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RESUMO

O coldgeno € amplamente utilizado como substrato para adesdo e proliferacio
de células in vitro. Os substratos a base de colidgeno podem ser preparados de
formas variadas, podendo-se obter filmes secos de colageno, gel flutuante ou
estruturas tridimensionais. Diversos tipos celulares, quando cultivados em
diferentes substratos de coldgeno apresentam variacGes em suas caracteristicas
morfofisiolégicas. Assim, ndo somente a presenca de elementos da matriz
extracelular mas também sua organizacao molecular sdo importantes para que
as células expressem seu genétipo.Outro aspecto relevante sobre o
comportamento das células durante a cultura é o fato de contrairem o gel de
colageno, tal como ocorre na derme em processos de cicatrizagdo, fibroses e
desenvolvimento do tecido conjuntivo. Em nosso trabalho, tivemos por
objetivo estudar o padrdo de crescimento e alteracGes morfofisioldgicas de
células Vero cultivadas sobre gel de coldgeno tipo I. Amostras com 1, 5, 10,
15, 20, 25 e 30 dias de cultivo foram fixadas em Karnovsky e incluidas em
Paraplast. Cortes de Sum foram submetidos as coloracoes de Hematoxilina-
eosina (HE), Azul de toluidina pH 4,0 (AT), Xilidine Ponceau (XP) e PAS.
Num outro experimento, foram colhidas amostras com 1, 2, 3, 4 ¢ 5 dias de
cultura na auséncia e presenca de soro fetal bovino, tendo-se medido o
didmetro da face superior do gel, para quantificacdo da contracio. Com 1 dia
de cultivo, as células aderiram a superficie do gel e formaram uma
monocamada, com morfologia inicialmente arredondada e posteriormente
fibroblastéide, apresentando coloracdo nuclear intensa e citoplasma
metacromatico com AT, micleo e citoplasma corados com XP e citoplasma
corado com PAS. Apés 5 dias de cultivo varias camadas de células
fibroblastdides sdo observadas na superficie do gel. Alguns focos de infiltracio
sdo observados assim como numerosos grinulos metacromaticos que sio

depositados no interior do gel. Estes granulos também se coravam pelo XP e



PAS. Nos tempos posteriores de incubacio, a proliferacio e infiltracio para o
interior do geliséo mais proeminentes e o padrdo de coloracgio pelos AT, XP e
PAS foram mantidos. Aos 20 dias de cultivo o gel assemelha-se a um tecido
conjuntivo frouxo, representado por uma grande populacdo de células dispersas
numa matriz tridimensioanal finamente fibrilar. Aos 25 dias de cultivo
observou-se um aumento do pregueamento da superficie do gel e uma
reorganizacdo das fibras do gel de coligeno evidenciadas por XP,
caracterizando o processo de contracao causado pelas células Vero neste
substrato. Neste tempo de cultivo, as células da superficie se apresentam com o
mesmo padrdao de coloracdo, porém as células que se infiltram no gel
apresentam  morfologia senescente  caracterizada por fragmentacio
citoplasmatica e picnose nuclear que podem ser observadas até 30 dias de
cultivo. No experimento de contracdo, na presenca de soro, as células Vero
contrairam o gel cerca de 10% ap6s 1 dia de cultivo. Apds 5 dias foi observada
uma contracdo de cerca de 50% , sempre em relacido ao didmetro do gel sem
células.Na auséncia de soro, com 1 dia de cultivo, as células contrairam o gel
em cerca de 7% e aos 5 dias, apenas 15% do didmetro superior do gel foi
contraido. Nossos resultados demonstram que as células Vero aderem,
proliferam e infiltram-se no substrato de colageno, apresentando ao longo do
cultivo, alteracdes na forma celular, caracterizando um processo de
diferenciacdo induzido pelo substrato. As propriedades citoquimicas dos
grinulos depositados entre as fibras de coldgeno permitem sugerir que sejam
compostos por glicoproteinas sulfatadas e/ou carboxiladas. os resultados
sugerem ainda que estes grinulos constituam-se de elementos da MEC
produzidos e secretados pelas células. As células Vero sdo também capazes de
contrair o gel de coligeno num mecanismo dependente da presenca de soro

fetal bovino.
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SUMMARY

Collagen is widely employed as substratum for cell adhesion and proliferation.
Collagen-based substrata may be prepared in different ways, as dry films,
floating gel or three dimensional structures. Many cell types undergo
morphophysiological alterations when placed on different collagen substrata.
Not only the presence but also the organization of individual components of
the extracellular matrix are important for cells to assume a given phenotype.
Another aspect about the behavior of cultured cells is their ability to contract
collagen gels, similarly to process occurrings in the dermis during wound
healing, in fibrosis, and in connective tissue development .We have here
studied the behavior of Vero cells grown on type I collagen gels. Samples
were harvested after 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 days of incubation, fixed in
Karnovsky's fixative and embedded in Paraplast Plus. Sections 5 pum thick were
obtained, dewaxed and stained with either hematoxilin-eosin (HE), toluidine
blue at pH 4,0 (AT), xylidine ponceau (XP) or PAS. Parallel experiments were
conducted to evaluate the effect of foetal bovine serum on the cell's ability to
contract collagen gels. The cells first adhered to the gel surface and constitute a
monolayer after 24 hours of culturing. The cells were initially rounded but
became fibroblast-like and showed intense nuclear and cytoplasmatic
metachromasy. Reactivity with XP was observed in the nuclei and cytoplasm
and PAS-positive material accumulated in the cytoplasm. After 5 days, the
cells were fibroblast-like and grew in multiple layers. Foci of cells invading the
gel were observed at this time and numerous metachromatic granules were
deposited in the gel. These granules were also XP and PAS positive. Longer
periods of cell growth resulted in enhanced proliferation and invasion of the
gel, but the staining characteristics were preserved. At 20 days, the cells

occupied a large extension of the gel, which showed aspects of loose
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connective tissue. On the 25th. day, the gel surface is highly folded and XP-
stained collagen fibers were mostly aligned featuring the contraction of the
gel by Vero cells.showing contraction of the gel by Vero cells. The cells inside
the gel presented aspects of senescense, with cytoplasm fragmentation and
nuclear picnosis. These aspects were also observed on the 30th.day. In the
presence of serum, the cells contracted the gel in 10% and 50% of its previous
length after 1 and 5 days, respectively. Without serum the values were 7% and
15% shorter, after 1 and 5 days, respectively.The results demonstrated that
Vero cells adhere to, proliferate and invade collagen gels in vitro characterizes
a substratum-induced differentiation process. The cytochemical characteristics
of the granules entrapped in the gel indicate that they are constituted by
sulphated and/or carboxylated extracellular glycoproteins produced and
secreted by the cells. It was also shown that the contraction of the gel is a

serum-dependent activity of Vero cells.
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II - MATERIAL E METODOS
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I1.1. Preparo do substrato

Como substrato para o crescimento celular foram utilizadas partidas de
gel de colageno hidratado estéril, obtidas a partir de extragdo de coldgeno tipo I
de tenddo de ratos Wistar adultos de ambos os sexos, segundo protocolo de
SCHOR (1980).

Foram colocados 1,5 g de tenddao em dlcool 70% por 24 horas a 4°C. O
material foi entao transferido para 100 ml de 4cido acético a 0,5N por 48 horas
a 4°C. Centrifugou-se por 3 horas a 2000 g e o sobrenadante recolhido foi
misturado com igual volume de NaCl a 20%. O precipitado formado foi
recolhido para centrifugacdo a 2000 g por 3 horas e foi redissolvido em 100 ml
de acido acético 0,5 N. A solucdo foi dializada contra 10 vezes o volume de
agua destilada por 2 dias com 2 trocas didrias. Finalmente, a solu¢do aquosa de
coldgeno foi novamente centrifugada a 2000 g por 24 horas de onde recolheu-
se o sobrenadante. A absorbancia da solucio foi medida em 230 nm.

Para preparacdo do gel tridimensional de colidgeno, utilizou-se 1,8 ml de
solucio de colageno, 0,1 ml de meio EBSS (Microbiolégica) 10 vezes
concentrado e 0,1 ml de bicarbonato de sédio a 4,4% (SCHOR, 1980).

I1.2. Manutencao das células em cultura

As células Vero foram adquiridas junto ao Instituto Adolfo Lutz (SP), na
passagem 210 e foram cultivadas em frascos tipo xarope em meio Ham F-10
(Nutricell) acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab). As células
cresciam em monocamada, aderidas ao fundo do frasco de cultura, e assim que
o tapete celular atingia a confluéncia eram efetivados os subcultivos. Para isso,

os frascos de cultivo eram lavados e as células descoladas com solucdo de
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tripsina 0,2% (Nutricell). Obtinha-se, assim , uma suspensio celular de onde
aliquotas eram transferidas para novos frascos contendo meio fresco para
continuidade do cultivo.

Para os estudos de crescimento sobre o gel de coldgeno hidratado foi
utilizado uma suspensdo de células Vero com aproximadamente 100.000
células/ml. As células foram cultivadas sobre o gel de coligeno previamente
preparado em frascos de penicilina estéreis.

Como controle foi efetuado o crescimento das células Vero sobre
laminulas em tubos de Leighton, utilizando-se o0 mesmo indculo.

A contagem do nimero de células inoculadas foi efetuada utilizando-se
hemocitometro pelo método de exclusao com corante vital azul tripan.

Foram feitas trocas didrias do meio de cultura utilizado no cultivo das

células sobre gel de coldgeno e também das células cultivadas sobre laminulas.

I1.3. Coleta das amostras

Para andlises morfoldgicas, ao nivel de microscopia de luz foram colhidas
amostras com 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias de cultivo das células que foram
mantidas sobre o gel de colageno.

Das células que cresceram sobre laminulas, foram coletadas as laminulas
com 1, 5, 10 e 15 dias, sendo que neste iltimo tempo de cultivo as células ja
apresentavam sinais de degeneracio e a cultura nao prosseguiu.

Todos os experimentos foram efetuados em triplicata.
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IL4. Processamento do material

I1.4.1.- Fixacdo

As amostras de gel de coligeno onde foram cultivadas as células, assim
como as laminulas coletadas nos tempos citados, foram posteriormente fixadas
em solucdo de Kamnovsky (paraformoldeido 2% em tampao cacodilato 0,1 M
pH7.4, acrescido de glutaraldeido 2,5%) por 5 horas a temperatura ambiente e
posteriormente lavadas em dgua corrente. (KARNOVSKY, 1965).

O gel foi preparado para inclusdo e corte e as laminulas foram secas ao ar

e guardadas a temperatura ambiente.

I1.4.2.- Inclusio e corte

Ap6s a fixacao, o gel de coligeno onde as células foram inoculadas, foi
desidratado em concentracdes crescentes de etanol, diafanizados em xilol,
embebidos e incluidos em Paraplast. O material foi cortado em micrétomo R.

Jung- Heidelberg com 5 um de espessura.

I1.5. Coloracoes

I1.5.1.- Coloragdo com hematoxilina - eosina (HE)

Este método permite uma anilise morfolégica geral do material. Apés
desparafinizacdo e hidratacio o material foi corado por 10 minutos em
hematoxilina, lavado em 4gua corrente por 20 minutos, corado com eosina por
10 minutos, lavado rapidamente em agua, desidratado em etanol, diafanizado

em xilol e montado em Béilsamo do Canadd (BEHMER et al., 1976).

I1.5.2.- Coloracdo com Azul de Toluidina pH 4,0 (AT).
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Ap6s desparafinizacio e hidratacdo, o material foi corado em uma
solucdo de azul de toluidina a 0,025% em tampio Mac Ilvaine pH 4,0 durante
15 minutos a temperatura ambiente, lavado rapidamente em dgua destilada,
deixado secar ao ar, diafanizado em xilol e montado em Bélsamo do Canadé
(MELLO & VIDAL, 1980). Este método presta-se para a detecgdo dos

fendmenos de basofilia e de metacromasia.

I1.5.3.- Coloragio com Xylidine Ponceau pH 2,5 (XP)

Este método presta-se a deteccao de radicais eletropositivos totais. O
material apds desidratacdo foi corado por uma solugao de 0,1% de Xylidine
Ponceau em 4cido acético a 2% por 15 minutos, lavado em édcido acético 3%
por 30 minutos, lavado em é4gua destilada, desidratado em etanol, diafanizado
em xilol e montado em Balsamo do Canaddi (MELLO & VIDAL, 1980-

modificado).

I1.5.4.- Coloragio com PAS (Acido periédico & Schiff)

Apoés a desparafinizacdo e hidratacdo dos cortes, estes foram colocados
numa solucdo de borohidreto de sédio a 1% por 30 minutos (com finalidade de
bloquear os radicais aldeidos que por ventura possam ser provenientes da
fixacdo), lavados rapidamente em 4gua, imersos numa solug¢io de 4cido
periédico a 0,5% por 8 minutos, lavados em 4gua destilada por 40 minutos,
corados com Reativo de Schiff por 15 minutos, passado por 3 banhos de 4dgua
sulfurosa (metabissulfito de sédio : HCI 1 N: 4gua destilada, 1:1:18) 5 minutos
cada e lavados em 4gua destilada. (Mello & Vidal, 1980).

Utiliza-se este método para a observagido de polissacarideos neutros e

glicoproteinas.
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I1.6. Anailise da contragio do gel de colageno tipo I por células

Vero.

Para andlise da contracdo do gel de colageno tipo I, uma suspensio de
100.000 c€lulas/ml foi inoculada sobre o gel de coligeno que havia sido
previamente preparado em frascos de penicilina estéreis. A manutengdo das
células foi feita utilizando-se meio HAM F-10 sem soro ¢ meio HAM F-10
acrescido de 10% de soro fetal bovino, com trocas diarias. Como controle foi
utilizado gel de coldgeno sem células, incubado com os mesmos meios citados
anteriormente. O material foi mantido em estufa a 37°C.

As amostras, em triplicata, de ambas situagdes experimentais foram
coletadas com 24, 48, 72, 96 e 120 horas de cultivo. Assim que coletadas, o
didmetro superior do gel foi medido em milimetros com o uso de paquimetro.
O diametro superior das amostras foi calculado a partir da média dos diAmetros
das 3 amostras coletadas e normalizadas considerando-se a média padrio dos
géis sem células como 100% ( BELL et al., 1978).

Os resultados foram analisados por analise de varidncia (Teste de Duncan

de variéVeis multiplas). O nivel de significincia considerado foi de 5%.

IL.7. Monitoramento das culturas, analise das lAminas e preparo
de micrografias

As culturas celulares foram monitoradas em microscopio invertido Zeiss.

As laminas foram observadas em fotomicroscépio Zeiss, acoplado a
sistema fotografico automatico. Os filmes utilizados para documentacio foram

de marca Kodak- Gold-100, 135 mm.
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III- RESULTADOS



II1.1. Aspectos do crescimento das células cultivadas sobre
laminulas

I11.1.1. Analise morfologica do material corado com H.E.

As células que cresceram sobre laminulas, por 24 horas estavam aderidas
e mostravam aspecto predominantemente poligonal com crescimento aleatdrio,
sendo que em algumas regides encontravam-se agrupadas e em outras isoladas
(Prancha I, Fig.a). Os niicleos com cromatina frouxa e com 1 ou 2 nucléolos
bem evidentes puderam ser evidenciados, além de células que apresentavam-se
em divisdo celular (P. I, Fig. al)

Com 5 dias de cultivo as células ja apresentavam a formacao de um tapete
sobre a laminula. Observou-se a manutencgiao da forma poligonal. A presenca
de células em divisdo observada nesta etapa demonstra ainda a existéncia de
células em proliferacdo.As células apresentavam nicleo com cromatina frouxa
e 1 ou 2 nucléolos bem evidentes (P.I, Fig b).

Aos 10 dias de cultivo, o tapete celular confluente ja apresentava
sobreposicdo de camadas celulares em alguns locais e alguns espacgos vazios
deixados pelas células que descolaram. Com este tempo de cultivo observou-se
células com cromatina frouxa e nucléolo evidente e outras células que
apresentavam cromatina condensada e fragmentacdo nuclear, citoplasma
muitas vezes vacuolizado e com forma irregular. Estes dltimos aspectos
caracterizam um processo de degeneracao celular (P.1, Fig. )

O material com 15 dias de cultivo apresentou todo o tapete celular
descolado e as poucas células remanescentes apresentavam intensa
vacuolizacdo citoplasmatica, morfologia nuclear alterada com picnose e

fragmentacdo nuclear (P.1, Fig. d).
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A partir de 15 dias de cultivo a cultura nao prosseguiu devido ao fato das
células terem descolado totalmente. Por este motivo, a coleta do material

controle foi efetuado até este dia.

I11.1.2. Anélise citoquimica
I11.2.1.Coloracgao com azul de toluidina pH 4,0

Da andlise do material, ao longo dos dias de cultivo, corado com AT
obteve-se respostas diferentes de basofilia ( ortocromasia e metacromasia ).

O material controle com 1 dia de cultivo apresentou citoplasma finamente
granulado e metacromatico, nicleo com um ou mais nucléolos intensamente
corados em azul (P.II, Fig. a e al).

Com 5 dias de cultivo os aspectos de basofilia e de basofilia
metacromatica sdo semelhantes aos obtidos com 1 dia de cultivo (P.II, Fig b e
bl).

Aos 10 dias de cultivo, os nicleos e nucléolos apresentaram-se corados
em azul esverdeado (ortocrométicos), e o citoplasma metacromatico (P.ILFig. ¢
ecl).

Com 15 dias de cultivo observou-se niicleos em degeneracio mais
intensamente corados. Algumas células em degeneragio, apresentavam niicleo
e citoplasma metacromaticos. Os vaciolos presentes no citoplasma em todas as
observacdes, nido estiveram corados. Nas células que apresentavam nicleos
com menor grau de fragmentacio, estes eram metacromaticos e apresentavam

nucléolos mais intensamente corados (P.II, Fig. d e d1).
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IIL. 1.2.2. Coloragio com Xylidine Ponceau pH 2,5

A andlise do material controle com 24 horas de incubacdo mostrou
células com citoplasma levemente corado, nicleo corado mais intensamente e
nucléolo pouco corado na maioria das células. Em algumas células, porém, o
nucléolo era bem evidente (P.II1, Fig. a e al).

Apesar da coloragio do citoplasma e do nicleo ser semelhante ao
observado apoés 24 horas, o nucléolo apareceu intensamente corado em todas as
células com 5 dias de cultivo (P.III, Fig.b) e em alguns em grupos celulares
com 10 e 15 dias de incubacio (P.III, Figs c e d).Vaciiolos citoplasmaticos em
células com 10 e 15 dias de cultivo apresentavam-se nao corados ( P. III, Fig.

cled)

II1.1.2.3. Coloracao com PAS

No material com 24 horas de incubacido observamos citoplasma com
aspecto granular PAS positivo; nicleo nido corado e nucléolo levemente
corado, com aspecto homogéneo (P.IV, Fig.a e al).

Com 5 dias de cultivo temos células com reatividade diferente ao PAS.
Algumas células apresentavam citoplasma granular bem corado e em outras o
citoplasma estava pouco corado. Nos dois tipos celulares, o nicleo e o nucléolo
nao apareceram corados (P.IV, Fig b).

Aos 10 dias de incubagdo observamos células com citoplasma pouco
corado, ao lado de células com citoplasma fortemente reativo ao PAS com

niicleo e nucléolo pouco evidente (P.IV, Fig. c e cl).
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Ap6s 15 dias de cultivo, as poucas células remanescentes apresentaram
reatividade menor ao PAS (P.IV, Fig. d). Os vaciolos citoplasmaticos destas

células nao se apresentavam corados (P.IV, Fig. d1).

I11.2. Aspectos do crescimento das células cultivadas sobre o gel
de colageno tipo I.

II1.2.1- Analise morfolégica do material corado com H. E.

A suspensio celular inoculada sobre o substrato colagénico com um dia
de cultivo, apresentou-se sobre a superficie do gel formando uma monocamada
de células com morfologia predominantemente alongada, sendo que algumas
células apresentaram formas arredondadas. Nicleos acompanhando a forma
das células e apresentando cromatina bem corada foram observados ( P.V, Fig.
a).

Aos 5 dias de cultivo observou-se regides com estratificagio devido a
proliferacao celular. A morfologia agora observada é principalmente
arrendondada com nicleos bem evidentes. As células da camada mais
superficial apresentavam predomindncia do aspecto fibroblastéide. Algumas
células multinucleadas foram observadas. Neste tempo de cultivo a superficie
do gel se contraiu formando algumas dobras. Nestas dobras, mesmo as células
mais superficiais tinham formas arredondadas. Observou-se grande nimero de
divisdes celulares, algumas células apresentavam nicleos com formas
irregulares e outras apresentavam o citoplasma finamente granulado (P.V,
Fig.b). Alguns pontos de migracdo celular para o interior do gel foram
observados.

A manutenc¢do de uma camada celular, com morfologia fibroblastéide, na
parte mais superficial do gel foi observado aos 10 dias de cultivo. As células

que migravam para o interior do gel apresentavam formas mais arredondadas,
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citoplasma vacuolizado e nicleos com formas irregulares( P.V, Fig. c¢). A
deposicdo de material granular no interior do gel foi observada. Alguns desses
granulos se coram pela hematoxilina e outros pela eosina. Esses iltimos se
assemelham a fragmentados citoplasmaticos (P.V, Fig. c).

A manutencio da forma tipo fibroblastdide das células que estio na
superficie do gel foi observada nas amostras subsequentes, porém o grau de
migracdo celular aumentou progressivamente de acordo com os dias de cultivo
e atingindo grau maximo de migragdo no 20° dia (P.V, Figs. d , e, el). Devido
a penetracao e migragdo das células no interior do substrato colagénico, no 20°
dia de cultivo observou-se uma formacdo muito semelhante a uma estrutura de
tecido conjuntivo frouxo( P.V, Figs. e, el). Com a contracio do gel e seu
descolamento do frasco de cultura, ficando desta forma flutuante, as células
superficiais migraram e recobriram a superficie inferior do gel (P.V, Figs e, f),
o que diferiu dos primeiros dias de cultivo onde apenas a superficie superior do
gel apresentou-se recoberta por células.

Poucas diferencas ocorreram nos tempos de 25 e 30 dias de cultivo. Um
grande nimero de regides de penetracdo celular foi observado e as células
apresentavam formas irregulares com niicleos tamnbém irregulares, porém aos
30 dias de cultivo uma grande quantidade de material corado levemente com
eosina foi observado por todo o substrato (PV, Fig. f, f1,f2 e g)

As células que se apresentavam com niicleos com cromatina bem corada e
citoplasma bastante vacuolizado (P.V, Figs. f1, f2, g) sio muito semelhantes as
células em degeneracdo observadas no material controle com 15 dias de cultivo
(P.I, Fig. d).

O gel sem o indculo celular mostrou aspecto homogéneo levemente

corado com eosina .
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I11.2.2- Analise citoquimica

II1.2.2.1. Reacio com azul de toluidina pH 4,0

As células Vero cultivadas sobre o substrato colagénico apds 24 horas de
cultivo e que foram coradas com azul de toluidina pH 4,0 mostraram
citoplasma levemente metacromdtico (violdceos). Algumas destas células
apresentavam nucleos intensa ¢ homogeneamente corados em azul, outras com
menor frequéncia, apresentavam nicleos ortocromaticos (corados em verde), e
nucléolos bem evidentes. O gel ndo estava corado (P.VI, Fig. a).

Aos 5 dias de cultivo, as células que recobrem a superficie do gel se
apresentaram com nicleos e citoplasma intensamente corados e
metacromaticos e as células que proliferaram e penetraram no gel em alguns
pontos apresentaram niicleos intensamente corados ou ortocromaticos e
citoplasma metacromaticos. Foram observadas granulac6es metacrométicas que
se depositavam na matriz colagénica (P. VI, Fig.b e bl).

Aos 10, 15, 20, 25 e 30 dias de cultivo (P.VI, Figs. c, d, e, f, g) as células
que recobriam a camada superior do gel apresentaram citoplasma
metacromdtico e niicleo mais intensamente corado, enquanto as células que
penetraram para o interior do gel apresentaram o mesmo aspecto das células
da superficie com relacdo a coloracdo. A forma destas células é bem variada e
irregular, assim como a dos niicleos. Os nucléolos nao eram evidentes.

Alguns grinulos que foram observados depositados na matriz e os
grinulos presentes no citoplasma das cé€lulas apresentavam metacromasia (P.
VI, Figs el e f1).

Nas regides em que ndo houve penetracio no gel as células
apresentaram-se com citoplasma metacromadtico, nicleo intensamente corado
com forma regular e nucléolo bem evidente.Nestas regides estavam presentes 3

ou 4 camadas celulares que se mantiveram durante o cultivo.
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Em todos os tempos de cultivo, o gel de colageno inoculado com células
mostrou-se ndo corado nas regides onde ndo havia infiltragio celular (P.VI,
Figs. a, b, c, d, e, f e g) .O gel controle, também, nido apresentou coloracio pelo

AT.

I11.2.2.2 Coloracao com Xylidine ponceau pH 2,5

Com 24 horas de cultivo, o material exibiu a matriz colagénica levemente
corada, as cé€lulas que recobriam a superficie do gel apresentaram citoplasma
menos corado e nicleo mais intensamente corado. As fibras de coldgeno do gel
se dispunham paralelamente a superficie do gel (P.VII, Fig.a e al).

Aos 5 dias de cultivo, as células que estavam na superficie do gel e as que
migraram para o interior do gel ainda apresentavam mniicleos intensamente
corado e citoplasma menos corado. Observaram-se granulos tanto na matriz
colagénica como no citoplasma das células corados pelo XP. O gel logo abaixo
das camadas celulares estava mais corado do que com 24 horas e as fibras de
coldgeno estavam dispostas com orientacgdo perpendicular a superficie do gel,
portanto, com uma orientacao diferente a que ocorreu, com 24 horas de cultivo
(P.VIL, Fig. b).

Aos 10, 15 e 20 dias de cultivo, as células apresentaram a mesma
coloracdo de micleo e citoplasma ja citada para os tempos anteriores, porém
com este tempo de cultivo observamos células com citoplasma bastante
granular e granulos depositados na matriz corados(P.VII, Figs. c, d e €).

Aos 25 dias de cultivo, observaram-se as células coradas pelo XP tal
como descrita para os outros tempos. O gel de coldgeno mostrava uma
coloracio mais intensa préxima as regides onde as células recobriam as

superficies que se mostravam com dobra (P.VIL, Fig. f e f1).
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Aos 30 dias de cultivo, os nicleos estavam intensamente corados e os
citoplasmas levemente corado com vaciiolos ndo corados. A matriz colagénica,
entre as células, se mostrou levemente corada pelo XP (P.VII, Fig.g). Pequenos
granulos observados préximas as células que migraram para o interior do gel

sdo também positivos ao XP

II1.2.2.3. Coloracao com PAS

Com um dia de cultivo as células Vero coradas com PAS exibiram niicleo
pouco corado e citoplasma intensamente corado. A matriz colagénica se
mostrou levemente corada(P.VIII, Figs.a e al).

Aos 5 e 10 dias de cultivo as células mostraram coloragdes semelhantes
aquelas observadas as 24 horas de cultivo, entretanto, algumas células exibiram
niicleos PAS negativos (P.VIII, Fig.b).Alguns grinulos que se encontravam
entre as células nestes tempos eram PAS positivos.

Aos 15 e 20 dias de cultivo notou-se a presenca de um grande volume de
material depositado entre as células que era reativo ao PAS ( P.VIII, Figs. c e
d). As células aos 20 e 25 dias de cultivo apresentaram vesiculas
citoplasmaticas coradas pelo PAS. Aos 25 dias observou-se uma intensa
coloracdo do gel de coldgeno nas proximidades das camadas superficiais e ao
longo dos locais para onde as células migraram (P.VIII, Fig. e, el, f, f1).

Aos 30 dias de cultivo observou-se que as células que se encontravam nas
camadas superficiais do gel apresentaram citoplasma corado pelo PAS e
niicleos mantendo o mesmo padrdo de coloragio observado nos outros tempos.
Algumas cé€lulas que se encontravam isoladas na matriz colagénica se
mostravam com niicleo PAS negativo e citoplasma PAS positivo. O gel de
coldgeno e os granulos depositados na matriz mostraram-se levemente corados

(P.VIIL Fig.g).
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II1.3. Analise da contracgio do gel de colageno tipo I pelas células
Vero: efeito do soro fetal bovino.

Duas condigdes de cultura foram empregadas para analisar o efeito da
contragdo no gel de coldgeno gerada pelas células Vero. ’Numas delas, onde foi
utilizado meio de cultura suplementado com 10% de soro fetal bovino,
observou-se maior contracdo quando comparado a outra condicio na qual o
soro fetal bovino ndo foi acrescido ao meio. Como padrao utilizou-se gel de
coldgeno sem células .

No meio contendo soro fetal bovino o didmetro inicial do gel foi reduzido
cerca de 10% em 24 horas, seguiu-se por 28% de reducio em 48 e 72 horas,
36% em 96 horas e 48% em 120 horas de cultivo.

O gel de colageno mostrou-se muito menos contraido na auséncia de
S.F.B. apresentando 7% de reducdo do didmetro inicial em 24 horas, seguindo-
se por 8% em 48 horas, 12% em 72 e 96 horas e atingindo 15% em 120 horas
de cultivo.

Os dados relativos a contragio do gel de coldgeno estdo expressos na

tabela I e no gréafico L.
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labela I. Valores da contracdo do gel de coldgeno I pelas células Vero em diferentes tempos de

cultivo.
Tempo de X =S (mm) % com X = S (mm) % sem
cultivo (h) com SFB SFB sem SFB SFB
24 17,4 +0,2 10,5 18,0 £ 0,6 7,1
48 139+14 28,6 17,7+ 1,1 8,8
72 13,9+ 3,6 28,7 17,1 £ 0,1 12,0
96 124+0,5 36,2 17,0 = 0,7 12,6
120 10,0 £ 0,1 48,4 16,4 = 0,2 15,5
Gel sem 19,5+ 0,9
células

Grifico I. Contracao da superficie do gel de coldgeno na presenca e auséncia de

SFB em diferentes tempos de cultivo.
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Prancha I- Aspecto geral das células Vero cultivadas sobre laminula em tubos
de I eighton. Coloracdo com hematoxilina-eosina.

Fig.a.Cultura com 24 horas de incubacio, presenca de células com aspecto
poligonal (—). 320 vezes.

Fig.al. Aumento maior das célula Vero com 24h de cultivo. Pode-se observar
células em divisao (—»). 640 vezes.

Fig.b.Cultura com 5 dias de incubacao, inicio da formagdo do tapete celular.
Células em divisao (—»). As células apresentam nicleo com cromatina
frouxa (=) e nucléolos evidente ( -~ ) 640 vezes.

Fig.c.Cultura com 10 dias de cultivo, tapete celular confluente ja com
descolamento celular. Observam-se células com citoplasma vacuolizado
(=) € células em degeneracao (—»). 640 vezes.

Fig.d.Cultura com 15 de incubagdo.Células em degeneracdo apresentam
alteragOes citoplasmaticas (=) e nucleares (—).640 vezes.
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Prancha 1I. Células Vero cultivadas em laminulas coradas com azul de
toluidina pH 4,0.

Fig.a.Aspecto geral do material com 1 dia de cultivo. Citoplasma ( ¢ ), nicleo
(=») e nucléolo( — ).apresentam-se corados. 320 X.

Fig.al.Células com citoplasma metacromatico e nicleos com nucléolos bem
evidentes( =& ). 1280X.

Fig.b.Material com 5 dias de cultivo.Podemos observar o tapete celular ja
confluente mas ainda com células em divisdo ( —&). 320 x.

Fig.b1.Célula em divisdo (" =g ).1280 x.

Fig.c.Material com 10 dias de cultivo.Células com citoplasma metacromdtico
com nucleos ortocromdticos e nucléolos ortocromaticos (= ) 320 x.

Fig.c1.Célula com nucleo ortocromitico ( —). 1280 x.

Fig.d . Material com 15 dias de cultivo. Célula em degeneragio com nicleo e
citoplasma metacromatico ( ® ). Célula com citoplasma reduzido e
vesiculado intimamente associado ao nicleo ( = ). 1280 x.

Fig.d1.Célula em degeneragio com nicleo fragmentado ( @ ) e com
vacuolizacdo citoplasmatica (v). 1280 x.
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Prancha III- Células cultivadas sobre laminula e coradas com Xylidine
Ponceau pH 2,5,

Fig.a.Aspectos gerais de células com 24 horas de cultivo celular. Citoplasma
pouco evidente de dificil visualizagdo (C), nicleo (=») e nucléolo
(-)160x.

Fig.al.Células com citoplasma corado e niicleo intensamente corado w

Fig.b. 5dias de cultivo.Aspecto geral do tapete celular formado.Citoplasma
(C), nacleo (=—#=-) e nucléolo ( — ). 640 x.

Fig.c e cl. 10 dias de cultivo.As células que nio descolaram do tapete
apresentam citoplasma vacuolizado (w=»). 1280 x.

Figs.d.15 dias de cultivo. Células em degeneragio com citoplasma vacuolizado
levemente corado ( @ ) nucléolos intensamente corados e aparentemente
fragmentado (—). 1280 x.

29



o,




Prancha I'V. Células cultivadas sobre laminula coradas com PAS.

Fig.a e al. Células com 1 dia de cultivo apresentam citoplasma finamente
granular corado intensamente com PAS (C). Nicleos PAS negativoses)e
nucléolos levemente corados(— ). a= 320 e al= 640 x

Fig.b.5 dias de cultivo. As células apresentam citoplasma granular
intensamente corado (C) e nicleos e nucléolos ndo corados ( N ). 640 x.

Fig.c.10 dias de cultivo celular. As células em inicio de degeneracao com
citoplasma intensamente corado (C), e nucléolos levemente corados
=>).320 x.

Fig.c.1.Célula multinucleada com citoplasma intensamente vacuolizado. Um
dos nicleos € apontado por ( N ) e nucléolos ( =» ) e material PAS
positivo ( —) 640x. '

Fig.d.15 dias de cultivo. Células remanescentes coradas com menor
intensidade( = ) 160 x.

Fig.d1.Aspectos de uma célula remanescente aos 15 dias de cultura. Notar a
grande vacuolizacdo citoplasmatica ( V ) demonstrando a degeneragio
celular neste tempo. 1280 x.
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Prancha V- Aspecto geral das células Vero cultivadas sobre o gel de
coldgeno. Coloragiao com hematoxilina-eosina.

Fig.a. Células Vero cultivadas em gel de coldgeno tipo I coletadas com 24
horas de cultivo.Morfologia celular predominantemente alongada
(—=) e gel com aspecto homogéneo( G ) . 640 x.

Fig.b. Material coletado com 5 dias de cultivo. Células arredondadas e nicleos
bem evidentes (—) em inicio de estratificagdo celular. Gel com aspecto
homogeéneo ( G ) 640x.

Fig.c. 10 dias de cultivo celular. Migracao celular para o interior do gel(=»). A
forma celular predominante sobre a superficie do gel é do tipo fibroblasto
(—) 640 x.

Fig.d. 15 dias de cultivo celular. Células no interior do gel apresentando
citoplasma vacuolizado e niicleo com forma irregular (—).640 x.

Fig.e. 20 dias de cultivo celular. Recobrimento da superficie superior e inferior
do gel ( - ) e grande penetragio das células para o interior do gel ( G ).
160 x.

Fig.el. Aumento maior das células cultivadas com 20 dias de cultivo,
mostrando a deposicdo de material na matriz colagénica (—). 640 x.

Fig.f 25 dias de cultivo celular. Pregueamento da superficie indicando a
contracao do gel( = ). 160 x.

Fig.fl. Granulos depositados no interior do gel (). 640 x.

Fig.f2. Células revestindo as pregas da superficie colagénica ( = ).640 x.
Fig.g. 30 dias de cultivo celular. Monocamada celular circundando a matriz
colagénica (=»). Deposigio de material levemente corado pela eosina

( & ). Acentuado grau de migragio celular ( @ ). 640 x.
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Prancha VI. Células Vero cultivadas sobre o gel de coldgeno tipo I coradas
com azul de toluidina pH 4,0.

Fig.a. Material coletado com 1 dia de cultivo celular. As células apresentavam
citoplasma levemente metacromadtico, nicleos baséfilos
( @) e gel ndo corado (G ). 640 x.

Fig.b. Material coletado com 5 dias de cultivo celular. Granulagdes
metacromaticas depositadas na matriz colagénica podem ser observadas
(—). 640 x. i

Fig.bl. Vérias camadas de células com citoplasma levemente metacromdtico e
nicleos intensamente corados podem ser observados (—).1280 x.

Fig.c. Material coletado com 10 dias de cultivo celular. Células com
citoplasma metacromadtico e nicleo baséfilo ( —). Regido de penetragdo
celular no gel ( =»). 640 x.

Fig.d. Material coletado aos 15 dias de cultivo celular. As células que
penetraram para o interior do gel apresentavam os mesmos padrdes de
coloracdo dos outros tempos. Material depositado no interior se mostra
metacromatico. (&p). 640 x.

Fig.e. 20 dias de cultivo celular. Células das superficies superior ( )e
inferior do gel ( @ ) apresentavam citoplasma metacromético e nicleo
baséfilo. 320 x.

Fig.el. Células no interior do gel de colidgeno com 20 dias de cultura,
granulagGes metacromaticas na matriz evidentes ( — ) 640 x.

Figs.f e f1. 25 dias de cultivo celular. Células arredondadas na superficie do
gel que se apresentava contraida (@ ). As células do interior do gel
apresentam-se com citoplasma vacuolizado metacromatico ( } )e
nicleos baséfilos (=»). f= 320 x e f1= 1280 x.

Fig. g. Aspecto geral das células com 30 dias de cultivo.Manutengido do padrao
de coloragdo do citoplasma e niicleo (). 1280 x.
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Prancha VII. Células Vero cultivadas sobre o gel de coliageno tipo I
coradas com xylidine ponceau pH 2,5.

Fig.a e al. 1 dia de cultivo celular. Células na superficie do gel com
citoplasma corado e nicleo intensamente corado (=»). Matriz colagénica
levemente corada podendo-se observar as fibras com orientacio paralela a
superficie do gel (=).a=320x e al= 640x.

Fig.b.5 dias de cultivo.Inicio da estratificacio celular. Células arredondadas da
superficie apresentam niicleos intensamente corados ( =» ) .0 sentido
das fibras na regido préxima as células é perpendicular a superficie do gel
( = ).640x.

Fig.c. 10 dias de cultivo celular. Granulos depositados na matriz colagénica
sdo reativos a este corante ( =»).640 x.

Fig.d. 15 dias de cultivo celular. Presenca de uma grande quantidade de
material corado pelo X.P. depositado na matriz colagénica ( * )-
Orientacdo preferencial das fibras em direcio perpendicular a superficie
do gel ( —+). 640 x.

Fig.e. 20 dias de cultivo celular. Aspecto geral da migracdo celular para o
interior do gel. Superficie superior ( =) e superficie inferior (=) do
gel. 160 x.

Fig. el. Células que migraram para o interior do gel. Pode ser observada a
granulagao depositada na matriz colagénica (a¥). 640 x.

Fig.f. 25 dias de cultivo.O pregueamento da superficie celular é evidente
(= ).160 x.

Fig. fl. Detalhe da regido de prega da matriz colagénica, mostrando a direcio
diferente das fibras de coldgeno quando préximos as células( —).1280x.

Fig.g. 30 dias de cultivo celular. Células no interior do gel com citoplasma
vacuolizado e niicleos picnéticos intensamente corados (=»). Grande

quantidade de material depositado na matriz colagénica na regiio
superior (&) )1280 x.
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Prancha VIII. Células Vero cultivadas sobre o gel de coligeno tipo I,
submetidas ao PAS.

Fig.a e al. Material coletado com 1 dia de cultivo. Células na superficie do gel
exibem citoplasma corado ( = ) e micleos nio corados(—s). Matriz
colagénica ( G ) levemente corada. a=640 x e a1=1280 x.

Fig.b. 5 dias de cultivo celular. Células em vérias camadas apresentam
citoplasma corado intensamente (= ). 640 x.

Fig.c. 10 dias de cultivo, celular. Aspecto geral de células proliferando e
migrando para o interior da matriz colagénica (—#). Matriz colagénica
com algumas regioes intensamente coradas ( — ). 640 x.

Fig.d. 15 dias de cultivo celular. A migracdo celular para interior do gel pode
ser observada ( -p ). Material PAS positivo depositado na matriz
colagénica ( — ). 640 x.

Fig.e. 20 dias de cultivo celular. Grande quantidade de material PAS positivo
no interior do gel ( =» ) ¢ entre as células ( =» ). 1280 x.

Fig.el. Aumento maior das células no interior do gel. Podemos observar
estruturas semelhantes a vesiculas contornando o citoplasma das células
(—~ ). 1280x.

Fig.f.Material com 25 dias de cultivo. Vista geral de uma regido contraida que
apresenta pregas na superficie da matriz colagénica(=p) 640 x.

Fig.f1. Aumento de uma regido préxima a prega da matriz colagénica. Pode-se
observar um grande nimero de células no interior da matriz. 1280 x .
Fig.g. Material coletado com 30 dias de cultivo, onde observa-se o grau de

migracdo celular para o interior do gel (=) 640 x.
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IV - DISCUSSAO



Viérios tipos de colidgeno tém sido identificados in vivo e caracterizados
por parametros bioquimicos e de distribuicio em tecidos (VAN DER REST,
1991).

Alguns destes tipos de coldgeno, em especial o colageno tipo I, tem sido
utilizado para experimentos in vitro como substratos que sdo constituidos de
complexos supramoleculares desta proteina (EHRMANN & GEY, 1965;
KLEBE, 1975; RUBIN et alii, 1978; ELSDALE & BARD, 1972; SCHOR &
COURT, 1979; SCHOR, 1980; GALLAO, 1991; WADA & VIDAL, 1991).
Portanto, a natureza do substrato colagénico é particularmente importante e
deve ser considerada nos estudos em que se utilizam esta proteina como
substrato.

Sabe-se que a adesdo e o crescimento de células sobre ou no substrato
colagénico podem afetar o fenétipo celular, incluindo a forma e a polaridade
(GOSPODAROWICZ et alii, 1978; MADRI et alii, 1988; ZUK et alii, 1989;
NORRIS et alii, 1990), a morfogénese e a diferenciacio celular (CHAMBARD
et alii, 1981; HAY, 1982; ANDUJAR et alii, 1992).

Alguns tipos celulares apresentam pronunciada especificidade a cada tipo
de colageno, e suas caracteristicas de adesdo e diferenciacio ficam
comprometidas pela forma na qual o colidgeno estd organizado
macromolecularmente para formar o substrato (MURRAY et alii, 1979;
SCHOR & COURT, 1979; GRINNELL & MINTER, 1978).

A analise do cultivo das células Vero sobre o gel de coldgeno tipo I nos
permitiu-nos verificar o comportamento celular diferenciado desta cultura
quando comparado as células cultivadas sobre laminula, no que se refere aos
aspectos de proliferacdo , migracio e infiltracio associados as caracteristicas
morfofuncionais.

As células Vero quando cultivadas em laminulas de vidro apresentam

forma predominantemente poligonal e crescem em monocamadas, até atingirem

36



a confluéncia. A partir dai, se nao for efetivado o subcultivo entram em
senescéncia € morrem.

Quando esta linhagem foi cultivada sobre o gel de colageno tipo I, as
células mostraram-se ora alongada (tipo fibroblasto) e ora arredondada no
primeiro dia de cultura e a cultura prosseguiu.

A morfologia arredondada foi observada quando as células iniciaram o
processo de adesdo ao substrato colagénico. Numa etapa posterior, quando a
adesdo foi completada, as células passam a exibir um fenétipo tipo fibroblasto,
o que indica o espalhamento da célula sobre o substrato, recobrindo toda a
superficie do gel.

A adesdo e o espalhamento das células em um substrato sdo necessarios
para a proliferacdo e a diferenciacdo de células em cultura (NAGAOKA et alii,
1990). Segundo RAJAMARAM (1974), a morfologia de uma célula
fibrobldstica durante a adesdo e o crescimento sobre um substrato in vitro
atravessa 4 estigios que sdo a adesdo, o crescimento por expansio de
filopédios, o aumento citoplasmético e o achatamento.

Observamos que as células que se mantiveram na superficie do gel
apresentaram ao longo dos 30 dias de cultivo a morfologia tipo fibroblasto.
Porém, a partir do 5° dia de cultivo iniciou-se a infiltragio e a proliferacio das
células para o interior do gel.

Uma vez iniciada a infiltracdo para o interior do gel, observou-se a
mudanga morfoldgica. As células que eram inicialmente fibroblastéides
tornaram-se arredondadas.

SCHOR (1980), através de estudos com fibroblastos dérmicos cultivados
sobre gel de coldgeno, relata um crescimento mais lento das células no interior
do gel e também a ocorréncia de uma mudanca morfolégica. O autor sugere
que estas alteracOGes possam resultar de fatores que incluem a deficiéncia de

nutrientes, justamente pela localizacdo das células no interior do gel, as quais
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estdo circundadas por um meio mais homogéneo e tridimensional, enquanto
que as células‘na superficie do gel (ou sobre filmes de coligeno ou mesmo em
superficies de placas de cultura) estdo crescendo em uma superficie plana.

A infiltracio celular para o interior do gel se iniciou aos 5 dias de cultivo
e permaneceu até o 30° dia, e provavelmente aconteceu devido a necessidade
de um substrato para adesdo das células que estavam proliferando.

Outras linhagens celulares tais como Hel.a crescem na superficie, porém
ndo migram para o interior do gel de coldgeno e eventualmente formam
camadas de células que cobrem toda a superficie (SCHOR, 1980). As células
Hel a sdo incapazes de se moverem para o interior do gel apesar do aumento de
mobilidade dessas células neste substrato comparado a placa de cultura e
mesmo em situacoes onde o inéculo celular é feito quando da preparacdo do
gel, ficando as células no interior do substrato.

Resultados diferentes sao obtidos com células BHK (baby hamster kidney
fibroblast) e fibroblastos de pele humana. Nestes casos, as células crescem na
superficie do gel de coligeno formando uma monocamada e com o passar do
tempo de cultivo movem-se para o interior da matriz de gel de coldgeno
(ELSDALE & BARD, 1972).

Distingue-se entdo o comportamento de migracao que fica reservado para
os movimentos celulares que ocorrem apenas na superficie do gel, do
movimento das células da superficie para o interior da matriz, que fica referido
como infiltracdo (SCHOR, 1980).

Varios tipos celulares tém sido examinados no que tange as
caracteristicas de infiltracdo e nestes incluem-se os fibroblastos (normais e
viralmente transformados) e células tumorais de origem ndo epitelial. As
células que ndo infiltram no gel incluem as linhagens celulares epiteliais e

endoteliais ambas normais ou tumorais (TICKLE et alii, 1978)
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A remodelacdo do substrato ocasionando o rearranjo posicional das
células que proliferam e infiltram foi por nés observada. Varios autores relatam
que fibroblastos cultivados em gel de coldgeno sdo capazes de reorganizar as
fibras colagénicas e de contrair o gel, processos que precedem a mudanca
fenotipica dos fibroblastos em cultura (BELL et alii, 1979; HARRIS et alii,
1981; GUIDRY & GRINNELL, 1985)

Este processo de remodelacio pode ser , provavelmente, acompanhado
por producido de algum tipo de colagenase .A producio de colagenase em
cultura tem sido descrita para vérios tipos celulares, incluindo fibroblastos,
macréfagos, células endoteliais, osteécitos e condrécitos. As colagenases
produzidas por estas células sdo enzimas extracelulares com um pH 6timo
préximo a 7,0, e atuam na degradacdo da tripla hélice do coligeno (WOOLEY,
1984).

Os processos de crescimento e infiltracdo das células Vero sobre o gel de
coligeno tipo I aos 20 dias de cultivo culminaram numa estrutura com
caracteristicas de tecido conjuntivo frouxo.

Varios autores atribuem ao substrato de gel de colidgeno tridimensional
capacidade de simular uma estrutura semelhante a tecido conjuntivo

(ANDUJAR et alii, 1992). As caracteristicas que garantem essa semelhanca

sdo relativas a presenca de fibras de coldgeno com orientacio definida e ao

grande nimero de células presentes, além dessa estrutura ser de consisténcia
delicada, flexivel e pouco resistente as tracdes tal como no tecido conjuntivo
frouxo. Entretanto, existem algumas diferencas relevantes entre o tecido
conjuntivo frouxo de diferentes origens encontrado em regides da pele, mucosa
e glandulas e aquela estrutura por nés relatada que devem ser resguardadas.
Cabe ressaltar que neste tecido in vivo, além das fibras colagénicas, estio
presentes as fibras elasticas e reticulares sem predominio absoluto de qualquer

um dos elementos tissulares, além da variacio dos tipos celulares
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caracteristicos do 6rgdo no qual ocorrem (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
1985).

Com o progredir da cultura, as células que infiltraram para o interior do
gel apresentaram sinais de degeneracdo, nao pela auséncia do substrato como
acontecia nas células cultivadas sobre laminula, mas possivelmente pela falta
de nutrientes, que vai se tornando insuficiente de acordo com a profundidade
que a célula atinge no gel, uma vez que a simples difusdo do meio de cultura
utilizado para manutencio das c€lulas ndo € suficiente para nutri-las. A partir
de 15 dias de cultivo, no material em gel de coldgeno e também no material
controle foi observada a presenca de células em degeneracio que apresentavam
vesiculas citoplasméticas e nicleo fragmentado, demonstrando o colapso
dessas células em degeneracio.

As células cultivadas in vitro apresentam 3 fases no seu ciclo de vida.
Crescem até a confluéncia (fase I), se for efetivado o subcultivo na fase
confluente podem crescer indefinidamente (fase II) e caso contrdrio ocorrem
uma progressiva diminuicdo da taxa de crescimento, acompanhada de
mudancas morfologicas e funcionais, reducdo da capacidade de resposta a
fatores de crescimento e de decréscimo da sintese de DNA (fase III). Esta
altima fase caracteriza células senescentes, sem divisio celular e com
degeneracdo espontinea resultando em morte da cultura (BAYREUTHER et
alii, 1993; MONTI et alii, 1992).

Duas teorias tém sido propostas para explicar o fendmeno de degeneragdo
celular. MONTI e col. (1992) propde que a senescéncia celular é um processo
ao acaso causado por progressivo acimulo de danos que é consequéncia da
sintese protéica deficiente e/ou alteracOes a exposicio de agentes téxicos
enddgenos ou exogenos. J4 para SMITH e col. (1990), a senescéncia celular é
um fendmeno geneticamente controlado e ativo, muito similar ao processo

dindmico da diferenciacio celular.



Dados experimentais corroboram a segunda teoria. Sumariamente sio
descritos pela domindncia do fendtipo senescente sobre o fenétipo
imortalizado, e foram obtidos através de fusdo de células de ciclo de vida curto
com células imortalizadas através de virus SV 40, tendo como resultado células
hibridas que mostravam fenétipos senescentes com alta reducdo de capacidade
proliferativa (menor que 6-7 subcultivos), o que sugere a recessividade do
fendtipo imortal (PEREIRA-SMITH et alii, 1983).

PEREIRA-SMITH et alii, (1988 e 1990) em estudos sistematicos,
demonstraram que fusao de linhagens tumorais resultavam em hibridos de ciclo
de vida curto. Esses resultados sio compativeis com a hipdtese de que no
minimo 4 genes sdo responsdveis para o fenétipo imortal. Portanto, a
imortalizagdo pode ser ocasionada por mudangas em um desses 4 genes que
sdo complementares, favorecendo o fenétipo de vida curta.(PEREIRA-SMITH,
1990)

Considerando estes aspectos sugerimos que o evento por nés observado
nas culturas celulares em laminulas até 15 dias e naquelas em gel a partir de
15 dias como fendmeno de degeneracio celular.

A exemplo de outros autores (WADA & VIDAL, 1991; GALLAO, 1991)
além de alteracOes morfologicas, os substratos & base de coldgeno induziram
alteracdes na fisiologia da célula.

As observagoes efetuadas ap6s coloracdo com AT pH 4,0 mostraram que
as células Vero cultivadas sobre o gel de coligeno em todos os tempos de
cultivo exibem metacromasia citoplasmatica. Interessantemente, a partir dos 5
dias de cultivo, os granulos que se apresentam préximos as células ou mesmo
na matriz colagénica sdo também metacromaticos.

Diz-se que substratos corados com AT exibem basofilia metacromética
quando o pico principal de sua curva espectral de absorcdo aparece deslocado

para comprimentos de onda mais curtos, 580 a 546 nm (hipsocromismo). Ao
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mesmo tempo os valores de absorbancia na regido de A = 635 nm se encontram
sensivelmente diminuidos (hipocromismo) (LISON, 1960; MELLO, 1976;
VIDAL, 1987).

O fendémeno de basofilia metacromdtica depende diretamente do nimero
e grau de empilhamento das moléculas do azul de toluidina ligadas ao
substrato.Quanto mais proximas estiverem as moléculas entre si, maior serd a
interacio de seus elétrons e mais acentuado serd o hipsocromismo e o
hipocromismo em A=625 nm. Desta forma, curvas de absorcdo espectral com
picos maximos localizados em torno de 550-570 nm indicam maior
proximidade dos sitios de ligagdo no substrato, disponiveis para se ligarem as
moléculas do corante ( MELLO, 1976; VIDAL, 1987).

A metacromasia pode revelar visualmente, mesmo sem a utilizacido de
medidas microespectrofotométricas, um aumento na disponibilidade de radicais
anionicos em diferentes estagios fisiolégicos de um mesmo tecido, ou tecidos
diferentes, pela simples analise da cor obtida, que em funcio destas alteragdes
passa de verde para azul, azul arroxeado e até réseo (VIDAL, 1987).

A basofilia metacromdtica do micleo indica a ligacdio das moléculas do
corante com os grupos fosfatos disponiveis no DNA e RNA (MELLO, 1976;
VIDAL, 1987) e até mesmo pode revelar, diferencas na supraorganizacio dos
complexos DNA-proteinas, RNA-proteinas nos diferentes estagios fisiolégicos
(MONTEIRO, 1993). As diferencas no padrio de basofilia metacromatica
podem ser decorrentes dos diferentes niveis de complexacio entre DNA e
proteinas e¢/ou RNA e proteinas, bem como da concentracio desses
componentes.

Quanto ao material controle observam-se os nucléolos baséfilos (1 e 5
dias) demonstrando os grupamentos fosfatos disponiveis do RNA. Diferencas
dos niveis de padrio de basofilia metacromatica do niicleo e ortocromasia

nuclear observada ap6s 10 dias de cultivo, indicam alteragcdes nos complexos
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DNA/proteinas ¢ aos 15 dias de cultivo, os fragmentos nucleares
metacromaticos podem indicar a dissociacdo dos referidos complexos. Esta
dissociacdo, evidenciada com azul de toluidina juntamente com as
caracteristicas morfologicas ja descristas para as células neste tempo de
cultivo, nos leva a correlaciond-las com os acontecimentos descritos para o
fendmeno de senescéncia.

Os gréanulos depositados entre as células, na matriz colagénica, e que
exibem basofilia metacromatica, podem provavelmente ser moléculas de
glicosaminoglicanos ligados aos proteoglicanos, elementos de matriz
extracelular produzidos pelas células em cultura.

Dados semelhantes foram obtidos por GALLAO (1990) quando cultivou
células Vero em feltro de coldgeno microcristalino com e sem tratamentos
quimicos. Nestas condicdes, as células apresentaram deposi¢io de MEC corada
metacromaticamente com AT pH 4,0.

Os granulos que se apresentam depositados na matriz colagénica ou
mesmo entre as células, que se mostraram metacromaticos quando corados com
azul de toluidina pH 4,0, sdo também reativos ao Xylidine Ponceau, indicando
a natureza protéica deste material. Com os dados relativos a coloragio com
PAS pudemos evidenciar a coloracdo de todo o material depositado na matriz
colagénica e confirmamos a natureza glicoprotéica destes.

As andlises citoquimicas com Xylidine Ponceau pH 2,5 revelaram sempre
niicleos e nucléolos mais intensamente corados em vermelho - alaranjado, tanto
nas células cultivadas sobre laminula quanto nas células crescidas sobre o gel
de coldgeno tipo I. Neste dltimo caso porém, a coloracio sempre apresentou
maior intensidade que no controle. As 4reas coradas pelo XP representam
regides de concentracio de proteinas (MELLO & VIDAL, 1980).
Possivelmente esta coloracdo mais intensa das células Vero quando cultivadas

sobre o gel de colédgeno esteja relacionada a atividade de sintese protéica
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aumentada. No caso das células Vero sobre o gel de coldgeno tipo I, a sintese
protéica aumentada pode estar relacionada aos processos de diferenciacio
fenotipica e no caso do controle aos fenémenos de adesdo e proliferacdo, uma
vez que a intensidade de coloracdo diminui em células cultivadas com 15 dias
em laminulas e em células infiltradas no interior do gel.

A partir do 5° dia de cultivo detectamos a contracido do gel de coldgeno.
A contracdo das fibras do gel de coldgeno pode ser observada pelo
pregueamento da superficie do gel e pelo rearranjo das fibras de coldgeno,
identificadas pela coloracao com Xylidine Ponceau pH 2,5.

Os géis de coldgeno em placas convencionais de cultura ou em vidros de
penicilina, como por noés utilizado, permanecem firmemente aderidos & parede
da placa de cultura, porém o descolamento e posterior flutuacido deste no meio
de cultura foi por nés observado. O descolamento é aparentemente originado
pela contracao ocorrida no gel de colageno pelas células Vero.

A contracdo € observada visualmente através da formacdo de um disco
colagénico de didmetro reduzido na superficie superior do gel, o que
inicialmente tinha uma forma cilindrica, apresentou apds a contragio uma
forma de cone seccionado transversalmente.

A contracdo € um fendmeno observado quando células sao cultivadas em
ou sobre gel de coldgeno. Sabe-se que a eficiéncia da contracio do gel depende
de fatores como o tipo celular e a integridade do citoesqueleto, além de fatores
extracelulares presentes no soro, que € acrescido ao meio de cultura (GUIDRY
et alii, 1990; TINGSTROM, 1992).

O fenomeno de contracdo do gel de colageno in vitro é visto como um
modelo experimental que reflete 0 mecanismo de contracdo que ocorre nos
processos de desenvolvimento e reparo dos tecidos (BELL et alii, 1979;
EHRLICH & WYLER, 1983; GUIDRY & HOOK, 1990). Entretanto, a

caracteristica deste fen6meno depende de variantes como o tipo e a
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concentracdo do gel utilizado como substrato e também do tipo celular
cultivado (BELL et alii, 1979; STEINBERG et alii, 1980; EHRLICH, 1988;
TINGSTROM et alii, 1992).

De fato, em nossa andlise foi constatado que a contracdo do gel era muito
mais intensa na presenca de soro fetal bovino, que chegou a aproximadamente
50% da diminuicdo do didmetro superior quando comparado ao material
cultivado na auséncia de soro fetal bovino, que contraiu cerca de 15% em 5
dias de cultivo.

ANDUIJAR et alii (1992) reportaram a importincia do soro neste
processo, ressaltando que a contracdo do gel € proporcional a concentracgio de
soro no meio de cultura, pois este contém promotores de contracao.

GILLERY et alii (1986) identificou a fibronectina como fator do soro
responsavel pela contracdo do substrato. Esta glicoproteina é encontrada no
plasma sanguineo e nas células. A forma celular é organizada em estruturas
fibrilares e representa um importante componente da MEC. A fibronectina é
também uma das proteinas do soro que promovem adesdo ao substrato em
cultura de tecidos (HYNES & YAMADA, 1982).

A fibronectina apresenta sitios de ligacdes especificos para as células,
para outros componentes da MEC, para a actina e virias macromoléculas. A
interagdo fibronectina/célula é mediada por receptores de membrana
especificos, e esta interacdo constitui o maior sistema de adesdo de células ao
substrato, o qual pode mediar interacées entre as células e a MEC
desempenhando um papel chave na adesdo, no espalhamento, na morfologia e
na mobilidade celular (HAY, 1981; DUFOUR et alii, 1986).

A contracdo pode ser promovida na auséncia de soro através de outros
fatores como o fator de transformacdo do tipo B (TGF-B) e fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF). Por outro lado, a heparina é citada

como inibidora da contracdo do gel por diminuir a polimerizacgio das fibrilas de

45



coligeno (GUIDRY & GRINNELL, 1987) ou por induzir mudangas no
citoesqueleto (EHRLICH et alii, 1986).

BELL et alii, (1979) relataram que a citocalasina B e a colchicina inibem
a contracdo do gel, sugerindo que a integridade funcional do citoesqueleto é
necessaria para a ocorréncia deste fendmeno.

Né6s interpretamos o alinhamento das fibrilas do gel de coldgeno
evidenciadas através da coloracio com X.P. como resultado da tensido exercida
pelos movimentos celulares ocorridos nos processos de migracao e infiltragio ,
Aspecto semelhante foi detectado por BELL et alii (1979) que relataram a
reorganizacdo do substrato, com aproximacio das fibras de colidgeno apés a
saida de dgua da matriz.

Segundo GUIDRY & GRINNELL (1985), a contracdo do coldgeno por
fibroblastos envolve uma pequena sintese ou degradacdo de coldgeno, sem
envolver alteracbes enziméticas ou nas ligacdes cruzadas pré-existentes no
colageno. Segundo estes autores a contracdo ocorre somente em uma matriz
capaz de propagar a forca contrétil gerada pelos fibroblastos, o que faz do gel
de coldgeno tridimensional um excelente substrato para experimentos em
cultura, onde investiga-se a contracao.

Adicionalmente, durante a cultura de fibroblastos sobre o gel de coldgeno
BELL et alii (1979) descreveram a formacgio de uma estrutura semelhante 2
derme, ap4s a contracido do substrato

Substratos colagénicos contraido por fibroblastos foram transplantados e
reintegrados com sucesso como equivalentes dérmicos (HULL et alii, 1983).

GUIDRY et alii (1990) consideram a contragdo do substrato colagénico
por fibroblastos in vitro como um sistema modelo para o estudo de

desenvolvimento do tecido conjuntivo, cicatrizacgdo e fibrose.
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V- Conclusoes

1. O gel de coldgeno tipo I induz processo de diferenciacdo de células
Vero em cultura, que se caracteriza inicialmente por alteraces na forma
celular.

2. Células Vero cultivadas em gel de coldgeno tipo I, produzem elementos
de MEC na forma de grinulos metacromaticos, que sdo também reativos ao
Xylidine pH 2,5 e ao PAS, o que indica a natureza glicoprotéica deste material
secretado pelas células..

3. Caracteristicas morfoldgicas de senescéncia sio observadas, em células
que crescem sobre laminulas, a partir de 10 dias de cultivo e nas que se
infiltram para o interior do gel, a partir dos 20 dias de cultivo.

4. As células Vero cultivadas em gel de coldgeno tipo I sdo capazes de
contrair o gel de coldgeno, num processo dependente da presenca do soro fetal
bovino e que ocorre principalmente pela reorganizacio das fibras de coldgeno.

5. Através dos processos de infiltracdo e contracdo produzidos pelas
células Vero, o gel de coldgeno aos 20 dias de cultivo apresenta a formacio de

uma estrutura muito semelhante a de um tecido conjuntivo frouxo.
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