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RESUMO

Este trabalho fol desenvolvido com o objetivo de se
observar, sequencialmente, a fibrogénese e a diferencia;éo das
células fusiformes da matriz conjuntiva durante a formagdo do
tecido de granula;éo na parede de '"bolsGes inflamatérios",
produzidos no dorso de ratos pela injegao, no tecido subcutéaneo,
de Oleo de croton, segundo o modelo proposto por SELYE (1953).
Procederam-se estudos histoldgicos e ultraestruturais, alem de
imunomarcagao, através da técnica de imunofluorescencia indireta,
dos colagenos dos tipos I, III, IV, da fibronectina e da laminina

Os resultados obtidos mostraram aspectos morfoldgicos
intermediarios entre pericitos, fibroblastos, miofibroblastos e
celulas musculares lisas, sugerindo uma diferenciagéo progessiva
cas células da matriz a partir das células perivasculares. Nas
Tases iniciais predominaram células com caracteristicas ce
fibroblastos e miofibroblastos com aparelho contratil pouco
desenvolvido, associados a deposigéo de uma matriz frouxa,
constituida, principalmente por fibronectina e colageno do tipo
III. Neste periocdo ocorria degradagéo de colageno no interior das
cé€lulas responsaveis por sua sintese, sugerindo uma papel
modulador destas celulas. Nas fases tardias, associada a una
matriz densa, organizada em feixes paralelos, constituida por
colagenos dos tipos I e III, e fibronectina, predominaram células
com caracteristicas de miofibroblastos, contendo eXuberante
aparelho contréatil, e células nusculares lisas, sem relagéo com a
parede de vasos. Nesta fase a matriz extra-celular mostrou
focalmente, fragmentagéo, dissolugéo e depbsitos granulosos
grosseiros, que foram interpretados como evidéncias de degradagéo
da matriz.

A observacdo destes aspectos sugere gue as células da matriz
G P



conjuntiva representam expressoes fenotipicas diversas de una
mesma célula em fungéo, provavelmente, de condigSes particulares,
A observagao inusitada de diferenciagdo destas células até
masculo 1liso reforga a hipdtese de que a tensao exercida sobre a
parede dos bolsces seja o fator determinante, a longo prazo, da
diferenciagao de células produtoras de proteina em células
contrateis. .

0 modelo de SéLYE, a despeito de simples e antigo, mostra-se
util na compreensao da fibrogénese e da diferenciagao celular,
podendo ainda ser utilizado em futuros estudos de interfereéncias

na modulagao destes fenomenos.



SUMINARY

The main purpose of this paper was to, seqguentially,
observe and describe fibrogenesis and also cellular
differentiation of connective tissue fusiform cells during
formation of granulation tissue within the walls of SELYE's
"inflammatory pouch'", This latter was produced in the
subcutageous'/dorsal region of rats by means of the injection of
croton oil, according to SELYE's nmodel (1953). Besides
histological and ultrastructural examination, the tissues were
submitted to immunofluorescent technics for the characterization
of collagen isotypes I, III and IV, laminin and fibronectin.

Transitional morphological findings were found between
pericytes, fibroblasts, myofibroblasts and smooth muscle cells,
sugestive of a progressive 1line of differentiation for the
connective tissue cells, departing from perivascular cells.
During the earlier stages of the lesion there was predominance of
cells with fibroblastic and myofibroblastic features with only
faintly developed contractil apparatus, associated with
deposition of a 1loose matrix, which was seen to be formed
essentially by fibronectin and type III collagen.

Collagen synthesizing cells were seen, during this period,
to contain internalized colagen fragments, which appeared
indicative of the modulating role of such cells,

The later stages were characterized by dense matrix, with
parallel oriented collagen fibers, represented by types I and III
collagen, as well as by fibronectin, with predominance of cells
exhibiting myofibroblastic features, with prominent contractil
apparatus, and smooth muscle cells, which were not related to
blood vessel walls. During this stage, extra-cellular matrix
showed focal areas of collagen degradation, represented by

fragmentation, dissolution and coarse granular transformation of




fibers.

The findings here observed suggest that the connective
matricial cells represent diverse phenotypes of a single cell
stimulated by different and peculiar enviromental conditions. The
unusual observation of differentiation of such cells toward
smooth muscle cells strenghtens the hypothesis that prolonged
tension, present on the pouch walls, was responsible for the
transformation of protein-synthesizing cells into coéntractile .
cells,

SELYE's model, despite being old and simple, revealed itself
useful for the understanding of fibrogenesis and cellular
differentiation, and may be further utilized to analyse factors

that may interfere with the modulation of these phenomena.
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1 INTRODUGAO

0 modelo do "Bolsao Inflamatério", produzido em ratos pela
injegéo no tecido subcutaneo de oOleo de croton e ar, é,
classicamente, wutilizado em Patologia Geral para a produqéo de
abscesso.

Durante o emprego deste modelo num curso de Patologia,
observamos, nas paredes do abscesso, proliféragéo de vasos de
pequeno calibre e de células fusiformes, seguida de gradual
deposigao de matriz conjuntiva, formando-se exuberante Tecido de
Granulaqéo. Estudos ao microscdpio eletrdnico mostraram que
grande numero das células fusiformes, neste tecido de granulagao,
tinha caracteristicas de miofibroblastos.

A observagao sequencial da formagado do Tecido de Granulacéo,
neste modelo, nos mostrou varios aspectos morfologicos
intermediadrios entre pericitos, fibroblastos e miofibroblastos,
sugerindo una diferenciagéo das c€lulas fusiformes deste tecido a
partir das celulas perivasculares. Nas fases tardias do processo,
verificamos variagoes morfoldgicas de miofibroblastos até células
rnusculares lisas, que apareclam dispersas na matriz conjuntiva,
sen relagéo com a parede de vasos e compondo grande parte das
células fusiformes do Tecido de Granulagéo. Este aspecto
inusitado parece correlacionar-se com evidéncias de acentuada
contragio das paredes dos "BolsGes Inflamatérios".

Associada as modificagoes na expressao morfoldgica das
células fusiformes, observaram-se, tambeéem, alteragBes sequenciais
nos aspectos da matriz conjuntiva, que variava desde uma matriz
frouxa, pouco colagenizada e desorganizada até uma matriz densa,
com feixes colagenos espessos, dispostos ordenadamente.

0O presente trabalho foi concebido com o objetivo de se

investigar, mais detalhadamente,os aspectos morfologicos da
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diferenciagao das celulas fusiformes do Tecido de Granulagéo do
"Bolsao Inflamatorio" e se tentar esclarecer sua origem, através
de estudos sequenciais em microscopia Sptica e eletronica. Como a
matriz conjuntiva também se modifica durante o processo, foi
feita uma caracterizagao de diversos tipos de coléageno e de
outras proteinas do tecido conectivo como a fibronectina e a
laminina através de teécnica de imunomarcagem com ~ anti-soros
- a s -
especificos e histologicas, procurando-se correlacionar as

modificaqées matriciais com expressdes morfoldgicas distintas das

celulas fusiformes.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1. O MODELO DO "BOLSAO INFLAMATORIO"

0 modelo do bolsao inflamatorio foi desenvolvido por SELYE
(1953,b) para estudar os mecanismos através dos quais a
hidrocortisona alterava a resisténcia dos tecidos &s agressdes.
Para produzi-lo injetava 25ml de ar no tecido subcutaneo de ratos
e, em seguida, 1injetava uma mistura de oleo de croton a 1% em
0leo de milho.

O Oleo de croton provoca intensa rea;éo inflamatdoria aguda
acompanhada de necrose e formagao de exsudato purulento e
hemorrdgico, que preenche a cavidade do bolsao entre o quarto e
quinto dias apo0s a injegéo. No tecido em torno a cavidade ha
acimulo de neutrofilos e macréfagos, edema e deposigao de
fibrina. Em torno do décimo dia apos a injegao do G&leo de
croton, SELYE descreveu, nas porgées mais externas do bolséo, a
formagdo de tecido de granulagdo constituido pela proliferagao de
capilares sanguineos e fibroblastos. Inicialmente estes vasos
proliferam de modo perpendicular a luz do bolsao.
Progressivamente ocorre deposigao concéntrica de matriz
conjuntiva, formando-se uma parede fibrosa.

Este modelo tem sido utilizado em Patologia Geral para o
estudo da inflamagao aguda e da formagdo de tecido de granulagéo.
O tamanho do bolsao depende da quantidade de ar injetada e a
natureza da resposta inflamatdoria do tipo de substancia irritante
escolhida. HORAVA, (1959), sugeriu a utilizagao de variados tipos
de irritantes e alertou para o fato de que o oleo de croton pode
produzir resultados diversos na dependéncia de sua procedéncia e
dos lotes utilizados.

Varia96es da técnica do bolsao podem ser utilizados para

outros tipos de estudos. FOLKMAN & cols. (1971) wutilizaram-nas
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para estudar substancias angiogénicas isoladas de celulas
neoplésicas.

Para estudar morfoldogica e funcionalmente o tecido de
granulaqéo, Eﬁggléﬂl__&__cnlsg. (1971, 1972) produziram bolsoes
inflamatdérios em ratos. Notaram proliferacao vascular e de
fibroblastos a partir do terceiro dia apés a inje¢éo. No oitavo
dia, observaramn que 08 bolsdes comegavam a se retrair
progressivamente e eram totalmente reabsorvidos em torno do
terceiro més. Estudando ao microscopio eletronico fragmentos das
paredes dos bolsoes, obtidos entre o segundo e o vigésimo
primeiro dia apés a inoculacéo, aconpanharam transformapBes

morfoldgicas dos fibroblastos, que, apos o setimo dia, passaram a

apresentar algumas caracteristicas morfologicas de celulas
musculares lisas. Em testes farmacoldogicos com substancias
/’M

capazes de provocar contraqéo ou relaxamento muscular, notaram
que o tecido de granulaqéo se comportava "in vitro" como um
tecido contratil. Por isso, MAGNO & cols. (1971) propuseram que

os fibroblastos modificados fossemn denominados de miofibroblasto.
2.2 CONTRAGAO DO TECIDO DE GRANULAGAO

Nas lesdes cutaneas comn perda significativa de tecido, um
dos fenomenos mais importantes na restituigdo da continuidade dos
tecidos € a contragdo da ferida. Este fendmeno, juntamente com a
regeneraqéo epitelial, s&do, na hierarquia biolodogica, os que mais
contribuem para a homeostasia (PEREZ-TAMAYO, 1965, 1987; van DEN
BRENK, 1956). Apesar de terem sido amplamente descritos em lesdes
cut@neas, o0s processos reparativos ocorrem de modo semelhante em
Giversos orgécs e locais. (JENNINGS & FLORELY, 1970).

Importantes estudos cientificos acerca da contraqéo no
reparo foram feitos, no inicio do século XX, por CARREL (1910) e

por CARREL & HARTIMANN (1916), que estudaram a contragéo de
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feridas de tamanhos e formas variadas, ocorridas em seres humanos
e experimentalmente produzidas em cobaios e gatos. Verificaram
que a contragao iniclava-se entre o segundo e a quinto dia apds
a lesdo e mais precocemente que a re—epitelizagéo, parecendo mais
importante que esta no reparo. Notaram que as 1lesCes maiores
contralam-se durante mais tempo que as pequenas. A despeito de
nao "terem realizado estudos especificos, sugeriram qgue a
contfagéo resultava da aqéo do tecido de granulagéo ("granulous
contraction") em oposigao a agao dos tecidos circunvizinhos.

Depois destes trabalhos, o fenomeno contrdtil passou a ser
amplamente reconhecido. Ao longo do tempo, surgiram multiplas,
variadas e conflitantes hipoteses para a explicagao dos
mecanismos determinantes da contragao. Revendo varias
publicaq6es, podenos identificar duas grandes formas de
interpreta;&o do fenomeno. A primeira olha a contragéo como uma
consequéncia de modificagoes nas bordas da lesao e/ou no tecido
circunjacente, enquanto a outra ve a fonte de contragéo no leito
da ferida, ou mais precisamente, no tecido de granulagéo.

Em ampla revisao sobre a cicatrizagao, AREY (1936) fez uma
sinoépse de todas as tendencias do final do século XIX e inicio do
século XX, reconhecendo a importancia da contra;éo e atribuindo-a
ao encolhimento das fibras colagenas maduras no interior do
tecido de granulagao. Depois, foi sugerida a existéncia de uma
espécie de esfincter em torno das lesdes, constituido de fibras
gue encolheriam produzindo fechamento da ferida. Esta idéia nao
resistiu a constatagao de BILLINGHAM & RUSSELL (1956) que
produziram lesoes de formas variadas no dorso de coelhos e
mostraram que a velocidade de contragéo depende ndo apenas do
local da leséo, mas também de sua forma e da idade do animal. As
lesOes circulares cicatrizam mais lentamente que as retangulares.
Segundo estes autores as fibras colégenas se dispoem radialmente

a partir do centro da lesao, e quando tracionadas por forgas




oriundas das celulas do tecido conjuntivo, puxam as bordas para o
centro, aproximando-as. Definiram, entao, o tecido de granulagéo
como um 6rgao contratil efemero.

A hipotese da contragao resultar do encolhimento do colageno
ganhou forga quando se demonstrou, para aplica¢§o na indistria do
couro, que este fenomeno ocorria quando o colégeno era submetido
& agéo de acidos ou alcalis fortes, ou a fervura (MAGNO, 1958).
Este autor, citou como exemplo desta propriedade dolkblégeno, a
técnica da reduqéo de cabegas humanas praticada por indigenas da
floresta amazbnica. Magno concebeu um experimento no qual fez
homotransplantes de fragmentos de tendao da cauda de ratos no
tecido subcutaneo, na cavidade peritoneal, no figado e no
pancreas, notando progressiva redugéo do tamanho dos tendoes a
partir do seéetimo dia apds a implantagdo. Interpretou estes
resultados como evidéncias de contraqéo do colageno "in vivo",
porém, chamou a atenqéo para que esta sO ocorria quando havia
inflamagéo com produqéo de tecido de granulapéo em torno dos
implantes. Quando a técnica era estéril, nao havia retragio.

Corroborando estas idéias, HADFIELD (1963) descreveu que,
nas fases precoces do processo de reparo de lesoes circulares
produzidas no tegumento de ratos, as fibras colégenas pré-
existentes sao reforgadas, tornando-se mais espessas e contribuen
na contraqéo. Este mesmo ponto de vista foi defendido por
JENNINGS & FLOREY (1970), que atribuiram ao encurtamento de
fibras colagenas maduras o principal fator na contragéo.

Desde cedo a teoria da contragéo resultar do encurtamento de
fibras colagenas encontrou oposi¢bCes. Em 1954, ABERCROMBIE &
cols. demonstraram bioquimicamente nao haver paralelismo entre a
deposig@o de colageno e o desenvolvimento da forga contratil en
lesdes cutaneas produzidas em ratos, persistindo a sintese de
colageno quando cessava a contraqéo. Em outro trabalho, estes

mesmos autores (1956) submeteram ratos a dieta deficiente enm



vitamine C e verificaram a ocorréncia de contragao de feridas nos
animais com escorbuto, de modo semelhante aos controles normais.
Também a intoxica;éo com beta-aminopropionitrila para causar
latirismo néo interfere com a contragao das feridas. CRAVEN
(1970) wutilizou em ratos esta droga que reage com o colageno en
pontos especificos, impedindo sua polimeriza;éo normal, tendo
efeitos nas propriedades mecanicas das fibras que se‘ tornam
frigeis e muito extensiveis. Comparando a contrag&o de lesoes em
animais com 1latirismo e controles normais, nao encontrou
diferengas significativas. Em 1979, MAGNO publicou uma
interessante revisao critica de seus trabalhos anteriores sobre
contragao do colageno e reconheceu que as condigdes fisico-
quimicas nas quais o colageno se contrai "in vitro" s3o muito
artificiais e drasticas, nao ocorrendo "in vivo".

Paralelamente, desenvolveu-se outra hipdtese para explicar a
contragao. BURROWS (1924), que estudou a migragao de células
epiteliais em cultura de tecido e em feridas produzidas no dorso
de ratos, concluiu que a migra¢éo de celulas cria uma linha de
forga que provoca contra¢éo dos tecidos e das proteinas
coaguladas no meio de cultura. Achava, porem, que fenomenos
proliferativos tambeém contribuiam. Para ele a contragéo tardia
era resultante da atrofia do tecido de granulagao. Esta corrente
de 1ideia interpreta a contragao como resultado de fendmenos
morfilaticos. Segundo VAN DEN BRENK (1956) a 'morphylaxis" €
definida como a remodelag&o de uma parte do corpo, pré-existente,
para recompor a continuidade de um todo lesado. Este fendmeno &
diferente da "epimorphisis", que e o preenchimento da lesao pela
neoformaqéo "in situ" de um tecido qualitativamente semelhante,
ou nao, ao anterior. Este autor produziu lesdes circulares no
dorso de coelhos e acompanhou a cicatriza;éo atraves de
documentagéo fotografica a cada dois dias com mediQQO'de area com

o auxilio de planimetro. Notou que a contragéo se inicia no nono
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dia po6s-lesao a uma velocidade de 0.65mm/dia. Empregou rad1a§6es
ionizantes e constatou que os fendomenos epimdrficos (regeneragéao
epitelial) eram retardados, mas que a contra;éo evoluia
independentemente. Para ele a contragao resultava do
desenvolvimento de uma corrente de tra;éo criada pela migra;éo de
células nas bordas da ferida. Segundo sua interpretapéo, as
fipras coldgenas se dispoem radialmente a partir do centro,
ancorando-se em angulo reto com as fibras maduras nos bordos da
lesao e sua contragao teria tendencia a abrir ainda mais a
lesao. A contragao final apos a completa re-epitelizagao
dependeria da desidratacao do colageno. Estas idéias foram
compartilhadas por DUNPHY (1958) que tambem achou que a
remodelagao dos tecidos circunjacentes € importante na contracao,
mas sugeriu que ocorren modificagées no colageno da periferia da
lesdo, levando a contragao.

Uma variagao desta hipotese foi concebida por GRILLO & cols.
(1958). Estes pesquisadores estudaram bioquimicamente o conteudo
do leito das feridas, determinando sequencialmente seu peso, teor
de &gua e produgao de colageno. Notaram que o conteiddo do leito
da ferida, definido arbitrariamente como o tecido de granulapao
ndo recoberto por epitelio, aumentava entre o quinto e oitavo dia
e que, a partir do decimo dia, passava a sofrer rapida redupéo,
enguanto a taxa de contragao aumentava. O teor de agua sofria
reduqéo de apenas 4% durante trinta dias de observagéo e por isso
concluiram que a contragdo independia da desidratagao. A
concentragéo de colageno aumentava entre o quinto dia e a segunda
semana quando alcangava concentraqéo semelhante a da pele normal,
porém sua quantidade total diminuia a partir do oitavo dia.
Destas constatagles, concluiram que o conteudo do tecido de
granula;éo ndo participava da contragao, e que esta deve decorrer
éde fenomenos localizados nas margens da ferida. Para testar esta

hip6tese, desenvolveram outros experimentos, wutilizando cobaios



nos quais produziram lesCes cutaneas (WATTS & cols., 1958). A
contrapéo se iniciava no terceiro dia e progredia até o decimo-
guinto apos a lesao e n;o era influenciada por retirados
repetidas da crosta. Em alguns animais fizeram excisoes de
quantidades variadas de tecido de granulacéo no sétimo dia apos a
lesao. Quando retiravam, mesmo repetidas vezes, todo o tecido de
granulagéo, deifando nas bordas uma estreita faixa de 0,5 a
1,0mm, a taxa da céntragéo nao se alterava. Por outro lado, a
retirada de todo o tecido de granulaqéo mais 0.5mm das Dbordas
fazia cessar a contragfdo e a area da ferida aumentava. O mesmo
acontecia quando procediam a retirada de uma faixa periférica de
1.0mm de espessura, deixando o tecido de granulagéo no centro. O
isolamento das margens do tecido de granuldgao foi feito através
de corte perpendicular & superficie e resultou em supressdo da
contragdo. O estudo histoldgico das margens da lesf8o mostrou
grande guantidade de fibroblastos e escassa deposigédo de
colageno. GRILLO & POTSAID (1961), utilizaram radiagdes
ionizantes antes ou depois da produqéo de lesoes e verificaram
que a aplicagéo destas, trinta e seis horas apos a lesao cutanea,
retardava ao maximo a contragdo entre o nono e o décimo-primeiro
dia apés a leséo, coincidindo com a inibi¢éo parcial dGa
proliferagao vascular e de fibroblastos. Estes ultimos apareciam
dispostos desordenadamente, gquando comparados com 0s controles
nao irradiados, e mostravam formas e tamanhos variados. De posse
destes achados estes pesquisadores sugeriram que a contragéo
resulta de alteragoes nas bordas das feridas. ("Frame Picture
Theory").

O trabalho de CUTHBERTSON, (1959) questiona a teoria da
contragao resultar de movimentos das bordas das feridas. Ele
produziu 1lesbes retangulares no dorso de ratos e tragou linhas
externamente paralelas &s bordas das feridas, verificando que, a

medida que a contragéo progredia, ao contrario do previsto,




segundo & teoria anterior, estas linhas se afastavam entre si e
das bordas, fazendo-o conclulr que a contragéo resultava de algo
no interior do tecido de granulagao . Ao observar que crostas
submetidas a desidratacéo se retraiam, concluiu que, nas fases
precoces da cicatrizagdo, a contragao era devida a desidratagédo
das crostas. Nas fases mais tardias seria devida a uma
desidratagao do tecido de granula;éoiy pois, como demonstrou
através da injegao de azul de Evans, a permeabilidade vasculér
diminui nesta fase.

Desde os trabalhos pioneiros de CARREL, ha uma corrente de
idéias que surge que a contra;éo resulta de algo intrinseco ao
tecido de granulagéo. Foram os trabalhos de ABERCROMBIE & cols.,
(1954) que reforgaram ainda mnais estas 1idéias. Além  de
demonstrarem bioquimicamente n&o haver relagao entre a deposigéo
de colégeno e a contra;éo, verificaram que incisdes repetidas no
tecido de granulayéo impediam o fenomeno. Posteriormente,
ABERCROMBIE & <cols. (1956), quando estudaram a contragdo em
animais com escorbuto, sugeriram que a contragéo deveria
originar-se no tecido de granulagéo a partir de modificagaes dos
fibroblastos, que passariam a ter propriedades contrateis como as
c€lulas musculares lisas. Em seguida, ABERCROMBIE & cols. (1960)
desenvolveran um modelo experimental para demonstrar sua
hip6tese. Produziram lesdoes cutaneas em coelhos e em alguns
grupos colocaram em torno das lesdes, plastroes colados a pele
com colodio que impediam o deslocamento das margens previamente
tatuadas. No deécimo dia, os animais foram separados em tres
grupos. No primeiro, o plastrao foi retirado no decimo dia apés a
lesao e o tecido de granula;éo foi excisado no décimo segundo
dia. No segundo, excisou-se primeiro o tecido de granulagéo no
décimo dia e em seguida retirou-se o plastréo. No terceiro grupo,
a excisao e a retirada do plastrdo foram feitas no décimo segundo

dia. As areas das feridas foram medidas no dia da 1lesao, no




décimo e no décimo segundo dia. O efeito imediato da retirada do
plastrdao da lesdo com tecido de granulagdo foi uma subita
contragéo, que correspondeu & metade da contragao total nos
trinta primeiros minutos apds a liberagado das margens. Nos grupos
em que a retirada do plastrdo foi posterior & excisdo do tecido
de granulagdo, a contragdo foi 50% menor que no primeiro grupo.
Por outro lado, o isolamento do tecido de granulagéo das margens
atravées de incisdoes verticais, foi acompanhado por nitida
contrag8o deste, que tomava a forma arredondada e Dbojava a
superficie, enquanto as bordas se retraiam em sentido contrario.
Os estudos Dbiogquimicos de determinagéo do teor de agua,
hidroxiprolina e nitrogénio total nao diferiu nos tres grupos.

Estes experimentos sugerem que grandes tensdes se desenvolven
e que provavelmente se originam nas células do tecido de
granulagéo. Reforgando esta tendencia de interpretagéo, HIGTON &
JAMES (1964) utilizaram este mesmo modelo e testaram os efeitos
do cianeto de potéassio, um potente inibidor da respiragéo
aerdbica, na contragéo "in vitro" de fragmentos de tecido de
granulagao e mostraram que o KCN na concentragdo de 1 x 10 - 3 M
diminui sensivelmente a contragio.

Em extensa revisao critica da 1literatura concernente &
contracdo na cicatrizagdo, VAN WINKLE JR (1967) analisou as
varias hipoteses existentes na época, comparando-as entre si, e
concluiu gque a do grupo de ABERCROMBIE era a que dispunha do
maior numero de evidencias, sendo, portanto, a mais provavel.
Este autor sugeriu que os fibroblastos trasmitiam a forga
contratil as fibras coldgenas gue tracionam as bordas da ferida.

A hipétese de Abercrombie ganhou forga de um paradigma a
partir dos achados de GABBIANI & cols. (1971), que publicaram um
trabalho sobre o estudo de quatro modelos diferentes de produqéo
de tecido de granulagdo em animais. Verificaram que, apds um

curto periodo de multiplicagéo, os fibroblastos apresentavam




alguns aspectos morfolbgicos ultra-estruturais peculiares de
c€lulas nmusculares lisas. Com estes achados sugeriram que o0s
fibroblastos sofriam modulagéo estrutural no sentido de uma
c€lula com caracterisitcas intermedidrias de c€lulas musculares
lisas e que seriam responsdvels pela contragdo do tecido de
granulagéo. Neste mesmo ano, MAGNO & cols. (1971) wutilizaram
fatias de tecido de granulacao em testes farmacolégicos "in
vitro" com drogas conhecidas como promotoras da contragdo e do
relaxamento muscular e notaram que, efetivamente, este tecido se
comportava com caracteristicas de musculo liso. De posse destes
achados, DMAGNO & cols. (1971) propuseram gque os fibroblastos com
caracteristicas contrateis fossem denominados de MIOFIBROBLASTOS.

A presenga de macula aderente entre os miofibroblastos
sugeriu que a contragdo sincrénica destas c€lulas resultaria na
contra;éo do tecido de granulagéo. SINGER & cols. (1984)

estudaram a co-distribuigéo de fibronectina e actina ao longo da

superficie dos miofibroblastos, utilizando técnicas de
imunomarcagem a nivel ultra-estrutural, e mostraram a existéncia
de tres tipos diferentes de "fibronexus", formando riicro-tenddes

gue devem transmitir a forga contratil a matriz colagénica cono
havia sido imaginado por VAN WINKLE JR (1967).

As aplicaqées destes conhecimentos permitiram a IMADDEN &
cols. (1974), utilizarem "in vivo" drogas relaxantes musculares e
obterem a inibigdo da contragdo de feridas.

Em relaqéo a possiveis ddvidas quanto a ‘"frame picture
theory", RUDOLPH (1979) observou, em estudo semi-quantitativo ao
microscdpio eletrdnico, que os miofibroblastos aparecem nmnais
precocemente e persistem por mais tempo no centro do tecido de
granulagéo.

Este conjunto de evidéncias tornou amplamente aceita a teoria
celular da contragdo do tecido de granulagao. Como veremos a

seguir, inumeros trabalhos apareceran, descrevendo



miofibroblastos em variadas condiqSes, mas ainda persistem

questoes relativas a sua origem a partir dos fibroblastos e suas
- R

potencialidades evolutivas em relagao a diferenciac&o celular e

aos fatores condicionantes.

2.3 0S MIOFIBROBLASTOS

ot Y

2.3.1 Origem dos miofibroblastos

Do mesmo modo que a origem dos fibroblastos no tecido de
granulagdo (AREY, 1936; !MacDONALD, 1959; GRILLO & POTSAID, 1961;
ROSS, 1968), a histogénese dos miofibroblastos ainda ndo esta
resolvida. Os mé€todos convencionais utilizados nos estudos sao,
quase senpre, morfoldgicos, baseados em exames de tecidos ou de
culturas de c€lulas. S6 recentemente comegaram a aparecer, na
literatura, trabalhos com uma abordagem mais moderna do problema,
coro a utilizaqéo de marcadores da diferenciagéo celular, tipo
filamentos intermedidrios (GRIMAUD & <cols., 1986; KOCHER &
GABBIANI, 1986).

Desde sua descrigéo original em 1971, varias origens té&m sido
propostas para esta célula, mas, até o momento, nao se definiu se
os miofibroblastos se originam sempre de um mesmo tipo celular ou
se eles representam a expressdo morfo-funcional da modulagao de
distintos tipos <celulares submetidos a condigaes peculiares
(GHADIALLY, 1982; LIPPER & cols., 1280).

Antes da descrigdo e denominagdo dos miofibroblastos por
GABBIANI & cols., (1971), células con caracteristicas
morfoldgicas semelhantes vinham sendo reconhecidas por
pesquisadores que estudavam os aspectos ultra-estruturais dos
vasos sanguineos em condig¢des normais e na aterosclerose. KARRER
& COX (1961) estudaram, sequencialmente, o desenvolvimento da

aorta de camundongos e sugeriram que as cé€lulas musculares lisas




da camada média derivavam de fibroblastos tipicos, presentes
nesta camada do vaso, durante o desenvolvimento embrionario, que
progressivamente adquiriam um aparelho contratil, Aspectos
semelhantes foram vistos na aorta de ratos por CLIFF (1967), que
verificou a presenga de uma célula com morfologia varidvel.
Inicialmente estas celulas apresentavam o retfculo endoplésmatico
rugoso e o Aparelho de Golgi bem desenvolvidos, relacionando-se
com ativa sintesé' de colageno, fibras elasticas e
mucopolissacarideos, Depois passavam a acumular um sistema
fibrilar cada vez mais desenvolvido, transformando-se em c€lulas
musculares lisas.

A utilizagéo de outros modelos e sistemas tem permitido a
verificagdo de aspectos parecidos. YAMAUCHI & BURNSTOCX (1969)
notaram a modulagao de uma célula com caracteristicas de célula
sintetizadora de proteinas, em c€lula contrétil, no
desenvolvimento da camada muscular do canal deferente de

canundongos. Em estudos in vitro e in vivo de células de capsula

supra-renal de camundongos, BRESSLER, (1973), também descreveu a
diferenciagdo de fibroblastos em c€lulas musculares lisas. O'SHEA
(1970) descreveu a existéncia de fibroblastos com caracteristicas
contrdteis em torno de foliculos ovarianos e corpos 1lateos de
ratas, que chegavam a se diferenciar em musculo liso. Este autor
sugeriu que esta diferenciagao era induzida pela expansdo dos
folfculos e gue, ciclicamente, estas células participariam no seu
colapso.

Apés estudos morfo-funcionais dos fibroblastos, em modelos
experimentais de produgdo de tecido de granulagdo, em animais e
em tecido de granulagdo e fibromatoses humanas, IMAGNO & cols.
(1971), GABBIANI & cols. (1972) & GABBIANI & MAGNO (1972),

sugeriram que estas c€lulas representavam uma modulagéo de

fibroblastos pre-existentes no sentido de ce€lulas nusculares

lisas. Estes autores, tendo conhecimento de trabalhos da
-




literatura referentes a ontogénese de vasos sangufineos,
propuseram que os mofibroblastos representam a convergéncia
morfo-funcional tanto de fibroblastos quanto de células
musculares 1lisas (GABBIANI & cols., 1971), porem adotaram a
premissa de que, no tecido de granulacéo, eles se originam de
fibroblastos pré-existentes, baseados nos seguintes argumentos:
a) seria improvavel que os fibroblastos, 'pomo as c€lulas mais
comuns do tecido conjuntivo, ndo tomassém parte na formagéo do
tecido de granulaqéo; b) os fibroblastos em cultura desenvolvem
um sistema contratil submembranar como nos miofibroblastos; c¢)
eles nunca encontram musculo liso livre no intersticio do tecido

b
de granulagao, portanto, e pouco provdvel que estas células .

-—

derivem do musculo liso da parede dos vasos. A despeito de toda a
; e VaSYes

argumentagéo em favor da origem a partir dos fibroblastos, eles
nao afastaram a possibilidade da génese, a partir de celulas
mesenquimais indiferenciadas.

Depois das descrigdes deste grupo, passou a ocorrer O
reconhecimento de miofibroblastos nas mais variadas condigdes. A
maioria dos autores considera, sem maiores contestag¢des, a origem
dos miofibroblastos a partir dos fibroblastos.

FUKUDA (1981), estudando o desenvolvimento das celulas das
trabéculas esplenicas em bagos humanos, notou que as células

musculares lisas se diferenciavam a partir dos fibroblastos,

passando por uma fase intermediéaria, identificada COomo
miofibroblastos. Para ele, a pressao determinada pelos foliculos
linfdides em expans8o e a distensao dos seios medulares
modulariam a diferenciagao de fibroblastos comuns em

miofibroblastos. Atribuiu a estas cé€lulas um papel na salda dos
linfocitos dos folfculos linfdides para o sangue periférico e no
bombeamento de sangue nos seios esplénicos. SQUIER (1981),

: : . . . .
propondo-se _a _investigar os fatores que induzem a diferenciagao

dos fibroblastos em miofibroblastos, submeteu a pele Integra de
2 - e
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camundongos & tragao continuada e verificou a diferenciagéo de

i

fibroblastos em cé€lulas com caracteristicas contréteis,

concluindo gue a pressao era o fator indutor da modulagdo. A uma

conclusao parecida chegou SOTTIURAI & BATSON (1983), trabalhando
com a formagdo de pseudo-intima em proteses arteriais de darcon.
Para eles os miofibroblastos sofrem uma posterior diferenciagéo
em células endoteliais. Ja BAUER & cols. (1975), que estudaram
cicatrizes hipertréficas, sugeriram, sem dados de mesuragao, que
alteragles nas pressoes de CO2 e oxigénio induziam a
diferenciagdo de fibroblastos em miofibroblastos. Para IMADDEN
(1973) e INADDEN & cols. (1975), que descreveram miofibroblastos
nas sindromes do tunel carpal e do ''dedo no gatilho" (trigger
finger), e na contratura muscular intrinseca isquémica, estas
c€lulas representam uma etapa no espectro da diferenciagao dos
fibroblastos em midsculo liso.

O grupo canadense formado por SCHURCH & cols. (1981, 1982) &
SEEMAYER & cols. (1981), descreveu miofibroblastos em reagoes
estromais a vdrios tipos de neoplasias, pricipalmente em tumores
de mama. Mostraram que, precedendo a reagéo desmopléstica, havia
uma intensa prolifera;éo vascular, acompanhada da proliferagédo de
miofibroblastos, que seriam os responsiveis pelas retragdes e
deformidades que ocorrem emn tumores malignos. Como & proliferagéo
vascular € induzida por fatores liberados no meio pelas células
neopldsicas (FOLKMAN & cols., 1971), sugeriram qgue, talvez,
produtos neopldsicos sejam responsédveis pela transformagao de
fibroblastos en niiofibroblastos. A mesna opiniao foi
compartilhada por BARSKY & cols. (1984) que estudaram culturas de
explantes de reagao desmopléstica de tumores de mama e
verificaram que os miofibroblastos sintetizavam colageno do tipo
V, tipico de musculo liso, e por BERG & cols.(1984, a) que
estudaram culturas de miofibroblastos provenientes de tumores de

mama e da contratura de Dupuytren. Por outro lado, OHTANI &
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SASANO (1983), estudando adenomas e adenocarcinomas colon-retais,
propuseram que o0s miofibroblastos podem surgir a partir dos
fibroblastos ou @a incorporagdo de misculo 1liso no tecido
conjuntivo reacional. BAHWAN & cols. (1979) sugeriram que o
fibroma digital infantil fosse considerado um miofibroblastoma,
que se origina de fibroblastos, pois nao encontraram células com
as caracter{sticas de misculo liso na lesao.

Estudando cineticamente a génese dos miofibroblastos em
lesdes cutaneas produzidas, experimentalmente, em porcos
domésticos, McGRATH & HUNDEHL(1982) verificaram que, incialmente,
ocorria proliferagdo de fibroblastos, que nao reagiam com
anticorpos anti-actina e que, progressivamente, estas cé€lulas
eram substituidas por miofibroblastos reagentes, numa evidéncia
da diferenciagao de fibroblastos em miofibroblastos.

Para LAPIERE (1986), as caracteristicas fenotipicas hibridas
dos miofibroblastos sao também encontradas em fibroblastos de

embrides e de cultura, que, alem do sistema fibrilar contr&til e

de frequentes jungdes intercelulares, poden sintetizar
componentes da membrana basal, como ocorre com Tfibroblastos
pulmonares embriondrios. Este autor considera que estas
caracteristicas sao préoprias de fibroblastos induzidos a

proliferar devido & modificagGes no micro-ambiente tais como,
concentragéo de fatores do crescimento, tipos de nutrientes e
natureza da matriz extra-celular. Sugere que, no trauma, s&o
liberados produtos plaquetarios ou fatores da coagulagéo gue
induzem a diferenciag@o de miofibroblastos. Sugere, ainda, que
estas celulas modificadas atuam sobre a matriz extra-celular
modelando-a.

Ha uma outra forma de interpretar a génese dos
miofibroblastos. GRIMAUD & BOROJEVIC (1977) descreveram
miofibroblastos na fibrose de Symmers de figado de pacientes

esquistossématicos. Como nesta doenga ocorre uma desagregagao das



c€lulas musculares da parede dos vasos pela fibrose, sugeriram
que os miofibroblastos se originam destas c&lulas. Em uma
publicagéo mais recente, GRIMAUD & cols. (1986) wutilizaram a
técnica da imuno-marcagdo com anticorpos monoclonais anti-
desmina, um marcador da diferencia;éo de células musculares, em
granulomas esquistossométicos e interpretaram o achado de células
positivas no intersticio como uma evidéncia da diferenciagéo dos
miofibroblasfes a partir do misculo 1liso. Finalmente, GRIMAUD
(1986) concluiu que fibroblastos, miofibroblastos e
miofibroclastos podem representar expressdes morfoldgicas
distintas de uma mesma celula com uma "geometria variavel',
conduzindo a sucessivas modifica¢les na matriz conjuntiva do
granuloma esquistossomotico.

A despeito destas evidéncias recentes, os argumentos mais
favoraveis & possibilidade de modulagdo de c€lulas musculares
lisas no sentido de células sintetizadoras de matriz conjuntiva,
advem de estudos experimentais relativamente antigos, com modelos
de aterosclerose e de culturas de musculo liso.

Em 1966, PARKER & ODLAND estudaram a cin€tica de c€lulas na
aterosclerose de coronarias de coelhos e verificaram que, nas

placas, as células mnusculares adquiriam caracteristicas de

celulas produtoras de proteinas e depositavam colageno. WISSLER

(1967), compilando trabalhos de seu grupo e de outros
pesquisadeores, concluiu que as c€luleas mnusculares lisas da
camada média dos vasos retem uma multi-potencialidade e, na
aterosclerose, passam a sintetizar matriz extra-celular e a

acumular lipidios. Para ROSS & GLOMSET (1973), as alteragdes da
permeabilidade endotelial permitem a passagem de plasma para o
espago subendotelial, induzindo a proliferagao de cé€lulas
nmusculares na intima, as quais, em seguida, depositam colégeno e
fibras elasticas. Em outro modelo, propoem que estas modificagoes

sao induzidas por alteragdes no conteddo da dieta.




Recentemente, KOCHER & GABBIANI (1986), fizeram
interessante estudo com marcaqéo de vimentina, desmina, actina e
tropomiosina, marcadores da diferenciagdo celular, na camada
media de vasos arteriais normais e aterosclerSticos. Verificaram
gque, na alterosclerose, diminul a quantidade de células marcadas
pela desmina e aumenta a de células marcadas pela vimentina,
enquanto a predominéncia de célu%gs com alfa-actina era
substituida por celulas com beta—acfina, demonstrando, assim,’
que, ao lado de modificagées morfolégicas, ocorrem variagdes nos
marcadores ca diferenciagao de musculo liso para um padrao
fibroblastico. Nas lesdes, complicadas ressurge o padrao muscular
normal.

Trabalhando outro sistema, ROSS & KLEBANOFF (1967) foram
capazes de induzir a diferenciagfo de células musculares lisas do
Utero de ratas em ceélulas produtoras de proteina, parecidas com
fibroblastos, atraves da administragdo de estrogenos. Ja
KUBAYASHI (1978) notou toda uma gama de variaqSes entre
leiomidcitos e fibroblastos em seu estudo da capsula renal de
roedores, e sugeriu que o musculo 1liso se diferencia em
fibroblastos.

A utilizagao de culturas de c€lulas musculares lisas permitiu
a ROSS (1971) e a CHAMLEY-CAMPBELL & cols. (1979), demonstraren
que elas sofrem modulagles no sentido de celulas sintetizadoras
de matriz conjuntiva, produzindo colagenos dos tipos I e III,
elastina e glicosaminoglicanos, mas sempre conservando uma
membrana basal. Estas células se re-diferenciam em musculo liso
tipico e a adiqéo, ao meio de cultura, de dibutiril AMP-ciclico
ou teofilina retarda a sua modula;éo no sentido de células
produtoras de colageno.

Varios outros autores tem sugerido que os miofibroblastos se
originam de células mesenquimais indiferenciadas.

Na céapsula fibrosa, que se forma em torno de implantes intra-
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peritoniais de coégulos sanguineos, emn ratos, aparecen
miofibroblastos, e RYAN & cols. (1973), sugeriram que estas
células se diferenciam de células mesenquimais indiferenciadas ou
de fibroblastos, pois nao existe misculo liso livre na cavidade
peritoneal. Aventaran, também, a possibilidade de uma origem a

partir de células mononucleares circulantes. GHADIALLY & cols.

(1983), ao descreverem unm tumor constituido por miofibroblastos -
(miofibroblastoma), propuseram sua histogénese, a partir de uma
célula mesenguimal indiferenciada, precursora conun dos

fibroblastos e das celulas nusculares lisas. LIPPER (1980) propos
uma esguema semelhante.,

No estudo do desenvolvimento da aorta de galinhas, 110SS &
BENEDITT (1970) descreveran, na adventicia do vaso, células com
caracteristicas intermediarias entre msculo liso e fibroblastos
e discutiram a hipdtese destas células representarem aspectos
variaveis da diferenciagdo de uma mesma c€lula primitiva. Também
CHURG & KAHN (1977), estudando os aspectos ultra-estruturais das
c€lulas dos fibrossarcomas e fibro-histiocitomas malignos,
ericontraram aspectos morfoldgicos intermedidrios entre células
mesenquimais primitivas, histidcitos, fibroblastos
miofibroblastos e miGsculo liso, e, por isso, sugeriram que todas
estas cé€lulas derivam de uma c€lula primitiva comumn.

Outro grupo de pesguisadores considera os miofibroblastos
como derivados, mnais especificamente, de cé€lulas indiferenciadas
perivasculares ou de pericitos.

RUDOLPH & cols. (1977) estudaram o ciclo vital dos
miofibroblastos em feridas cutaneas produzidas em porquinhos e
chegaram a conclusdo que eles resultam da diferenciagao de

fibroblastos, que, por sua vez, tem origem em células

indiferenciadas perivasculares. Para KISCHER (1979) e KISCHER &

A

cols. (1982), os miofibroblastos s&o derivados de pericitos que,

submetidos a hipoxia nas cicatrizes hipertréficas e queloidianas,
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passam a apresentar aparelhos de sintese protefca e contratil,
ganham o] intersticio e sintetizam a matriz conjuntiva.
Interessante gque aspectos semelhantes, observados por CROCKER &
cols. (1970), tiveram interpretagao completamente oposta. Para
eles, as células da matriz conjuntiva se incorporam a parede dos
vasos e se diferenciam em pericitos, que controlam a proliferaqéo
vascular no tecido de granulacao.

Em 1982, NAKANO & LIBER, demonstraram a existéncia de
miofibroblastos em condigbes normais, em torno a veias hepaticas
terminais e gque estas cé€lulas podiam ser induzidas a proliferar e
depositar colageno na intoxicagao alcodlica crdnica. Nais
recentemente, MAK & LIBER (1986) encontraram estas mesmas células
no intersticio de espagos-porta normais. Também em 1986, FREITAS
& cols. sugeriram que, na atresia das vias biliares extra-
hepaticas de criangas, ocorreria uma ativagédo clonal destes
miofibroblastos, que seriam o0s responsédveis pela deposiqéo de
fibronectina e coléageno do tipo III, associada a proliferagao de
vasos sanguineos e dictulos biliares.

A 1déia da origem das células sintetizadoras da matriz

conjuntiva no tecido de granulagdo a partir de cé€lulas
perivasculares € antiga e anterior ao reconhecimento dos
miofibroblastos. Em 1959, MacDONALD demonstrou, em estudos
sequenciais de feridas produzidas no dorso de ratos, através do
método radioautografico, que os fibroblastos provém de células
perivasculares. Conclusbes semelhantes s&o apresentadas por

GRILLO & POTSAID (1961) e por ROSS (1968), este ultimo, em seu
classico trabalho sobre os fibroblastos no processo de reparo e
em animais parabidticos (ROSS e cols., 1970).

Um tipo especial de c€lula perivascular, a célula de Ito, tem
sido implicada na geénese dos miofibroblastos nos processos de
fibrose hepdtica. Em 1976, KENT & cols., relataram que as células

de JTto sofrem , na intoxicapéo pelo tetracloreto de carbono,
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hipertrofia, hiperplasia e transformagéo em c€lulas semelhantes a
miofibroblastos, que sintetizam colégeno do tipo III. Achados
semelhantes tiveram CALLEA & cols. (1982), observando um caso de
hiperplasia nodular focal do figado, quando sugeriram que
estrogenos poderiam estar participando na indugéo da
diferenciagdo. MAK & cols. (1984) descreveram a transformagao de
celulas de Itp. em miofibroblastos nos estdgios iniciais da
fibrose hepé%iea de babufnos alimentados com &lcool. Em 1981,
TANAKA & cols. estudaram, através de metodos histoquimicos, as
celulas de Ito de figados de indivIcduos com alteragdes
circulatdrias e verificaram gue, nestas condigaes, estas células
passamn a expressar maior quantidade de gama~-glutamil
transpeptidase, o que se correlacionou com o grau de deposigdo de
colageno. Para eles, o fator aumento de pressao nos sinusdides
induz a transformagéo das células de Ito. J&a OKANOUE & cols.
(1983), a despeito de nao terem caracterizado miofibroblastos,
descreveran ”ativagéo" de células de Ito, com transformagéo en
celulas sintetizadoras de matriz conjuntiva, em areas de necrose
hepatocelular, e propuseram que produtos doc hepatécitos
degenerados induzem a diferenciagao. lMais tarde, IMAK & LIBER
(1¢86) propuseram que o fator indutor da diferenciagao S
proliferagéo de miofibroblastos, no figado, ¢€ a baixa tensao de
oxigénio produzida pelo dlcool nas &reas perivasculares.

lenos frequentemente tem sido citadas outras origens para o0s
miofibrob lastos.

CAIPBELL & RYAN (1983), estudando, outra vez, o modelo do
implante de coagulos sanguineos na cavidade peritonial de ratos,
descreveram células com caracteristicas intermediarias entre
mondcitos e miofibroblastos. Para FEIGL & cols. (1985), em modelo
de proteses arteriais, ha evidecncias de transformaqéo de c€lulas
mononucleares do sangue circulante em miofibroblastos e em

c€lulas endoteliais. N&ao descartam, porém, a possibilidade da
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participagé&o de células endotellials, fibroblastos ou misculo liso
desgarrados durante o trauma cirurgico.

NOVOTNY & PAU (1984), em estudo de cristalinos de pessoas com
catarata, encontraran evidéncias de diferenciagéo dos
miofibroblastos a partir de cé€lulas epiteliais lenticulares. Para
eles, este fendOmeno resulta de um 'reversao reparativa" do
epitélio, que, em cultura, também Jadquire caracteristicas
contrdteis.

Em 1980, IRLE & cols. concluiram, de um trabalho sobre a

contratilidade dos miofibroblastos na cirrose hepatica
experimental, que estas c€lulas, quando obtidas de diferentes
modelos, respondem de modo discretamente distinto nos testes

farmacologicos com drogas contrateis, fazendo crer que elas sao
diferentes entre si. Dentro da mesma perspectiva, GHADIALLY
(1982) acha que as Vvarias hipoteses acerca de genese dos
miofibroblastos nao sdo mutuamente excludentes, e que o termo
genérico '"Miofibroblasto" inclui uma colegdo heterogénea de

c€lulas com sutis diferengas morfoldgicas e géneses variadas.

2.3.2 liorfologia dos miofibroblastos

Os miofibroblastos sao c€lulas que se definemn,
morfologicamente, por apresentarem, simultaneamente, algumas
caracteristicas fenotipicas ultra-estruturais de c€lulas

musculares lisas e outras de fibroblastos (GABBIANI & cols., 1971
e IMAGNO & cols., 1971). Eles parecem com os fibroblastos na
medida em gue sao células alongadas, contendo aparelho de sfintese
proteica bem desenvolvido, constituido por reticulo
endoplasmatico rugoso e aparelho de Golgi (ROSS, 1968) e se
assemelhan &@os leiomidcitos por apresentarem: a) Aparelho
contratil formado por um sistema de feixes fibrilares sub-

membranares; b) frequentes jungdes intercelulares do tipo mdcula



aderente; c) deposigéo de material electron-denso peri-celular
semelhante a membrana basal; d) nucleo irregular com frequentes
dobras e chanfraduras e e) ocasionais vesiculas de micro-
pinocitose (GRIMAUD & BOROJEVIC, 1977; LIPPER & cols., 1980;
SEEMEYER & cols., 1989).

0 sistema contratil €& formado por feixes de fibrilas
dispostos no citoplasma, paralelas ao maior eixo das células. Tem
uma espessura que, em media, varia de 4 a 8nm, mas poucas
fibrilas chegam a ter de 10 a 12nm. Em geral, localizam-se na
periferia das cé€lulas, préximas ao plasmalema e, como nos
leiomidcitos, formam 4&reas de adensamento ou placas densas
("Attachment sites"). Varios estudos tém demonstrado gque a
maioria destes filamentos esta representado por actomiosina. A
extragdo de actomiosina do tecido de granulagdo de '"bolsdes
inflamatérios de Selye" com posterior dosagem por GABBIANI &
cols. (1972), demonstrou a presenga de quatro miligramas por
grama de tecido, quantidade considerada maior gque a encontrada em
Utero de ratas gravidas. A marcagdo de secgdes da parede destes
"bolsdes" através de imunofluorescencia com anticorpo anti-
misculo 1liso, obtido de paciente com hepatite cronica ativa,
mostrou-se positiva e desapareceu quando o soro foi adsorvido com
actina purificada. Resultados iguais foram verificados por
1IcGRATH & cols. (1982). Recentemente, GABBIANI & cols. (1986),
relataram que a analise de isoformas de actina, através de
eletroforese bidimensional, mostra que, enquanto as cé€lulas
musculares lisas apresentam as formas alfa, beta e gama de
actinas, os miofibroblastos sO tém as formas beta e gama. GRINMAUD
& cols. (1986), demonstraram tambem a presenga de filamentos
intermedidrios, tipo desmina e EHRLICH & cols. (1977) sugeriram
que microtubulos tamb€m devem compor este sistema fibrilar, pois,
quando inibidos com colchicina e vinblastina, aboliam a contra;éo

do tecido de granulagéo.
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GABBIANI & cols. (1978) estudaram detalhadamente as jungoes
intercelulares ao microsc8pio eletrdnico de transmiss@o, atraves
das técnicas de criofratura ('"freeze-fracturing') e de
imunofluorescéncia com anticorpos anti-actina e anti-miosina.
Referem que a maioria destas juncdes € do tipo '"gap junctions" e
que, a medida que aumenta a quantidade de actina e miosina nas
c€lulas, aparecen mais jungQ@es 1inter-celulares. Os 'gaps" sao
pontos de contacto iﬁter-celular de baixa resistencia elétrica,
que permitiriam a rapida transmissao de estfmulos e contragoes
sincrdonicas. A presenga de hemidesmossorios, estabelecendo pontos
de contacto entre as cé€lulas e a matriz extra-celular,
permitiriam a transmiss8o da forga contratil as fibras do
conjuntivo. Ja SINGER & cols. (1984, 1985), investigando, 3in
vivo, a existéncia de fibronexus, estrutura constituida pela
associaqéo transmembranar de fibronectina da matriz e filamentos
ce actina intra-celular, previamente descritas em fibroblastos de
cultura, estudaram, através de imunofluorescéncia e imuno-eletro-
microscopia com ouro coloidal, a co-distribuigdo destes
filamentos na superficie de miofibroblastos de <tecido de
granulagdo de cobaios. Além de constatarem esta estrutura in
vivo, descreveram tres tipos morfoldgicos distintos- A) Tipo
tenddo - resultante da associagdo término-terminal de filamentos
de actina e fibronectina B) Tipo placa - caracterizado pela

formaqéo de 4&reas de adensamento dos filamentos na interface

celula-cé€lula ou célula-natriz e C) Tipo "trilho de trem" - no
qual, 0s feixe de actina e fibronectina se dispoem,
paralelamente, interconectados por filamentos dispostos de modo
perpendicular. Fizeram, também, uma quantificacéo dos ''gap
junctions'", verificando que eles apresentam apenas 4% do total
das junqées inter-celulares, que, em sua maioria, s&o do tipo

fibronexus. Concluiram que estas ultimas devem ser responsaveis

pela transmissdo da forga contratil de célula 2a célula e,
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sobretudo, de célula a matriz, tornando eficientes as contragoes.
Relacionaram o aumento do numero de fibronexus com maior
estabilidade e menor mobilidade celulares e com maior deposi;éo
de matriz conjuntiva colagénica.

Outra caracteristica importante dos miofibroblastos e a
presenga, no meio peri-celular, de um depésito eletron-denso,
geralmente escasso e discontinuo, semelhante & membrana basal.
SINGER & cols:' (1984) sugeriram que a falta de continuidade, a
auséncia de uma camada lucida entre a camada densa e a mnemnbrana
celular, sao argumentos contrdrios a existéncia de uma verdadeira
membrana basal. A despeito de nao terem investigado a presenga de
outros componentes da membrana basal como a laminina ou colageno
tipo IV, sugerem que este material faz parte do fibronexus,
sendo, portanto, constituido por fibronectina.

A presenga de dobras e chanfraduras nos nacleos tem sido
considerada como uma evidéncia da atividade contratil dos
miofibroblastos.

A quase totalidade dos trabalhos encontrados & unissona
quanto aos aspectos morfolégicos dos miofibroblastos. Algumas
variagées morfologicas, contudo, tém sido descritas. RUDOLPH

(1982) acha que nmniofibroblastos com todas as caracteristicas

descritas por Gabbiani e seu grupo sé sdo encontrados em Seres

-Eﬁﬂﬁngi;. Para ele, os roedores nao tem miofibroblastos téo
exuberantes, e, por isso, considera que o simples encontro de
feixes de fibras paralelas intra-citoplasmaticos € suficiente
para a identificagéo destas células. Este mesmo critério foi
adotado por IIcGRATH & cols. (1982a), estudando o efeito de
prostaglandinas na contragéo das feridas e nos miofibroblastos
LAGACE & cols. (1980) foram um pouco mais rigidos quando
estudaramn miofibroblastos em sarcomas de partes noles,

estabelecendo como critérios morfoldgicos minimos para sua

identificagéo, a presenga de um aparelho de sintese protéica e

b



41

uma sistema fibrilar submembranar com &reas de densifica;éo.
BAUER & cols. (1979) chamaram a aten;éo para a existéncia de uma
variavel morfoldogica dos miofibrolastos. Estes autores, en
estudos de cicatrizes hipertréficas de queimados, notaram a
presenga, nas fases mais tardias das lesdes, de células com todas
as caracteristicas de miofibroblastos, contendo, en invagina;6es
da membrana celular ou no interior de vacuolos
citoplasmaticos, feixes de colégeno. éémo estas celulas aparecen
associadas a fenestra?Ges na matriz conjuntiva do tecico
cicatricial, os autores relacionaram seus aspectos morfoldgicos
com atividade degradativa da matriz conjuntiva e propuseram que
elas fossem denominadas de miofibroBlastos, em analogia aos
condroclastos e osteoclastos. Células con caracteristicas
semelhantes a estas tem sido descritas por outros autores em
situagSes diversas. GOULD & WEINSTEIN (1976) encontraran
miofibroblastos con colageno no interior emn casos de
fibromastoses humanas e propuseram que elas participariam na

reabsorpao do colageno. CHURG & cols. (1977) e GOELLNER & cols.

(1980), tambémn descreveran estes aspectos em condigaes
proliferativas como fibro-histiocitomas malignos e tunores
desmobides, respectivamente., Em 1981, SQUIER encontrou este

aspecto em miofibroblastos da pele de camundongos. FREITAS &
cols. (1986) encontraram grande numero de 'miofibroblastos'" na
reagéo fibrosa portal do figado de criangas com atresia das vias
biliares extra-hepaticas e sugeriram que os miofibroblastos, além
de participarem na deposigéo de colégeno, teriam um papel

modulador da fibrose na medida em que parecem remove-lo.

2.3.3 Aspectos funcionais dos miofibroblastos
Aos nmiofibroblastos sao atribuldos dois papéis: Contragéo e

sintese de componentes da matriz conjuntiva.
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Estes atributos foram estabelecidos pelo mesmo grupo que
descreveu os miofibroblastos e tem sido aceitos, quase sem
contestagoes ou acréscimos, pelos demais autores.

A contratilidade foi originalmente demonstrada in vitro por
IMAGNO & cols., em 1971, utilizando tiras de tecido obtidas a
partir de quatro diferentes modelos de produgdo de tecido de
granulagéo. Verificaram que, com pequenas variapaes, estgs
tecidos se contariam, quando expostos a S—hidroxitriptamin;, de
modo imediato e sustentado, durante um a dois minutos. A resposta
era dose dependente, mas variava de intensidade a depender do
teor de oxigénio no meio e da idade do tecido de granulagéo. Era
ténue nos tecidos com oito dias de produ;éo e intensa entre o
119 e 329 dias, diminuindo a partir dai. O padréo de resposta a
bradicinina foi, semelhante, porém mais lento. Graus varidveis de
resposta foram observados com a histamina, angiotensina,
vasopressina, epinefrina e norepinefrina. Nao foi verificada
contragdo em resposta a acetilcolina ou cloreto de bario,
substancias que, normalmente, induzemn contrapéo de musculo liso.

Pouco depois, GABBIANI & cols. (1972) repetiram e estenderam
estes mesmos eXxperimentos, utilizando outros inibidores da
contragao nmuscular como o© Dbimaleato de metisergida, a
ciproheptadina e a citocalasina B, que bloqueiam o efeito
contratil de 5-HT, e o cianeto de potassio que causa relaxamento
total. Notaram gue tecidos de granulagéo de origens distintas tem
padroes de resposta diferentes entre si, porém, nao fizeram uma
correlapéo entre o padréo de resposta e os aspectos morfologicos
dos miofibroblastos. Compararam o0 padrao de contragéo deste
tecido com o do musculo liso e concluiran que o padrao 4o
primeiro € mais lento e sustentado que o segundo, como ocorre com
a rmusculatura dos insetos (GABBIANI & cols. 1977). Concluiram que
a contragao dependia dos miofibroblastos e ndo do musculo da

parede dos vasos, pois, segundo eles, o tecido de granulagéo tem
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7 Cmggene

tantos vasos quanto o tecido normal que nao se contrai (?) e

porque o tecldo de granulagéo produzido pela carragenina, a

despeito de rico em vasos neoformados n8io se contral e nao tem

miofibroblastos. IRLE & cols, (1980) também acharam que

miofibroblastos de distintas fontes tem padroes contrateis
diferentes.

IIcGRATH (1982) investigou a hipotese da contra;éo dos
miofibrdglastos,in vivo, decorrer da agéo de prostaglandinas
produzidas durante o processo inflamatdério. Para tanto, tratou,
durante longo periodo, ratos submetidos a ferimentos na pele, com
aspirina, um inibidor da ciclo-oxigenase, No final do
eXxperimento, conclui que as prostaglandinas nao tem nenhum efeito
sobrea contragdo dos miofibroblastos, resultado que até certo
ponto vai de encontro aos descritos por RYAN (1973, 1974) em
estudos in vitro. Aquela autora obteve menor contraqéo com a
utilizaqéo de corticosteroides e concluiu que este efeito era
consequencia de uma menor resposta inflamatéria, com menor
produqéo de tecido de granulagéo. Em desacordo com alguns
resultados dos estudos in vitro, estao, também, os resultados de
EHRLICH (1977), que nao conseguiu a inibigdo, 1in vivo, da
contragéo com a utilizaqéo de citocalasina B. J& a wutilizagdo
t6pica de beta- dietilaminoetildifeniltiocacetato Trocinato),
droga relaxante muscular que nao interfere no aspecto histoldgico
das lesoes nem na sintese protéica pelas células, por MADDEN &
cols., (1974) em feridas cutaneas, inibe, durante o periodo de
uso, a contracéo, que volta a ocorrer de modo imediato, quando a
droga e suspensa.

A despeito da existencia de poucos trabalhos relacionando a
presenga dos mniofibroblastos com a sintese de componentes da
matriz conjuntiva, parece bem aceito, como veremos mais adiante,
que estas celulas estao envolvidas na elaboragao de uma matriz

frouxa, rica em colageno do tipo 1III, semelhante &a matriz



44

observada nos tecidos embrionérios.
2.4 A MATRIZ CONJUNTIVA

A matriz extra-celular se compae de varios complexos
macromoleculares, sendo 0Ss principais os colagenos, a
fibronectina, os proteoglicanos, a elastina e a laminina. Além de
-
fornecer o suporte estrutural para os tecidos, a matriz se
constitui en importante meio através do qual transitam
informagaes entre as células, participando, direta ou
indiretamente, de uma série de processos que incluem morfogénese,
diferenciagéo e migraqéo celulares. Como sera visto nesta breve
revisdo, o tecido conjuntivo participa ativamente nos processos
de reparo e fibrose, ocorrendo dinamicas e complexas interagdes
entre os elementos matriciais, envolvendo a fibrogénese e sua
modulagéo. limitar-nos-emos a tecer consideragées sobre os

elementos da matriz que foram investigados neste trabalho, quais

sejam: os colégenos, a fibronectina e a laminina.

2.4.1 Os colagenos

2.4.1.1 CEstrutura e biossintese dos colégenos

Apesar de particularidades funcionais e estruturais, os
diversos tipos de colageno tem estrutura gquimica e organizacional
geral semelhantes (BURGESON, 1982).

A unidade fundamental das moléculas dos colagenos, no meio
extra-celular, e o tropocoléageno. Resulta da associagéo de tres

cadeias alfa polipeptidicas e tem uma estrutura supra-helicoidal
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voltada para a esquerda. Tem a forma de um bastonete rigido com
cerca de 300nm de comprimento e 1,5nm de diametro, constituido
por, aproximadamente, 3000 aminoacidos e com peso molecular de
300kd (BEARD & cols., 1977; NIMINI, 1980).

Nos coldgenos fibrilares, a utilizagéo de corantes negativos
e/ou positivos coram as fibrilas, formando um padrdo com
periodicidade t{pica, guando observadas ao microscopio
eletronico (BRUNS, 1976). A analise deste padr@o mostra periodos
regulares "D" de 67nm, constituidos por uma zona clara e outra
corada, gquando sao usados corantes negativos. As moleculas de
colégeno tem um comprimento total de 4,4 D e a periodicidade
sugere que uma molé€cula esta deslocada em 1/4 de seu comprimento
em relaqéo 2 molecula vizinha. A periodicidade resulta de 2zonas
de superposigéo completa de vA&rias moléculas em wuma fibrila,
intercaladas por zonas de superposipéo parcial. O deslocamento
axial entre duas moléculas vizinhas € de 67nm (NIMINI, 1980;
LINSENMAYER; 1981; !MILLER, 1985).

As moléculas de colégeno sao formadas pela associagéo
colinear, em triplice hélice, de tres cadeias polipeptidicas
alfa, formando homo ou hetrotrimeros, a depender do tipo de
colégeno. As diferentes cadeias alfa sao geneticamente distintas,
sendo sintetizadas no reticulo endoplasmatico rugoso de varios

tipos celulares, principalmente, de fibroblastos, osteoblastos,

ggggggglggpos, células musculares lisas e varios tipos de células
epiteliais (BEARD & cols., 1977). Estas cadeias polipeptidicas,
antes de formarem as moleculas de colégeno, sofrem modificagSes
co-translacionais e pds-translacionais, formando, no interior das
celulas, uma molécula precursora, o procolageno (BELLAMY &
BORNSTEIN, 1971). Este & secretado no meio extracelular, onde
sofre processamentos enzimdaticos complementares, formando as

moleculas de tropocolageno, que se associam em estruturas
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guatenfrias complexas, constituindo fibrilas e fibras (GARTNER,
1981), ou se dispoem na periferia das celulas, formando
estruturas de texturas fina como as membranas basals ou uma
especie de exoesqueleto (EYRE, 1980).

O conhecimento detalhado das moleculas de alguns tipos de
colageno foi possivel gragas a utilizagédo de modernas tecnicas de
biologia molecular (OLSEN, 1981; MILLER, 1985). As cageias
polipeptidicas sao formadas no reticulo endoplasmatico rugoso,
como pr6—cadeias alfa, maiores que as cadeias alfa, por
possuirem, alem de dois segmentos peptidicos terminais, os pro-
peptidios, un peptidio "sinalizador" comum a todas as proteinas
de exportagao durante sua sintese (KIVIRIKKO & MYLLYLA, 1985).

As prd-cadeias alfa sao formadas pela sequéncia de cerca de
1441 aminoacidos. Estes aminoacidos se distribuem formando tres
regides distintas: a) uma regiao central de 1056 aminoacidos que

se dispoem em hélice a esquerda. Os aminoacidos formam cerca de

338 triplexes, nos quais o terceiro e sempre a glicina,
resultando numa formula geral Glicina-X-Y. Em 1/8 destes
triplexes, as posigGes X e Y sao ocupadas por uma prolina e uma
hidroxi-prolina, respectivamente. Outros aminoéacidos muito

frequentes nestas sequencias sao a alanina, o acido glutamico e a

lisina (BEARD & cols., 1977). Esta regiao central € delimitada
nas extremidades por seqguencias terminais n2o helicoidais,
referidas como telopeptidios, nos quais os triplexes ndo estdo

presentes e cuja importancia esta na constituiqéo de 1iga95es
inter-moleculares, na formagao das estruturas quaterndrias do
colageno (BORNSTEIN, 1961); b) um pro-pepticdio amino—terminal de
139 aminoacidos que se dispoem em sequéncias nao-triplex,
seguidas de wuma pequena sequéncia de triplexes, formando una
regido helicoical; «c¢) um prd-peptidio carboxi-terminal, formado
por uma sequéncia linear de 246 aminoacidos (IIILLER, 1985).

Como revisto por OLSEN (1981) e por KIVIRIKKO & IMYLLYLA
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(1985), &a medida que vao sendo sintetizadas, as cadeias pro-
peptidicas sofrem uma serie de transformayaes que resultam na
formagdo da estrutura triplo-helicoidal do procolageno, que sera
secretado no meio extra-celular. Esta sequencia de eventos
incluem: a) clivagem do peptidio sinalizador; b) hidroxilagao das
prolinas e lisinas- A hidroxila;éo de prolinas nas posiqaes XeY
dos triplexes resulta na formagao de hidroxiprolinas, que
parecem importantes para a associagéo colinear das cadeias alfa e
para a formagéo das estruturas triplo-helicoidais. A formagao de
pontes de hidrogénio intra e inter-cadeias entre as hidroxi-
prolina estabilizam as moleculas (LINSENMAYER, 1981). Ja a lisil
hidroxilase, hidroxila as lisinas nas posig6es Y nos triplexes e
também nos telopeptfdios. Algumas destas hidroxilisinas sofrem
glicosilagéo enquanto outras sofrerao a agéo da 1lisil-oxidase
(BURGESON, 1982). O bloqueio das hidroxilases por inibidores ou
competidores c¢omo o zinco, a piridina 2,5-dicarboxilato, o
tioglicolato e a poli L-prolina, resulta em diminui;éo da
deposigao de colageno (KIVIRIKKO & MYLLYLA, 1985); c)
glicosilaqéo de 1lisinas- As hidroxilisinas sao os Gnicos
aminodcidos que sao glicosilados na molecula do colageno. A
importancia funcional desta glicosilagéo € desconhecida, poren
tem sido sugerido que ela tenha uma participapéo na determinagé&o
da espessura das fibrilas (LINSENMAYER, 1981; VIDAL, 1986); d)
formagao de pontes S-S e da triplice hélice- a formagéo de pontes
S-8 e catalisada pela enzima dissulfeto 1isomerase, que forma
pontes S5-5 na extremidade amino-termnal do tipo intra-cadeias e
na extremidade carboxi-terminal do tipo inter-cadeias, gerando os
nucleos de formapéo da triplice helice e pontos de estabiliza;éo
da molé€cula.

Apos estas alteraq&es, o procolageno desloca-se no sistema
de sintese protéica das celulas ate o aparelho de Golgi onde ¢€

empacotado em vesiculas que, atraves da agao dos microtdbulos,
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sédo translocados ate a superficie das celulas e secretados no
meio extra-celular (OLSEN, 1981). Esta etapa pode ser inibida
pela aqéo de drogas que bloqueiam o sistema microtubular como a
citocalasina B, a colchicina e a vinblastina. (BEARD e cols.,
1977, ROJKIND, 1980).

No meio extra-celular, a molecula de procolééeno sofre
clivagens em suas extremidades, perdendo os peptidios amino e
cargéxi—terminais. Os residuos de lisina sofrem oxidapéo pela
agao da enzima lisil-oxidase, formando aldeidos reativos nas
porgaes terminais da molécula e nas porgées helicoidais. Sao
estes aldeiIdos muito reativos que formam liga96es covalentes
intra e inter-moleculares, permitindo a formagao de ligagBes
multiplas entre as moléculas de tropocolageno ('"cross-links"),
permitindo a formaqéo de fibrilas e fibras.

A remoqéo dos pro-peptidios € feita por duas enzimas
distintas, as proteinases amino e carboxi-terminais do pro-
colageno. Estas sao endo-peptidases que parecem ter certo grau de
especificidade em relagéo aos diferentes tipos de <colageno. A
remogéo destes pré6-peptidios € importante para gque haja a
forma;éo de fibrilas de formato cilindrico. A falta de atividade
da proteinase amino-terminal resulta na deposipéo de coléageno comn
a forma de bizarros ‘'"hieroglifos", associados com eXxtrema
fragilidade e friabilidade da pele (OLSEN, 1981). Parece que oS
pré—peptfdios tem o papel de prevenir a formagéo de fibrilas no
interior das celulas, de dirigir a montagem correta das cadeias
alfa e dirigir a fibrilogenese (EYRE, 1980; BELLAIMY & BONSTEIN,
1871).

A Unica etapa da formagdo das fibrilas de colageno que
depende de uma agao enzimatica e a oxida;éo das 1lisinas con
formagao de aldefdos. A maioria destes aldeidos & formada nos
telopeptidios. No colégeno recéh—depositado estes aldeidos

reativos formam ligapaes intra e inter-moleculares facilmente
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redutiveis pelo hidroboreto, porém, no colageno mnais maduro,
estas ligagGes nao sao mais redutiveis, constitufndo estruturas
quaternarias complexas e de dificil dissociagéo (TANZER & WAITE,
1982; TANZER, 1985).

2.4.1.2. Heterogeneidade dos colagenos
g L
O termo 'colageno'" refere-se, na realidade, a uma
familia de macromoléculas, estruturalmente semelhantes, poren,
geneticamente distintas.

Sado proteinas encontradas em todas as especies do reino
animal, desde os seres invertebrados até os mamiferos superiores,
nos quais representam mais de 30% do total das proteinas. A
andlise de suas estruturas e composig6es de aminoacidos, sugeren
que, ao longo do processo evolutive, os diversos tipos de
colageno se originaram a partir da duplica;éo e posterior
diversificagéo de um gene ancestral comum (KUEN & TINMPL, 1985;
MATHEWS, 1985).

Onze tipos diferentes cde colageno ja foram identificados

(IMILLER, 1985). Organismos individuais possuem os diferentes
tipos genéticos de coldgeno, que se distribuem segundo um padrao
tissular especifico, aparecendo, durante o desenvolvimnento,

segundo uma sequéncia temporal (HAYASHI & cols., 1986).

As ciferengas nestes tipos ce colédgeno residem na composicao

primaria de suas moléculas, no tipo de agregagég}extra;celular e

na capacidade de formarem ou nao estruturas fibrilares (EYRE,

R e i e

1980).

A depender dos tipos das cadeias alfa que os compden, ©0S
colagenos sao designados con colégenos dos tipos I, II, III, IV,
v, VI, VII, VIII, IX, X e K. Alguns destes apenas comegan a ser
conhecidos, enguanto outros tem uma estrutura e distribuigao bem

estabelecidas. Ha wuma tendéncia em agrupa-los segundo suas
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capacidades de formarem estruturas fibrilares intersticiails,
comporem as membranas basais, ou formarem delicadas tramas
pericelulares (BURGESON, 1982; MILLER, 1985),

Os colagenos dos tipos I, 1II, III, V e K, sao responsaveis
pela formagao de fibrilas e fibras no intersticio.

0] colageno do tipo I € o principal componente
intersticial nos ossos, tendoes, pele e dentina, aparecendo, en
menor quantidade, no intersticio dos 6rgéos parenquimatosos. E
formando por duas cadeias alfa 1(1) e uma cadeia alfa 2(I) e
constitui fibrilas estriadas com 2C a 100nm de diametro.

O trimero do colageno do tipo I representa uma associagao de
tres cadeias alfa 1(I). Foi inicialmente descrito em culturas de
celulas neoplasicas, mas tem sido encontrado durante os processos
de reparo e na pele normal (LINSENMAYER, 1981).

O colédgeno do tipo II € encontrado em cartilagens, no humor
vitreo dos c¢lhos e no estroma da cdrnea de embrides. Possuen
fibrilas mais delgadas que o colageno do tipo I, medindo de 10 a
20nm de espessura. A molecula e um homotrimero das cadeias alfa
1(11).

O colégeno do tipo III forma fibras delgadas gque se co-

distribuem com o coldgeno do tipo I. E o coldgeno intersticial

que predomina durante a vida fetal, cedendo em seguida o lugar ao

colageno do tipo I (EPSTEIN Jr., 1974). Abundante nos tecido
frouxos de orgaos parenquimatosos, no utero, na pele e nos vasos
sanguineos, corresponde as fibras reticulinicas vistas en

microscopia Sptica. Durante os processo de reparo e nas fibroses
em geral, € o primeiro a ser depositado, sendo, como no

desenvolvimento fetal, substitufido pelo coldgeno do tipo I

(MARTINEZ-HERNANDEZ, 1988). Este tipo de colageno € mais sensivel
a agao de colagenases inespecificas que os anteriormente
descritos, sugerindo que sua estrutura helicoidal n3o é continua

(MILLER & cols., 1976).

—

(f/el?' gﬁ:f?ﬂ ~L
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O colageno do tipo V, dada sua localizagédo na interface
entre as membranas basais e o intersticio, € considerado um
colégeno intermediario (KONOMI & <cols., 1984; RAUTERBERG &
TROYER, 1986). E formado por cadeias alfa I(V), alfa 2(V) e alfa
3(V) em combinaqaes variadas. Aparece na matriz extra-celular de
gquase todos os tecidos conectivos, especialmente dos musculos
lisos e estriados (VON DER MARK & OCALEN, 1982).

O tipo K € mal conhecido, tendo algumas semelhangas com O
tipo V.

Os coléagenos dos tipos IV, VI, VII e VIII nao formam
estruturas fibrilares. Sob o ponto de vista estrutural, possuen
maltiplas regioes nao helicoidais, responsaveis pela
flexibilidade .das moleculas. O representante mais bem estudado
deste grupo € o colageno do tipo IV, enquanto os outros parecen
representar apenas uma infima porpéo dos colagenos.

O colageno do tipo IV compoe as membranas basais, formando
uma estrutura frouxa e porosa, que interfe com outras moléculas,
principalmente a laminina, a fibronectinas e alguns
proteoglicanos (LAURIE & cols., 1986; SZARFMAN & cols., 1982;
TURKSEN & cols., 1985). E formado pela associagao de cadeias alfa
I(IV) e alfa 2(IV). As moléculas possuem um dominio globular NC1
gque se ligam a dominios semelhantes de outras, enquanto as
extremidades amino-terminais dos segmentos triplo helicoidais,
referidas como dominios 7S, ligam-se entre si na outra
extremidade, formando uma estrutura quaternaria em "X" ( TIMPL &
cols.,1981; KUHN & cols., 1985).

O colageno do tipo VI € constituido por cadeias alfa 1(VI),
alfa 2(VI) e alfa 3(VI). Pensou-se que era um colageno de
membrana basal, mas estudos em placenta mostram-no expandindo-se
para o interstficio, onde se associa aos tipo I e III (AMANTA &
cols., 1986). Parece que, em processos inflamatdrios, formam

fibras espessas, resistentes a agéo de colagenases (GARRONE &




5e

TIOLLIER, 1986).

O colageno do tipo VII tem cadeia longa com 450nm.

O colageno do tipo VIII foi descrito em cultura de células
endoteliais da aorta e, por isso, suas cadeias séo referidas com
ECI, EC2, EC3. A natureza de seus agregados € desconhecida.
Tem sido descrito em culturas de varios tipos de cé&lulas normais
e malignas (SAGE & cols., 1984),

O terceiro grupo de colagenos & constituido pelos tipos IX e
X, cujos pesos moleculares sao muito baixos e provavelmente néo
formam <fibrilas. EIstes dois tipos sZo encontrados em torno de
condrdcitos, mas seus pap€is ndo sdo conhecidos (IRWIN & cols.,

1985; GIBSON & FLINT, 1985).
2.4.1.3 Degradagao dos colagenos

A degradagdo fisiolégica do coldgeno € mais lenta que a da
maioria das proteinas. Sua vida média é longa, podendo durar de
poucas semanas a meses, na dependencia do tecido considerado. A
relagéo colégeno-elementos parenguimatosos € variavel em
diferentes oOrgaos e tecidos, permanecendo constante durante a
vida dos organismos. A manutengzo desta proporgdo resulta de um
equilibrio delicado entre sintese e degradagao (PEREZ-TAIMAYO,
1982). Em certas situagées ocorre um deseqguilibrio na equag8o
sintese—degradagéo, resultando emn deposigéo ou degradaqéo
excessivas do colégeno. Durante a embriogénese, na remodelagdo de
tecido em crescimento, na involugéo do GUtero apds o parto e en
processos de reparo, ha evidéncias biogquimicas e morfolbgicas de
um aumento da atividade colagenolitica (GRILLO & GROSS, 1967; TEN
CATE & DEPORTER, 1975; GROSS, 1981; HENELL & cols., 1983).

Parte do colageno sintetizado pelas células sofre degradagao
intra-celular antes de se polimerizar em fibrilas, ou ser

secretado no meio extra-celular. Calcula-se que, a depender das
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condigées, 10% a 60% do colédgeno € degradado antes de ser
secretado (RENNARD & cols., 1982). Esta degradagdo intra-celular
funciona como um mecanismo de modulagao da deposigdo de colégeno
e previne a secre;éo de moléculas defeituosas, pois a indugéo
experimental de formagao de moléculas andmalas resulta em maior
degradayéo intra-celular. Agentes que aumentam a concentrapéo
intra-celular de AlPc, como o isoproterenol, a PGEl e a PGEZ2,
induzem um aumento da colééenélise intra-celular, principalmente
do colageno do tipo I, regulando, de certa forma, a qualidade da
matriz extra-celular. A colagendlise intra-celular ocorre,
portanto, de um modo basal e fisioldgico, mas pode ser
aumentada por estimulos extra-celulares, ou por drogas que
bloqueian 0s mecanismos de secregéo de proteinas como a
colchicina e a citocalasina B (BIENKOWSKI, 1984). A degradagao,
nestas circunstancias, envolve a participagéo dos lisossomos, comn
liberagéo de proteases (TEN CATE & SYRBU, 1974).

Os colégenos intersticiais, depositados na matriz
conjuntiva, sao degradados no espago extra-celular pela agéo dae
colagenases especificas que atuam en conjuga;éo corm  outras
proteases inespecificas. As colagenases especificas aparecen

difusamente distribuidas nos tecidos (IMONTFORT & PEREZ-TAIMAYO,

1975) e em areas de contacto entre as células e os elementos

matriciais (GROSS, 1981), mesmo quando n&o had evidéncias de
degradagéo da matriz, porém desaparecemn progressivamente nos
processos de fibrose evolutiva, indicando sua importancia no

equilibrio entre sintese e degradagéo (MONTFORT & PEREZ-TAMAYO,
1978). A concepgéo atual, amplamente aceita, preconiza interagBes
complexas entre as colagenases e seus inibidores e ativadores
especificos, apesar de se conhecer apenas parcialmente os
mecanismos Intimos da regulagdo destas interagoes (IMONTFORT &
PEREZ-TAIAYO, 1975; GROSS, 1981; KRANE, 1985; MURPHY & REYNOLDS,
1985) .
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As colagenases especificas sao metalo-proteinases neutras
secretadas ''de novo" pelas células da matriz conjuntiva e por
celulas epiteliais, que atuam sobre os colégenos intersticiais.
Estas enzimas cindem as triplices hélices em um ponto especifico
e semelhante nas tres cadeias polipeptidicas, & 1/4 da distéancia
da extremidade carboxi-terminal, gerando dois fragmentos
desiguais em tamanho, o fragmento TCA com 3/4 do comprimento da
molécula e o fragmento TCB com 1/4 do comprimento. Estes
fragmentos s&o instaveis, sofrendo degradagao espontanea ou
proteolitica extra-celular inespecifica, ou podem ser endocitados
e degradados pela agdo de catepsinas (ETHERINGTON, 1972; MURPHY &
REYNOLDS, 1985). H& algumas evidéncias experimentais de que as
colagenases especificas sao incapazes de atuar sobre as ligaQBes
inter-moleculares ('"cross-links") (HARRIS & FARRELL, 1972), sendo
necessaria a atuaqéo de serinas proteinases de neutrofilos,
abrindo os 'cross-links'" e permitindo a atuapéo das enzimas
especificas (MURPHY & REYNOLDS, 1985).

As colagenases especificas sao secretadas, no meio extra-
celular, sob a forma inativa, sendo ativadas por outras
proteinases como a tripsina, as <calicreinas, a plasmina, ou
outras. Sugere-se, ainda, que enzimas na superficie das células,
pertencentes também ao grupo das metalo-proteinases, se jam
responsaveis pela ativagao (KRANE-1985). Nos tecidos ha
substancias inibidoras da agéo das colagenases, que se ligam de
modo irreversivel, inativando-as (PEREZ-TAMAYO, 1978). Estes
inibidores sao a alfa 2-macroglobulina e as beta 1-
anticolagenases, mas sugere-se gque, simultaneamente com a sintese
das colagenases, ocorra a sintese e secre;éo de inibidores
especificos das metalo-proteinases (TIMP- tissular inhibitors of
metalloprotinases) e que a ativagéo das colagenases sO ocorre
quando sua sintese sobrepuja a sintese de seus inibidores (MURPHY

& REYNOLDS, 1985). A regulagéo da sintese de colagenases esta sob
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a influencia de produtos sintetizados por outras células. O mais
bem conhecido destes fatores € o fator de células mononucleares
(IMCF- "Mononuclear cell factor"), sintetizado por macré6fagos e
muito semelhante ou mesmo idéntico & Interleucina 1. Este fator
induz o aumento da sintese das colagenases, sendo, por sua vez,
secretado pelos macréfagos estimulados por interagaes com
linfdcitos T ativados com antigenos ou lectinas (KRANE, 198%5).

Parece que nem todos os fibroblastos sao capazes de sintetizar

colagenases na mesma quantidade, havendo clones que responden
mais seletivamente a influencia do MCF-IL 1. Por outro lado,
interagbes entre céelulas epiteliais e células mesenquimais

parecen, de certo modo, regular a degradagéo da matriz conjuntiva
nos processos de reparo (GRILLO & GROSS, 1967).

Cstudos morfologicos tén demonstrado evidéncias da
degradacéo do colageno. Em alguns trabalhos demonstra-se
degradagéo de fibras no interior das células, enquanto em outros

mostram-se aspectos da degradagéo extra-celular.

HENELL & cols. (1983) demonstraram, durante a involugéo do
dtero apds o parto, colageno no interior de fibroblastos e de
macrofagos. Sugeriram que o fénomeno da degradapéo em
fibroblastos resulta de crinofagia, ou seja, degrada;éo de um
produto de sintese da prdpria ce€lula antes de sua secre¢do. Nos

macrofagos, a colagenblise seria o resultado de heterofagocitose.
A presenca de colégeno, em graus variaveis de degradapéo, no
interior de fibroblastos, foi descrita por TEN CATE (1972) e por
TEN CATE & FREEMAN (1974), estudando fibroblastos nos processos
de reparo e na remodelagdo do tecido periodontal. Estes autores
sugerem que o colageno & ativamente fagocitado e destruido pelos
fibroblastos e mostram sequéncias dos aspectos degradativos (TEN
CATE & DEPORTER, 1975), além de demonstrarem atividade de

fosfatase alcalina nos vacGolos contendo colageno (TEN CATE &

SYRBU, 1973). A presenga de colageno no interior de c€lulas e em
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vacuolos lisossomials & amplamente revista e discutida por
GEADIALLY (1982). JURUKOVA & IMILENKOV (1982) demonstraram a
presenga de colégeno no interior de masculo liso na parede de
vasos varicosos e sugeriram que estas celulas participam na
renodelagao destes vasos. J& PEREZ-TAMAYO (1970), estudando a
reabsorgéo ¢o colageno no modelo do granuloma induzido pela
carragenina, chamou a atengéo para as evidencias morfolBgicas da
degradagéo extra-celular do colageno, mostrando desde
fragmentayéo das fibras até dissolugéo. OQutro exemplo de
degradaqéo extra-celular de colageno foi descrito por JUNQUZIIRA &
cols. (1980), estudando a matriz conjuntiva do colo uterino
durante o trabalho de parto. Nesta circunstancia ocorre intensa
infiltragéo de neutrofilos que se acompanha de fragmentaqéo das
fibras colagenas com variagao no diametro e aparecimento de
naterial granular grosseiro, interpretado como evidencia de
despolimerizagéo do colageno. Recentemente o estudo da degradagéo
da matriz conjuntiva foi enfocado por ANDRADE & GRIIAUD
(1986,1988) na involu;éo de granulomnas esquistossomoticos.
Segundo estes autores, ocorre una degradagéo aguda da matriz
conjuntiva, com evidéncia de degradagdao intra-celular do colageno
no interior de fibroblastos e de degradagéo extra-celular,
semelhante &a descrita por JUNQUEIRA & cols. (1980) e uma
degradagéo cronica, exclusivamente extra-celular con dissolugéo

de Tibras e formagéo de adensamentos granulosos e Iibrilares.
2.4.1.4 O0Os colagenos no tecido de granulapéo

No reparo de feridas com perda de tecido conjuntivo, ocorre

a formag&o de tecido de granulagao. Este tecido de carater fugaz

tem uma matriz conjuntiva frouxa, rica emm glicosaminoglicanos,
proteoglicanos, fibronectina e colageno do tipo III. éciigizigg,,

de sua _deposicao € comparada a dos tecidos embrionarios, nos
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quais, um deposito de fibronectina e proteoglicanos funciona como.

molde sobre o qual proliferam fibroblastos e vasos, segulidos da

deposigao progressiva de colageno (MAUGER & cols., 1987). -

Estudos morfologicos da matriz conjuntiva no reparo mostram
gue, nas fases 1iniciais do processo, a matriz € frouxa e
celulosa, mas, a medida o que processo evoluf, a celularidade
diminuiu, e as .fibras colagenas tornam-se mais espessas e
organizadas em feixes ordenados (ROSS & BENDITT, 1961; WILLIAMS,
1970). Observagbes ao microscopio eletrdnico de varredura mostram
que as fibras colégenas, nas fases iniciais, se dispoem de modo
desordenado e que, nas lesoes antigas, formam massas alongadas
irregulares, sem individualizapéo das fibrilas, atribuindo-se a
esta disposigéo a menor extensibilidade do colé&dgeno nas
cicatrizes (FORRESTER & cols., 1969). Os estudos mecanicos tem
mostrado que o aumento de resisténcia a tensdo estd diretamente
relacionado com o diametro e a organiza;éo das fibras em feixes
(DOILLON & cols., 1985; FLANDIN & cols., 1986).

No tecido de granulapéo a relapéo colégeno do ¢tipo I -
colageno do tipo III esta alterada e em alguns modelos a
quantidade de colégeno do tipo III chega a representar o dobro da
encontrada na pele normal do adulto (MERKEL & cols., 1988). Este
componente é progressivamente substituido por maiores quantidades
de coléageno do tipo I que predomina nas fases mais tardias
(LABAT-ROBERT & cols., 1986).

A formacgo do tecido de granulagéo € muito dindmica e a

depender da extensao da lesao e de condi;ées locais particulares,

pode sofrer un processo involutivo com desaparecimento
progressivo de células e vasos, € reabsorgéo da matriz
conjuntiva, ou passar por transformapéo quantitativas e

gualitativas com aumento da quantidade de colageno do tipo I, que
se organiza e forma uma cicatriz fibrosa (SLAUSON & COOPER, 1982;

PEREZ-TAMAYO, 1987; IIARTINEZ-HERNANDEZ, 1988).
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As primeiras determinagGes bioqufmicas sequenciais das
quantidades de hexosaminas e hidroxiprolina em lesfes cut@neas de
ratos, mostraram que, nas fases iniciais do processo de reparo
até o sexto dia apds a produgdo da 1lesdo, havia aumento da
quantidade de hexosaminas e que, em seguida, comegavam a
declinar, voltando ao normal em torno do 142 dia. Inversamente, a
sIntese de colageno, avaliada ' pelas determinagaes de
hidroxiprolina, aumentava entre o 692 e 149 dia (DUNPHY & UDUPA,
1955} . Resultados semelhantes foram obtidos implantando-se
esponjas de polivinil no tecido subcutaneo de ratos (DUNPHY,
1958). A observagéo de modelos nos quais ocorre destruigéo
tissular intensa, como na injegéo de Oleo de croton no subcutaneo
de ratos, mostrou resultados um pouco diferentes. Nas fases
iniciais, ao lado do aumento da concentragao de hexosaminas no
tecido, notou-se diminuigéo na concentra¢do tissular de
hidroxiprolinas e aumento de sua concentraqéo plasmética (HOUCK &
JACOB, 1958). Na fase proliferativa, porem, houve deposigéo
progressiva de nucopolissacarideos e coldageno (HOUCK & cols.,
1962).

Ha evidéncias de que a cinetica da deposigéo de matriz
conjuntiva no tecido de granulaqéo, mesmo en locais semelhantes,
varia de acordo com o modelo de producao de lesao utilizado.

BAZIN & DELAUNNAY (1964) utilizaram a terebentina e a
implantaqéo de esponjas de polivinil para comparar a cinética da
deposig&do da matriz conjuntiva. No modelo da terbentina formou-se
uma resposta inflamatéria aguda que se acompanhou de redupéo
transitoria da quantidade de colageno no local. Apds o 25¢ dia
houve aumento da sintese de colageno, que no 502 dia diminuiu
progressivamente, sugerindo reabsorpéo. No modelo do implante de
esponjas, notou-se que a sintese de colageno era continuada a
partir do 32 dia, sem evidencias de reabsorgéo. A analise dos

tipos de "crosslinks'" do colageno, nestes modelos, mostrou que o
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coldgeno depositado € menos soluvel que o collgeno da pele
normal, mas que, enqgquanto no modelo da terebentina, a medida que
o colageno era reabsovido, o padrao dos 'crosslinks" tornava-se
semelhante ao da pele normal. No implante de esponjas o padrao
nao se alterava. A marcagéo de colageno atraves de metodos
bioquimicos mostrou que, na pele normal, o colageno do tipo III
representa apenas 10% do total dos colégenos, enquanto‘naﬂinjegéo
da terebentina e no implante de esponjas, representa 40% e 30%,
respecitivamente (BAILZY & cols., 1973). Os autores relacionaram
o aumento deste tipo de coléageno com a diminuig&o de resistencia
ds tensoOes observadas nos tecidos de granulagdo.

No estudo de cicatrizes humanas normais e hipertroficas,
estes mesmos autores verificaram aumento na sintese de colageno
do tipo 1III, cujo padrado de 'crosslinks'" nao revertia a forma
normal nas cicatrizes hipertrdficas (BAILEY & cols., 1975). Un
aunento significativo na sintese de colégeno tambem tem sido
demonstrado emn estudos experimentais com implantes de esponjas
viscosas no tecido subcutaneo de seres humanos (DIGELMAN & cols.,
1986). Estes autores sugerem que o aumento na quantidade ce
hidroxiprolina pode resultar de uma sintese aumentada de colageno
do tipo IV por celulas inflamatdrias. SAPERIA & cols. (1986),
poreén, demonstraram gque o0s nlveis intra-celulares de RINA
nensageiro para colagenos dos tipos I e III estavam aunentados en
fibroblastos, e gue a estimulagéo com raios laser aumentava

ainda mais estes niveis, correlacionando-se com una cicatriza§éo

mais réapida e eficiente.

Na revisdo sobre fibronectina, sao vistos alguns trabalhos
nos guais estudaram-se, através de técnicas de imunomarcagdo enm
tecido, as relacoes desta glicoproteina matricial com os

colagenos dos tipos I e III.
GABBIANI & cols. (1978) também se utilizaram de dois mocdelos

distintos de produgéo de tecido ae granulagéo para
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correlacionarem o tipo de colageno depositado com a presenga de
miofibroblastos. ApOs a 1nje950 de turpentina, verificaram que,
associada a proliferagéo de miofibroblastos, ocorria a deposigéo
de wuma matriz frouxa, rica em colageno do tipo 1III, que era
completamente reabsorvida ap6s 50 dias. No modelo do implante de
esponjas de polivinil, notaram, nas fases iniciais, o mesmo tipo
de associa;éo, porém, no gquinto més, as ce€lulas predominantes
eram fibroblastos tipicos, e o coldgeno aparecia formando feixes
organizados, com periodicidade de 640 R, sendo caracterizado
bioquicamente como colageno tipo I. Concluiram, entdo, que os
miofibroblastos estao relacionados com a sintese do colageno do
tipo III. A conclusdo semelhante chegou GRIMAUD (1986) comparando
oS aspectos matriciais e celulares de granulomas
esquistosomdticos recentes e tardios. FREITAS & cols. (1986),
através de imunomarcagéo de colagenos e fibronectina em figados
de criangas, mostraram que O0S miofibroblastos estavam associados
a uma matriz frouxa, rica em colageno do tipo III. Em outro
sistema, RAINMOS & cols. (1978) mostraram a presencga de
miofibroblastos em um elastofibroma, sugerindo uma participa;éo
destas cé€lulas na sintese de matriz elastica e colagénica. Ja&
BARSK & cols. (1982, 1984) demonstraram, emn reagéo desmoplastica
a tumores de mama, a associagéo de miofibroblastos com sintese de

colageno do tipo V.
2.4.2. Fibronectina

A fibronectina (FN) €é wuma glicoproteina de alto peso
molecular encontrada nos liquidos organicos, na matriz
conjuntiva, e na superficie de rmuitos tipos celulares. Tem uma
distribuigdo ubiqua e uma estrutura quimica complexa, intimamente
relacionada com suas fungbes biolégicas variadas. (RUOSLAHTI &

cols., 1981).
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Sua mol&cula apresenta sitios de combinagao com moléculas de
colageno, fibrina, fibrinogénio, glicosaminoglicanos, actina,
transglutaminase plasmatica, além de bactérias e cé€lulas (VAHERI
& cols., 1985).

Suas 11ga¢5es com os diferentes tipos de colédgeno e com os
glicosamiglicanos tem importancia na constituigédo da matriz
conjuntiva extra-celular, sobretudo em tecidos embrionarios e
recem-formados, onde forma um importante substrato para a
adesao, "espalhamento'" e migragao celulares (RUOSLAHTI, 1981).

Um grande interesse em seu estudo foi despertado apos a
demonstragao de sua participagdo em fenomenos de diferenciagao,
proliferagdo e mobilizagao celulares, uma vez que celulas

transformadas por virus oncogenicos in vitro e ceélulas

neoplésicas humanas in vitro podem ter, associadas as altera96es
morfologicas e funcionais, uma diminuigdo de FN na superficie.
Estas alterapaes podem ser parcialmente revertidas apds adigéo de

FN exb6gena. (VAHERI & RUOSLANTI, 1975; HYNES & WYKE, 1975; CHEN &

cols., 1976; VAHERI & cols., 1976; STENIAN & cols., 1977; VAHERI
& MOSHER 1978; CHEN & cols., 1979; STENMAN & VAHERI 1981). Ha
algumas evidéncias de que as celulas neoplasicas, apesar de

sintetizarem FN, tem uma redugéo na quantidade de seus receptores
na membrana. (GAHMBERG & HAKAMORI, 1973).

Na embriogénese, a fibronectina participa de fenOmenos
morfogénticos e constitul um importante substrato para a migragao
celular, formando um molde da futura matriz extra-celular.
(LINDER & cols., 1975; CRITCHLEY & cols., 1979).

Algumas bactérias, sobretudo os estafilococos, possuen
receptores de membrana para a FN. A ligaqéo destas bactérias com
a molécula facilitaria a penetragao dos mnicrorganismos no
hospedeiro (PROCTOR, 1987). Parece que esta facilitagao ocorre a
nivel de tecidos traumatizados, coagulos sanguineos e em tecidos

inflamados, mas, na circula;éo, as bactérias recobertas por FN
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seriam facilmente fagocitadas pelas celulas do sistema fagocitico
mononuclear (SFM). (MOSHER & cols., 1981).

A fibronectina plasmatica, além de sua co-precipitagao com o
fibrinogeénio e a fibrina para a formagado de codgulos e trombos
(RUOSLAHTI & VAHERI, 1975), parece ter uma grande importancia
como opsonina inespecifica, de vez que & capaz de ligar-se a

actina, DNA, colageno desnaturado e restos celulares, facilitando

o "clearence'" pelas células do SFM. Alem disso, parece funcionar
cornmo uma reserva de FN tissular, pois pode ser incorporada a
matriz extra-celular, formando agregados que se constituem numa

matriz conjuntiva proviséria durante as fases precoces do reparo
ce areas lesadas. (lIcKEWON-LONGO, 1987). Nestas condigoes, ela
fornece um substrato para a migrag3o de neutrdfilos, mondcitos e
fibroblastos. (BEVILACQUA & cols., 1981; POSTLETHWAITE & cols.,
1981; HAKANSSON & VENGE, 1985).

2.4,2.1 Estrutura e distribuigéo

A FN €& encontrada sob duas formas: a fibronectina solﬁvel,
presente no plasma e em outros liquidos organicos, e a
fibronectina insoltGvel das superficies celulares, membranas
basais e matriz conjuntiva (YAMADA, 1981). A FN insoluvel
representa entre 1 a 3% do total das proteinas sintetizadas por
fibroblastos embrionarios in vitro (YAMADA & cols., 1977).

As formas soluvel e insoluvel da FN tem sequéncias de
aminoacidos parecidas, e as diferengas na mobilidade
eletroforetica em SDS-PAGE parecem resultar, sobretudo, de
diferengas na glicolisagdo da molécula (RUOSLAHTI & cols., 1981).
ZXperimetos recentes, utilizando DNA recombinante, demonstraram a
existéncia de duas regiodes variaveis nas moléculas de FN en
fungao de ‘'splicing'" diferenciais pds-translacionais do RNA

mensageiro, resultando ern sub-unidades com sequéncias de
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aminoéacidos diferentes (SCHWARZBAUER & cols., 1985). Foram
identificados cinco variaveis de moléculas de FN, que devem ser
responséveis pelos diferentes subtipos da molecula com tamanhos
e Tfocos isoelétricos diversos. Também em fibroblastos humanos
demonstrou-se a existencia de RNA mensageiros variados,
resultantes de 'splicing" alternativos. Um deles contem uma
sequéncia adicional de 270 bases, que codifica um éomfnio extra,
referido como ED, presente na FN celular e ausente na FN
piasmatica (VAHERI & cols., 1985).

A FN é uma molécula muito imunogénica, capaz de induzir a
formagao de anticorpos especificos que reagem tanto com a FN
soluvel como com a FN insoldvel, e que reconhecem FN de diversas
origens animais, exceto a espécie na qual o anticorpo foi gerado.
(RUOSLAHTI & cols., 1981). Contudo, anticorpos monoclonais
reconhecen especificamente algumas formas de FN, evidenciando
diferengas estruturais nas moleculas (ATHERTON & AYRES, 1981). A
grande semelhanga entre as FN provenientes de diferentes especies
animais e sua presenga em todos os vertebrados sugerem que esta
molécula tem sido conservada ao longo do processo evolutivo.
(ROUSLAHTI & cols., 1981).

A FN plasmatica € encontrada sob a forma de dimeros com peso
molecular total de cerca de 440.000 daltons, constituida por
subunidades de 215.000 a 220.000 daltons. A FN insoltivel &
encontrada sob a forma de dimeros, polimeros e nmals raramente de
monodmeros com 220.000 a 240.000 daltons. As unidades monoméricas
estao unidas em uma das extremidades por uma ponte S-S (PROCTOR,
1987). A molécula € muito assimétrica e nao tem uma disposigao
helicoidal como o colageno. Quando depositada na matriz
conjuntiva se distende em longos bragos, formando estruturas
fibrilares nultimericas (1MMcKEOWN-LONGO, 1987). Estudos atraves
de wultra-centrifugagfo com variagdes nas condig¢des ionicas das

solu96es sugerem - que 0s bragos da molécula sdo capazes de se
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estender ou se retrair, resultando em distintos coeficientes de
sedimentagao (ALEXANDER & cols., 1979).

As numerosas fungbes biloldgicas da fibronectina estéo
relacionadas a sua capacidade de se ligar especificamente com
variadas macromoléculas. O uso de proteases e cromatografia de
afinidade com diferentes 1ligantes, e mals recentemente o}
sequenciamento de aminoacidos e a utilizapéo de DNA recombinante,

permitiram a concepgdo de um nmnodelo para a fibronectina,

constituido de varios dominios globulares separados por
sequéncias polipeptidicas lineares sensiveis a a;éo das
proteases.

Os dominios globulares sdo formados por sequéncias homdlogas
repetitivas que constituem mais de 90% das sequéncias de
aminoacidos da molé€cula. H4 trés tipos de sequéncias homoldgas:
a) sequencias do tipo I formadas de 45 aminoacidos; b) sequencias
do tipo II com 60 aminoacidos; ambas contendo pontes S-S e c¢)
sequéncias do tipo III com 30 aminodcidos, desprovidas de pontes
S-S, mas contendo grupamentos sulfidrilas livres. Estes trés
tipos de sequéncias se organizam de modo linear nos monomeros de
FN que formam uma angulagao de cerca de 70° graus entre si
(PETERSON & cols., 1983).

Os monémeros cde FN podem ser divididos em diversos dominios
funcionais que interagem com ligantes diferentes. O dominio 1

.

liga-se com a fibrina, a heparina e a estafilococos; o dominio 2

com a gelatina, os colagenos, Clg e S.pyogenes; o dominio 4 com

o DNA; o dominio 6 participa na adesao a celulas; o dominio 7 com
a heparina, e o 8 com a fibrina (PROCTOR, 1978). As fun;Ges dos
dominios 3 e 5 ainda sao desconhecidas.

A ligapBo do dominio 6 com a superficie das células parece
estar relacionado com uma sequencia de quatro aminodcidos, Arg-
Gly-Asp-Ser(RGDS) que € reconhecida por um complexo proteico

transmembranar de 140.000 daltons (PIERSCHBECKER & RUOSLAHTI,
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1984).

Como jé fol referido no inicio desta revisao, a FN € una
glicoproteina de distribuigéo ub{qua, ou seja, acha-se presente
en todos os tecidos e liquidos organicos (YANMADA & OLDEN, 1978).

Admite-se que a maior parte da FN plasmatica seja produzida
pelos hepatocitos (OWENS & CIMINO, 1982), porem ha evidencias de
que células endoteliais e fibroblastos tambem contribuam
(RUOSLAHTI & VAHERI, 1974; JAFFE & MOSHER, 1978).

Lstudos com técnicas de imuno-localizagao, em culturas de
fibroblastos, demonstraram a presenga de FN no citoplasma das
celulas e tambem formando placas ou feixes nas superficies
celulares, en intima associagéo com &reas de adensamentos intra-
celulares de actina, constituindo uma espécie de matriz fibrilar
extra-celular. A quantidade desta matriz aumentava a medida que
as culturas envelheciam (HEDIAN & cols., 1978). O emprego de
inmuno-eletromicroscopia e de radio-imuno-ensaio permitiu a
demonstragéo de sintese de FN no reticulo endoplasmdtico rugoso e
no aparelho de Golgi de fibroblastos de embrides de galinha e sua
inibigao pelo emprego de inibidores da sintese proteica como a
ciclohexamida (YAMADA & cols., 1980).

A FN produzida pelas células incorpora-se as superffcies
celulares sob a forma de uma trama reticular, ou € secretada no
meio de cultura como FN soluvel (VAHERI & RUOSLAHTI, 1975).
Recentemente, demonstrou-se, na superficie das células, um
complexo proteico de 140.000 daltons que parece participar na
conexao transmembranar entre o citoesqueleto e a matriz extra-
celular, do qual fazem parte a FN, a actina, a vinculina, a alfa-
actinina e a talina (HORWITZ e cols., 1986; TAMKUN & cols.,
1986). Este complexo protéico transmembranar, inicialmente
referido com antigeno CSAT (cell-substrate attachent) (HORWTZ &
cols., 1985) & atualmente referido como "integrina'", numa clara

alusao a sua fungéo.



Pensou-se 1inicialmente que a fibronectina seria um produto
especifico dos fibroblastos (LINDER & cols., 1975), mas sua
sintese tem sido demonstrada nos mals variados tipos de celulas
epiteliais normais e neoplasicas, por células endoteliais,
gliais, hepatocitos, mioblastos, condrocitos, macro6fagos,
melanacitos, celulas de Schwann e plaguetas (VAHERI & cols.,
1976; JAFFE & MOSHER, 1978; SMITH & cols., 1979; RUOSLAHTI &
cols., 1981).

A FN estd presente juntamente com a laminina e o colégeno do
tipo IV na maior parte das membranas basais em VA&rios tecidos
(LAURIE & cols., 1982; ABRAHAMSON, 1986). Sua presenga na porgao
externa destas membranas sugere um papel na liga;éo entre os
componentes das membranas e os componentes matriciais (HANTAI &
cols., 1983). Deve-se referir que nem todas as membranas basais
contém FN como no caso especifico das membranas basais dos
glomérulos renais (BOSELLI & cols., 1981; MARTINEZ-HERNANDEZ &
cols., 1981).

A FN estd presente em todos os tecidos humanos, formando as
membranas basais e no tecido conjuntivo frouxo, onde tem um
padrdo de distribuigéo muito semelhante ao das fibras colégenas
que se impregnam pela prata (LINDER & cols., 1978; STENMAN &
VAHERI, 1978). D'ARDENNE & cols., (1982) verificaram a co-
distribuigdo da FN com o coléageno do tipo III e propuseram que a
FN tem um importante papel nas interagGes celulas-matriz. Por
outro lado, estudos com tecidos embrionarios sugerem que nas
fases precoces do desenvolvimento, a FN ndo sO0 oferece um
substrato para a migragdo das células, conmno também forma um molde
da matriz conjuntiva futura (LINDER & cols., 1975; CRITCHLEY &
cols., 1979).

2.4.2.2 A fibronectina nos processos de reparo
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O envolvimento da FN nos processos inflamatorios e no reparo
tem sido estudado através da produgao de lesdes em animais de
experimentaqéo e acompanhamento sequencial de seu aparecimento e
desaparecimento. Estes trabalhos, em geral, sao feitos
produzindo-se lesCes cut@neas peguenas e acompanhando-se o0 reparo
durante o periodo maximo de cinco semanas.

O estudo pioneiro foi feito através do implante de esponjas

de celulose viscosa no tecido subcutaneo de camundongos (KURKINEN

& cols., 1980). As esponjas foram inicialmente implantadas na
cavidade peritonial para um '"condicionamento", no qual foram
infiltradas por fibrina e fibronectina de origem plasmatica, que

formaram uma malha. Uma vez colocadas no tecido subcutaneo foram
invadidas por fibroblastos. Entre o segundo e o sétimo dias
notou-se deposigao de coladgeno do tipo III e mais tardiamente
houve depdsito de colageno do tipo I. As observagbes foram feitas
durante cinco semanas, notando-se durante todo o periodo uma co-
distribui¢éo da FN com os colagenos intersticiais, porém, a
medida que a matriz colageénica aumentava e se organizava en
feixes dispostos paralelamente, diminufa a quantidade de FN e o
numero de fibroblastos. Os autores sugeriran que a FN representa
uria matriz priméria no tecido de granulaqéo e que teria um papel

semelhante ao desempenhado nos tecidos embrionarios.

Resultados muito semelhantes foram obtidos por GRINNELL &

Cols. (1981), estudando a cinetica da deposiqéo de FN no reparo
de 1lesoes cutaneas produzidas em cobzaios. Enquanto no tecido
normal a FN aparece em associagao com membranas basais, sendo

nuito escassa no tecido intersticial, exceto na derme papilar, no
tecido 1lesado, ela aparece associada a fibrina, iformando uma
trama reticular povoada por c€lulas inflamatdrias, fibroblastos e
vasos neo-formados. Apesar de nao terem feito imunomarcagdo dos
diferentes tipos de colégeno, sugeren, baseados nos aspectos

norfologicos, que a FN € depositada pelos fibroblastos,
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acompanhando a distribui¢ao do colégeno do tipo III. Em torno do
189 dia, ela aparece associada a fibras colégenas espessas,
interpretadas como colégeno do tipo I. Para estes autores, a
associagéo da FN com o colageno do tipo I no tecido de
granulaqéo, gue ndo € observada nos tecidos normais, seria uma
consequéncia da degradagdo deste colageno por colagenases
presentes no tecido, de vez que em material experimental o
éoligeno degradado tem maior afinidade pela FN.

REPESH & cols., (1982), tiveram resultados parecidos
estudando o reparo de lesoes cutaneas em coelhos. Ja CLARK &
cols., 1981, estiveram preocupados com a relapéo entre a FN e a
prolifera;éo de <células endoteliais e vasos no tecido de
granulagéo, verificando que, nas &dreas de proliferagdo, ha um
aumento de FN, que se reduz quando a proliferagao cessa. A partir
desta observa¢éo, sugeremn que, nesta situagéo, a FN & um produto
das células endoteliais e que forma uma membrana basal provisaria
para os vasos em proliferagao.

Estes estudos in vivo e outros in vitro sugerem que a FN
pode ter varios papéis nos processos inflamatorios e de reparo.
Segundo AKIYOINMA & YAMADA (1983), en longa revisao da literatura,
a fibronectina contribui na formagao da trama de fibrina
depositada 1logo apd&s a lesdao, forma uma matriz conjuntiva
proviséria, participa na organizaqéo do tecido de granulagéo,
estinula a migra¢éo de fibroblastos, macréfagos e celulas
epiteliais, alem de pronover a fagocitose de restos celulares.

Parece que, 1logo apds a lesdo, a FN € depositada com a
fibrina formando uma malha provisodria. Esta hip6tese <foi
confirmada através cde estudos que mediram a sequestragio da FN
plasmatica em tecidos lesados, mostrando que, nas 24 horas que se
seguen ao trauma, a concentragéo de FN na lesao aumenta a medida
que diminul sua concentragao plasmatica (REESE & cols., 1982).

Zsta FN ligada a fibrina, além de se constituir numa trama para a
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migragéo de células inflamatorias e fibroblastos, tem a
capacidade de exercer um papel de opsonina sobre restos
celulares, Dbactérias e colageno desnaturado, facilitando sua
fagocitose por macrbfagos. A FN ligada ao acido hialurdnico € um
potente quimiotético para neutrafilos, ativando sua funpéo
fagocitaria (HAKANSSON & VENGE, 1985). O produto da degradagao
da FN por catepsinas liberados nos sitios inflamatérios funciona
como um quimiotéﬁibo para fibroblastos, que assim, alem de
atraidos para as areas lesadas, encontram uma trama sobre a qual
podem migrar (POSTLETHWAITE & cols., 1981). A FN & capaz de
interagir com o plasminogénio e o fator ativador do
plasminogénio, sugerindo que ela talvez direcione a maquinaria
proteolitica para as areas onde a degradapéo da matriz extra-

celular seja necessaria (VAHERI & cols., 1985).
2.4.3 Laminina

A laminina e um glicoproteina de alto peso molecular, cerca
de 1.000.000 daltons, que conpoe, Jjuntamente com o coldgeno do
tipo IV, o heparan sulfato e a fibronectina, as membranas basais
(SZARFIIAN & Bl E8s 5 1982). Foi originalmente isolada e
caracterizada por TIMPL & cols. (1979) a partir da matriz extra-
celular sintetizada pela celulas do sarcoma de Engelbreth-Holm-
Swan de camundongos, que tem como principal caracteristica
produzir grande cuantidade de componente das membranas basais.

Apos estudos morfolégicos ao microscopio eletanico, foi
proposto um modelo para a laminina, constitulido de uma estrutura
em forma de cruz, formada por um braco longo e tres bragos
curtos, mantidos Jjuntos por pontes dissulfeto. Os bragcos tém a
forma de Dbastoes com 2nm de did@metro e 77nm de comprimento no

brago longo e 36nm nos bragos curtos. Nas extremidades encontram-

se sete dominios globulares.Estes fragmentos podem ser
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quimicamente separados e outros estudos morfoldgicos complexos
tem mostrado que a molécula tem s{tios espec{ficos de ligagio com
os demais componentes das membranas e com as células (SZARFMAN &
cols., 1982; LAURIE & cols., 1986). A molécula € formada por
cadeias polipeptidicas distintas, com pesos moleculares de
220.000 e 440.000 daltons, tendo associado carboidratos cujos
papéis sao desconhgqidos (TIMPL & cols., 1983).

A laminina €& antigénica e a produqéo de anticorpos
especificos permitiram a demonstragao de sua ampla distribuigéo
nas mais variadas membranas basais (ROHDE & cols, 1979; LAURIE &
cols., 1982; ANMANTA & cols., 1986; MAUGER & cols., 1987). A
glicoprotefna participa na adesao entre as células e as membranas
pasais (ENGVALL & RUOSLAHTI, 1983; LIOTTA, 1984), e ha evidéncias
de que, en processos neoplasicos invasivos, sua descontinuidade
en torno dos macigos tumorais se relacione com potencial
metastdtico (BIRIMBAUT & cols., 1983; CHARPIN & cols., 1985). Por

outro lado, a presenga de receptores de laminina em celulas

neoplasicas parece aumentar a possibilidade de implantes
metastaticos (LIOTTA, 1984). A laminina tem papel também na
migraqéo e na morfologia das células, participando da indupéo

da proliferagao de vasos e células de ductos (CARLSSON & cols.,
1981; ORIMEROD & cols., 1983; FROM & cols., 1986; NICOSIA & MADRI,
1987).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS: Ao todo foram utilizados vinte e seis ratos
albinos de ambos os sexos, pesando de 180 a 200 gramas, obtidos
da colonia do Centro de Pesquisas Goncalo. ‘Moniz (Salvador-
Bahia). Os ratos foram mantidos em caixas pléé%icas e alimentados

"ad libitum" com ragao comercial e agua.

3.2. PRODUGAO DOS BOLSOES INFLAMATORIOS: Utilizou-se  um
modificagao da técnica de SELYE (1953) para a produgao de bolsdes
inflamatérios. Os ratos foram anestesiados com é€ter sulfurico
comercial. Apbs cuidados de assepsia e tricotomia, com uma agulha
de injeg¢do de calibre 27x9 deslocou-se, com movimentos laterais,
o tecido subcutidneo da regido inter-escapular. Em seguida, com o
auxilio de uma seringa, foram injetados 2ml de uma mistura, em
partes iguais, de ar e 6leo de crotorn comercial (Botica AO VEADO
D'OURO, Sao Paulo) a 1% em Sleo de milho, formando-se um ‘‘bolsZo"

arredondado.

3.3. SACRIFICIOS: Apés perfodos variaveis de tempo, oOs animais
foram anestesiados com =ter sulfurico, e os "bolsSes" foram
dissecados e incisados, retirando-se fragmentos representativos
de toda a espessura da parede para estudos histoldgicos, ultra-
estruturais e para a realizagao de imunomarcagao. Foram
sacrificados quatro animais no terceiro dia, dois animais no
quinto dia, seis animais no oitavo dia, quatro animais no décimo
quinto dia, seis animais no trigésimo dia e quatro no

sexag€simo dia.

3.4 ESTUDO HISTOLOGICO: Os fragmentos foram fixados em formol a
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10% ou em liquido de Bouin e 1inclufdos em parafina apés
desidratagfio alcodlica e clarificagao em xilol. SecgSes com 3 a 5
micrometros de espessura foram corados pelo n€todos da
hematoxilina-eosina, picro-sirus contra corado pelo fast-green
para colageno (JUNQUEIRA & cols., 1979) e tricromico de Masson.
Foi feita uma avaliagéo semi-quantitativa das principais
altera;bes histoldogicas, graduando-as en ausente, discreta,
moderada e intensa, sendo seus resultados expressos na Tabela I e
no Grafico 1I. Para a elaboragéo do grafico, converteram-se as

intensidades em valores numéricos de zero a tres.

3.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO: Fragmentos com 1lmm de
espessura, de pelo menos dois animals por ponto estudado, foram
imediatamente fixados em solu;éo de glutaraldeido & 2% em tampdo
cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,4 8 4°C, durante uma hora. Apés
lavagem de 12 horas em tampao cacodilato de sodio 0,2M, os
fragmentos foram pSs-fixados em solugdo de tetrdxido de dsmio a
1% emn tampéo cacodilato de so0dio 0,15M, pH 7,4 a 40C, durante uma
hora. Foi procedida a desidrata;éo em alcool etilico em
concentragbes progressivamente aumentadas a partir de 30% até€
alcool absoluto. Apdé passagens por oxido de propileno, foi feita
inclusao em resina Epon 812 (LUFT,1961). Dos blocos foram feitas
secgaes semi-finas com 0,5 a 1,0 micrometro de espessura com
navalhas de wvidro, que foram nontadas en laminas de vidro e
coradas pelo azul de metileno-azur II (RICHARDSON & Cols.,1960) e
estudadas em um microscopio &ptico Leitz-S!I-LUX. Dos blocos
selecionados, foram feitas seches ultra-finas com 600 a 800
Angstrons de espessura, usando-se navalha de diamante e ultra-
micrdtomo Reichert-Jung Ultra-Cut II. As sec¢Bes foram colhidas
em grades de cobre de 200 malhas e contrastadas pelo acetato de
uranila a 7% em alcool metilico absoluto e em citrato de chumbo

(REYNOLDS, 1963). As grades foram examinadas em um microscdpio



73

eletronico de transmissao ZEISS, modelo ElM-109 a 50 KV. Foram
feitas microfotografias em filme Kodalith Ortho de 70mm.

3.6 AVALIAQAO QUANTITATIVA DAS CELULAS FUSIFORMES DA MATRIZ
CONJUNTIVA: Foram contadas entre 100 a 200 c€lulas fusiformes da
matriz conjuntiva de, no minimo, tres animais por ponto estudado.
As cé€lulas foram identificadas como fibroblas%os, miofibroblastos
ou células musculares lisas, segundo c;itérios previamente
estabelecido por GRIMAUD & BOROJEVIC (1977). Os critérios
minimos para a caracterizaqéo de miofibroblastos foram os
estabelecidos por RUDOLPH (1982), ou seja, a presenga de
adensamentos periféricos de filamentos. As contagens foram feitas
nas areas de maiores deposigéo e organizacéo do tecido

conjuntivo. Os resultados estao expressos na Tabela II e Grafico

11.
3.6 IMUNOMARCACKO DE PROTEINAS DA MATRIZ CONJUNTIVA

3.6.1 Crippreservagio: Fragmentos das paredes dos '"bolsoes
inflamatorios" de dois animais em cada ponto foram submetidas a
criopreservagéo para a imunomarcapéo de proteinas da matriz
conjuntiva (TAKIYA & co0ls.,1983). Os fragmentos foram fixados em
paraformolaldeido a 4%, contendo sacarose a 7,5% e cacodilato de
sodio 0,1M, pH 7,4, &a 4 C, durante 8 a 12 horas. Foram lavados
por 4 horas en tampéo cacodilato de sodio 0,21, pH 7,4, contendo
sacarose 0,411 e lisina 0,2!1, depois em tampdo fosfato de sodio
0,1M, pH 7,4, contendo sacarose a 30%. Finalmente, foram lavados
em tampéo fosfato de sadio 0,1M, pH 7,4, contendo sacarose a 50%
e 20% de glicerol, embebidos em '"tissue Tek II 0.C.T" e
congelados em isopentano em banho-maria de nitrogenio liquido. Os
blocos foram cortados em criostato Bright (Huntington,

Inglaterra) em sec¢des com 5 a 6 micrometros de espessura e foram
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montados em laminas de vidro. As imunomarcagbes de protelnas da
matriz conjuntiva foram feitas segundo a técnica da

imunofluoresecencia indireta.
3.6.2 Origem e preparagao dos reagentes imunoldgicos

Os reagentes imunoldgicos foram cedidos pela equipe do Dr. -
Grimaud do Instituto Pasteur de Lyon e preparados segundo o0s

m€todos a serem descritos.

3.6.2.1 Preparagdo dos antfgenos: Os colagenos dos tipos I e III
foram isolados da pele de camundongos (GRIMAUD & cols.,1986). O
procolageno III foi extraido da pele de bezerros (TIMPL & cols.,
1975) e o colageno IV do cristalino de bovinos (DEHM &
cols.,1978). A obtengdo destes antigenos foi feita a partir de
digestao limitada com pepsina, seguida de precipitagéo fracionada
com cloreto de sodio (MILLER & MILLER, 1982 ). A pureza dos
isotipos de colageno foi testaca através de eletroforese em gel
de poliacrilamida na presenga de SDS. A fibronectina foi isolada
de soro humano atraves de passagen em colunas de afinidade de
gelatina-sepharose 4B e purificada através de cromatografia emn
celulose DE-52 (ENGVALL & RUOSLAHTI,1977).

A laminina foi extraida de culturas de células dos sarcona
EHS (Engelbreth-Holm-Swarm) de camundongos e gentilmente cedida

pelo Dr. G. Martin (INH, Bethesda, EEUU).

3622 Preparagéo dos anticorpos: A obtenqéo de anticorpos
especificos foi feita atraves da imunizagéo de coelhos da raga
New Zealand ou de cabras com os diferentes antIgenos. A mnono-
especificidade dos anticorpos foi conseguida atraveés de
cromatografia de afinidade em colunas de Sepharose 4B ativadas

com CNBr. A reatividade cruzada dos anticorpos anti-coldgeno foi
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eliminada por adsor;éo apos repetidas passagens em cromatografia
de afinidade aos diversos tipos de colageno, 1ligados a Sepharose
ativada com CNBr. Os anticorpos purificados foram testados
através de ELISA, usando-se microplacas recobertas com colfgenos
puros, fibronectina ou laminina. Nao foi observada reagao cruzada
entre os anticorpos anti-colageno IV e a laminina no teste de
dupla difusao. A reagao cruzada inter-egpécies do anticorpo anti-
coldageno IV foi verificada atraves do mnetodo do ELISA em
microplacas recobertas com colageno IV de camundongos ( realizado

pelo Dr. Foidart, Belgica).
3.6.2.3 Utilizagao dos anticorpos:

a) Soro de coelho anti-colageno tipo I de camundongo
b) Soro de cabra anti-colageno tipo III de camundongo
c) Soro de colelho anti-procolageno III de bezerro
d) Soro de coelho anti-colageno IV de cristalino bovino
e) Soro de coelho anti-laminina de tumor EHS
f) Soro de coelho anti-fibronectina humana

Foram feitas reagbes de imunofluorescéncia indireta em
sec¢5es de 5 micrometros de espessura, usando-se os anticorpos
purificados. O segundo anticorpo foi IgG de carneiro anti-IgG de
coelho ou IgG ce coelho anti-IgG de cabra (Institut Pasteur,
Franca). As observagaes foram feitas em wum microscépio de
fluorescencia con epi-iluminagéo Leitz-Dialux com lampada CSI
Phillips. O controle das rea96es foi feito substituindo-se o soro

imune por soro de coelho ou cabra nao imunizados.
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4 RESULTADOS
4.1 ASPECTOS MACROSCOPICOS

Apos a 1njeq§o do agente irritante e do ar, formaram-se
bolsSes ovofdes de paredes flédcidas, consisténcia amolecida e
crepitantes. A partir do 30 dia apdos a injegéo, os bolsées

Qs
tornaram-se firmes e tensos, desaparecendo a crepitagdo. Até o 59
dia nao havia uma parede bem definida, sendo dificil sua
dissegao. Apds o 8¢ dia da injegéo, a parede era bem definida e
apds incisdao cuidadosa da pele era possivel sua disse9éo completa
e enuclea¢do (Prancha I, Figs. A e B).

A superficie externa dos bolsdOes era avermerlhada, brilhante
e lisa, exceto pela presenga de restos de finas aderéncias
fibrosas frouxas que conduziam vasos sanguineos tortuosos e
congestos distribuidos pela superficie, formando uma trama
reticulada. Ao serem incisados, deixavam fluir liquido, que nas
Tases iniciais estava constituido por dleo misturado com sangue e
nas fases tardias por fluido sero-sanguinolento, contendo
goticulas de gordura. At€ o 152 dia a superffcie interna era lisa
e estava recoberta por fibrina (Prancha I, Fig. C). Nas fases
mais tardias, os bolsOes sofreram acentuada redugao de volume, e
aos cortes, a superficie interna estava parcialmente preenchida
por tecido amarelado de aspecto espongoso.

Em alguns animais nao incluidos para o estudo, os bolsdes

sofreram absorcao completa entre o 302 e o 602 dias.
4.2 ASPECTOS HISTOLOGICOS
As secgoes histolégicas das paredes dos bolsdes apresentavam

graus variaveis de fenomenos inflamatorios exsudativos e de

fenomenos proliferativos com produpéo de tecido de granulagao e
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deposiqéo de uma matriz conjuntiva, progressivamente mais
colagénica e organizada (Tabela I, Grafico I).

Nas fases iniciails da formagé&o dos bolsdes, nos 30 e 50 dia
apos a injegéo do 6leo de croton, predominaram os fenomenos
exsudativos (Tabela I, Grafico I). Em relagao a luz dos bolsdes,
a parede estava recoberta por grande quantidade de fibrina e
hemacias, tendo de permeio neutrofilos que, por vezes, formavam
uma camada contlnua (Prancha I, Figs. D e E). Abaixo desta area,
havia acentuado edema que dissociava o tecido conjuntivo,
contendo vasos sanguineos dilatados e congestos, deposigéo de uma
trama reticular de fibrina e focos de hemorragia. De permeio,
eram vistos neutrdfilos e alguns macr6fagos de citoplasma claro e
finamente vacuolados. Nas porgdes mais externas da parede, os
fendomenos exsudativos eram menos exuberantes, verificando-se os
primeiros indicios dos fenomenos proliferativos, constituidos,
principalmente, por areas focais de discreta proliferagao
desordenada de pequenos vasos revestidos por endotélio tumefeito,
que formavam enovelados de aspecto glomeruldoide em torno a vasos
mais calibrosos e congestos. Associada a esta proliferagao
vascular, notava-se proliferagéo de células fusiformes de nucleos

alongados e de cromatina frouxa, com nucléolos evidentes e

citoplasma rdseo, que se dispunham irregularmente em torno aos
vasos neo-formados. A matriz conjuntiva colageénica estava
dissociada pelo edema, quando vista nas secg6es coradas pelo
tricrdmico de Masson, ou pelo picro-sirius (Prancha I, Fig. F).

Em algumas &reas, o colageno tinha um aspecto fragmentado e as
fibras apresentavam contornos pouco nitidos e finamente
fibrilares (Prancha VII, Fig. A). Nestas &4reas, as secgbes
coradas pelo m€todo do picro-sirius e observadas a luz polarizada
mostravam fragmentagao do colageno, e as fibras espessas tinha um
aspecto micro-fragmentado com perda da refringéncia

caracteristica (Prancha VI, Fig. B).
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Os fenomenos exsudativos diminuiram de intensidade apBS o 5%
dia da injegdo do O0leo de croton. No 8¢ dia, a inflamaqéo aguda,
caracterizada por edema, deposigéo de fibrina e 1nfiltrapéo de
polimorfonucleares, fol de pequena intensidade em quase todos os
animais (Tabela I, Grafico I). A parede mostrou-se menos espessa
que nos dias anteriores, e o infiltrado inflamatdrio tornou-se
pr?dominantemente macrofégico, havendo, de perneio, raros
lihfécitos. A partir deste ponto, os fenomenos exsudativos
cederam progressivamente mais lugar aos fenOmenos proliferativos
vasculares e de celulas fusiformes (Prancha 1II, Fig. A). Na
porgéo mais interna da parede, em rela;éo com a luz dos bolsdes,
havia de moderada a intensa proliferag?o de vasos (Prancha 1II,
Fig. C). Estes vasos se dispunham desordenadamente em todas as
diregGes, e se acompanhavam de proliferagéo de celulas fusiformes
com citoplasma roseo (Prancha II, Fig. D). Nas porp&es mais
externas havia menor quantidade de vasos que em geral se
colocavam perpendicularmente a superficie (Prancha 2C). Entre
estes vasos, havia proliferagao de celulas fusiformes, dispostas
paralelamente a superficie. Estas células formavam camadas
dispostas em fileira indiana e entre elas notava-se, nas secgoes
coradas pelo picro-sirius, uma delicada trama colagénica (Prancha
I1, Fig. B).

Nos animais estudados nos 152 ,302 e 6092 dias apos a
injeqéo do oleo irritante, havia predominio dos fendmenos
proliferativos (Tabela I, Grafico I). A inflamagao aguda apareceu

como focos esparsos na superficie de casos isolados. As células

inflamatorias mais representadas eram macrofagos que, nas fases
tardias, continham, em alguns casos, pigmento acastanhado e
granuloso, provavelnente hemossiderina. Foram vistos poucos

linfdcitos e, muito raramente, eosinofilos.
Nos bolsoes obtidos com 15 dias, havia de moderada a intensa

proliferagao de vasos e de cé€lulas fusiformes, tendo intercalado,
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de modo desorganizado, uma matriz colagénica que, nas areas mais
externas ,esbogava uma organizagao em feixes dispostos concéntrica
e paralelamente, intercalados por células fusiformes (Pranchas
II1I, Figs. A e B).

Nas fases mais avangadas, 30° e 609 dias, notou-se malor
organizagao da matriz conjuntiva. Nas por¢5es mals externas havia
uma nitida capsula fibrosa, formada pela deposigao concéntrica de
colégeno espesso, intercalado por cé€lulas fusiformes, formando
uma parede nmals compacta e menos espessa Qque nas fases
precedentes (Prancha III, Figs.F e G, Prancha IV, Fig. B). A
partir destas capsulas, formavam-se, por vezes, trabéculas de
espessura variavel, constituidas pela prolifera;éo de ceéelulas
fusiformes e vasos sanguineos, formando uma malha reticulada que
circunscrevia pequenas cavidades de diametros variaveis.

A superficie interna da parede dos bolsoes, apés 60 dias da
injegéo de 0leo de croton, en relaqéo com a 1luz, mostrava um

tecido conjuntivo denso, hialinizado e de aspecto ondulado

(Prancha IV, Fig. A), que corava intensamente pelo picro-sirius,
mostrando colégeno e feixes paralelos (Prancha IV, Figs. D e
T). Abaixo desta camadsa, apareciam células fusiformes de
citoplasma amplo, <claro, discretamente estriadas no sentido
longitudinal, formanco Ifeixes ou uma espécie de malha (Prancha
IV, Figs. A e C, Prancha VII, Fig. D). Nestas areas notavam-se
espagos vazios irregulares na mnatriz colagénica, que, na

coloraqéo pelo picro-sirius e nas observagées a luz polarizada,
correspondia a dreas de fragmentagdo da natriz colagénica

(Prancha IV, Fig. D e Prancha VII, Fig. E).
4.3 ESTUDO DOS COIMPONENTES DA IMATRIZ CONJUNTIVA

A andlise das imunomarcapoes feitas através do meétodo da

imunofluorescéncia indireta mostrou modificagles quantitativas
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e qualitativas sequencliais dos componentes da matriz.

Na fase inicial, correspondendo ao predominio dos fenbmenos
exsudativos estudados no material obtido apds +trés dias da
injegao do oleo de croton, notou-se grande acumulo  de
fibronectina (Prancha I, Fig. H). Este componente da matriz,
distribuia-se de modo difuso, assumindo um aspecto denso e
grumoso. Os colagenos intersticiais dos tipo I e III, mostravam

feixes dissociados e fragmentados com padroes de distribuigéo

semelhantes. A fluorescéncia tinha um aspecto difuso no colageno
do tipo I, <com é&reas de adensamento no interior das fibras
(Prancha I, Fig. G). A laminina e o coléageno do tipo IV se co-

distribuiam em torno dos poucos vasos observados.

Entre o 82 e 152 dias, observou-se acumulo de fibronectina e
colageno do tipo III. Estes componentes da matriz apareciam emn
toda a espessura da parede formando uma fina trama reticulada
disposta em todas as direqSes (Prancha 11, Figs. E e F, Prancha
111, Figs.C e D). Nas porgoes mais externas da parede dos
bolsdes, havia acumulo de colageno do tipo I. Este componente era
mais delicado e delgado no material estudado apds 8 dias da
formagao dos bolsoes e dispunha-se formando fibras
concentricamente dispostas em torno a parede (Prancha II, Fig.
G). Aspecto semelhante era observado nos bolsces de 15 dias
(Prancha 1III, Fig. E). Correspondendo a fase de intensa
proliferagéo vascular, havia intensa marca§§o perivascular de
coldageno do tipo IV e laminina, gque se co-distribuiam (Prancha
~II, Figs. He I).

Nas fases tardias, 0os bolsbées mostravam uma aparente
diminuigéo da gquantidade de fibronectina (Prancha III, Fig. H).
Por outro 1lado, os colagenos intersticiais dos tipo I e III
dispunham-se em feixes paralelos e concentricamente dispostos em
torno da luz dos bolsoes (Prancha III, Figs. I e J, Prancha IV,

Figs. G e H). No 302 dia, os feixes de colégeno do tipo III eram



81

delgados, mas no 602 dia eram mails espessos e se distribuiam na
periferia de espessos feixes de coldageno do tipo I. Nesta ultima
fase, a fibronectina aparecia co-distribuida com o0s coléagenos
intersticiais. Os elementos matriciais das membranas basais naéao
foram encontrados nas dreas de fibrose densa, onde também néo
eram encontrados vasos, mas apareciam em torno de vasos nas dreas
de formagao de trabécylas conjuntivas para o interior da 1luz
(aspecto nZo ilustrado), de modo semelhante ao visto nas fases

mais precoces.

4.4 MNMICROSCOPIA ELETRONICA

A analise ultra-estrurural prendeu-se aos aspectos
organizacionais da matriz conjuntiva e a caracterizagéo das
c€lulas fusiformes do mesénquima e suas relagoes com OS Vasos e
com o0s componentes matriciais. Os resultados da contagen
diferencial das c€lulas fusiformes das matriz estdo expressos na
Tabela II e no Grafico II.

Nas fases 1iniciais da formagéo do tecido de granulagao,
correspondendo ao predorniinio dos fendmenos exsudativos e inicio
dos fenodmenos proliferativos, entre o 32 e o 82 dias apds a

injegé&o do oléo de croton, viam-se vasos sanguineos neoformados,

tendo em torno células com caracteristicas de fibroblastos
(Prancha I, Fig. L). Os vasos tinham endotélio alto e com
frequéncia mostravam na periferia, total ou parcialmente
delimitados por sua membrana basal, c€lulas pericitdrias, que de

particular exibiam, ao 1lado de aparelho de Golgi, o reticulo
endoplasmatico rugoso proeminente e, por vezes, dilatado como nos
fibroblastos (Prancha V, Figs. A e B). Em vérias ocasibes, estas
c€lulas pareciam projetar-se para fora da parede dos capilares em

diregdo a matriz, formanco uma espécie de '"continuo" com as
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outras ce€lulas fusiformes (Prancha I, Fig. L e Prancha V, Fig.
A). Nas proximidades dos vasos acurnulavam-se células fusiformes
de citoplasma amplo, com aparelho de Golgi e reticulo
endoplasmatico rugoso mnuito desenvolvidos, contendo secregao
eletro-densa (Prancha V, Fig. C). Apresentavam nucleos alongados,
irregulares, com cromatina frouxa e adensamentos periféricos, e,
as vezes, nucléolos evidentes. Estas caracteristicas permitiranm
sua identificagdo como fibroblastos tipicos. Cstas células

predominaram na matriz conjuntiva do tecido de granula;éo nas

fases mais precoces de sua forma;éo, representando mais de 70%
ao total de células fusiformes da matriz (Grafico II1). liesmo
nas fases iniciais foram wvistas ce€lulas que, além das

caracteristicas de fibroblastos, tinham, no citoplasma, vacuolos
bem delimitados por membrana, contendo fibras de colageno com
periodicidade caracteristica ( Prancha VII, Figs. F, G e H).
rrequentemente, as fibras interiorizadas nos vacuolos
intracitoplasmdticos misturavam-se com um conteudo eletro-denso e
mostravan interrupgées na periodicidade ou abriam-se na forma de
pincel largo, sugerindo degradagao (Prancha VII, Figs. I,J e L).
Outras vezes, apareciam 1isoladas, prdximnas as cisternas do
reticulo endoplasmatico rugoso, emn estruturas semelhantes ao
reticulo endoplasmatico liso. Ce€lulas com estas caracteristicas
foram observadas no 32 dia pds-injegdo de oleo de croton e
aumentaram de numero, chegando a representar as celulas mais
fregquentes em alguns animais estudados no 8¢ dia. Foram vistas

até o 30° dia, em pequena quantidade, desaparecendo completamente

no 602 . Em areas mais afastadas dos vasos, mnas, as vezes, en
contacto «com eles, foram vistas c€lulas com caracteristicas de
miofibroblastos, que, além de possuirem um sistema de sintese

proteica semelhante aos fibroblastos, apresentavam um sistema
fibrilar contratil submembranar, paralelo ao mnaior eixo da

c€élula, mais ou menos extenso, com areas de adensamentos focais,
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e que, na matriz extra-celular, correspondia a areas de
adensamento, semelhantes a uma membrana basal discontinua,
formando fibronexus (Prancha V, Fig. F).

Nos primeiros animais sacrificados, os miofibroblastos eram
escassos, representando cerca de 16% do total das células
fusiformes da matriz e tinham um sistema contratil muito ténue
(Prancha I, Fig. M, Prancha I1I, Fig. M, Prancha III, Fig. D).
Progressivamente, o numero destas c€lulas aumentou e o sistema
fibrilar contratil tornou-se mais evidente e com miltiplas &areas
cde adensamentos focais (Prancha I1II, Fig. L, Prancha V, Fig. G).
Estas c€lulas representavan mais da metade do total das células
dos animais sacrificados com 30 dias (Grafico 1II). Por vezes
havia wuma nitida polarizagdo dos elementos secretores da célula
de um lado e dos elementos contrédteis do outro (Prancha V, Figs.
E, He I). Além destes aspectos, estas células ocasionalmente
fazian intimos contactos entre si através de estruturas
especializadas das membranas plasmaticas (Prancha II, Fig. 11).
Como visto en rela;éo aos fibroblastos, mnuitos mniofibroblastos
continhan vacuolos citoplasmaticos preenchidos por Tfibras
coldgenas integras ou com evidencias de degradaQéo.

MNas Tfases 1iniciais do processo, a matriz conjuntiva era
frouxa, pouco eletro-densa e de aspecto finamente granuloso.
Osfeixes de colageno apareciam dispersos e dissociados nesta
matriz granulosa (Prancha I, Fig. 1Ii, Prancha VII, Fig. I). Im
algumas areas, o edema formava espagos claros, e a natriz
granulosa adensava-se ao 1longo de fibras com a periodicidade
conservada. lultifocalmente apareciam acunulos eletro-densos de
fibrina. Nos animais sacrificados com oito dias, além destes
achados, havia, nas &dreas mais periféricas, a deposigéo de uma
matriz um pouco mais densa, observando-se, ao lado de fibras
colagenas, com periodicidade tipica, outras delgadas e curtas,

sem periodicidade, as gquais adensava-se perifericamente um
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material granuloso, semelhante ao descrito na matriz frouxa
(Prancha 11, Figs. 1, J).

A partir do 152 dia, a matriz conjuntiva mnostrou-se
progressivamente mals rica em coléageno denso e organizado. Nas
areas mals externas das paredes dos bolsoes obtidos no 152 dia
predominavam miofibroblastos com aparelho contrdtil proeminente,
dispostos em fileiras intercaladas por matriz densg,, constituida
por feixes de fibras colagenas dispostas paralelamente, ou
formando angulos retos com a membrana celular (Prancha III, Fig.
L). Os mniofibroblastos representavamn mais de 50% das células
fusiformes. Nas dreas mais proximas a luz dos bolsoes, as ce€lulas
predominantes eram fibroblastos que se associavam a uma matriz
menos densa e organizada. Estavanm presentes tambén, celulas
con caracteristicas de fibroblastos ou mniofibroblastos que
continham fibras colagenas em vacuolos citoplasmaticos, mas en
menor numero que o visto no 82 dia.

Nas fases finais do estudo, aumentou nmuito o numero de

células com caracteristicas contrateis (Grafico II). No 309 dia

representavam mais de 70% do total das células fusiformes
e, por vezes, tinham um polo midide, constituido apenas por
fibrilas contrateis (Prancha V, Fig. H). Nesta fase foran

identificadas algumas c€lulas com caracteristicas de musculo
liso. A matriz estava constituida por densos feixes de colageno

dispostos de modo organizado (Prancha III, Figs. !1, N). Nas areas

mais proliferativas, eram vistos fibroblastos tipicos e vasos
neo-formados circundados por pericitos con reticulo
endoplasmdtico rugoso proeminente, além de ocasionais cé€lulas

inflamatdrias.

Nos animais sacrificados com 60 dias, a matriz conjuntiva
era ainda mais densa, os feixes cde coldgeno dispunhan-se
concentricamente a luz e tinham aspecto ondulado (Prancha IV,

Figs. 1I,J). Associado a esta matriz densa, grande parte das
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c€lulas mostrava citoplasma alongado, constituido guase
exclusivamente por feixes cde microfibrilas com areas focais de
adensamentos (Prancha VI, Figs. A, B), contendo nucleos de
contornos irregulares as custas de dobras nas membranas (Prancha
VI, Figs. C,D), com poucas organelas, principalmente mitocéndrias
e reticulo endoplasmatico rugoso, que se localizavam em 4reas
peri-nucleares (PranchaJVI, Fig. F). No citoplasma pericelular,
navia inumeras vesiculas de pinocitose (Prancha VI, Fig. E) e,
externamente, havia a deposigéo de nmaterial eletro-denso,
semelhante a membrana basal que, em secgbes transversais,
aparecia circundando completamente algumas destas células
(Prancha VI, Figs. G, H). Com frequéncia estas células faziam
contactos con outras semelhantes através de estruturas
especializadas e interdigitagées das membranas, formando longas
cadeias celulares paralelas aos feixes de coléageno. Estas
células, identificadas morfologicamente como células nusculares
lisas, representavan cerca de 30% das células nas secgoes
examinacdas. Ao lado delas, foram vistos rmuitos miofibroblastos
com aparelhos contrateis exuberantes (Prancha V, Fig. I).

westa Uultima etapa, a matriz conjuntiva mnostrava a
acentuagao de algumas alteracSes multifocais tambén vistas com
menor frequéncia nas etapas precedentes e interpretadas como
evidencias de degradagao da matriz. Im &dreas pericelulares,
0 coldgeno cortado transversalmente mostrava didmetros variaveis
e contornos irregulares, observando-se dreas de desaparecimento
de fibras e depositos grosseiramente granulosos e eletro-densos
(Prancha VIII, Fig. A). En outras dreas, apareciam feixes de
fibras colagenas entrelagadas, eletrodensas e com perda da
periodicidade, formando emaranhados, tendo na periferia depdsitos
finamente <fibrilares e granulosos (Prancha VIII, Fig. B). Na
periferia de outras cé€lulas, havia focos de dissolugao e

fragmentagdo do colageno com depdsitos granulosos (Prancha VIII,
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Figs. C, D). Aspectos semelhantes a estes foram vistos em torno
de células necrdticas (Prancha VIII, Fig.E). Nas areas de aspecto
hialinizado a matriz em torno de cé€lulas musculares era formnada
por um material fibrilar nuito fino, sem periodicidade,
intercalado por areas desprovidas de conteudo (Prancha VIII, Fig.
Fls

Alem das celulas fusiformes, havia outros tipos celulares na
parede dos bolsoces. Nas fases agudas foram vistos neutrofilos e
poucos eosinofilos, mas, nas fases mais tardias, as celulas
inflamatorias predominantes foram os macrofagos. Estas celulas
apareciam fagocitando material lipidico e mostravam evidéncias de
ativacéo, mas nunca foram vistas interiorizando colageno.
Raramente foram vistos alguns mastdcitos, sobretudo em areas

perivasculares.
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5  COMENTARIOS:

0 modelo do "bolsdo inflamatorio" de SELYE permitiu o estudo
de modificagbes sequenciais nos aspectos morfologicos das células

Tusiformes da matriz conjuntiva assocladas a modificagoes

gualitativas e quantitativas de alguns componentes matriciais:

macromnoleculares. Nas primeiras fases do estudo, predominaram os
fenomenos exsudativos inflamatérios, e nas fases tardias, os
fenomenos produtivos, con prolifera;éo de vasos sanguineos e
ce€lulas fusiformes, acompanhados de deposigéo de uma matriz
conjuntiva mais colagenica e organizada. A observagéo dos
aspectos morfologicos das ce€lulas fusiformes da matriz conjuntiva
a nivel wultra-estrutural, ao longo do tempo, sugere gque ©0s
pericitos dos vasos neoformados passam por um processo de

diferenciagéo, adgquirindo caracteristicas de fibroblastos e, en

seguida, de miofibroblastos, chegando finalmente a células
musculares lisas, 1livres na matriz e sem relaqaes com a parede
de vasos.

A sequéncia de eletromicrografias apresentadas nas pranchas
V e VI mostram os aspectos acima referidos. Podem ser vistos
pericitos, parcial ou totalmente envolvidos pela membrana Dbasal
dos vasos, com reticulo endoplasmatico rugoso hiperplasido e
dilatado (Prancha V, Fig. A e B). Estes aspectos sao nmnuito
semelhantes aos vistos em fibroblastos em atividade de sintese
(Prancha v, Fig. Bi. Observou-se a diferenciagéo de
fibroblastos ern mnmiofibroblastos, contendo inicialmente un
aparelho fibrilar contratil muito discreto (Prancha V, Figs. D e
E) e depois, mostrando, de modo discontinuo uma estrutura peri-
celular semelhante a nmnembrana bvasal (Prancha V, Fig. F).
Progressivamente, o componente contratil tornou-se mais

desenvolvido en relagéo ao aparelho de sintese proteica (Prancha
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V, Fig. G), havendo nitida polarizag8o destes elementos, com o
aparecimento de celulas cada vez mais '"midides" (Prancha 5H,I).
Na prancha VI, sao apresentadas eletromicrografias, nas quais sao
vistas células com todas as caracteristicas morfoldgicas de
celulas musculares lisas. O citoplasma destas células estd quase
totalmente preenchido por material fibrilar contratil com A&reas
de adensamento eletro-denso, ha vesiculas de pinocitosg‘e oS
nucleos mostram dobras e chanfraduras.

A observagéo destes aspectos sugere, portanto, aque a

neovascularizagao € importante nao apenas para a nutrigdo do

tecido em formagéo, como anmplamente referido nos textos de
patologia geral, mas também, e talvez, principalmente, como o
elemento responsavel pela condugéo, em sua parede, de celulas
que, sob estimulos adeqguados, se diferenciam en celulas

produtoras de matriz conjuntiva.

A origem destas cé€lulas no tecido de granulagao, como
Gescrito em nossa revisao da literatura, tem sido motivo de
varios trabalhos e de muitas polemicas. Os estudos de !MacDONALD
(1959), GRILLO & POTSAID (1961) e ROSS (1968, 1970), parecen
confirmar a ideia de que os fibroblastos do tecido de granulagao
se originam de células perivasculares pouco diferenciadas. Outros

estudos, wutilizando a microscopia eletrdnica como instrumento de

obseranéo, sugerem, tambeém, uma origem perivascular a partir de
pericitos (RUDOLPH & cols.,1977; KISCHER,1979 e KISCHER &
cols.,1982). Em outros exemplos de deposigado de tecido

fibroso, ha evidencias de que as células produtoras de mnatriz
conjuntiva se diferenciam a partir da parede de vasos,
principalmente nas fibroses hepéticas (KENT & cols.,1976; NAKANO
& LIBER,1982; CALLEA & cols.,1982). Como ja vimos na revisao da
literatura, ha varios exemplos da diferenciagdo de células
musculares lisas da parede dos vasos em c€lulas produtoras de

nmatriz conjuntiva nos processos de aterosclerose (PARKER &
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ODLAND,1966; ROSS & GLOMSET,1973). Recentemente, estudos com
marcadores da diferenciagéao celular en fivro-histiocitomas
malignos sugeriram que as células perivasculares tém um potencial
multi-direcional de diferenciaqéo (IWASAKI & cols.,1988).

Na literatura, os miofibroblastos sao descritos como ce€lulas
que apresentam caracteristicas morfoldgicas intermediarias entre
fibroblastos e células musculares lisas,,correlacionando-se estes
aspectos com a sintese da matriz de um lado e a contragao do
tecido de granulagdo do outro (IMAGNO & cols.,1971). Em nosso
material, verificamos uma série de aspectos intermedidrios entre
fibroblastos ativos tipicos e células musculares lisas. Algumas
tinham wum aspecto fibrilar discreto ao lado de um aparelho de
sintese proteica muito desenvolvido, enguanto nas fases tardias,
a polarizaqéo se invertia, predominando os componentes contrateis
sobre os de sintese proteica. Estes aspectos permitem se que
estabelecam gradagdes na caracterizagao dos miofibroblastos. O
Unico trabalho, no qual encontramos referéncias a existéncia de
nmiofibroblastos com quantidades variaveis de conteuddo fibrilar
contratil, foi o de RUDOLPH & cols (1977), estudando o ciclo
vital destas ce€lulas em lesoes cutaneas de porcos durante um
periodo de 20 dias. Iles mostraram que, nas fases iniciais co
processo cicatricial, havia um predominio de <fibroblastos e
que os miofibroblastos tinham wum aparelho contratil nuito
discreto, porém, com oito semanas, os miofibroblastos tinham um
aparelho <fibrilar contrdtil muito desenvolvido e que as fibras
coldgenas se dispunham em angulo reto em relagéo as celulas. Este
mesmo avtor charou a atengao que os roedores nao desenvolveriam
nicfibroblastos tao exuvberantes quanto o0s seres humanos
(RUDOLPH, 1982). Os nossos achados vao de encontro a esta
observagao.

Em nosso material, procedemos a contagem diferencial das

células da matriz conjuntiva. O método de contagem em microscopia
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eletronica tem grandes limitaQBes devido ao pequeno tamanho dos
fragmentos e, portanto, deve ser interpretado com cautela.
Podemos verificar que o numero de células com caracteristicas
contrdteis aumenta progressivamente até o final do periodo de
observaqéo, correspondendo a progressiva retra¢éo dos Dbolsoes,
sugerindo sua participaqéo nesta contragao como amplamente
evidenciado em outros modelos (GABBIANI & cols.,1972, ‘GRIMAUD &
BOROJEVIC,1977; SCHURCH & cols.,1981). A cinética da
cdiferenciagao das celulas da matriz em nosso estudo difere da
descrita por !MCGRATE & HUNDAHL(1982). No modelo da lesao cutanea
de ©porcos, os miofibroblastos aumentam de quanticdade entre a
primeira e a terceira semanas apds a produgao da lesao, reduzindo
progressivamente a partir dai, até desaparecer por completo na 1Zz2
semana. A diferenga em relagéo aos nossos achados deve ser
atribuida as diferengas nos modelos de produgéo de 1lesao, eles
utilizaram lesCes abertas na pele, enquanto nds fizemos lesoes
fechadas e nas esp€cies de animals utilizados.

0 encontro de <células com caracteristicas de células
rnmusculares lisas livres na matriz conjuntiva, sem relaqbes com a
parede de vasos € um aspecto inusitado nos estudos do tecido de
granulagéo. O modelo ce SELYE foi empregado por GABBIANI & cols.
(1971) no estudo de niofibroblastos, e o fato de nao teren
encontrado cé€lulas com caracteristicas de células nmnusculares
lisas 1livres na natriz, foi utilizado como argumento contra a
diferenciagao dos miofibroblastos a partir de c€élulas musculares
lisas. A discordancia em relagao aos nossos resultados pode ser
interpretada de duas mnaneiras. A primeira, e talvez a nmnais
importante, parece estar relacionada ao tempo de observagao. A
presenga de c€lulas musculares lisas foi observada com frequéncia
apenas nos bolsGes examinados apés 60 dias da injegao de oleo de
croton. Nos trabalhos do grupo de Gabbiani, as observagoes nunca

se estenderam por um periodo tao longo. A outra pode estar ligada
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a procedencia do oleo de croton, pois, como chamou a atengao
HORAVA (1959), 1lotes distintos do irritante podem provocar
reagoes diversas. Nao podemos afastar a possibilidade ce um papel
do dleo de croton utilizado na indugao da diferenciagao celular.
Na realidade nao sao conhecidos os fatores responsaveis pela
indugéo da diferenciagéo das células produtoras de proteinas da
natriz conjuntiva em cé€lulas contrateis. Um dos fatores
propostos e que nos parece nuito interessante e o efeito da
tragcao mecanica sobre os tecidos induzindo uma diferenciagao en
ce€lulas contrateis para se oporem a forga ( O'SHEA, 1970;
TANAKA & cols.,1981; SQUIER, 1981; SOTTIUARI & BATSON,1983).
BAUER & cols. (1976) mostraram, em cicatrizes hipertroficas
tratadas com compresséo continuada, que havia uma redugao do
numero de miofibroblastos e remodelagao do tecido. A compressao
continuada no tratamento de queimaduras leva a uma cimunigao do
numero de mniofibroblastos, correspondendo, clinicamente, ao
desaparecimento da contratura (BAUER & cols.,1978).

O mnodelo do bolsao inflamatdério de SELYE utiliza a injegao
de ar e de liquido irritante num espago fechado, Qque permanece
sob pressao. Talvez esta pressao continuada seja o elemento
responsdvel pela indugdo da diferenciagdo das células até musculo
liso. Esta hipdtese poderd ser testada comparando-se os aspectos
da diferenciagao celular neste modelo com outros produzidos da
nesma maneira, mas que, a partir de um determinado momento,
tenham drenado o seu conteudo, eliminando-se a pressao.

0O encontro de c€lulas musculares lisas parece reforgar a
hipotese de que, ao menos, parte das celulas fusiformes da matriz
se origina de pericitos. EIstudando os vasos sangulneos em tecido
de granulagao humano, WEBER & BRAUM-FALCO (1973), além de nao
notaren diferengas entre os aspectos morfoldgicos de pericitos e
fibroblastos, exceto o fato de os primeiros estarem envolvidos

pela membrana basal dos vasos, descreveram formas morfoldgicas de
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transigao entre os pericitos e as c€lulas musculares lisas das
paredes dos vasos, numa clara alusédo a capacidade de modulagéo
morfo-funcional destas c€lulas no sentido cde células musculares
lisas. Outros estudos tem mostrado, tambén, que células
perivasculares, com caracteristicas de fibroblastos se
diferenciam em musculo liso na parede de grandes vasos (KARRER &
C0X,1961; CLIFF, 1967; !10SS & BLNDITT,1870).

A utilizaqéo de marcadores especificos de células musculares
lisas como a alfa actina, &a miosina especifica de musculo e a
cesmina tem sido aplicacda na tentativa de se estabelecer as
origens dos miofibroblastos. GABBIANI & co0ls.(1986) chamaram a
atenqéo para o fato de que os miofibroblastos apresentamn beta e
gama actinas, enquanto as celulas musculares lisas tem, alem
cdestas, a alfa actina, especifica de musculo liso. Em um recente
trabalho, EDDY & cols.(1988) empregaram miosina especifica de
musculo e verificaran que os niofibroblastos nao possuem este
marcador, concluindo que esta era uma evidéncia da origem nao
nuscular destas celulas. Por outro lado, GRIMAUD & cols.(1986)
encontraran desmina, un marcador especifico de células
nusculares, emn miofibroblastos de granulomas esquistossomdticos.
Parece-nos que os resultados das imunomarcagdes com marcadores
especificos devem ser interpretados com cuidado e criticamente.
Recentemente, KOCHER & GABBIANI(1986), estudando as celulas
nusculares lisas nas placas aterosclerdticas, mostraram gqgue o
perfil de marcadores especificos de musculo liso modifica-se para
um padrao fibroblastico a medida que as células adquirem um
padréo morfolégico de células produtoras de proteinas.
Anteriormente, GABBIANI & cols.(1981) tinham sugerido, apbs
imunomarcagéo de vimentina, desmina e actina, gque as células
rnusculares 1lisas da parecde dos vasos apresentam um perfil de
filamentos particular, sugerindo que elas tem uma via de

diferenciagéo diferente de outras células nusculares 1lisas.
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Também, na caracterizagao de células estromais do bago e de
linfonodos com caracteristicas miéides, TOCCANIER-PELTE &
cols.(1987), mostraram perfis de filamentos citoplasmaticos
distintos enm fungdo da localizagéo destas c€lulas em diferentes
micro-ambientes. A variabilidade no perfil de filamentos
intermediarios e de isoformas de actina fol comentada por SCHURCH
& cols.(1987), quando estudaram estes marcadores em tumores de
e
partes moles. Em nenhum trabalho encontramos uma correlagédo entre
0 aspecto morfolégico mais ou menos midcide das celulas fusiformes
da matriz conjuntiva com o perfil de expressao dos filamentos
especificos. Em nosso material nao nos foi possivel fazer estas
marcagens, mas cremos que o modelo sera Util para um estudo
cinético da expressao destes marcadores. Provavelmente 0s
miofibroblastos com aparelho contrdtil pouco desenvolvido néo
expressam, em quantidace demonstravel, os marcadores de musculo
liso, mas, a medida que se tornam mais ‘“midides", talvez
passem a expressa-los de uma forma demonstravel.

Associado a estas variagles na expressao norfoldgica das

células fusiformes da natriz conjuntiva, a imuno—marcaqéo pelo

método da imunofluoresecencia indireta dos principais comnponentes
macronoleculares da matriz, conjugada a observagées histologicas
e ultra-estruturais, mostrou que estes também se modificam
cdurante o processo.

Inicialmente a matriz conjuntiva tinha um aspecto frouxo e
desorganizado, mas, progressivamente, passou por um processo de
remodelaqéo no qual evidenciaram-se aspectos degradativos e de
organizaqéo da matriz em feixes colagénicos ordenados.

Na fase mais precoce da observagdo, o componente matricial
nais predoninante foi a fibronectina. Esta deve ter origen
plasmatica, compondo parte importante das proteinas extravasadas
pelos vasos, sequestrando-se na matriz inflamada (REESE,1982). A

presenga de fibronectina € importante no estabelecimento de uma



trama sobre a qual migram os elementos inflamatdrios. Além disso,
este componente 1nduz a migragao de celulas inflamatorias, a
proliferaqéo de fibroblastos e a neovascularizacao (BEVILACQUA &
cols.,1981; POSTLETWAITE & cols.,1981; AKIYAIA & YAINADA,1983,
HAKANSSON & VENGE,1985, NICOSIA & MADRI,1987). Associado ao
exsudato inflamatdrio, foram vistas fibras de colégeno dos tipos
I e III dissociadas e fragmentadas. Este aspecto correspondia a
microscopia o6ptica dos cortes corados pelo picro-sirius a wuma
intensa fragmentagao das fibras, semelhante aos aspectos
descritos por JUNQUEIRA & cols. (1980) na matriz conjuntiva do
colo wuterino em dilata;éo, e interpretado como degrada;éo da
matriz, Algumas fibras tinham um aspecto turgido (Prancha VI,
Figs. A, C) e a luz polarizada verificou-se una
microfragmentagéo, gue nds interpretamos como evidencia de
degradagao. Ao microscépio eletrdnico confirmou-se o cardter
desorganizado da matriz conm dissocia¢éo do colageno e deposigéo
de um material amorfo, granuloso ou fibrilar, que deve
corresponder a fibronectina ou a proteoglicanos ( OLDBERG &
RUOSLAHTI,1982; JUNQUZIRA & IIONTES, 1983). Ha referéncias na
literatura de que, durante os processos inflamatdorios agudos,
ocorre degradagao da matriz conjuntiva (HOUCK & JACOB, 1958;
BAZIN & DELAUNNAY, 1964; BAILLY & cols.,1973). JUNQUEIRA & cols.
(1980), sugeriram que produtos de neutrdfilos seriam capazes de
degradar a mnatriz. ZIstudos com colagenases de granulécitos
mostram que estas tem uma agéo importante na degrada¢5o de
colagenos intersticiais, sobretudo do colédgeno do tipo I (HORWITZ
& co0ls.,1977). Estes autores sugerem que esta agéo mais intensa
sobre o coldgeno do tipo I tenha algum significado no controle
dos tipos de colageno presentes no tecido conjuntivo. A despeito
de certo consenso de que o0s coldgenos sao relativamente
resistentes a agao de proteases inespecificas, ha relatos de que

altas concentragBes de tripsina sd@o capazes de degradar o
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colageno do tipo III (MILLER & cols.,1976).

Seria interessante determinar-se, bioquimicamente, o teor de
colagenos nesta fase da formagao dos bolsbes, pois o estudo
morfoldgico impde limitagdes a interpretagao. Outra opgao seria a
imunomarcagado com anticorpos anti CB-3,5(I) peptidio do colégeno,
um suposto marcador da degradagao do colageno do tipo I (EMONARD
& cols.,1986).

No periodo entre 8 e 15 dias notou-se deposigdo de colageno
do tipo III que se co-distribuia com a fibronectina constituindo
uma trama nmulti-direcional. A nivel ultra-estrutral, a matriz era
frouxa e deorganizada, constituida por fibras colagenas delgadas
com ou sem periodicidade tipica, associada a depositos
discretamente eletro-denso e difusos, Qque em areas se associavam
as delgadas fibras colagenas. Este material pode ser um
proteoglicano, cujo importante papel na fibrilogénese tem sido
referido (MALLINGER & SCHIUT,1985). Neste perioBo, as células
fusiformes da matriz eram fibroblastos e miofibroblastog. Este
aspecto pouco organizado da matriz nas fases 1iniciais do
processo de reparo tem sido referido por outros autores (ROSS &
BENDITT,1961; WILLIAIIS,1870). Nossos achados relativos ao aumento
da deposigao do colageno do tipo III e da fibronectina estao de
acordo com os cados da literatura, a despeito de pequenas
Giferengas em detalhes no tempo de deposi¢éo, que podem ser
atribuicdos as diferengas intrinsecas dos mnodelos estudados
(BARNES & cols.,1976; CLORE & cols.,1979; BAILEY & cols.,1973;
KURKINEN & cols.,1980, GRINNELL & c¢ois.,1981; BIENPICA &
cols.,1983).

Os mecanismos envolvidos na indugao da fibrogeénese sao
apenas parcialmente conhecidos. Im alguns modelos ha evidencias
de que ocorre participa;éo de produtos linfocitéarios e
macrofagicos (WAHL & cols.,1978; BARBUL & cols.,1986). Produtos

macrofagicos sao capazes de induzir neovascularizagdo e
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proliferagdo de fibroblastos (POLVERINI & cols,1977; WYLER,
1983). Parece, no entanto, que sa&o os produtos de células
inflamatorias 0os mals 1importantes recrutadores de cé€lulas
produtoras de matriz conjuntiva para o foco das lesdes ( MNARTINET
& CRYSTAL,1987). Dentre estes um importante indutor da
fibrogénese e o fator de crescimento derivado das plaquetas, que
3 J,abyndantemente produzido por macrofagos inflamatorios
(GROTENDORST & cols.,1985; MARTINET & CRYSTAL,1987). Curiosamente
este fator é tambem unm potente indutor da proliferagdo de ceélulas
rmusculares (ROSS & cols.,1974). Apesar de nao termos investigado
estes aspectos, & presenga de muitos macrofagos durante todo o
processo, sugere um possivel papel destas células na fibrogenese
neste modelo.

Uma observaqéo muito interessante, nesta fase do estudo, foi
a presenca de celulas com todas as caracteristicas de
fibroblastos ou miofibroblastos, contendo colageno integro ou
parcialmente degradado no interior de vaclolos citoplasmaticos.
Como Jj& referimos a degradagdo intra-celular de colageno &
considerada uma importante via de modulagao da quantidade e
qualidade da matriz e esta referida em condigdes normais e
patologicas. A questao que se pde é se este colageno esta
sofrendo degradagao intra-celular apds fagocitose ou se resulta
da degradapéo de um colégeno que sofreu polimeriza;éo intra-
celular. Alguns autores sugerem que a primeira hipotese é viavel,
porém ha muitas evidéncias indicando que se trata de uma
crinofagia, ou seja, degradagao intra-celular de um produto néo
secretado (HENLCLL & cols.,1983). Estudos usando inibidores da
secregéo celular como a vinblastina e a colchicina mostram
aumento da quantidade de vesiculas contendo colageno em vias de
degradagao no interior de células produtoras desta proteina (
FERNANDEZ-IMADRID & cols.,1981; CHO & GARNAT, 1981, 1985; SCHERFT
& HEERSCHE, 1975). PEREZ-TAMAYO (1980) propds que o colageno
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internalizado pode representar a fagocitose de fibras
parcialmente degradadas por colagenases no espago extra-celular.
A presenga de fibroblastos e miofibroblastos contendo colégeno
en vias de degradagao s&8o evidéncias de seus pap€is ndo apenas na
sintese da matriz, mas também em sua modelagao. BAUER & cols
(1979) em analogia aos osteoclastos e condroclastos, sugeriu
denomina-los de-:fibroclastos e miofibroclastos, respectivamente.
Nas fases finais, entre 30 e 60 dias, observamos uma matriz
organizada em feixes colagenos dispostos de modo paralelo e
concéntrico em relag&o & luz dos bolsoes. A imunomarcagéo mostrou
colagenos dos tipos I e III, alem de fibronectina. A quantidade
desta ultima pareceu diminuida em relagéo as fases anteriores
como € vreferido por outros autores (KURKINEN & cols.,1980). O
aumento da quantidade de coldgeno do tipo I em relagéo aos outros
componentes € um fato bem conhecido em outros modelos (

BAILEY & cols., 1975; GABBIANI & cols.,1976;), bem como a

organizagéo da matriz em Ifeixes ordenados (FORRESTER &
cols.,1969). Esta ordenaqéo da matriz tem sido atribuida as
celulas produtoras de colégeno ( FLINT,1972; TRELSTAD &

BIRK,1985). Im nosso material, verificamos, intercalados entre os
feixes de colagenos, células fusiformes com caracteristicas de
fibroblastos, miofibroblastos ou células musculares lisas. A
presenga destas células tem sido relacionada com a ordenaqéo da
matriz conjuntiva nos tecidos embrionarios (LAPIERE,1986) e en

tecidos cicatriciais (BAUER & cols.,1978). Ja SINGER & cols.

(1984, 1985) sugeriram que através dos fibronexus estas células
transmitem a forga contratil aos elementos da matriz. A
observagao de uma matriz colagénica ondulada, associada a

celulas musculares lisas, parecem condizer com estas sugestdes.
Outro aspecto que merce alguns comentarios sao as evidéncias
morfologicas da reabsorgao da matriz. A despeito de bem

estabelecido que ocorre reabsor¢50 do tecido de granulagao en
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varios modelos, poucos sao os estudos que referem os aspectos
morfologicos deste processo. Em nosso material, observamos , na
fTase mnais inicial e na fase intermediaria, aspectos
sugestivos de cegradagdo intra e extra-celuar da matriz, poreén,
na fase mais tardia, soO encontramos evidencias de degradagao
extra-celular da matriz. Verificamos fragmentagdo e areas de
dissolugao ‘ de fibras, dep6sitos granulosos eletro-densos
grosseiros,' alem de variagaes nos diametros de fibras cortadas
transversalmente que nmostravam contornos irregulares. Estas
alteragSes sao muito semelhantes as descritas por ANDRADE &
GRIIIAUD (1988) na fase crdnica da involugdo de granulonas
esquistossomdticos e algumas delas parecem com as referidas por
JUNQUEIRA & cols.(1980) na dilatagao cervical. A presenga destas
alterapaes foi notada, sobretudo, na periferia de células da
matriz conjuntiva. ILste aspecto parece concordar com a ideia
corrente de que as mesmas céelulas que depositam a matriz podem
secretar enzimas capazes de digeri-la (MURPHY & REYNOLDS,1985;).
A despeito de referencias na literatura de que a lise do colégeno
do tipo II1 e mnais eficaz que a do tipo I (BIENMPICA &
cols.,1983), nossos resultados mostram evidencias de degradagéo
do colégeno do tipo I enm areas pericelulares. Talvez a presenga
de células nas proximidades das fibras e o fato do colageno ser

recen-depositado, portanto com poucos r£2£%§§fiiﬁ§§5 , Sejam

fatores importantes para a degrada;éo (HARRIS & FARRELL, 1972).

Assim, no presente modelo, podemos concluir que a degradapéo da
matriz conjuntiva € bifésica como sugerido por ANDRADE & GRIIMAUD
(1986, 19888) na involugdo do granuloma esquistossomdtico,
excluindo-se a fase inflamatoria mais inicial. Num prinmeiro
momento ha intensa colagenolise intra-celular e nas Tfases finais
0 processo € extra-celular, culminando, mnais cedo ou mais tarde
em completa reabsor¢50 do tecido de granulagao, de modo parecido

ao que ocorre no granulomna da carragenina.
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Finalizando, podemos dizer que o modelo de SELYE, alem de
se ter prestado ao estudo do comportamento de alguns elementos
macromoleculares 1importantes da matriz conjuntiva, ofereceu a
oportunidade de se acompanhar sequencialmente a diferenciagéo das
c€lulas fusiformes desta matriz. Pudemos observar a diferenciagao
de fibroblastos em celulas musculares lisas, passando por varios
estagios morfologicos'na diferenciagao dos miofibroblastos. Estes
aspectos sugerem que estas celulas com morfologias variaveis
representam expressoes fenotipicas diversas de uma mesma celula,
en fungao de condigoes ambientail. particulares. Os
niofibroblastos foram identificados como as células responsaveis
pela contragao do tecido de granulagdao e , a partir dai,
estabeleceu-se o paradigma das bases celulares da contrapéo das
feridas (GABBIANI & cols.,1971). Um dos fatores que supostamente
induz sua diferencia950, a partir cdos fibroblastos, & a tensao
sobre os tecidos e cessada esta tensio eles tendem a desaparecer.
Outro exemplo no qual o fator pressao/tensao parece induzir a
diferenciagao de células da matriz em celulas rwusculares lisas e
o da formagao da camada muscular das arterias de grosso calibre (
CLIFF,1987). No nodelo do bolséo inflamatdrio de SELYE, como jé

nos rererimos, forma-se uma parede gue € mantida por longo tempo

sob pressdo e que, de certa forma, oferece resisténcia a
contraqéo devido ao conteudo do Dbolsao. Supornios que esta
resistencia a contragao, mnantida por longo tempo, seja o fator

fundamental na diferenciaqéo dos fibroblastos em miofibroblastos,
culminando com o aparecimento de células nusculares lisas.

Lstas observaqées abrem varias perspectivas para futuras
investiga¢5es da hipotese apresentada, utilizando-se uma
metodologia mais dirigida para o estudo dos aspectos da
diferenciagao celular através de métodos de imunomarcagoes ou de

biologia molecular com o uso de soncdas especificas.
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TABELA I

ANALISE SEMI-QUANTITATIVA DAS ALTERAQOES HISTOLOGICAS NA PAREDE
DE BOLSOES INFLAMATORIOS PRODUZIDOS PELA INJEGAO DE OLEO DE
CROTON EM RATOS

e e e e e e e e e e e e e e - o e = = = e e e = = - = — ————— - - ——— —_————

ALTERAGOES DIAS APOS A INJEGAO DO OLEO DE CROTON
HIBTOLOGICAS = semmmem s o s e s i o i e

i E

1.INFL. AGUDA

ausente 0/4 D)2 0/6 2/4 5/6 4/4
discreta 0/4 0/ 2 5/6 2/4 1/6 0/4
noderada 0/4 1/2 0/6 0/4 0/6 0/4
intensa 4/4 1/2 1/6 0/4 0/6 0/4
2.PROLI. VASC.
ausente 1/4 0/2 0/6 0/4 0/6 0/4
Giscreta 3/4 1/2 0/6 0/4 4/6 3/4
mnoderadca 0/4 1/2 5/6 2/4 2/6 1/4
intensa 0/4 0/2 1/6 2/4 0/6 0/4
3.PROLI. CELULAS

FUSIFORMES
ausente 1/4 0/2 0/6 0/4 0/6 0/4
discreta 3/4 272 0/6 0/4 1/6 0/4
moderada 0/4 c/2 2/6 2/4 4/6 4/4
intensa C/4 0/2 4/6 2/4 1/6 0/4
4 .FIBROSE
ausente 4/4 1 /2 0/6 0/4 0/6 0/4
discreta 0/4 1/2 5/6 1/4 0/6 0/4
moGes-.da 0/4 0/2 1/6 2/4 2/6 0/4

intern.a 0/ 0/2 0/6 1/4 4/6 4/4
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Variagao sequencial das alteracBes histoldgicas
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pela injegdo de dleo de croton, em ratos.

(0) ausente, (1) discreta, (2) moderada, (3) in
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TABELA 11
VARIAC@ES SEQUENCIAIS NAS PROPORGOES DOS DIFERENTES TIPOS DE
CéLULAS FUSIFORIMES DA MATRIZ CONJUNTIVA NA PAREDE DE BOLSOES
INFLAMAT@RIOS PRODUZIDOS PELA INJEQAO DE OLEO DE CROTON ElM RATOS.

TIPOS CELULARES 3/5 8 15 30 60
FIBROBLASTOS 83,6% 75,2% 41 ,4% 20,9% 11,9%
IMIOFIBROBLASTOS 16,4% 24,8% 58, 6% 69,5% 60,0

MUSCULO LISO - - - 9, 6% 28,1%
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PRANCHA 1

ASPECTOS IMACROSCOPICOS.

Figura A - Bolsao inflamatério in situ, apds oito dias da injeg&o
de oleo de croton.
Figura B - Bolsao inflamatorio dissecado e enucleado, mostrando

vasos congestos.

Figura C - Superficie de corte do bolsao inflamatdrio, exibindo

superficie interna recoberta por fibrina.
ASPECTOS IMICROSCOPICOS.
Figura D - Parece do bols&do inflamatdrio COn infiltrado

inflanatdrio agudo e deposigdZo lamelar de fibrina.

(3 céias). H.E.X 480.

Figura L - Intensc Infiltrado cde neutrdéfilos na superficie en
reiagdc com a luz. (3 dias). H.E. X 310.
Figura F - Dissociagdo e fragmentagdo das fibras de colégeno. (3

cdias). Picro-sirius (P.S). X 550.

IMMUNOCITOQUINICA DE COITPONENTES DA IIATRIZ.

Figura G - Fibras de colageno do tipo I com fluorescéncia difusa

e irregular. (3 dias). X 800.

Figura H - Intenso, difuso e irregular depOsito de fibronectina



Figura 1

ASPECTOS

Figura L

n

Figura 11

na parede do bolsao en relaqéo com a luz. (3 dias). X

142.

Laminina em torno de vasos dilatados. (3 dias). X 300.

ULTRA-ZSTRUTURAIS.

ot

1

o 3
Fibroblastos na periferia de pequenos vasos, mostirando
reticulo endoplasmdtico rugoso (RER) hiperplasiado e

agilatado, contendo secregéo eletro-densa. X 5.158.

llatriz conjuntiva com deposi;éo de nmaterial
dicretamente eletro-denso e grumoso. Nota-se a
dissociagéo e fragmentagéo dos feixes de colageno. X

5,188,
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PRANCHA 11

ASPECTOS

Figura A

Figura B

Fisura C

=

Figura
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MICROSCOPICOS (8 dia de evolugao).

1

Vista panoramica da parede do bolsdo inflamatério.

H:.E. X 250, J

Deposigéao de finos feixes de <colageno dispostos

aralelamente e intercalados por c€lulas e vasos. P.S.

Proliferagéo de vasos dispostos em varios sentidos. De
permeio ha fibroblastos e células inflamatorias

riononucleares. H.E. X 636.

D - Células fusiformes da matriz conjuntiva, mostrando

citoplasma alongado e nucleo corl cromatina frouxa.

B.E. X 800,

IMUNOCITOQUINMICA DE COMPONENTES DA MATRIZ. (8 dias de evolugzo).

Figura G

Figura H

Aspecto da Tibronectina, formando aalha

riultidirecional. X 50C.

Colageno do tipo 111, mostrando distribuigéo

semelhante a fibronectina. X 181.

Colégeno do tipo I disposto em finos feixes

paralelos. X 933.

.

Aspecto da laminina em torno de vasos em area de



intensa prolifera;éo vascular. X 200.

Figura I - Coléapeno do tipo IV delimitando vasos. X 500.

ASPECTOS ULTRA-ESTRUTURAIS. (8 dias de evolugao).

Figura J - Porgéo de uma c€lula fusiforme da matriz, mostrando
RER dilatado e dvacﬁolo com fibras de colageno
fragmentadas. A matriz contém feixes de en
vérias diregbes. X 15.970.

Figura L - Detalhe da matriz conjuntiva, vendo-se com
periodicidade caracteristica ao lado outras
celcadas ¢ sem periodicidade. X 13.150.

Figura 1[I - liiofibroblastos com areas de Intimo contacto entre as
pmenbranas ("tight Junction). Nota-se de

Tilaentos intra-citoplasmaticos, presenca de
11Z0SE0105 e vacuolos contendo colégeno
iniernalizaco.s # 13150,

146
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PRANCHA 111

(15 dias de evolugao)

ASPECTOS MICROSCOPICOS.

- Figura A - Vista panoramica da parede do bolsdo. Ha aumento da
guantidade de tecido conjuntivo e infiltrado
inflamatério discreto. H.E. X 480.

Figura B - Deposiqéo de feixes de fibras colagenas paralelas,
intercaladas por espagos claros, correspondentes a

vasos e células fusiformes. P.S. X 800.

IMUNOCITOQUINMICA DA COMPONENTES DA MATRIZ.

Figura C - Deposi;éo desordenada de fibronectina com adensamento
na superficie correspondente a luz. X 200.

Figura D - Coli.eno do tipo III disposto de modo desordenado,
formando una malha, mostrando espagos vazios

corresponcentes a vasos. X 200.

Figura E - Colageno do tipo I, formando fibras delgadas, com

disposigdo paralela. X 500.

(30 dias de evolugao)

ASPECTOS MICROSCOPICOS

Figura F - Parede do bolsao, mostrando colagenizagdo, com

c€lulas dispostas em feixes intercalados por matriz
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conjuntiva. H.E. X 280,

Figura G - Lspessos feixes de coldageno intensamente corados.

P.5 X 1.200.

IMUNOCITOQUEMICA DE COMPONENTES DA MATRIZ

Figura H - Nota-se dimuniqéo na quantidade de fibronectina.
X 200.
Figura 1 - Colégeno do tipo 111, formando finos feixes

paralelos. X 625.

Figura J - Espessos feixes de colageno do tipo I, dispostos de

modo paralelo. X 550.
ASPECTOS ULTRA-ESTRUTURAIS

Figura L - Miofibroblastos com aparelhos fibrilares contrateis
nitidos, intercalados por matriz colagénica, que faz
angulo reto com a superficie das células (15 dias de

evolugao). X 4.815.

Figura M - Miofibroblasto, mnostrando RER hiperplasiado,
aparelho contratil periférico e nucleo irregular as
custas de dobras da membrana. Na periferia ha feixe

de fibras colagenas (30 dias de evolugao). X 8.250.

Figura N - Detalhe de feixes de colageno espessos (30 dias de

evolugéo). X 4.815.



PRANCHA III
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PRANCHA 1V

(60 dias de evolugao)

Figura A - Vista da superficie 4interna da parede do bolsao.
Nota-se, na A&rea mais superficial, uma matriz densa
de aspecto hialinizado. Mais internamente s@o vistos

feixes de células fusiformes, formando um "contlnuo".

™

T. lasson. X 625,
Figura B - Capsula fibrosa formada por tecido conjuntivo denso.

H4 trabéculas de tecido projetando-se para a luz. P.S.

X 625.

Figura C - Células fusiformes da matriz, tendo de permeio

colageno e células inflamatdorias mononucleares. H.E.

X 625.

Figuras D e E - Organizaqéo dos feixes de colageno na parede en

relaqéo com a luz. P.S. X 333.
IMUNOCITOQUIMICA DE COMPONENTES DA MATRIZ

Figura F - Fibronectina com aspecto denso em rela¢éo a luz do

bolsao, e fibrilar nas porqées mais internas. X 600.

Figura G - Colégeno do tipo III com distribuiqéo semelhante a da

fibronectina. X 600.
ASPECTOS ULTRA-ESTRUTURAIS

Figura I - Matriz conjuntiva constituida por densos feixes de
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colageno. De permeio sa0 vistos miofibroblastos.

X 5.532.

Figura J - lMatriz colagénica com feixes de aspecto ondulado. No
quadrante superior direito h& porgao de uma célula
muscular lisa, e no inferior esquerdo, foco de

citolise. X 7.700. .
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PRANCHA V
Figura A
Figura B

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

G

H
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- Pericito com RER hiperplasiado. X 5.404

- Pericitos com RER hiperplasiado e discretamente

dilatado, contendo secregao eletro-densa. X 10.587.

- Observam-se semelhannas entre um tibroblasto livre na
matriz extra-celular e um pericito envolto pela
membrana basal do vaso. X 10.587,

- Iliofibroblasto com RER hiperplasiado, tendo, na
periferia, tenue sistema fibrilar com areas de
densificagéo. X 4.814.

E - Miofibroblasto con aparelho contratil mais
desenvolvido, mostrando RER dilatado. Note-se a
polarizapéo dos elemento contrateis em uma das
extremidades da celula. X 4.434.

- Detalhe de vuri miofibroblasto com aparelho de Golgi e
RER bem evidentes, mostrando, na periferia, aparelho
fibrilar contratil e na matriz peri-celular, deszito
eletro-denso 1linear, semelhante a membrana basal. X
11.880.

- lliofibroblasto com aunento do componente contratil e
RER hiperplasiado. X 8.983.

- Miofibroblasto com polarizaqéo dos elementos

contrateis de um lado e de sintese proteica do outro.

Chama a atenqéo a exuberadncia do componente contrdtil.
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X 8.983.

- Niofibroblastos muito desenvolvidos. Na periferia ha
material eletro-denso, semelhante a membrana basal.
Nota-se, no 1/3 inferior da foto, duas células con
caracteristicas de celulas contréateis, com

interdigitagdes das membranas plasmaticas. X 8.726.

ot ¢
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PRANCHA VI

Figura A - Cé€lulas mnusculares lisas com abundante sistema
fibrilar contratil com &reas de adensamento e escassez
de outras organelas, exceto em areas peri-nucleares. X

5.588.

7
v

Figura B - Célula muscular lisa, mostrando nucleo com dobras da
membrana. Os feixes colégenos tém aspecto ondulado. x

52225

Figuras C e D - Células musculares lisas, vendo-se na periferia
matriz de aspecto granuloso, fragmentada e com

dépositos eletro-densos. x 7.500 (C) e x 6.981 (D).

Figura E - Vesiculas de pinocitose na periferia de uma célula

muscular lisa. x 52.162.

Figuras F e G - Corte transversal de células musculares lisas
delimitadas por membrana basal. Observa-se a abundancia
de filamentos e a escassez de outras organelas. X

7.700.

Figura H - Membrana basal com zona lucida na periferia ce célula

muscular lisa. x 45.800.
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PRANCHA VII

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

c

A

- Fibras de colageno fragmentadas, algumas muito
espessas e irregulares. (5 dias de evolug8o). P.S. x

1000.

- Observagao da secgao da fig.A & 1luz polarizada.
Nota-se refringéncia irregular e microfragmentada cas

fibras espessadas. P.S. X 1000,

- Aspectos semelhantes a@osvistos em A. P.S. x 625.

D - Células fusiformes com citoplasma alongado e

discretamente estriaio no sentido longitudinal. Notam-se

cavidades na periferia das células. H.E. x 937.

- Fragmentapéo das fibras colagenas a luz polarizada.
P.S. x 611.

- Dissociagao e fragmentagao de fibras colagenas. Vé-se
porgao de wum mniofibroblasto com varios lisossomos

primarios e vacuolos contendo, coléageno cortado

transversalmente. x 6.106.

~ Celula fusiforme, tendo no citoplasma vaclolos

contendo colageno. x 13.200.

- Célula fusiforme com RER hiperplasiado, contendo

varios vacuolos preenchidos por colageno. x 10.780.

- Detalhe da figura H. Fibra coldgenica espessa en

vacuolo citoplasmatico com conteudo eletro-denso. Em



areas ha perda da periodicidade. x 34.350.

Figura J - Fibra de colégeno no interior de vacuolo
citoplasmatico, mostrando uma porqéo dilatada, eletro-

densa e com desparecimento da periodicidade. x 34.350

Figura L - Aspecto semelhante ao da foto anterior. Nota-se
lisossomo em intimo contacto com a membrana do vacuolo.

x 34.350.
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PRANCHA VIII

Figura

Figura

Figura

Figura D

Figura

Figura

A - Fibras colagenas em corte transversal na periferia de

miofibroblasto,mostrando diametros variados e contornos
irregulares. De permeio ha areas de dissolugéo do
colageno e depdsitos eletro-densos granulosos. Na
célula ha invaginagéo da membrana, formando-se um

kot

cisterna. x 53.500.

B - Fibras colagenas emaranhadas, com perda da

periodicidade. Na periferia ha fragmentagao de fibras e

depositos granulosos eletro-densos. x 34.350.

Cc - Fragmentaqéo e dissolugdo de fibras de colageno nas

proximidades de celulas. x 11.800.

- llesmo aspecto na periferia de uma célula mnuscular

lisa com miltiplas vesiculas de pinocitose . x 19.725.

- Area de citdlise que se acompanha de dissolugao e

fragmentagao do coléageno.

- Colédgeno multifragmentado e dissociado em fibras
finas, tendo de permeio areas de dissolugao, entre

células musculares lisas. x 11.846.
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	Figura H - Intenso, difuso e irregular depósito de fibronectina

	Figura H - Aspecto da laminina em torno de vasos em área de

	Figura F - Parede do bolsão, mostrando colagenização, com células dispostas em feixes intercalados por matriz



