracelular. Ele
observou que durante as interagdes mesénquima-epitélio "in vi
tro" havia secregao de matriz extracelular pelo tecido indu-

tor, a qual era detectadvel histoquimicamente.

O conceito de gue a expressao final ae uma informa-
¢do genética possa ser regulada por componentes da matriz ex-
tracelular, tem ganho suporte de diversas fontes e tem permi-
tido considerar que a diferenciagao especifica do tecido, po-
de ser influenciada pelo substrato ao qual a célula estd ade-
rida (KLEINMAN et alii, 1981; YANG & NANDI, 1983). A maioria

destes estudos foram realizados com células mantidas em cultu

ra, pois estas quando retiradas do organismo e cultivadas "in
vitro" podem sofrer alteragoes drasticas na sua expressao fenotipi-
ca, ainda que as funcgdes perdidas possam ser recuperadas se
as células forem culiivadas sobre matriz extracelular Integra
ou sobre superficies cobertas com os componentes isolados da

mesma.

Um dos sistemas que tem se mostrado mais apropriado



para este tipo de estudo & o que utiliza cé&lulas epiteliais
mamarias, pois estas, de acordo com o que foi demonstrado por
EMERMAN e colaboradores (EMERMAN et alii, 1977, 1978, 1979;
EMERMAN & PITELKA, 1977), expressam morfologia e fisiologia
diferentes dependendo do substrato no qual foram cultivadas.

Estes autores demonstraram gque cé&lulas epiteliais
dissociadas provenientes de glandula mamaria de camundongo em
fase gestacional perdiam seu estado diferenciado guando cul-
tivadas sobre uma superficie de plastico ou vidro, mas manti-
nham suas caracteristicas morfoldgicas e bioguimicas gquando o
substrato utilizado para o cultivo era constituido por um gel
de colageno, em um meio hormonal apropriadc (EMERMAN & PITEL-
KA, 1977; EMERMAN et alii, 1977, 1979). No primeiro caso, as
células epiteliais cultivadas em monocamadas confluentes eram
finas, achatadas e perdiam a diferenciagao especifica de célu
las mamArias, mas preservavam as caracteristicas de células
epiteliais. Quando cultivadas sobre gel de colageno, o espa
lhamento era menor, mas as células ainda se mantinham achata-
das. Entretanto, quando mantidas em gel de colageno flutuan-
te, sua forma passava a ser cuboidal ou colunar,caracterizan-
do-se pela abundincia de reticulo endoplasmatico rugoso, com-
plexo de Golgi bem desenvolvido e numerosas vesiculas secreto
ras conpendo micelas de_caseina (EMERMAN et alii, 1979).

As células mamArias epiteliais em fase lactogénica,
quando cultivadas sobre gel de coldgeno ou em gel de colageno
flutuante retiveram consideravel grau de diferenciagao, tanto
morfoldgica quanto bioguimica, embora, apenas as cultivadas
no gel flutuante fossem colunéres e'conseguissem manter o seu

conteido de lactose (BURWEN & PITELKA, 1980).



Resultados semelhantes a estes foram descritos para
células mamarias bdvinas em diferentes fases de desenvolvimen
to por MACKENZIE et alii, (1982, 1985). Estas células cultiva-
das sobre gel de colageno aderido apresentavam morfologia idén
tica a de células epiteliais, eram polarizadas e formavam mem
brana basal. Apresentavam figuras mitdticas, indicando a ocor
réncia de divisao celular. Uma vez que o gel tivesse sido des
locado, tornaﬁdo—se um substrato flutuante no meio da cultura,
as colonias nao mais aumentavam de tamanho, alteravam sua mor
félogia, sendo as diferencas observadas, semelhantes as des-

critas anteriormente por EMERMAN et alii, (1979).

Nao apenas as superficies bidimensionais rigidas ou
flexiveis, mas tamhém as tridimensionais, interferem na manu-
tencao do estado diferenciado da célula. HAEUPTLE et alii,
(1983), estudando células epiteliais mamdrias de coelhas vir-
gens, mantidas em culturas primarias, observaram que as célu-
las que se desenvolveram sobre o colageno aderido eram de um
Ginico tipo morfoldgico e formavam uma monocamada achatada, se
parada do gel de colageno por uma lamina basal. Sobre este
substrato bidimensional rigido, as células mamarias sinteti-
zaram DNA e proliferaram até a confluéncia. Estas cé&lulas fo-
ram incapazes de expressar seu programa genético especifico o
que se refletia na auséncia de secrecao de caseina e de secre
¢ao e acumulo de gordura. Quando o gel de colageno era des-
prendido da superficie, formando o gel flutuante, isto &, uma
superficie bidimensional flexivei, as ceélulas se diferencia-
ram forméndo camadas compostas por dois tipos celulares dife-

rentes, ou seja: uma de células secretoras em contato direto

com o meio e outra de células semelhantes 4&as mioepiteliais,



situadas entre as primeiras e o gel de coldgeno, mas separada
deste por uma estrutura semelhante 3 da lamina basal. Esta al
teragéo na forma celular, induzida pelo substrato, resultou
no término da sintese de DNA e na indugdo da expressao do ge-
ne para a sintese de caseina do leite. Quando estas células
foram imersas em uma estrutura tridimensional de colageno,
elas cresceram formando estruturas semelhantes as dos ductos,
os quais irradiavam-se nas trés dimensdes, penetrando a ma-
triz de colageno circunvizinha e terminando, freglientemente,
por pequenos alvéolos. A proliferagdo celular e a produgao de
leite foram simultaneamente expressas nestas condigoes e go-
tas de gordura e de proteina do leite acumularam-se no lumem
destas estruturas. A proteina do leite nao era detectada na
matriz, indicando, desta maneira, que a célula havia adquiri-
do uma polaridade funcional. Estruturas semelhantes as dos
ductos, desenvolvidas no interior de uma matriz colagenosa fo
ram ohservadas também por BENNETT et alii, (1981), a partir de
células mamarias em cultura, desde gue fossem cultivadas jun-
tas no frasco dois tipos de clones de células mamarias: as cu
boidais secretoras e as alongadas semelhantes as miocepiteliais.
LEE et alii (1984 a), observaram que as células da
gliandula mamdria quando cultivadas sobre vidro ou pléstico
nao secretavam os cinco tipos de caseina presentes no leite e
nem lactoalbumina, mas secretavam outras proteinas com peso
molecular de 80.000, 67.000 e 140.000 daltons. Quando cultiva
dos sobre gel de colageno aderidd, as células produziam a
maioria das proteinas secretadas pelas cé&lulas aderidas ao
plastico e secretavam também a e B caseinas em pequenas

quantidades. Quando cultivadas em gel de colageno flutuante



produziam Gqpr Ogi B e y caseinas em gquantidades consideraveis.
Estes mesmos autores estudando a cinética da sintese e secre-
cdao de caselna por estas células encontraram que a primeira
era proporcional i quantidade de RNAm, contudo a secregac e a
degradagao das caseinas variavam consideravelmente, sendo mais
ldbeis em culturas gue utilizavam plastico como substrato
(LEE et alii, 1984 Db). cConcluiram, deste modo, que o efeito
do substrato colagenoso se manifestava nao apenas a niveis

transcricionais mas também a niveis pos-traducionais.

Substratos tridimensionais de colageno foram utili-
zados também para a obten¢ao de clones de células hematopoié
ticas (LANOTTE, 1984) e para o estabelecimento e manutengao
da polaridade funcional das células epiteliais da tirdide,
pois estas células, no referido substrato, se organizam em es
truturas tridimensionais semelhantes a foliculos (CHAMBARD et

alii, 1981, 1984).

Nao apenas a presenga ou auséncia de matriz extrace
lular tem sido importante para o processo de citodiferencia-
cao, mas também a sua composigao interfere na manifestagdo fe
notipica celular. WICHA et alii (1979),7demonstraram que guan
do ceélulas ductais e alveolares de glidndula mamaria de ratas
virgens eram colocadas em placas de cultura, menos de 10% das
. células aderiram e se espalharam para formar coldnias. Contu-
do, guando era utilizada uma superficie de colageno insolivel,
a adesao e o crescimento celulares variaram dependendo do ti-
po de colageno utilizado. Em colageno tipo IV apds 15 horas
de cultivo, 55% das células estavam aderidas; enguanto gue no
colageno tipo I, apenas 20%. As colOnias que se desenvolveram

no primeiro caso eram mais achatadas, espalhavam-se malis e as



divisdes celulares ocorreram aleatoriamente em toda a popula-
cdo, enguanto que no segundo caso, as células formavam colo-
nias mals compactas e as divisoes celulares concentravam-se
na periferia das coldnias, onde as cé&lulas encontravam-se mais
achatadas. Alteracoes fisioldgicas, também, foram detectadas
por BLUM & WICHA (1984). Estes autores cultivando células ma-
mirias de ratas virgens em plastico, colageno e sobre uma ma-
triz extracelular complexa extraida de glandulas mamarias de
ratas gravidas, observaram que a secre¢ao de a lactoalbumina
era maior quando o Ultimo substrato era utilizado. Para sepa-
rar o efeito que a forma celular e os componentes biogquimicos
da matriz extracelular exerciam neste processo, as células
mamarias foram cultivadas em matriz extraida de glandula mama
ria de rata gravida, que permaneceu aderida e sobre esta mes-
ma matriz, previamente depositadas sobre gel de colageno flutuante. Nes
te Gltimo substrato a ceélula assumiu a forma arredondada e aumen
tou a producdo de o lactoalbumina em cerca de duas vezes mais
do que em matriz da glandula mamaria aderida e dez vezes nais
do que em plastico ou gel de colageno. Desta forma ficou de-
monstrado que tanto a geometria quanto a composigac da matriz
sio importantes na estimulagdo da diferenciagdo das células

epiteliais mamarias.

Além das célulaé epiteliais mamarias, os hepatoci-
tos, também, tém sido muito estudados. MICHALOPOULOS & PITOT,
(L975), cultivando hepatdcitos em filme de coldgeno observaram
que eles se mantinham epiteliéidés e achatados no centro dos
grumos, enquanto que as células periféricas mostravam proje—
¢oes citoplasmdticas com contornos irregulares. Os agrupa-

mentos nao aumentavam de diametro e eram formados por agrega-



¢oes e nao por divisoes celulares. Apresentavam estabilidade
de 6 a 8 dias e a enzima aminoacil Tirosina Transferase nao
era induzida apbs a adic¢3o de corticosterdide ao meio de cul-
tivo. Os hepatbcitos mantidos em colageno flutuante, formavam
cordoes estreitos de c€lulas epiteliais € na periferia dos
agregados nio eram ohservadas projecdes citoplasmaticas com
as porgoes finais pregueadas. As células apresentavam-se cibi
cas ou poligonais, com didmetro menor e os agregados eram es-—
taveis por 30 dias, sendo gue a enzima acima referida podia
ser ativada durante todo este perlodo. Variacoes morfoldgicas
e fisioldgicas foram observadas, também, a partir de linhagem
celular de células hepética;, as quais cultivadas sobre plasti-
co apresentavam-se achatadas, com nlicleos pleombrficos, eram
incapazes de sobreviver em meio de cultura sem a adigao de so
ro e requeriam a presenga de hormdnios e de fatores de cresci
mento. Quando cultivadas sobre colageno, apresentavam-se cu-
boidais e sobreviviam sem soro e sem a adigao de qualguer su-
plemento nutritivo ao meio de cultivo (GATMAITAN et alii,
1983). A utilizacgao de uma biomatriz extraida de figado de ra
tos normais contendo colageno tipo I, tipo III e IV associa-
dos com proteinas ndao colagénicas, incluindo fibronectina e
pequenas quantidades de glicosaminoglicanas, mostrou ser um
substrato mais adequado para a manutencao de hepatocitos em
culturas de longa duragio (ROJKIND et alii, 1980). Os hepatd-
citos nestas condigoes puderam ser mantidos por mais de cinco
meses, conservando algumas de sués fungaes especificas, embo-
ra nao demonstrassem atividade proliferativa. Esta foi demons
tradé por MARCEAU et alii (1982), os guais cultivaram hepatd-

citos de ratos recém nascidos e de animais adultos sobre um



substrato reccbherto por fibronectina em meio nutritive apro-
priado. A atividade proliferativa estava associada com alteragoes no grau
de ploidia dos hepatdcitos. Nestas condigoes de cultivo, a
atividade das enzimas aminoacil tirosina transferase e lacta-
to desidrogenase foram bem preservadas juntamente com a produ
cdo de albumina. A analise 3 microscopia eletrdnica  demons-
trou que estes hepatdbcitos apresentavam "in vitro" o me smo
arranjo de fibrilas, que constituem o citoesqueleto presen-
tes nas células "in situ" ou seja, arranjos em forma de anel
ao redor dos espacos intercelulares que correspondem "in situ®
aos canaliculos biliares e, longos feixes na superficie celu-
lar em contatoc com o meio, o qual & encontrado ao longo das
por¢cdes sinusoidais da membrana "in situ". A migragdo destas
células "in vitro" também & influenciada pelo substrato, sen-
do que o colidgeno tipo IV nao interfere nessa migragdo, a la-
minina tem efeitofestimulatério sobre ela e a fibronectina a

inibe (BADE & NITZGEN, 1985).

Em relagdo as células epiteliais da cornea, SUGRUE
& HAY (1981 a), observaram ao microscopio eletronico, que
"in vivo", as cé&lulas da camada basal adjacentes a uma regiao
nao fibrilar rica em protecoglicanas e fibronectina apresenta-
vam a superficie basal plana e o citoesqueleto formando uma
camada densa, consistindo de numerosos microfilamentos, que
se dispunham paralelamente & membrana. 0 ‘epitélio, isolado
por tratamento enzimatico, exibia a superficie basal altamen-—
te pregueada e os microfilamentos parcial ou totalmente dis-
persos. As projecgoes persistiam indefinidamente, com as
mesmas caracteristicas, quando o epitélio removido era coloca

do "in vitro" sobre filtros"millipore®, vidro ou plastico mas,
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gquando foi utilizado um substrato s8lido de coligeno as pro-
jegoes desapareéeram e 0s microfilamentos se organizaram a
mesma maneira das células "in situ". Utilizando-se colageno
soliivel dos tipos I, II, IV e as cadeias purificadas do cola-
geno tipo I obtinha-se resultados similares, o mesmo aconte-
cendo com o emprego de fibronectina e laminina. Mas, guando
se utilizava acido hialurdnico, condroitina sulfato, heparan
sulfato e heparina nao se obtinha este efeito. Foi demonstra-
do também, que o coliageno, a laminina e a fibronectina, nas
mesmas concentragoes em gue restauravam a organizagao da su-
perficie celular, estimulavam a sintese de colageno (SUGRUE &
HAY, 1981 b) e de laminina (SUGRUE & HAY, 1982) nestas célu-
las. A sintese de fibronectina (MATTEY & GARROD, 1984 a) e a
capacidade para reorganizar fisicamente a fibronectina exoge-
na (MATTEY & GARROD, 1984 b) foram detectadas nas células do
epitélio corneal associado com a presenga de elementos da ma-

triz extracelular.

Desta maneira, as célﬁlas epiteliais corneais quan-
do cultivadas "in vitro" sobre substratos adequados sao capa-
zes de produzir uma matriz extracelular, a gual, por sua
vez, pode ser utilizada como substrato para o desenvolvimento
de outros tipos celulares. Foi observado que as interagoes
desta matriz ou de seus componentes, com as células epiteliais
do cristalino, restriﬁgia o espalhamenté excessivo das cé-
lulas e restaurava o fendtipo polarizado original observado
"in vivo" (TASSIN et alii, 1983)} a sintese de colageno tipo
IV era restaurada nestas condigSes {KERN et alii, 1983), ao

mesmo tempo em que foram observadas variagbes na sintese de

glicoproteinas e glicosaminoglicanas (MOCZAR et alii, 1983).
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Os componentes da matriz extracelular tém sido mui-
to usados para a manutencao de células nervosas "in vitro".
Em células nervosas, provenientes de embriao de galinha, a
ades3o, o crescimento e a orientagao deste crescimento variam
de acordo com o substrato utilizado (LETORNEAU, 1975 a, b). Em
células da crista neural, observou-se que a adesao ao colage-
no de tipos I a Vv & mediada pela fibronectina, a gual, tam
bém, influencia a direcdao da migragaoc e a sintese de catecola
minas "in vitro" (LORING et alii, 1982). A importancia do co-
lageno e da fibronectina para a expressao fenotipica de neurd
nios "in vitro" foi demonstrada também por CARBONETO et alii
(1982), em cultura primidria de cé&lulas retiradas de embriao
de galinha e por MAHONEN & RAUVALA (1985) em linhagens celula
res de neuroblastoma.

Nos altimos anos uma variedade enorme de células pu
deram ser cultivadas "in vitro", mantendo as caracteristicas

morfoldgicas e fisioldgicas tipicas abresentadas in vivo",
desde que substratos adequados fossem utilizados. Entre elas
podemos citar a manutenciao de células alveolares tipo II (GEP
PERT et alii, 1980), de condrbcitos (PENNYPACKER et alii,1979;
WEST et alii, 1979; BENYA & SHAFFER, 1982), de fibroblastos
(TOMASEK et alii, 1982; MACIEIRA-COELHO et alii, 1984; WOODS
et alii, 1984; aDAaMS, 1985), de células endoteliais (BENSCH et
alii, 1983; PRATT et alii, 1984; SCHOR et alii, 1984), de cé-
lulas museulares cardiacas (ZALIN, 1979; TERRACIO et alii,
1984; DAMSKY et alii, 1984), esqueléticas (FESTOFF & RAO,
1984) e lisas {HOLDERBAUM & EHRHART, 1984; TOSELI, et alii,

1984; VOLKER et alii, 1985 a, b), de células granulosas de fo

1iculos ovarianos (AMSTERDAM et alii, 1984), de células acina -
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res de pancreas normais (OLIVER et alii, 1984} e cancero-
sas (REDDY et alii, 1984), de células de Sertoli (HADLEY et
alii, 1984), de células derivadas da retina (CRAWFGRD, 1983;
DOCHERTY & LACKIE,1985), além de varios trabalhos realizados
com linhagens celulares estabelecidas provenientes de células
normais ou cancerosas (SCHOR & COURT, 1979; SCHOR, 1980; RI-
CHARDS et alii, 1983; LAWLER et alii, 1983; FAIRMAN & JOCOBSON,
1983; BURKE et alii, 1983; Mc CARTHY & FURCHT, 1984; BOECK et

alii, 1985; TREJDOSIEWICZ et alii, 1985).

Os trabalhos citados anteriormente evidenciam que
os componentes isolados da matriz extracelular como o colage-
no, glicoproteinas e glicosaminoglicanas podem estar direta-
mente envolvidos no processo de diferenciagdo e manutengao do

‘ estado diferenciado de varios tipos celulares.

Entretanto, resultados importantes foram observados
também a partir de trabalhos que utilizaram a matriz extrace-

-

lular iIntegra como indutora da diferenciagao.

0 poder de indugdo de diferenciagao, "in vivo", pe-
la matriz integra, foi descrito por URIST em 1965, que utili-
zando fragmentos de ossos desmineralizados, para implantes
alogénicos intramusculares, observou a transformagao de fibro
blastos em condrdcitos, os quais, posteriormente, sofriam cal
cificagao e ossificagao, simulando um processé de ossificagao
endocondral que se completava 24 a 26 dias apds o implante.
Posteriormente, REDDI e colaboradores realizaram transplantes
alogénico; subcuti3neos, observando a mesma seqtiéncia temporal
descrita por URIST, a qual foi bem caracterizada por eles a

nivel de microscopia dptica e eletrénica (REDDI & HUGGINS,

1972; REDDI & ANDERSON, 1976). Esses autores também observa-
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ram que apenas a matriz Sssea e a dentinaria eram indutoras,
enquanto a matriz colagenosa obtida de tendao, pele e cartila
gem eram inativas. Associadas as variacgoes morfoldgicas  das
células foram descritas variagoes fisioldgicas como o aumento
da atividade de fosfatase alcalina (REDDI & ANDERSON, 1976),
aumento da incorporagao de Ca2+(REDDI & ANDERSON, 1976), varia
¢oes na sintese de proteoglicanas (REDDI et alii, 1978) e de
fibronectina (WEISS & REDDI, 1981), além de alteragdes a ni-
vel de organizagao molecular da matriz Ossea desmineralizada
(M.0.D.} e dos elementos de matriz neoformados (VIDAL, 1983;
VIDAL & WADA, 1985) observados em implantes heterdlogos de
MOD, em tecidos musculares, através da diminuigéo da Dbirre-
fringéncia da matriz implantada e de aumento da organizacao

das substancias extracelulares neoformadas.

A observagao de que tratamento com RNAase e DNAase
nao afetavam a atividade bioldgica da MOD "in vivo", enguanto
gue os tratamentos com colagenase, tripsina ou papalina ini-
biam esta atividade indutora, (REDDI & ANDERSON, 1976) levou
d suposicao de que a substancia osteogénica teria carater pro
telco. Através de extragoes dissociativas e reconstituigao
bicldogica dos componentes da matriz, SAMPATH & REDDI (1981)
observaram que o tratamento da MOD com guanidina-HCL 4M 3 le-
vava a perda do poder indutor de diferenciacao. Estes autores
mostraram também que as proteinas osteoindutivas teriam peso
molecular menor do que 50.000 daltons. Este extrato proteico,
quando inoculado "in vitro", induziu a proliferagao celular
em culturas de fibroblastos (SAMPATH et alii, 1982) e a sinte
se de proteoglicanas especificas de cartilagem e colageno ti

po II pelas c&lulas musculares embrionarias, as guais mostra-
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ram também altera¢des morfolbgicas (SEYEDIN et alii, 1983).
Mas "in wvivo", SAMPATH & REDDI (1984) mostraram que a presen-
ca da fragao osteoindutiva por si sG, nao era suficiente para
desencadear o processo de diferenciagdo, sendo necessaria a
presenca de particulas de MOD maiores de 74 um para que o fe-

nomeno ocorresse.

A validade da utilizacao de MOD "in vitro" como subs
trato para a adesado, crescimento e diferenciagao celular foi
demonstrada em cultura de 6rgio realizada com misculo esquelé
tico retirado no estagio embrionario e, neste caso, a MOD in-
duziu 3 formagdo de cartilagem hialina (NOGAMI & URIST, 1970,
1974). Foi demonstrado por NATHANSON et alii (1978) gque, além
de explantes, as culturas primarias de miisculo esquelético,
também formavam cartilagem na presenga da MOD, da mesma manei
ra que os tecidos conjuntivos extralidos da capsula da tirdide
e do pulmdo e de clones de fibroblastos e de células muscula-

res.

O fato da MOD aliciar a condrogénese "in vitro", a
partir de células ndo condrogénicas adiciona peso & hipbtese
de que fatores ambientais estdo envolvidos na manifestagao do
fendtipo celular das células em cultura © qual se manifesta a
nivel ultraestrutural e no tipo e quantidade de glicosamino-
glicanas sulfatadas sintetizadas por estas células durante

sua transformagao (NATHANSON & HAY, 1980 a, b).

Do que pode ser observado por este breve apanhado,
a matriz extracelular desempenha papel fundamental nos proces
sos que levam a diferenciagao celular, isto &, estd diretamen

te relacionada com a manifestagdo da expressdo génica  tanto
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"in vivo" guantao "in vitro". Isto foi demonstrado nac apenas
pela utilizagao dos componentes isolados da matriz como cola-
geno, fibronectina, protecglicanas e glicosaminoglicanas, mas
também com a utilizacao de matriz extracelular integra como &
o caso da MOD. Em relacao a este Gltimo, pudemos constatar pe
las referéncias por nds levantadas, que sua utilizagao "in vi
tro" se restringe ds culturas de Srgaos e culturas primarias,
sendo que sua atuag¢ac sobre linhagens celulares estabelecidas
ndo foi ainda observada. Além disso, supoem-se que os fatores
presentes na MOD com potencial osteoindutivo sejam protéicos,
mas a maneira como atuam & nivel celular ainda & motivo de
controvérsias. De acordo com estes fatos nos propusemos a de-

senvolver os objetivos abaixo relacionados:

1. Estudar a a¢3o da MOD em células de linhagem es-

tabelecida, mantida a varios anos em cultura.

2. Estabelecer um sistema em gque pudessemos anali-

sar a agao direta e indireta da MOD nas células em cultura.

3. Detectar através de anidlises citoquimicas e mor-
fométricas as possiveis alteragdes induzidas pela MOD a nivel
de estrutura cromatinica, da morfologia e fisiologia celula-
res e alteragdes a nivel de membrana das cé&lulas por nds cul-
tivadas.

4. Detectar através da analise eletroforética, ci-

togquimica e de microscopia de polarizagaoc as possiveis altera

¢coes sofridas pela MOD durante o processo indutivo.
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2 - MATERIAL E METODOS

2,.1. Manutencao das células em cultura

Ag células Vero, uma lin@ﬁﬁgem celular estabelecida,
originada a partir de células epiteliais renais de macaco ver-
de africano, foram obtidas no Instituto Adolf Lutz na passa
gem 198 e cultivadas em nosso laboratdorio até a passagem 204.

0 cultivo foi levado a efeito empregando-se o meio
Fagle suplementado com 10% de soro de vitelo inativade e 50
vg/ml de garamicina. Os repiques foram realizados com a utili
zagao de tripsina 3 0,2% em solugao de Hanks livre de ca’t e
Mgz+.'Na passagem 204 as células de varios frascos de cultura
foram misturadas e amostras foram congeladas em nitrogénio 1i
quido, no meio ja descrito anteriormente, acrescido de 10% de
glicerina p.a. da Merck. Sempre gue necessario, as ampolas fo
ram descongeladas em banho-maria a 37©C, sendo seu contetdo
centrifugado a 1.000 r.p.m. durante 5 minutos. Apds a centri-
fugacao, o sobrenadante foi desprezado, as células foram res-
suspensas em meio e inoculadas em fracos tipo xarope com 20 ml
do meio de incubacgao.

Apds a formagao de um lengol celular as células fo-
ram tripsinizadas e repicadas para os tubos de Leighton. Por-
tanto, todas as analises foram efetuadas com células Vero na
passagem 206,

O nimero de células inoculadas, determinado por con

tagem em hemocitOmetro, variou de 1,4 a 1,7 x 105 celulas/ml
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de meio, sendo as amostras retiradas com 48 e 120 horas de
cultura, correspondente a fase de crescimento logaritmico e a
fase estacionaria, respectivamente. Estes valores foram esta-
belecidos a partir de um teste previamente realizado, em gue
as amostras foram coletadas a cada 24 horas, durante 8 dias,
nas condigBes de cultivo relatadas anteriormente, sendo con-
sidr -ado fase estacionaria aquela em gue toda a superficie da
lam™ :ula estivesse ocupado por uma monocamada celulare fase de

crescimento logaritmico aquela compreendida entre 24 horas de

cultivo até a formagao do tapete celular.

As células foram cultivadas utilizando como subs-
trato para a adesao e crescimento, fragmentos de matriz Ossea
desmineralizada (MOD) e, como controle, empregou-se o cresci-
mento das células sobre laminula. O meio de cultura foi tro-
cado diariamente a fim de se evitar possiveis deficiéncias
nutricionais que pudefsem interferir com a analise dos resul-

tados.

2.2. Obtengao da matriz Ossea desmineralizada (MOD)

Fragmentos da diafise de fémur de boi com tamanho
aproximado de 1,5 cm foram desmineralizados com acido clori-
drico a 5%, segundo a técnica descrita por HAUSCKA & REDDI,
(1980). ApSs a desmineralizagao o material foi lavado com &gua
destilada estéril, cortado em histiocriotomo com 30 ym de es-
pessura, sendo recolhido em dgua destilada estéril. Os cortes
assim obtidos foram conservados a 5°C em agua bidestilada es-

téril contendo 100 pg/ml de garamicina.
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Todas as etapas descritas a seguir foram efetuadas
empregando-se materiais e solugoes estéreis, no interior de

uma capela de fluxo laminar.

O corte de MOD para ser utilizado como substrato
para a adesao e crescimento celular, foi colocado em uma das
extremidades de um fragmento de laminula de 24 x8 mm, utili-
zando-se a técnica de pescaria,com auxilio de um bastao de
vidro e seco ao ar. Isto feito, a laminula foi inserida em
tubo de Leighton e foi lavada varias vezes com solugao de
Hanks durante 24 h a 5°C e a seguir, os tubos foram .submeti-
dos a teste de esterilidade, durante 24 h a 37¢C, substituin-

do-se a solugao de Hanks pelo meio de Eagle.

ApOs este procedimento, o meio utilizado no teste
de esterilidade foi retirado, sendo adicionado a cada tubo
1 ml do meio de Eagle com 10% de soro de vitelo e 50 pug/ml de
garamicina, estando desta maneira, preparadoy para receber o

indculo celular.

2.3. Fixagao do material

As células foram fixadas em paraformaldeido a 4% em
tampao fosfato 0,2M pH 7,4 por 30 minutos quandc foram subme-
tidas & reagdo com azul de toluidina pH 4,0 e por 2 h para
a realizacao da complexagao com Concanavalina A (Con A) pero-

xidase de rabano {HRP).

Para o calculc do indice mitdtico e para a cariome-
tria o material foi fixado com etanol/acido acético na pro-

por¢ao de 3:1 durante 15 minutos e submetido & reagao de Fe-

ulgen.
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2.4. Citoquimica

As reagoes descritas a seguir foram realizadas no
minimo em 3 séries de cultivo, sendo sempre efetuadas em du-

plicata.

2.4.1. Azul de Toluidina pH 4,0 (At pH 4,0)

Para os estudos de basofilia e metacromasia celula-
‘res, utilizou—-se uma solugéo de azul de toluidina a 0,025% em
tampdo de Mac Ilvaine pH 4,0 (LISON, 19%60), segundo Vidal (MEL

LO & VIDAL, 1980).

2.4.2, Complexagao com concanavalina A mais peroxidase (Con A

- HRP)

A diferenciagao histoguimica de carboidratos, com
glicose ou manose terminais, foi efetuada de acordo com o mé-

todo descrito por KATSUYAMA & SPICER (1978).

As amostras foram encubadas inicialmente em uma so-
lﬁgﬁo de Con A na concentragao de 1 mg/ml, a seguir em HRP na
concentracao de 1 mg/25 ml e finalmente com diaminobenzidina
(DAB) na concentracdo de 5 mg/l0 ml, todas as solugoes foram
preparadas em tampao fosféto 0,06 M pH 7,2.

Como controle suprimiu-se a encubagao com Con A,

sendo a mesma efetuada com a solugao tampao.

2.4.3. Fosfatase acida

A técnica utilizada foi a de Gomori, modificada por

AZEREDO-OLIVEIRA (1982) onde se utiliza uma solugao de B-gli
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cero fosfato de sddio e nitrato de chumbo em tampao acetato
0,05 M, pH 5,0 como substrato para a acgdo enzimatica.

Esta & evidenciada pela formagao de um precipitado
pardo escuro, guando, apds o periodo de encubagao neste meio,
o material & lavado e mergulhado em sulfetoc de ambnia a 1%.
Como controle utilizou-se amostras incubadas em tampao aceta-
to 0,05 M, pH 5,0 na auséncia do substrato.

A reagao para fosfatase acida foi realizada em ma-

terial nao fixado.

2.5. Indice Mitdtico

0 nlmero de células em divisao em cada mil células
contadas, constitui o Indice mitdtico (DEITCH & SAWICHI, 1979).
Para estabelecer este Indice contamos 3 X lO3 célu
las/cultura em mcnocamada. Esta cdhtagem foi efetuada em ma-
terial previamenté fixado o gqual foi submetido a reacao de
Feulgen apds 1 hora de hidrdlise com HCl a 4N a temperatura

ambiente.

2.6. Cariometria

As células por nds cultivadas nao apresentavam li-
mite citoplasmatico regular mas, pudemos observar que o tama-
nho do niicleo era aparentemente proporcional ao tamanho da cé
lula. Assim, analisamos variacido morfoldgica através do calcu
lo da area nuclear (S) em amostras submetidas a reagao de Fe-

ulgen. Os dados foram colhidos com ocular milimetrada adapta-
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da a microscOpio Zeiss, biocular, com objetiva 40/0,25. Os va
lores cbtidos para o eixo maior (A) e o eixo menor (B), per-
pendiculares entre si, de cada um dos niicleos, foram aplica-

dos na formula

Em cada uma das condigoOes experimentais foram medi-

dos 50 nucleos.

2,7. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese fol realizada com ©¢ meio recolhido
dos tubos gue continham as c&lulas crescendo sobre laminula e
sobre MOD, segundo.a metodologia descrita por PANYIM & CHEALK-
LEY (1969). As proteinas do meio foram dissolvidas em acido
acético 0,9N, sendo a amostra aplicada de 20 ul. A concentra-
cao do gel empregado foi inicialmente de 15% e posteriormente,
utilizou-se um gel a 5% os gquais foram corados com "Coomassie

brilhant blue 250 R".

2.8. Microscopia de polarizagao

O material foi observado ao microscdpio de polariza
gao Zeiss, com objetiva Plan 40/0,65, com analisador e polari
zador cruzados e compensador Sénarmont, para a detecgao quali
tativa da birrefringéncia na matriz em regides com células

aderidas e regides sem cElulas, naoc muito distantes das primeiras.
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3 - RESULTADOS

3.1. Aspectos Gerais da Cultura

3.1.1. Culturas celulares em auséncia de MOD

As células com 48 h de cultivo na auséncia de MOD
cresceram aleatoriamente, sendo que em aléumas regices se en-
contravam mais agrupadas. A forma das células nao se manteve
constante sendo algumas alongadas, outras com prolongamentos
e, nos locals de maior concentracao, poligonais (Fig. 1).Além
desta variagao na forma, observou-se também diferengcas em re-
lagéo ac tamanho celular, pois foram encontradas algumas eélg
las com até 20 vezes o tamanho apresentado pela maioria (Fig.
3).

Apds 120 h de incubacgac a lamin;la, se encontrava
totalmente recoberta por ceélulas formando um tapete confluen-
te (Fig. 5), constituido por cé&lulas poligonais e com a mesma

variagao de tamanho observada nas preparagoes com 48 h de cul

tivo (Fig. 3).

3.1.2. Culturas celulares em presenga de MOD

De acordo com o que foi descrito ﬁo topico corres-
pondente a obtencao da MOD no capitulo Material e Mé&todos e
ao seuw preparo para posterior utilizagao como substrato para
a adesao e crescimento celulares, obtivemos em um mesmo frag
mento de laminula células que cresceram diretamente sobre a

MOD, a gual ocupava aproximadamente 1/3 da laminula e células
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Fig. 1 - Cdlulas Vero com 48 h de cultura sobre la-
minula. Observar a variagao na distribui-
¢do das células sobre o substrato e as di-
ferengas em relagaoc a morfologia e ao ta-

manho das células. Aumento de 150 x.
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que cresceram nos 2/3 restantes, em contatoc direto com o wvi=-
dro (Fig. 2). Desta maneira passaremos a descrever as células
nas condigaes acima citadas, ou seja, células cultivadas so-
bre MOD e c&lulas que cresceram sobre a laminula nos tubos com
MOD, em regioes préx‘mas e afastadas dessa matriz.

As cé&lulas desenvolveram-se com €xito sobre a ma
triz. Apds 48 h de cultivo observaram-se regides nao ocupadas
por células e locais onde estas se encontravam mais agrupadas
(Fig. 2). O seu crescimento acompanhou a orientagao das lame-
las de colidgeno, com Zé&lulas mais alongadas (Fig. 6) e maior
uniformidade na dispersdo dos valores de area nucleares (Fig.
3). As células que cresceram circundando os canais de Havers
da MOD apresentavam morfologia semelhante a células endote~-
liais (Fig. 6)}.

ApOs 120 h de cultivo o aspecto observado era seme-
lhante ao periodo de 48 h de incubagao descrito acima.

Depois de 48 h de cultive as células localizadas
proximas a MOD eram alongadas, apresentando tamanho uniforme
(Fig. 8 e l6a). Entretanto, mostravam uma alteragao gradativa
de forma e tamanho, assemelhando-se as de 48 h de cultivo na
auséncia de matriz, a medida que se situavam mais distantes
da MOD (Fig. 16 b).

Com o aumento do periodo de incubagao para 120 h as
células proximas a MOD apresentavam forma variada, notando-se
a presenga de pequenos grupos constituidos por células com as
pecto mais arredondado (Fig. 9 e 10). A medida que se afasta-
vam da MOD as c@lulas adquiriam as caracteriIsticas tipicas da

quelas com 120 h de cultivo na auséncia de matriz apresentan-

do, contudo, um tamanho mais uniforme (Fig. 3).



Fig.

2

- C&lulas Vero com 48 h de cultivo com MOD.

a)

b)

Aspecto geral da cultura. Na porgao da lami-
nula ocupada pela MOD observa-se locais ain-
da sem células (i) e regioces onde elas se en
contram agrupadas (k). As cdlulas se dispdem
acompanhando a diregao dos feixes de colage-
no da matriz. Nas células sobre laminula ).
observa-se o crescimento aleatdrio das célu-

las. Aumento 36 .

Mesmo campo mostrado na figura a, sO que vis
to ao microscodpio de polarizagao. O brilho
contra o fundo escuro & dado pela birrefrin-
géncia dos feixes de colageno e identifica
plenamente a area ocupada pela MOD e a dire-
¢do, nesta, dos feixes de colageno. Aumento

36 x.
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3.2. Cariometria

3.2.1. Culturas celulares em auséncia de MOD

A area nuclear obtida de células Vero, na auséncia
de matriz, com 48 h de cultivo, mostrou valores que variavam
até 1500 umz, sendo gque a maioria dos nlicleos estava incluida
na classe de 30 a 60 umz (Fig. 3}.

Nestas mesmas condigoes de cultivo, apds 120 h  de
incubagao, a dispersao dos valores da area nuclear foi seme-
lhante a apresentada pelas c&lulas com 48 h de incubagao sen-

2

do a maioria dos wvalores encontrados no intervalo de 30-150 um

(Fig. 3).

3.2.2. Culturas celulares na presenca de MOD

Nas células cultivadas sobre MOD, tanto nas cultu-
ras com 48 h guanto com 120 h de incubagao, a distribuicgao
dos valores da drea nuclear foi mais restrita, ficando compre
endida até a faixa dos 240 umz, demonstrando assim, um tama-
nho mais uniforme dos nlicleos e consequentemente das cé&lulas
(Fig. 3}.

As preparagoes obtidas das culturas apds 48 e 120 h
de incubacao gue se desenvolveram sobre a laminula, nos tubos
com MOD, mostraram padréo de dispersao dos valores da area se
melhante a aqueles obtidos das células qgue cresceram sobre a
MOD, para as cé&lulas adjacentes'a matriz, embora, nas células
situadas distantes da matriz com 48 h de cultivo, nucleos com

area superior a 300 um2 foram encontrados (Fig. 3).
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3.3. Reagao com azul de toluidina a pH 4,0

3.3.1. Culturas celulares em auséncia de MOD

Quando submetidas a reagéo com At pH 4,0, te ¢ as
células com 48 h guanto as com 120 h de cultivo na auséncia
de MOD apresentavam citoplasma basdfilo, ﬁﬁnamente granular e
um halo perinuclear nao corado. Os nlicleos também eram basofi
los, redondos ou ovalados, com tamanho variade, apresentando
um ou mais nucléolos. Na maioria desses niicleos a cromatina
apresentava aspecto granular, sendo estas granulagoOes metacro
maticas, mas, em alguns deles, principalmente nos maiores, mos

trava-se homogénea e corada em azul (Fig. 4 e 5).

3.3.2, Culturas celulares em presenga de MOD

Nas preparagoes celulares obtidas de culturas em pre
senga de matriz apds 48 h de incubacdao e submetidas & reagao
com At pH 4,0, as células sobre a MOD mostraram citoplasma ba
s6filo, metacromidtico com muitas regioes nao coradas gue cor-
responderiam a vaclolos, e um halo perinuclear onde a basofi-
lia era menor.

Os nlicleos eram ortocromaticos corando-se em azul
esverdeado e com aspecto homogéneo, possuindo um ou mais nu-
cléolos detectados por sua coloracao mais intensa e azul (Fig.
6}).

Nas células com 120 h de cultura situadas sobre a
MOD a reatividade frente ao At pH 4,0 foi a mesma observada e
ja descrita para as localizadas na mesma regido apds 48 h de

cultivo observando-se, entretanto, células iscladas ou grupos



Fig. 4 - Células Vero com 48 h de cultivo sobre laminula

Fig.

5

coradas com At pH 4,0. Notar o citoplasma basd-

filo com granulagoes finas (A) e a presenga de

um halo perinuclear naoc corado (f). 0 nicleo
apresenta-se com 1 ou mais nucléolos (‘) sendo

gque em alguns a cromatina tem aspecto homogéneo

(%) mas a maioria apresenta granula¢goes metacro

maticas (x). Aumento de 375 X.

- Celulas Vero com 120 h de cultivo sobre laminu-

la. Células poligonais, com tamanho variavel,
citoplasma basdfilo com granulagoes finas 4 e
um halo ou regiao perinuclear nao corada (T).Os
nicleos sao basdfilos, com 1 ou mias nucléolos
(‘) sendo alguns com aspecto homogéneo ( ) e ou
tros apresentando granulagoes metacromaticas
(*). Aumento de 375 x.
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Fig. 6 - Células Vero com 48 h de cultura sobre MOD cora

Fig.

das com At pH 4,0. As celulas se desenvolveram
acompanhando as lamelas do colageno, eram alon-
gadas, apresentando tamanho uniforme, o cito-
plasma & netacromatico, com aspecto mais gros-
seiro, apresentando regioces nao coradas (k). Os
nacleos ovalados sdao ortocromaticos, apresentan
do cromatina com aspecto homogéneo (%) e contem
1 ou mais nuclénlos (%) H. de canal de Havers.

Adumento de 375 x.

Células Vero com 120 h de cultivo sobre MOD, co
radas com At pH 4,0. Apresentam citoplasma basd
filo com granulagaes grosseiras, nicleo ortocro
matico com 1 ou 2 nucléolos, forma alongada
acompanhando a disposicao das fibras colagenas,
inclusive ao redor do canal de Havers (H). Ob-
serva-se grupcs de células ou células isoladas
com basofilia citoplasinatica mais acentuada e

metacrcocmasia (¥). Aumento de 375 x.
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com o citoplasma mais bas6filo e metacromatico (Fig. 7).

A andlise das células que apbs 48 h de cultivo cres
ceram sobre laminula nas regices adjacentes a MOD, revelou uma
coloragao semelhante a das células gue se desenvolveram sobre
MOD depois do mesmo periodo de incubagao apresentando, inclu-
sive, niicleo ortocromitico e cromatina com aspecto homogéneo
(Fig. 8).

A medida que as células se situavam mais afastadas
dessa regiao, alguns niicleos ja se apresentavam basdéfilos,com
granulagGes metacromiticas, e na regiao mais distante da ma-
triz, todas as células tinham o aspecto caracteristico das cé
lulas com 48 h de cultivo na auséncia de matriz.

O citoplasma das células com 120 h de cultivo, loca
lizadas proximas a MOD mostrou basofilia e intensa metacroma-
sia, a gqual foi gradualmente diminuindo na medida que a célu-
la analisada se situava mais distante da MOD-(Fig. 9). Os ni-
cleos apresentavam-se ortocromiticos, e apenas em algumas cé-
lulas na regido mais distal da laminula estes eram basofilos
com granulagcbes metacromdticas, caracteristicas das células
gque utilizaram o vidro como substrato para a adesao e cresci-
mento na auséncia de matriz.

Alédm dessas células os grupos de células arredonda-
das proximas a MOD reagiram intensamente ao At mostrando meta
cromasia (Fig. 10) e apresentando no citoplasma regioes nao
coradas correspondente a vaclolos, os quais observados na mi-

croscopia de polarizagao demonstraram birrefringéncia (Fig.

11).



Fig.

Fig.

Fig.

8

10

- Celulas Vero com 48 h de cultivo gue cresceram

sobre laminula, proximas a MOD, coradas com At
pH 4,0. Notar as c&lulas com tamanho uniforme,
citoplasma metacromatico e o niclec ortocroma-
tico com cromatina de aspecto homogéneo. Au-

mento de 375 x.

Células Vero com 120 h de cultura sobre laminu-
la proximas a MOD, coradas com At pH 4,0. As cé
lulas apresentam forma variada, sendo algumas
arredondadas, tamanho uniforme, citoplasma basé
filo, metacromatico com regices nao coradas gue
correspondem a vacliolos (Ak), os nicleos sao or-
tocromaticos, a cromatina & homogénea e apresen

tam 1 ou mais nucleoleos (x}. Aumento de 375 x.

Grupo de c&lulas proximas a MOD com 120 h de
cultura, coradas com At pH 4,0. Cé&lulas arredon
dadas, citoplasma basofilo, metacromatico apre-
sentando vaciioclos nao corados (b) e uma regido
perinuclear com basofilia menor (‘). Aumento de
940 x.
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Fig. 11 - Células Vero com 120 h de cultura sobre laminu-

la, proximas a MOD.

a) Grupos de células basofilas, apresentando cro
matina homogénea, citoplasma com granulagoes
grosseiras que correspondem a vacuolos (k).

Aumento de 450 x.

b) Mesmc campo da fotografia a, mas vistoc com
microscépioc de polarizagdo. Os vaclolos ( A)
contém material que & kirrefringente. Obser-
va~se também a birrefringéncia dos cromosso-
mos em c&lulas que estao se dividindo (% ).

Aumento de 380 x.
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3.4. Complexagao com a Concanavalina A

3.4.1. Culturas celulares em auseéncia de MOD

A incubagdo das preparagoes celulares provenientes
dos tubos com 48 h de cultivo com ConA-HRP, revelou presenga
de granulos acastanhados gue se distribuiam por todo o cito-
plasma celular os gquais foram detectados em maior nimero na
regido perinuclear (Fig. 12), ndo se detectando reagao no nu-
cléolo.

Esta reacgao evidenciou também os prolongamentos ce-
lulares que mantém as c@lulas unidas entre si e ao substrato
(Fig. 13).

Notou-se ainda a presenca de um produto extracelu-
lar ao gual as células estavam aderidas e que reagiu positiva
mente a encubacao com ConA-HRP (Fig. 13). Nas preparagoes con
trole, cuja reacao foiﬁggugaséncia de ConA, os resultados ob-
servadeos foram completamente negativos.

As células com 120 h de cultivo em auséncia de MOD,
incubadas com ConA-HRP, apresentavam menor quantidade de gra-
nulos citoplasmaticos corados os quais se distribuiam de ma-

neira mais homogénea do que nas células com 48 h de cultivo

nas mesmas condigoes (Fig. 14}.

3.4.2. Culturas celulares em presencga de MOD

As células cultivadas sobre a MOD mostravam, apos
48 h, uma complexacgao mais intensa do que as células sobre la
minula durante o mesmo periodo. Essa maior intensidade de rea

cao pode ser constatada pelo aumento de guantidade de granu- -



Fig. 12— Células Vero com 48 h de cultivo sobre laminula
submetidas a reagao com ConA-HRP. Presenga de
granulos acastanhados distribuidos pelo cito-
plasma (?) e em maior concentragac ao redor do
ntcleo (é). Notar os prolongamentos celulares
gque unem as células entre si (‘). Aumento de
300 x.

Fig.13 - Cé&lulas Vero com 48 h de cultura sobre laminula,
submetidas a reagao com ConA-HRP. Notar os pro-
longamentos citoplasmdticos que unem as células
entre si (L) e a presenca de uma pelicula extra-
celular na gual as c&lulas estao aderidas (f).
Aumento de 150 x. '

Fig. 14 - Células Veroc com 120 h de cultivo sobre laminu-
la submetidas a reagao com ConA~HRP. Apresentam

poucos granulos corados (ik). Aumento de 300 x.
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los distribuidos por todo o citoplasma e por uma concentragio
maior deles ao redor do nucleo. Além disso, em algumas cé&lu-
las o nucléolo pode ser visualizado pela reagao positiva a
ConA-HRP (Fig. 15).

Nas células com 120 h de cultivo sobre a MOD, emnbo-
ra a quantidade de grdnuleos fosse menor do que a observada no
periodo anterior de incubacao era ainda maior do que aqguela
apresentada pelas cé&lulas com igual tempo de cultivo sobre la
minula, mostrando também colora¢ao de nucléolo.

Essa mesma reagao mostrou que, apds 48 h de cultivo
as células proximas a MOD reagiram mais intensamente a ConA-
—-HRP do gue as que se situavam mals distantes da matriz (Fig.
l16a) sempre obedecendco a um gradiente de intensidade, de tal
modo que as células da parte distal da laminula tinham aspec-
to semelhante ao das preparagoes controle (Fig. 16 b). Nas cé
lulas prdoximas & matriz novamente se evidenciou a presenca de
nucléolos em algumas delas.

Entretanto, nas preparacoes celulares com 120 h de
cultivo, todas as células proximas a MOD apresentavam © nu-
cléole corade (Fig. 17 a).

Nessas preparagoes os grupos de células arredonda-
das, semelhantes as gue gquando coradas com At pH 4,0 eram in-
tensamente metacromaticas, mostraram, além da presencga de gré
nulos citoplasmaticos, pela complexacao com a ConA-HRP, uma
coloragao difusa por toda a célula. Porém, a qguantidade de gra
nulos aqui observada era menor db que a das células com 48 h
de cultivo nestas mesmas condigoes (Fig. 17 a).

Existia também um gradiente decrescente com relacao

a presenga de nucléolos corados gque obedecia o sentido matriz-



Fig. 15 - Células Vero com 48 h de cultivo sobre MOD incu
badas com ConA-HRP. Cé&lulas apresentam um maior
niamero de granulos em todo o citoplasma, sendo
mais concentrados ao redor do nicleco (). Al-
gumas células apresentam nuclé&olo corado (i).

Aumento de 300 x.

Fig. 16 - C&lulas Vero com 48 h de cultura gue cresceram’
sobre laminula nos tubos com MOD, incubados com

ConA-HRP.

a) Células proximas a MOD. Células com aspecto
mais alongado, tamanho uniforme e intensa
reacdo principalmente na regiao perinuclear
(). Algumas cé&lulas apresentam nucléolo co

rado (f). Aumento de 300 x.

b) Células afastadas da MOD. A maioria das cé-
lulas sao poligonais, com tamanho variavel,
incluindo no centro uma célula grande (*).
Apresentam nimero menor de granulos corados

(). Aumento de 300 x.
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Fig. 17 - Ceélulas gque cresceram sobre laminulas nos fras
cos com MOD por 120 h, sumetidas a reagao com

ConA~-HRP.

a) Células proximas a MOD todas as células apre
sentam nuclé&olo corado (h) e grupos de cé&lu
las apresentando além dos granulos citoplas
maticos, uma coloragao mais homogénea. Au-

mento de 300 x.

b) Células afastadas da MOD. Algumas células
apresentam nuclé&olo corado (i), mas a maio-
ria nao. Apresentam granulos distribuidos
pelo citoplasma e uma maior guantidade ao

redor do nUcleo. humento de 300 x.
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~regido distal da laminula, sendo que as c@lulas situadas nes
sa area distal tinham o mesmo aspecto das com 120 h de culti-

vo sobre laminula (Fig. 17 b).

3.5, Fosfatase Acida

3.5.1. Culturas celulares em auséncia de MOD

As células com 48 h de cultivo scbre laminula subme
tidas a reagao para fosfatase acida, mostraram granulos que
se distribuiam na periferia citoplasmatica, sendo a rcagao de
tectada também no nucléolec (Fig. 18). O controle desta reacao,
realizado sem o substrato de Gomori foi totalmente negativo.

Em relagao a reagao para fosfatase acida, esta foi
menos intensa nas ceélulas com 120 h de cultivo sobre laminula
do que naquelas com 48 h de cultivo mantidas nas mesmas condi
gSes, sendo que em algumas células a reagao foi detectada no

interior do citcplasma (Fig. 19).

3.5.2. Culturas celulares na presenga de MOD

Quanto a reatividade das células cultivadas por 48h
sobre MOD frente a reagdo para fosfatase acida, constatou-se
ser ela de intensidade maior do gue a observada nas células
48 h sobre laminula, mas localizada especialmente na perife-
ria citoplasmatica (Fig. 20 a).

O nucléolo, ao contrario das culturas controle com
o mesmo tempo de incubagao, apareceu corado apenas em algumas

celulas.



Fig.1l8 - C&lulas Vero com 48 h de cultura sobre laminula,
subnetidas a recagao para fosfatase Acida. A rea-
¢ao & mais intensa na periferia da célula @ e
no nucléolo (T). Os granulcs presentes na micro-
grafia correspondem a precipitado inespecifico

de sulfeto de chumbo. Aumento de 940 x.

Fig. 19 - Células Vero com 120 h de cultura sobre laminu-
la, submetidas & reagao para fosfatase acida. A
reacao & menos intensa e continua predominante-
mente periférica . Algumas células apresen-
tam o nucleolo levemente corado (1). humento de

375 =x=.
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Fic. 20 - Células Vero cultivadas sobre MOD, sumetidas a
reacdo para fosfatase Acida. Aumentoc 375 x.

a) 48 h de cultivo. A reagao foi mais intensana

periferia da célula . Algumas células apmre

sentavam nucléclo corado (T).

b) 120 h de cultivo. A reacido também foi perifé
rica 4 embora um pouco menos intensa do que
com 48 h de cultivo nestas mesmas condigoes.

Os nucléolos nao apareceram corados.
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A reagdo detectada nas célnlas com 120 h de cultura
sobre MOD foi menos intensa do gque a observada naguelas com
48 h de cultura sobre MOD, mas foi um pouco mais forte do gue
a delectada nas com 120 h de cultivo na auséncia de matriz
{(Fig. 20 b).

Nas preparag¢oes celulares provenientes de cultivos
em presenca de matriz, as células prdximas a MOD, tanto com
48 h gquanto com 120 h, mostraram aspecto semelhante aos seus

respectivos controles.

3.6. Indice Mitdtico

3.6.1. Culturas celulares em auséncia de MOD

Nas culturas com 48 h de incubagao sem matriz, ob-
servou-se um numero elevado de células em divisao e o Indice
mitdtico calculado para estas células resultou no valor de
5,15% (Takela 1).

0 numerc de células observadas gque se apresentavam
em alguma fase da divisao celular, nas celulas com 120 h de
cultivo nas mesmas condigGes, foi menor que o observado naque
las com 48 h, o gue foi confirmado pelo Indice mitotico obti-

do de 1,61% {(Tabela 1).

3.6.2. Culturas celulares em presenga de MOD

Com 48 h de cultivo sobre matriz o nimero observado
de células em divisao foi menor do gque o do controle sendo ©

indice mitdtico nessa regido das preparagoes celulares de
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INDICE MITOTICO

4

——— CONTROLE
—————— MO D

- PROX. MOD
————— AFAST. MOD

48 120 TEMPO DE CULTURA
{ horas)

Fig. 21 - Indice mitdtico apresentado pelas células Vero
que se desenvolveram sobre laminula nos tubos
controle (-——), sobre a matriz Ossea desminera-
lizada (---), proximas (...) e afastadas (—-—-)

dela, apds 48 e 120 horas de cultivo.
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1,48% (Tabela 1).

Esse Indice nas culturas com 120 h de incubagio foi
de 1,14% e de 0,67% e 0,75% nas regides prdximas a MOD com
48h e 120 h de incubagao, respectivamente (Tabela 1).

Nas arcas afastadas da matriz o indice mitdotico ob-
servado foi de 1,31% para 48 h e de 0,36% para 120 h de culti
vVO.

Os valores do Indice mitdtico para as células culti
vadas na presenga e auséncia de MOD, em funcao do tempo, po-
dem ser melhor visualizados no grafico apresentado na figura

21.

3.7. Eletroforese

3.7.1. Culturas celulares cm auséncia de MOD

Nos estudos eletroforéticos foram utilizados como
controles o meio de cultivo completo antes e depois de ser in
cubado com fragmentos de MOD.

Os padroes eletroforéticos encontrados nesses con-
troles foram idénticos, apresentando faixas com largura e in-
tensidade de coloragao variadas, numeradas de 1 a 15 (Fig. 22,
S0l e S02).

A analise do meio nutritivo proveniente de culturas
celulares com 48 h de incubagzo na auséncia de matriz revelou
um padréo de faixas diferente dos controles: desaparecimento
.das bandas 4, 6 e 15; maior nitidez da banda 5; estreitamento
e menor coloragio das bandas 8 e 14; diminuigao da kanda 9; au

mento da espessura nas bandas 11 e 13 e aparecimento de duas



Fig.22 - Eletroforese em Poliacrilamida dos meios de cul-
tivo de ceélulas Vero com 48 e 120 h de cultura,
as quais se desenvolveram utilizando como subs-
trato a laminula e a MOD.

a) Fotografia des tubos de eletroforese.
b} Esquema realizado a partir da observagao dos

tubos.

S-01 - Meio .
5-02 ~ Meio + MOD

S-03 - MOD + Cé&lulas, 48 h

S-04 - MOD + Células, 120 h

5-05 - Células 48 h

S-06 - Células 120 h
Conceniragao do gel: 5%

Volume da ameostra: 20 ul
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novas faixas entre as de ninero 11 e 12, as guais foranm deno-
minadas de 11 a e 11 b, apresentandc-se relativamente lar-—
¢as e bem coradas (Fig. 22 - $-05).

Os procedimentos com gel de poliacrilamida na con-
centragao de 15% nao permitiram uma separagio nitida das fai-
xas e, portanto, scus resultados nao foram levados em considg
ragao.

A eletroforese do meio retirado das  culturas com
120 h de incubag%o na auscncia de matriz, aprescntou um pa-
drao de faixas ligeiramente difercente daquele de 48 h de cul-
tive (Fig. 22 §-06) sndo as diferencgas mais cvidentes 0 rea-
parecimento da banda 4 e a diminuigac acentuada das bandas 11,

1la, 1ib e 13.

3.7.2, Culturas celulares em presenca de MOD

A analise eletroforética dos meios nutritivos, obti
dos a partir das culturas mantidas por 48 h em presenga ou au
séncia de MOD, mostrou o mesmo padrao de faixas.

Da mesima forma, nao se constataram diferengas guan-
do foram comparados as bandas correspondentes a eletroforese
dos meios retirados de culturas apds 120 h de incubagao na pre

senga ou auséncia de matriz.

3.8. Microscopia de Polarizacao

Com a analise gualitativa da MOD ao microscdpio de

polarizagao detcctamos variagdes em relagao a locais proximos
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das celulas com 48 @ 120 h de cultivo.

Nossas observagces mostraram que a birceflringincia
apresentada pela regiac afastada das células era major do que
a de regiodes prdximas a esta. Esta diferenga era mais nitida
na matriz, utilizada como substrato para o crescimento celu-
lar, apos 120 h de cultivo.

Para melhor visualizag%o, os resultados por nds ob-

tidos foram sumarizados e apresentados na tabhela 2.
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O sistema por nos estudado, isto ¢, a utiliza¢5o da

MOD aderida a apenas 1/3 do fragmento de lamlnula, peqhitiu‘
I

que, no mesmo tubo de cultura, as células crescessem soSre a
matriz, proximas e afastadas desta, o que nos possibilitou ve
rificar que a diferenciagao se manifestava em um gradiente e
nao apenas nas células que se desenvolveram sobre a matriz

Ossea desmineralizada (MOD).

Neste sistema as alteragdes induzidas pela MOD, por

ndos detectadas foram relacionadas com tamanho, forma, organi-
~ . | . \ -

zagao da cromatina, estrutura de membrana e aspectos fisiolo-

gicos das células.

Em relagdo ao tamanho constatamos que as células
que se desenvolveram sobre a matriz eram menores e com tama-
nho mais uniforme do que o controle, o mesmo acontecendo com
as células que cresceram prdximas & MOD (Fig. 3). Além do ta-
manho mais homogéneo, as células sobre a matriz apresentaram
um crescimento ordenado, acompanhando a orientag¢ao das fibras
colagénicas (Fig. 6), comportamento este semelhante ao obser-
vado por varios autores os gquais constataram que os elementos
da matriz extracelular orientavam o crescimento e a migragao

- . ‘ . %unu&a"~v~ujd&"
de células tanto "in vitro™ '(COHEN & HAY, 1971; HAY, 19890,
1981; LORING et alii, 1982; LANDER et alii, 1982; SANES, 1983;

RUNYAN & MARKWALD, 1983).

Quanto a forma celular, observamos que as células

cultivadas sobre e proximas a MOD, apds 48 h de cultura, apre
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sentavam aspecto alongado, semelhante a fibrohlastos (Fig. 6,
8), diferente da forma poligonal apresentada pelo controle
(Fig. 4). Com 120 h de cultivo, além das células fibroblasti-
cas, detectamos a presenga de grupos celulares, ou de células
isoladas, com aspecto arredondado (Fig. 7, 9, 10) tanto sobre
a MOD quanto prdxima a ela, enquanto que nas células cultiva-
das sobre laminula a forma poligonal foi mantida confirmando
gue a indugao de células morfologicamente diferentes pode va-
riar segundo o substrato empregado, semelhantes as constata-
gGes de outros autores. Em alguns tipos celulares, a forma da
célula desempenha papel importante na expressao celular. As-
sim, alteragoes morfoldgicas induzidas pela matriz extracelu-
lar em células epiteliais mamarias, hepatdcitos, condrocitos
e células nervosas, entre outras,'puderam ser associadas com
a expressao fenotipica caracteristica de cada tipo celular
(FOLKMAN & GREENSPAN, 1975; FOLKMAN & MOSCONA, 1978; EMERMAN
et alii, 1979; NATHANSON et alii, 1978; NATHANSON & HAY, 1978,
1980 a, b; KLEINMAN et alii, 1981; HAY, 1981; BISSEL et alii,
1982;7AGGELER et alii, 1982, 1984 a, b; GLOWACKI et alii,
1983; YANG & NANDI, 1983; LAWLER et alii, 1983; MACGREGOR &

SWAN, 1984; WOLFFE & TATA, 1984; LEE et alii, 1984 a).

Outros autores, entretanto, observaram qué em vez
do emprego da matriz extracelular Integra, ou de seus compo-
nentes isolados, varias outras substdncias como o polihidro-
xietilmetacrilato (poly [HEMA[), a trifluoroperazina (TFP) e
a 12 - 0 - tetradecanoilforbol - 13 - acetato (TPA), | quando

utilizadas no meio de cultivo, causam alteragdes celulares.

Contudo GLOWACKI et alii (1983), mostraram que de-
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pendendo da concentracido de poly |HEMA| empregada para reco-
brir as placas para o cultivo de condrécitos humanos, as célu
las aderidas a este substrato adquiriam morfologia achatada e
incorporavam quantidades elevadas de timidina marcada (3HT)
em concentracdo de 1073 ou menores e adquiriam  configuragio
arredondada, incorporando quantidade maior de 35804 em gli
cosaminoglicanas e diminuindo a incorporagaoc de 3HT, em con-

centragoes oito vezes maiores.,

Por outro lado a adigaoc de TPA a culturas de fibro-
blastos sinoviais, também induziu alterag@o na expressao géni
ca destas células demonstrada pela sintese de proteinas neu-
tras e de colagenase, sempre acompanhada de alteragdes na mor
fologia celular (AGGELER et alii, 1982), cujo grau de arrcdon
damento estava relacionado com o aumentc de pro-colagenase, a
forma inativa da colagenase, e com a redugao da sintese de co
lageno tipo I e tipo III. Além disso essas células arredonda-
das quando observadas ao microscOpio eletrdnico apresentavam
citoesqueleto diferente, sendo a perda de feixes de actina a
maior alteragao constatada. Em trabalhos posteriores AGGELER
et alii (1984 a, b) demonstraram que alem do TPA, a citocala-
sina B, proteinases, poly (HEMA) e a trifluoroperazina (TFP)
induziam alteragoes morfoldgicas em fibroblastos sinoviais sen
do estas correlacionadas com a indugao de fendtipo secretor
especifico. Entretanto, quando-se empregavam substancias como
a monensima, a colchicina e a vinblastina, que naoc alteravam
a forma da célula, ndo ocorria indugao de sintese de colagena

se.

Além dos constituintes da matriz extracelular e de



53

substédncias como o poly HEMA e o TPA, foi demonstrado por
GERBER et alii (1984), que também a concentragac hidrogenidni
ca do meio em que as células estao sendo cultivadas podém afe

tar a forma das células.

Entretanto, nao somente as altera¢oes morfol§gicas
induzidas por substratos estavam associadas as alteragBés da
expressao génica, mas, também, aquelas gque ocorriam expontanea
mente durante o cultivo "in vitro". SPIEGELMAN & GREEN (1980)
descreveram gque as células da linhagem 3T3, normalmente de as
pecto fibroblastico, em estado de repousb, sofrem uma conver-—
sdao para células adiposas caracterizada por alteragoes morfo-
logicas e enzimidticas. As cé&lulas perdem sua aparéncia fibro-
blastica e tornam-se aproximaq&ménte esféricas. Simultaneamen
te, elas aumentam a atividade das enzimas responsaveis pela
sintese de 3cidos graxos e de triglicerideos, bem como a sen-
sibilidade para certos hormdnios conhecidos como capazes de
afetar as células adiposas, tais como insulina, adrenalina e
glicocorticoides (KARLSSON et alii, 1979). RAMAEKERS et alii
(1984), descreveram que células epiteliais do cristalino, quan
do cultivadas "in vitro", durante as primeiras passagens, man
tinham uma forma poligonal, mostrando uma fina matriz fibri-
lar tanto na superficie da monocamada quanto nos espagos in-
tercelularés, porém apds a décima guinta passagem, as células
alongavam-se gradualmente e as analises eletroforéticas de-
monstraram que esta alteragao de forma estava associada com
alteragoes no padraoc de sintese da célula, ocorrendo diminui-

c¢ao da sintese de tubulina e na incorporacgao de glicosaminogli

canas marcadas.
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Uma vez que a forma da célula & mantida por seu ci
toesqueleto, qualguer alteragac morfolbgica estd diretamente
relacionada com alteragoes qualitativas e/ou quantitativas das
estruturas e substa@ncias que constituem este arcabougo. Assim,
SPIELGELMAN - & GREEN (1980), demonstraram gue a mudanga da for
ma fibroblastica para esférica, durante a conversao esponta-

nea das c&lulas da linhagem 3T3 para células adiposas foi acom

panhada por uma diminuigao da actina extraida destas células.

SUGRUE & HAY (1981 a), descreveram alteracGes do ci
troesqueleto de células epiteliais da cdrnea cultivadas sobre
substratos diferentes. Estas cé&lulas, na presenga de elemen-
tos solliveis da matriz extracelular como o colageno, a fibro-
nectina e a laminina, apresentaram o citoesgueleto basal com-
posto de filamentos de actina gue se dispunham paralelamente
a membrana celular, enéuanto na presenga de heparina, condroi

tina sulfato e albumina, este arranjo nao era mantido, sendo

substituido por uma rede desorganizada desses filamentos.

Além desses trabalhos, alteragdes no citoesqgueleto
associadas a modificagoes fenotipicas das células foram des-
critas em fibroblastos (AGGELER et alii, 1982, 1984 a, b), em
células endoteliais (BENSCH et alii, 1983) e em células nuscu
lares lisas (TOSELLI et alii, 1984),

Tem sido proposto por varios autores que os compo-
nentes do citoesqueleto interagem com constituintes da super-
ficie celular, geralmente glicoproteinas, sendo estas impor-
tantes em varios fendmenos mediados pela membrana como o reco
nhecimento celular, controle de crescimento e adesaoc a subs-

tratos (JACOBSON, 1983; RAMAEKERS et alii, 1984; FRIEDMAN et
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alii, 1984; RANSCHT et alii, 1984; KOTELIANSKY et alii, 1985).

A parte do citoesqueleto que se liga 3 membrana &
constituida por uma rede de filamentos com tamanhos diferen-
tes, cujo aspecto morfoldgico varia de acordo com o tipo celu
lar (ROOS et alii, 1985) e constitui a frag¢ao celular insolQ-
vel em células tratadas com detergentes ndo idnicos (LENK et
alii, 1977; LENK & PENMAN, 1979; BEN-ZE'EV et alii, 1979},
pois, permanecem ligados a essa rede, ao lado das proteinas
de membrana (BEN-ZE'EV et alii, 1979), outros componehtes ce-
lulares como o nucleo {(FRIEDMAN et alii, 1984), o reticulo .

g Peuirfd
endoplasmatico rugoso e o complexo de Golgi (BEN-ZE'EV et-alid,
1983). varios élementos envolvidos na bicssintese de protei-
nas, como o RNAm polirribossomol (LENK et alii, 1977; LENK &
PENMAN, 1979; CERVERA et alii, 1981; VENROOIJ et alii, 1981;
JEFFERY, 1982), os fatores de iniciagao (HOWE & HERSHEY, 1984),
a proteina M_ 50 KD cap binding (ZUMBE et alii, 1982), a me-
tionil - tRNA sintetase (DANG et alii, 1983}, o complexo ami-
noacil - tRNA sintetase e a fenilalanil - tRNA sintetase (MI-
" RANDE et alii, 1985), também permanecem aderidos a essa parte
do citoesqueleto. Além disso, o estado de agregagaoc dos micro
filamentos esta relacionado com o inicio da sintese de DNA
(THYBERG, 1984) mostrando que além de suporte para a estrutu-
ra celular, o citoesqueleto pode desempenhar papel importante
na regulagao do processo de trédugéo (CERVERA et alii, 1981}.

Os componentes da membrana podem interagir com oOS
constituintes do meio extracelular, de maneira semelhante a

gue se relacionam com os elementos do citoesqueleto.

Essa interagdo das células com os elementos da ma-
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triz extracelular pode ser direta, através de sitios de liga-
g¢ao presentes na membrana plasmitica ou indireta, com o auxi-
lio da fibronectina, laminina, condronectina e de vérios fato
res présentes no soro (YAMADA, 1983). Foram caracterizaéos em
diversos tipos celulares receptores plasmaticos para lamini-—
na, colageno e fibronectina classificados como glicolipides ;
glicoproteinas ou proteoglicanas (YAMADA, 1983; BURKE e£ alii,
1983; RAUVALA, 1984; BERNFIELD et alii, 1984; RAPAEGER & BERN
FIELD, 1984; TERRACIO et alii, 1984; BROWN & JULIANO, 1984;

VOLKER et alii, 1985 a, b; BLANQUET, 1985).

O elevado numero de trabalhos recentes que relacio-
naram os constituintes de membranas com os elementos intra e
extracelulares permite que se obtenha um melhor entendimento
dos mecanismos pelos gquais as ﬁoléculas extracelulares pode-
riam alterar a organizac¢ao do citoesqueleto e os padrdes bios
sintéticos das células. Dessa forma fica facil verificar que
o contato com um agente indutor causa alteracoes morfoldgicas
e fisioldgicas profundas, mesmo em situagdes onde este agente
nao & conhecido, como & o caso das transformagdes espontaneas
que ocorrem "in vitro". Este contato & efetuado através da su
perficie da célula que de algum modo transfere a informagao re
cebida do meio extracelular para o meio intracelular, o qual
ira responder com alterag¢oes na organizagao dos elementos do
seu citoesqueleto. Assim considerando gue o que foi dito até
aqui sugerindo que as modificagoes morfolbdgicas induzidas pe-
la MOD, nas células Vero em cultﬁra, provavelmente envolveram
alteragoOes qualitativas e quantitativas de seu citoesqueleto,
via receptores presentes a nivel de membrana plasmatica, embo

ra nao tenhamos utilizado métodos especificos para a investi-
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gagao dessas modificacgdes.

Afora as alteragdes de forma e tamanho, outra dife-
renga por nos detectada nas células Vero em cultura, na pre-
senga de MOD, foi a organizagao da cromatina nuclear eviden-

ciada pelo tratamento com azul de toluidina (AT).

Nas células que se desenvolveram sbbre a laminula,
os nlicleos eram basdfilos com granulagdes metacromaticas (Fig.
4, 5), enquanto que nas células cultivadas sobre MOD, os ni-
cleos eram homogéneos ortocromaticos, isto &, com cblora@éd

verde palido (Fig. 6, 7).

Essa basofilia metacromatica apresentada pela croma
tina corada com solugoes de AT, nas condig¢des do presente tra
balho, deve-se & ligagao das mol&culas do corante com os gru-
pamentos fosfatos disponiveis no DNA e RNA, ndo ligados a pro
teinas (MIURA & OHBA, 1967), sendo caracterizada por um deslo
camento do pico de absor¢ac originalmente posicionado & com-
primento de onda ao redor de 630 nm, para comprimento de on-
das menores {LISON, 1960; MIURA & OHBA, 1967), fenOmeno esgte
associado com a proximidade das moléculas de corante ligadas
ao substrato corado. Conseglientemente, diferengas na localiza
-géo dos picos de absorg¢ao, nas curvas de basofilia, sdo espe-
rados para diferentes complexos DNA - Proteinas (DNP) como ja
demonstradas em cromatina de gafaﬁhoto (MELLO & VIDAL, 1977)
e de rato (VIDAL et alii, 1978) durante a espermatogénese, em

cromossomos politénicos de Rhynchosciara americana ( VIDAL,

1975; MELLQ & VIDAL, 1979), em heterocromatina de Triatoma
infestans (MELLQO, 1980), em cromatinhas submetidas a tratamen-

tos com hycanthone (MELLO et alii, 1978) e clupelna (VIDAZ,
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1979), bem como em espermatozdides de touro onde estas alte-

ragoes foram detectadas e assocjadas com a infertilidade (MEL

LO, 1982). ;

Assim, considerando-se que a basofilia metacrométiﬁ

ca presente nos nicleos das células controle foi substjtulda
i

pela ortocromasia do nlicleo das cé&lulas cultivadas sobre e pxd
ximas a MOD, podemos dizer que a diferenciagao celular induzi
da pela MOD sugere o envolvimento de alteragoes no complexo
DNP, evidenciadas pela coloracao verde palida observada nos
nucleos, resultante do nimero menor de radicais fosfatos do
DNA, disponiveis para a ligagao com as moléculas do corante.
Estas altera¢odes poderiam estar relacionadas com © processo

de regulacd3o génica, resultando na expressao de um novo fend-

tipo nas células cultivadas em contato com a MOD.

Esta nova expressao fenotipica caracterizada por al
teracoes na forma e no tamanho, discutidas anteriormente pode
ser caracterizada também por modificagoes no padrao de sinte-
se das células evidenciado a nivel do citoplasma e¢ da membra-

na plasmatica.

A nivel citoplasmatico observamos nas células culti
vadas sobre laminula e sobre MOD uma regiao perinuclear e va-
cliolos, distribuidos por toda a célula que nao se coravam com
At pH 4,0 e mostravam reagao positiva a incubagao com Concana
valina A e peroxidase (ConA-HRP) (Fig. 12), observando-se uma
maior concentragdo de granulos nas células com 48 h de culti-
vo sobre laminula. Uma vez que a regiao perinuclear correspon
de a localizacao do complexo de Golgi (LEE & ENGELHARDT, 1977)

e os vaciiolos correspondem a grdnulos de secregao, a ativida-



de sintética aumentada nas cé&lulas com 48 h de cultivo sobre
laminula observada em nossos experimentos estid de acordo com
os resultados apresentados por LEE & ENGELHARDT (1977, 1978).
Estes autores constataram que a sintese proté&ica, nas células
Vero, variava de acordo com as fases do desenvolvimento da cul
tura, sendo maior na fase correspondente ac periodo exponen-
cial de crescimento. Nas células cultivadas sobre MOD consta-
tamos que estas diferengas eram mantidas, isto &, a sintese
era maior nas fases iniciais da cultura, embora, quando compa
rados com os controles, tanto as células com 48 h gquanto as
com 120 h de cultivo sobre MOD apresentassem mais granulos co

rados do que as cé&lulas cultivadas sobre laminula.

As analises eletroforéticas dos meios nutritivos re
tirados das c&lulas confirmaram os resultados de LEE & ENGE-
LHARDT (1978), pois mostraram que ocorria modulagao da expres
sao génica durante os varios estadgios de crescimento das célu
las Vero que levava ao aparecimento e desaparecimento de pep-
tideos celulares secretados pelas células. Porém, por este mé
todo, nao conseguimos detectar nenhuma alterag¢ao, quantitati-
va, que pudesse ser relacionada a MOD, talvez porque o produ
to induzido pela MOD apresentasse o mesmo peso molecular e
carga elétrica dos produtos normalmente elaborados péla célu-
la e, portanto, estaria ocupando a mesma faixa nos tubos de
eletroforese ou, talvez, porque este produté nao seria elimi-
nado da cé&lula, sendo armazenado no interior dos grdnulos. A
utilizacao de métodoé mais refinados como a analise eletrofo-
rética bidimensional e a eletroforese de extratos celulares

poderiam auxiliar na elucidagao destes problemas.

59
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0 fato da regiao perinuclear e dos granulos reagi-
rem positivamente & incubagao com ConA-HRP demonstra que es-
tas regides apresentavam substadncias com radicais terminais
de - D- glicopiranose, aos quais a Con A se liga (LIS & SHARCN,
1873). Estudos recentes tem sugerido que manose, N-acetilagli
cosamina e glicose se ligam aos peptidecs que estao sendo sig
tetizados no interior das vesiculas do reticulc endoplasmati-
co rugoso, sendo os residuos glicosil processados no aparelho
de Golgi, onde a glicosilagao & finalizada (VIRTANEN et alii,
1980). Os glicoconjugados maturos permanecem como constituin
tes das membranas intracelulares, ou sao direcionadog para a
superficie celular e secretados (MORRE et alii, 1979). Desta
forma, a coloragao obtida com a Con A, & devida a marcagao gde
residuos glicosil das membranas intracelulares do reticulo en
doplasmatico, do Golgi e dos granulos, bem como do produto de
secrecao presente no seu interior (HIRANO et alii, 1972; BOU-
LAN et alii, 1978; VIRTANEN et alii, 1980; TARTAKOFF & VASSATIT |,

1%83; PAVELKA & ELLINGER, 1985).

As células que se desenvolveram sobre ou proximas
a MOD, apresentaram também o nucléolo com reagao positiva a
Con A. Isto demonstra que altera¢oes nucleares, associadas
com glicoproteinas ou glicosaminoglicanas ocorram a nivel nu-
clear por indugao da MOD. O nlcleo, em relagao aos carboidra-
 tos, apresenta alguns aspectos caracteristicos como a alta
densidade destes por unidade de area na membrana nuclear, a
presenga de glicosaminoglicanas na matriz e membrana nuclea-
res, a presencga de glicoproteinas entre as proteinas nao his-
tonicas e a auséncia de glicolipides, componentes estes que

variam de um tipo celular para outro e dentro do mesmo tipo
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celular em relagao a estados fisioldgicos e/ou patoldgicos di
ferentes (STODDART, 1979). KURTH et alii (1979), demonstraram
gue a Con A se liga aosg anéis de Balbiani; na regiao b e ¢ do
cromossomo nuamero IV das células de gldndula salivar de

Chironomus thummi, sendo esta ligacao proporcional ao tamanho

do "puff" e relacionada com o estagio de desenvolvimento do
organismo. Este fato evidencia o importante papel dos carboi-
dratos nucleares na transcrigao do DNA e sustenta as descober
tas anteriores de RIZZO & BUSTIN (1977), os guais isolaram 3
proteinas nao histdnicas glicosiladas da cromatina de figado

de rato, que podiam se ligar a Con A.

Embora nac tenhamos localizado nenhum relato na 1li-
teratura por nbés consultada, a respeito da presenga de carbo-
idratos no nucléeolo, entre asrestfuturas nao membranosas, é
fato conhecido a glicosilagac de ribossomos e microtibulos
(STODDART, 1979). Assim, poderiamos, talvez, justificar a in-
corporagao de Con A no nucléolo, das cé&lulas cultivadas sobre
ou proximas a MOD, como decorrente da formagdo de ribossomos

com componentes glicosilados.

A reagao com a Con A evidenciou também que os gru-
pos de células arredondadas presentes sobre ou prdoximas a
MOD, corados metacromaticamente com azul de toluidiﬁa, reagi—
ram intensamente, a nivel de membrana plasmatica, a incubacao
com esta lectina, sugerindo gue o processo de diferenciacgao
induzida pela matriz atuou a nivel de composigao da membrana,
aumentando seu contéﬁdo glicoprotéico. Estes dados estao de
acordo com inimeros relatos existentes na literatura que de-
monétraram variagoes na membrana plasmatica, durante o cres-

cimento, reconhecimento e adesao celulares, assim como na di-
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ferenciagao celular e no estabelecimento de condigdes neopli-
sicas (BURGER, 1973; NICOLSON, 1974; HAKOMORI, 1975; TEMMINK
et alii, 1975; HYNES, 1976; FISHMAN & BRADY, 1976; HOOK & SAN
DERS, 1977; STODDART, 1979; WRIGHT et alii, 1980; MAYLIE -
PFENNINGER & JAMTESOM, 1981; LIEBERMAN et alii, 1981; %OUIL-i

t

LANT & GREIG, 1981; DODD et alii, 1982).

AS caractefisticas das células Vero, cultivadas so-
bre MOD no que se refere ao aspecto morfolbgico, & <coloragao
frente ao azul de toluidina e a Con A, sao muito semelhantes
as apresentadas por condrocitos. Estas células, para manifes-
tarem, seu fendtipo caracteristico precisam manter a configura
¢do arredondada (GLOWACKTI et alii, 1983) e quando coradas com
azul de toluidina mostram nficlec ortocromatico e granulagoes
intracitoplasmaticas que poderiam corresponder a porgoes do
reticulo endoplasmatico, do complexo de Golgi e de vesiculas
de secregao propriamente ditas contendo élicosaminoglicanas,
proteinas e glicoproteinas em vias de secre¢ao (ANDRADE FILHO,
1984). Nas preparacoes provenientes de cé&lulas cultivadas so-
bre MOD observadas ao microscdpio de polarizacgao, constatamos
a birrefringéncia do contelido dos granulos, encontrados nes-
sas células, o que nos permite dizer que este material tem um
certo grau de organiZagéo, constituindo-se provavelmente de
elementos que poderiam fazer parte de uma matriz extracelular,
4 semelhanca do que ocorre no tecido cartilaginoso "in vivé".
Além disso, varios trabalhos na literatura mostram a formagao
de condrbcitos a partir de culturas primarias desenvolvidas
sobre a MOD (NOGAMI & URIST, 1979, 1974; NATHANSON et alii,

1978; NATHANSON & HAY, 1980 a, b).
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Desta forma parece que a MOD mesmo quando utilizada
como substrato para crescimento de células de uma linhagem ja
estabelecida, e nZo primiria, como & o caso das célulaslVero,
induz um processo de diferenciagdo que leva a formacgio de cé-
lulas semelhantes a condrdcitos a partir de células ep%teli—ﬂ
Oides. A utilizagdo de técnicas como a imonofluorescénc{a, pa
ra detecgao de coligeno tipo IT e de diferentes tipos de pro-
teoglicanas caracteristicas dos condrdcitos, poderiam nos au;

xiliar na caracterizacgao definitiva do tipo celular induzido

pela MOD, o que sera objeto de futuras investigagoes.

Em relagao a atividade fosfatasica &cida, constata-
mos gue esta era maicr nas células em contato direto com a ma
triz e nestas, maior a nivel de membrana. A reagao positiva
para fosfatase acida pode representar formas extralisossomais
desta enzima, uma vez que poucos lisossomos sao detectados
nas células Vero em cultura (FLEMING & KISTLER, 1977). Detec-
cao de atividade fosfatasica acida, a nivel de membrana, foi
efetuada por varios autores, em diferentes sistemas celulares
como em cé&lulas de placenta humana (HOFFMAN & DI PIETRO, 1972),

em células de tUbulos renais de rato (MIYAYAMA et alii, 1975)

em Candjda albicans (TRONCHIN et alii, 1980), em leveduras
(CAMPOS - AASEN & YARZABAL, 1981}, em células de raiz de mi-
lho (DELTOUR et alii, 1981), e em tidbulos de Malphigi de

Triatoma infestans (AZEREDO - QLIVEIRA, 1982). FRANZI et alii

(1980) descrevem que durante a transformacdao de mondcitos em
nacrdfagos, haveria um aumento significante na taxa de renova
gdo da membrana plasmidtica, pela internalizagdoc da mesma como
constituinte de pinossomos e fagossomos, sendo estes fendme-

nos avaliados pela medida da atividade da fosfatase &cida nos



lisossomos e na membrana plasm&tica. Como nossos resultados
mostraram aumento de atividade apenas nas c€lulas cultivadas
sobre a MOD, poderiamos sugerir que este aumento da atividade
da enzima se deva ao fato das células estarem lisando ou fago

citando a matriz.

Observamos também que as células Vero, apds 48 h de
cultivo sobre laminula e submetidas a esta reacgado, apresenta-
vam nucléolo com reagao positiva a qual ndo era mais eviden-
ciada nas células aderidas 3 MOD tanto com 48 h como com 120 h
de cultivo e nem em células com 120 h de cultivo sobre laminu
la. A atividade fosfat@sica acida em nucléolos foi detectada
em outros tipos celulares como em c&lulas humanas (SORIAND &

LOVE, 1971), em cé&lulas de Allium cepa (SANCHES-PINA et alii,

1978), em cé&lulas de raiz de milho (DELTOUR et alii, 1981) e

~em células de tiibulos de Malphigi (AZEREDO-OLIVEIRA, 1982).
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DELTOUR et alii (1981), correlacionaram a atividade.

fosfatasica acida nucleolar com a razdo de transcricao nu-
clear. Segundo estes autores a transcrigao nuclear resulta na
liberagao de pirofosfato o qual sofreria acgdo enzimatica, li-
berando fosfato inorganico que seria importahte para o funcio
namento do nucléolo. O aumento da reatividade do nucléolo as-
sociado com o aumento do metabolismo foi detectado.também por
AZEREDO-OLIVEIRA (1982). Uma vez que as células com 48 h de
cultivo sobre laminula apresentam intensa atividade de cresci
ﬁento e de se esperar que a taxa de transCrigéo seja elevada,
0 que estaria de acordo com a presenga da reaééo positiva pa-
ra fosfatase acida no nucléolo. Ja nas células com 120 h de

cultivo sobre laminula, isto €, na fase de crescimento esta-
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cionaria, onde ocorre diminuicdo da sintese protéica (LEE &

ENGELHARDT, 1977, 1978), esta atividade estaria reduzida, o

a - - - - — [d 1 —
que implicaria na ausencia de coloragao do nucleolo frente a
reagao para fosfatase 3cida, o mesmo acontecendo nas células

cultivadas sobre a MOD. Numa fase anterior, ou seja, jél apds
1
!

i

48 h de cultivo.

A anilise qualitativa da MOD aoc microscdpio de po-
larizagdo revelou uma birrefringéncia menor da matriz nas re-
gioes em contato com as células e com maior tempo de cultivo,
do gue nas regides nao adjacentes ds células. Esta analise,
efetuada em regides bem proximas a fim de se evitar que possi
vels variagoes na espessura da MOD influenciassem a birrefrin
géncia, fala a favor de uma possivel atividade litica das cé-
lulas sobre a MOD, caracterizada tanto pelo aumento da ativi-
dade fosfatasica acida, quanto pela diminuicac da birrefrin-
géncia apresentada pela MOD. A lise da MOD, com alteragoes no
seu padrao de organizagao molecular foi sugeride por Vidal,
(1983) através de estudo com microscopia de polarizagao de im

plantes heterdlogos de MOD em ratos.

Com referéncia ao Indice mitdtico, observamos que a
MOD induziu uma diminuigéo da proliferacao celular, tanto nas
células gue se desenvolveram sobre ela guanto nas gue cresce-
ram proximas a ela. Este resultado contribui ainda mais para
justificarmos o poder indutor de diferenciagaoc da MOD pois,
como tem sido afirmado por varios autores, a sintese de DNA &
inversamente proporcional ao estado diferenciado da célula
(MICHALOPQULOS & PITQT, 1975; FOLKMAN & MOSCONA, 1978; ZALIN,

1979; EMERMAN et alii, 1979; WICHA et alii, 1979; SCHOR, 1980;
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BURWEN & PITELKA, 128Q; MACKENZIE et alii, 1982; GLOWACKI et
alii, 1983; HAEUPTLE et alii, 1983; CRAWFORD, 1983; NAG &
CHENG, 1983; JOUSIMAA et alii, 1984; MECHAM et alii, 1984),
embora esta relagdo ndo tenha sido observada em alguns tipos

celulares (FANTONI et alii, 1975; MECHAM et alii, 1984).

De acordo com og resultados obtidos e tudo o© que
foi dito até@ aqui sobre os aspectos morfoldgicos, citoguimicos
e 0s relacionados com a atividade proliferativa, parece due
em nossos experimentos, a MOD foi capaz de induzir alteracao
na expressao génica das cé&lulas Vero em cultura, sendo esta

dependente do tempo de cultivo.

Contudo, © que nos chamou a atengao foi o fato de
que esta diferenciagao nao ocorreu apenas nas células gue es-
tavam em contato direto com a MOD, mas também naquelas gque se
encontravam em sua proximidade. As andlises das caracteristi-
cas morfoiégicas e fisioldgicas das cé&lulas cultivadas sobre,
proximas ou afastadas da MOD, demonstraram que © processco de
diferenciacao ocorreu em um gradiente e que, de algum modo, a
informagdo foi transmitida para as células que encontravam-se
distanciadas da matriz, sendo esta passagem de informacgao de-
pendente do tempo, pois pudemos observar que nos tubos com
MOD apds 48 h de cultivo apenas as células que se desenvolve
ram préximas e sobre a matriz apresentavam alteragoes fenoti-
picas enquanto gue nas c&lulas com 120 h de cultivo, estas al
feragGes puderam ser observadas inclusive nas regiaes mais

afastadas da MOD.

A constatac3o deste gradiente constitui uma evidén-

cia de que o fator indutor de diferenciagdo, presente na MOD



nao seria soliivel no meio de cultivo pois, se o fosse, todas
as células cultivadas por 48 h no frasco com MOD deveriam
apresentar alteragoes e ndo apenas aquelas localizadas proxi-
mas a MOD. Este fator fortemente ligado & matriz extracelu-
lar, guando liberado por meio de extragGés dissociativas, &
capaz de estimular a condrogénese de c&lulas musuclares em-
brionarias "in vitro" e esta, seguida de osteogénese, "in vi-

vo" (SEYEDIN et alii, 1983).

Deste modo, podemos afirmar que a MOD promoveu al-
teragbes fenotipicas nas c&lulas que cresceram em intimo con-
tato com ela e que o sinal para esta alteracao foi transferi-

do de uma ceélula a outra.

A comunicagao e a transfer@ncia de sinais especifi-
cos entre as células & uma descoberta recente, mas amplamente
documentada (MICHALKE & LOEWENSTEIN, 1971; PITTS & SIMMS,
1977; LEDBETTER & LUBIN, 1979, 1980; LOEWENSTEIN, 1979, 1981;
FLAGG-NEWTON et alii, 198l; FLAGG-NEWTON & LOEWENSTEIN, 1981;
AZARNIA et alii, 1981; SPRAY et alii, 1982; LARSON & SHERIDAN,
1982; GUGUEM-GUILLOUZO et alii, 1983; MURRAY & FLETCHER,
1984; DELINASSIOS & KOTTARIDIS, 1984; SCHULTZ, 1985; CAVENEY,
1985; SHERIDAN & ATKINSON, 1985; HERTZBERG, 1985; SPRAY & BEN

NETT, 1985).

As células, através de suas fungdes podem  trocar
partes de seu contetdo molecular, sendo esta troca efetuada
por meio de canais presentes nas membranas, através dos quais
moléculas hidrofilicas fluem diretamente do interior de uma
célula para outra (LOEWENSTEIN, 1981). Estes canais intercelu

lares foram identificados morfologicamente como jungdes comu-
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nicantes ou "gap" (PILTTS & SIMMS, 1977; LOEWENSTEIN, 1979 ,
1981; SPRAY & BENNETT, 1985; CAVENEY, 1985; SHERIDAN & ATKIN-
SON, 1985), sendo suficientemente largos para possibilitarem
o fluxo de ions inorgdnicos, metabdlitos, nucleotideos, inclu
sive os ciclicos e os com ligagao fosfaté de alta energia, vi
taminas e pequenos hormdnios esterdides (LOEWENSTEIN, 1981).
A observacao de que células nao comunicantes, analisadas ul-
traestruturalmente, nao apresentavam estas estruturas, as
quais reapareciam com o restabelecimento da competéncia para
a comunicagao celular constiﬁui um indicio importante de gque
a comunicagdo intracelular se efetua através de "gap" (FLAGG-
-NEWTON et alii, 1981}.

Os principais papéis fisioldgicos atribuidos as jun
¢oes comunicantes seriam o envolvimento na troca de nutrien-
tes, a manutengao da homeostase do tecido, a regulagao do cres
ciménto e da diferenciagao e a transmissdo de sinais molecula
tes intracelulares (SHERIDAN & ATKINSON, 1985; SCHULTZ, 1985).
Uma das mais intrigantes funcoes sugeridas para as Jung6es
permeaveis, & a transmissao de sinais moleculares de célula a

célula.

Um mediador intracelular bem conhecido, o AMP cicli
co, també&m conhecido como mensageirc secundario, apresenta ta
manho e carga similares d@s moléculas conhecidas que se trans-
ferem de uma cé&lula para outra,-via jungoes comunicantes. Des
ta forma, foi sugerido que o-AMPc‘poderia ser o sinal transmi
tido juncionalmente (SHERIDAN & ATKINSON, 1985). Virios tra-
balhos tém demonstrado que o AMPc poderia passar de uma célu-

la para outra (FLETCHER & BYUS, 1982; BYUS & FLETCHER, 1982;



MURRAY & FLETCHER, 1984) participando também na formagdo de
jungdes de cé&lulas em cultura (AZARNIA et alii, 1981; FLAGG-
-NEWTON et alii, 1981; FLAGG-NEWTON & LOEWENSTEIN, 19812. Es

tes autores demonstraram gque varios tratamentos gque aumenta-
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vam' 0 nivel intracelular de AMPc, estavam diretamente relacio’
t °

!
nados com ¢ aumento da permeabilidade e com a elevagao do ni-

mero de jun¢des comunicantes presentes entre as células.

Deste modo, podemos concluir em relagao a MOD que
esta induz alteragdes na expressao génica das células Vero em
cultura pelo contato direto com a matriz segundo o modelo de
"reciprocidade dinamica" proposto por Bissel e colaboradores
(1982), mas podemos concluir também gue a informagao recebida

por estas células foi transferida a outras.

Pelo modelo da reciprocidade dindmica & postulado
que a matriz extracelular exerceria influéncias fisicas e qui
micas na geometria e bioguimica da célula, via receptores
transmembrana, os quais alterariam o padrdo da expressao géni
ca, modificando a associagao do citoesqueleto com RNA_ e a
interacdo da cromatina com a matriz nuclear. Alteracoes a ni-
vel nuclear fariam com que a célula alterasse seu padrao de
sintese, modificando a matriz extracelular, a qual afetaria a

célula e assim sucessivamente.

Este modelo pode ser perfeitamente aplicado ds célu
las que cresceram diretamente sobre a matriz, mas nao aquelas
que sofreram o seu efeito a distancia. Estas células, de alqu
ma maneira, receberam o sinal informacional e, como tem sido
constatado por varios autores que a comunicagao célula a célu

la se faz através de juncdes comunicantes e que o AMPc esta



envolvido neste processo propomos uma hipdtese para justifi-

carmos os resultados por nos obtidos.

De acordo com a nossa interpretagao, a MOD induzi-
ria alteragoes de membrana, que além de afetarem o citoesgue-
leto da cé€lula, alterando a forma e a expressdo de certos ge-
nes, atuaria aumentando o nivel de AMPc intracelular. Este,
por sua vez, aumentaria a permeabilidade celular, via juncgoes
comunicantes, de tal modo que o prdprio AMPc ou peguenas molé
culas hidrofilicas resultantes do metabolismo celular ou da
lise da MOD passariam de uma célula para outra, permitindo

que se estabelecesse um gradiente de diferenciagao.

A favor desta hipbtese temos, afora os trabalhos
descritos anteriormente, o fato de que o aumento do AMPc¢ esta
diretamente relacionado com a orggnizagéo de microfilamentos
e com a inibigao da sintese de DNA (THYBERG, 1984) fatos es-
tes também documentados por nds nas células que cresceram so-
bre, proximas e afastadas da MOD, além de termos detectado
também aumento da atividade fosfatdsica &cida nas células cul

tivadas sobre a MOD e a diminuicao da birrefringéncia  desta

matriz quando utilizada como substrato.

70



5 ~ CONCLUSOES

Com os dados obtidos no presente trabalho podemos

concluir que:

1) A matriz Ossea desmineralizada (MOD) induz um
processo de diferenciagéo, em células Vero em cultura, que se
caracteriza inicialmente por alterac¢ao na forma e no tamanho

das celulas.

2) A MOD causa alteracoes no complexo DNP, a gual &
evidenciada pela ortocromasia apresentada pelos nicleos da cé
lula que utilizaram esta matriz como substrato.

3) A MOD promove aumento da atividade de sintese da
célula durante a fase exponencial de crescimento de cultura
sendo esta constatada pelo aumento de granulos intracitoplas-

maticos.

4) O produto da sintese induzida pela MOD de-
ve permanecer armazenado no interior de granulos ou  entao
apresenta as mesmas caracteristicas de produtos sintetizados
normalmente pelas células em cultura, uma vez que nao detecta
mos alteracgoes no conteiide do meio de cultivo, guando este

foi submetido a eletroforese.

5) O produto de secregao induzida pela MOD apresen-—
ta radicais livres de -D-manopiranose e -D~glicopiranose uma
vez que apresentam reagao positiva apds a incubagao com a Con

canavalina A (Con A).
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6) A MOD induz alteragdes na composicdo do nucléolo,
uma vez gue este passa a responder positivamente a Con A, in-

"dicando alteragoes no seu contelido de carboidratos.

7) A MOD causa alteragdes que se refletem & nivel
de composigac das membranas plasmaticas, as quais puderam ser

detectadas pela incubacgao com a Con A.

8) A MOD induz células epitelidides a se diferen-
ciarem em células com caracteristicas morfoldgicas e fisiold-

gicas semelhantes a dos condrocitos.

9) As células Vero, induzem modificagCes na MOD que
pode ser detectada pela redugao da birrefringéncia, provavel-
mente por atividade litica das ceélulas sobre a MOD, pois es-

tas apresentaram reatividade maior a fosfatase acida.

10) A MOD inibe a proliferacao celular o gque pode
ser detectado pela redugao do Indice mitdtico apresentado pe-
las células que se desenvolveram neste substrato ou proximo a

ele.

11) O processo de diferenciag¢ao induzido pela MGOD
ocorre formando um gradiente, sendo o sinal informacicnal con

tido na MOD transmitido de célula a celula.



6 - RESUMO

1
!

E amplamente aceito que as caracteristicas morfold-

gicas e fisioldgicas da célula s3do resultantes da intéragéo'
genoma + meio ambiente e, portanto, as diferengas obseévadas
entre tipos celulares seriam o resultado da agao diferencial
de genes. Nos Dltimos anos tem-se estudado o quanto da infor-
magao contida na célula & codificada pela seqléncia primaria
dos genes e gquanto do ambiente influencia esta expressao géni
ca. O papel da matriz extracelular Integra, ou de seus compo-
nentes isolados, na regulagao da expressao final de uma infor
magao genética tem sido constatada por varios autores tanto
"in vivo" quanto "in vitro". Estes trabalhos evidenciam que a
matriz extracelular estd envolvida nos processo de diferencia
¢ao. No nosso trabalho utilizamos uma matriz Ossea desminera-
lizada (MOD) como substrato para a adesao e crescimento de cé
lulas Vero, uma linhagem celular estabelecida a partir de cé-
lulas renais de macaco. Com os resultados obtidos através de
analises citoquimicas, do Iindice mitotico, de eletroforese e
de microscopia de polarizagdao pudemos concluir que a MOD induz
um processo de diferenciagac que se caracteriza por altera-
¢oes na forma e no tamanho das células, por alteragdes no com
plexo DNP, por aumento de granulos de secregao contendo subs-
tincias com radicais livres de D.'manOpiranose e D. glicopira
nose, por alteragdes de constituigao do nucléolo e da membra-
na plasmiatica. Desta forma, a utilizacao de MOD, em cultura
de células Vero, as quais normalmente apresentam caracteristi

cas epitelidides, induz alteracdo a nivel da expressao génica
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das mesmas, que se manifestam através de caracteristicas mor
fologicas e fisioldgicas, fazendo com que estas se assemelhem
a condrocitos. Este processo de diferenciagdo induzido  pela
MOD, ocorre formando um gradiente, sendo o sinal informacio-
nal contido .na MCD, transmitido de célula a célula, e, prova-
velmente, o fato indutor de diferenciagao presente na MOD

nac deve ser sollivel no meio de cultivo.

ABSTRACT
“~
We studied the demineralized bone matrix, in vitro, used as

a substrate for cell adesicn and cell growth. The cells uséd were
Vero cells, which are a cell line de¥eloped from monkey kidney
tissue. From the results obtained through cytochemical analysis,
mitotic index, eletroforesis, and polarization micrescopy we
conciuded that demineralized bone matrix induces a differentiation
process which modifies the size and éhape of the cells., Modifications
may be encontered of the DNP complex, the nucleolus, the plasma
membrane, as well as an increase in the number of the secretion
granules containing substances with free radicals of «-D. manno-
pyranosyl and a-D. glucopyranosyl. In Vero cells cultures, which
normally are epithelial, the use of demineralized bone matrix
alter their level of gene expression, change their morphological
and physioclogical characteristies to the point that the cells
appear to be chondrocytes. This differentistion process induced
by the demineralized bone matrix is gradually intensified since
the informacional signal is contained in this matrix and is
transmitted from cell tc cell., The diferenciation induecing factor of

demineralized bone matrix is probably not soluble in the culture

mediumnm.
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