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UMA CONTRIBUICAO AO CONHECIMENTO DA ESTRUTURA
ULTRA-FINA E DAS PROPRIEDADES QUIMICAS DE FIBRILAS
DO TECIDO CONJUNTIVO ANIMAL.

P. SOUZA SANTOS®, H. SOUZA SANTOS**, G. A. EDWARDS***, A. R. HOGE#*#*+
& P. SAWAYA®s,

INTRODUCAO

Coligeno ¢ o principal constituinte protéico dos tecidos conjuntivos compacto
e frouxo. Ocorre seja como uma réde de fibrilas de aproximadamente um
micro de espessura e de virios micra de comprimento, associado com a majoria
dos tecidos em toda a série animal, seja como feixes grossos formando tenddes
(1). E insolivel em fdgua, em solventes organicos e, geralmente, em solucies
diluidas de dlcales e 4dcidos a temperaturas normais. A agio prolongada de
agua quente transforma o coligeno em gelatina, uma reagio quimica de grande
importincia, da qual derivou o préprio térmo (coligeno significa “gerador de
cola™).

Outra propriedade caracteristica do coligeno é seu aumento de volume sob
a agao de acidos e ilcales diluidos (3).

A composi¢io em amino-icidos é mais ou menos igual nos diversos coli-
genos de diferentes animais, mas a porcentagem relativa de sua composi¢io varia
de animal para animal (4). A maioria dos coligenos mostra um alto teér de
glicina, hidroxiprolina e de icidos aromdticos contendo enxofre (5, 6).

Estudos de fibrilas colagenas por métodos fisicos, tais como difracio de
raios X, com édngulo alto e baixo, microscopia eletrénica e microscopia de pola-
rizagio, evidenciaram a natureza fibrosa do coligeno e mostraram a existéncia

de um periodo caracteristico na média de 640 A em coligeno de toda série

Seccio de Virus, Instituto Butantan, S. Paulo, Brasil.

** Seccio de Microscopia Eletrénica, Universidade de S. Paulo, Brasil.
*** Depto. de Fisiologia Geral e Animal, Universidade de S. Paulo, Brasil.
¢s¢2 Laboratério de Ofiologia, Instituto Butantan, S. Paulo, Brasil.
Recebido, para publicagio, em 26.1.1955.
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animal (7). O periodo de 640 A tem sido observado também em coligeno
de animais fosseis, como, por exemplo, na présa desmineralizada de um mamute
de 15.000 anos (4, 7). Por outro lado, a difragio de raios X com angulo
alto, que revela pequenos intersticios na arquitetura molecular, mostra diferen-
¢as nos periodos dos diversos coligenos (8). De todos ésses métodos, a mi-
croscopia eletronica fornece uma aproximacio especial a estrutura ultrafina das
fibrilas e a sua ordem nas células e nos tecidos pela visualizacio direta. Infeliz-
mente, devido ao poder resolvente dos microscopios eletronicos de apenas 10 ﬁ,
detalhes de arquitetura das cadeias de polipéptidos dentro das fibrilas ainda nio
podem ser observados.

Presentemente, ha trés objetivos principais nas pesquisas sobre fibrilas
colagenas:

1) a consideragio da sua estrutura ultrafina, partindo do arranjo espacial
das cadeias de polipéptidos formando as fibrilas, até a organizacio destas nas
rédes dos tecidos e dos tenddes. Tais estudos estio sendo feitos intensivamente
no momento, achando-se, porém, longe de completagio (9, 10). A partir de
tais estudos, tentativas sérias foram feitas no sentido de reconstruir modeélos das
cadeias de polipeptidos nas fibrilas coligenas. Destes os mais prometedores no
momento sio os modelos de Bear (4), Randall (11), Pauling (12) e Huggins
(14), visto que o modelo de Astbury provou nio ser satisfatorio (13).

2) o estudo das propriedades quimicas das fibrilas coligenas, particular-
mente no que diz respeito aos melhoramentos da qualidade de couro (3, 15).
O colageno ¢ importante nio s6 como mateéria prima para a fabricacio de gela-
tina e cola, mas de maior importancia ainda na fabricagio de couro. A pele,
ou corio, tem como componente principal (35%) uma réde de fibrilas coliagenas
que lhe da resisténcia e elasticidade. Afim de manter estas propriedades e para
eliminar a desvantagem da putrefagio, as fibrilas coligenas sio tornadas inso-
laveis por reagio com taninos ¢ sais de cromio. Estas reagdes podem ser con-
troladas por observagdes no microscopio eletronico.

3) do ponto de vista biologico, o coligeno é uma proteina estrutural inti-
mamente associada com a organizagio de tecidos e Orgios. Portanto, o conhe-
cimento da estrutura normal das fibrilas coligenas de diversos tecidos e orgios,
sob diferentes condigdes fisico-quimicas, é o ponto inicial para a compreensio
das alteracdes que ocorrem em tecidos normais, por exemplo, a histogénese de
tecidos conjuntivos e o processo de envelhecimento, bem como de alteragoes
patologicas, tais como as produzidas por colagénase na febre reumitica ou na
gangrena (16, 26).
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No presente estudo € nosso intento apresentar algumas observacoes sobre
a microscopia eletronica de fibrilas coligenas normais de virios tecidos de alguns
amimais, principalmente de répteis, e demonstrar a agio de certos fatores qui-
micos e fisicos sobre a estrutura fibrilar. Pareceu-nos mais conveniente apre-
sentar os métodos, materiais, resultados e a discussio juntamente em cada seccio,
do que em capitulos separados.

PERIODO E ESTRUTURA ULTRA-FINA DAS FIBRILAS

Estudamos fibrilas coligenas associadas com as miofibrilas dos seguintes
misculos: obliquo externo do sapo, Bufo pgracmemis; do jacaré, Cayman lati-
rostris; das serpentes, Liophis miliaris e Consirictor constrictor amarali; do
pombo e do homem.

Da série dos répteis (serpentes, jacaré e lagarto Tupinambis teguirin) foi
usado também coligeno dos seguintes musculos: hioglosso, rabo, lingua, tem-
poral e coragio. Observacies foram feitas também em fibrilas coligenas de
veias e do canal deferente das serpentes e do lagarto. Em adi¢io, usimos ten-
does das patas dianteiras, do dorso e do rabo do rato albino e o tendio da
glandula venenosa de Bothrops alternata e o seu homologo na Constrictor cons-
drictor amarali. As fibrilas foram preparadas, para microscopia eletronica, pela
técnica préviamente descrita para a preparagio de miofibrilas (35). Obser-
vacoes foram feitas em ambos os microscopios, no Siemens 100b e no micros-
copio eletronico RCA, EMU. Medidas foram obtidas das micrografias eletro-
nicas ampliadas, feitas no microscopio eletronico RCA, sendo os aumentos de-
terminados dentro de 5% de érro (17).

Em todos os casos, as fibrilas coligenas aparecem como filamentos unicos,
as vézes uma réede ou em feixes, apresentando uma caracteristica estriagio
transversal, formada pela alternagio de bandas escuras e claras denominadas
respectivamente bandas A e B por Schmitt (18) e bandas D ¢ H por Wolpers
(19). As bandas escuras sio regives de alto poder dispersivo eletronico,
0 que significa que tém maior densidade ou mais atomos por unidade de volume
do que as bandas claras. Nas preparagbes sombreadas com metal, as bandas
sio mnitidamente visiveis quando a direcio do sombreamento é paralela, ou
quase paralela, ao eixo longo da fibrila (fig. 1). Em tais preparagdes, onde
o sombreamento estd em angulos retos ao eixo longo, as bandas niio sio nitidamente
vistas nas fibrilas, mas os contornos da fibrila sio visiveis na sombra. LEm
preparagdes nio sombreadas, as bandas podem ser vistas somente quando as
fibrilas estio bem limpas, isto ¢, quando a camada da substincia bisica, ds vézes
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grndada as fibrilas, ndo encobre e obscurece as bandas. Pode ser visto clara-
mente, na fig. 1, que a banda A4 € mais alta do que a B, dando assim a fibrila
o aspecto de um fio de pérolas. Nio obstante, esta aparéncia é, na verdade,
devido a perda de agua da fibrila, sendo que foi demonstrado, por meio de ré-
plicas de fibrilas coligenas umidas, que a superficie é uniformemente lisa. Pa-
rece, portanto, razoavel presumir que a banda B possii um tedr mais alto de
agua do que a banda 4 (20). Por coloragio seletiva como os chamados co-
rantes eletronicos, isto é, dcido 6smico, acido fosfotungstico ou acetato de ura-
nil, uma estrutura mais fina pode ser evidenciada em preparacie snio som-
breadas. Quatro linhas escuras aparecem na banda 4 (a, b, ¢, d) e uma tinica
linha na banda B (e). Sob certas condigdes, as linhas “b™ e “e” podem apa-
recer divididas em duas linhas cada, dando, assim, um total de sete linhas
(23). Em fibrilas sombreadas, nem todas as linhas se tornam visiveis. Con-
tudo, devido ao fato de que as linhas “b” e “c” sio de diametro largo, as
mesmas se tornam proeminentes em fibrilas limpas sombreadas paralelamente
ao eixo longo (Figs. 1, 2), dando a aparéncia de uma estriagio transversal
extra na banda A, tendo um periodo de 270 A, o assim chamado intra-periodo
de preparagoes sombreadas (27). A soma dos comprimentos das bandas A

mais B di em média 640 A, concordando, assim, com o espaceamento caracte-
ristico das fibrilas coligenas sécas, conforme foi revelado por difracio de raios
X com angulo baixo (4). Em todas as nossas experiencias usamos espe-
cimes sombreados com metal; portanto, variagies das sub-linhas nio foram
consideradas néste estudo.

Na maior parte do trabalho prévio em microscopia de coligeno usou-se
fixagio com formol, visto que éste nio altera a refracio dupla intrinseca do
coligeno e, por conseguinte, nio muda o arranjo das cadeias de polipéptidos
nas fibrilas (28). Visto que nossos estudos incluem uma variedade de coli-
genos, achamos conveniente determinar a influéncia de diversos fixadores, antes
de iniciar a experiéncia definitiva. Desta maneira, o periodo e o diimetro das
fibrilas foram determinados apds o uso de formol, de solucdes de Zenker e de
Bouin, bem como de material nio fixado. Os resultados obtidos com o tendio
da glandula salivar de Constrictor sio apresentados na Tabela 1, onde se pode
ver que o periodo € o mesmo nos materiais fixados e nos nio fixados, mas
que a gama dos didmetros varia com o fixador. O aspecto das fibrilas, apos
tal tratamento, é apresentado nas Figuras 1 e 2. A base déstes resultados, usi-
mes material nio fixado, ou fixdmos com formol a 5%, nas experiéncias defi-
nitivas.
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As observagoes finais das fibrilas coligenas normais incluiram medicoes
do periodo e do diametro de um nimero de fibrilas tiradas de regides diferen-
tes de varios animais, e estudos sobre a forma da fibrila em geral. Na Tabela 2
sao apresentadas medigoes do comprimento do periodo e do diametro de fibri-
las de diversos orgdos de varios animais. Pode-se notar que, apesar de que
o periodo varia levemente, entre os orgios do mesmo animal ou de animal para

amimal, permanece uniformemente ao redor de 640 A, confirmando a obser-
vagao de Bear obtida por meio de difracio com angulo baixo (8). Os dia-
metros apresentaram maior variabilidade. Nas fibrilas de certos orgios, por
exemplo, da lingua do lagarto, os diametros sio uniformes. Em outros, porém,
como por exemplo do rabo do jacaré (Fig. 3), a gama dos diametros pode ser
extensiva, néste caso de 640 a 1400 A. A constincia do periodo, mais a varia-
¢a0 no diametro da fibrila, foi tomada por Bear (4) como base para seu modélo
da fibrila coligena, para sustentar a opiniio de que a fibrila é composta de
unidades, as protofibrilas, cujos diimetros sio muitas vézes menores do que
aquele da fibrila e cuja composigio é a de poucas cadeias de péptidos, tudo
alinhado de maneira a dar um periodo constante.

Acredita-se que a fibrila coligena é composta de uma série de anéis ocos
(27). e, de fato, micrografias eletronicas de cortes transversais de tenddes (9)
tem sido apresentadas mostrando a sua aparéncia Oca. Estas observacies nio
discordam de nenhum modo das observacdes feitas com o microscopio de pola-
rizacio (28), indicando que as fibrilas coligenas possuem a bi-refringéncia
intrinseca e a de forma, visto que as protofibrilas sio localizadas sdmente na
periferia. Randall (9) discorda da idéia de uma fibrila 6ca, alegando que, se
1sto fosse verdade, a fibrila deveria mostrar menor densidade do que de fato
mostra. Como resultado dos presentes estudos, acreditamos que a fibrila é
Oca, e entendemos com “ocosidade” a auséncia de proteina ou outro material
solido e a presenca de uma fase liquida no interior da fibrila. A fase liquida
desaparece durante o processo de secagem na preparacio da fibrila para o micros-
copio, deixando uma fibrila parcialmente achatada e com aparéncia de um colar
de pérolas. Em cortes ultra-finos, as fibrilas aparecem o6cas devido i preser-
vacio da estrutura tridimensional e a perda de dgua durante a fixacio. A forma
geral da fibrila coligena é bem ilustrada numa série de fotografias tiradas do
tendio da glindula venenosa posterior de Bothrops (Figs. 5 ¢ 6). O tendio
foi deixado em salina fisiolégica a 4-6°C durante 6 semanas para maceracio;
em seguida, lavado e triturado em dgua destilada, dessecado e sombreado com
cromio. Percebe-se que algumas das fibrilas se fendem longitudinalmente, mos-
trando na regiio da fenda uma série de anéis incompletos (5A, 6A). Em
outros, a orientagio do corte da fibrila é de maneira que se pode observar a
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extremidade oca e quebrada (5A). E, ainda em outros, as extremidades das
fibrilas sio achatadas (5B) ou franjadas (6B), sugerindo que o material interno
for retirado durante o processo de secagem. Se, como acreditamos a base destas
preparagoes, a fibrila tem um interior liquido, ou semi-liquido, os comentirios
de Randall nio sio mais vilidos. Uma evidéncia adicional da estrutura anelar
da fibrila € a sua extensibilidade. Sob a agio de tensio ao longo da fibrila
unica (o tendio todo ndo pode ser muito extendido, pois se quebra facilmente)
a fibrila aumenta em comprimento, principalmente por mudanga do comprimento
da faixa clara, com pouca ou menhuma alteragio na faixa escura. Se a tensio
for suficiente, os anéis parecem separar-se, quebrando a fibrila em pequenas
unidades comparaveis aos sarcomeros de miofibrilas. Este processo pode ser
observado de melhor maneira em fibrilas sob a tensio da pelicula de parlodio
quando esta ultima arrebenta dentro do microscopio eletronico (compare Fig. 4
mostrando fibrilas tendinosas do rabo, nio fixadas e sendo deformadas por
tensiio longitudinal devido a fratura da pelicula), visto que a extensio de uma
fibrila unica por outros meios é extremamente dificil. Tais observagbes tém
papel importante na visualizagio da disposicao dos amino-dcidos nas cadeias poli-
peptidicas, visto que, para o coligeno, o modélo da cadeia alfa-beta de ceratina
nic pode ser aplicado (4, 29).

ACAO DA AGUA QUENTE SOBRE AS FIBRILAS

E bem conhecido que, sob agio prolongada de igua quente, o coligeno se
dissolve ¢ se transforma em gelatina. Para o tendio existe uma temperatura
carateristica de encolhimento, que depende do meio e do tratamento prévio do
tendio (3). Para o tendio fresco em dgua, a temperatura é de 60° — 63° C.
O tendio fresco, a esta temperatura, primeiramente sofre um encurtamento
repentino acompanhado por um aumento no diametro e uma diminuigio no pe-
riodo. Continuando o aquecimento, o tendio é lentamente dissolvido e toma
uma estrutura amoria, conforme foi indicado pela difracio de raios X com
angulo baixo (3, 4). Extendemos éstes estudos e observimos as alteracoes em
fibrilas 1inicas por meio do microscopio eletronico, usando tendio de rabo de
rato. As fibrilas unicas, apos 2 minutos em agua distilada a 60°C, diminuem
no comprimento e no periodo e aumentam no diametro, indicando, assim, que
as alteragdes macroscopicas acima mencionadas sio o resultado de alteracdes
no nivel fibrilar (Fig. 10A). A 40°C, nenhuma alteracio na estrutura das fibri-
las podia ser observada (Fig. 10B). A 60°C, apdés 2 minutos, as extremidades
das fibrilas comecam a perder as suas formas. Apds uma exposicio mais
demorada, as estrias comegam a desaparecer, demonstrando que a perda do espa-
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ceamento longitudinal carateristico (revelado por difragio de raios X com
ingulo baixo) é acompanhada pela perda do periodo de 640 A, pondo em evi-
déncia, dessa maneira, que os dois realmente sio idénticos. Apds exposicio
adicional, nesta temperatura, as fibrilas se dissolvem completamente. A 100°C,
as alteragbes ocorrem com grande rapidez. Dentro de 2 minutos, as fibrilas
sio transformadas completamente em gelatina.

Nossos resultados obtidos com o tendio do rato concordam com os de Lelli
(30) para o derma humana.

A agdo da dgua quente pode ser interpretada como segue (4). As proto-
fibrilas primeiramente sio alteradas do estado ordenado, que normalmente ocor-
re na fibrila coligena intacta, para um estado desordenado. Com a prolongada
€Xposi¢io, a dgua quente altera as protofibrilas coligenas para moléculas livres
de gelatina.

ACAO DA ACIDO ACETICO SOBRE O TENDAO

Ha anos, Nageotte (31) mostrou que o tendio do rabo de rato podia ser
dissolvido em icido acético diluido (10 molar), produzindo uma soluciio clara
e muito viscosa. Esta observacgio foi extendida aos coligenos de diversas ori-
gens animais (compare Bear para referéncias) (4). O coligeno pode ser re-
precipitado a partir da solugio viscosa alterando-se a concentragio salina por
meios de diilise, ou diluindo-se com tampdes adequados de pH definido (32,
34). O coligeno reprecipitado apresenta a mesma estrutura que o original,
conforme demonstra a difragio de raios X (33), i.e., o espaceamento de 640

A. mas tem uma ordem interna menos regular. A compreensio do mecanismo
da reprecipitagio do coligeno a partir do estado solivel, bem como o da rea-
¢io de solugbes coligenas com mucoproteinas (34), polisacaridos, glucoprotei-
nas e derivados do dcido nucléico (7), que também produzem precipitados for-
mados de fibrilas com periodos, é de maior importincia para a obtengio de in-
formagdes sobre o mecanismo da fibrogénese em tecidos.

Visto que as descrigdes na literatura das condigdes exatas para a dissolucio
e a reprecipitagio do colageno sio incompletas (32), repetimos estas experién-
cras com diversos tipos de coligeno de varios animais, variando a temperatura,
a molaridade do dcido acético, o pH e a concentragio idnica. Determinimos,
desta maneira, as condigoes definidas necessirias para a precipitagio de certos
colagenos e descobrimos que alguns nio se dissolvem, ou entio se dissolvem com
dificuldade, e que a temperatura desempenha papel importante no processo.
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A. Tendao do rabo de rato. — Quando o tendio do rabo de rato é colo-
cado, sob condigdes estéreis, em qualquer volume de icido acético molar 104,
em frascos tampados, a 4-5°, ou a 37°C, somente uma pequena fraccio do
tenddo € dissolvida. Alteragdes macroscopicas, porém, podem ser observadas,
variando conforme a temperatura. Apds esforgos repetidos, conseguimos obter
melhor dissolugio do que 95%, congelando, primeiramente, o tendio com gélo
séco, cortando-o, por meio de um micrétomo, em seccies de espessura de 30-40
micra e colocando-o, finalmente, no dcido acético a 37° durante 6 horas,
em condigies estéreis. A entrada em solugio foi favorecida por agitagoes pe-
riodicas, com pérolas de vidro. Repetindo o processo sem fazer os cortes, obti-
vemos igualmente bons resultados. Desta maneira, o congelamento prévio, de
algum modo, permite uma dissolugio mais facil, talvez por agio sobre a subs-
tancia basica (ground substance) que envolve o coligeno. O tendio congelado
nio se dissolveu a 4-5°C. As quantidades relativas do tendio e do icido acético
nao sdo criticas. Nas experiéncias finais usimos uma proporgio de uma parte
de tendio imido a cinco partes de dcido acético a 10 molar, visto que pro-
porgdes mais altas produzem solugdes demasiadamente viscosas para serem ({il-
tradas no filtro de Seitz. A solugio viscosa de coligeno assim produzida foi
filtrada num filtro de Seitz, afim de eliminar qualquer material suspenso ou
quaisquer fibrilas nio dissolvidas e examinado o filtrado no microscopio ele-
tronico. Nenhuma estrutura fibrilar podia ser encontrada na solugio final.

O processo de reprecipitagio dependen em grande parte da temperatura.
Os melhores precipitados foram produzidos, usando-se uma parte de solucio
de coligeno para cinco partes de tampio de icido citrico-citrado de sédio a 0,1
M por volume, a pH 49. A 4-5°C, nio se pode observar precipitado na mis-
tura de tampdo e coligeno nem apés uma semana, Centrifugagio a baixa velo-
cdade (Servall, 5000 rpm, 2 horas) nio separou qualquer precipitado fibrilar
observiavel. Quando, porém, a solugio de coligeno e a do tampio, ambos
préviamente colocados & temperatura do ambiente, sio misturados e deixados
em temperatura do ambiente, uma precipitacio completa se forma dentro de
duas horas. Este precipitado branco, gelatinoso, pode ser ficilmente separado
do liquido sobrenadante por meio de decantacio ou por centrifugacio. Para
0 exame no microscopio eletronico, os sais foram retirados por repetidas lava-
gens com agua destilada e recentrifugagio. O precipitado final, suspenso em
agua distilada, em seguida foi examinado de maneira usual. Achou-se um con-
teudo de fibrilas coligenas carateristicas do mesmo periodo como aquelas nas
fibrilas originais. Em geral, as fibrilas reprecipitadas mostraram contornos ni-
tidos, mas as extremidades apareceram um tanto franjadas. Em virias prepa-
racoes apareceram diversos tipos de fibrilas, variando de fibrilas curtas, nio
estriadas (Fig. 7A), a fibrilas mais compridas, niio estriadas (Fig. 7B), fibrilas
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mais compridas estriadas (Fig. 8) e, finalmente, fibrilas definitivas (Fig. 9).
E uma tentagio sugerir que estas representam fases na formagio da fibrila cola-
gena estriada, ie, que a estriagio transversal ocorre somente depois que a
fibrila alcanca um certo comprimento e possivelmente uma certa tensio.

B. Tenddo da glindula salivar. — Tentativas para repetir a experiéncia
acima, com o tendio posterior das glindulas labiais da Constrictor constrictor,
falharam, quando foram usados tempos de contacto mais prolongados. Esta
diferenga no comportamento é inexplicivel, uma vez que ambos os tenddes, o
do rabo do rato e o da glindula, sio tenddes livres de outros tecidos. O
tendio da glandula mostrou um certo grau de inchamento apos o tratamento
de 24 horas com o acido acético. Fibrilas fixadas em formol a 5%, trituradas
em igua distilada e examinadas de maneira usual no microscopio eletronico,
mostraram um aumento no periodo de estrias transversais, com diminui¢io na
nitidez dos seus contornos.

C. Tendies de vdrias partes do corpo. — As duas experiéncias prévias
sugeriram fortemente que o poder dissolvente do #cido acético depende do ani-
mal, da regido do corpo de onde o tendio é tirado e do pre-tratamento. Sem
congelamento prévio do tenddo, a agio do dcido acético parece estar limitada
ao inchamento, cujo grau e tipo dependem da temperatura.

Para provar esta tese, tenddes foram tirados do rabo, do dorso e das patas
de ratos albinos. Pedagos de aproximadamente o mesmo tamanho de cada re-
giio foram colocados, sem congelamento prévio, em icido acético a 10+ molar,
scb condighes estéreis, a 4° e 37° C, e foram assim mantidos durante 24 horas.
Subseqilentemente foram fixados em formol a 5%, triturados em agua desti-
lada e preparados para o microscopio eletronico. Em um grupo das experién
cias, o acido acético foi colocado i temperatura desejada antes de adicionar o
tendio. Numa segunda série, os tenddes foram colocados no dcido acético a
temperatura ambiente e em seguida ajustado is temperaturas desejadas. Os
resultados diferiram considerivelmente, como seri demonstrado abaixo.

Na temperatura mais baixa (4°C), os tenddes incham surpreendentemente
e ficam transparentes, tendo a aparéncia de uma geleia rigida, e os tenddes
nio perdem a sua forma nem apds agitagio (Fig. 11). A 37°C, de outro lado,
0 tendio incha menos, fica opaco e perde a sua aparéncia sedosa. As fibrilas
dos tenddes levadas gradualmente de 37° a 4°, apareceram, no microscopio ele-
tronico, como fibrilas em zig-zag, de periodo curto e irregular (Fig. 12). Rste
fenomeno foi visto principalmente nos tenddes do rabo e do dorso. Em algumas
das fibrilas, em sig-zag, o periodo foi mantido, em outras desaparecen. Nin
foram observadas fibrilas, em sig-zag a 37°C.

O significado da formacio do tipo zig-zag irregular de fibrila nio fica
esclarecido por éstes estudos. Parece estar relacionado com o efeito da tem-
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peratura na mesma, uma vez que os tendoes colocados diretamente em &icido
acético préviamente resfriado a 4°C, nio mostram a formacio de zig-zag. Assim,
¢ evidente que é causada pelo decréscimo gradual da temperatura. Notivel
era também o fato de que somente a temperatura baixd perderam-se as estrias
transversais, enquanto a temperatura mais alta as estrias continuaram observa-
veis, mesmo quando a fibrila aparentemente se estava desintegrando ao longo
do eixo longitudinal. De fato, o aspecto das fibrilas apos o tratamento com
acido acético a 37°C ¢ semelhante aquele apos o tratamento com agua a 60°C.

ACAO DE ALCALE DILUIDO SOBRE O TEXNDAO

Outrora se acreditava que alcale diluido nao ataca o colageno. Nio obs-
tante, Gross (16) mostrou que uma solugio de hidroxido de sodio a 0,1 N
causa uma fragmentacio das fibrilas coligenas na dire¢io transversal e, even-
tualmente, a redugio de algumas fibrilas a massa amorfa. Tentativas de repe-
tir as experiéncias de Gross, com o tendio das glandulas labiais de C. cons-
trictor, nao tiveram sucesso. As fibrilas colagenas foram isoladas, como pré-
viamente descrito, e suspensas em solu¢io de hidroxido de sodio a 10#N. Tes-
temunhos foram feitos por suspender outros tendées em agua destilada. Dei-
xaram-se ambos a 37°C e a 0°C durante 24 horas e em seguida examinaram-se
no microscopio eletronio. Quanto podia ser determinado pela micrografias,
nio houve alteragbes. Estas experiéncias mostram, pois, que (1) o dlcale nio
tem efeito sobre o tendio, como préviamente se acreditava, ou (2) que, como
se encontra em outras experiéncias acima mencionadas, o efeito de um agente
sobre o coligeno depende em grande parte do animal e da regiio de onde o
tendio ¢é tirado. Para o esclarecimento déste ponto, movos trabalhos experi-
mentais estio em andamento.

RESUMO

Fibrilas colagenas de virios orgios do sapo, de répteis, do pombo, do
rato e do homem, foram estudadas, com auxilio do microscopio eletronico.
Observacoes foram feitas sobre a influéncia de extensido, de fixadores, sais,
acidos, dlcales e de temperatura sobre a estrutura da fibrila. Igualmente, fo-
ram estudadas as condigbes necessarias para a dissolugio e reprecipitagio de
colageno.

As fibrilas normais de varios orgios de diversos amimais mostraram um
periodo idéntico, mas variaram consideravelmente nos diametros. A variagio
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era mais acentuada em certos animais e orgios do que em outros; por exemplo,
as fibrilas da lingua do lagarto eram extremamente uniformes, enquanto aquelas
do rabo do jacaré variavam muito.

As fibnlas foram observadas em estado fresco ou fixadas em formol, ou
nos liquidos de Bouin e de Zenker. Em todos os casos, o periodo permanecen
uniforme, mas o diametro das fibrilas parecen variar com o fixador. A maior
uniformidade foi obtida com formol a 5%.

Quando sujeita a tensio, a fibrila aumenta no comprimento, principal-
mente na faixa clara. Com tensio continua, a fibrila parte-se em unidades
individuais com comprimento de apenas duas faixas.

Tenddes expostos a salina fisiolégica por longos periodos de tempo, fendem-
se facilmente em direcio longitudinal, durante a frituracdo, e mostram um
achatamento considerivel quando secados nas grades. Em muitas fibrilas assim
tratadas podem ser vistos anéis incompletos na periferia da fibrila, ou um inte-
rior 6co nas extremidades. Acreditamos, porisso, que a fibrila, normalmente,
possui um interior liquido, ou semi-liquido.

A 40°C, as fibrilas nio mostram alteragdes em dgua. Dentro de 2 minutos
de exposi¢io a dgua 2 60°C, as fibrilas comecam a perder a sua forma. Con-
tinuando a exposicio, as fibrilas ficam mais curtas, aumentam no diimetro,
com encurtamento consequente do periodo, dissolvem-se lentamente e se trans-
formam, finalmente, em massa gelatinosa, amorfa. A 100°C, estas altera-
¢oes ocorrem dentro de 2 minutos. A dgua quente parece alterar as proto-
fibrilas coidgenas a moléculas livres de gelatina, passando a fases nas quais as
protofibrilas sio alteradas do estado ordenado a um estado desordenado.

A temperatura desempenha papel importante na dissolugio e na repreci-
pitacio das fibrilas. Um congelamento prévio dos tenddes era necessirio para
causar sua dissolugio no dcido acético. A 4-59, a dissolugio ¢ extremamente
lenta; a 37°C, bem ripida. A 4-3°, a reprecipita¢io nio ocorre dentro de uma
semana, enquanto a 37°C é completa dentro de 2 horas.

Fibrilas dissolvidas em icido acético e reprecipitadas em tampdo de citrato
mostraram diversas fases de reformagio. Acredita-se que a sequencia ¢ (1)
fibrilas curtas, nio estriadas, (2) fibrilas compridas, nio estriadas, (3) fibrilas
compridos, estriadas. Desta maneira, parece que um certo comprimento da
fibrila e uma certa tensio sio necessirios para a formagio das estrias nas
fibrilas reprecipitadas.

Tendbes do rabo, do dorso e das patas do rato branco mostraram diferentes
Tespostas ao mesmo tratamento. Tentativas de dissolver e reprecipitar o tendio
posterior das glandulas labiais de Constrictor comstrictor, nio foram bem suce-
didas. Desta maneira, achamos que as condigGes necessirias para a dissolucio
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e a reprecipitagio de fibrilas coligenas variam com o animal e o 6rgio de
origem.

Tendoes nio previamente congelados, quando adicionados a acido acético
préviamente resfriado a 4°C, incham e ficam transparentes, mas permanecem
lineares em forma. Aquéles colocados em dcido acético a 37°C e em seguida
resfriados a 4°C, mostram uma forma de zig-zag. A 37°C, nio sio formados
sig--zags.

Alcale diluido pareceu nio ter efeito sobre o tendio de Constrictor cons-
¢{rictor, nem a 4° nem a 37°C.
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Tasera 1

INFLUENCIA DE VARIOS FIXADORES SOBRE O TENDAO DA GLANDULA
DE VENENO DA SERPENTE.

R — —— —
Fixador .......... Nio-fixado Formol 5% Bouin Zenker
Periodo (A) .... 660 660 660 660

Comprimento {M\ 1000-1600 I 1400-2000 830-2600 | 1100-1300 I
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Tapera 11
PERIODOS E DIAMETROS DE FIBRILAS COLAGENAS DE VARIOS
ANIMAIS (em A)
Orgso p Ser
Serpente Lagarto Jacare Sapo Pombo |14, /mano
animal
_ d=798 =798 d=798
| Obliquo externo p=630 p=>0600 =570
: : d=1100
Coragio p=600
: d=630
Temporalis =590
L4 d=600 d=640-900
S e p =600 p=0640
T"f‘_'_il"*” ‘L“ glan- | 4 1400-2000
L SR p:'!_i'_.ﬂ'
neno
Ves d=800 I
cia p=630
' d=630
Vas deferens p—600
Retrator do d=%00
hemipenis =600
d=0640-1400
Cand
~—r p=>0640
e tl:fjﬂ
p=3590
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Fic. 1 A, B. — Fibrilas coligenas normais do retrator do hemipenis de Constriclor
constrictor amarali. Fixadas em formol.
Fic. 1 A, B. —-No rmal collagen fibrils from retractor of hemipenis of Constrictor

constrictor amarali. Formalin fixed,

b



16 UMA CONTRIBUICAO A0 CONHECTMENTO DA ESTRUTURA

L 4 i
W

|

K ey ~-‘--
(G C AN RS
"I.:."l-',- i -

ULTRA-FINA E DAS PROPRIEDADES QUIMICAS DE FIBRILAS
DO TECIDO CONJUNTIVO ANIMAL

- II -

3 553.-\_-“..-%’::’;

e W e e N,
=

Fy

- 1-'
A% oa

.r:‘:‘_- ..:" I .

F1c. 2. — A, Fibrilas coligenas normais d= retractor do hemipenis de Constrictor, fixadas
no liquido de Zenker, — B. Fibrilas coligenas normais do retractor do hemipenis de
Constrictor, fixadas no liquido de Bouin.

Fic. 2 — A. Normal collagen fibrils from Constrictor hemipenis retractor, fixed in

Zenker's fluid. — B. Normal collagen fibrils from Constrictor hemipenis retractor, fixed
in Bouin's fluid.
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F16. 3 — Fibrilas coligenas do rabo de jacaré, mostrands variacio no diimetro.
5. 4 — Fibrilas coligenas do tendio dorsal do rato, mostrando a iniluéncia de extensio.

-
Nio fixadas,
Fic. 3. — Collagen fibrils from tail of caiman, showing variation in diameter.
6. 4. — Collagen fibrils from dorsal tendon of rat, showing influence of stretch,

L'ﬁ | l\. 'L'!L






