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RESUMO

Camundongos NOD sao 6timos modelos para estudo, uma vez que sao
portadores de duas importantes caracteristicas: diabetes e resisténcia a apoptose.
E desconhecido se a elevada resisténcia & apoptose atinge células somente do
sistema imune onde foi descrita, ou se € uma caracteristica de células de outros
sistemas/tecidos. O diabetes mellitus provoca alteracdes na matriz extracelular
(MEC) por meio da glicosilagdo nao-enzimatica das proteinas intercelulares, tal
como o colageno. No processo nao-enzimatico de glicosilacao da proteina
colagénica, o grupo aldeido da glicose reage com o grupamento amina livre de
residuos de lisina e hidroxilisina do colageno, formando uma base Schiff reversivel
que origina os produtos de Amadori. Estes produtos dao origem aos produtos de
glicosilacdo avancada (AGEs) que desencadeiam a formacédo de ligagdes
cruzadas entre as moléculas de colageno. O colageno interage com receptores de
superficie celular de modo que alteragdes nesta glicoproteina poderiam alterar a
transducao de sinais da MEC para as células. O presente estudo visa descrever e
quantificar as propriedades anisotrépicas opticas em feixes de colageno; buscar
alteragdes elicitadas pelo diabetes nos proteoglicanos (PGs) da MEC; verificar a
ocorréncia de residuos de glicose disponiveis no colageno glicosilado; descrever o
intumescimento e a extragdo de feixes de colageno em acido acético a 3% e
comparar alguns aspectos da morte celular e do fenétipo nuclear de fibroblastos
de feixes de colageno de camundongos sadios e NOD, buscando-se alteragdes

elicitadas pelo diabetes. Para isso, tendbes do calcdneo e da cauda de
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camundongos NOD e BALB/C (ndo-diabéticos) foram submetidos aos seguintes
experimentos: Medidas de retardo 6ptico (RO) das birrefringéncias; digestao
enzimatica com hialuronidase testicular; coloragdes com azul de toluidina (AT) pH
4.0 e concanavalina Br (ConBr); intumescimento e extragdo do colageno; reacao
de Feulgen, analise de imagem nuclear e teste imunocitoquimico de TUNEL.

Os resultados indicam que toda a glicose incorporada nao-enzimaticamente
ao colageno foi convertida a produtos de Amadori. O aumento no numero de
ligagbes cruzadas intermoleculares tornou as fibras de coldgeno mais alinhadas,
estaveis e com condicbes de empacotamento molecular mais intensas em relagao
as fibras de colageno controle. A estabilidade torna o colageno glicosilado mais
resistente a extragdo por acido acético a 3% e sugere a ocorréncia de diminuigao
na taxa de remodelagao tecidual de animais e/ou pacientes diabéticos. Em termos
de ordem molecular (cristalinidade) dos feixes de colageno, parece que o diabetes
induz mudancas variaveis em funcdo da estrutura, fato este que sugere a
existéncia de significados fisio-patogénicos distintos. Quanto aos PGs da MEC,
nao foram observadas alteracdes elicitadas pelo diabetes nestas macromoléculas.
Os parametros geométricos e densitométricos que caracterizam o fenétipo nuclear
dos fibroblastos também foram alterados pelo diabetes, sendo que encontrou-se
um aumento desses parametros ao compara-los com os observados em nucleos
de fibroblastos de camundongos nao-diabéticos. Nao foi constatada positividade

ao teste de TUNEL nos nucleos dos fibroblastos estudados.
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ABSTRACT

NOD mice possess two characteristics: diabetes and resistance to various
apoptosis signals. Diabetes mellitus provokes alterations in the extracellular matrix
(ECM) through of the non-enzymatic glycosylation of intercellular proteins, such as
the collagen. In the process of non-enzymatic glycosylation of the collagen protein,
the carbonyl group of a sugar reacts with the amino group of a protein and forms a
Schiffs’ base which reacts further into a Amadori products. The products of early
glycosylation undergo rearrangements resulting in the formation of irreversible
products, the so-called advanced glycosylation endproducts (AGEs).

AGEs formation is probably one of the main mechanisms underlying the
increased arterial stiffness in diabetic patients or diabetic complications in general.

The collagen interacts with cell receptors, consequently alterations in the
collagen can change the signal transduction from ECM for the cells. The principal
objectives of present study are: to describe the anisotropic properties of collagen
bundles obtained from NOD mice and to compare some aspects of the cell death
and nuclear phenotype of fibroblasts obtained from NOD and BALB/C mice.

For this, calcaneal and tail tendons were submitted to the following
experiments: measurements of intrinsical and textural birefringence; enzymatic
digestion; staining with toluidine blue (TB) pH 4.0; Concanavalin Br method;
collagen extraction; Feulgen reaction, analysis of nuclear images and TUNEL test.

The results indicate that all glucose was converted the Amadori products.

The increase in the number of cross-linking becomes the collagen fibers both more
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aligned and with more intense molecular packing conditions than those of the
control. In terms of molecular order (crystallinity) of collagen bundles, the diabetes
induces variable changes in function of the structure, fact this that suggests the
existence of different physio-pathogenics meanings. The analysis of parameters
that characterize the nuclear phenotype (area, perimeter, OD, IOD, SDtd and
entropy) indicate physiological differences between the fibroblasts obtained from
NOD and BALB/C mice. The reply to the TUNEL test was negative in the

fibroblasts.
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INTRODUCAO

O diabetes mellitus provoca alteragdes estruturais e quimicas na matriz
extracelular (MEC), comprometendo sua homeostasia e, possivelmente, a
transducao de sinais para as células (Zatecka et al., 2003).

A incorporacdo de glicose as proteinas intracelulares e as proteinas da
MEC é um dos principais fatores responsaveis pelas alteragcées clinicas
(disfuncdes orgéanicas) observadas no diabetes mellitus (Bishara et al., 2002;
Mentink et al., 2002). Essa via atipica de incorporacao da glicose independe de
um mecanismo enzimatico de carater fisiologico e, geralmente, é referida como
glicosilacao néo-enzimatica de proteinas (Bailey et al., 1998) ou reacdo Maillard
(Reddy et al., 2002).

A (glicosilagdo nao-enzimatica aparentemente € mais significativa em
proteinas que possuem longo periodo de atividade biolégica, como por exemplo, o
colageno. Estudos anteriores mostraram que a glicosilagédo do colageno aumenta
com o avangar da idade, ocasionando uma série de efeitos deletérios que
provavelmente desempenham uma importante funcdo nas patogenias do
envelhecimento (Schnider & Kohn, 1982; Monnier, 1989; Paul & Bailey, 1996). Em
pacientes diabéticos, estes efeitos sdo acelerados devido a hiperglicemia e
correspondem as causas principais da morbidade e mortalidade prematura destes
individuos (Diabetes Control and Complications Trial, 1993).

No processo nao-enziméatico de glicosilagdo da proteina colagénica, o grupo

aldeido da glicose reage com o grupamento amina livre de residuos de lisina e
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hidroxilisina do colageno, formando uma base Schiff reversivel que origina um
produto de Amadori. Este produto origina compostos irreversiveis denominados
produtos de glicosilagdo avancada — AGEs (Esquema 1, pp.20) — que
desencadeiam a formacao de ligagbes cruzadas entre moléculas de colageno
(Andreassen et al., 1988; Brownlee et al., 1988; Vlassara, 1994; Bailey et al.,
1998; Singh et al., 2001; Mentink et al., 2002). A descoberta que o envelhecimento
provoca acumulo de pentosidinas na MEC humana foi a primeira evidéncia
molecular para o envolvimento de acucares reduzidos nas ligacdes cruzadas de
proteinas (Reishner et al., 1998).

As ligagbes cruzadas diminuem a flexibilidade e a permeabilidade dos
tecidos (Bailey et al., 1998) e, provavelmente, sdo as causas principais do
endurecimento de artérias em pacientes diabéticos (Mentink et al., 2002). Nao
foram encontrados na literatura registros, considerando a hipétese de que alguns
residuos da glicose incorporada possam nao ser convertidos a produtos de
Amadori, permanecendo disponiveis no coldgeno glicosilado  nao-
enzimaticamente. Sabe-se que em cortes de intestino, cartiiagem e tendao, o
método topoquimico para verificacao de residuos livres de a-D-glicose, usando
concanavalina A (lectina que tem afinidade por manose e glicose,
respectivamente) e peroxidade de rabano silvestre, sé foi significativamente
positivo quando os cortes foram submetidos a um tratamento prévio com papaina
(enzima que digere o core protéico dos proteoglicanos da MEC). Este fato sugere

a existéncia de produtos removiveis pela papaina interagindo com residuos
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laterais de carboidratos das moléculas de colageno ou causando algum bloqueio
estérico como ocorre em regides com alto estado de compactacdo (Pimentel &
Vidal, 1990).

Ha indicios de que a glicosilagdo ndo-enzimatica ocorra preferencialmente
na regido de intervalo (“gap”) da fibra de colageno. Esta area estaria mais
acessivel a glicose em relacdo as outras regides da fibra (Wess et al., 1993).
Entretanto, os padrées de banda D das fibras de colageno dos tendbes da cauda
de ratos diabéticos ndo sofrem modifica¢cdes organizacionais (Odetti et al., 2000).

As propriedades do colageno apos a glicosilacdo ndo-enzimatica sao
afetadas em diferentes aspectos, tais como na habilidade para formar agregados
supramoleculares (Bailey et al., 1998) e na susceptibilidade a degradacao térmica
(Hedge et al., 2002). Além disso, o colageno glicosilado pode atuar como agente
oxidante (Bailey et al., 1998). As propriedades de autofluorescéncia e a agregacao
cristalina do colageno em pacientes diabéticos e em animais com diabetes
experimental diferem daquelas do colageno nao-glicosilado (Andreassen et al.,
1988), sendo que os fibroblastos tém a sua capacidade de producao de
metaloproteinases e de contrair um gel de colageno glicosilado reduzidas (Rittie et
al., 1999). A perda de habilidades dos fibroblastos pode ser atribuida a possiveis

alteragdes nos mecanismos de sinalizagao celular.
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Esquema 1: Reacgdo da glicose com a lisina para formar uma base Schiff reversivel que
espontaneamente sofre um rearranjo para formar o produto de Amadori,
aminodeoxicetose. Modificado de A.J. Bailey et al./ Mechanisms of Ageing and

Development 106 (1998) 1-56, pp.24. x = cadeia.
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Estudos realizados com colageno tipo |, em tendées do calcaneo de
coelhos, em diferentes intervalos de glicosilagao in vitro (zero, duas, quatro, seis,
oito e dez semanas) mostraram que no intervalo de zero a duas semanas o
colageno nado apresentava alteracbes bioquimicas significativas quando
comparado ao controle; porém no intervalo de seis a dez semanas, observavam-
se nitidas alteragdes, encontrando-se uma reducao na extratibilidade do colageno
e admitindo-se, assim, que o coladgeno glicosilado seja mais resistente a
colagenase, em relacdo ao colageno sadio, em virtude da maior quantidade de
ligacdes cruzadas intermoleculares (Reddy et al., 2002).

Por meio de espectrofotometria foi observado que concentracdes elevadas
de glicose impediam a reconstituicdo das fibras de colageno e estimulavam o
catabolismo do coladgeno tecidual (Lien et al., 1984). A afirmagé@o de que niveis
elevados de glicose estimulam o catabolismo do colageno tecidual,
aparentemente, estaria em contradicdo com a idéia defendida por inUmeros
autores de que as ligacdes cruzadas estabilizam as fibras de colageno.

Experimentos nos quais feixes de coldgeno de animais sadios foram
tratados por hialuronidase testicular (enzima que digere &cido hialurbnico e
condroitin sulfatos 4 e 6) demonstraram que os glicosaminoglicanos (GAGs) da
MEC contribuem significativamente para as propriedades de anisotropia dos
mesmos (Vidal, 1964 e 1986). Na literatura ndo foram encontrados registros,
considerando a possibilidade de que a hiperglicemia decorrente do diabetes e/ou a
associacao do colageno glicosilado com os proteoglicanos (PGs) da MEC de

tenddes, possam alterar os PGs. Sabe-se, que em tenddes do calcéneo de
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camundongos diabéticos obesos, ha indicios de diminuicdo na orientacao
macromolecular de proteinas da MEC (Mello, comunicacdo pessoal, 2002).
Extracées enzimaticas para a remocao de polianions da MEC poderiam informar
sobre a contribuicdo destes elementos para as propriedades de anisotropias dos
feixes de colageno glicosilados pelo diabetes. Métodos topoquimicos utilizando-se
de corantes apropriados poderiam detectar quais polianions estariam disponiveis
nos feixes glicosilados ndo-enzimaticamente.

Nao ha duvidas, portanto, de que o diabetes altera as propriedades fisico-
quimicas dos feixes de colageno. No entanto, o assunto requer estudos mais
aprofundados, especialmente quanto ao entendimento sobre as relagdes diabetes
— glicosilagdo nao-enzimatica — ordem molecular e/ou cristalinidade, o que pode
ser obtido com o estudo das propriedades de anisotropias épticas do colageno,
por meio da microscopia de polarizagao.

As propriedades de anisotropias Opticas estudadas pela microscopia de
polarizacao sao as birrefringéncias e o dicroismo linear (D.L.).

A birrefringéncia é a anisotropia devida a diferenca de indices de refracao
do objeto, o que significa propagacao de luz com velocidades e diregdes
diferentes. A birrefringéncia se expressa pela equacédo B = n. — n,, na qual ne =
indice de refragdo na direcado de propagacgao do raio extraordinario, e n, = indice
de refragcdo na direcdo do raio ordinario; este raio obedece as leis de refracao

(no=seni/senr) (Vidal, 1964).
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Nas fibras de colageno, dois tipos de birrefringéncia podem ser detectados
(Vidal, 1964 e 1986): a birrefringéncia textural ou de forma e a birrefringéncia
intrinseca.

(1) Birrefringéncia textural ou de forma (B.F.): resulta da compatibilidade
dos comprimentos de onda (A) com as dimensdes da molécula e também com a
alternancia ordenada da grade molecular (Vidal, 1964 e 1986). As informacobes
sobre a B.F. de um corpo sdo obtidas por meio de medidas acuradas de retardo
optico (RO = ng— n, x €; onde e = espessura do material estudado) efetuadas em
meios de embebicdo com indices crescentes de refracao (Vidal, 1964 e 1986).

Para expressar a B.F. de corpos birrefringentes positivos, Wiener (1912)

propés a seguinte equacéo (Vidal, 1986):

2 2 2 2\2

(1 + S1) n22 + 82n21

onde:

n1 = indice de refracdo das micelas que compdem o corpo;

N2 = indice de refragdo do meio de embebicao;

S1 e S, = volumes parciais dos componentes com os indices de refracao n4
e Ny, respectivamente, de tal modo que: S1+ Sz = 1;

ne? — No? = constante elétrica para uma dada freqliéncia.
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Contudo, a equacao de Wiener, nao é aplicavel aos feixes de colageno,
pois nao fornece as variacées da birrefringéncia intrinseca como uma funcéo do
solvente, superestimando a contribuicdo textural (Taylor & Cramer, 1963; Cassim
& Taylor, 1965; Oriel & Schellman, 1966; Cassim & Tobias, 1968; Nordén, 1978).
Os feixes de colageno nao apresentam um unico indice de refragdo ny nem um
unico volume relativo S1 devido a sua complexidade em composicao e interacoes
moleculares. Os GAGs contribuem significativamente para a B.F. do colageno
(Vidal, 1963 e 1964; Vidal & Mello, 1970; Mello & Vidal, 1973). Assim, o0s
procedimentos experimentais seriam mais indicados para expressa-la.

(2) Birrefringéncia intrinseca (B.l.): deve-se a transicoes de elétrons nas
ligacbes peptidicas planares (Esquema 2, pp.25) ao longo do eixo das fibras de
colageno (Cassim & Tobias, 1968; Vidal, 1964 e 1986; Vidal, 1987). No caso da
birrefringéncia intrinseca, o indice de refracdo (n) pode ser descrito como uma
funcdo da polarizabilidade dos elétrons que transitam nas ligacdes peptidicas
planares da molécula de colageno, i.e., um campo de forca externo, tal como a luz
gue é um campo eletromagnético, influencia no deslocamento da nuvem eletronica
situada nas ligacbes peptidicas. Este deslocamento responde pelo arranjo
espacial dos elétrons na molécula de colageno e, conseqliientemente, determina a
velocidade e a diregdo na qual a luz se propagara (Vidal, 1987).

A B.F. mais a B.l. informam sobre a birrefringéncia total dos feixes de

colageno (Vidal, 1987).



25

Esquema 2: Ligacdo peptidica planar situada ao longo do eixo longitudinal das fibras de
colageno, cujas transicdes eletrbnicas respondem pela birrefringéncia intrinseca.

Traduzido de R.E. Dickerson e |. Geis/The Structure and Action of Proteins (1969) 1-120,

pp.12.
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O dicroismo linear (D.L.) manifesta-se em corpos que absorvem a luz
polarizada diferentemente na dependéncia da direcao de seu grupo cromoférico
em relagdo ao azimute do vetor elétrico. Quando a luz polarizada incide sobre a
regiao cromofdrica da molécula, cujos elétrons estejam vibrando em um plano que
coincida com o azimute do vetor elétrico, ocorre um maximo de absorcao da luz
polarizada. As estruturas biolégicas, geralmente, sdo desprovidas de grupos
cromoféricos que apresentem D.L. detectavel em espectro visivel, sendo que o
colageno exibe D.L. somente em luz ultravioleta (190-200 nm), devido as mesmas
ligacdes peptidicas planares que respondem pela birrefringéncia intrinseca. Dessa
forma, sdo observados fenbmenos de D.L. extrinsecos, de maneira similar ao que
ocorre em fenémenos de dicroismo circular (D.C.) extrinsecos (Vidal, 1984).

O uso de novos modelos experimentais pode informar sobre as alteracbes
de anisotropias Opticas elicitadas pelo diabetes nos feixes de colageno.
Atualmente, um modelo que desperta grande interesse por parte dos
pesquisadores é a linhagem de camundongos “non-obese diabetic” (NOD) que
desenvolve diabetes autoimune, devido a ativacdo génica de multiplos /loci
recessivos e a alteragcbes no mecanismo de morte celular do sistema imune. A
porcentagem de células apoptéticas no sistema imune de camundongos da
linhagem NOD situa-se entre 4.5 e 18%, enquanto em um outro grupo de
camundongos (B6) o percentual situa-se entre 28 e 61.7%. Os animais NOD
mostraram-se resistentes a varios fatores que induzem apoptose em outros

grupos de camundongos, dentre eles a ciclofosfamida (Colluci et al., 1997). Desta
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forma, estes animais podem ser definidos como portadores de duas importantes
caracteristicas: diabetes e resisténcia a apoptose.

Nao foram encontrados registros na literatura, se a elevada resisténcia a
apoptose nos animais NOD é apenas local, ou seja, restrita as células do sistema
imune, ou se € também uma caracteristica de células presentes em outros
sistemas e/ou tecidos, talvez, apresentando uma relagao direta com a alteracao na
transducao de sinais da MEC para as células, devido a glicosilacao das proteinas
intercelulares, principalmente do coladgeno. Em situacdo de estresse por
hipertermia durante o exercicio fisico, os tenddes de equlinos sofrem degeneracao
da porcao central, ndo estando clara, porém, a participacdo de morte celular dos
fibroblastos em tal processo (Birch et al., 1998). A hiperglicemia pode gerar
estresse osmotico intracelular devido a atividade de aldose redutase na via sorbitol
(Zatecka et al., 2003).

Relatos de que as alteracbes provocadas pelo diabetes na transducao de
sinais do colageno para os fibroblastos podem induzir mudancas nos padrdes
minimos que caracterizam o fenoétipo nuclear, i.e., area e perimetro nuclear e
contetdo de DNA, nao foram encontrados na literatura. Entretanto, € conhecido
que receptores de superficie celular, como o receptor para AGEs (RAGE), sao
capazes de se ligarem a proteinas glicosiladas da MEC, modificando a
concentragdo intracelular de ions calcio (Ca**). Estes ions sdo requeridos no
ndcleo para iniciar inUmeros processos de transcricdo génica (Bishara et al.,
2002). Sabe-se, também, que a morte celular € capaz de alterar a textura da

cromatina, causando modificagdes na estabilidade do DNA, e de provocar a
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diminuicdo da area nuclear e, consequientemente, do conteido de DNA (Maria et
al., 2000).

Dessa forma, a escolha de camundongos da linhagem NOD para o
presente estudo, visa ndo apenas o entendimento de possiveis modificacdes em
anisotropias épticas nos feixes de colageno induzidas pelo diabetes, mas também
o de alteracbes em alguns aspectos da morte celular e do fenétipo nuclear de
fibroblastos, caso estas células sejam afetadas pela doencga. A glicosilagéo in vitro
do coldgeno de uma linhagem de camundongos nao-diabéticos é um controle
indispensavel e pode fornecer valiosas informacdes sobre a efetivacdo da

glicosilagao nao-enzimatica em camundongos NOD.
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OBJETIVOS

1. Descrever e quantificar as propriedades anisotropicas Opticas dos feixes
de colageno dos tendbes do calcaneo e da cauda de camundongos da linhagem
NOD, para investigar a cristalinidade e os estados texturais de agregagao
ordenada dos mesmos, apds o estabelecimento do diabetes. Comparativamente
estudar, também, tenddes do calcineo e da cauda de animais sadios (BALB/C) e
apos glicosilacao in vitro;

2. Buscar alteragbes elicitadas pelo diabetes ndo unicamente relacionadas
a proteina colagénica, mas também aos PGs da MEC, o que poderia ser
informado por meio de extragdo enzimatica e métodos histoquimicos/topoquimicos
apropriados;

3. Verificar a ocorréncia de residuos de glicose nao convertidos a produtos
de Amadori disponiveis no colageno glicosilado nao-enzimaticamente;

4. Descrever o intumescimento e a extragdo em &cido acético a 3% dos
feixes de colageno de tendbes da cauda de camundongos NOD em comparacao a
feixes de colageno de tenddes da cauda de animais sadios e ap6s glicosilacao in
Vitro;

5. Comparar o fenétipo nuclear dos fibroblastos de feixes de colageno de
camundongos sadios e NOD, buscando-se alteraces elicitadas pelo diabetes;

6. Buscar aspectos indicativos de morte celular nos fibroblastos dos
tenddes estudados, estabelecendo-se parametros comparativos entre os animais

NOD e camundongos da linhagem controle sadia.
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CAPITULOS

Em face do exposto, o presente trabalho foi dividido em dois capitulos:

Capitulo 1: Cristalinidade e estado de agregacao ordenada em feixes de colageno
de tendbes de camundongos diabéticos nao-obesos (NOD).
Este capitulo contém dados que serdo utilizados na elaboragdo de um

artigo que sera submetido a publicacao na revista Diabetic Medicine.

Capitulo 2: Nuclear phenotype and cell death in tendon fibroblasts of non-obese
diabetic (NOD) mice.

Artigo submetido a publicacao na revista Cellular Oncology.
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CAPITULO 1
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CRISTALINIDADE E ESTADO DE AGREGAGAO ORDENADA EM FEIXES DE
COLAGENO DE TENDOES DE CAMUNDONGOS

DIABETICOS NAO-OBESOS (NOD)

Marcela Aldrovani Rodrigues1, Ana Maria Aparecida Guaraldo?, Maria Luiza
Silveira Mello' e Benedicto de Campos Vidal'
Departamento de Biologia Celular' e Centro Multidisciplinar para Investigacdes

Biolégicas?, UNICAMP, Campinas / SP, Brasil
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Abreviacoes e Simbolos (*)

<

AGEs

ANOVA
AT

BCL>

B.F.
B.l.
C
Ca2

CEEA/IB

CEMIB

Incremento especifico do indice de refragdo; também
dados alfa (estatistica)

Comprimento de onda

Micrémetros (10°)

Pi

Média

Mediana

Produtos de glicosilacdo avancada  (“Advanced
glycosilation endproducts”)

Analise da variancia (“Analysis of variance”)

Azul de toluidina

Familia de proteinas que regula a ativacdo de
procaspases

Birrefringéncia de forma

Birrefringéncia intrinseca

Concentracao

fons calcio

Comissao de ética em experimentacao animal do Instituto
de Biologia da UNICAMP

Centro multidisciplinar para investigacdes biol6gicas



Cl
ConA
ConBr
CS-4-6
DAB
D.C.
D.L.
DNA

F
GAGs

GTPase RAC

HCI

mg
mL

mM

NaCl
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Intervalo de confianca (“Confidence interval”)
Concanavalina A

Concanavalina Br

Condroitin sulfatos 4 e 6

3-3’ Diaminobenzidina

Dicroismo circular

Dicroismo linear

Acido desoxirribonucléico (“Deoxyribonucleic acid”)
Raz&o de duas variancias

Glicosaminoglicanos

Proteinas que modulam a producdo de espécies de
oxigénio reativo na mitocondria

Acido cloridrico

Unidade internacional (“International unity”)

Litros

Molar

Miligramas

Mililitros

Milimolar

indice de refracdo; também nimero de medidas, ou ainda,
numero de dados informativos

Cloreto de sédio



nm

NOD

PGs

RAGE

RNA
RO

ROS

SD

WLS
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Nanémetros (10°®)

Diabéticos nao-obesos (“Non-obese diabetic”)
Probabilidade

Proteoglicanos

Logaritmo negativo da concentragao de ions hidrogénio de
uma solugao

Receptor para produtos de glicosilagdo avangada
(“Receptor for advanced glycosilation endproducts”)

Acido ribonucléico (“Ribonucleic acid”)

Retardo optico

Espécies de oxigénio reativo (“Reactive oxygen species”)
Volume parcial de um componente

Desvio padrao (“Standard deviation”)

Estruturas como ondas (“Wave-like structure”)

(*) Sempre que uma abreviagdo teve que ser mantida na forma original, registrou-se entre aspas o

termo em inglés correspondente.
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Resumo

O diabetes mellitus provoca alteragdes na matriz extracelular (MEC) por meio da
glicosilagao nao-enzimatica das proteinas intercelulares, tal como o colageno. No
processo nao-enzimatico de glicosilacdo da proteina colagénica, o grupo aldeido
da glicose reage com o grupamento amina livre de residuos de lisina e
hidroxilisina do colageno, formando uma base Schiff reversivel que origina os
produtos de Amadori. Estes produtos dao origem aos produtos de glicosilagao
avancada (AGEs) que desencadeiam a formacao de ligacées cruzadas entre as
moléculas de colageno. As ligacées cruzadas diminuem a flexibilidade e a
permeabilidade dos tecidos e, provavelmente, sdo as causas principais do
endurecimento de artérias em pacientes diabéticos. O presente estudo visa
descrever e quantificar as propriedades anisotropicas Opticas em feixes de
colageno glicosilados pelo diabetes; verificar a ocorréncia de residuos de glicose
disponiveis no colageno glicosilado; descrever o intumescimento e a extragéo de
feixes de colageno em acido acético a 3% e, também, buscar alteragdes elicitadas
pelo diabetes nos proteoglicanos (PGs) da MEC. Para isso, tend6es do calcaneo e
da cauda de camundongos NOD e BALB/C (ndo-diabéticos) foram submetidos aos
seguintes experimentos: Medidas de retardo éptico (RO) das birrefringéncias;
digestdo enzimatica com hialuronidase testicular; colora¢gdes com azul de toluidina
(AT) pH 4.0 e concanavalina Br (ConBr) e intumescimento e extragdo do colageno.
Os resultados indicam que toda a glicose incorporada nao-enzimaticamente é

convertida a produtos de Amadori. O aumento no nimero de ligacées cruzadas
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intermoleculares torna as fibras de coldgeno mais alinhadas, estaveis e com
condicbes de empacotamento molecular mais intensas em relacdo as fibras de
colageno controle. A estabilidade torna o colageno glicosilado mais resistente a
extragao por acido acético a 3% e sugere a ocorréncia de diminuicdo na taxa de
remodelacao tecidual de animais e/ou pacientes diabéticos. Em termos de ordem
molecular (cristalinidade) dos feixes de colageno, aparentemente o diabetes induz
mudancgas variaveis em funcéo da estrutura, fato este que sugere a existéncia de
significados fisio-patogénicos distintos. Quanto aos PGs da MEC, nao foram

observadas alteracdes elicitadas pelo diabetes nestas macromoléculas.
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1. Introducao

O diabetes mellitus provoca alteracées estruturais e quimicas na matriz
extracelular (MEC), comprometendo sua homeostasia (Zatecka et al., 2003).

A incorporacdo de glicose as proteinas da MEC é um dos fatores
responsaveis pelas alteragdes clinicas observadas no diabetes mellitus (Bishara et
al., 2002; Mentink et al., 2002). Essa via de incorporagao da glicose independe de
um mecanismo enzimatico de carater fisioldgico e, geralmente, é referida como
glicosilacao ndo-enzimatica de proteinas (Bailey et al., 1998) ou reacao Maillard
(Reddy et al., 2002).

A (licosilagdo nao-enzimética, aparentemente, é mais significativa em
proteinas que possuem longo periodo de atividade biolégica, como por exemplo, o
colageno (Schnider e Kohn, 1982; Monnier, 1989; Paul e Bailey, 1996).

No processo ndo-enzimatico de glicosilacdo da proteina colagénica, o grupo
aldeido da glicose reage com o grupamento amina livre de residuos de lisina e
hidroxilisina do colageno, formando uma base Schiff reversivel que origina um
produto de Amadori. Este produto origina compostos irreversiveis denominados
produtos de glicosilacdo avancada (AGEs) que desencadeiam a formacao de
ligagbes cruzadas entre moléculas de colageno (Andreassen et al., 1988;
Brownlee et al., 1988; Vlassara, 1994; Bailey et al., 1998; Singh et al., 2001;
Mentink et al., 2002). As ligagcdes cruzadas diminuem a flexibilidade e a
permeabilidade dos tecidos (Bailey et al., 1998) e, provavelmente, sdo as causas

principais do endurecimento de artérias em pacientes diabéticos (Mentink et al.,
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2002). Nao foram encontrados registros na literatura, considerando a hipétese de
que alguns residuos da glicose incorporada possam ndo ser convertidos a
produtos de Amadori, permanecendo disponiveis no colageno glicosilado nao-
enzimaticamente.

Ha indicios de que a glicosilacdo ndo-enzimatica ocorra preferencialmente
na regido de intervalo (“gap”) da fibra de colageno. Esta area estaria mais
acessivel a glicose em relagdo as outras regides da fibra (Wess et al., 1993).
Entretanto, os padrdes de banda D das fibras de coldgeno dos tenddes da cauda
de ratos diabéticos ndo sofrem modifica¢cdes organizacionais (Odetti et al., 2000).

As propriedades do colageno apods a glicosilagdo nao-enzimatica sao
afetadas em diferentes aspectos, tais como na habilidade para formar agregados
supramoleculares (Bailey et al., 1998) e na susceptibilidade a degradacao térmica
(Hedge et al., 2002). Além disso, o colageno glicosilado pode atuar como agente
oxidante (Bailey et al., 1998). As propriedades de autofluorescéncia e a agregacao
cristalina do colageno em pacientes diabéticos e em animais com diabetes
experimental diferem daquelas do colageno nao-glicosilado (Andreassen et al.,
1988), sendo que os fibroblastos tém a sua capacidade de produgcao de
metaloproteinases e de contrair um gel de colageno glicosilado reduzidas (Rittie et
al., 1999).

Estudos realizados com colageno tipo |, em tenddes do calcaneo de
coelhos, em diferentes intervalos de glicosilacao in vitro (zero, duas, quatro, seis,
oito e dez semanas) mostraram que no intervalo de seis a dez semanas é possivel

encontrar uma redugao na extratibilidade do colageno, admitindo-se, assim, que o
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colageno glicosilado seja mais resistente a colagenase, em relagdo ao colageno
sadio, em virtude da maior quantidade de ligagcdes cruzadas intermoleculares
(Reddy et al., 2002).

Experimentos nos quais feixes de colageno de animais sadios foram
tratados por hialuronidase testicular (enzima que digere &cido hialurénico e
condroitin sulfatos 4 e 6) demonstraram que os glicosaminoglicanos (GAGs) da
MEC contribuem significativamente para propriedades de anisotropia dos mesmos
(Vidal, 1964 e 1986). Sabe-se, que em tenddes do calcaneo de camundongos
diabéticos obesos, ha indicios de diminuigdo na orientagdo macromolecular de
proteinas da MEC (Mello, comunicacao pessoal, 2002).

Nao ha duvidas, portanto, de que o diabetes altera as propriedades fisico-
quimicas dos feixes de colageno. No entanto, o assunto requer estudos mais
aprofundados especialmente quanto ao entendimento sobre as relagbes diabetes
— glicosilagdo nao-enzimatica — ordem molecular e/ou cristalinidade, o que pode
ser obtido com o estudo da propriedade Optica anisotrépica de birrefringéncia do
colageno, por meio da microscopia de polarizagdo. O uso de novos modelos
experimentais, tais como camundongos diabéticos nao-obesos (NOD) poderia
informar sobre eventuais alteragcées de birrefringéncia, elicitadas pelo diabetes em
feixes de colageno.

A birrefringéncia € a anisotropia devida a diferenga de indices de refracao
do objeto, o que significa propagacdo de luz com velocidades e dire¢des
diferentes. A birrefringéncia se expressa pela equacédo B = n. — n,, na qual ng =

indice de refragdo na direcao de propagacao do raio extraordinario, e n, = indice
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de refracdo na direcao do raio ordinario; este raio obedece as leis de refracao
(no=seni/senr) (Vidal, 1964).

Nas fibras de colageno, dois tipos de birrefringéncia podem ser detectados
(Vidal, 1964 e 1986): a birrefringéncia textural ou de forma e a birrefringéncia
intrinseca.

(1) Birrefringéncia textural ou de forma (B.F.): resulta da compatibilidade
dos comprimentos de onda (1) com as dimensbes da molécula e também com a
alternancia ordenada da grade molecular (Vidal, 1964 e 1986). As informacbes
sobre a B.F. de um corpo séo obtidas por meio de medidas acuradas de retardo
optico (RO = ne— n, x €; onde e = espessura do material estudado) efetuadas em
meios de embebicdo com indices crescentes de refracao (Vidal, 1964 e 1986).

(2) Birrefringéncia intrinseca (B.l.): deve-se a transicées de elétrons nas
ligacoes peptidicas planares ao longo do eixo das fibras de colageno (Cassim e
Tobias, 1968; Vidal, 1964 e 1986; Vidal, 1987). No caso da birrefringéncia
intrinseca, o indice de refracdo (n) pode ser descrito como uma funcdo da
polarizabilidade dos elétrons que transitam nas ligagdes peptidicas planares da
molécula de colageno, i.e., um campo de forca externo, tal como a luz que é um
campo eletromagnético, influencia no deslocamento da nuvem eletrénica situada
nas ligagdes peptidicas. Este deslocamento responde pelo arranjo espacial dos
elétrons na molécula de colageno e, conseqliientemente, determina a velocidade e

a direcdo na qual a luz se propagara (Vidal, 1987).



42

A B.F. somada a B.l. informa sobre a birrefringéncia total dos feixes de

colageno (Vidal, 1987).

2. Objetivos

Os objetivos do presente estudo sao:

1. Descrever e quantificar as propriedades anisotrépicas Opticas dos feixes
de colageno dos tenddes do calcaneo e da cauda de camundongos da linhagem
NOD, para investigar a cristalinidade e os estados texturais de agregagao
ordenada dos mesmos, apos o estabelecimento do diabetes. Comparativamente
estudar, também, tendbes do calcéneo e da cauda de animais sadios (BALB/C) e
apés glicosilagao in vitro;

2. Buscar alteractes elicitadas pelo diabetes nao unicamente relacionadas
a proteina colagénica, mas também aos PGs da MEC, o que poderia ser
informado por meio de extracao enzimatica e métodos histoquimicos/topoquimicos
apropriados;

3. Verificar a ocorréncia de residuos de glicose nao convertidos a produtos
de Amadori disponiveis no colageno glicosilado nao-enzimaticamente;

4. Descrever o intumescimento e a extragdo em &cido acético a 3% dos
feixes de colageno de tenddes da cauda de camundongos NOD em comparagao a
feixes de colageno de tendbes da cauda de animais sadios e ap6s glicosilagao in

vitro.
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3. Material e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados dez camundongos fémeas' da linhagem NOD com 16
semanas de idade e durante a quarta semana de expressao do diabetes, e 10
camundongos da linhagem BALB/C de mesma idade como controle.

Os camundongos foram gentiimente cedidos pelo Centro Multidisciplinar
para Investigacdes Biologicas (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas, e
mantidos no biotério do Departamento de Biologia Celular do Instituto de Biologia
da Unicamp até a data do sacrificio. Os animais foram mantidos em gaiolas
separadas e nao houve restricdo ao fornecimento de agua e alimento durante o

periodo experimental.

3.2. Sacrificio dos Animais e Preparagédo dos Tendbes

Os camundongos foram sacrificados por decapitacdo, sendo este
procedimento aprovado pela Comissdo de ética em experimentacdo animal do
Instituto de Biologia da Unicamp para o respectivo protocolo. Em seguida, as
articulagbes tarsometatarsicas e a cauda dos animais foram retiradas com o
auxilio de bisturis e tesouras apropriadas.

As pecas anatdbmicas destinadas a preparacao de cortes histolégicos foram

fixadas in totum em solucao de paraformaldeido a 4% em tampao fosfato 0.1 M a

'A opgao por fémeas, deve-se ao fato, de que elas podem expressar o diabetes a qualquer momento a partir da 10° semana
de idade, enquanto os machos expressam a doenga tardiamente (Guaraldo, informagdo pessoal, 2003).
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pH 7.2 a vacuo por duas horas. Em seguida, foram transferidas para a geladeira
onde permaneceram no fixador por mais 24 horas. A seguir, as pecas foram
lavadas em agua destilada por 4 horas, sendo entdo, a pele removida e os
tenddes desinseridos do musculo e do osso. A fixagdo dos tenddes prévia a
desinsercao evitou que a acdao mecanica os deformasse. Os tenddes foram
processados para inclusdo rotineira em parafina e seccionados com 7 um de
espessura.

As pecas anatdbmicas destinadas a glicosilacdo in vitro e ao teste de
intumescimento ndo foram fixadas, sendo a pele removida e os tendbes
desinseridos do musculo e do osso. Os tenddes foram encaminhados aos

procedimentos referidos imediatamente apds a desinsercao.

3.3. Glicosilagao In Vitro

Os tenddes do calcaneo e da cauda de camundongos BALB/C, destinados
a glicosilacao in vitro, foram incubados por 36 horas em glicose 1.0 M em tampao
fosfato 50 mM, pH 7.4 a 29°C. Em seguida, foram reincubados em tampéao fosfato
(50 mM) por 14 dias. Foram adicionadas penicilina (300.000 IU/L) e nistatina
(50.000 IU/L) ao tampao, a fim de prevenir o crescimento de bactérias e evitar a
contaminacao por fungos. O pH e a temperatura foram ajustados para as mesmas

condi¢des da incubacao.
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Transcorridos 14 dias, os tenddes foram lavados em agua destilada e
divididos em dois grupos: um deles foi fixado e o outro encaminhado ao teste de

intumescimento.

3.4. Medidas de Retardo Optico (RO) das Birrefringéncias

Cortes histolégicos com 7 um de espessura foram “desparafinizados”,
hidratados e, em seguida, embebidos por 30 minutos em agua (n = 1.33); em
solugdes de glicerina com indices crescentes de refracdo — glicerina 20% (n =
1.36), glicerina 40% (n = 1.39), glicerina 60% (n = 1.42), glicerina 80% (n = 1.44),
glicerina 100% (n = 1.46) — e em Oleo mineral Nujol (n = 1.48), isto para
determinacgao das birrefringéncias textural (ou de forma) e intrinseca dos feixes de
colageno (Vidal, 1964 e 1986; Roth e Freund, 1982; Whittaker et al., 1987).

As medidas de RO das birrefringéncias foram efetuadas, em cada meio de
embebicdo, com os tenddes posicionados a 45° dos azimutes de polarizacao dos
polarizadores. Utilizou-se um microscopio de polarizagdo Zeiss com objetiva de
40x equipado com luz monocromatica (A = 546nm) e compensadores especiais,
seguindo os métodos de Sénarmont A/4 e de Brace—Kéhler A/10.

Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA e ao teste ndo-paramétrico
de Mann-Whitney para comparagao dos retardos épticos (RO) das amostras. Com
as médias dos valores de RO em fungao dos indices de refracao (n) dos meios de

embebigao construiram-se curvas de birrefringéncia de forma.
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Medidas de RO das birrefringéncias dos feixes de colageno dos tenddes do
calcaneo e da cauda de camundongos sadios e NOD também foram efetuadas em
agua e glicerina pura ap6s digestdo enzimatica com hialuronidase testicular, com
o fito de se detectar a participagcdo dos produtos removidos pela hialuronidase na

ordem molecular e na agregacao dos feixes de colageno.

3.5. Digestao Enzimatica com Hialuronidase Testicular

Cortes histolégicos com 7 um de espessura e “desparafinizados” de
tenddes do calcdneo e da cauda de camundongos sadios e NOD foram
mergulhados em celoidina por 10 segundos e, em seguida, tratados com
hialuronidase testicular (1 mg de enzima/mL de NaCl a 0.9%, segundo Kiernan,
1990), por 6 horas em camara Umida, em uma estufa a 37°C. Em seguida, a
hialuronidase testicular foi retirada dos cortes e a celoidina removida com acetona.

Os cortes foram lavados com etanol a 70% e, posteriormente, com agua destilada.

3.6. Azul de Toluidina (AT) pH 4.0

Cortes histolégicos com 7 um de espessura de tenddées de camundongos
sadios e NOD foram corados em solugdo de AT a 0.025% em tampé&o Mcllvaine
0.1 M pH 4.0 por 15 minutos. Em seguida, as laminas foram mergulhadas em

solugéao de molibdato de aménia a 4% por mais 15 minutos sendo, entao, lavadas
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em agua destilada, secadas ao ar, diafanizadas em xilol e montadas em balsamo

do Canada natural.

3.7. Método da Concanavalina Br — Peroxidase (ConBr — HRP)

Cortes com 7 um de espessura de tenddes da cauda glicosilados in vitro e
de camundongos sadios foram tratados por 10 minutos em 100 mL de etanol
absoluto acidificado com 0.2 mL de &acido cloridrico (HCI) concentrado para
inibicdo da atividade de peroxidase enddgena sendo, entdo, incubados por 10
minutos em solugdo de concanavalina Br (ConBr), lavados em agua destilada e
reincubados em solucdo de peroxidase de rabano silvestre. Os cortes foram
lavados novamente, e incubados com 3-3’ diaminobenzidina (DAB) por mais 10
minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada, secadas ao ar,

diafanizadas em xilol e montadas em béalsamo do Canada natural.

3.8. Testes de Intumescimento e Extracdo do Colageno

Policard e Collet (1961) descreveu com detalhes as alteragdes
dimensionais de tenddes de rato em solugdo de &cido acético a 3% e,
posteriormente, Veis (1967) também se referiu aos efeitos dos &cidos organicos
sobre o colageno. Diferengcas em intumescimento foram mostradas entre tendao e

colageno de ossos (Glimcher e Krane, 1967). Tendo por base estes relatos de que
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€ possivel obter-se solubilizacdo do coldgeno em acido acético, decidiu-se utilizar
o método proposto por Koob e Vogel (1987) com algumas modificacdes. As
modificacbes basearam-se na hipétese de que os ions sddio do tampéao fosfato
em cloreto de sodio (NaCl) 0.15 M utilizado pelos autores para equilibrar (lavar) os
tecidos, pudessem introduzir falsas estabilizacbes as fibras de colageno. Desta
forma, foram realizados testes comparativos nos quais alguns fragmentos de
tendao flexor bovino foram lavados em &gua, enquanto outros fragmentos foram
lavados no tampao fosfato em NaCl 0.15 M. Estes testes confirmaram a hipétese
inicial (ver resultados) e, por esta razdo, os tenddes a serem intumescidos foram
lavados em agua ao invés de serem lavados em tampéao.

Tendbes da cauda glicosilados in vitro e de camundongos sadios e NOD,
foram lavados em agua destilada gelada e, em seguida, colocados sobre papel de
filtro para absorver o excesso de agua. O peso das pecas foi medido. Em seguida,
os tenddes foram mergulhados em agua destilada na proporcao de 500 vezes o
seu volume, por uma hora, em geladeira (9°C). O excesso de agua foi retirado em
papel de filtro e 0 peso das peg¢as novamente medido. A seguir os tenddes foram
colocados em uma solucdo de acido acético a 3% por uma hora em geladeira.
Terminado o tempo em solucéo acida, os tenddes, agora intumescidos, tiveram o
excesso de solugcado removido e foram pesados novamente. Ap6s a pesagem, 0s
tendbes foram recolocados em acido acético a 3% onde permaneceram em
geladeira até a dissolugdo do colageno soluvel (aproximadamente 24 horas). Em
seguida, a solucao foi filtrada e o colageno nao-soluvel foi separado. Acrescentou-

se ao filtrado NaCl a 10% no mesmo volume da solugao acida, com a finalidade de
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se reconstituir as fibras de colageno soltveis. O filtrado foi mantido em geladeira
por 24 horas, e apds este tempo, foi novamente submetido a filtracdo, removendo-
se, assim, a solugdo de acido acético e NaCl. As fibras de colageno reconstituidas
foram dialisadas. Apds este processo, procedeu-se aos calculos percentuais de
aumento do peso e a andlise estatistica pelo teste nao-paramétrico de Kruskal-
Wallis. Para os testes de intumescimento e extragao foram utilizadas cinco caudas

de cada amostra.

3.9. Documentacgao Fotografica

As fotomicrografias foram obtidas com um microscopio Axioplan 2 Zeiss,

equipado com objetivas Pol-Neofluares de diferentes aumentos, condensador 1.4,

luz policromatica e filme Kodak Gold ISO 100.

4. Resultados

4.1.Birrefringéncias dos Feixes de Colageno

4.1.1. Morfologia dos Feixes de Colageno

A morfologia dos feixes de fibras de coldgeno dos tenddes foi estudada em

cortes histologicos, sem coloragdo, com base em suas birrefringéncias, tanto em

amostras do controle (BALB/C) como em camundongos NOD. A Fig. 1 A-D mostra
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o brilho maximo exibido pelos feixes de colageno quando orientados a 45° dos
azimutes de polarizacao dos polarizadores, sendo que as fibras que brilharam sao
aquelas cujo eixo coincide com o eixo do tend&o.

Ao mudar-se a orientacdo dos feixes de colageno, colocando-os
paralelamente ou perpendicularmente aos azimutes de polarizagdo, ocorreram
modificacbes nas imagens birrefringentes, i.e, houve extingdo na birrefringéncia
das fibras que ndo mais estavam situadas a 45° dos polarizadores. Nestas
condicbes observou-se a presenca de imagens birrefringentes formando
ondulagdes (“wave-like structure” — WLS ou “crimp”) ao longo do eixo longitudinal
dos tenddes (Fig. 1 E-H). As fibras que brilharam, neste caso, sdo aquelas cujo
eixo nao coincide com o eixo do tendao, i.e., as fibras que n&o brilharam quando o
eixo do tendao estava posicionado a 45° dos azimutes de polarizacdo dos
polarizadores.

Tenddes da cauda de camundongos exibiram “crimp” com distribuicdo mais
uniforme ao longo do eixo longitudinal dos feixes de colageno em relacao aos
tendées do calcaneo. Visualmente, nao foram verificadas diferengcas na

distribuicao das WLS entre tenddes de camundongos sadios e diabéticos.

4.1.2. Valores dos Retardos Opticos (RO) das Birrefringéncias

O diabetes e a glicosilagéo in vitro aumentaram os valores dos RO das

birrefringéncias dos tenddes em todos 0os meios de embebicao, exceto em tenddes
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da cauda embebidos em glicerina pura onde se verificou a diminuicao dos valores
de RO.

Em agua, os tenddes da cauda das trés amostras estudadas apresentaram
maiores valores de RO quando comparados aos tenddes do calcadneo de mesma
condigdo experimental (Tabela 1).

Feixes de colageno de tendbes da cauda de animais sadios apresentaram
menores valores de RO em agua em relagédo aos feixes de tenddes da cauda que
foram glicosilados in vitro e de camundongos NOD (Tabela 1). Tendbes do
calcaneo de camundongos sadios apresentaram valores de RO menores que 0s
de camundongos NOD em agua (Tabela 1).

Medidas de RO efetuadas em tenddes da cauda imersos em glicerina pura
revelaram que os feixes de coladgeno de animais sadios apresentam maiores
valores de RO, quando comparados aos feixes de colageno de tenddes da cauda
das demais amostras estudadas. No entanto, tendées do calcédneo de
camundongos sadios imersos em glicerina pura exibiram menores valores de RO

quando comparados as outras amostras de tenddes do calcaneo (Tabela 2).

4.1.3. Valores de RO Apds Digestao Enzimatica com Hialuronidase Testicular

O tratamento dos cortes histol6gicos com hialuronidase testicular ocasionou
a diminuicdo dos valores de RO das birrefringéncias dos feixes de colageno de
todas as amostras de tenddes estudadas. Tendbes de camundongos sadios

continuaram apresentando menores valores de RO em agua, em relacdo aos



52

tenddes de NOD. Os valores de RO obtidos apés a digestdo enzimatica estao

descritos nas Tabelas 1 e 2.

4.1.4. Curvas de Birrefringéncia de Forma

Com os valores de RO obtidos procedeu-se a construgdo de curvas de
birrefringéncia de forma. Tais curvas permitiram a comparagdo entre as
birrefringéncias totais (B.F. + B.l.), de forma e intrinseca dos feixes de colageno
estudados.

Em tenddes do calcaneo (grafico 1), as curvas mostram que feixes de
colageno de camundongos sadios possuem menores birrefringéncias de forma e
intrinseca em relagdo as outras amostras analisadas. Da-se énfase ao achado de
que a glicosilacdo elevou os valores de RO, i.e., a birrefringéncia em todos os
meios de embebicéo.

Feixes de colageno dos tenddes do calcaneo de camundongos NOD
possuem birrefringéncia intrinseca semelhante a dos feixes glicosilados in vitro
(Anexo 1), o que foi confirmado pelo teste nao-paramétrico de Mann-Whitney
(Tabela 3). Tenddes do calcaneo glicosilados in vitro exibem maiores
birrefringéncias total e de forma em relagdo aos demais tenddes do calcaneo
estudados.

As curvas de birrefringéncia de forma dos tendbes da cauda (Grafico 2),
mostraram que feixes de colageno de camundongos sadios possuem menores

birrefringéncias total e de forma e maior birrefringéncia intrinseca em comparagao



53

com as demais amostras de tenddes da cauda. Tenddes da cauda glicosilados in
vitro apresentam maiores birrefringéncias total e de forma e menor birrefringéncia
intrinseca (Anexo 2) em relacao aos tenddes de camundongos sadios e NOD.
Como a B.F. aumenta com o diabetes e a glicosilacao in vitro, as curvas de
birrefringéncia de forma apresentam tendéncia a aproximar-se de uma parabola.
Essa tendéncia mostrou-se maior em tenddes da cauda do que em tenddes do

calcaneo.

4.2. Coloragdo com Azul de Toluidina (AT) pH 4.0

Os feixes de colageno dos tenddes de animais controle e NOD, corados
com AT pH 4.0 e observados por microscopia de luz comum, n&o apresentaram
metacromasia. Foi possivel observar a presenca de inumeros nucleos de
fibroblastos de aspecto fusiforme, distribuidos ao longo do eixo longitudinal do
tenddo (Fig. 2 A-B) e de mastocitos levemente arredondados e de intensa
metacromasia, distribuidos isoladamente ou formando populacdes no peritendineo
e no tecido conjuntivo frouxo dos tendbes (Fig. 3 A). Nas populacdées de
mastocitos verificou-se a presencga de células em processo de desgranulacao (Fig.
3 B). Os mastocitos observados nos tenddes foram utilizados como controle do
fendmeno metacromatico.

Os mesmos tenddes observados por microscopia de polarizacdo e com o
seu maior eixo posicionado a 45° dos azimutes de polarizagdo dos polarizadores

exibiram um brilho de cor branca (Fig. 2 C-D).
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4.3. Método da ConBr — HRP

Nao foram verificadas diferengas de reacdo com a ConBr entre feixes de
colageno de tenddes glicosilados in vitro e de camundongos sadios. Ambos os
feixes foram examinados por microscopia de luz comum e exibiram reagao fraca
com a ConBr em suas porgbes centrais, i.e., corpo do tenddo (Fig. 4 A-B). No
peritendineo e no tecido conjuntivo frouxo dos tenddes a reagdo foi mais

acentuada (Fig. 4 C).

4.4. Testes de Intumescimento e Extracdo dos Feixes de Colageno

Testes comparativos nos quais alguns fragmentos de tendao flexor bovino
foram lavados em agua, enquanto outros fragmentos foram lavados em tampao
fosfato em NaCl 0.15 M revelaram que tecidos lavados em tampéao intumescem
menos em acido acético a 3% (Grafico 3).

Tenddes da cauda de camundongos nao-diabéticos intumesceram mais em
acido acético a 3% em comparacdo com as demais amostras de tenddes da
cauda. Feixes de colageno glicosilados in vitro intumesceram menos em relagao
aos outros feixes de colageno estudados. Tenddes de camundongos NOD
intumescem menos que tenddes de animais sadios e mais que tenddes
glicosilados in vitro (Grafico 4). As medianas do intumescimento dos tenddes,
fornecidas pelo teste estatistico ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis encontram-se

descritas na Tabela 4. O teste de extracdo do colageno revelou que feixes de
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colageno glicosilados in vitro sdo mais resistentes a extragao por acido acético a
3% (Tabela 5) sugerindo que estes feixes apresentam um numero maior de

ligagbes cruzadas intermoleculares em relagdo aos demais feixes estudados.

5. Discussao

5.1. Morfologia dos Feixes de Colageno sem Coloragéo

Os feixes de colageno glicosilados em animais diabéticos possuem maior
diferenca de caminho 6ptico em relacao aos feixes de colageno de animais sadios
e, por isso, exibem brilho mais intenso quando um de seus eixos de propagacgao é
colocado a 45° dos planos de polarizacao (Vidal, 1987).

As WLS/“crimp” observadas nos planos dos cortes histoldégicos séo
decorrentes de alteragdes na diregcao das fibras/feixes de colageno ao longo do
eixo longitudinal dos tenddes. As porgdes dos feixes que apareceram em preto
quando um dos eixos dos tenddes foi posicionado perpendicularmente a um dos
planos de polarizagao correspondem as regides de extingdo na qual as direcbes
das fibras mudaram (Bennet, 1967). Tais mudangas na direcdo das fibras/feixes
de colageno representam uma organizagao estrutural que se caracteriza por uma
variacao periédica da orientagdo macromolecular (Vidal, 1995a). Tem sido descrito
que o “crimp” reflete uma orientacdo em zig-zag das fibras de colageno no plano
do corte histologico (Gathercole e Keller, 1974; Baer et al., 1974). Entretanto, um

arranjo helical das fibras de coldgeno de tenddes tem sido observado do
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epitendineo para o peritendineo especialmente nas regidées onde duas fibras de
colageno se unem para formar um feixe de fibras (Vidal, 1995a).

E importante ressaltar que o colageno apresenta caracteristicas
mesofasogénicas, i.e., de cristal-liquido. Essas caracteristicas, juntamente com a
ordem molecular (cristalinidade), estabelecem as condi¢cdes necessarias para que
os polimeros tenham propriedades piezo-piroelétricas (Athenstaed, 1974; Fukada,
1974) que geram sinalizagao celular. J& que feixes de colageno podem gerar
sinais para as células, é possivel especular-se que tendbées atuem como
transdutores (Vidal, 2003). Assim, polimeros que possuem quiralidade e exibem
aspecto bandado, i.e., WLS, e mais o efeito Cotton, tém um arranjo fibroso helical
(Akagi et al., 1998).

Evidéncias diretas sobre a organizacdo helical de polipeptideos com
propriedades piezoelétricas tém sido obtidas usando-se filmes de poli-L-benzil-
glutamato (Jaworeck et al, 1998), sendo que as estruturas bandadas observadas
nestes filmes sao muito similares as WLS observadas nos feixes de colageno
(Vidal e Mello, 2001). Além disso, estudos de anisotropias Opticas de estruturas
com bandas tém revelado que as moléculas apresentam um caminho helical
semelhante a uma serpentina (Viney et al., 1983) e a auto-associacao do colageno
tipo | em solugédo, produz um gel fibrilar com propriedades visco-elasticas que
permitem a formacado de linhas (fios) de coldgeno com WLS e arranjo helical
(Vidal, 1995b).

Atualmente, um modelo de nucleacdo e propagacdo que propde o

crescimento das fibrilas de colageno a partir de um nucleo espiralado ou helical,
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de modo similar ao crescimento espiralado freqlentemente observado em cristais
constituidos de moléculas pequenas (Silver et al., 1992), tem sido admitido para
as fibras de colageno do tipo | e sustenta a proposta de que as fibrilas de colageno
apresentam arranjo helical (Vidal, 1995b e 2003).

A morfologia das WLS esta relacionada ao comportamento biomecanico
dos tenddes, sendo que mudancas induzidas por fatores extrinsecos ou
intrinsecos na distribuicdo dessas ondulagdes podem levar ao desenvolvimento de
tendinopatias (Magnusson et al., 2001). As variagdes morfoldgicas observadas
entre as WLS dos tenddes do calcaneo e da cauda se devem as funcdes
biomecanicas desempenhadas por eles. Tais variacdes sao importantes para
explicar as diferengas entre as curvas de birrefringéncia de forma dos tenddes
estudados.

Embora ndo tenham sido verificadas diferencas visuais de distribuicdo e
morfologia entre as WLS de tenddes de camundongos sadios e diabéticos, ndo
podemos descartar a possibilidade de que o diabetes possa altera-las.
Provavelmente, o diabetes observado em camundongos NOD na quarta semana
de expressdao da doenga ndo seria suficiente para induzir alteragao morfolégica
das WLS. Entretanto, com o envelhecimento poderia ocorrer a diminuicdo do
angulo do “crimp” (Diamant et al., 1972; Wilmink et al., 1992). Estudos realizados
em tendbdes de cavalos velhos revelaram que nestes animais os angulos do
“crimp” da porcdo central dos tenddes é menor em relagdo aos da periferia

(Wilmink et al., 1992; Patterson-Kane et al., 1997).



58

5.2. Birrefringéncias

O conhecimento das causas e da natureza das birrefringéncias de
estruturas biolégicas permite a determinacdo e a descricao da orientagao
molecular, do estado de agregacédo e da concentracdo dos componentes destas
estruturas. Uma vez que a birrefringéncia deve-se a diferencas de indices de
refracdo (n) dos objetos (B = n. — n,), € importante reportar que o n varia em
funcdo da concentragdo dos componentes da estrutura estudada. Tal

concentracao € expressa pela seguinte formula:

C=nob_nm

onde:
C = concentracao;

nep = indice de refracdo de uma estrutura, v.g., colageno

nm = indice de refracdo do solvente ou meio de embebigao

a

incremento especifico do indice de refracdo, sendo que a Ca
corresponde ao aumento do n quando se dissolve 7g do material estudado em 7L
do solvente (meio de embebicado). Para proteinas, RNA e DNA o « equivale a
0.0018g (Hale, 1958). O « representa, também, o giro de uma substancia que

contém moléculas assimétricas em um plano de luz polarizada (poder rotatério),
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sendo esta atividade éptica medida por um polarimetro (Vidal, informagéao pessoal,
2004). A microscopia de interferéncia baseada em microscopia de polarizacao
permitiu a Vidal (1967 e 1970) determinar indices de refracdo, massas secas e
birrefringéncias dos feixes de colageno.

Medidas de RO das birrefringéncias correspondem ao melhor método para
determinar a direcdo das vibragdes eletrbnicas e, conseqlentemente, da
orientacdo cristalina e molecular em biopolimeros (Vidal, 1986; Vilarta e Vidal,
1989). Tais medidas sao tao efetivas quanto os estudos de difracdo de raios-X na
determinacdo da agregacdo cristalina de macromoléculas biolégicas (Stein e
Norris, 1956). No caso das fibras/feixes de colageno e de outras proteinas
fibrosas, as diferencas de RO das birrefringéncias intrinsecas sao causadas pelas
transicbes n-n* das ligacdes peptidicas entre os aminoacidos. Os RO dessas
ligacbes sao proporcionais a densidade de superficie eletrénica (Cantor e
Schimmel, 1980; Landowne, 1985).

A embebicao dos cortes de tenddes em agua, em solugdes de glicerina com
indices crescentes de refracdo e em 6leo mineral prové um meio adequado para a
efetuacao das medidas de RO e fornece informagdes fidedignas para a construgao
das curvas de birrefringéncia de forma, pois as fibras de colageno emergem
destas solugbes com grau perfeito de ordem molecular (Vidal, 1964; Roth e
Freund, 1982), mantendo intactas suas condi¢des de empacotamento molecular

(Leonardi et al., 1983).
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Modificagbes na curva de birrefringéncia de forma de uma estrutura
anisotrépica estdo intimamente relacionadas a alteragdes na concentracdo, na
ordem molecular e no estado de agregacdo ordenada de seus componentes
macromoleculares (Schimidt, 1937; Frey-Wissling, 1948; Schimidt e Keil, 1958;
Vidal, 1977 e 1986).

Pesquisas sobre a orientacdo macromolecular dos feixes de colageno tém
revelado a existéncia de variagdes no estado de agregagado durante 0s processos
de reparo (Vidal, 1966; Mello et al., 1975), envelhecimento (Mello et al., 1979),
ossificacdo endocondral (Vidal, 1977) e nas diferentes regides da cartilagem
hialina (Vidal e Vilarta, 1988). O diabetes também provoca alteragcbes na
orientacao macromolecular dos feixes de colageno.

Considere-se, primeiro, o caso da glicosilagao in vitro como um modelo que
forneceu subsidios para a verificagdo da ocorréncia e da eficiéncia da glicosilagcao
nao-enzimatica in vivo provocada pelo diabetes em camundongos NOD. Com
base na concentracdo e no periodo de exposicdo a glicose, na eficacia do
processo realizado in vitro, nos resultados obtidos e no relato de que a incubagao
de tenddes da cauda de ratos em glicose aumenta o niumero de ligagdes cruzadas
de modo dose-dependente (Mentink et al., 2002), as alteragbes observadas nos
feixes de colageno glicosilados por este processo foram consideradas como
equivalentes a alteracdes esperadas em pacientes e/ou animais cuja expressao
do diabetes é maior que a expressao diabética apresentada por camundongos
NOD. A expressao diabética maxima relatada para camundongos NOD é de

aproximadamente 85% (Guaraldo, informacgao pessoal, 2004).
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O aumento da birrefringéncia de forma, em termos de RO, dos feixes de
colageno glicosilados in vitro ou pelo diabetes em camundongos NOD deve-se ao
aumento no numero de ligacdes cruzadas intermoleculares. Com isso, as fibras de
colageno se tornam mais alinhadas, estaveis e com condicbes de empacotamento
molecular mais intensas em relagcao ao controle.

A maior estabilidade apresentada pelos feixes de colageno glicosilados
nao-enzimaticamente, quando comparados aos feixes controle, poderia alterar o
indice apoptético dos fibroblastos, j& que o colageno glicosilado interage com
receptores para AGEs (RAGE) situados na membrana dessas células modificando
a concentracdo dos fons célcio (Ca®*) intracelular (Bishara et al, 2002). A fisiologia
das mitocondrias (“checkpoints” apoptéticos) e de algumas endonucleases
dependem da homeostasia dos ions calcio (Horton et al., 1998; Rizzuto, 2003).
Além disso, o colageno também interage com as integrinas da membrana celular,
induzindo uma cascata de eventos intracelulares (mecanotransducéao) (Chiquet, et
al., 2003). Estudos recentes em colageno tipo VI hipotetizam que dentre estes
eventos poderiam estar a ativagdo das proteinas GTPase RAC (que modulam a
producdo de espécies de oxigénio reativo — ROS - na mitocéndria) e o controle
dos niveis de expressao das proteinas da familia BCL, que regula a ativagcao de
procaspases (Rizzuto, 2003). Pode-se facilmente admitir que h& possibilidade do
colageno tipo | também induzir tais eventos intracelulares (Vidal, informacao
pessoal, 2004).

Alteracoes de birrefringéncia intrinseca provocadas pelo diabetes

evidenciam a ocorréncia de modificacdes nos niveis de cristalinidade do colageno.
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Entretanto, estas alteracdes aparentemente séo variaveis, fato este que sugere a
existéncia de significados fisio-patogénicos diferentes em funcdo da estrutura.
Talvez o fluxo sangiineo ou linfatico e/ou a taxa de difusdo requeridos por cada
estrutura para o seu suprimento nutricional (eficiéncia fisiolégica) e o passo da
hélice do colageno pudessem influenciar nas alteragdes de cristalinidade
induzidas pelo diabetes. Esta idéia é consistente pelos fatos de que: (1) O
colageno de determinadas estruturas estaria mais exposto a glicose; (2) as fibras
de colageno nao sao paralelas e ndo se orientam em um unico plano; (3) os
produtos de glicosilagdo avangada (AGEs) que desencadeiam a formagdo de
ligacbes cruzadas intermoleculares se dispdem perpendicularmente a molécula de
colageno. Dessa forma, em estruturas que possuem colageno, cujo passo da
hélice é curto, os elétrons que transitam entre as ligacdes peptidicas dos AGEs
(ligacdes cruzadas) estariam predominantemente orientados paralelamente as
ligagbes peptidicas da molécula de colageno devido ao arranjo helical e a
organizacao em varios planos das fibras de colageno, ocasionando o aumento da
birrefringéncia intrinseca. J4 em feixes de colageno, cujo passo da hélice é largo,
os elétrons estariam em sua grande maioria transitando perpendicularmente as
ligacdes peptidicas da molécula de colageno. Neste caso, o fenébmeno observado
seria a diminui¢do da birrefringéncia intrinseca.

Relatos sobre modificacdes induzidas pelo diabetes no didametro das fibras
de colageno fortalecem a idéia da existéncia de variacbes nas alteragdes
elicitadas pela doenca. Fibras de colageno de tendbées da cauda e de nervos

ciadticos endoneural e epineural de ratos com diabetes cronico, apresentam
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maiores diametros ao serem comparadas as fibras de colageno sadias (Wang et
al., 2003), embora tendbdes do calcaneo de pacientes diabéticos tenham exibido
fioras de coldgeno com menores didametros, mais agregadas e diferindo
morfologicamente, quando comparadas as de pacientes nao-diabéticos (Mentink
et al., 2002). Estudos sobre a opacificidade corneal revelaram que o0 aumento nos
niveis de glicosilagdo diminui o didmetro das fibras de coladgeno da cérnea
(Chakravarti et al., 1998).

As variacbes morfolégicas observadas entre as WLS de tendbes do
calcaneo e da cauda explicam as diferencas de alteracdo, em termos de
birrefringéncia intrinseca, que estes tenddes apresentaram apds a glicosilagao
nao-enzimatica.

Em tendbes da cauda glicosilados in vitro e de camundongos diabéticos, os
elétrons vibram perpendicularmente as ligagdes peptidicas da molécula de
colageno e, por essa razao, a birrefringéncia intrinseca diminuiu.

As diferencas de birrefringéncia intrinseca observadas entre tenddes do
calcaneo glicosilados e de camundongos sadios sugerem que com O
estabelecimento do diabetes, os feixes de colageno desta estrutura tornam-se
mais cristalinos e com moléculas mais alinhadas em uma associacdo mais
estavel.

Estudos de difracdo de raios-X realizados em tenddes do calcaneo, cujos
feixes sofreram modificagdes nas ligagdes intermoleculares devido ao
envelhecimento, apresentaram resultados semelhantes aos observados nos

tenddes do calcaneo de camundongos diabéticos nao-obesos (Sinex, 1968).
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Assim, o aumento da birrefringéncia intrinseca pode ser conseqiiéncia de uma
maior agregacdao das moléculas de colageno devido as ligacbes cruzadas
intermoleculares ou ao aumento nos niveis de cristalinidade do complexo (Mello et
al., 1975).

Feixes de colageno de tenddes da cauda de camundongos sadios
apresentam maior birrefringéncia intrinseca em relagcado aos tenddes do calcaneo
por possuirem fibras mais agregadas lateralmente e densidade de superficie
eletrdnica proporcional a esta agregacéao (Vidal, 1986).

Medidas de RO efetuadas ap6s a digestdo enzimatica dos cortes
histolégicos com hialuronidase testicular revelaram a presengca dos
glicosaminoglicanos (GAGs) condroitin sulfatos 4 e 6 (CS-4-6) (Lison, 1960;
Silberman e Fromer, 1973) na MEC de todas as amostras de tenddes estudadas.
A ligacao de CS-4-6 aos feixes de coladgeno aumenta os valores de RO e contribui
para a birrefringéncia de forma destes feixes (Vidal, 1964 e 1986). A diminui¢do
dos valores de RO ap6s o tratamento com hialuronidase corrobora essa idéia.
Além disso, baseado no estudo das propriedades anisotrépicas dos feixes de
colageno, tem sido proposto que GAGs, com varios niveis de helicidade, estariam
orientados paralelamente as fibrilas de colageno, enquanto o core protéico dos
proteoglicanos (PGs) estaria inclinado em relag@o ao eixo das fibrilas de colageno
(Vidal, 1980). Este modelo ainda considera a possibilidade de uma interagdo dos
PGs com o acido hialurdnico (Christner et al., 1978) e favorece as interacdes
eletrostaticas das cargas positivas do coladgeno com as cargas negativas dos

GAGs (Vidal, 1963 e 1964). Aproximadamente 13% da birrefringéncia de forma
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dos feixes de colageno de tendbes do calcaneo de ratos jovens é devida a
presenca dos GAGs (Vidal, 1964).

As propriedades mecanicas de uma fibra/feixe dependem da sua
cristalinidade e do seu grau de orientagdo molecular (Zhao et al., 2003).
Provavelmente, as alteragbes nos mecanismos de controle do estado de
agregacao, na orientagdo macromolecular e na cristalinidade dos componentes da
MEC dos tecidos de pacientes e/ou animais diabéticos, comprometem estas

propriedades.

5.3. Coloragdo com Azul de Toluidina (AT) pH 4.0

O AT é um corante tiazinico cujas propriedades O&pticas tém sido
exaustivamente estudadas por inUmeros autores (Bergeron e Singer, 1958; Lison,
1960; Toepfer, 1970). A ligagdo eletrostatica de substratos anibnicos ao AT é
caracterizada pelas reacdes de basofilia e metacromasia e obedece aos principios
atuais da quimica supramolecular (Vidal, 1987 e informagao pessoal, 2003).

A metacromasia, no caso do AT, é um efeito espectral caracterizado pelo
abaixamento do pico original de absorcdo da luz, até muitas vezes o seu
desaparecimento (hipocromismo), simultaneamente ao deslocamento dos maiores
valores de absorbancia para A mais curtos (hipsocromismo). Uma das causas
apontadas para a manifestacdo da metacromasia, € a formagdo de dimeros,

trimeros e tetrameros por empilhamento das moléculas do corante (Lison, 1960),
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sendo que o AT apresenta empilhamento ordenado espontaneo ou induzido por
um biopolimero acido (Vidal, 1963, 1977 e 1987). Os mastécitos possuem
numerosos radicais anidnicos, tais como heparina, condroitin sulfato e GAGs
sulfatados e, que portanto, coram-se metacromaticamente com AT, sendo 6timos
modelos para o controle do fendmeno metacromatico.

Na MEC, a solucao de AT pH 4.0 liga-se aos grupos anionicos dos GAGs
(Lison, 1960; Mello e Vidal, 1972; Silberman e Fromer, 1973). Nos fibroblastos, o
corante se liga aos grupamentos fosfatos livres dos acidos nucléicos, i.e, DNA e
RNA (Vidal, 1987).

Embora, medidas de RO da birrefringéncia avaliada em cortes histol6gicos
tratados por hialuronidase testicular tenham evidenciado a presenca dos GAGs
CS-4-6 na MEC dos tendbes estudados, a coloragdo com pH 4.0 nao pdde
evidencia-las. Sabe-se que o pH da solugdo tampao tem muita importancia nas
coloragdes com AT, assim solugdes com pH 2.5 coram grupos acidos fortes como
os sulfatos e solugdes com pH 4.0 coram grupos carboxilicos. Grupos fosfatos se
ligam melhor ao AT a pH 3.5 (Lison, 1960; Vidal, 1987; Vidal e Mello, 1989).

Fibras de colageno de tendbdes de ratos adultos fixadas por formalina
neutra, embebidas em parafina e tratadas com solugdes de AT a pH 4.0 e 5.0
coram-se metacromaticamente exibindo dicroismo linear negativo nos A de 440 a
620-630nm e dicroismo positivo nos A de 630 a 680nm (Vidal e Mello, 1970; Mello

e Vidal, 1973).



67

A comparagdo entre tenddes de camundongos diabéticos ndo-obesos e
sadios corados com AT a pH 4.0 indica que o diabetes, pelo menos em animais
NOD, nédo causa decréscimo do conteudo de GAGs e nao afeta a capacidade de
ligacdo do corante a estas macromoléculas, ao contrario do que ocorre no
processo de envelhecimento (Mello et al.,, 1979). A capacidade de ligacao do
corante ao substrato é afetada por mudancas conformacionais nas
macromoléculas (Mello et al., 1979). O envelhecimento provoca, além de
mudangas no conteudo de GAGs e talvez na reatividade do corante ao substrato,
modificagbes no nivel de orientagdo macromolecular destas estruturas

polissacaridicas (Mello et al., 1979).

5.4. Método da ConBr — HRP

A concanavalina Br (ConBr) é uma lectina extraida de uma planta
denominada Canavalia brasilienses (Leguminosae) que apresenta especificidade
similar a Concanavalina A (ConA)(Sanz-Aparicio et al., 1997), ou seja, se liga a
residuos de manose e glicose que estdo disponiveis no substrato (Pimentel e
Vidal, 1990).

Diferentes tipos de coldgeno possuem quantidades significativas de
moléculas de glicose e glicose-galactose covalentemente ligadas aos seus
residuos de hidroxilisina (Pimentel e Vidal, 1990). Estes carboidratos laterais das

moléculas de colageno sao importantes no processo de fibrilogénese (Hay, 1981)
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e na interacao do coladgeno com a superficie celular dos fibroblastos (Goldberg,
1979; Goldberg e Burgeson, 1982).

A interacdo das lectinas com o0s substratos colagénicos depende da
disponibilidade dos residuos de acucares da molécula de colageno (Soderstrom,
1987). A comparacao entre feixes de colageno glicosilados in vitro e feixes
controle sugeriu que: (1) Somente os aclUcares adicionados ao colageno dos
tenddes, durante sua biogénese, permaneceram disponiveis na molécula e (2) que
toda a glicose incorporada pelo processo nao-enzimatico de glicosilacao foi
convertida a produtos de Amadori, i.e., ndo permaneceu disponivel para ligacao
com a ConBr.

A baixa reatividade dos feixes de coldgeno com a ConBr confirma a
existéncia de outras macromoléculas da MEC interagindo com o colageno. A
interagdo dos PGs com os feixes bloqueia os residuos de carboidratos do
colageno com respeito a sua reacdo com ConA (Pimentel e Vidal, 1990), uma vez
que os GAGs dos PGs estdo alinhados paralelamente ao eixo longitudinal das
fibrilas (Vidal, 1980), e também a cadeia polipeptidica do core protéico dos PGs
pode assumir uma conformacao helical com respeito as fibrilas de colageno (Vidal
e Mello, 1984). Ja a interacdo das glicoproteinas com o coldgeno nem sempre
resulta em bloqueio dos residuos de glicose, como ocorre, por exemplo, com a
fibronectina presente na membrana basal dos vasos sangulineos. Claramente a
fibronectina reage fortemente com as moléculas de colageno (Yamada e Olden,
1978; Hynes, 1986), porém esta interacdo nao evita a ligacdo da ConA aos

residuos de glicose dos colagenos tipo | e lll (Pimentel e Vidal, 1990).
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O fato de a reacao ter sido mais intensa no peritendineo deve-se a menor
compactacdo das fibrilas de colageno nesta regido e, consequentemente, do
maior numero de residuos de glicose livres (Pimentel e Vidal, 1990). A
participacao dos residuos laterais de acucar na polimerizacao (Brass e Bensusan,
1976) e na agregacao das fibrilas de colageno (Vidal, 1986), fortalece a idéia de
que nos feixes de colageno tipo | mais compactados, a maioria dos residuos de

glicose nao estao disponiveis para ligagdo a ConA (Pimentel e Vidal, 1990).

5.5. Intumescimento e Extracdo do Colageno

Os testes comparativos nos quais alguns fragmentos de tendao flexor
bovino foram lavados em agua, enquanto outros fragmentos foram lavados em
tampao fosfato em NaCl 0.15 M, confirmaram as suspeitas de que os ions sodio
do tampéao utilizado por Koob e Vogel (1987), poderiam estabilizar os tenddes
através de ligagdes eletrostaticas com grupos anidnicos disponiveis no tecido.
Assim, lavar fragmentos de tecido em agua destilada seria o procedimento mais
adequado para remover 0 excesso de sangue da estrutura a ser intumescida.

A suspeita em questao, surgiu do fato que a adicao de NaCl a uma solugéao
acida contendo colageno cria as condi¢cdes necessarias (pH neutro) para a
reconstituicdo das fibras colagénicas devido ao fato das moléculas desta
glicoproteina conterem todas as informag¢des necessarias para tal reconstituicao
(Piez, 1984; Trelstad e Silver, 1985). Estas informacdes sao especificas de cada

molécula e tornam possiveis os fendmenos espontaneos de auto-reconhecimento,
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auto-associacao e auto-organizacao molecular (Vidal, 1995b). Fibras de colageno
resultam de auto-reconhecimento e auto-associacdo, os quais produzem uma
supraorganizagcao altamente ordenada que define os tenddes como
superestruturas (Vidal, 1969; Whitesides e Grzybowsky, 2002).

Os processos de auto-associacdo e auto-organizagdo envolvem a
informacao temporal e podem apresentar controle cinético (Lehn, 2002), sendo
que é bem conhecida a termodinamica do processo de auto-associacao (a cinética
da energia de ativacdo da associacao do colageno tem sido determinada como
sendo da ordem de 20-50kCal/mol para remocdo das pontes de hidrogénio da
agua capazes de gerar sinais para as células) (Vidal, 1994).

Em termos evolutivos, a auto-organizacao € a for¢ca motriz que possibilita a
evolucdo do mundo biolégico a partir da matéria inanimada. Devido a labilidade
das interacbes que conectam os componentes moleculares de uma entidade
supramolecular, a auto-organizagao permite a selegdo de um dado constituinte
feito de um tipo bem definido de componente a partir de um conjunto de
compostos com todas as constituicbes possiveis, sob a pressdo de fatores
internos e/ou externos (Lehn, 2002).

Da mesma forma que a auto-organizacao depende das propriedades fisico-
quimicas da estrutura, os processos de intumescimento e extracdo também sao
dependentes destas caracteristicas.

A diminuic&do da habilidade de intumescer observada em feixes de colageno
glicosilados pelo diabetes quando comparados ao controle, foi anteriormente

relatada para tenddes de animais velhos como sendo uma conseqiéncia de
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mudangas nos estados fisicos ou quimicos das moléculas de colageno (Kohn e
Rollerson, 1959). Entretanto, o envelhecimento ndo altera as proporcbes de
cadeias a € B do colageno evidenciando que nado ocorrem modificagdes nas
ligacdes intramoleculares dessa glicoproteina (Bakermann, 1964). Assim,
alteracbes nas ligagcdes cruzadas intermoleculares seriam as principais
responsaveis pela diminuicdo das propriedades de intumescimento e extracdo em
acido acético a 3% dos feixes de colageno de animais velhos (Bakermann, 1964)
ou afetados pelo diabetes.

Neste estudo nao foi possivel afirmar que modificacbes no contetudo de
GAGs da MEC dos tendbes poderiam interferir nas propriedades de
intumescimento e extracao do colageno de animais diabéticos, uma vez que tais
modificacbes ndo foram evidenciadas pela coloragdo com AT pH 4.0. Entretanto,
com base nos valores de RO das birrefringéncias, é possivel afirmar que o
colageno de camundongos NOD possui mais ligagdes cruzadas intermoleculares
que o colageno de tendbes da cauda de camundongos sadios.

A solubilidade do colageno em &cido acético a 3% depende primariamente
da extensdo da quebra das ligacdes nao-covalentes e covalentes que nao estao
estabilizadas por ligacées cruzadas aldimina (Reddy et al., 2002). O colageno
glicosilado também € mais resistente a digestao por pepsina em comparacao ao
colageno de animais sadios (Reddy et al., 2002). A solubilizagdo do colageno em
pepsina deve-se essencialmente a clivagem de suas regides nao-helicais. Estas

regides sao conhecidas por conterem ligacdes cruzadas inter e intramoleculares
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(Schinider e Kohn, 1982). A maior fragdo de colageno insoluvel observada nos
feixes de colageno glicosilados, ao compara-los aos feixes de colageno de
camundongos sadios, indica que ha diferencas de susceptibilidade a degradacao
proteolitica entre eles (Reddy et al., 2002).

O colageno soluvel dos tenddes da cauda de todas as amostras estudadas
provavelmente apresenta menos ligacbes cruzadas em comparacao ao colageno
insoluvel. Tem sido proposto que o colageno recém-sintetizado de animais
diabéticos é menos estavel, e dessa forma, sofreria deplecao seletiva (Lien et al.,
1984) e seria menos resistente a extragcdo em acido acético quando comparado ao
colageno preexistente. Pode ser que o colageno recém-sintetizado represente a
pequena fragdo soluvel extraida de tenddes de animais diabéticos. Além disso, o
colageno glicosilado ndo-enzimaticamente por ser mais estavel, provavelmente,
possui menor taxa de remodelagdo que o coldgeno de animais sadios, 0 que

também justifica a grande quantidade de colageno insollvel por ele apresentada.

Em concluséo, os resultados demonstram que a glicose incorporada nao-
enzimaticamente ao colageno foi totalmente convertida a produtos de Amadori,
desencadeando a formacao de ligagdes cruzadas entre as moléculas de colageno.
O aumento no numero de ligagdes cruzadas intermoleculares alterou a ordem
molecular (cristalinidade) e o estado de agregacdo ordenada dos feixes de
colageno, principal constituinte, dos tenddes estudados. Alteracdes relacionadas
ao colageno sao particularmente importantes, uma vez que essa proteina

representa cerca de 30% do total das proteinas do organismo humano, e possui
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inimeras funcdes e ampla distribuicao anatémica. Tais alteracdes comprometem o
metabolismo da matriz extracelular e, possivelmente, a integridade biomecanica

da estrutura.
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TABELA 1:
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Retardos oOpticos, em nm, de cortes histolégicos de tenddes embebidos em agua.

Tratamento estatistico: ANOVA.

Amostra n X SD Amostra n X SD
CcC 60 43.4 2.7 C-HIAL 50 28.0 3.6
TC 78 44.8 5.9 T-HIAL 50 26.7 4.2
C-NOD 60 48.5 6.2 C-NOD-HIAL 50 29.4 438
T-NOD 78 50.7 7.5 T-NOD-HIAL 50 30.2 3.9
C-GLIC 60 53.7 7.3

T-GLIC 78 54.8 10.1

CC = tenddo do calcaneo controle; C-GLIC = tenddo do calcéneo glicosilado in

vitro; C-HIAL = tendao do calcaneo controle tratado por hialuronidade; C-NOD =

tendao do calcaneo de NOD; C-NOD-HIAL = tenddo do calcaneo de NOD tratado

por hialuronidase; TC = tenddo da cauda controle; T-GLIC = tenddo da cauda

glicosilado in vitro; T-HIAL = tenddo da cauda controle tratado por hialuronidase;

T-NOD = tendao da cauda de NOD; T-NOD-HIAL = tendao da cauda de NOD

tratado por hialuronidase. n

média dos RO.

nimero de medidas; SD = desvio padrdo; X
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Retardos Opticos, em nm, de cortes histolégicos de tenddes embebidos em

glicerina pura. Tratamento estatistico: ANOVA.

Amostra n X SD Amostra n X SD
cC 60 8.5 1.9 C-HIAL 50 8.3 1.0
TC 78 11.6 1.8 T-HIAL 50 10.3 1.9
C-NOD 60 11.8 1.2 C-NOD-HIAL 50 10.2 1.6
T-NOD 78 10.4 1.6 T-NOD-HIAL 50 8.4 1.6
C-GLIC 60 11.8 1.7

T-GLIC 78 9.3 1.5

CC = tenddo do calcaneo controle; C-GLIC = tenddo do calcaneo glicosilado in

vitro; C-HIAL = tendao do calcaneo controle tratado por hialuronidade; C-NOD =

tendao do calcadneo de NOD; C-NOD-HIAL = tendao do calcaneo de NOD tratado

por hialuronidase; TC = tendao da cauda controle; T-GLIC = tendado da cauda

glicosilado in vitro; T-HIAL = tenddo da cauda controle tratado por hialuronidase;

T-NOD = tendao da cauda de NOD; T-NOD-HIAL = tenddo da cauda de NOD

tratado por hialuronidase. n

média dos RO.

nimero de medidas; SD = desvio padrdo; X
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TABELA 3:

Andlise dos valores de RO, em nm, de cortes histolégicos de tenddes do calcaneo

embebidos em glicerina pura. Tratamento estatistico: teste ndo-paramétrico de

Mann-Whitney.

Amostra n n'-n? 95% - ClI
C-NOD 11.647

-0.165 0.330-0.661
C-Glic 12.060

W = 3465.5; a = 0.05

C-Glic = tendao do calcaneo glicosilado in vitro; C-NOD = tendao do calcaneo de

NOD; n = mediana populacional. Numero de medidas = 60.
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TABELA 4:

Intumescimento dos tendbes da cauda de camundongos apés uma hora de

imersao em acido acético a 3%.

Amostra n Z

Nao-diabético 2702.0 2.45

NOD 1173.3 0.06

glicosilado 366.5 -2.51
P =0.008

n= mediana de intumescimento dos tenddes. NUmero de caudas = 5.
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TABELA 5:
Mediana de pesos em miligramas (mg) dos colagenos soluveis de amostras de

tendbes da cauda de camundongos obtidos apds a extracdo em acido acético a

3%

__CSs+Cl CS
Amostra n y4 n V4
Né&o-diabético 1.15 1.41 1.08 2.82
NOD 0.66 0.06 0.25 -0.37
glicosilado 0.63 -1.47 0.17 -2.45

P (CS + Cl) = 0.250; P (CS) = 0.09

CS = colageno soluvel; CS + Cl = peso inicial correspondente ao colageno soluvel

mais colageno insoltvel; n= mediana. Nimero de caudas = 5.
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GRAFICO 1:

Curvas de birrefringéncia de forma de tenddes do calcaneo de camundongos

controle

— —glicosilados in vitro = = = NOD
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GRAFICO 2:

Curvas de birrefringéncia de forma de tenddes da cauda de camundongos

— —glicosilados in vitro = = = NOD controle
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GRAFICO 3:
Intumescimento de tenddes flexores bovinos apdés uma hora de imersdo em acido

acético a 3%
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GRAFICO 4:
Intumescimento de tenddes da cauda glicosilados in vitro e de camundongos

sadios e NOD apés uma hora de imersao em acido acético a 3%
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peso (%)
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1 A-D: Micrografia dos feixes de colageno de tenddes do calcéneo e da
cauda, sem coloracao e a 45° dos polarizadores, mostrando suas birrefringéncias.
A = tendado do calcaneo de camundongo NOD; B = tenddo do calcaneo de
camundongo BALB; C = tenddo da cauda de camundongo NOD; D = tendao da

cauda de camundongo BALB. Barra: 200 um = 9 mm.

Figura 1 E-H: Feixes de colageno de tenddes do calcédneo e da cauda, sem
coloracao e posicionados perpendicularmente aos polarizadores. Observar a
presenca de ondulagdes (“‘crimp”) ao longo do eixo longitudinal dos feixes. E =
tenddo do calcdneo de camundongo NOD; F = tenddo do calcaneo de
camundongo BALB; G = tenddo da cauda de camundongo NOD; H = tendado da

cauda de camundongo BALB. Barra: 200 um = 9 mm.

Figura 2 A-B: Feixes de colageno extraidos de tenddes da cauda de
camundongos BALB (A) e NOD (B), corados com AT pH 4.0. Notar que os feixes
nao coraram com o AT, entretanto, os fibroblastos tornaram-se evidentes com a

coloracdo. Barra: 200 um = 9 mm.

Figura 2 C-D: Feixes de colageno extraidos de tenddes da cauda de

camundongos BALB (C) e NOD (D), corados com AT e observados por
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microscopia de polarizagdo. O eixo maior dos tenddes foi posicionado a 45° dos
azimutes de polarizacdo. Nestas condicdes observou-se um brilho de cor branca.

Barra: 200 um = 9 mm.

Figura 3: Micrografia de tenddes da cauda de camundongos NOD (A) e BALB (B).
Observar a presenca de mastécitos granulados ( > ) € em processo de
desgranulacdo (—® ) no tecido conjuntivo frouxo dos tenddes. Barra: 100 pm =

10 mm.

Figura 4: Micrografia de feixes de colageno sadios (A e C) e glicosilados in vitro
(B) corados com ConBr. Observar em A e B que o corpo do tenddo das duas
amostras estudadas apresentou fraca reagao a ConBr. Entretanto, no peritendineo

(C) a reacgao foi mais acentuada. Barra: 150 um = 9 mm.
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LEGENDA DOS ANEXOS

Anexo 1: Anova para tenddes do calcaneo de camundongos NOD versus
tenddes do calcaneo glicosilados in vitro. Medidas efetuadas em glicerina pura

(birrefringéncia intrinseca).

Anexo 2: Anova para tenddes da cauda de camundongos controle versus
tendbes da cauda de camundongos NOD e glicosilados in vitro. Medidas

efetuadas em glicerina pura (birrefringéncia intrinseca).



ANEXO 1:

One-way Analysis of Variance

Analysis of Variance

Source DF SS MS F P

Factor 1 0,00 0,00 0,00 0,995

Error 118 264,11 2,24

Total 119 264,11
Individual 95% Cls For Mean
Based on Pooled StDev
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Level N Mean  StDev ----4--------- e e +--
CNOD 100 60 11,798 1,187 (-------------- S )
CGS100 60 11,800 1,752 (-------m----m- O —— )

e e Hommmmmee- +--
Pooled StDev = 1,496 11,50 11,75 12,00 12,25



ANEXO 2:

One-way Analysis of Variance

Analysis of Variance

Source DF SS MS F P
Factor 2 217,13 108,56 38,06 0,000
Error 231 658,88 2,85
Total 233 876,00
Individual 95% Cls For Mean
Based on Pooled StDev

Level N Mean StDev  -+--------- et e 4mmm-
TC 100 78 11,647 1,842 (-=*-=-)
TNOD 100 78 10,446 1,662 (--*---)

TGS 100 78 9,287 1,549  (---*--)

Pooled StDev = 1,689 90 10,0 11,0 12,0
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Abstract

Cells of the immune system of non-obese diabetic (NOD) mice are resistant to
some factors that induce apoptosis in normal mice. However, it is not known
whether a high resistance to apoptosis is also characteristic of non-immune cells in
NOD mice and whether such changes are directly related to alterations in signal
transduction from extracellular matrix via non-enzymatically glycosylated proteins,
such as collagen. Glycosylated collagen interacts with receptors for advanced
glycosylation endproducts to initiate a series of intracellular alterations that can
modify the cell physiology or the induction apoptosis, as reflected by changes in
the nuclear phenotype. In this work, we used the Feulgen reaction, image analysis,
and the TUNEL test to examine alterations in the nuclear phenotype of fibroblasts
from NOD mice compared with fibroblasts from healthy BALB/C mice, and
assessed indications of apoptosis in these cells. The nuclear phenotype
parameters analyzed were greater for NOD mice, indicating physiological
differences between the fibroblasts of diabetic and normal mice. However, the
TUNEL test was negative for fibroblasts from both groups of mice. These results
indicate a very low frequency of DNA fragmentation, associated with apoptosis in
fibroblasts from NOD mice. In normal mice, the frequency of such changes was

significant.

Keywords: apoptosis, fibroblasts, non-enzymatic glycosylation, nuclear phenotypes
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1. Introduction

Non-obese diabetic (NOD) mice develop diabetes following activation of
multiple recessive loci and alterations in the mechanism of cell death in the
immune system. The percentage of apoptotic cells in the immune system of NOD
mice is 4.5 — 18%, compared to 28 — 61.7% in B6 mice [1]. NOD mice are resistant
to some factors, including cyclophosphamide, that are capable of inducing
apoptosis in other strains of mice [1].

It is unclear whether the high resistance to apoptosis in NOD mice is
restricted to cells of the immune system, or if it is also characteristic of cells in
other systems or tissues. In addition, it is unclear whether there is a direct
relationship between apoptosis and possible alterations in the signal transduction
of the extracellular matrix (ECM) for cells involved in the non-enzymatic
glycosylation of extracellular proteins such as collagen. Hyperglycemia can
generate intracellular osmotic stress through the activity of aldose reductase in the
sorbitol pathway [2]. Senescent dermal fibroblasts are resistant to apoptosis [3, 4],
which suggests that there is some incompatibility between the processes of cell
death and senescence in these cells [5].

The autofluorescence and crystalline aggregation of collagen in diabetic
patients and in animals with experimental diabetes differ from those of non-
glycosylated collagen [6], because of the ability of fibroblasts to produce
metalloproteinases and to form a glycosylated collagen gel [7]. In dermis, the non-

enzymatic glycosylation that accompanies aging may enhance the degradation of
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collagen, and reduce the proliferative capacity of fibroblasts exposed to degraded
collagen in vitro [8].

Collagen interacts with fibroblasts through cell surface receptors to stimulate
a cascade of intracellular events [9]. Glycosylated collagen also interacts with
receptors for advanced glycosylation endproducts (AGEs) to modify the
intracellular concentration of calcium ions. These ions are involved in a series of
intracellular events, including gene transcription [10]. The activity of mitochondria
("apoptotic checkpoint”) and of some endonucleases is also dependent on the
homeostasis of calcium ions [11,12]. Recent studies have proposed that collagen
type VI may represent an extrinsic pathway for regulating the activity of proteins
involved in cell death [12].

In this work, we examined whether diabetes could affect the nuclear
phenotypes of fibroblasts in collagen bundles of tail tendons of NOD mice
compared with fibroblasts of non-diabetic mice. We also examined various aspects

of cell death in tail and calcaneal tendon fibroblasts of these animals.

2. Material and Methods

2.1. Animals

Ten female NOD mice (16 weeks old and in the fourth week of diabetes)

and 10 female BALB/C mice (controls) of the same age were obtained from the



108

University’s breeding colony. The mice were housed individually with free access
to water and food in the Department of Cell Biology until used.

The mice were sacrificed by decapitation and the tarso-metatarsal joints and
tail were removed. The tail tendons were either processed for histological analysis
or were detached from the muscle and bone and fixed in acetic acid:ethanol (3:1,
v/v for 15 min) and then rinsed in 80% ethanol and stained en bloc for Feulgen
reaction.

The tail tendons and tarso-metatarsal joints for histological analysis were
fixed in 4% paraformaldehyde in 0.1M phosphate buffer, pH 7.2, under vacuum, for
2 h. The tissues were then transferred to a refrigerator where they were fixed for a
further 24 h and then rinsed in distilled water for 4 h. The skin was subsequently
removed and the tendons were detached from the muscle and bone.

The tendons were processed for routine inclusion in paraffin and sections
8 um thick were used for the Feulgen reaction and TUNEL test. Sections of

calcaneal tendons were used only in TUNEL test.

2.2. Feulgen reaction

Sections (8 um thick) of tail tendons fixed in paraformaldehyde were treated
with sodium borohydride for 7 min and then rinsed in distilled water. The treatment
with borohydride was used to remove aldehyde groups created during fixation with

paraformaldehyde, thereby moiling a false positive.
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Histological sections and tendons en bloc were hydrolyzed in 4 M HCI for 90
min at 25°C and then rinsed with 0.1 M HCI to interrupt the hydrolysis. The tendons
en bloc were subsequently squashed between a slide and coverslip and then
frozen in liquid nitrogen followed by removal of the coverslip.

The material was then treated with Schiff reagent for 40 min in the dark and
rinsed three times (5 min each) in sulfurous water. After a further rinse in distilled
water and drying, the sections were cleared in xylol and mounted in natural

Canada balsam. The mounted slides were stored in the dark.

2.3. Nuclear image analysis

The nuclei of tail tendon fibroblasts subjected to Feulgen reaction were
analysed using a Carl Zeiss/Kontron image analyzer and software KS 400
(Oberkochen, Munich, Germany).

The preparations were observed with a Zeiss Axioplan 2 microscope
equipped with a Neofluar 40/0.75 objective, a 0.90 condenser and A = 546 nm. The
images were captured with a Sony CCD-IRIS/RGB Hyper HAD videocamera and
relayed to a computer. Under these conditions, 1 um corresponded to 5.77 pixels.
The software supplied geometric, densitometrics and textural data for the nuclei
analyzed. The parameters used in this study included: nuclear area (um?), nuclear
perimeter (um), feret ratio (minimum feret / maximum feret as an indication of the

degree of sphericity of the nuclei), optical density (OD, absorbance) integrated
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optical density (IOD, Feulgen-DNA content), SDtd (standard deviation of the total
densitometric values for the nuclei, or variability of the nuclear absorbance as a
reflection of the variation in the state of chromatin packing), and entropy (E = k.
loge. N, where n = number of informative data). The entropy was calculated in
pixels to provide images of the nuclei. The conversion to a gray scale for
absorbance or transmittance and the statistical comparisons were done using the

Minitab program.

2.4. TUNEL test

The calcaneal and tail tendons fixed in paraformaldehyde were examined for
DNA fragmentation using the TUNEL assay, as described by the manufacturer
(Roche/Amersham). Since the UTP was labeled with fluorescein, anti-fluorescein
antibodies coupled to peroxidase were incubated with 3-3'-diaminobenzidine
(Fluka) for 10 min at room temperature. Counter-staining was done with methyl
green (Merck), followed by rinsing in distilled water. The tendons were air dried and
mounted in natural Canada balsam. Endogenous peroxidase was blocked with 3%
H>O- in absolute methanol for 30 min at room temperature. A negative control was
done by excluding the TdT enzyme from the reaction. Vero cells cultured for 72 h

were used as a positive control.
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3. Results

3.1. Feulgen reaction and image analysis

The Feulgen reaction revealed no morphological differences between the
nuclei of tendon fibroblasts from healthy and diabetic mice. Similarly, there were no
significant differences between the nuclei of histological sections and of
preparations obtained by squashing of the tendons. The fibroblast nuclei were
elongated and thin, and were distributed along the tendons (Fig.1 A-E). Analysis of
the nuclear geometric parameters (area, perimeter and feret ratio) indicated
greater values for nuclei from NOD mice (Table 1). The greater nuclear area and
perimeter were confirmed by non-parametric Mann-Whitney test (nuclear area: n =
23.040 for control mice and 26.400 for NOD mice; perimeter: n = 29.790 for control
mice and 33.460 for NOD mice; a = 0.000). However, there was no significant
difference in the feret ratio of the two groups of nuclei (n = 0.180 for control mice
and 0.180 for NOD mice; a = 0.05). A significant difference was observed for the
OD and IOD values (Table 1) (OD: n = 0.320 for control mice and 0.463 for NOD
mice; IOD: n = 7.100 for control mice and 12.965 for NOD mice; o = 0.000).

When the Feulgen-DNA values were plotted against nuclear areas, four sub-
groups of nuclei were discriminated (Fig. 2 A-B). The subgroup with 10D 1-5
contained fibroblasts undergoing cell death, while the other subgroups

corresponded to fibroblasts with diploid nuclei (5.1-10), fibroblasts in the S phase
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of the cell cycle (10.1-20) and fibroblasts that were possibly polyploid (>20). In the
controls the nuclear area showed a significant positive correlation with the IOD (R-
Sq = 89.2%) that was greater than for NOD mice (R-Sq = 53.6%).

The frequency of tendon fibroblasts undergoing apoptosis in NOD mice
(2.3%) was significantky less than in control mice (38%).

The SDtd and entropy values for NOD mice were significantly greater than

for control mice (SDtd: n = 14.725 for control mice and 22.140 for NOD mice;

entropy: n = 5.660 for control mice and 6.170 for NOD mice; a = 0.000).

3.2. TUNEL Test

TUNEL test was negative for fibroblasts from NOD and BALB/C mice (Fig. 1

F-1) and positive for Vero cells cultured for 72 h (Fig. 1 J-K)

4. Discussion

The results of this work, especially the image analysis of tendons subjected
to the Feulgen reaction, indicated a very low frequency (2.3%) of DNA
fragmentation, probably associated with apoptosis, in fibroblasts of NOD mice
when compared with fibroblasts from control BALB/C mice (38%).

Although the TUNEL test did not detect DNA fragmentation associated with

apoptosis in the fibroblasts of control tendons, the Feulgen-DNA results suggested
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that this phenomenon occurred in the control mice. Recent studies of collagen type
VI have proposed that collagen-cell interactions could be involved in activating the
protein GTPase RAC, which modulates the production of reactive oxygen species
(ROS) in the mitochondria, and in controlling the expression of the Bcl, family of
proteins that regulates the activation of procaspases [12]. The prevalence of
TUNEL-positive nuclei in the retina of diabetic mice is much less than in diabetic
rats [13].

The Feulgen reaction in association with image analysis has been used to
evaluate textural modifications in the chromatin of different cell types [13-19].
Preparations stained by the Feulgen reaction have been used to determine mitotic
and apoptotic indices [20] and to establish the relationships between the cell cycle
and apoptosis [21].

Image analysis of nuclei stained by the Feulgen reaction can reveal changes
in the supraorganization of chromatin [17, 18], and in DNA during apoptosis
[15,19]. Similarly, alterations in the supraorganization of chromatin induced by
stressful conditions such as thermal shock, starvation, exposure to heavy metals,
gamma radiation and viral infection can be detected by the Feulgen reaction in
association with image analysis [14, 22-25}. The degree of ploidy, which reflects
the physiological activity of an organ, can also be assessed by this approach.

The increase in the OD and IOD values, and in the nuclear area and
perimeter in fibroblasts from NOD mice suggested that there were differences in
the nuclear physiological activity of these cells compared to the controls. Such

differences may reflect modifications in the signal transduction of the ECM of these
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cells caused by the non-enzymatic glycosylation of collagen. The interaction of
components of the EMC with cells is an important factor in determining cell
morphology, differentiation, and migration, and in the intracellular movement of
macromolecules [26].

The difference in the correlation between the nuclear area and the 10D
values for control and NOD mice further confirmed that the tendon fibroblasts of
these animals differed physiologically. In addition, the SDtd values showed that the
chromatin of NOD fibroblasts was more heterogeneous than that of the controls.

The fact that there were no visual differences in the nuclear phenotypes
between histological sections and preparations stained en bloc and then gently
squashed indicated that the treatment with borohydride was efficient. The TUNEL
test was not used with the squashed material since this procedure leads to the
rupture of collagen fibers, all of which then stain for peroxidase (B.C. Vidal,
personal observations). Fixation in 4% paraformaldehyde was used here for the
tendons because previous work had shown that this fixative produced the least

interference with the TUNEL test [27].
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Table 1

Image analysis of Feulgen-stained fibroblasts

Mice n Area (um® Perimeter (um) Feret ratio oD IOD SDtd Entropy

X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD

BALB/C 310 22.75 12.76 31.38 1251 0.19 0.07 032 0.05 748 456 1556 551 564 0.47
NOD 129 2855 10.80 3550 1099 0.22 0.11 049 0.14 13.68 4.72 2238 7.92 6.10 0.50

IOD = integrated optical density (Feulgen-DNA values); n = number of cells meaured; OD = optical density; Feret ratio = minimum feret / maximum

feret; SD = standard deviation; SDtd = standard deviation of the total densitometric values for the nucleus; X = mean
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FIGURE CAPTIONS

Fig.1. A-l. Fibroblasts from NOD (A, E, G, I) and BALB/C mice (B-D, F, H) stained
by the Feulgen reaction (A-E) and TUNEL test (F-1). A-G.Tail tendon fibroblasts.
The TUNEL test was negative for fibroblasts. H-l. Calcaneal tendon fibroblasts.
The TUNEL test was negative for fibroblasts. J-K. Vero cells cultured for 72 h and

showing a positive response to the TUNEL test. Bar: 25 um (A, C, E); 100 um (B);

10 um (D, F, G-K).

Fig. 2. Relationship between the nuclear area and the integrated optical density
(IOD) values for Feulgen-stained DNA in tendon fibroblasts of BALB/C (A) and
NOD (B) mice. 0-5 = subgroup of fibroblasts possibly in cell death, 5.1-10 =
subgroup of fibroblasts with diploid nuclei, 10.1-20 = subgroup of fibroblasts in S

phase of cell cycle, 20-30 = subgroup of fibroblasts with possibly polyploid nuclei.
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CONCLUSOES GERAIS

A glicosilacdo realizada in vitro mostrou-se mais eficiente do que a
glicosilagao in vivo observada em camundongos NOD na quarta semana de
expressado do diabetes.

A glicosilagao nao-enzimética do coladgeno aumenta o nimero de ligagcbes
cruzadas intermoleculares. Com isso, as fibras de colageno se tornam mais
alinhadas, estaveis e com condigbes de empacotamento molecular mais
intensas quando comparadas ao controle.

As alteragdes de birrefringéncia intrinseca provocadas pelo diabetes
evidenciam a ocorréncia de modificacdes nos niveis de cristalinidade do
colageno.

O passo da hélice do colageno influencia nas alteragdes de cristalinidade
induzidas pela glicosilagao nao-enzimatica decorrente do diabetes.

Em tenddes de camundongos NOD, a glicosilacdo nao-enzimatica
decorrente do diabetes ndo causa decréscimo no conteudo de
glicosaminoglicanos da matriz extracelular e ndo afeta a capacidade de
ligacédo do corante azul de toluidina pH 4.0 a estas macromoléculas.

Toda a glicose incorporada ndo-enzimaticamente, pelo processo realizado
in vitro, aos feixes de colageno de tenddes da cauda de camundongos foi
convertida a produtos de Amadori, i.e., ndo permaneceu disponivel para

ligacdo a Concanavalina Br.
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e O tampao fosfato em NaCl que, freqlentemente, é usado para lavar
fragmentos de tecidos a serem intumescidos introduz falsas estabilizagées
ao tecido através de ligagbes eletrostaticas com grupos anidnicos
disponiveis no tecido.

e Feixes de colageno glicosilados in vitro ou pelo diabetes sdo mais resistente
a extracdo em acido acético a 3% quando comparados aos feixes de
colageno de animais sadios.

e O aumento nos valores de OD e |IOD, na area e perimetro nuclear e nos
niveis de ploidia mais as diferencas de dependéncia da area nuclear em
funcdo da |OD observados em fibroblastos de camundongos NOD
evidenciam a existéncia de diferencas na atividade nuclear destes em
relagéo ao controle.

e A cromatina dos nucleos de fibroblastos de camundongos NOD é mais
heterogénea em relagdo ao controle.

e Os dados referentes a andlise de imagem de tenddes submetidos a reagao
de Feulgen, indicam uma freqiéncia muito baixa de fragmentacdo de DNA,
provavelmente ligada a apoptose, em fibroblastos de camundongos NOD e

nao identificavel com o teste de TUNEL.

O diabetes alterou a ordem molecular (cristalinidade) e o estado de
agregacao ordenada dos feixes de colageno, principal constituinte, dos tenddes

estudados. Alteracdes relacionadas ao colageno sao particularmente importantes,
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uma vez que essa proteina representa cerca de 30% do total das proteinas do
organismo humano, e possui inumeras funcdes e ampla distribuicdo anatomica.
Tais alteracbes comprometem o metabolismo da matriz extracelular e a
transducao de sinais do colageno para os fibroblastos que, entdo, tendem a
adequar seus mecanismos de sintese e exportacdo ao estimulo recebido.
Modificagbes nos mecanismos de sintese e exportacdo dos fibroblastos se
refletem no fendtipo nuclear e no indice apoptoético dessas células, e prejudicam a

integridade biomecéanica do tecido e da estrutura.
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