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v/v - volume por volume

XP - xilidine ponceau

3D - tridimensional

¢,-M - a,,-macroglobulina
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Resumo

Células Vero foram cultivadas sobre géis 3D de colageno tipo;I ou em laminulas de vidro
por 48h com 10% de soro fetal bovino (SFB). Ap6s este tempo de cultiivo as células passaram a ser
mantidas em meio sem SFB, com 10 % de SFB, com 10 % de SFB niais dexametasona (DEX) ¢
com 20 % de SFB. Amostras foram fixadas apds 48h, 120h ¢ 240h de cultivo. Os géis foram
incluidos em paraplast e cortados com 7um de espessura. As améostras foram coradas com
hematoxilina-eosina (HE), cresil violeta (CV), azul de toluidina (AT) eéxyiidine ponceau (XP). Foi
realizado também imunocitoquimeia para coligeno IV (COL IV) e paréa fibronectina (FN). Com as
células cultivadas sobre laminulas foram obtidos os indices mitéticos e as curvas de crescimento da
cultura. Células cultivadas em coligeno por 24h, foram analizadas em microscopia eletrénica de

varredura (MEV), Um ensaio em microplacas para a ades3o celular com 24h de cultivo também foi

realizado. As células que foram cultivadas sobre laminulas e coradas éom CV, em todos os casos
analisados, mostravam morfologia irregular ¢ com alguns prolongalﬁentos, exceto nas regides
confluentes onde encontramos apenas células com formas poliédricafs. Encontramos também a
formacdo de grumos celulares nas amostras tratadas com DEX. Materiai bem corado com XP foi
evidenciado tanto com 120h quanto com 240h de cultivo. Os grmﬁos celulares nas amostras
tratadas com DEX foram os pontos onde encontramos coloragio mais ;intensa. O AT mostrou nas
primeiras 48h células com citoplasma, nucleo e nucléolo metacroméﬁicos. Com 120h de cultivo
foram detectadas células com niicleos ortocromaticos, nucléolo baséﬁlos e citoplasma levemente
metacromatico em quase todas as amostras, exceto nas tratadas conﬁ DEX, onde encontramos
citoplasma intensamente metacromatico. Com 240h de cultura encontramos células com
citoplasma, nicleo e nucléolos metacromaticos (S/SFB e 10% SFB) e células com nicleos
ortocromaticos, nucléolos e citoplasma metacromaticos (10% SFB+DEX e com 20% SFB). A
imunocitoquimica mostrou a presenga de COL IV nas amostras mantidas S/SFB, com 10% SFB e
com 20% SFB, mas ndo nas células cultivadas com DEX. Encontramos.a presenga de FN em todos
0s casos, porém foi encontrado um arranjo mais homogéneo nas células que cresceram na presenga
de 10% SFB+DEX e 20% SFB. Dados citoquimicos e imunocitoquimécos mostraram que 0 DEX
interfere no padrio de crescimento de células sobre laminulas. A MEV mostrou um grande
espalhamento celular e deposi¢io de material fibrilar, cuja deposi¢io é estimulada pela variacio da

concentragio dos componentes do SFB. O ensaio com microplacas mostrou que a adesdo das
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c€lulas ao substrato também ¢é estimulada pelo SFB. A analise morfolégica feita com HE mostrou
nos géis nas primeiras 48h uma monocamada de células achatadas, embora em alguns pontos as
mesmas mostravam-se com duas ou trés camadas de células arredondadas. Ambos os casos
mostraram-se bem evidenciados pelo XP e as células apresentavam também metacromasia quando
corado com AT. Com 120h e 240h em meio S/SFB ou com 10% de SFB, coradas com HE, foram
observadas células formando um estrato com vérias camadas arredondadas além de vérios pontos
de infiltragio para o interior do substrato. Estas células apresentavam niicleos ¢ citoplasma
metacromaticos, quando corados com AT. Também encontramos granulacées metacromaticas 4o
redor das células no interior do gel. Nesses experimentos o XP mostrou células bem coradas tanto
no citoplasma como no nacleo. O gel também foi levemente corado pelo XP. As granulagdes
presentes na matriz colagénica junto as células infiltradas também foram coradas pelo XP. A

analise imunocitoquimica mostrou deposi¢io de FN mas néo de COL IV. Concluimos que nessas

condi¢Bes experimentais, S/SFB ou com 10% de SFB, as células cultixfzadas nos géis de colageno,
organizam uma estrutura semelhante a um tecido conjuntivo frouxo. Por outro lado, a HE mostrou
que as células que foram tratadas com DEX (um inibidor da sintese de colagenases) e com 20% de
SFB (que contém oy-macroglobulina, um inibidor de atuagfio de coiagenases) ndo invadiram a
matriz colagénica, permanecendo com muitas camadas celulares, com forma arredondada na
camada basal e achatada nas superiores. O AT mostrou células com niicleos e citoplasma
metacromaticos, além de evidenciar uma camada acelular entre as células e o substrato. Todos as
camadas celulares também foram bem coradas pelo XP. A imunocitoquimica mostrou que quando
a infiltragdo foi bloqueada as células ndo produziram FN mas sim uma camada de COL IV. Os
dados citoquimicos € imunocitoquimicos nos demonstraram que quando usamos inibidores de
colagenases, as células Vero formam um tecido com caracteristicas epiteliais e produzem uma

estrutura semelhante 4 membrana basal.
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Abstract

The Vero cells were cultured on a collagen I gel or a glass coverslip with 10% fetal calf
serum (FCS) for 48hs. After this incubation time, samples were cultured without F CS, or with 10%
FCS, 10% FCS plus dexamethasone (DEX) or 20% of FCS. Samplesi were harvested after 48hs,
120hs, and 240hs and fixed. The gels were embedded in paraplast aéd Tum thick sections were
obtained. The samples were stained with hematoxilin-eosin (HE), cresii! violet (CV), toluidine blue
(1B) and xylidine ponceau (XP). Immunocytochemical tests were carried out for coltagen IV (COL
1V) and fibronectin (FN). The mitotic index and the growth curve weré obtained for cells cultured
on coverslip. The cells cultured on collagen gels for 24hs were studied with scanning electron
microscopy (SEM). An assay for cellular adhesion during 24hs was also performed on 96 wells
microplate. The cells cultured on coverslips, stained by CV, showed an irregular morphology with
cellular processes, and a poliedric form on the confluent areas in aEl% the cells studied. We also
found the formation of many cellular aggregates in the samples treafed with DEX. All samples
were stained with XP, after 120hs or 240hs of culture. The cellular éggregates induced by DEX
were stained by XP. The TB staining showed cells with metachrorﬂatic cytoplasm, nuclei and
nucleoli in the first 48hs. With 120hs of culture we found cells with orfochromatic nuclei and light
metachromasy in nucleoli and cytoplasm, With 240hs we found cells éwith metachromatic nuclei,
nucleoli and cytoplasm (without FCS and with 10% FCS) and cells with ortochromatic nuclei,
metachromatic nucleoli and cytoplasm (with 10% FCS + DEX or 20% FCS). The
immunocytochemical experiment showed that COL IV was present in tihe samples cultured without
FCS or with 10% FCS and 20% FCS, but it was not found in the cells zcultured with DEX. FN was
present in all samples but in the cells cultured with 10% FCS + DEX of 20% FCS we found a more
homogeneous arrangement. Cytochemical and immunocytochemical data showed that DEX
modifies the growth of Vero cells cultured on a coverslip. The SEM showed that cellular spreading
and the synthesis of fibrillar material was stimulated by FCS. The microplate assay showed that
cellular adhesion to the substratum is also stimulated by changes in ;concentration of the serum
component. The morphological study of cells cultured on a collagen ésubstra%tum was made with
HE. In the first 48hs of culture we found a monolayer of flattened cells on the collagen substratum.
We observed also the same cells with a round morphology growing in 2-3 layers. These cellular

layers were stained with XP and showed metachromatic cytoplasm when stained with TB. Cells
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cultured during 120hs or 240hs without FCS or with 10% of FCS forrhed many layers of rounded
cells capable of invading the collagen substratum. These cells showed a metachromatic cytoplasm
and basophilic nuclei and nucleoli when stained with TB. We couléd see some metachromatic
granulations surrounding the cells in the collagen gel. In these experiments XP staining showed
cells with stained cytoplasm and nuclei. The collagen gel was also stained with XP. The
granulations present in the matrix surrounding infiltrated cells stained with XP. The
immunocytochemical tests showed the prodution of FN but not COL 1V. We concluded that in
these cases, the cells form a loose connective tissue like structure. On the other hand, cells cultured
with 10% FCS + DEX, a collagenase synthesis inhibitor, or with 20% FCS, which contains Oy~
macroglobulin, a collagenase activity inhibitor, did not invade the co}iagen matrix and formed a
multiple cell layers, where round cells occur on the basal layers and flattened cells on higher

layers. All cells of these extracts were stained with XP. TB staining showed cells with

cytoplasmatic metachromasy and basophilic nuclei and nucleoli. We ‘could see also an acellular
layer stained with TB between the cell and the substratum and with a immunocytochemical method
we identified in the same areas a COL 1V rich region. FN was not found. These cytochemical and
immunocytochemical data showed that when we use collagenase inhibitors the Vero cells form a

epithelial like tissue and produce a structure similar to a basement membrane.
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I. Introducao



Durante o desenvolvimento de embrides dos vertebrados, um Gnico ovo
fertilizado da origem a um organismo multicelular cozné cerca de 200 tipos
celulares diferentes. A transigio do ovo para um organismo maduro envolve trés
processos: divisdo celular, para o aumento do nimero de §:é1u}as; morfogénese,
onde ocorre a organizagdo das células em regides esﬁaciais precisas e a
diferenciagdo, processo pelo qual novos tipos celulares sdo formados (WATT,
1991). No inicio, acreditava-se que, apds a célula ter se déiferenciado, o estado
fenotipico demonstrado por ela era irreversivel. Nas tiltimas décadas contudo,

numerosas evidéncias vem demonstrando que a diferenciagdo requer uma continua

e ativa regulagio, em vista do vasto namero de genes envolvidos no

desenvolvimento de um organismo multicelular (BLAUL, 1992).
L1. A importincia da matriz extracelular na diferenciagﬁoé

Nos Gltimos anos, indmeros trabalhos vem mostranido a importancia da
matriz extracelular (MEC) no processo de diferenciagdo ceiular e embriogénese
(TRELSTAD, 1984; HAY, 1993; LIN & BISSEL, 1993; HATA, 1996). A matriz
extracelular ¢ uma intrincada rede de macromoléculas gcomposta de fibras
proteicas, proteoglicanos, proteinas nfio colagénicas e écidoghjalurén.ico, que sdo
secretadas pela célula ¢ formam uma malha que da ao teciéio suas propriedades
mecénicas e fisiologicas, as quais variam de acordo com a présenga € concentragio
de cada componente (HAY, 1981; PIEZ & REDDI, 1984; AL;BERTS et al., 1994),

Inicialmente vista como uma estrutura meramente de suporte, hoje sabe-se que ela

influencia, e muito, o comportamento celular. Como a diferenciacio celular, em

tltima analise, € o resultado da ativagio e/ou repressio diferencial de genes,



(BLAUL, 1992), entdo a MEC, de alguma forma ainda nfdo totalmente esclarecida,
pode ativar e/ou reprimir esses genes.

O microambiente que rodeia as células apresenta uma grande variagio de
um tecido para outro (HAY, 1981; PIEZ & REDDI, 1984), mas como esse
microambiente estaria influenciando a atividade nuclear da célula ainda nfio esta
totalmente esclarecido. Uma possivel via de acesso de sinais do meio extracelular
para o nucleo € o citoesqueleto. O contato da célula com a MEC € capaz de
reorganizar o citoesqueleto a partir da zona de contato focal, que é a superficie de

contato entre células em cultura com o substrato' (ALBERTS et al., 1994). O

contato dos receptores da superficie celular com diferentes proteinas da matriz, faz
com que as c€lulas mantidas em cultura alterem sua morfologia, adesfo e
proliferacdo de forma diferenciada. Muitas das proteinas da MEC, tais como a
fibronectina, a condronectina e a osteonectina, sdo comumente chamadas de
Jatores de adesdo, ndo apenas devido a sua grande importincia para o
comportamento de cé€lulas em cultura, mas também pelo fato destas proteinas
serem encontradas no soro fetal, um componente de grande importincia usado
rotineiramente em cultura celular (BARNES, 1984).

Varios trabalhos mostram que a MEC modula a ancoragem ¢ a migragio
celular, bem como a sintese, de novos componentes de matriz, de receptores para
esses componentes e de outras moléculas de adesdo celular (LIN & BISSEL, 1993;
JULIANO & HASKILL, 1993; HATA, 1996). Estes trabalhos propdem modelos
de resposta celular a partir do contato com a MEC. Para LIN & BISSEL (1993) o
processo inicia-se com a adesfio celular s moléculas da MEC através de

receptores especificos presentes na membrana plasmatica. Essa ligagdo receptor-

' O termo substrato sera utilizado nesse trabalho como superficie de apoio para o crescimento celular in
vitro,



MEC desencadeia mudangas nos dominios citoplasméticés desses receptores,
cansando uma associagdo apropriada das proteinas de conta.éto focal, induzindo a
fosforilacdo de outros componentes intracelulares. Essas mlidangas culminam no
rearranjo do citoesqueleto, o qual estd ligado ao nicleo, e desencadeia uma
interagfo diferencial da cromatina com a matriz nuclear ou éom diferentes fatores
de transcrigdo (LIN & BISSEL, 1993). Modelo similar, pejrém mais completo €
apresentado por HATA (1996). Esse autor mostra como a interagdo dos
componentes de MEC com receptores de membrana piasrﬁética, a ativagfo de
quinases de adesdo focal que por sua vez formam uma cascaté de fosforilages que
culminam em alteragdes dos filamentos de actina, a particiiaagﬁo de pi‘odutos de
oncogénes € 0s niveis citoplasmaticos de Ca' podem parti;cipar do processo de
internalizagdo de sinais do meio extracelular para o niacleo, através de vias de
sinaliza¢do auténomas ou integradas (HATA, 1996).

Existem hoje wvarios relatos da participagio dé proteoglicanos na
diferenciacgio celular. Por exemplo, o sindecam, um proteogiicanc rico em cadeias
de heparam sulfato, mostrou-se necessario para que éts células epiteliais
demonstrem o seu fenc’)ﬁplo caracteristico (RAPRAEGE& 1993). Um
proteoglicano rico em heparam sulfato também é necessario para a diferenciagéo
das células mesodérmicas nos primeiros estagios cmbrionériés de Xenopus (ITOH
& SOKOL, 1994), além de outras numerosas evidéncia§ da participagdo de
glicosaminoglicanos na diferenciacio celular e durante a m;nrfogénese (TOOLE,
1981). Embora j& se saiba da grande importincia dos prote@glicanos e do acido
hialurénico, na diferenciacéo celular, € o colageno o comp&é)nente da MEC mais

intensamente estudado.



O colageno ¢ o componente mais abundante da MEC. Séo conhecidos hoje
dezoito tipos diferentes dessa proteina, existindo evidéncias da existéncia de pelo
menos mais um tipo (MAYNE & BIRMINGHAM, 1993). O coligeno é
inicialmente detectado nos embribes de vertebrados por volta do estagio de
gastrula, exatamente quando terminam as clivagens e se inicia a diferenciacfio dos
trés folhetos embrionarios, o ectoderma, 0 mesoderma e o endoderma, sendo que o
primeiro colageno fibrilar é produzido pela notocorda e permanece ao redor da

mesma (HAY, 1981).

L.1.1. A influéncia do colageno

YANG & NANDI (1983) mostraram, em trabalho de revisdo, a utilizagio
do colageno como substrato para crescimento celular desde a sua primeira
utilizaclio, em 1932, até a década de oitenta. Outras evidéncias in vitro da
influéncia do colageno na diferenciagio celular foram dadas por células epiteliais
de cornea quando cultivadas em substratos colagénicos e ndo colagénicos. A
superficie basal do epitélio em contato com o colageno foi alterada com apenas
seis horas de cultivo, e com 24h a produgdo de um novo estroma foi detectada
morfologicamente. Também pdde ser determinado bioquimicamente que as células
produzem mais colageno, se cultivadas sobre géis flutuantes de coligeno do que
em substratos nfo colagénicos (HAY, 1984). Com excecdo de linfocitos,
reticuldcitos € outras células da medula vermelha dos ossos, células essas que alias

ndo dependem de ancoragem para o seu crescimento, a maioria das células em

cultura sintetiza colageno. Além disso, tem sido mostrado que células em cultura

podem realizar todas as reagdes necessarias para formar as ligagBes cruzadas da



fibra colagénica (KLEINMAN et al, 1981). Apesar dis;so a biossintese de
coldgeno em céhilas cultivadas nio parece ser um processo? muito eficiente pois,
no meio de cultura condicionado € observado cerca de 90% do procolageno
formado (KLEINMAN et al., 1981). Células musculares lisas de artéria de coelho
quando cultivadas em colageno tipo I, também apresenta;én sintese ¢ secregdo
aumentadas, além de terem o seu fendtipo de céluiai contractil alterado
drasticamente para o de uma célula secretora (YAMOTO et al, 1993).

O colageno, quando comparado com outros substratos;tais como plastico ou
vidro, tem se mostrado um indutor potente ndo apenas da diferenciagio mas
também da adesdo e da capacidade de migragdo de muitos tipéos celulares mantidos
em cultura (KLEINMAN et al., 1981). Em muitas destas células, incluindo
fibroblastos, mioblastos, hepatocitos, condrdcitos ¢ certas células epiteliais, a
interagdo entre as células e substratos colagénicos assim como a superficies de
vidro ou plastico de placas e frascos de cultura, pode ()corfer de forma indireta,
com a participagfio de glicoproteinas extracelulares. Dentre elas a mais estudada é
a fibronectina, embora muitas outras, tais como a condronectina ¢ a laminina,
desempenhem fungdes semelhantes (KLEINMAN et al, 31981). No que diz
respeito a adesdo celular ao colageno, parece que a célula resbonde diferentemente
ao colageno nativo e ao desnaturado. Isso pode ser verificado pois se cultivadas
sobre colageno nativo as células aderem-se muito bem a ele, tanto na presenca
como na auséncia de soro fetal bovino (SFB), enquanto que.no caso do colageno
desnaturado a presenga de SFB ¢ fundamental para a adesﬁé celular ao substrato

(SCHOR & COURT, 1979). O porqué de tal comportamento ainda necessita ser

esclarecido.



Quando as células sdo cultivadas em géis tridimensionais (3D) de colageno,
apos algum tempo de cultura, elas sdo capazes de contrair o mesmo, isso €, as
células podem diminuir o didmetro e/ou a altura iniciais do gel colagénico através
da reorganizago das fibras deste (BELL et al., 1979; ALLEN & SCHOR, 1983;
GUIDRY & GRINNELL, 1985; REED et al., 1994). Esse fenomeno até hoje néo é
bem compreendido, mas sabe-se que essa contragio do gel de colageno esta
intimamente relacionada a atividade funcional do citoesqueleto das células que sdo
cultivadas sobre ele (BELL et al, 1979). Sabe-se também que a contragio é

estimulada pelo soro fetal bovino e/ou por produtos secretados pela célula na

presenca de soro (GUIDRY & GRINNELL, 1985) e independe da idade do doador
do qual as células foram retiradas, pelo menos em resposta a0 TGF-B (REED et
al., 1994).

Para HAY (1993), varios tecidos embrionarios como a notocorda, brotos de
ectoderma e epitelio da cornea, deixam a morfologia epitelial e assumem forma de
celulas semelhantes as do mesénquima e sdo capazes de invadir a matriz, quando
séio cultivados em gel 3D de colageno. Essa propriedade porém, nio é exclusiva de
células embrionarias, pois comportamento semelhante foi observado em células
retiradas de comea humana de adulto (GREENBURG & HAY, 1982). Essas
observagbes chamaram a atengio para a possibilidade do estudo in vifro de um
fendmeno que ocorre durante o desenvolvimento embriondrio: a transformacfo
epitélio-mesenquimal. Uma das caracteristicas dos primeiros estigios do
desenvolvimento embrionario € a dicotomia da organizacdio tecidual, onde as

células podem ser agrupadas em duas classes: a epitelial e a mesenquimal (HAY,

1981). As células epiteliais sdo caracterizadas pela presenga de jungdes celulares,

formando assim camadas celulares continuas, com polaridade apico-basal, sempre



permanecendo apoiadas a uma MEC na forma de uma limina basal, exceto quando
se compde como estratos celulares. Nesse caso apenas a calﬁada de células basais
interage com a ldmina basal. Essas células muitas vezes apresentam a sua face
apical contendo especializagdes, como microvilosidades e/0£1 um revestimento de
glicoproteinas. As células epitelias também ndo invadem a matriz extracelular
quando mantidas em cultura. Ja as células mesenquimais apresentam morfologia
semelhante a de fibroblastos, ou seja, alongada e com prolongamentos celulares.
Apresentam também reticulo endoplasmatico abundante e, ad contrario das células

epiteliais, sdo capazes de invadir a matriz extracelular in vitrai (HAY, 1981,1993).

Para HAY (1990), em géis 3D de colageno tipo L as células epiteliais
apresentam receptores em sua superficie basal e estes fazem contato com a MEC.
Ja as células mesenquimais fazem contato com a matriz atraves dos mesmos
receptores, os quais rodeiam toda a sua superficie celular. ?Esses receptores sdo
conectados ao citoesqueleto através de um cortex de actina qile permanece apenas
na superficic basal mas células epiteliais ¢ por toda a extensdo nas células
mesenquimais. E justamente este cortex de actina, mais os i‘eceptores para MEC
que promovem a migragdo das células dentro de um gel 3D de colageno (HAY,
1990). A MEC pode induzir a transformagfio epitélio-mesenquimal. Isso pode ser
demonstrado cultivando somitos de ave em gel 3D de coldgeno tipo I, onde os
somitos deram origem a células mesenquimais, que por sila vez originaram o
tecido conjuntivo e muscular (HAY, 1993). Experimento semelhante foi feito com
a notocorda, extraida pelo mesmo método enzimatico usado no isolamento dos
somitos. A notocorda quando cultivada sobre géis 3D de cblégenn, permaneceu
como um epitélio estavel em suas caracteristicas, com luz ceﬁtral, células cuboides

com polaridade apico-basal, jungSes celulares, moléculas de adesdo celular e com



uma membrana basal. Se no entanto sobre esse mesmo ge} 3D de colageno, a
notocorda for cultivada sem essa membrana basal, as células épresentes abandonam
a programacgdo epitehal, se transformam em células com caracteristicas
mesenquimais ¢ morfologia semelhante a de ﬁb;"oblastoé (HAY, 1993). Na
verdade hoje hé pouca ou mesmo nenhuma davida de que a MEC dos embrides de
vertebrados ¢ um forte ativador da diferenciagdo epitelial, agindo também na
manutengdo da mesma (HAY, 1993).

Outras celulas podem ser induzidas a transformagio epitélio-mesenquimal

além das células embrionarias, mesmo epitélios altamente diferenciados, como
aquele da glandula tiredide. GREENBURG & HAY (1988) demonstraram que as

células do epitélio da glandula tiredide, quando cultivadas nb interior de géis 3D
de colageno tipo I, sofreram alteragdes na composicio do seu citoesqueleto,
micialmente constituido de queratina, caracteristicos de célul%as epiteliais, para um
composto de vimentina, tipico de células fibroblastdides. Além disso, essas células
diminuiram a expressdo de tireoglobulina, uma proteina marcadora da glandula
tireoide. No entanto isso ndio ocorreu quando as mesmas células do epitélio da
tiredide foram cultivadas sobre o mesmo gel 3D de colageno. Neste caso, teve-se
inibida a transformagfo epitélio-mesenquimal e houve a manmutengiio das
caracteristicas diferenciadas das células da glandula tire6ide (GREENBURG &
HAY, 1988).

Alteragdes fenotipicas também foram conseguidas com o cultivo de células
Vero, em esponjas de colageno tipo I liofilizado (WADA & VIDAL, 1991). Foi

observado que estas células sofreram alteragdes morfolégicas, passando de uma

forma poligonal para uma alongada, com varios prolongaméntos. Foi observado

também que as células alteravam a matriz colagénica na ciual eram cultivadas,
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provavelmente através da secrecdio de colagenases (WADA & VIDAL, 1991).
Esses mesmos autores descreveram que as células Vero crescém e formam arranjos
tridimensionais que, segundo eles, demonstraria a tendéncia das células a
reconstituigdo do tecido do qual se originaram, apesar destés células, como uma
linhagem estabelecida, terem sido mantidas e manipuladas ez.h cultura por mais de
vinte anos. :

Essas mesmas células foram cultivadas sobre um ge{ 3D de colageno por
MARIA (1994). Foi observado que, no primeiro dia de éultivo, essas células

apresentavam-se como wmna monocamada sobre o substrato. JA com 5 dias de

cultivo, as células de aspecto fibroblastoide, mostravam pontos de estratificagio
devido & proliferagfo celular, e pontos de migragdo para :o mterior do gel. A
mesma autora observou ainda que com 10 dias de cultura, as células que se
encontravam na superficie do gel continuavam demoétrando um aspecto
fibroblastéide, enquanto que as células que se infiltraram para o interior do mesmo
assumiam formas arredondadas, citoplasma vacuolizado e nhcleos irregulares.
MARIA (1994) mostrou que a migragdo celular para o interior do gel aumentava
com o tempo de cultivo ¢ que as fibras colagénicas assurfliam uma orientagfo

diferenciada em relagdo a orientagdo das fibras do gel original.
L2. A participacio das metaloproteases.

MAUCH e colaboradores (1989) relataram que fibroblastos cultivados em

contato com substrato de coligeno passam a produzir colagenases. GUIDRY &

GRINNELL (1985) mostraram protedlise de colageno na coﬁtrag:ﬁo do gel, muito
embora a degradagio encontrada fosse pequena. WADA & VIDAL (199 1)
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sugeriram que as células Vero estariam alterando o substrato colagénico através de
colagenases e MARIA (1994) também sugeriu a produgﬁb de colagenases na
migracdo das células Vero para o interior de um gel de colageno tipo I. As
colagenases também estdo relacionadas com a transformag8o fepitéiio-mesenqujmal
(BIRCHMEIR & BIRCHMEIR, 1993), com a invasio tumofral e com a formagéo
de metastases (LIOTTA et al., 1983), e assim como as demais metaloproteases,
também participam no reparo ¢ remodelamento tecidual, ﬁﬁgragﬁo de leucécitos e
macrofagos, implantagfo trofoblastica, involug#io uterina pos-parto, implantagio
do blastocisto e na propria embriogénese (WOESSNER Jr, 1991; KLEINER JIr &
STETLER-STEVENSON, 1993). |

As colagenases pertencem a familia das metaloi)roteases da matriz
extracelular, um grupo de metaloenzimas que apresentam atomos de Zn'* em seu
sitio ativo (WOESSNER Jr, 1991; KLEINER Jr & STETLER-STEVENSON,
1993), sendo que em todos os membros dessa familia, é encontrada a sequéncia
HEXXH no sitio ativo, ¢ o residuo de acido glutamico (E) age como principal
aminodacido do sitio catalitico da enzima (WOESSNER Jr, 1994; KRANE, 1994),
Ainda segundo WOESSNER Jr (1994) existem hoje relacionadas os seguintes
membros desta familia: Colagenase, gelatinases A, estromélisina 1, matrilisina,
colagenase dos polimorfonucleares, gelatinases B, estromelisina 2, estromelisina 3
e elastase dos macrofagos. Essas enzimas tém sido isoladas de diversos tipos
celulares mantidos em cultura, tais como fibroblastos (GOLDBERG et al., 1986),
células do epitélio bronquial humano (COLLIER et al., 1988), células tumorais
(KARELINA et al,, 1993; SATO, 1994), neutr6filos (HIBBS et al., 1985) e células
satélites de misculo esquelético humano (GUERIN & HOLLAND, 1995).
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Viarios fatores externos podem exercer influéncia sobre a aglo das
colagenases, assim como nas demais metaloproteases. O colageno e a
concanavalina A, ambos agindo através de intera¢des ndo totalmente esclarecidas
com a superficie celular, parecem estimular a liberagdo de colagenases. QOutros
agentes quimicos como o AMPc, a colchicina e ésteres de forbol, como o TPA
(13-acetato-12-o-tetra-decanoilforbol), também mostraram-se capazes de estimular
a secregdo de colagenases. Efeito semelhante pdde ser obtido com o uso da
radiagdo ultra-violeta, embora ndo se saiba por qual mecanismo. Citocinas e

fatores de crescimento, entre eles o EGF, o FGF, o TGF-J, os interferons o, B, v, e

algumas interleucinas também mostraram-se eficazes em estimular a sintese de
metaloproteases em geral, inclusive as colagenases. Dentre os fatores que podem
mibir ou reprimir a agdo das metaloproteases estio o acido retindico, os horménios
esterdides como o estrogenos, a progesterona além de glicocorticoides como o
cortisol, os TIMPs e a op-macroglobulina (WOESSNER Jr, 1991).

Os TIMPs, inibidores teciduais de metaloproteases, séo proteinas secretadas
pelas células que apresentam a propriedade de inibir a atividade das
metaloproteases. O mecanismo pelo qual isso ocorre ainda ndo estdi bem
estabelecido mas ja se conhecem trés formas destes inibidores, os TIMPs 1, 2 ¢ 3,
que apresentam em comum doze residuos de cisteina em seis pontes disulfeto em
sua composigio (KLEINER Jr & STETLER-STEVENSON, 1993). A «,-
macroglobulina é uma proteina sérica que exerce cerca de 95% da atividade
anticolagenolitica no soro mas, devido ao seu grande tamanho e alto peso

molecular, ela ndo se difunde em condig¢Bes normais para fora do espago vascular

exercendo assim sua atividade apenas em nivel plasmatico (LIOTTA et al., 1983).
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1.2.1. As metaloproteases na invasio tumoral

Como foi dito anteriormente, a MEC, como uma esfrutura tridimensional
definida e organizada, envolve, preenche e separa os compartimentos teciduais,
mediando as interagdes celulares e influenciando o préprio fénétip() celular (HAY,
1981; PIEZ & REDDI, 1984). Na verdade a MEC apresenté densidade tal que é
capaz de excluir proteinas de peso molecular maior que 190.{)00, agindo como um

filtro molecular (PEARCE & LAURENT, 1977). Desta forma a MEC néo

apresenta espagos para a migragdo celular e esta so ocorre em situagdes especificas

como processos inflamatérios, lesdes e/ou remodelamento tecidual, além de
neoplasias (LIOTTA, 1986). Nessas condi¢des a producio de metaloproteases ¢
induzida (WOESSNER Jr, 1991; KLEINER Jr & STETLER—STEVENSON,
1993). Podemos entdio concluir que a migragdo celular in vivé através da MEC, s6
ocorre através da degradacgfio, ainda que parcial, dos componeéntes da matriz.

A migragdo celular através da MEC, pode ser observada na invasido tumoral
e na formacdo de metastases. Em revisio recente STETEER.—STEVENSON €
colaboradores (1993) mostraram a intima relacfio entre as:mctaloproteases e a
invasdo tumoral. Existe hoje uma teoria de trés passos que pioderia explicar como
esta a invaso ocorre: (1) A célula se liga e interage com a MEC por meio de seus
receptores presentes na membrana plasmatica; (2) a célulaé secreta enzimas, as
metaloproteases, que promovem a degradagdo dos componentes da MEC e (3)
finalmente a célula locomove-se para as regides da matriz qﬁe foram modificadas

por ela (LIOTTA et al., 1983; LIOTTA, 1986; STETLER-STEVENSON et al.,
1993).
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Uma forma dos vertebrados protegerem-se da ag:ﬁ{} descontrolada das
metaloproteases, em doengas como artrites ¢ no proprio cincer, nos diversos
compartimentos teciduais, € a presenga de inibidores naturaiS para essas enzimas.
Dentre eles destacam-se as TIMPs ¢ a op-macroglobulina (WOESSNER Jr, 1991)
Ja mencionados anteriormente. Existem relatos de que inibidores naturais de
colagenases podem bloquear a invasio tumoral in vitro ¢ in ?ivo (BROWN, 1994;
DE CLERCK et al., 1994; RAY & STETLER-STEVENSON, 1994). Todavia,
devido ao baixo niimero de trabalhos publicados nessa éreét até essa data, esse

campo de estudo ainda precisa ser melhor explorado.

L3. Objetivos

Se as cflulas Vero sdio mesmo capazes de produzir colagenases para
modificar substratos colagénicos, como sugerem WADA & VIDAL (1991), é
plausivel que o mesmo fenémeno ocorra durante a iﬁﬁltrag:ﬁd de células Vero em
géis 3D de colageno, como descrito por MARIA (1994) mesnio embora a desidade
e o espagamento das fibras de colageno em um gel 3D posséam ser diferentes do
encontrado in vivo. Essa capacidade invasiva apresentada pelas células cultivadas
em géis 3D de colageno pode ser utilizada no futuro no apérfeigoamento de um
método de estudo in vitro ndo apenas da diferenciagio cé]ular induzida pelo
substrato, mas também de um modelo experimental para 6 estudo da invasio
tumoral.

Dessa forma o objetivo geral desse trabalho € determinar se a infiltragdo das
células Vero em gel 3D de colageno tipo I se deve a agdo de colagenases, ou a um

rearranjo das fibras colagénicas do gel, ou ambos. Para atingirmos este objetivo
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utilizamos inibidores de colagenases presentes no proprio soro fetal bovino, como
a 0p-macroglobulina, ou adicionado no meio de cultura, como o dexametasona.

Os objetivos especificos sdo: |

1) Comparar os efeitos destes dois tipos de inibidores no processo de
mfiltragdo das celulas Vero no gel de colageno tipo I.

2) Verificar os possiveis efeitos destas substincias em células cultivadas
sobre laminulas e sobre o gel de coligeno através de analise morfologica,
citoquimica e imunocitoquimica. |

3) Verificar se a presenga destes inibidores afeta a adesdio e o crescimento

das células cultivadas em laminulas e sobre gel de colageno. ?



11. Material e métodos

16
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11.1. Manutencio das células em cultura

Neste trabalho foram usadas células Vero, uma linhagem ;ceiular
estabelecida a partir de células de rim de macaco verde africano ((fercopithecus
aethiops) que foram adquiridas do Instituto Adolfo Lutz de Sio Paﬁlo, na
passagem nimmero 206 e mantidas em meio Ham F-10 (Nutricell) com 10% de soro
fetal bovino (Cultilab) a 37°C. As trocas de meio foram efetuadas sempi‘e que
houve acidificagdio do mesmo, acidificacdo essa evidenciado por incadores de pH.

Os repiques foram efetuados sempre que a confluéncia do tapete celular fosse

atingida,
11.2. Inibidores de colagenases

Foram escolhidos dois inibidores de colagenases. O primeiro foi oy~
macroglobulina (0-M), uma proteina de peso molecular elevado, e conhecida
como tendo atividade inibidora de varias proteases, séricas ou nio, incluindo as
metaloproteases. A 0,-M, ou proteinas homologas a ela, encontram-se presentes
no soro de varios vertebrados, entre eles o homem (BARRET, 1981; NAGASE et
al., 1994). Nos humanos a concentragiio normal da 0,-M no plasma ¢ de 10-100
g/ml. Desta forma em um dos experimentos, dobrou-se a concentragdo de SFB
usado rotineiramente no meio de cultura, e consequentemente a concentracio do
inibidor presente nele; e no outro lote retirou-se a suplementacdo de SFB
completamente, retirando-se assim a op-macroglobulina. Em cada caso foi
observado o comportamento das células no gel e sobre laminulas tendo como

confrole as células mantidas com 10% de SFB. O segundo inibidor escolhido foi o
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dexametasona (9o-fluoro-16c—metil-prednisolona), um glicocorticdide sintético
analogo ao cortisol - hormdnio produzido na glandula supra-renal, também
chamado de hidrocortisona (JONAT et al., 1990; BERNE & LEVY, 1990). Ele foi

adicionado ao meio de cultura em concentragio final 2,0 pM,
IL.3. Preparacio de gel 3D de colageno tipo T

Para a extragdo do colageno foram usados tenddes de caudas de ratos

Wistar machos com 2 meses de idade. As caudas foram dissecadas e os tend3es

colocados em alcool 70% por 24h para esterilizagdo. Feito isso, seguiu-se o
seguinte protocolo (uma modificagdo do método de SCHOR, 1980): os tenddes,
apés esterilizados, foram postos em acido acético 0,5N a 4°C por 48h para
solubilizagfo. A soluglo resultante foi centrifugada a 18.000 RPM a 4°C por 90
minutos em uma centrifuga de marca BECKMAN J2-21 (rotor JA-20). O
sobrenadante foi recolhido e misturado a igual volume de NaCl 20%. A solugéio
foi entdo centrifugada a 18.000 RPM a 4°C por 90 minutos. O precipitado foi
recolhido e redissolvido em 100 ml de acido acético 0,5N pér aproximadamente 1h
a 4°C. Todo o matenal foi dialisado em agua destilada estéfil, 10 vezes o volume,
por 48h, sendo feitas duas trocas didrias de Agua. Feito isso, a amostra foi
novamente centrifugada a 18.000 RPM por 90 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
entdo estocado a 4°C. Todo o material utilizado na extragdo, como material
cirtirgico, frascos, agua, etc, foram previamente esterilizados. Todo o manuseio foi
efetuado em capela de fluxo laminar para manter a esterilidade do material
utilizado bem como do colageno extraido. A dosagem de colageno na solugfo

estoque extraida (SCHOR, 1980) apresentou concentragdo de 4,5 mg/ml.
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Para geleificagdo do substrato, foram misturados rapidamente em um frasco
de vidro tipo penicilina: 1,8 ml de solugdo estoque de colégeno tipo I, 0,1ml de
meio mimimo de Eagle (MEM) 10 vezes concentrado e 0,1ml de solugio de
bicarbonato de sédio 4,4%. O frasco foi entdo incubado a 37°C por pelo menos
uma hora. Depois de pronto o gel apresentava colorac;ﬁd rosea, indicando pH

proximo da neutralidade (SCHOR, 1980).

IL4, Cultivo das células sebre o gel 3D de coligeno

1 ml de uma suspensdo celular contendo 1,9 x 10° células foi inoculada nos
frascos com gel 3D de colageno tipo 1. Inicialmente os tubos foram mantidos em
meio Ham F-10 com 10% de SFB. Com 48h de cultivo, algumas amostras foram
coletadas. Também com 48h de cultivo, o restante dos tubos receben meios de
cultivo diferentes, sendo os frascos divididos aleatoriamente em quatro grupos
experimentais: grupo 1- foi lavado com solugdo salina de Hanks e entdo receben
meio Ham F-10 sem suplementagdo de SFB; grupo 2- foi mantido em meio Ham
F-10 com 10% de SFB; grupo 3- foi mantido em meio Ham F-10 com 10% de SFB
mais 2,0 pM de dexametasona; grupo 4- recebeu meio Ham F-10 com 20% de
SFB. De todos os lotes, amostras foram colhidas e fixadas com 120h e 240h de

cultivo. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.
ILS. Fixacdo, inclusfo e corte do material cultivado sobre o gel de coldgeno

Os géis de colageno foram fixados pelo método de KARNOVSKY (1965)
em paraformaldeido/glutaraldeido em tamp#o fosfato 0,2M a pH 7,4 por 24h.
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Ap6s a fixagdo, o material foi lavado com agua corrente por 24h e entdo mantido
em alcool 70% por 18h. O material foir desidratado em banhos de 1h, em
concentragbes crescentes de etanol, diafanizado em xilol e finalmente incluidos em
Paraplast. Apds inclusfio, as amostras foram cortadas em :micrc’)tomo (R. Jung-

Heidelberg), tendo os cortes 7um de espessura.
11.6. Cultura de células sobre laminulas

IL.6.1. Para anilise citoquimica e imunocitoquimica

Foram inoculadas 1,9 x 10° células/m! de meio sobre laminulas de vidro em
tubos de Leighton. As células foram cultivadas em meio Ham F-10 com 10% de
SFB nas primeiras 48h, amostras foram fixadas e o restante foi separado em lotes
que receberam meio sem SFB, com 10% de SFB, com 10% de SFB mais 2.0 uM
de DEX e com 20% de SFB. Amostras de cada um dos grupos foram fixadas apos
120 e 240h de cultivo em etanol/acido acético 3:1 (v/v) e em
paraformaldeido/glutaraideido. As laminulas foram iava_das, secas ao ar €
guardadas a temperatura ambiente. O objetivo deste experimento foi verificar o
efeito das diferentes concentragtes de SFB, e do dexametasona nas células livres

da influéncia do colageno.

IL6.2. Para cilculo de indice mitético

Foram inoculadas 1,9 X 10° células/ml de meio em laminulas de vidro em
tubos de Leighton. Este material foi cultivado em meio Ham F-10 com 10% de

SFB nas primeiras 48h. Amostras foram fixadas e o restante foi separado em lotes
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sem SFB, com 10% de SFB, com 10% de SFB mais 2,0 uM de DEX e com 20%
de SFB. Amostras de cada grupo foram fixadas em etanol/acido acético 3:;1 (v/v)
apOs 120h e 240h de cultivo, coradas com azul de toluidina pH 4,0, lavadas, secas
ao ar e montadas em Entelam (Merk). O indice mitdtico foi calculado :ap(’)s a
contagem de 1500 células por tempo de cultivo, de acordo a com a fénnula

descrita abaixo:

LM.(%) = (n°. células em divisdo + n°. de células contadas) X 100

I1.6.3. Para construcéiio da curva de crescimento

A curva de crescimento das células Vero foi efetuada para as diféa'emes
condigdes de cultivo ja citadas (sem SFB, com 10% de SFB, com 10% (ie SFB
mais 2,0 uM de DEX e com 20% de SFB). Foi inoculada uma suspensio de 1,9 X
10° células/ml de meio em tubos de Leighton sem laminulas. Apos 48h, 96h; 144h,
192h e 240h de cultivo, as células foram descoladas com soi_ugﬁo de
tripsina/EDTA (Nutricell) e contadas em hemocitémetro pelo método de eiclusﬁo
com azul tripam. As contagens foram efetuadas em triplicata € os resultados
representam a média das contagens. A montagem ¢ apresentacdo grafica foi feita

em programa Origin 3.5,
IL7. Analise morfolégica e citoquimica
Para analise da morfologia das células e para conhecermos a natureza dos

elementos presentes em seu citoplasma e/ou no meio extracelular, cortes de

material cultivado sobre gel de colageno e células cultivadas sobre laminulas
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foram submetidas as seguintes coloragdes: (1) hematoleiné e eosina (HE) e cresil
violeta (CV), ambos para analise morfologica (BEHMER et al., 1976); (2) azul de
toluidina em pH 4,0 (AT); xilidine ponceau pH 2,5 ;(XP), para a analise
citoquimica de grupos anibnicos e catiénicos respectivamente (MELLO & VIDAL,

1980)

IL8. Imunocitoquimica

Amostras de células cultivadas sobre laminulas nas condigdes experimentais
Ja descritas ¢ retiradas nos diferentes tempos de incubagio forarn lavadas em PBS,
a 37°C, e fixadas em paraformaldeido/glutaraldeido por 15 minutos. O material foi
lavado em PBS 37°C e as peroxidases endbgenas foram iﬁaﬁvadas com perdxido
de hidrogénio 0,3% em metanol (absoluto) por 10 minutos éitemperatura ambiente,
sendo entdo o material lavado novamente em PBS a 37°C. Os sitios inespecificos
foram bloqueados com BSA 1% em PBS, sendo o material apés isso submetido a
lavagem suave em PBS 37°C. O material foi tratado conﬁ 100ul dos anticorpos
monoclonais primarios anti-fibronectina celular, obtido a partir de liquido ascitico
de camundongo (Sigma: clone FN-3E2, diluigdo 1:400) eianti-colégeno tipo 1V,
obtido também a partir de liquido ascitico de camundongo (Sigma: clone COL-94,
diluigdo 1:500) e incubado por 18h a 4°C. As laminulas foram bem lavadas e nas
mesmas foram adicionados 100ul dos anticorpos secundéﬁos de coeltho anti-IGg
de camundongo (Sigma, diluigio 1:200) conjugados com peroxidase e incubadas
por 1h em temperatura ambiente. As amostras foram entdo Javadas novamente em
PBS a 37°C, sendo entfio adicionada solucio de diaminobenzidina (DAB mais 5pl
de H,0; 30% em tampao fosfato 0,06M pH 7.2). A reagéié foi interrompida com

agua e as laminulas foram lavadas, secas ao ar, diafanizadas em xilol e montadas
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em Entelam (Merck). Todo esse procedimento acima citado foi feito em camara
humida para impedir o ressecamento do material. Nos cortes do géis de colageno
foi adotado o mesmo procedimento, apds a prévia remogio do Paraplast e

hidratagéo do material.

IL9. Microscopia eletrénica de varredura.

Usamos aqui uma variagdo do método descrito em GRINNELL &
BENNETT (1981). As células Vero foram mantidas em meio Ham F-10 com 10%
de SFB, at¢ o momento do repique celular. Apds a tripsinizagdo, 4,5 X 10
células/ml foram inoculadas sobre 1,0ml de gel de coldgeno e mantidas em quatro
grupos experimentais: meio Ham F-10 sem SFB, com 10% de SBF, com 10% de
SBF mais 2 pM de dexametasona e com 20% de SFB. Como controle foi utilizado
um gel mantido em meio Ham F-10 sem SFB e livre de células. Apés 24h de
cultivo, os géis foram fixados em glutaraldeido 3% por 2h 4 4° C, pos-fixado com
tetroxido de dsmio 1% por 15 minutos também a 4°C, desidratados em etanol em
concentragdes crescentes, secos em ponto critico e submetidos a vaporizacdo com
ouro. As observagdes foram feitas em microscopio eletronico de varredura JEOL

300. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.

H.10. Adesio celular

Para verificar o efeito da variagio das concentracdes de SEB e do DEX na
adesdo celular foi utilizada uma modificagio do método descrito por MOSMANN
(1983). 50ul de gel de colageno foram inoculados em placas com 96 pogos de

forma alternada, de modo a ficar ao final, uma linha com gel de colégeno e outra
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sem, que serviu como controle para cada experimento. A;placa foi incubada por
24h a 37°C. 100ul de uma suspensiio celular com cerca de 2,9 X 10° células/ml,
foram inoculadas nos pogos, tendo eles recebido colégend ou ndo, em meio sem
SFB, com 10% de SFB, 10% de SFB mais 2uM de DEX ¢ 20% SFB. Como
branco foi utilizado a primeira coluna da microplaca que;consi_stia do meio sem
Soro ou com a concentragdo de soro, de 10% ou 20%, com presenca ou ndo de
dexametasona na auséncia de células. A placa foi incubada por 24h a 37°C. Apés
esse periodo de cultivo, os pogos foram lavados duas vezes com PBS, e foi

adicionados em cada um deles 100u! de meio sem soro e 10ul de MTT (3-[4,5-

dimetiltiazol-2-il}-2,5 difenil brometo de tetrazolium). Apds 4h de incubacdo, foram
adicionadoS 100ul de isopropanol acido (HC1 0,04N em isopropanol) nos pogos,
que foram entdo homogeneizados. A absorbincia a 540 nm foi efetuada em um
leitor de microplacas Dynatech MR 580. Das leituras obtidas foram realizados
testes-T com nivel de significincia de 0,05. Os dados coletados foram analisados
em programa Origin 3.5, onde foram efetuadas todas as e fungdes graficas e

analises estatisticas.

IL.11. Menitoramento das culturas celulares, analise de liminas e preparo de

micrografias.

As culturas celulares foram monitoradas diariamente, em microscopio
invertido Zeiss. As laminas foram fotografadas em microscopio Zeiss, acoplado a
sistema fotografico antomético. Os filmes utilizados para d.ocumentagﬁo foram de
marca Kodak Gold-100 135 mm, para microscopia Optica e Neopan 120 SS, para

microscopia eletrénica de varredura.
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HL.1. Avaliacio do crescimento celular

A avaliagiio do crescimento celular foi efetuada pelo monitoramento diario
das células cultivadas sobre laminulas nas diferentes condigBes experimentais. As
amostras cultivadas em meio sem SFB, apresentaram uma grande diminuig¢io no
nimero de células apds a retirada de soro, sendo abundantes as células que
descolaram do substrato, principalmente até as 96h de cultivo. Células descoladas
foram observadas, ainda que em quantidades muitos meﬁores, até¢ o final do
experimento, apés 240h. Muitas regides das laminulas apresentavam espago para

crescimento, mesmo em tempos bastantes avangados de cultivo. O padriio de

crescimento celular observado foi normal, homogéneo, com crescimento em
monocamada e presenga de inibigdo por contato. A metabolizagio do meio de
cultura pelas células foi baixa.

As células mantidas com 10% de SFB apresentaram também um
crescimento homogéneo sobre a laminula, sendo que na regido central, o tapete
celular se apresentava bastante denso e encontrando 4reas para o crescimento
apenas nas bordas.

As culturas mantidas em meio com 10 % de SFB mais DEX mostraram wm
crescimento diferenciado em relagfo a cultura sem esse glicocorticéide. Com 120h
de cultura, j4 foi possivel visualizar pequenos grumos celulares, em todos os tubos,
Com o decorrer do tempo de cultivo observamos um aumento do tamanho dos
grumos e do mimero deles. O dexamentasona também diminuiu discretamente o
metabolismo das células Vero. Isso pbde ser averiguado visualmente pela
metabolizagdo mais lenta do meio de cultura em comparagdo com as culturas

mantidas com a mesma concentragdo de SFB sem DEX.

P s
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Com 20% de soro fetal bovino a proliferagdo celular foi mais mntensa, sendo
que o tapete celular confluiu mais rapidamente. O crescimento celular foi
continuo, porém o tapete celular estratificou-se em poucas regides. Dos varios
tubos mantidos, doze no total para essas amostras, apenas em um deles se deu o
aparecimento de um grumo celular. Quanto a metabolizagdo do meio de cultura,

essa foi mais intensa que as demais.

ITL.2. Observagdes morfologicas

Nas células cultivadas sobre lamfnulas, com 48h de cultivo todas as

amostras, até entdo mantidas em 10% de SFB, apresentaram morfologia levemente
alongada, com poucas expansdes celulares, ou de formato wrregular, algumas
células estreladas, outras com muitos prolongamentos, sendo que esses formatos
irregulares eram mais comuns nas bordas da laminula, onde havia espago para
crescimento e expansdo celular (Figura l1a). Embora a maior parte das células
encontradas eram mononucleadas, mas um niimero bastante grande de células
binucleadas também estavam presentes. Células em degeneragdo com nicleo
fragmentado e citoplasma vacuolizado foram encontradas em pequena quantidade
na monocamada (Figura la).

Com 120h de cultivo sobre as laminulas, as células mantidas sem SFB ja
mostravam um espagamento mais reduzido entre as células, sendo encontradas
células mono ou binucleadas, com um ou dois nucléolos bem evidentes. As
células, no geral, apresentavam forma poliédrica, sem prolongamentos celulares,
em sua maiona, enquanto algumas eram levemente alongadas. Também estavam

presentes células com niicleos picndticos efou fragmentados. Muitas células

encontradas apresentavam vacuolizagdo citoplasmatica (Figura 1b).
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As células mantidas nas laminulas em meio com 10%5 de SFB, com 120h de
cultura mostravam pouco espagamento celular, morfologia p;adronizada em cé€lulas
poliedricas no centro do tapete e levemente alongadas nas bordas, nicleos com um
ou dots nucléolos evidentes. Poucas células encontradas no tapete apresentavam
vacuolizagfo, além disso encontramos niicleos fragmentadoé em baixa quantidade
(Figura 1c). A andlise morfoldgica das células mantidas com 10% de SFB mais
dexametasona mostraram uma morfologia distinta, com células bem alongadas,
com nicleos também alongados e um ou dois nucléolos evidentes. Células mono
ou binucleadas foram encontradas assim como também célﬁlas com mais de trés
nicleos. Observamos também um grande nimero de células que sofreram um
drastico aumento no volume nuclear que espathavam-se por todo o tapete. As
celulas que faziam parte dos grumos celulares eram pequenas. Em muitos casos,
esses grumos eram separados uns dos outros por células bem alongadas ou por
células com micleo de tamanho muito aumentado (Figura 1d). Também estavam
presentes células em divisdo, assim como em degeneragfio. Também com 120h de
cultura, as células mantidas em 20% de SFB mostravam morfologia poliédrica no
centro, levemente alongada nas bordas da laminula, mono ou binucleadas com um
ou dois nucléolos, mas menos evidenciados que nos demais casos (Figura le).
Outras células com nicleos fragmentados ou vacuolizados e citoplasma
vacuolizado mostravam-se em degeneracéo.

Com 240h sobre as laminulas, as culturas mantidas sem SFB mostravam
forma com predomindncia poliédrica, algumas delas com prolongamentos

estrelados. Os nucléolos eram menos evidenciados além de muitas células

apresentarem niicleo condensado (Figura 2a). Para as células que receberam soro

fetal, com 240h, a analise morfoldgica foi dificil, pois estando a maior parte do
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tapete confluente, ndo pudemos indentificar com clarezé os limites celulares.
Sendo assim, nossa anilise baseou-se na forma e integridade nuclear. Assim,
células mantidas em 10% de SFB, com 240h de cultivo mostravam os nicleos
arredondados, com nucléolos evidentes, sendo rara a presenca de nncleos
fragmentados ou vacuolizados no tapete celular (Figura ij. Com 240h as células
cultivadas na presenga de DEX apresentavam niicleos arredondados ou alongados,
com nucl€olos evidentes, células com niicleos em fragamexitagﬁo, além de grumos
celulares (Figura 2c). J4 as células mantidas com 20% de SFB exibiam nécleos
arredondados, com nucléolos pouco evidentes (Figura: 2d). Muitas células
apresentavam nicleos condensados ou em fragmentago.

As células mantidas sobre os géis de coldgeno por 48h de cultivo com 10%
de SFB, podiam ser vistas como uma monocamada, na maior parte do substrato,
mas em varias regides também pudemos ver a formagdo de estratos celulares. No
primeiro caso as células apresentavam morfologia levemente achatada, lembrando
um epitélio pavimentoso simples (Figura 3a). Nas regides de estratificacdo, as
celulas mostravam formas arredondadas e/ou poliédricas, sendo que as células da
tltima camada do estrato eram normalmente achatadas. Nas regides onde se
formaram estratos, houve uma variagdo de 2 a 3 camadas de células sobre o gel.
Pudemos verificar também, ja com esse tempo de cultivo, alguns pontos onde as
células ja haviam iniciado a infiltragfio para o interior do substrato, muito embora
esses pontos ndo fossem muito comuns (Figura 3a). Com 120h de cultivo, também
sobre os géis, as células cultivadas sem SFB apresentavam wm certo aumento na
estratificagdo anteriormente observada. Ndo houve modificagdes na morfologia das
células em relagio a descricio feita apés as 48h iniciais de cultivo. Também

enconiramos alguns pontos de infiltragdo em algumas regides do gel (Figura 3b).
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J4 com a adi¢do de 10% SFB notamos um aumento na estratificagiio, quando
comparado com as células mantidas sem soro. Houveram alteragdes no numero de
pontos de infiltragio que sdo encontrados com maior frequéncia, porém ainda
encontramos varias regides onde os estratos celulares estavam restritos a superficie
do gel de colageno (Figura 3c). Nas células mantidas com SFB mais DEX
observamos estratos celulares com poucos pontos de infiltragdo para o interior do
substrato (Figura 3d). J4 com 20 % de SFB observamos uma camada celular mais
espessa sobre o gel de colageno. Observamos também poucas regibes de
infiltragdo para o interior do gel (Figura 3e).

Com 240h de cultivo sobre os géis de colageno, as células mantidas sem

SFB mostravam ainda poucos pontos de infiltragio para o interior do substrato. A
morfologia celular néio se alterou desde as descrigBes anteriores (Figura 4a). Ao
contrario, encontramos nas culturas mantidas com 10 % de SFB uma infiltragdo
pronunciada em toda a extensdo do substrato (Figura 4b). As amostras que foram
suplementadas com DEX mostravam poucos pontos com infiltragio e varias
regides onde ela ndo ocorreu, permanecendo as células como uma estrutura que
lembra um epitélio estratificado pavimentoso (Figura 4c). Com 20 % de SFB ndo
foi encontrada infiltragdo como os demais casos acima citados, sendo novamente
vista uma organizacdo que lembra um epitélio estratificado pavimentoso (Figura
4d). Nessas amostras também pudemos encontrar, em alguns pontos, uma camada
basal levemente corada abaixo das células desse estrato.

Nas regides onde as células penetraram no substrato colagénico, em todos
os lotes experimentais e em todos os tempos de cultivo analisados, notamos uma
modificaco do gel original com a deposi¢fio de granulagdes no interior do mesmo,

sendo esses granulos depositados na medida em que as células penetravam para o
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interior do gel. Também notamos que no interior do gel colagénico as células
apresentavam sempre formato arredondado, independente da concentragdo do SFB

no meio de cultura ou da presenga ou ndo de dexametasona (Figuras 3 e 4).
I11.3. Analise citoquimica

I11.3.1. Coloracio com o azul de toluidina pH 4,0

Nas laminulas, as células coradas pelo azul de tolnidina mostraram, com
10% de SFB em 48h de cultivo, basofilia nuclear metacromatica, com um ou dois

nucléolos evidentes, também metacromaticos (Figura 5a). Alguns nucleos

ortocromaticos também foram encontrados no tapete celular. Além disso, as células
mostravam metacromasia citoplasmaética (Figura 5a). Com 120h de cultivo, também
sobre as laminulas, nas amostras que cresceram na auséncia de soro, foram
encontrados células com niicleos mostrando basofilia ortocromatica, nucléolos e
citoplasma levemente metacromaticos, algumas vezes com vactolos ndo corados
pelo AT (Figura 5b). Com o mesmo tempo de cultivo as céhulas que receberam 10%
de SFB mostravam niicleos predominantemente ortocromaticos, com um ou dois
nucléolos levemente metacromaticos. Embora raros, encontramos também alguns
casos de vacuolizagio nuclear. O citoplasma dessas células era levemente
metacromatico, algumas vezes também vacuolizado (Figura 5c). As células que
reccberam suplementagio de DEX, além do SFB, apresentavam nucleos
predominantemente ortocromaticos, com um ou dois nucléolos metacromaticos.
Também encontramos alguns casos de vacuolizagio nuclear. O citoplasma,
mostrava intensa metacromasia (Figura 5d). As células com volume aumentado
mostravam basofilia ortocromatica, tanto nuclear quanto citoplasmatica. Com 20%

de SFB as células mostravam niicleos em sua grande maioria ortocromaticos, seim
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vacuolizagdes, com 1 ou 2 nucléolos e intensamente baséfilos. O citoplasma
mostrava-se levemente metacromatico, em alguns casos também mostrando alguma
vacuolizagio (Figura Se).

Com 240h de cultivo nas laminulas, as células cultivadas sem SFB
apresentavam micleos e nucléolos metacromaticos, sendo esse tultimo pouco
evidenciado (Figura 6a). Em algumas células o citoplasma apresentava-se
fracamente corado pelo AT. Com 10% de SFB, as células mostravam nicleos, no
geral, ortocromaticos, com nucléolos ¢ citoplasma mostrandﬁ leve metacromasia.

Também foram encontradas algumas células cujos niicleos mostravam-se levemente

metacromaticos, com citoplasma ortocromatico ou levemente metacromatico, com
vaciiolos citoplasmaticos ndo corados pelo AT (Figura 6b). Com 10% de SFB mais
DEX, apds 240h de cultivo, apresentavam micleos ortocromaticos, com nucléolos e
citoplasma levemente metacromaticos. Nos grumos celulares, tanto os nacleos
quanto o citoplasma celular eram intensamente metacromaticos (Figura 6¢). Com
20% de SFB foram encontrados apenas ndcleos ortocromaticos com nucléolos
levemente metacromaticos. O citoplasma dessas células mostrava intensa
metacromasia (Figura 6d).

As células que foram cultivadas sobre os géis de colageno por 48h com
10% de SFB mostravam-se predominantemente como uma monocamada de células
com micleos ortocromaticos, nucléolos e citoplasma levemente metacromatico,
todos evidenciados pelo AT (Figura 7a). Nas regiGes de 2 ou 3 camadas celulares,
ou de infiltragfio, o padrdio de coloragdo das células pelo AT se manteve similar a
observada na monocamada. O gel de coldgeno ndo se mostrava corado (Figura 7a).
Com 120h de cultivo sobre os géis, as células cultivadas sem SFB apresentavam-se

com nucleos ortocromaticos, nucléolo e citoplasma levemente metacromaticos,
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além disso encontramos ao redor das células em processo de infiltragéo no gel um
material com aspecto granular, também corado pelo azul de toluidina (Figura 7b).
Resultados quase idénticos foram encontrados nas amostras cultivadas com 10%
de SFB, onde observamos células com niicleo e citoplasma metacromaticos, ainda
que levemente, e deposigio de material no interior do substrato (Figura 7¢). Nas
amostras cultivadas com 10% de SFB mais DEX, pudemos observar um estrato
celular formado por células com nicleo e citoplama metacromaticos, Nio
encontramos coloragdo difusa ou granular no gel, mas pudemos observar uma

banda, bastante ténue, logo abaixo das células da camada basal do estrato formado
(Figura 7d). Esses mesmos resultados foram vistos para as células mantidas em

cultivo com 20% de SFB (Figura 7¢).

Com 240h de cultivo sobre os géis de colageno em meio sem SFB
encontramos células com niicleo e citoplama metacromaticos bastante infiltradas
no interior do gel de colageno. Foi observado também um material metacromatico
depositado ao redor dessas células (Figura 8a). Esses resultados se repetiram nas
células mantidas com 10% de SFB, sendo intensificado apenas o numero de
células infiltradas no substrato e a quantidade de material depositado no gel de
colageno (Figura 8b). Nas células que foram culfivadas com 10% de SFB mais
DEX observamos células com niicleos e citoplama metacromaticos dispostas ainda
como um estrato. Em muitos pontos observamos ainda uma banda localizada
abaixo das células levemente evidenciada pelo AT (Figura 8c). Com 20% de SKB
foram encontrados rtesultados bastante similares com um estrato celular bem

espesso ¢ uma faixa levemente evidenciada pelo AT sobre as células. As células

do estrato formado ndo apresentavam coloragio homogénea sendo encontrados
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muitos campos onde eram vistas células com nilicleos metacromaticos ou

ortocromaticos, além de citoplama metacromatico, sobre o substrato (Figura 8d).

I11.3.2. Coloraciio com xylidine ponceau pH 2,5

Com 48h de cultivo, as células Vero, cultivadas em laminulas, mostraram-se
levemente coradas, sendo que a sua porgio nuclear foi um pouco mais evidenciada
pelo corante . Foram encontradas algumas células com a coloragdo mais intensa
exibindo um grande niimero de prolongamentos e expansdes celulares. Os nucléolo,

de forma geral, foram pouco evidenciado (Figura 9a). Com 120h de cultivo,

também sobre laminulas, as amostras mantidas sem SFB apresentaram citoplasma
fracamente corado, micleo destacado com um pouco mais de coloragdo e com
nucléolos fracamente evidenciados. As vacuolizagfo citoplasmatica ndo se coraram
pelo XP (Figura 9b). Com o mesmo tempo de cultivo as células mantidas com 10%
de SFB apresentavam um padriio de coloragdo mais intenso, tanto no citoplasina
como no nucleo, sendo o nucléolo fortemente evidenciado. As células com nucleos
de tamanho aumentado apresentavam-se intessamente coradas (Figura 9c). As
células cultivadas na presenca de DEX apresentavam padrdo de coloragiio muito
proximo daquele exibido pelas células cultivadas sem esse horménio e com a
mesma concentracio de SFB (Figura 9d), exceto pelo presenca bastante comum de
vactolos citoplasmaticos nio corados € um aumento das células com tamanho
nuclear acima da média, essas ultimas também levemente coradas. Com 20% de

SFRB as células tinham coloragdo predominantemente nuclear, com nucleolo pouco

evidenciado (Figura 9e). Nesse lote experimental também encontramos algumas

células com vacuolizagdo citoplasmatica ndo corada.
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Com 240h de cultura sobre as laminulas, as células sem SFB mostravam-se,
no geral, pouco coradas pelo XP. A porgfio mais evidenciada era a nuclear, embora
o citoplasma mostrava muitos prolongamentos e expansdes celulares também
bastante evidenciados. Também encontramos vacuolizagdo citoplasmatica ndo
corada em células dispersas por todo o tapete celular (Figura 10a). As amostras
com 10% de SFB mostraram o tapete celular intensamente corado, de dificil
definic3o entre as porgOes citoplasmaticas e nucleares das células e, na grande
maioria dos casos, os nucléolos ndo sfo vistos com clareza (Figura 10b). Nesse
mesmo tempo de cultivo as células cultivadas com 10% de SFB na presenga de
DEX apresentavam novamente vactolos citoplasmaticos ndo corados pelo XP,
além de grumos celulares os quais foram também intensamente evidenciados
(Figura 10¢). J4 com 20% de SFB as células foram intensamente coradas, sendo
dificil distinguir as regides citoplasmaticas e nucleares das mesmas. A
vacuolizago citoplasmatica foi também encontrada mas com frequéncia bem
menor. Novamente os nucléolos foram fracamente corados (figura 10d).

Nos géis de colageno, nas células que cresceram com 10% de SFB por 48h,
notamos que houve um padrio de colorago ligeiramente mais denso préximo a
superficie do gel na qual se encontravam as células dispostas como uma
monocamada. Nos pontos onde nfo se deu a infiltragfo, ndo houve deposicéio de
material granular por parte das células (Figura 1la). Nas regides de infiltragdo
porém tivemos modificagdo do gel com deposi¢do de material ao redor das células
que nele penetravam. No geral, as células sobre o gel de colageno mostravam-se
mais coradas que as células cultivadas sobre laminulas (Figura 11a). Com 120h de
cultivo sobre os géis, as amostras sem SFB apresentavam as células bem coradas,

além de regides destacadas pelo XP abaixo do estrato celular. Nos pontos onde
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houve infiltragio tivemos também evidenciada intensa granulagdo (Figura 11b).
Com o mesmo tempo de cultura, notamos resultados semelhantes para as células
mantidas com 10% de SFB (Figura 11c). Nas amostras cultivadas com 10% de
SFB mais DEX o estrato celular estava intensamente corado, enquanto que o gel
mostrava-se levemente corado e com aspecto homogéneo (Figura 11d). Com 20%
de SFB esses mesmos resultados se repetiram e encontramos discreta coloragdo no
gel na base do estrato celular (Figura 11¢).

Com 240h, apesar do aﬁmento do tempo de cultivo, nfo encontramos nas
células cultivadas sobre 0s oéis de colageno resultados com alteragdes
significativas em relagdo a0s ja descritos para as diversas amostras apos 120h.
Novamente, onde houve infiltragéo no gel tivemos deposi¢do de material granular
evidenciado pelo XP (Figuras 12a ¢ 12b). Nos pontos onde ndo houve infiltragéo
cobretudo nas amostras com 20% de SFB, encontramos uma regido levemente
corada na base dos pontos onde as células permaneceram como um estrato, isso €,

elas nio migraram para o interior do gel (Figuras 12c € 124d).
111.4. Imunocitoquimica

[11.4.1. Para colageno IV

As células cultivadas sobre as laminulas apresentaram reatividade ao anfi-
COL TV nas amostras mantidas em 10% de SFB com 48h de cultivo (Figura 13a).
Em alguns campos enconframos um material fibrilar iiregular, algumas vezes
levemente reticulado. Esse material fibrilar nfo foi encontrado, porém, nas

amostras mantidas por 120h em meio sem SFB, que apresentou apenas uma

coloragio difusa muito semelhante aos controles negativos (Figura 13D), Ao

contrario, nas células cultivadas por 120h, mas mantidas em meio com 10% de



37

SFB, enconframos novamente um material levemente reticulado abaixo do tapete
celular, sendo que essas fibrilas evidenciadas pela imunoperoxidase foram
encontradas em campos muito mais numerosos que 0s descritos anteriormente com
48h (Figura 13c). Inversamente, as células cultivadas com DEX mostraram poucas
regides onde material fibrilar foi encontrado, embora estivesse presente (Figura
13d). As culturas mantidas com 20% de SFB, também com 120h apresentavam
aglomeragdo fibrilar evidenciada pela imunoperoxidase em maior nimero gue nos
casos anteriores (Figuras 13¢).

Com 240h de cultivo, também sobre as laminulas, os resultados encontrados

para as células cultivadas sem soro € com 10% de SFB ndo se alteraram (Figuras
14a e 14b, respectivamente). Nesse ultimo, entretanto, um maior nimero de
campos apresentando material fibrilar foi encontrado em relagfo as amostras
observadas as 120h. Nas culturas mantidas com DEX quase ndo foram encontradas
regides com a presenga de material fibrilar, ¢ nas poucas regifes onde 1sso
ocorreu, as fibrilas mostravam-se muito mais finas que nas células cultivadas com
a mesma concentragio de soro mas sem o dexametasona (Figura 14c). J& com 20%
de SFB encontramos o maior nimero de campos com presenca de fibrilas
evidenciadas pela imunoperoxidase (Figura 14d).

Os resultados obtidos com a imunocitoquimica para o colageno tipo IV, nas
células cultivadas nos géis de COL 1, revelaram que, com 48h de cultivo, nos
pontos onde as células organizam-se como uma camada unicelular achatada,
ocorre em algumas células a presenga de uma regifio evidenciada abaixo da
superficic basal celular (Figura 15a). Essa marcac¢do ndo € encontrada nas regides
onde a a infiltracio no gel ja se iniciou. A reagfio da peroxidase mostrou-se

negativa também nas amostras cultivadas sem SFB (Figura 15b} e 10% de SFB
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(Figura 15c), ambas mantidas em cultura até 240h. Nas células que foram
cultivadas com DEX (Figura 15d) ou com 20% de SFB (Figura 15¢), até 240h,
encontramos reagdo positiva com 0 anticorpo anti-COL 1V, abaixo do estrato
celular, na superficie do gel. Nas regides onde as células encontravam-sc

infiltradas no gel, nas amostras tratadas com DEX, a reagdo foi também negativa.

[11.4.2. Para fibronectina

As células mantidas em cultivo sobre laminulas mostravam com 48h de
cultura intensa reatividade a anti-FN. Nessas células, a peroxidase revelou uma
distribuigdo difusa, pontual e ndo fibrilar (Figura 16a). Encontramos também,
reatividade citoplasmatica para a anti-FN. Ja nas amostras mantidas em cultura por
120h em meio sem SFB uma reatividade bastante diminuida a anfi-FN fol
encontrada na superficie celular, muito embora, 1o citoplasma, as células
mostravam-se tdo reativas a FN como nas células colhidas com 48h (Figura 16b).
Nas amostras cultivadas com 10% de SFB colhidas com 120h constatamos uma
discreta reducdo de FN, porém bem menos intensa que nas células cultivadas sem
soro (Figura 16¢). Novamente 10 citoplasma ndo foi encontrada essa redugdo, seja
em comparagdo as amosiras cultivadas sem soro (com 120h) ou com as amostras
colhidas com 48h. Resultados diferentes foram encontrados nas amostras
cultivadas com 10% de SFB mais DEX, onde nfo encontramos uma redugdo de
FN extracelular, porém essa estava quase ausente no citoplasma dessas células
(Figura 16d). As células cultivadas com 20% de SFB mostraram reatividade
extracelular ao anti-FN mais infensa que as demais amostras colhidas com 120h.
Nessas células ndo encontramos redugdo na reatividade intracelular, ao contrario,

ela nos pareceu um pouco mais intensa (Figura 16e).
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Com 240h de cultivo nas laminulas, em todos os casos, encontramos
reducfio marcante nos niveis de FN no interior das células. Porém a quantidade
extracelular de FN evidenciada pareceu aumentar em relagio as amostras colhidas
com 120h. Encontramos pouca FN nas amostras mantidas sem SFB (Figura 17a),
em termos quantitativos aparentemente nfo encontramos diferengas nas amosiras
cultivadas com 10% de SFB com ou sem DEX (Figuras 17b e 17¢). As células
cultivadas com 20% de soro permaneceram com uma qu_antidade de FN um pouco
maior que nos casos anteriores (Figura 17d). Algumas alteragBes foram
encontrados nas amostras tratadas com DEX. A disposigdo de FN extracelular
pareceu-nos menos desorganizada que nos demais casos, embora ndo tenhamos
encontrado um arranjo fibrilar definido. Além disso os grumos celulares induzidos
pelo DEX mostraram-se intensamente marcados pela peroxidase (Figura 17¢).

Nas amostras mantidas em cultura sobre géis de COL T até 48h, baixa ou
nenhuma reatividade a anti-FN foi encontrada, tanto nas regides onde as células
organizavam-se formando um monocamada, quanto nas regides onde as células
formavam estratos com até 3 camadas (Figura 18a). Com 240h de culiivo,
encontramos nas cé¢lulas cultivadas sem SEB, reagdo positiva ao anti-FN no
- citoplasma dessas células e em granulagdes ao redor das mesmas depositadas na
matriz colagénica ao redor das células infiltradas (Figura 18b). Com 10% de SFB
as células cultivadas com as mesmas 240h, mostravam resultados quase idénticos
aos descritos para as células cultivadas sem soro, embora a reatividade encontrada
tenha sido um pouco menor (Figura 18c). Nos experimentos onde as células
entraram em contato com o DEX, encontramos resultados negativos & presenga de
FN (Figura 18d). Resultados negativos foram também encontrados nas células

cultivadas por 240h com 20% de SFB (Figura 18e).
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Firara 1: Aspectos gerais das células Vero cultivadas sobre laminulas em

tubos de Leighton. Coloracio com cresil violeta. Aumento: 420X,

A. Células cultivadas por 48h, com 10% de SFB. Células com morfologia irregular
ou levemente alongadas.

B. Células com 120h de cultivo sem SFB. Observar células com cromatina frouxa
(®), nucléolos evidentes (—) e vacuolizagho citoplasmatica (~).

C. Células com 120h de cultivo com 10% de SFB. Regifio de tapete celular
fechado com células com cromatina frouxa (#) e nucléolo evidente (—).

D. Células cultivada com 10% de SFB mais dexametasona por 120h. Observar
células de tamanho normal (%) e células hipertrofica { 2>).

E. Células cultivadas com 20% de SFB por 120h. Note em regido de tapete celular

fechado, células poliploides em divisdo (=),
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Figura 2: Aspectos gerais das células Vero cultivadas sobre Iaminulas em

tubos de Leighton com 240h. Coloraciio com cresil violeta. Aumento: 420X

A. Células cultivadas sem SFB. Observar células com vacuolizagdo citoplasmatica
abundante (-»).

B. Células cultivadas com a 10% de SFB. Regido de tapete celular confluente.

C. Células cultivadas com 10% de SFB mais dexametasona. Observar grumo
celular (%), células com vacuolizaggo (=), e granulagdes citoplasmaticas (—).

D. Células cultivadas com 20% de SFB. Observar o tapete celular confluente e

algumas células com leve vacuolizagio citoplasmatica (~»).
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Figura 3: Células Vero cultivadas sobre gel de colageno tipo I e coradas com

hematoxilina e eosina. Aumento: 420X.
O gel de colageno em todas as micrografias estd representado por (k).

A. Células cultivadas por 48h com 10% de SFB. Observar células achatadas sobre
0 substrato colagénico. Notamos também células em inicio de infiltragdo no gel
().

B. Céluias cultivadas sem SFB e colhidas com 120h. Observar células
arrendondadas, em multiplas camadas, e pontos de infiltragdo com células no
inferior do substrato colagénico.

C. Células cultivadas por 120h com 10% de SFB. Notar a formagio de estrato
celalar com células arredondadas sobre o substrato colagénico.

D. Células cultivadas com 10% de SFB mais DEX e colhidas com 120h.
Encentramos aqui células arredondadas nas camadas basais, em contato com o
substrato, e a presenca de células achatadas nas por¢des superficiais do estrato.

E. Células cultivadas com 20% de SFB e analisadas com 120h. Observamos
também nesse caso células arredondadas nas camadas basais, em contato com o

substrato, e c€lulas achatadas nas porgdes superficiais do estrato.
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Figura 4: Células Vero culitivadas sobre gel de coligeno tipo I por 240h e

coradas com hematoxilina e eosina. Aumento: 420X,
O gel de coldgeno em todas as micrografias estd representado por (3%).

A. Células cultivadas sem SFB. Encontramos o depésito de material granular (=)
concomitante 3 infiltragdo de células para o interior do substrato colagénico.

B. Células cultivadas com 10% de SFB. Notar a intensa infiltragfio para o interior
do gel de colageno, além de grande deposicio de material ao redor das células
).

C. Celulas cultivadas com 10% de SFB mais DEX. Notamos aqui a manutengiio do
estrato celular e a ndo ocorréncia de infiltragdio para o interior do substrato.

D. Células cultivadas com 20% de SFB. Observamos também nesse caso a
manutengdo do estrato celular e a nfo ocorréncia de infiltragdo para o interior

do substrato.
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Figura 5: Células Vero cultivadas sobre laminulas em tubos de Leighton e

coradas com azul de toluidina pH 4,0. Aumento: 420X.

A. Células cultivadas por 48h, com 10% de SFB. Observar células levemente
alongadas com niicleo (=), nucléolo () e citoplasma (%) metacrométicos.

B. Células com 120h de cultivo sem SFB. Observar células com nicleo
ortocromatico (#), nucléolo (—) e citoplasma (=) levemente metacromaticos.
C. Células com 120h de cultivo com 10% de SFB. Regido de tapete celular
fechado com células com niicleo ortocromatico (&), nucléolo () e citoplasma

metacromatico ().

D. Células cultivadas com 10% de SFB mais dexametasona por 120h. Observar
células com niicleo ortocromatico (W), nucléolos (—) e citoplasma com alto
grau de metacromasia ().

E. Células cultivadas com 20% de SFB por 120h. Note células com nucleo

ortocromatico (—), nucléolo (=) e citoplasma (#) levemente metacromaticos.
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Figura 6: Células Vero cultivadas sobre laminulas em tubos de Leighton por

240h e coradas com azul de toluidina pH 4,0. Aumento: 420X,

A. Células cultivadas sem SFB. Observar niicleo e nucléolo levemente
metacromaticos. Citoplasma pouco evidenciado (=) Presenca de células com
cromatina mais condensada e nucléolo néo evidente (%),

B. Células cultivadas com 10% de SFB. Observar células com mnicleo
ortocromatico (=), nucléolo (W) e citoplasma (=) com basofilia
metacromatica. Observar também vactiolos no citoplasma no corados ).

C. Células cultivadas com 10% de SFB mais dexametasona. Observar células com
nicleos com ortocromasia intensa (#) e suave (), nucléolo (-») e citoplasma
exibindo leve metacromasia (—). Notar também grumo celular intensamente
metacromatico ( #).

D. Células cultivadas com 20% de SFB. Note células com niicleo ortocromatico

(=), nucléolo () e citoplasma metacromaticos ().
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Figura 7: Células Vero cultivadas sobre gel de coligeno tipo I e coradas com

azul de toluidina pH 4,0. Aumento: 420X,
O gel de colageno em todas as micrografias esta representado por (3).

A. Células cultivadas por 48h com 10% de SFB. Observar células com niicleo
ortocromatico, nucléolo e citoplasma levemente metacromaticos. O gel de
colageno ndo mostrou-se corado pelo AT. |

B. Células cultivadas sem SFB e colhidas com 120h. Encontramos nessa figura
uma estratificagio de células com nucleos ortocromaticos e citoplasma
levemente metacromético. Obsevamos também que, com infiltragdo de células
para o interior do substrato colagénico, ocorreu 'a deposi¢io de material
metacromatco (%) ao redor das mesmas.

C. Células cultivadas por 120h com 10% de SFB. Encontramos aqui intensa
infiltragdo e deposi¢do de material metacromatico () ao redor das células no
interior do gel de colageno tipo L.

D. Células cultivadas com 10% de SFB mais DEX ¢ analisadas com 120h. A
figura mostra um estrato formado por células com nicleos e citoplasma
levemente metacromaticos. Nio foi observada a infiltragdo celular para o
mterior do gel colagénico. Notar um regido acelular levemente evidenciada pelo
AT entre as células e o substrato (sp).

E. Células cultivadas com 20% de SFB e colhidas com 120h. Células com niicleos
e citoplasma metacromaticos compondo um espesso estrato celular. Nio foi
encontrado pontos de infiltragdo para o interior do gel de colageno. Observa-se

também regifio acelular difusa evidenciada pelo AT ().
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Figura 8: Células Vero cultivadas sobre gel de colageno tipo I por 240h e

coradas com azul de toluidina pH 4,0. Aumento: 420X
O gel de colageno em todas as micrografias esta representado por (*k).

A. Células cultivadas sem SFB. Notar a infiltragio de células com nicleos ¢
cifoplasma metacromaticos, além da deposi¢io de material granular também
metacromatico (W) no interior do substrato colagénico.

B. Células cultivadas com 10% de SFB. Observamos intensa infiltragio de células
com nacleos e citoplasma metacromaticos. Foi observado também a deposicéo
de material granular metacromatico () no interior do gel de colageno.

C. Células cultivadas com 10% de SFB mais DEX. A figura mostra um estrato de
céhulas com niicleos e citoplasma metacrométicos, sem pontos de infiltracfio
para interior do substrato colagénico. Alguns nucleos ortocromaticos também
podem ser vistos.

D. Células cultivadas com 20% de SFB. A figura mostra um estrato com células de
micleos metacromaticos e ortocromaticas, além de citoplasma metacromatico.
Néo encontramos migragdo para o interior do gel de colageno. Observamos

também uma regido acelular bem definida evidenciada pelo AT (%),
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Figura 9: Células Vero cultivadas sobre laminulas em tubos de Leighton e

coradas com xylidine ponceau pH 2,5, Aumento: 420X

A. Células com 48h de cultivo mantidas com 10% de SFB. Citoplasma levemente
corado, com alguma vacuolizagdo (-»). Nicleo (=) e nucléolo (W) melhor
evidenciados.

B. Células cultivadas por 120h sem SFB. Células com citoplasma fracamente
corado e nicleo mais evidente. Nucléolo pouco corado. Ver também
vacuolizagdo citoplasmatica ndo corada (—).

C. Células cultivadas com 10% de SFB por 120h. E mostrado uma regido de tapete
celular fechado com células ricamente coradas nas porgdes citoplasmaticas e
nucleares, e nucléolo bem evidenciado.

D. Células mantidas em cultura por 120h com 10% de SFB mais dexametasona.
Observar grumo celular em formagdo intensamente corado (W) e células com
alguma vacuolizag#o citoplasmatica (—).

E. Células cultivadas com 20% de SFB por 120h. Regifo de tapete celular

confluente mostrando células bem coradas pelo XP.



"
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Figura 10: Células Vero cultivadas sobre laminulas em tubos de Leighton por

240h e coradas com xylidine ponceau pH 2,5. Aumento: 420X

A. Células cultivadas sem SFB. Ver células vacuolizadas (—) e células de formato
irregular (®) com prolongamentos.

B. Células cultivadas com 10% de SFB. Regido de tapete celular confluente com
cék'ﬂ'és intensamente coradas.

C. Células mantidas em {:uln.lra com 10% de SFB mais dexametasona. Observar
grumo celular intensamente corado (#) e células com leve vacuolizagio
citoplasmatica (—).

D. Células cultivadas com 20% de SFB. Observar regifio no tapete celular com

pontos de estratificagfo (=).
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Figura 11: Células Vero cultivadas sobre gel de coldgeno tipo I e coradas com

xylidine ponceau pH 2,5. Aumento: 420X

O gel de colageno em todas as micrografias esta representado por ().

A. Células cultivadas por 48h com 10% de SFB. Notamos células bem coradas
sobre o gel. Encontramos o substrato levemente evidenciado pelo XP.

B. Células colhidas com 120h e cultivadas sem SFB. Encontramos nessa figura
células bem coradas juntamente com o depdsito de material granular no gel (=).
O substrato colagénico mostrou-se levemente corado pelo XP.

C. Células cultivadas por 120h com 10% de SFB. A figura mostra estrato celular
intensamente corado. Ndo pode ser observada aqui infiltracdo bem definida.
Encontramos também deposigfo de material (=) no interior do gel de coligeno.

D. Células cultivadas com 10% de SFB mais DEX e analisadas com 120h. Pode
ser observado nessa figura estrato celular intensamente corado. O gel niio
mostrou-se modificado pelas células.

E. Células cultivadas com 20% de SFB e colhidas com 120h.. Pode ser observado
nessa figura também um estrato celular intensamente corado. Novamente o gel

ndo foi modificado pelas células.
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Figura 12: Células Vero cultivadas sobre gel de coligeno tipo I por 240h e
coradas com xylidine ponceau pH 2,5. Aumento: 420X

O gel de coldgeno em todas as micrografias esté representado por (3k).

A. Células cuitivadas sem SFB. Encontramos nessa figura células bem coradas,
além de material granular depositado (=) ambos no mnterior do gel. O substrato
colagénico, no geral, mostrou-se levemente corado pelo XP.

B. Células cultivadas com 10% de SFB. E vista aqui intensa infiltracdo de células
bém coradas pelo XP, sendo encontrado ao redor delas material granular
depositado (=) no interior do substrato.

C. Células mantidas com 10% de SFB mais DEX. Observamos estrato celular
intensamente corado, sendo esse apoiado no gel colagénico. Aumento de 420 X.

D. Células mantidas com 20% de SFB. Pode ser observado nessa figura novamente

estrato celular intensamente corado, sendo esse apoiado no gel colagénico.
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Figura 13: Células Vero cultivadas sobre laminulas em tubos de Leighton.

Imunocitoquimica para colageno tipo I'V. Aumento: 420X

A. Aqui vemos células cultivadas por 48h com 10% de SFB. Podemos observar a
presenga de material fibrilar (—) abaixo das células.

B. Células cultivadas sem SFB e analisadas com 120h. Podemos obervar a
presenga de material fibrilar (—) em quantidades muito pequenas.

C. Células cultivadas com 10% de SFB por 120h. A ﬁgui;a mostra grande
quantidade de fibrilas (—) abaixo das células.

D. Células cultivadas com 10% de SFB mais DEX e colhidas com 120h.
Observamos apenas uma coloragiio de fundo, sem a presenca de fibrilas.

E. Amostras cultivadas com 20% de SFB e analisadas com 120h. Encontramos

também a presenca de material fibrilar (—) junto ao tapete celular.
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Figura 14: Células Vero cultivadas sobre laminulas em tubos de Leighton por

240h. Imunocitoquimica para coldgeno tipo TV. Aumento: 420X

A. Células mantidas sem SFB. N#o encontramos material fibrilar nessas condigles
de cultura.

B. Células cultivas na presenca de 10% de SFB. A figura mostra varias fibrilas
(=), abaixo do tapete celular. |

C. Amostras mantidas com 10% de SFB mais DEX. Encontramos uma guantidade
menor de fibrilas (—) junto ao tapete celular.

D. Células cultivadas com 20% de SFB. Podemos observar material fibrilar

reticular (—) junto as células.
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Figura 15: Células Vero cultivadas sobre gel de coligeno tipo L.

Imunocitoquimica para celigeno tipo IV. Aumento: 420X
O gel de colageno em todas as micrografias esta representado por (*%).

A. Células cultivadas por 48h com 10% de SFB. Observamos monocamada celular
com a presen¢a de colageno tipo IV (—) entre as células e o substrato,
entretanto a reagfo ¢ interrompida em alguns pontos.

B. Células cultivadas sem SFB e colhidas com 240h. Vemos aqui a ndo
evidenciagdo de colageno tipo IV no gel colagéncio.

C. Células cultivadas por 240h com 10% de SFB. E visto aqui intensa infiltragfo
de células ndo sendo encontrado colageno IV no interior do substrato.

D. Células analisadas com 240h de cultivo e mantidas com 10% de SFB mais
DEX. Observamos entre o estrato celular ¢ o gel uma camada de colageno tipo
IV (=)

E. Células mantidas com 20% de SFB e colhidas com 240h. Também pode ser
observado nessa figura a presenca de wma camada de coldgeno tipo IV (—),

entre o gel de colageno tipo 1 e o estrato celular.
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Figura 16: Células Vero cultivadas sobre laminulas em tubos de Leighton.

Imunocitoquimica para fibronectina. Aumento: 420X

A. Células cultivadas por 48h, com 10% de SFB. Células com morfologia irregular
ou levemente alongadas. Observamos a presenca de fibronectina (—),
distribuida pontualmente, sobre o tapete celular. Podemos verificar também a
presenca de FN no citoplasma, uma vez que encontramos imagens negativas de
nicleos.

B. Células cultivadas sem SFB e colhidas 120h de cultivo. Encontramos aqui
células com menor quantidade de fibronectina na superficie celular (—), embora
ainda esteja presente também no citoplasma das células.

C. Células com 120h de cultivo com 10% de SFB. Pode ser observado aqui um
discreto aumento de fibronectina () em relagdo as células mantidas sem SFB,
mas ainda abaixo das amostras colhidas nas 48h iniciais.

D. Células cultivadas com 10% de SFB mais dexametasona analisadas com 120h.
Observamos redugfo na fibronectina citoplasmatica, embora nfo no ambiente
extracelular (—).

E. Células cultivadas com 20% de SFB por 120h. Amostra onde encontramos a
maior quantidade de fibronectina extracelular (=), essa com distribuigdo
pontual. Podemos observa;‘ a mesma também no interior das células, novamente

pela imagem negativa do niicleo.
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Figura 17: Células Vero cultivadas sobre laminulas em tubos de Leighton por

240h. Imunocitoquimica para fibronectina. Anmento: 420X

A. Células cultivadas sem SFB. A figura mostra células com pequena quantidade
de fibronectina (—).

B. Celulas mantidas com 10% de SFB. Podemos observar arranjo pontual ndo
homogéneo de fibronectina (—) sobre as células.

C. Células cultivadas com 10% de SFB mais dexametasona. Encontramos uma
distribui¢do mais homogénea da fibronectina (—) sobre as células. Podemos
notar também que os grumos celulares ricos em FN (8),

D. Células cultivada com 20% de SFB. Temos aqui maior quantidade de
fibronectina sendo essa distribuigdo em geral amorfa (#). Em alguns pontos

encontramos algumas fibrilas sobre as células (—).
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Figura 18: Células Vero cultivadas sobre gel de coligeno tipo 1.

Imunocitoquimica para fibronectina. Aumento: 420X
O gel de coldgeno em todas as micrografias est representado por ().

A. Células cultivadas por 48h com 10% de SFB. Células crescendo em duas ou
trés camadas sobre o gel colagénico. Néo observamos fibronectina nesse
pequeno estrato celular.

B. Células cultivadas sem SFB e analisadas com 240h. Observamos concomitante
a infiltragdo celular intensa deposigdo de fibronectina (—) no interior do
substrato.

C. Celulas mantidas em cultura por 240h com 10% de SFB. E vista aqui intensa
infiltragfo de células para o interior do substrato colagénico, sendo encontrado
fibronectina como um material granular evidenciado pela inumoperoxidase (—).

D. Células mantidas com 10% de SFB mais DEX e obsevadas com 240h de
cultivo. Observamos o estrato celular sem a presenga de fibronectina, sobre o
gel colagénico.

E. Celulas cultivadas com 20% de SFB e colhidas com 240h. A figura mostra o
estrato celular com auséncia de fibronectina, crescendo sobre o gel de

colageno.
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IIL5. Indice mitédtico

Os resultados obtidos com o indice mitético para todas as condices
experimentais podem ser vistos na tabela 1, logo abaixo.

Tabela 1: Indice mit6tico apresentado pelas células Vero cultivadas sobre
laminulas nas diferentes condigdes experimentais.

Meio de cultive 48h 120h 240h
S/ SFB - 1,1% 0,5%
10% SFB 2,5% 2,3% 1,3%
10% SFB + DEX - 1,6% 1,1%
20% SFB - 1,5% 0,6%

L6, Curva de crescimento

Os resultados obtidos com a curva de crescimento referentes as células
cultivadas sobre laminulas estdo apresentados na tabela 2 e na figura 19,
mostrados a seguir.

Tabela 2: Numero de células obtidos apds diferentes perfodos de cultivo sobre
laminulas nas diferentes condi¢fes experimentais utilizadas.

48h S6h 144h 192h 2406h

S/ SFB - 33X10°%|70X10°+[42X 10+ 63X 10°+
12X 10° | 14X10° | 2,7X10° | 16X 10°

10%SFB 36X 10°+1,2X10°+ | 14X 10°+ [ 14X 10°+| 18X 10+
L9X10* | 1,6X10* | 62X 10" | 66X 10° | 1.6X 10

10% SFB+DEX - 95X10°= | 14X 10°+ [ 15X 10°+ | 1,9 X 10°«
1,5X10° | 51X10° | 78X 10° | 35X 10°
20% SFB - 15X 10°+ | 1,7X10°+ { 23X 1052 | 22X 10°+

1,3X10° | 13X10° | 1.4X10° | 1,9X10°

Obs: Os valores sdo apresentados em numero de células/ml de meio de cultura.
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Figura 19: Curva de crescimento das células Vero cultivadas sobre laminulas apds
diferentes periodos de cultivo nas diferentes condigbes experimentais utilizadas

(SFB, soro fetal bovino; DEX, dexametasona).
IIL7. Crescimento das células em gel de coldgeno tipo 1.

As células Vero mostraram-se capazes de contrair os géis de colageno
presentes nos frascos de vidro. J& com 48h de cultivo, 75% dos tubos os quais
receberam g€is de colageno e células, apresentavam inicio do processo de
contracdo do gel. A contragdo do gel sera definida aqui como diminuicio do
didmetro do mesmo e/ou diminui¢do da altura do gel. O termo contragdo parcial

sera usado para nos referirmos quando a contracio do gel se der em apenas uma
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regifo do mesmo. Sera usado também o termo contragio total quando nos
referirmos a total liberagdo do gel ao substrato.

Com 96h de cultivo 100% das amostras mantidas sem SFB mostravam-se
contraidas totalmente, isto ¢, o gel foi totalmente liberado da parede do frasco de
cultura assumindo a condigdo de gel flutuante. O mesmo ocorreu com 84% das
amostras mantidas em meio suplementado com 10% de SFB, sendo que os 16%
restantes permaneceram na condigdo de contragio parcial. Das células cultivadas
sobre gel de colégeﬁo em melo suplementado com DEX 66% apresentavam
contragdo total e 34% parcial. As amostras mantidas com 20% de SFB mostravam
contragio total em 50% dos tubos, sendo que os 50% restantes se mantiveram em
estado de contragio parcial. VComo pode-se notar pelos dados acima, todos os géis,
em todas as condigdes experimentais, sofreram contragio.

Com 120h de cultura ndo houve alteragdes nesses resultados exceto as
células cultivadas com DEX atingiram a taxa de 100% de contragdio total. O
mesmo ocorreu com as células mantidas em 10% de SFB sem esse glicocorticdide.
Com esse tempo de cultura, foram fixadas ao acaso trés amostras de cada um dos
lotes experimentais descritos anteriormente. Somente ao final do experimento,
proximo as 240h de cultivo, as células cultivadas com 20% de SFB atigiram 100%
de contragéo total. Obtivemos portanto, somente com 240h de cultura, 100% de

contragdo total dos géis em todas as condi¢Bes experimentais de cultura realizadas.

TI1.8. Adesiao celular

Os dados do ensaio para a adesdio celular sdo sumarizados na figura 20.
Todos os resultados das leituras das amostras cultivadas sobre géis de coldgeno
foram considerados significativamente diferentes dos seus respectivos controles

(amostras sem os géis de colageno e com condigdes de cultura similares).
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Figura 20: Adesdo celular com 24h de cultivo em placas com 96 pogos. Células
Vero cultivadas por 24h, a 37° C : (1) e (2) sem SFB; (3) e (4) com 10% de SFB;
(5) e (6) com 10% de SFB mais 2uM de dexametasona ; (7) e (8) com 20% de
SFB.

IIL9. Micrescopia eletronica de varredura

O gel de colageno livre de células, usado como controle, apresenta a
superficie irregular, enrugada e com microfibrilas (Figura 21a). Os géis que
receberam células sem SFB mostram uma superficie menos irregular. Sem SFB as
células demostram morfologia arredondada, com alguns prolongamentos celulares
¢ pontos de adesdo (Figuras 21b). Também foram encontradas células achatadas,
onde a adesfo ja se encontrava bastante adiantada (Figuras 21¢).O tapete celular

ndo se mostrou confluente e foi encontrado também algum material fibrilar
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proxmmo as células (Figuras 21d). Também foram observados microvilosidades nas
células, sobretudo onde o espalhamento ainda nio se completou.

Com meio suplementado com 10% de SFB, a quantidade de células
aderidas foi bem maior, chegando préximo a confluéncia em muitas areas (Figura
22a). Encontradas pouco ou nenhum depdsito de material, vesicular ou fibrilar,
sobre o gel em regides ndo confluentes (Fugura 22b). Nas bordas do tapete, onde
havia espago entre as células, foram encontradas células com microvilosidades,
prolongamentos e algum material ﬁbfﬂar (Figura 22c). Poucas células
arredondadas, em final de divisdo celular, foram observadas também nas bordas do
tapete celular (Figura 22d).

As células mantidas em meio com 10% de SFB mais DEX apresentavam
morfologia diferenciada em relagiio aos demais casos, com wma forma mais
uregular e alongada (Figura 23a). Em muitos casos as células assumiam uma
forma curva, lembrando uma meia lua (Figuras 23b e 23d). Foram encontradas
processos de adesdio celular e também microvilosidades, mas somente em dreas
onde o tapete celular atingiu a confluéncia. Nao foi encontrado material fibrilar
depositado entre as células (Figuras 23b e 23d). Foram encontradas também, em
alguns pontos, células crescendo sobre o tapete confluente (Figura 23¢).

Em meio com 20% de SFB as células apresentavam grande ntmero de
microvilosidades. Varias areas com muito material fibrilar foram encontradas e as
células nestas 4reas mostravam muitos processos como filopddios e lamelopodios
(Figuras 24a e 24b). Em muitas regides o material fibrilar encontrado organizava-
se na forma de redes ao redor das células (Figuras 24c e 24d). Também foram
encontradas um grande nilimero de vesiculas arrendodadas ao redor das células ou

mesino sobre elas (Figura 24e).
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Figura 21: Células Vero cultivadas sobre gel de coldgeno por 24h sem SFB e

analisadas por microscopia eletrfnica de varredura.

A. Gel de colageno tipo I livre de células. Observe wmn material amorfo e
densamente enrugado. Aumento: 3500 X.

B. Células espalhadas sobre o gel de coligeno 1. Notar a presenca de
microvilosidade (#). Aumento: 2500 X

C. Sdo mostradas c€lulas corﬁ microvilosidades espalhadas sobre o substrato (=),
alem de células em processo de tensionamento do gel de colageno (—).
Aumento: 2500 X

D. Células Vero bem espalhadas na superficie do gel de colageno 1. Observar a

presen¢a de vesiculas sobre as células (#). Aumento: 2500 X
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Figura 22: Células Vero cultivadas sobre gel de coldgeno por 24h com 10% de

SFB e analisadas por microscopia eletronica de varredura.

A. Visdo geral do tapete celular sobre o gel de coldgeno tipo I. Notar células
arredondadas com processos de ades@io (—), ao lado de células bem espalhadas
no substrato (°K) em regifio proxima a confluencia. Aumento: 350 X,

B. Células espalhadas sobre o gel em regifo de tapete celular nfo confluente.
Notar a auséncia de‘material fibrilar depositado no gel 3. Aumento: 3000 X.
C. Bordas de uma regido de tapete celular confluente. Obscrvar a presenca de
processos fibrilares () entre as células da monocamada. Aumento: 2500 X,

D. Células arredondadas em processo final de divisdo. Aumento: 4000 X,
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Figura 23: Células Vero cultivadas sobre gel de colageno por 24h com 10% de

SFB mais dexametasona e analisadas por microscopia eletrénica de varredura.

A. Visdo geral do tapete celular.Observar células com morfologia irregular sobre o
gel de colageno. Aumento: 350 X.

B Células bem espalhadas na superficie do substrato colagénico. Podemos
observar também células com formas irregulares. Aumento: 2500 X.

C. Célula em crescimento sobre uma regifio confluente. Observar a grande
quantidade de microvilosidades na superficie das células da monocamada () e
os processos celulares de adesdo da célula acima das mesmas. Obserar também
célula crescendo sobre uma regido de tapete confluente (3%). Aumento: 4000 X,

D. Células com morfologia irregular e alongada. Notar a auséncia de material

fibrilar no gel. Aumento: 2000X.
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Figura 24: Células Vero cultivadas sobre gel de coldgeno por 24h com 20% de

SKFB e andlisadas por microscopia eletronica de varredura.

A Células espalhadas sobre o gel. Observar o grande nitmero de microvilosidades
(=) e vesiculas (#), além de material fibrilar. Aumento: 2000 X.

B. Células bem espalhadas sobre o substrato colagénico. Observar novamente a
presenca de vesiculas na superficie celular (#) ao lado de microvilosidades
(). Aurﬁento: 4000 X.

C. Célula espalhada sobre o substrato colagénico na presenca de material fibrilar
reticulado. Aumento: 4000 X.

D. Célula em processo de espathamento no substrato. Observar a presenga de
fibrilas formando uma rede ao redor da célula. Aumento: 4000 X.

E. Células arredondadas com grande quantidade de material vesicular. Aumento:

4000 X,
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A analise da curva de crescimento mostra resultados distintos para quase
todos os casos pesquisados. As amostras cultivadas sem SFB sofreram uma
pequena diminui¢ic no ntmero de células na sua primeira contagem. Essa
diminuicdo no nfimero celular se deve provavelmente a privagfio das células de
SFB. O soro fetal ¢ uma mistura heterogénea que além de apresentar fatores que
estimulam a proliferacfio celular, tais como hormoénios e fatores de crescimento
(PLEDGER et al., 1984), apresenta também substéncias que promovem a adesfo ¢
o espalhamento das células no substrato (BARNES, 1984). Privados destes fatores
de adesdio e de proliferacéio celular € provavel que ocorra o descolamento de
algumas células da populagfio cultivada, as quais entrariam entfio em um quadro
degenerativo. Esse menor mimero de células coincide com a reducdic na
quantidade de FN presente nas células cultivadas sem sore, conforme
identificamos com a imunocitoquimica. Concomitantemente, temos uma selegio
das células mais resistentes ¢ adaptadas as novas condigdes de cultura. Isso pdde
ser confirmado pelo crescimento que a cultura passou a exibir a partir de entéio.
Como era esperado, as células que receberam soro tiveram nm crescimento mutto
mais acentuado. Esses dados sfo coerentes com os valores do indice mitético
obtidos, pois nas culturas mantidas sem soro, a porcentagem de células em divisfio
foi menor que nos demails casos pesquisados. O padrfio de crescimento dessas
células em cultura obedecen ao padrio de células normais, sem a ocoméncia de
descolamento do tapete, o gue indicaria degeneragdo celular, ou crescimento em
multiplas camadas, o que demonstraria comportamento neoplasico (FRESHNEY,
1991).

Para as células mantidas em meio com 10% de SFB houve um crescimento

celular continuo em todos os tempos pesquisados, como mostron a curva de
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crescimento. A porcentagem de c€lulas em divisdo foi alta, se compararmos com
as amostras mantidas em meio sem soro. A diminuicdo do indice mitdtico
observada nos tempos de cultura mais avancados se deve provavelmente ao fato
das células Vero apresentarem imibicdo por contato guando o seun crescimento €
normal (FLEMING & KLISTLER, 1977; MARIA, 1994; GENARI & WADA,
1995). Sendo assim, uma vez que o tapete celular se aproximou da confluéncia,
sobretudo nas regides centrais das laminulas, houve progressivamente um menor
espaco disponivel para as células se multiplicarem. Isso se refletiu na curva de
crescimento nos Gltimos pontos anctados, os quais mostraram um crescimento
celular menos vigoroso. Nio foi observada a formacgio de grumos celulares o que
também indicou um padric de crescimento celular normal. Durante todo o periodo
de cultura, 240h no total, nfio houve descolamento celular, o que mostra uma
coeréncia com o0s resultados obtidos por MARIA (1994) gque observou
descolamento de células Vero somente em tempos superiores a 240h.

As células que cresceram em meio com 10% de SFB suplementado com
DEX apresentaram um padrio de crescimento bastante distinto das células que
cresceram em. meio com concentragéﬁ_ de S010 s_i;:niiax, mas sem  esse
glicocorticéide. Os dados do indice mitbtico revelam que a taxa de divisfo celular
¢ mais lenta. Porém, como encontramos a presenga de varios grumos, € bem
provavel que no interior dessas massas celulares também existissemn células em
divisfo, que nfo foram consideradas em nossa anélise. Os dados da cwrva de
crescimento mostram que a taxa de proliferagio das células Verc ¢ muito
semelhante tanto na presenca quanto na auséncia de dexametasona. Vimos porém,
que esse ghicocorticbide altera algums aspectos do comportamente celular. Isso

pbde ser demonstrado pela formagio dos grumos celulares nas culturas que
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receberam esse glicocorticoide. O comportamento das células na presenca de
dexametasona parece ser o de uma célula tumoral, pois células Vero com padrio
normal de crescimento ndo formam grumos, crescendo apenas em monocamadas.
Ja células Vero transformadas apresentam um padrio de crescimento diferenciado,
com a perda da inibigHo por contato e formacfio de massas celulares {GENARI &
WADA, 1995). Analisados em conjunto, esses dados demonstram que as células
Vero na presenca de dexametasona nfc sofrem alteragles na sua taxa de
proliferacdo, porém seu padrio de crescimento muda drasticamente.

O papel dos ghcocorticéides no crescimento celular € controverso. De
acordo com MAINWARING (1990), os glicocorticoides destroem linfocitos T,
granulocitos e macrofagos, bem como tumores derivados destas células. Portanto
esses hormdnios seriam capazes de inibir a divisdo celular. Mas o mesmo autor
reconhece que os glicocorticoides sfio capazes de estimular o desenvolvimento de
algumas leucemias ¢ linfomas. RAW ¢ colaboradores (1990) relatam que os
glicocorticoides podem causar leucopenia e eosinopenia, mas causam em
contrapartida um aumento na eritropoiese, a producio de eritrécitos pela medula
ossea vermelha. A hidrocortisona também ¢ relatada como um horménio que
estimula o crescimento in vitro de células MCF-7, uma linhagem de células
turnorais originanias de epitéhio mamano (HUG et al., 1986). Observou-se tambeém
a formac8o de massas celulares, denominadas domes, em cé€lulas MDCK, uma
linhagem derivada de células de rim de cachorro, quando elas sfo cultivadas em
meio hvre de soro fetal, mas suplementado com insulina, transferrina, Ts,
prostaglandina E; ou hidrocorfisona (TAUB, 1984). Nessas células foi observado
um efeito sinergistico entre a prostaglandina E; ¢ a hidrocortisona, mnduzindo o

crescimento ¢ a formacdo de domes (TAUB, 1984).
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0O dexametasona mosirou-se 30 vezes mais potente /i vive gue seu analogo
enddgeno natural, o cortisol (BERNE & LEVY, 1990). Acredita-se que esse efeito
potencializador se deva 3 presenca de wm atomo de fluor na posi¢do 9 do anel
esterdide da molécula, dtomo esse que impediria a ligagio do DEX com proteinas
transportadoras, globulinas ligantes de corticéides no soro, ¢ também conferina &
molécula uma resisténcia mator ao catabolismo dentro da célula (MAINWARING,
1990). O receptor para glicocorticides, ao qual o dexametasona se liga, ¢
citoplasmatico. Uma vez gue o receptor interage com o DEX esse complexo é
translocado para o micleo ¢ passa a agir como um fator de transcricfio, ligando-se
diretamente a sequéncias de DNA sensiveis, conhecidas como elementos
reguladores dos glicocorticdides (BERNE & LEVY, 1990), além de poder exercer
modulacio negativa em produtos de oncogenes, como c-jun e ¢-fos {(YANG-YEN
et al., 1990; SCHULE et al., 1990). Esses oncogenes codificam proteinas com
focalizac8io nuclear, sendo que muitas delas sfo fatores de transcriglc (ALBERTS
et al., 1994; LEWIN, 1994). Sabe-se também que algumas proteinas codificadas
por ¢-fos e c-jun s#o necessarias para que ocorra a progressdc normal do ciclo
| celular em fibroblastos, isto €, para que ocorra 4 divisfio celular (KOVARY et al.,
1991). No entanto, pelo que se conhece do mecanismo dos oncogenes acima
citados, se a célula for estimuiada pelo dexametasona, c¢-fos e c-jun seriam
reprimidos e teriamos entio um estimulo negativo para a divisfo cehilar,
Mecanismo simtlar € observado na inibicfio da sintese de muitas proteinas que sdo
reguladas pelo fator de transcrigiio AP-1, uma proteina oligomérica formado pelos
produtos dos oncogenes c-fos e c-jun (YANG-YEN et al., 1990; SCHULE et al.,
1990). Esse € o principio pelo gual o dexametasona inibe a sintese de

metaloproteases como a estromelisina e as colagenases (FRISCH & RULEY,
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1987; YANG-YEN et al., 1990). Pelo descnito acima, o mecanisme de agdo do
dexametasona na proliferacfo celular deve ser distinto daguele envolvido com os
ongcogenes ¢-fos € c-jun.

Sabe-se gue o dexametasona € capaz de manter a sintese de DNA em
cultura primaria de hepatSecitos cultivados em meio suplementado com
nicotinamida, sendo que na auséncia desse ghicocorticdide a sintese de DNA decat
{BARRAUD et al., 1995). Ha relatos pa literatura de que alguns plasmidios, os
quais trazem © oncogene c-ras lgado, apresentam um gene promotor gue € ativado
pelo dexametasona (FUKAZAWA et al, 1995). Hé também indicagBes de gue,
efigianto a imorializacdo de células em culiura € conferida por agdo de oncogeries
nucleares, o crescimento transformado localizado, em forma de grumos, ¢
conferido por oncogeties cujos produtos sdo citoplasmaticos (RAW et al., 1990).
Como em muitos casos, os glicocorticoides parecem ter efeitos bastante relevantes
na promogdo tumoral, agindo comeo carcindgenos (MAINWARING, 1990; HUG et
al., 1995), é possivel que o dexametasona esteja agindo nfo apenas reprimindo as
proteinas c-jun e ¢-Fos, mas também alterando de alguma forma a expressio de
algum, ou alguns, dos oncogenes cujos produtos sio citoplasmaticos. o

As culturas mantidas em meio com 20% de SFB mostraram também um
comportamento bastante distinto das demais. As células cultivadas nessas
condigdes foram as que tiveram a proliferagdo celular mais elevada, como vimos
na curva de crescimento, sem que houvesse a formacgio de grumos celulares. E
plausivel que, em altas concentragcdes de soro, neste caso 20%, o aumento
proporcional da concentragdo de hormoénios e de fatores de crescimento tenha

ievado as células Vero a crescerem de forma diferenciada .
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Apesar das alteragles do padrdo de crescimento por nds observadas nas
diferentes condigdes experimentais, a morfologia das células mantiveram-se sem
grandes variagdes. A analise morfoldgica das celulas cultivadas em laminulas foi
efetuada com resultados das observacSes do matenial corado com cresil violeta.
Fmbora tenhamos feito coloragles com hematoxilina ¢ cosina os resultados
conseguidos foram muito inferiores aos obtidos com cresil violeta, pois essa dltima
coloraglio evidenciou melhor os himites celulares. Nas amostras com 48h de
cultivo, as células até¢ entdoc mantidas com 10% de soro, apresentavam-se bem
espalhiadas com morfologia irregular sendo commm a presenga de expansdes
celulares.

Ao serem privadas de SFB, com 120h de cultivo, as células nfio sofreram
alteracoes morfolégicas evidentes. Foram encontradas muitas células com forma
poliédrica, mas essas localizavam-se nos locais onde a monocamada ja se
encontrava com uma densidade celular elevada, com células estabelecendo
contatos enfre si, diminuindo assim a area ocupada por cada uma delas. No
entanto, nas regides onde ainda havia espago para o espalhamento celular, a
morfologia das cé€lulas era muito semelhante aquelas descrita com 48h. Com 120h,
o mesmo padrio morfologico foi observado para as células mantidas com 10% e
20% de SFB. Um resultado wm pouco diferenciado foi encontrado nas células
mantidas com DEX. Como ja foi dito anteriormente, essas amostras apresentaram
um crescimento diferenciado, com formag3o de grumos celulares. A coloragio
com cresil violeta mostrou uma grande guantidade de células hipertroficas, com
nticleos de tamanho bastante aumentados, alem de citoplasma bem espalhado,
presentes mesmo em areas onde o tapete celular estava préximo a confluéncia. Nos

pontos onde tivemos crescimento clonal as células centrais eram poliédricas ¢ as
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periféricas bem alongadas, sendo o mesmo resultado encontrado nes grumos
gelulares formados.

Nae houve alteragdo na morfologia das células nos diferentes experimentos
com 240h de cultivo. Com o aumento da densidade celular, tornou-se mais dificil a
visnalizagio dos limites celulares. Algo gque nos chamou a atengic foi a
vacuolizacc encontrada nas células mantidas na auséncia de soro e nas células
que receberam dexametasona. E provavel que essa vacuolizagdo represente
actumulo de material sintetizado ou a ser degradado pelas células. Os dados por
16s obtidos para a morfologia sdo semelhantes aos descritos por MARIA (1994).
Embora tenhamos encontrado células eni degeneracio, clas estavam presentes em

quantidades bem reduzidas nesse tempo de cultivo.

AT pH 4,0 mostrou intensa metacromasia citoplasmética nas células cultivadas em
meio com DEX| tanto com 120h quanto com 240h de cultivo. Além das células
coradas, nas regides de formacfio de grumos parece haver um aciimulo de material
extracelular com caracteristica aniGnica acentnada, o que explicaria a intensa
metacromasia observada nessas regifes.

O azul de toluidina ¢ um corante catibnmico que se liga a um substraio
anidnico, fendmeno esse conhecido como basofilia. Em pH 4,0 ele pode ligar-sc a
grupos PO,~,8047 ¢ COO". O primeiro sendo encontrado nos 4cidos nucleicos,
DNA e RNA, ¢ os demais em agiicares acidos. O AT apresenta moléculas planas.
Assim quanto mais proximas as moléculas estiverem entre si, em concentracdes
elevadas, havera um aumento na interacfio entre os elétrons das mesmas, o que

causa um deslocamento do pico da curva de absorgfio espectral do corante. Assim,

de acordo com 2 concentragio de suas moléhilas, o AT pode exibir cores gue
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variam entre o verde-azulado, azul-arrouxeado, roxo ¢ até mesmo tons rosaceos
(VIDAL & MELLQ, 1987). A basofilia que o corante mostra € um azul-arroxeado.
Quando temos uma mudanga na cor para fons de verde-azulado, indicando
diminui¢do nos amions disponiveis, chamamos de basofilia ortocromatica. Ao
contrario, quando o corante passa a exibir cor roxa ou résea, indicando um
aumento na densidade dos sitios anidnicos, temos a chamada basofilia
metacromatica. E possivel que as alteragdes por nés observadas com relagio a
coloragio com AT estejam correlacionadas com os efeitos do DEX na atividade
génica ¢ secreglic celular descrita na literatura (WEINER et al., 1987; FRISCH &
RULEY, 1987; YANG-YEN et al., 1990; SCHULE et al., 1990).

Quanto ao xylidine ponceau, podemos dizer que ele é um corante anidnico
comumente utilizado para a evidenciagdo de grupos eletropositivos NH;". Nas
celulas, esses grupos estdio presentes nas proteinas e, em pH 2.5, tem-se a
evidenciagio de proteinas celulares totais (VIDAL & MELLO, 1987).

A analise de nosso material com 120h de cultivo, na presenca de SFB,
mostrou céhulas ricamente coradas pelo XP, indicando-nos um efeito promotor da

sintese proteica pelo soro. Ndo encontramos alteragBes nos padrﬁss de Qﬂlarag:ées
| néé células C.Gm 10% de SFB com e sem dexametasona, o que indica que esse
horménio nfo immterfere com a quantidade de proteinas totais sintetizadas pela
célula. Esses dados estfio de acordo com a literatura, pois embora o dexametasona
possa inibir a sintese de proteinas como as metaloproteases (FRISCH & RULEY,
1987; YANG-YEN et al., 1990) e dos colagenos I e [V (WEINER et al.,1987), ele
estimula a sintese de peptideos como a o, -glicoproteina acida, uma proteina sérica
envolvida em processos inflamatérios (BAUMANN et al., 1983; GROSS et al.,

1984). Também ndo encontramos diferengas de coloracBo entre as células que
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receberam 10% e 20% de SFB, o que nos indica que o fatores promotores da
sintese proteica presentes no soro devern atingiy um patamar de estimulagdo com
concentractes em torno dos 10%. Os mesmos resultados foram vistos com 240h de
cultura. Nesse tempo de cultive também encontramos vacuolizagio abundante em
material ndo corado pelo XP, nas células mantidas sem SFB e com 10% de S5FB
mais DEX. Embora essa mesma vacuolizagio tenha sido encontrada também nos
demais casos, ela estava presente em gquantidades muito baixas ¢ em poucas
regides do tapete celular.

Esses dados analisados em conjunto aos obtidos com a coloragfio com o
AT, nos indicam que a vacnolizagfo encontrada no citoplasma das células coradas
com cresil violeta nfo ¢ actmulo de material proteico, nem de RNA ou agficares
dcidos. Eles nos indicam também que o DEX e a maior concentragdo de soro
estimulam a sintese de um material extracelular de natureza proteica e também
com caracteristicas anidnicas. Encontramos células intensamente coradas pelo XP
nos grumos celulares induzidos pelo DEX o que mostra também que essas massas
celulares apresentam uma grande quantidade de proteinas.

A imunocitoquimica das células cultivadas sobre laminulas mostraram j&
com 48h de cultivo gue as cé€lulas sdo capazes de seére‘ia,r éﬁlé,geﬁo {V, desta
forma construindo um ambiente mais favoravel ac seu crescimento. EHssa
capacidade mosirou-se extremamenie reduzida nas céhulas que foram cultivadas
sem SFB. As células que cresceram com 10% de SFB, com a progressdo do tempo
de cultura, mostraram uma intensificacfio do depésito de coldgeno IV. Esses
resultados nos levam a supor que, para que a deposigiio de colageno IV ocorra in
vitro, s30 necessarios estimulos provenientes de fatores séricos. As amostras que

foram cultivadas com a presenca de DEX mostraram, ao contrério, raras regides
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onde o colageno IV foi detectado, tanto com 120h como 240h de cultivo. Isso nos
sugere que o DEX possa reprimir a sintese de colageno IV em células cultivadas
sobre laminulas, o que nfo acontecendo quando as células foram cultivadas sobre
o gel de colageno tipo I. Resultados semelhantes foram descritos na literatura em
célnlas cultivadas em laminulas para a sintese de outros tipos de colageno.
HAMALAINEN e colaboradores (1985) encontraram uma redugfio na sintese de
RNAm para pré-COL 1 guando fibroblastos de pele foram tratados com cortisol
(s mesmos autores enconfraram também um asumento na velocidade de
degradagfio do mesmo RNAm (HAMAILAINEN et al., 1985). Efeito semelhante
foi obtido com o uso de dexametasona (RAGHOW et al., 1986). Ha porém
descricGes de resultados opostos. FURCHT e colaboradores (1979) obsevaram que
o DEX estimula a sintese e o depdsito de colageno in vifro. Cabe ressaitar porém,
que nesses trabalhos, as células usadas apresentavam comportamento transformado
(FURCHT et al,, 1979). Com 20% de SFB observamos também intenso depésito
de material extracelular com aspecto fibrilar evidenciado pela imunocitoguimica
para colageno IV. Isso corrobora nossa observag#o de que a secreglio de colageno
¢ estimulada pelos fatores séricos. - | o |

Quanto a analise imunocitoquimica da fibronectina, embora presente no
SFB, a forma plasmatica difere em alguns aspectos da encontrada na superficie
celular (HYNES, 1990). O anticorpo utilizado nesse trabalho reconhece apenas a
chamada FN celular e n3o a forma soliivel encontrada no soro.

Encontramos nas células colhidas com 48h de cultivo, uma alta
concentracio de FN na superficie celular. Pudemos observar uma distribuicfo
pontual ¢ homogénea da FN nas células, além da presenga intracitoplasmatica da

mesma. Nas células que foram colhidas com 120k, todas as amostras mostravam
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reducdo na reagdo para FN, exceto as células que foram cultivadas com 20% de
SFB. Nas amostras que cultivamos sem SFB ou mesmo com 10% de soro,
encontramos ao final do cultivo uma distribuigio amorfa, porém restrita a algumas
regides do tapete celular. As células que receberam sore mostravam um discreto
aumento da guantidade de FN o que indica que a sintese da mesma ¢ estimulada
pelo SFB. Ja as amostras tratadas com o DEX mostravam uma distribuicio
também desorganizada, porém com um aspecto mais homogéneo no tapete celular.
Além disso nos grumos celulares presentes nas células tratadas com DEX,
detectamos intenso acimulo de FN, maior que em todas as demais amostras. Isso
nos leva a supor que o DEX de alguma forma possa estar alterando a expressio de
FN. A influéncia do dexametasona na sintese de fibronectina vem sendo avaliada
nos ultimos anos. RAGHOW e colaboradores (1986), ndo encontraram gualquer
alteragfio na sintese de FN gquando fibroblastos de raio foram tratados com DEX.
Porém a maior parte dos relatos mostra que os glicocorticoides sfo capazes de
aumentar os niveis de FN em varios sistemas celulares, entre eles fibrobiastos de
pele humana ftransformados pelo wvirus SV-40, hepatéeitos de rato, células
endoteliais humanas, células de ghioma de rato ¢ células intestinais (HYNES,
1990). FURCHT e colaboradores (1979) mostraram que o DEX pode reestimular a
sintese ¢ levar ao acimulo de FN em células transformadas, que a perderam como
um dos primeiros sinais de transformac#o celular.

0 mecanismo pelo qual os glicocorticoides regulariam a expressfio de FN
ainda é incerto. O gene promotor para a sintese de fibronectina estd sobre
influéncia de muitos reguladores de tramscrigio em potencial, entre eles os
glicocorticbides. Uma vez que os hormonios esterdides atuam frequentemente via

controle transcricional, € possivel que a transcrigdo da FN seja regulada
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diretamente pelos esterdides (HYNES, 1990). Dessa forma o DEX agiria
diretamente no controle da transcricBo génica. Mais recentemente, outros autores,
trabalbando com linhagens de fibrossarcomas, sugeriram a existéncia de um
controle poés-transcricional da FN, devido a alteracio na estabilidade do sen
RNAm (FHRETSMANN et al., 1995)}. Cabe ressaltar que embora 0 DEX induza
ao acumulo da FN, perdida nos processos de transformacio celular, ele ndo
restaura o crescimento celular normal, sendo que as células continuam a expressar
o seu comportamento fransformado de crescimento (FURCHT et al., 1979).

Um arranjo semelhante as células tratadas com DEX foi observado nas
culturas mantidas com 20% de SFB, onde encontramos uma distribuigdo pontual e
homogénea. A quantidade de FN presente nesse ¢aso era maior que nas amosiras
cultivadas S/SFB ou com 10% SFB, o que reforga nossa observago de que o soro
estimula a sintese de fibronectina.

Na analise feita por microscopia eletrdnica de varredura (MEV) foi
encontrado uwm aumento no namero de células em relago ao aumento da
concentragdo de SFB no meio de cultivo. Isso ja era esperado, pois como ja
mencionado, no soro fetal existem varios fatores que estimulam a proliferagic
celular, como fatores de crescimento e horménios (PLEDGER et al., 1984,
FRESHNEY, 1991). Isso foi demonstrado também nos resultados da curva de
crescimento onde pudemos verificar que a proliferacfo celular € estimulada pela
concentracio crescente de SFB.

O soro fetal contém também elementos promotores da adesfio celular
(BARNES, 1984). Dentre eles o mais conhecido e estudado € a fibronectina. Esta
glicoproteina € uma das responsaveis pela adesio de células ao colégeno, agindo

como um elo de ligagfic entre este e as integrinas, que sfo proteinas integrais de



102

membrana plasmatica. Neste trabalho demonstramos que as ¢élulas Vero aderem
ao colageno mesmo na auséncia de SFB. Isso sugere que estas células devam ter
receptores diretos para o colageno ou proteinas de superficie capazes de interagir
com este elemento. Contudo como as células estio com atividade de sintese, nio
podemos excluir o fato de que a adesfio das células ao gel de coldgeno em meio
sem soro seja mediada por fibronectina celular recém sintetizada. Foi mostrado
também, através da MEV, que as células depositam algum material fibrilar sobre o
gel mesmo na auséncia de soro. A regulagio pelo substratc da produgio de
componentes de MEC pelas células € um assunto bem descrito na literatura (HAY,
1984; MAUCH et al, 1988; STREULI & BISSEL, 1990; GRINNELL, 1994;
GOLOMBICK et al., 1995). Em todos esses trabalhos o enfoque principal é o
papel do substrato no estimulo 2 biossintese de colageno. HAY (1984) sugere que
o colageno € um dos primeiros componentes de MEC a ser secretado pelas células
e GOLOMBICK e colaboradores (1995) mostraram que c¢élulas de tumores de
ovario sio capazes de secretar colageno IV mesmo na auséncia de SFB.

O SFB mostrou ser um forte estimulo & adesfio e ao espalhamento celular
sobre o colageno pois, como vimos, nas céluilas. man;idas com 10% de s010, a
quantidade de células arredondadas € muito menor do que as encontradas na
auséncia de SFB. GRINNELL & BENNETT (1981) realizaramn um experimento
onde fibroblastos humanos aderem-se a géis de colageno. Esses autores puderam
verificar que a adi¢do de fibronectina no meio de cultura proporciona um total
espalhamento num intervalo de 30-60 minutos, ao passo que gquando esses
fibroblastos sfo cultivados em meio com soro livre de fibronectina, as mesmas
células necessitaram de um tempo em torno de 2h para se espalharem totalmente

sobre o substrato. Foi descrifc também que na presenga de fibromectina, o
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espalhamento de células BHK em géis hidratados de colageno ¢ mais rapido que
na auséncia dessa proteina (GRINNELL & BENNETT 1981). A fibronectina
estimula a adesfo ao colageno de células de ovario de hamster chinés (células
CHO), além de mfluenciar em outros aspectos do comportamento celular, como a
morfologia ¢ a migragdo, sem entretanto interferir na taxa de proliferagiio celular
(SCHOR et al., 1981).

Em mnosso trabatho, nio foi adicionado fibronectina ao meio de cultura.
Porém, como cultivamos células na presenga ou auséneia de SFB, a fibronectina
foi um dos muitos fatores que foram excluidos nessa altima condicdo. Dessa
forma, nossos resultados podem ser comparados aos dos autores acima citados
(SCHOR et al., 1981; GRINNELL & BENNETT 1981), ainda que com um certo
cuidado, pois na auséncia de soro tem-se também a privacdo de varios fatores
importantes para a fisiologia celular. Aqui a presenga de soro estimulou o
espaihamento celular sobre o gel de coldgeno, mas ndo podemos afirmar que esse
estimulo seja devido a fibronectina, pois o soro apresenta outras proteinas
importantes para a adesfio celular, tais como a condronectina e osteonecting
(BARNES, 1984), essa ultima mais citada na literatura recente como SPARC, sigla
ingiesa, para profeina dcida secretada ?ﬂica em éis.tez’ﬂa (SAGE & BORNSTEIN,
1991).

No que diz respeito as células cultivadas em meio com 10% de SFB mais
DEX sobre o colageno, parece nfio haver alteragdes significativas na adesdio e no
espalhamento celular. Ao contrério dos demais amostras pesquisadas, as células
Vero na presenga de dexametasona, com 24h de cultivo, nic apresentavam
material fibrilar ou vesicular depositado na superficie do gel, quando observado

em MEV. Ha na literatura referéncias que mostram que o cortisol diminui a sintese
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¢ aumenta a degradaciio de RNAm para o colageno (HAMALAINEN et al., 1985)
¢ seu analogo sintético, o0 DEX, apresentarou o mesmo efeito (RAGHOW et al.,
1986). Esse autor sugere um mecanismo de influéneia pré-traducional para a
mnibigdo da sintese de colageno pelo dexametasona. WEINER e colaboradores
(1987) foram ainda mais longe, mostrando que o DEX inibe a expressio dos genes
para os colagenos I e IV. Porém os resultados acima citados foram obtidos para
celulas cultivadas em laminulas ¢ nfio em substratos colagénicos como em nosso
trabalho.

Com 20% de SFB pudemos notar uma otimizacio da adesiio celular. Ha
referéncias na literatura de que o aumento da concentragio de SFB prejudica a
adesdo de células CHO (SCHOR et al., 1981). O mecanismo deste fenémeno ainda
afo € totalmente conhecido. Sabe-se que algumas proteinas da MEC, tais como a
SPARC, trombospondina e tenascina, em alguns casos, podem agir como fatores
anti-adesivos. Acredita-se que isso ocorra devide a um antagonismo dessas
proteinas com a fibronectina (SAGE & BORNSTEIN, 1991). Resultados
semelhantes nfo foram encontrados nesse trabalho. Também foi observado na
anglise por MEV, um aumento na quantidade de microvilosidades presentes na
superficie celular. Essas microvilosidades encontradas podem ser uma forma da
celula interagir com o meio extracelular e/ou meio de cultura, e sua ocorréncia
pareceu ser também estimulada por fatores presentes no soro fetal.

O que mais nos chamou a atengfo nas amostras cultivadas com 20% de
SFB, foi a intensa sintese de material fibrilar secretado sobre a superficie dos géis
de colageno. A andlise por MEV mostrou que, em muitos pontos, esse material
fibrilar chegou a assumir uma forma de rede localizando-se imediatamente abaixo

das celulas. Quer nos parecer ainda que as células Vero estejam tentando organizar
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uma estrutura semclhante a uma limina basal. A produgio de componentes de
lémina basal em células em cultura ¢é algo ja descritc. J& foi demonstrado
anteriormente que células tumorais de ovéario produzem colageno IV e laminina,
mesmo se mantidas em meio de cultura definido e sem SFB (GOLOMBICK et al,,
1995).

Os resultados obtidos pelo ensaio em microplacas para avaliagiio da adesfio
celular sdo perfeitamente coerentes com os da microscopia eletronica de varredura,
onde o soro fetal mostrou-se um agente promotor da adesfo celnlar. Nio houve
também alteragdes significativas na adesfo das células cultivadas em 10% de SFB
com ou sem dexametasona. Algo que pode ser visto também nesse experimento é
que na presenca de colageno as células diminuiram sua taxa de proliferagio. Isso é
I6gico se considerarmos que substratos colagénicos induzem um certo grau de
diferenciagfio celular e que quanto maior o grau de diferenciacfio de uma célula,
menor 2 sua capacidade proliferativa.

Outro dado relevante mostrado pelo experimento € que, ac contrario do que
revela curva de crescimento, nas células cultivadas diretamente sobre a placas,
vemos o dexametasona como um agente estimulador do crescimento celular, poisa
quantidade de células encontradas nesta condi¢3io experimental foi maior do que a
encontrada nas células cultivadas na mesma concentragfo de soro, sem o referido
esterdide, € na auséncia de um substrato colagénico. Esses resultados mudam
quando analisamos esses mesmos dois casos em um gel de colégeno, onde vemos
um crescimento uniforme para ambos.

Observamos também em nosso material que as células cultivadas sobre o
gel de colageno induziam a contragdo deste substrato. A contraciio do gel de

colageno pelas células cuitivadas no mesmo, é um dado amplamente descrito na
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literatura (BELL et al., 1979; HARRIS et al_, 1981; STOPAK & HARRIS, 1982;
ALLEN & SCHOR, 1983; GUIDRY & GRINNELL, 1985; REED et al. 1994). De
acordo com ALLEN and SCHOR (1983), que trabalharam com fibroblastos da
derme, as interagfes célula-célula ndo contribuem significativamente para o
processo de contragdo do gel, sugerindo que as células possam exercer tensdo
sobre as fibras coligenas que as rodeiam. GUIDRY & GRINNELL (1985)
mostraram que durante a reorganizacgfo do gel, apenas 5% de colageno foi
degradado, embora o volume do gel tenha diminuido em 85%. Esses mesmos
autores mostraram que o SFB ou fatores secretados pelas células no meio de
culfura na presenga de soro, promovem a contragic do gel.

REED et al. (1994) mostraram que fibroblastos humanos extraidos de
doadores de varias idades, de 26 a 92 anos de idade, sdo capazes de contrair um
gel de colageno na presenga de TGF-B1. Outro fator que parece estar envolvido na
contragdio do substrato colagénico € a atividade funcional do citoesqueleto. Isso foi
demonstrado por BELL e colaboradores (1979), que conseguitam a inibigdo da
confraciio de um gel utilizando colchicina ou citocalasina B, o que demonstra o
envolvimento dos microtibulos ¢ dos filamentos de actina, respectivamente, neste
pProcesso.

A contracfo de géis de coldgeno vem sendo considerada como um evento
analogo a retragdc tecidual que ocorre duranie a regeneragic de lesdes
{(GRINNELL et al., 1987; TOMASEK et al., 1992; GRINNELL, 1994), mas outros
autores a correlacionam também com o processo de morfogénese tecidual durante
o desenvolvimento embrionarioc (HARRIS et al., 1981; STOPAK & HARRIS,
1982). Essa coniraglo do gel é um evento que pode gerar tensdes biomecénicas

que, segundo se acredita, sfo mediadas pelas células, mesmo ¢ mecanismo
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envolvido no processo ndo esteja esclarecido. Para ALLEN & SCHOR (1983)
existem hoje duas vises sobre a contragio do gel. Uma delas diz que a forma
celular pode ser diretamente responsével pela geracio de tensiio no gel, num
processo analogo a contragfio muscular. Outra diz que as alteragdes do gel sio
passivas, € seriam uma consequéncia secundaria do movimento centripeto das
fibras colagénicas por forcas de tragio geradas ao longo da membrana plasmética.
Nessa fltima hipétese, proposta por HARRIS e colaboradores (1981), os autores
sugerem que essas forcas de trago sejam uma combinagio de forgas de motilidade
e de contractibilidade que a célula exerce tangencialmente sobre a superficie do
gel, ou seja, a contragdo do gel ocorrere guando as células se espatham e se
alongam, e ndo porque as células j4 alongadas se retrairiam (HARRIS et al,, 1981;
STOPAK & HARRIS, 1982; GRINNELL, 1994).

Apés a contragdo de um gel de colageno o mesmo pode estar em duas
situagBes distintas: (1) a de um gel ancorado ao seu respectivo substrato, ou (2)
um gel flutuanie no meio de cultura. Para GRINNELL (1994) em ambos os casos a
contragdio se da de forma similar, envolvendo além das integrinas véarios fatores
extracelulares. Mas uma diferenca marcante encontra-se no resultado final, pois
contragbes de géis flutuantes resultam em tecidos mecanicamente relaxados,
enquanto gue geis ancorados formam tecidos mais estressados (GRINNELL,
1994). Como consequéncia da contracio e tensionamento do gel, a célula passa a
ser exposta a diferentes forgas biomecanicas que podem trazer alteragdes no seu
comportamento. GRINNELL (1994) relacionou essas forgas e as consequéncias
das mesmas com a fisiologia celular. Assim em um gel flutuante, a tensfo exercida
pelas fibras € distribuida isotropicamente, e em um gel ancorade a tensfo é

distribuida anisotropicamente. Quando um gel que estava inicialmente ancorado ao
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substrato € liberado deste por processo de contragdio, toda a tensfio que estivesse
concentrada no gel ¢ dissipada, num fenémeno muitas vezes chamado de
relaxamento de estresse. Ainda, segundo esse mesmo autor, todas essas forgas
exercem influéncia na proliferaglio ¢ na morfologia celular e no tipo de produtos
secretados. Por exemplo, células cultivadas em géis ancorados apresentam um
aumento na sintese de DNA e no nimero de celulas presentes no substrato. Ja em
células mantidas em géis flutuantes ocorre a redugio destes parimetros. Isso
parece refletir uma diminuiglio da resposta celular aos fatores de crescimento
(GRINNELL, 1994).

Vérios relatos na literatura mostram que a contragio de géis de colageno
esta relacionada com a presenga de soro fetal bovino (ALLEN & SCHOR, 1983;
GUIDRY & GRINNELL, 1985; GILLERY et al, 1986, MARJIA, 1994).
Observamos aqui que, nos tubos mantidos sem soro e com 10% de SFB, com 120h
de cultivo, existia 100% de contragfic e os substratos passaram de uma condigiio
de géis ancorados para géis flutnantes. Uma explicaglo para o fato das amostras
sem $01¢ apresentarem o mesmo padriio de contragfo do substrato que as amostras
mantidas com 10% de SFB, falvez tenha sido a propria mﬁioéolegia_ empre_gada |
nesse trabalho, onde todas as células cultivadas nas 48h imiciais receberam
complementagdo com soro fetal bovino. Nosso protocolo procurou climinar esta
possibilidade e, ap6s esse tempo de cultivo, algumas amosiras foram lavadas com
solugdio salina de Hanks com o objetivo de eliminar do gel possiveis substancias
secretadas pelas células, ou mesmo produtos do seu metabolismo, o0s quais
poderiam estimular & contragfio do gel de coligeno. Como j& mencionado,
substincias com atividade na contragfo do gel presentes em meio de cultura

condicionado foram demonstrados nos trabathos de GUIDRY & GRINNELL
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(1985). E possivel que muitas destas substincias ndo tenham sido eliminadas, pois
clas podem ter se difundido e penetrado no interior do gel de colageno, sendo
necessaria uma lavagem mais drastica para que sua remogfo pudesse ocorrer, No
entando este procedimento poderia alterar o padrio de crescimento das células no
gel, pois poderia comprometer a integridade e/ou a estrutura deste Gltimo. Um
resultado inesperado foi o fato de que, com 120h de cultivo, nas amosiras mantidas
em meio suplementado com 20% de SFB, houve comtracdo total dos géis em
apenas 50% dos casos, bem abaixo de amostras com concentragdes inferiores de
SFB. Teoricamente baseando-se em rvesultados de outros autores (ALLEN &
SCHOR, 1983; GRUIDRY & GRINNELL, 1985; GILLERY et al., 1986; MARIA,
1994}, era esperado exatamente ¢ conirario. Nossos resultados indicam que a
contragdo do gel seria menos vigorosa em concentragdes muito altas de soro fetal
bovino. E possivel que haja uma concentragio étima de soro para que a contragio
ocorra. Se 1ss¢ realmente ocorrer essa concentragio 6tima de soro seria em torno
dos 10%. Ndo se enconira na literatura dados que possam explicar esse
comportamento, pois ndo foi avaliado até o momento o efeitoc comparativo de
concentragdes crescentes de SFB na contraglo de géis de colageno. O fendmeno
da contragdo do gel tem sido estudado apenas na auséncia ou na presencga de soro
(ALLEN & SCHOR, 1983; GRUIDRY & GRINNELL, 1985; TOMASEKX et al.,
1992; REED et al., 1994; CHIQUET-EHRISMANN, et al., 1994; MARIA, 1994).
A {mica referéncia de wma analise comparativa de concentracBes crescentes de
SFB no processo de coniragfio de substratos 3D de colageno foi encontrada no
trabalho de GILLERY e colaboradores (1986), nc entanto esses autores nio

usaram conceniragOes superiores a 10% de SFB em seus experimentos.
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Com relagio aos efeitos do dexametasona no processo de contragiio do gel
de coligeno ainda ndo existem dados descritos na literatura. Ao que parece ele
pode exercer influéncia sobre esse processo pois as células mantidas com
dexametasona tiveram todos os seus géis contraidos mas com um ligeiro atraso em
relago as céhulas mantidas nas mesmas condigBes sem esse glicocortictide. Como
ja foi dito, a contraglo € mediada nfo sé por integrinas e pelo citoesqueleto
(BELL, et al., 1979; ALLEN & SCHOR, 1983; GRINNELL et al, 1987) mas
também por ouiros fatores extracelulares ainda nfio identificados mas presentes no
meio de cultura condicionado por fibroblastos (GRUIDRY & GRINNELL, 1985;
GRINNELL, 1994). Os glicocorticoides podem inibir a sintese de algumas
proteinas que sdo comumente secretados pelas células no meio de cultura (YANG-
YEN, et al., 1996; WOESSNER Jr, 1991; EKBLON et al, 1993). Assim ¢ DEX
poderia exercer wma regulac#o negativa no processo de contragdo de substratos
colagénicos por inibir a sintese de fatores extracelulares que a estimulem. No
entanto os resultados aqui apresentados nfo foram conclusivos o bastante para que
possamos afirmar o real efeito do dexametasona no processo de contraglo de géis
de colageno tipo L

Uma oufra constatacdo interessante ¢ gue nas amostras onde observamos
um retardamento da contragfio do gel, com 10% SFB mais DEX e com 20% de
SFB, correspondem exatamente aos casos onde as células foram impedidas de
migrarem para ¢ interior do substrato. Cabe ressaltar que a natureza ¢ a quantidade
dos componentes depositados pelas células no gel € diferente nos casos onde a
infiltragfo ocorre ¢ onde ela ¢ blogueada. Nas amostras onde a contrag8o ¢ mais
vigorosa , detectamos grandes quantidades de material anidnico, proteico, além de

FN, enquanto que nos casos onde a contracdo € mais lenta detectamos material
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amidnico, porem em menor quantidade, e COL TV. Isso nos faz sugerir que a
reorganizacdo das fibras colagénicas, a qual é atribuida o fendmeno de confragio
de géis de coldgeno, pode ser modulada de alguma forma por (1) FN ou ouiras
proteinas secretadas pela célula; (2) achcares sulfatados e/ou carboxilados
presentes na matriz colagénica; (3) cargas negativas depositados no gel de
colageno ou (4) uina interac8o dos varios fatores anteriores. Nossos resultados nfo
nos permitem firar conclusSes sobre qual, ou guais destes fatores poderiam
participar do processo de contragio de géis de colageno, mas nos ddo indicios de
que este fendmeno ndo seja apenas mediado por trensfo mecanica exercida pelas
células.

As células Vero cultivadas sobre os géis de colageno tipo I mostraram um
comportamento diferenciado em relac8io as que cresceram em laminulas de vidro.
Com 48h de cultivo encontramos regides onde as células mostravam crescimento
em monocamada e também algumas regides onde obtivemos a formagio de
estratos celulares, com duas ou trés camadas. Como o padrio normal de
crescimento dessas células é em monocamadas (FLEMING & KISTHER, 1977;
MARIA, 1994; GENERI & WADA, 1995) a estratificagdo encontrada ja nos
mostra um certo grae de diferenciag@o induzida pelo substrato. Além dessas
alteragbes no padrio de crescimento celular, encontramos também variacdes na
morfologia apresentada pelas células, sendo gue nas regidies do substrato onde as
células cresceram em monocamadas, essas mosiravam formas bem achatadas
enquanto que nos pontos de estratificacfio, as células das camadas mais baixas
mostravam-se arredondadas ou poliédricas e nas camadas mais superficiais as
ceélulas muitas vezes apresentavam forma achatadas. Essas caracteristicas lembram

muito as de um epitélio pavimentoso simples ¢ as de uwm epitélio estratificado
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pavimenioso, respectivamente (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1990). Também
com 48h de cultivo encontramos alguns pontos de infiltragdo para o interior do gel.
Trabalho anterior relata a presenga dos processo de infiliracBio com 120h de
cultivo (MARIA, 1994), embora a autora nfio tenha colhido amostras com menor
tempo de inoculacdo.

A migracio de células para o interior de géis 3D de coldgeno tipo I é um
fenbmeno ainda nfc totalmente esclarecido. LIOTTA e colaboradores (1983)
dizem que a migragfo celular através da MEC in vivo s6 & possivel com a
producio de proteases. De fato, em eventos como a invasfo tumoral, migragio de
leucécitos e nidagfo das células trofoblasticas no inicio do desenvolvimento
embrionario, sdc fendmenos onde se observa a locomogic de células através da
matriz exiracelular e ocorre a produgdo de metaloproteases (WOESSNER Jr, 1991;
KLEINER Jr & STETLER-STEVENSON 1993). Ja existem relatos na literatura
que sugerem a secregdio dessas enzimas, como as colagenases, pelas células Vero
quando essas sdo cultivadas em substratos de colageno tipo I, como esponjas
cristalizadas (WADA & VIDAL, 1991) e géis 3D (MARIA, 1994). No entanto,
MARIA (1994) levantou a hipétese de que as células Vero possam ter migrado
para o interior do gel através de um rearranjo das fibras colagénicas. Sabe-se que
durante a contragdo de géis de colageno I, apesar de haver uma diminuigdo
bastante significativa do didmetro ¢/ou altura do gel (ALLEN & SCHOR, 1983;
GRUIDRY & GRINNELL, 1985; TOMASEK, 1992; REED et al, 1993;
CHIQUET-EHRISMANN, et al., 1994; MARIA, 1994), pouca degradagic do
colageno pdde ser registrada (GRUIDRY & GRINNELL, 1985). Sendo assim,
seria plausivel que, in vifro, a migragfo celular através de uma matriz colagénica

pudesse ser consequéncia apenas de um rearranjo da mesma promovido pelas
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células. /n vivo porem, em fenOmenos como a invasfio tumoral e a migracgio
lencocitaria durante a resposta inflamatdria, a parece que a degradagdo da MEC
seja necessaria para a migracio celular.

Com 120h de cultivo, pudemos observar que, nas amostras que foram
maintidas sem soro, houve um aumento do niimero de células nos estratos, sem que
ocorrecem alteragdes morfolGgicas nas mesmas. Nas amostras cultivadas com 10%
de SFB o mesmo padrfo foi observado, ocorrendo no entanto uma discreta
intensificacfio no numero de pontos de infiliragio para o interior do gel. Nas
culturas que receberam DEX ou 20% de SFB, nio foi notado infiltragfio. Em todos
os casos descritos acima, as células presentes no interior do gel apresentavam
morfologia arredondada ¢ granulacBes ao seu redor. Essas granulacdes foram
evidenciadas nfio apenas pelo xylidine ponceau, o que indicou sua natureza
proteica, mas também pelo azul de toluidina, o gue nos informou a sua riqueza em
grupos amobnicos COO™ efou SO; que em pH 4,0 estdo presentes apenas em
agiicares acidos. Essc material possivelmente corresponde a glicosaminoglicanos
¢/ou proteoglicanos ou outros elementos de MEC. Resultados semelhantes foram
também obtidos por WADA & VIDAL ( 1991), em células Vero cultivadas em
csponjas liofilizadas de colageno tipo I, e por MARIA (1994) que cultivou as
mesmas células em géis 3D de colageno também do tipo L. Em ambos os casos os
autores enconiraram modificacies nos substratos na forma de depdsitos de
material extracelular metacromatico.

GOLOMBICK e colaboradores (1995) mostraram que células UWOV,,
uma linhagem estabelecida a partir de tumores de ovario, sdo capazes de produzir
colageno 1V, lamimina, glicoproteinas, proteoglicanos e édcido hialurénico.

Fibroblastos embrionarios de pele humana em cultura também se mostram capazes
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de secretar ndo apenas glicosaminoglicanos livres, mas também proteoglicanos
(COSTER et al., 1979). A importdncia da secregfio desses componentes da MEC
reside no fato de que, /n vivo, os glicosaminoglicanos tém importante participagio
em interacSes célula-célula e célula-substrato, além de exercerem influéncia na
proliferagdo celular e na prépria estabilizagdo do fenétipo celular (TOOLE, 1981).
Com 240h de cultivo para as célalas cultivadas sem soro fetal ndo
observamos alteragGes tanto da morfologia celular quanto da migracdio para o
interior do gel. As células que receberam 10% SFB mostraram a0 contrério,
intensa infiltracfio para o interior do substrato. Interessantemente, nos casos onde
as células foram tratadas com DEX a infiltraciio foi blogueada e as células Vero
contfinuaram a manter caracteristicas tipo cpiteliais. Podemos supor que nesse
sistema, moléculas do DEX difundiriam-se através das biomembranas a ligar-se-
1am 208 receptores para glicocorticoides, esse complexo seria entdo translocado
para o nicleo onde reprimiria o fator de transcrigio AP-1, o gual ¢ codificado
pelos oncogenes c-fos € c-jun, (YANG-YEN et al., 1990; JONAT et al., 1990;
SCHULE et al., 1990). A repressio de AP-1 leva a diminuicdo na sintese das
colagenases, além de véarias outras proteases (JONAT et al., 1990). Sendq assim, 0
biééﬁeié cia. iﬁﬁiﬁagﬁé para. o mierior do substrato colagénico pelo DEX,
corrobora a hip6tese de que ela ocorra basicamente através de agiio proteolitica.
Resultados semelhantes foram obtidos também nas amostras cultivadas com
20% de SFB. Um dos componentes presentes no soro é a o,-macroglobulina (06-
M). A op-M ¢ uma das maiores proteinas plasmaticas dos seres humanos, com Mr
de 725.000, e que possui varias proteinas homologas em todos os vertebrados
(BARRETT, 1981). Essa proteina apresenta maior afinidade para as colagenases

que o proprio substrato das mesmas, sendo os valores de seu Koo/K,, (M0 'x107)
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para a 0p-M € de 280 em comparagio com ndmeros em torno de 0,1 a 11 para
varios tipos de colageno (WOESSNER Jr, 1991; NAGASE et al, 1994). A
inibigdo de colagenases, assim como para outras enzimas, pela 0,-M se deve a
uma regido do inibidor conhecido como regifio bair. A enzima se liga a essa regifio
e a cliva, o que leva a alteragBes conformacionais no inibidor que entfo se liga
covalentemente 3 enzima através de um rearranjo de ligagdes tioésteres. Nessa
forma modificada, a enzima perde sua atividade, nfio podendo portanto clivar o seu
substrato (WOESSNER Jr., 1991; NAGASE et al., 1994). O uso de 20% de SFB
foi no intuito de simular um aumento na concentragio de 0-M, um inibidor da
atividade enzimatica das colagenases. Nesse caso, a infiltragio para o interior do
substrato colagénico também foi bloqueada.

Apesar de termos bloqueado a infiltragiio das células onde esta ndo tinha se
iniciado, tanto com 120h como com 240h de cultivo, encontramos regifes onde as
células Vero ja habitavam o interior dos géis, mesmo quando cultivadas na
presenga dos inibidores de colagenases. Atribuimos isso ao fato de que com 48h de
cultivo ja termos encontrado alguns pontos de infiltragio. E interessante ressaltar
que, mesmo na presenga dos inibidores usados, o comportamento das células no
interior do gel nfc se alterou, pois encontramos modificagfes no substrato na
forma de granulagdes evidenciadas por HE, XP e AT, assim como aquelas
encontradas nas células que foram cultivadas sem esses inibidores. Ao que parece,
a sintese de metaloproteases, como as colagenases, € regulada por um mecanismo
independente da secreglio de proteinas e/ou glicosaminoglicanos, ac menos guando
as ¢€lulas estfo imersas na matriz colagénica.

Nossos dados nfo s@o conclusivos em avaliar a2 eficiéncia dos inibidores

empregados. Porém podemos afirmar porém que a inibigdo pelo aumento das
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concentragbes de SFB, afribuida aqui a op-macroglobuling, apresenta menor
interferéneia no crescimento celular se comparado com o dexametasona, 1850
tomando como base os resulitados obtidos com as células cultivadas sobre
laminuias, onde observamos a formac8c de grumos celulares induzidos pelo DEX
em varias regies do tapete celular. Cabe ainda resaltar que quando as células
cresceram em substrato colagénico, essas alteracSes de comportamento celular
desapareceram por completo.

QOutro resultado que nos chamou a atengfo foi, nas células cultivadas com
20% de SFB sobre os géis de coligeno e coradas com azul de toluidina, a presenga
uma regifio acelular levemente evidenciada pelo AT logo abaixo dos estratos
celulares. Esses resultados, mais os da microscopia eletrdnica de varredura onde
encontramos um material fibrilar reticulado entre as células e o gel colagénico,
fizeram-nos levantar a hipdtese da formagdo de uma lmina basal nas células que
ndo infiltraram para o interior da matriz colagénica. Este resuitado ¢ compativel
com o descritc por outros autores com relacfic a produgfio de componentes de
membrana basal por células in virro (STREULI & BISSIL 1990; GOLOMBICK et
al., 1995). Os resultados da imunocitoquimica confirmaram essa hipotese.
Obtivemos reagfio positiva para colageno IV tanto nas amostras manﬁdés éem.
DEX como nas culiivadas com 20% de SFB. Pudemos detectar a presenga de
colageno IV ja com 48h de cultivo, quando as células organizavam-se como uma
monocamada sobre o gel, embora a deposiclo encontrada nfo tenha sido
homogénea sobre o substrato. Analisando em conjunto esses dados, podemos
constatar que as células Vero foram capazes de organizar um membrana basal rica
em coldgeno IV, mas também com a presenga de glicosaminoglicanos. Assim

nossos resultados dizem que as células Vero, ao serem cultivadas sobre géis 3D de
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colageno tipo I, nas primeiras horas de cultivo, tentam organizar uma membrana
basal. Apés um certo periodo de incubagio, entre 48h e 120h, elas s#o capazes de
se infiltraremn para o interior do substrato, permanecendo entdo imersas em uma
matriz colagénica, devido a aclio de colagenases. Esses resultados s@io compativeis
com os descritos anteriormente por MARIA (1994).

Observagdes semelhantes as nossas foram descritas também para outros
tipos celulares. Fibroblastos quando cultivados em géis 3D de colageno I invadem
a matriz ¢ adquirem forma alongada no interior da mesma (SCHOR, 1980), o
mesmo se dando com células mesenquimais embrionarias (HAY, 1990) e células
de ovario do hamster chinés (SCHOR et al., 1981) quando estas s8o cultivadas em
condigdes similares. Comportamento semelhante nfio € restrito apenas a células
fibroblastoides. GREENBURG & HAY (1982) trabalharam com varios epitélios
embrionarios como o da notocorda e do cristalino, além de células endoteliais.
Esses autores observaram que, quando essas células foram cuitivadas no interior
de uma matriz 3D de colageno I, o epitélio se desorganizava e adquiria
caracteristicas de células migratérias, com quantidades abundantes de organélas
responséveis pelos processos de sintese e secregfio, perdiam da polaridade apico-
basal e assumia morfologia alongada. Todas essas caracteristicas 55{}. ﬁpicés :ée.
células mesenquimais (GREENBURG & HAY, 1982). Esses autores obtiveram
resultados semelhantes cultivando epitélios altamente diferenciados como o da
glandula tiredide no interior de géis de colageno I (GREENBURG & HAY, 1988).
Nessas células foi observada a aquisicBo de morfologia alongada, com a presenga
de filopoédios mna superficie celular e reticulo endoplasmatico bastante
desenvolvido, além de alteragdes na composigdo do citoesgueleto, com a perda

gradual de citoqueratina ¢ a substituic8o desta por vimentina, & medida em gue as
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céhulas desprendiam-se dos foliculos e migravam para o interior da matriz
colagénica (GREENBURG & HAY, 1988). Em outro exemplo, células endoteliais
do canal atrioventricular, uma estruturs tfransitoria na embriogénese do coragéo,
quando cultivadas em gel de colageno, mostram-se capazes de migrar para o
interior do substrato ja com 12h de cultive (MARKWALD et al., 1984).
Inversamente existem células epiteliais que, quando cultivadas apoiadas
sobre o colageno, ndo invadem o substrato e retém as suas caracteristicas epiteliais
(GREENBURG & HAY, 1982,1988). Uma das caracteristicas tipicas de células
epiteliais ¢ a capacidade de produzir uma ldmina basal. A secreco de
componentes de lamina basal tem sido demonstrado in vifro € in vive em Varios
sistemas com diferentes tipos de células epiteliais, como células embrionarias de
cristalino, cornea e neuroepitélio, todos de galinha (KEFALIDES et al.,, 1979). A
formag8o de lamina basal foi demonstrada também para células humanas, dentre
elas células de endotélio de veias do cordo umbilical, do epitélio glomerular renal
¢ células presentes no liguido ammniotico (KEFALIDES et al., 1979). Alem disso,
células epiteliais quando cultivadas sobre géis de coldgeno normalmente sdo
capazes de secretar componentes de membrana basal, tais como o colageno IV e a
laminina (STREULI & BISSELL, 1990). A excegio desse comportamento
epitelial, estdo as células epiteliais tumorais que, in vivo, apresentam capacidade
de invadir a MEC. Essas células /» vitro mantém essas caracteristicas, mfiltrando-
se para o interior de substratos colagénicos (LIOTTA et al., 1983; LIOTTA, 1986},
Como vimos acima, o comportamento celular sobre géis de colageno pode
ser classificado em fibroblastéide e epitelial. Basicamente, a principal variagio
entre ambos 0s casos reside na capacidade da célula em questo invadir a matriz

colagénica. Essa capacidade aparentemente se da, de acordo com nossos
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resultados, a partir da ativacic dos genes das colagenases, ou demais
metaloproteases, as quais possibilitam a célula a invadir 2 matriz.

Os genes das colagenases sdo marcadamente ativados pelo contato da célula
com uma matriz colagénica (MAUCH, et al., 1988). Com a eleminag8o dessas
enzimas, seja na imibigdo de sua sintese através do DEX, ou em sua atividade,
provavelmente devido a presenca da 0p-M, em concentragdes elevadas de SFB,
fomos capazes de impedir a infiltrac8o para o interior do gel colagénico. Se
fibroblastos quando cultivados em géis 3D de colageno sdo capazes de formar
estruturas que apresentam as caracteristicas de um tecido conjuntivo, semelhante
ao enconfrado na derme (STOPAK & HARRIS, 1982), ou mesmo denso €
modelado, como os tenddes, variando apenas as condicdes de cultura empregadas
(STOPAK & HARRIS, 1982), ¢ se no interior de géis de colageno as células Vero
também sdo capazes de orgamizar wma estrutura que apresenta propriedades
semethantes as de um tecido conjuntivo frouxo (MARIA, 1994), neste trabalho nés
mostramos que essa mesma célula pode ser induzida a apresentar comportamento
semelhante a de wm tecido epitelial, com estabelecimento de um estrato celular
estavel, com 5 a 7 camadas de células no geral, e com a formagdio de uma
membrana basal rica em colageno IV e com a presenca de glicosaminoglicanos.

No que diz respeitc ao comportamento da fibronectina nas células
cultivadas sobre os géis de coldgeno, enconframos variages de sua expressio nos
casos onde se deu a infiltracfio no substrato e onde essa fot barrada. Nas amosiras
onde as células foram capazes de migrar para o inmterior do substraio, a
imunocitoquimica revelou que as células secretam FN dentro do gel, sendo que
essa deposicdo se da preferencialmente ao redor das células, 2 medida que as

células vio se infiltrando. Ao que nos parece, as células Vero condicionam o
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substrato para que esse se torne um ambiente mais favoravel para seu crescimento.
A FN € uma proteina tipica dos tecidos conjuntivos de uma forma geral. Além
disso ela esta relacionada intimamente a processos de migracfo celular tanto in
vitro como in vivo (HYNES, 1990).

Existem relatos na literatura em que o contato de fibroblastos com
substiratos a base de colageno tipo I ative a expressio de colagenases (MAUCH et
al., 1988), mas esses autores ndo verificaram se proteinas extracelulares, tais como
a PN, estavam presentes € se eram preé-requisitos ou ndo para a ativagio dos genes
para essas enzimas. Sabe-se que o contato de células com o colageno pode mudar
a forma das células e essa mudanca se da através da reorganizagidc do
citoesqueleto, sobretude dos filamentos de actina, € a FN € um intermediario
maportante entre a matniz colagénica e as integrinas (ALBERTS et al. 1994).
Sabemos também que os filamentos de acting estdio intimamente relacionados a
atividade das colagenases (HANSELL et al., 1995). E plausivel portanto que a FN
também seja um fator importante para a secregdo de enzimas, como as
colagenases, /72 vive e in vitro.

Nos experimentos em que a infiltragio de células no substrato foi bloqueada
pel.a. cencenﬁagéo de 20% de SFB ou .g)elo DEX, .a. ?N a;ﬁrésenteu aséécios
diferenciados. Em primeiro lugar, nfo encontramos FN abaixo do estrato celular
formado, o que nos leva a crer que a membrana basal formada é exiremamente
pobre ou mesmo ndo possui FN. Iz vivo, nos tecidos epiteliais, a FN € encontrada,
ainda que em pequenas quantidades, nas camadas mais basais do estrato celular,
proxima a lamina basal, ¢ a medida que as células “migram” para as camadas
superficiais do estrato elas perdem esse revestimento (ADAMS & WATT, 1989).

Concomitantemente, ocorre a diferenciac8o terminal dos queratinéeitos, sua
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posterior morte ¢ transformacdc em escamas de queratina que integram a pele. Na
verdade, a adi¢iio de FN a queratindcitos humanos ¢ capaz de inibir a sua
diferenciagio terminal in vitro (ADAMS & WATT, 1989). A perda de FN esta
envoivida no desenvolvimento normal ¢ na fisiologia do tecido e, ao que parece,
estd relacionada com a perda dos receptores celulares para essa proteina (ADAMS
& WATT, 1990; CARROLL et al., 1995). E possivel que a auséncia completa de
FN no estrato celular induzido aqui pela presenca de DEX ou pela concentragfio de
20% de SFB represente assim um comportamento celular diferenciade e
programado.

Em tiltima andlise, todas as células que assumiram um comportamento
epitelial, assim ¢ fizeram muito provavelmente devido a inibigdo das colagenases.
Resultados de outros autores mostram tfambém uma intima relagio entre as
metaloproteases e a diferenciagdo celular e o desenvolvimento embriongrio. Ha
relatos demostrando que a formagio de ramificacBes durante a morfogénese in
vitro da glandula salivar de embrides de camundongo foi estimulada guando essa
foi cultivada na presenga de um inibidor de colagenase (NAKANISHI et al.,
1986). Ao contrario, quando essa mesma glindula foi cultivada na presega de
c{}iégenases; foi observado uma iniﬁigz‘ié na ;form.ag:éd ﬂéstés .rah}iﬁ.éégﬁé;s |
(NAKANISHI et al., 1986). TALHOUK e colaboradores {1992) trabalhando com
células de epitélio de glandula maméria, observaram que a expressdo de enzimas
que degradam a MEC e seus mibidores, regulam a organizacio da membrana
basal, bem como a fung8o especifica do tecido em questfo: a secregdo de proteinas
do leite. BIRCHMEIER ¢ BIRCHMEIER (1993) também relatam a importincia do
balango de proteases ¢ seus imibidores nas interagBes mesénquimo-epiteliais

durante o desenvolvimento embrionario. Vemos portanto, pelos resuitados
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descritos por outros autores e pelos nossos proprios, que o balanco entre as
metaloproteases, seus inibidores e as interagdes entre as células e os compomentes
da MEC, apresentam intima relacfo com a diferenciagio celular ¢ a morfogénese
tecidual. Essas interagles nfio sdo restritas a cultura primaria de células e de
tecidos adultos ou embrionarios, mas ocorre também em linhagens celulares que

como a Vero, ja vem sendo mantidas € manipuladas i vitro por quase 30 anos.
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19) As células cuitivadas sobre laminulas e mantidas em altas concentracdes de
soro fetal bovino mostraram um padrdo de crescimento e fisiologia celular menos
alterado que as células mantidas com dexametasona.

2%y O dexametasona altera a fisiologia das células Vero cultivadas sobre laminulas,
modificando o seu comportamento e induzindo também a formagdo de grumos
celulares. Estes grumos sdo ricos em um material proteico, glicosaminoglicanos e
fibronectina.

3%) As células Vero quando cultivadas sobre laminulas de vidro sdo capazes de
secretar colageno tipo IV mesmo na auséncia de soro, porém essa deposigio é
estimuiada por fatores séricos.

4%y O dexametasona reprime a formacao de colageno tipo IV quando células Vero
séio cultivadas em laminulas de vidro. Efeito oposto é obtido quando essas mesmas
células sdo cultivas sobre géis de colageno tipo L.

5% As células Vero infiltram-se para o interior de substratos colagénicos
basicamente através de agao proteolitica de colagenases.

6°) Quando a infiltragdo celular no substrato nfo ¢ interrompida, as células no
interior do gel colagénico formam uma estrutura semelhante a um tecido
conjuntivo fouxo, com deposi¢iio de material proteico, glicosaminoglicanos ¢
fibronectina. Isso ocorre mesmo na auséncia de soro fetal bovino, embora seja
estimulado por fatores séricos.

7°) Quando bloqueamos a infiltragdo das células Vero na matriz colagénica, seja
com o dexametasona ou com concentracdes elevadas de sore fetal bovino,
induzimos as células a um comportamento com caracteristicas de células epiteliais,
inclusive com a formacdo de uma estrutura semelhante a membrana basal,
composta de colageno tipo IV e glicosaminoglicanos e sem fibronectina.
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