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Resumo

O presente trabalho é composto de dois estudos, 0 primeiro que trata a respeito da
anlise da morte celular por apoptose em células fibroblésticas em culturas confluentes e o
segundo, sobre a influéncia do substrato a base de colageno tipo I hiperpolimerizado no
crescimento e apoptose de células fibroblasticas cultivadas por longo periodo.

As células BHK21 em apoptose, submetidas a reagiio de Feulgen ¢ a seguir a
analise de imagem, demonstraram menor conteido de DNA, representado pela diminui¢do
dos valores de IOD (densidade optica integrada). Apos a reagdo de Concanavalina A (Con
A), os nucleos apoptodticos exibiram uma maior positividade de reagdo que os nicleos
normais, o que demonstra a presenga de glicoproteinas, possivelmente da matriz nuclear,
rearranjadas e complexadas ao DNA do nucleo apoptotico. O arranjo ordenado da
complexacdo de glicoproteinas ao DNA foi confirmado através de coloragdo com AT-
CEC (azul de toluidina-concentragdo critica de eletrolitos), a qual diferencia DNA de
RNA, seguida por observagdo em microscopia de polarizagdo.

Células fibroblasticas V79, submetidas a reagio de Feulgen e estudadas por analise
de imagem, mostraram em culturas confluentes trés fenotipos diferentes classificados
como normal, suspeito de apoptose e apoptético. Tal classificaggo foi feita aliando analise
morfolégica e avaliagio de parametros como conteudo de DNA (IOD), condensagio
cromatinica em termos de densidade éptica e medidas de area nuclear. Nossos resultados
revelaram que a condensago cromatinica aumentou quando comparados os trés fenotipos
entre si. Foi observado decréscimo nos valores Feulgen-DNA em células apoptoéticas e em
células suspeitas de apoptose, revelando-se perda de DNA. Em conclusio, destacou-se a
importincia do método utilizado para caracterizar fases iniciais do processo apoptotico € a
possibilidade de diagnéstico inequivoco de apoptose, ao utilizar esta metodologia, desde
que associada a outras, quer citoquimicas, imunocitoquimicas ou bioquimicas.

No tltimo estudo, células fibroblasticas V79 foram cultivadas em substrato de
colageno tipo T hiperpolimerizado. Este substrato apresenta caracteristicas especiais de
auto-agregagdo e € uma estrutura ordenada que mimetiza a estrutura apresentada pelos
tend&es in vivo. O cultivo celular de longa duragio sobre este substrato foi caracterizado
por analise de proliferagiio, diferenciagdo e morte celular por apoptose, comparado ao
crescimento das células sobre laminulas. A reagiio de Feulgen, associada 2 analise de
tmagem demonstrou que as células apresentaram um aumento no contetido de DNA ¢ da
condensagdo cromatinica quando crescidas em substrato colagénico. A proliferagio das
células V79 sobre colégeno foi menor, refletindo uma fase de laténcia neste substrato e
apds o método de TUNEL, especifico para detecgio de apoptose, observou-se que a
morte celular ocorria, porém em tempos de cultivo superiores aqueles observados para
células que cresceram sobre laminula. Demonstrou-se que o substrato colagénico altera o
desenvolvimento proliferativo e metabélico dos fibroblastos, caracteristicas que sugerem a
diferenciagio celular, e também atrasa, mas nio previne 0 processo apoptotico.




Summary

This work can be divided in two studies, the first concerned on analysis of cell death
by apoptosis in a confluent fibroblast culture and the other deals with the influence of
hyperpolimerized type 1 collagen gel on the growth and apoptosis of fibroblast cells in a
long-term culture.

BHK 21 cells in apoptosis submitted to Feulgen reaction and image analysis showed
lower DNA content represented by decreasing of 10D values (integrated optical density).
After Concanavalin A reaction (Con A) the apoptotic nuclei showed higher positive reaction
than normal nuclei, demonstrating the presence of glycoproteins, possibly from the nuclear
matrix which were disorganized and complexed to the DNA of apoptotic nuclei. The
ordered arrangement of glycoproteins on the DNA was confirmed by TB-CEC (Toluidine
blue-critical electrolyte concentration) which diferentiates DNA from RNA afier polarization
mycroscopy analyses.

V79 fibroblast cells submitted to the Feulgen reaction and image analysis of
confluent cultures showed three different nuclear phenotypes classified as normal, suspected
of apoptosis and apoptotic. This classification were done using morphological analysis and
consideration of parameters such as DNA content (I0D), chromatin condensation in terms
of optical density (OD) and nuclear area. The results showed that chromatin condensation
increased when the three phenotypes were compared. A decrease of Feulgen-DNA values
was observed in apoptotic cells and m cells suspected of apoptosis, revealing loss of DNA.
In conclusion, this pointed out the importance of this method to characterized early phases
of an apoptotic process and the possibility of inequivocal apoptosis diagnosis using this
methodology when associated with others, such as cytochemical, immunocytochemical or
biochemical methods.

In the other aprroach, V79 fibroblastic cells were cultured on hyperpolymerized
collagen type I substrates. The substrate showed special characteristics of self-assemley and
is an ordered structure that mimics the in vivo tendon. The long-term cell culture on this
substrate was characterized by proliferation, differentiation and cell death by apoptosis
analysis when compared to cell growth on coverslips. The Feulgen reaction allied to image
analysis demonstrated that there is an increase in DNA content and in chromatin
condensation when the cells are grow on the collagen substrate. The proliferation of V79
cells on collagen was less than observed for cells grown on a coverslips, which reflects the
latency of this substrate. After the apoptosis specific TUNEL method, cell death was found
to occur after longer culture periods than for cells grown on coverslips. The collagen
substrate alters fibroblast proliferation and morphological aspects, characteristics that
suggest cellular differentiation and the delay of apoptosis but not prevent the prevention of
the apoptotic process.
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I-Introducio
I.1.- A respeito das interacdes célula-matriz extracelular

O desenvolvimento e funcionamento normal dos diferentes tipos celulares
nos organismos dependem de interagdes entre moléculas. A maior classe de
moléculas que regula o desenvolvimento e as fungdes celulares inclui fatores de
crescimento, moléculas de adesdo celular e componentes da matriz extracelular
(MEC) (Reichardt, 1993).

A MEC foi originalmente conceituada com base em aspectos morfologicos
¢ definida como um material estdvel que proveria suporte para células e tecidos. E
composta de grandes classes de macromoléculas tais como colageno,
proteoglicanos, glicosaminoglicanos, glicoproteinas estruturais e elastina, dentre
outros. Os membros de cada classe e familia de moléculas da MEC exibem niveis
de distribuigéio tecido-especifica implicando a MEC no desenvolvimento e fungio
dos tecidos (Roskelley et al., 1995).

As informagdes disponiveis detathando os mecanismos por meio dos quais
a MEC pode controlar esses complexos fendmenos séo ainda escassas atualmente,
entretanto, Vidal (1966 a), em estudo de periodonto, j4 propunha um modelo
enfatizando que as alteragdes de natureza mecédnica eram transformadas em
mensagens bioquimicas e que os feixes de colageno desempenhavam papel central
nesta forma de transdugio de sinal.

De acordo com Vidal (1966 b), dependendo da mudanga do estimulo
mecanico e bioquimico, transformages locais ocorreriam (mudangas metabolicas,
mudanca de concentragdes de glicosaminoglicanos ¢ precursores de colageno),
atuando num sistema de retro-alimentagdo. Tal sistema atingiria o fibroblasto,
estabelecendo modificagdes que manteriam a homeostasia. Caso ocorresse
estimulo que impedisse a homeostasia, como processo inflamatério e trauma,
mudangas locais de natureza bioquimica e biofisica ocorreriam, de forma a

recuperar a homeostasia.
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I-Introdugdo 2

Bissell et al. (1982) descreveram o modelo da reciprocidade dindmica para
interagdes entre célula-MEC. Neste modelo, a célula teria seu metabolismo
alterado devido & a¢io da MEC, ¢ esta apresentaria alteragio em seu equilibrio
composicional devido a produtos secretados pela célula.

A MEQC libera sinais que carreiam informagdes para o nucleo provocando
expressdo génica tecido-especifica. De acordo com Lin & Bissell (1993), o
mecanismo de regulagio de expressdo génica e diferenciacfio iniciaria com a
adesdio da célula as moléculas da MEC, as quais se ligariam a receptores
especificos da membrana plasmatica, desencadeando mudangas no dominio
citoplasmatico dos receptores. Esse dominio, uma vez ativado, tornaria a causar
uma associagio apropriada nas proteinas de contato focal e multiplicaria a
fosforilagdo de outros componentes intracelulares. Estas mudangas culminariam no
rearranjo do citoesqueleto, o qual conectado com o nicleo desencadearia uma
interagio diferencial da cromatina com a matriz nuclear ou uma ativagdo
diferencial dos fatores de transcrigéo.

Em suma, o modelo da reciprocidade dindmica sugere que informagdes
estruturais e bioquimicas promovem a interagfo entre o interior da célula e a MEC
e que a transferéncia de informagdo bidirecional eventualmente resulta em fungdes
teciduais e células diferenciadas como descrito por Vidal, 1967.

A morfogénese é regulada molecularmente pelo conjunto harménico dos
constifuintes da MEC e fatores de transcrigio, de crescimento e de diferenciagéo.

Tais componentes associam-se formando uma malha que envolve e confere
propriedades mecanofisioldgicas aos tecidos (Vidal, 1989, 1993).

A expressdo final de uma informagio genética pode ser regulada portanto,
por componentes da MEC, e a diferenciagfio especifica do tecido ¢ influenciada
pelo substrato ao qual a célula est4 aderida (Kleinman ef al., 1981).

A MEC é responsavel pela regulagdo do fendtipo diferenciado das células e

este processo ocorre através de sitios de ligagdo celulares presentes em
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Fintrodugdo 3

elicoproteinas da MEC e por meio de receptores de superficie celular especificos
para a MEC (Ruoslahti & Pierschbacker, 1987). A descoberta de proteinas de
ligagdo 4 MEC, na superficie celular, foi a prova inicial para o reconhecimento do
intercambio entre MEC e citoplasma.

A adesdo das células A MEC é um passo basico para a proliferagéo in vitro
de alguns tipos de células e este processo, como descrito anteriormente, envolve
uma série de interagdes complexas entre os elementos do citoesqueleto e da matriz
extracelular (Singer et al, 1988), via receptores especificos, denominados
moléculas de adesdo celular, presentes na membrana celular (Lee, 1992).

O processo de adesdio da célula a MEC regula uma pletora de atividades
celulares. Estd intimamente relacionado a migragdo celular, principalmente se
forem considerados os processos de desenvolvimento, cicatrizagdo ¢ metastases
tumorais. Segundo Ruoslahti & Obrink (1996), existem 2 tipos especiais de
adesdo: a adesio célula-célula, onde ligagdes fisicas sdo formadas entre células
adjacentes e a adesdo célula-MEC, onde ligagdes ocorrem entre células e proteinas
de adesio da MEC. Varias familias de moléculas de adesfio, algumas com um
grande nimero de membros, tém sido descobertas e caracterizadas.

A adesio celular aos componentes da MEC depende de receptores
transmembranosos, pertencentes a familia das integrinas. As integrinas sdo
heterodimeros de associacdo nio-covalente entre as suas subunidades o ¢ Be
atuam como receptores de transdugdo de sinal para o interior da célula, que
reorganiza o citoesqueleto, alterando a forma celular, modificando a transcrigdo,
traducdo e a secregdo de proteinas (Carter, 1990).

Os receptores de adesdo celular e seus ligantes também propiciam tragio e
estimulo para a migragdo celular. Este processo depende de um delicado balango
entre a capacidade de adesdio e deslocamento celular. Em geral, a maioria das
moléculas de adesdo é capaz de mediar a migragio celular e muitas células podem

usa-las potencialmente para translocagéo.
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Existem varios mecanismos que explicam o processo de motilidade
direcional in vitro, embora ndo se satba o quanto esses mecanismos sejam
operantes in vivo. Entretanto, quando se considera a inter-relagio entre colageno,
adesio e motilidade celular, deve-se citar 0s mecanismos de quimiotaxia,
haptotaxia ¢ contato direcional (Postlethwaite, 1978).

As células em processo migratorio podem fomar contato com outras células
e uma paralisagio contato-mediado pode ocorrer, culminando num pProcesso
denominado inibicdo por contato. Nos fibroblastos migrantes, o contato celular
resulta em uma rapida formagdo de feixes de filamentos de actina
submembranosos nas rtegides de contato focal (Klymkowsky & Parr, 1995).
Portanto, todos os tipos de receptores de adesdio podem engatilhar ¢ inibir a
migragio. Uma dada célula, em uma dada situagdo, permanece estacionaria ou
migrarda na dependéncia da cooperagdo e do intercambio entre os diferentes
receptores de adesdo.

H4 muito vem sendo reconhecido que muitos tipos celulares normais
requerem adesio ao substrato para entdo crescerem ¢ esta dependéncia de
ancoragem ¢é reduzida em células malignas transformadas (Folkman & Moscona,

1978). Trabalhos recentes indicam que c¢lulas dependentes de ancoragem que
crescem em suspensio apresentam interrupgdo na fase Gl e sofrem uma falha na
indugdo de ciclina A, o que pode ser responsavel pela parada de crescimento
(Guadagno et al., 1993).

A maior limitacdo da técnica convencional de cultura de células € o fato de
que, neste sistema, as células, diferentemente da situagiio in vivo, prohiferam in
vitro como uma cole¢do de células individuais sobre a placa de cultura. Porém,
varios estudos in vitro demonstraram que o substrato sobre o qual as células sdo
cultivadas podem alterar a forma celular e a resposta proliferativa a varios fatores

mitogénicos, de maneira interrelacionada (Vlodavsky et al., 1980).
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Varios agentes como a polilisina, plasma e fibrinogénio, fibronectina e
varios tipos de colageno sio utilizados como substrato e t€m induzido diferentes
efeitos, dependendo do tipo celular considerado (Vlodavsky et al., 1980).

Para experimentos in viiro, o colageno, dentre os constituintes da MEC,
tem sido o mais utilizado como substrato para adesfio e crescimento de células
dependentes de ancoragem.

O colageno ¢ uma proteina da matriz extracelular presente em todos os
animais multicelulares (Fxposito et al, 1991), sendo a mais abundante na
natureza. Apresenta propriedades fisico-quimicas peculiares e por isso ocupa um
papel central na MEC, onde freqiientemente participa da estrutura, formando um
esqueleto, ao qual se associam outros componentes da MEC (Mc Carthy et al,
1996).

O colageno é a proteina que mais responde as forgas de tensdo mos
diferentes tecidos e, devido as propriedades reoldgicas de suas fibras, atua
complexando-se e interagindo com outras macromoléculas (glicosaminoglicanos ¢
proteoglicanos) que exercem grande influéncia na MEC, em virtude da capacidade
higroscopica. (Mc Carthy er al., 1996). Alguns tipos de colageno, além de
facilitarem a adesdo e migracdo celulares, formam estruturas tipo “andaime”, as
quais mantém as células em locais determinados nos tecidos, como por exemplo,
nos tecidos conjuntivos dos diferentes orgaos.

Atualmente estdo descritos 19 tipos de colageno que sio caracterizados por
pardmetros bioquimicos e de distribuigio em tecidos (Van Der Rest & Garrone,

1990; Exposito ez al. 1991; Mayne et al., 1993).

Para estudo da fungiio da superfamilia colagénica, diferentes enfoques
podem ser dados. Em termos moleculares, os estudos da expressdo colagénica em
reparo de cicatrizagdo e fraturas fornecem novas visdes, no que diz respeito as
fungdes desempenhadas pelo colageno na formagdo tecidual e na remodelagdo

(Reichenberger & Olsen, 1996).
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Com outro enfoque, esses diferentes tipos de colageno podem ser
utilizados, para experimentos in vitro, como substratos que sao constituidos de
complexos supramoleculares desta proteina (Ehrmann & Gey, 1965; Elsdale &
Bard, 1972; Klebe, 1975; Rubin ef al., 1978; Schor & Court, 1979; Schor, 1980;
wada & Vidal, 1991). Portanto, a natureza do substrato ¢ particularmente
importante e deve ser considerada nos estudos em que s¢ utiliza esta proteina
como substrato.

O reconhecimento celular ao colageno é um processo complexo que
envolve multiplos receptores na superficie celular. Neste sentido, a adesfo celular
ao colageno ¢ semelhante ao principio de adeséo celular a outros componentes da
MEC como a fibronectina, laminina, trombospondina, entre outros (Mc Carthy ef
al., 1996).

Sabe-se que a adesdio e o crescimento de células sobre ou no substrato
colagénico podem afetar o fendtipo celular, incluindo forma e polaridade
(Gospodarowicz ef al., 1978, Madri et al., 1988; Zuk ef al., 1989; Norris et al.,
1990), bem como a morfogénese ¢ a diferenciagdo celular (Chambard et al., 1981;
Andujar et al., 1992).

Alguns tipos celulares apresentam pronunciada especificidade a cada tipo
de colageno, e suas caracteristicas de adesdo e diferenciacdo ficam comprometidas
pela forma na qual o colageno estd organizado molecularmente para formar o
substrato (Grinnell & Minter, 1978; Murray et al., 1979; Schor & Court, 1979).

O coldgeno na forma de gel tridimensional foi extensivamente estudado ¢
atualmente é bastante utilizado. A valorizagdo deste tipo de substrato ¢ devido ao
fato de que géis 3D proporcionam um ambiente similar as condigdes in vivo,
comparado as placas convencionais de cultura (Grinnell, 1994; Middelkoop et dl.,

1995).

O colageno ocorre naturalmente como um biopolimero que apresenta

propriedades que sdo ditadas por sua estrutura secundaria e terciaria. A



-imirodugdo 7

possibilidade de regular a associagdo do coligeno em substratos 3D permite uma
oportunidade anica de avaliagdo da influéncia deste substrato na forma e fendtipo
celular (Mc Carthy er af., 1996)

Schor & Court (1979), verificaram respostas celulares diferentes ao
substrato formado de colageno nativo e desnaturado. Neste experimento, células
cultivadas sobre colageno nativo aderem-se a ele e t€m um crescimento melhor, na
auséncia e na presenca de soro fetal bovino, quando comparado ao uso de
colageno desnaturado como substrato, sendo que a presenga do soro fetal bovino ¢
fundamental para adesdo ao substrato.

Fibroblastos cultivados sobre colageno tipo 1 rapidamente migram para o
interior do gel e se tornam alongados, enquanto células epiteliais permanecem no
topo e se tornam polarizadas morfo-funcionalmente, demonstrando que a MEC
causa profundos efeitos na morfologia celular (Schor, 1980).

O colageno mostrou-se modulador da expressdo celular fenotipica de véarios
tipos celulares ja diferenciados. Por exemplo, as células mamarias epiteliais de
ductos reorganizam-se em tubos semelhantes a ductos (Montesano er al, 1983).
Células endoteliais reconstroem vasos sangilineos na presen¢a de coldgeno como
substrato (Ormerod & Rudland, 1988), condrocitos desagregados proliferam em
géis de colageno 3D, formando condroide (Mc Clure et al, 1988), e células
musculares esqueléticas de aves formam miotubos altamente contracteis em um
sistema de cultura com colageno como substrato (Vandenburgh et al., 1988).

Culturas celulares musculares esqueléticas de longa duragio sobre o
substrato de matrigel apresentam viabilidade aumentada devido a maior adesdo e
também iniciacdo espontinea de atividade celular (O’Malley et al., 1996).

Maria & Wada (1997), descreveram a formacdo de uma estrutura
semelhante a um tecido conjuntivo frouxo in vitro resultante dos processos de
adesdio, proliferagdo e migragio de células fibrobasticas Vero em substrato

colagénico tipo I hidratado. Foi observado também o processo de contragio nesta
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cultura de longa duragfio, o qual mimetizou uma estrutura semelhante a derme.
Estes fatos sdo relevantes devido a possibilidade de utilizagdo de substratos
colagénicos contraidos por fibroblastos em transplantes e destes ferem sido
reintegrados com sucesso com equivalentes dérmicos (Xu ef al., 1998).

Materiais a base de colageno sdo promissores neste sentido. Um importante
critério a ser respeitado ¢ o da biocompatibilidade do material, uma vez que
deveria evitar a producdo de sérias reacdes citotdxicas ou imunoldgicas em
implantes. Materiais colagénicos produzem resultados satisfatérios em implantes e
substitutos dérmicos também sdo capazes de guiar as células para a area de reparo
e funcionam como substrato para fibroblastos, os quais podem sintetizar outros
elementos de MEC (Middelkoop et al., 1995).

Outra importante caracteristica dos géis de colageno € que eles podem ser
reorganizados por fibroblastos. Este processo de remodelagio do substrato resulta
na contracdo do gel e tem sido comparado ao processo in vive de contragdo na
cicatrizagio (Elsdale & Bard, 1972). Embora o mecanismo de contragfo ndo tenha
sido completamente elucidado ainda, sabe-se que a eficiéncia do processo depende
do tipo celular e da integridade do citoesqueleto, mas ndo da degradagdo
colagénica. O soro suplementado ao meio de cultura ¢ também um fator
otimizador do processo e a contragdo é proporcional a concentragfio de soro
(Andujar ef al., 1992; Maria, 1994). O fenomeno de contragdo reflete processos
fisiologicamente relevantes, tais como cicatrizagfio ¢ erup¢o dentaria (Bellows e/
al., 1981).

O estudo das interagdes células-MEC, mais especificamente, fibroblastos e
colageno tipo I é um modelo de pesquisa que faz alusdo aos processos de
desenvolvimento do tecido conjuntivo, cicatrizagdo, fibrose e metastases tumorais.
Revela também a importancia das pesquisas sobre a influéncia que a geometria, a
supraorganizagdo ¢ a ordem molecular das fibras possam ter sobre as respostas

celulares. Dentre os varios comportamentos celulares resultantes dessas interagdes,
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a morte celular programada, como influenciada pela presenga de colageno, merece
ainda ser melhor investigada, razio pela qual é objeto de estudo do presente

trabatho.

1.2. Morte Celular

Apoptose € um tipo de morte celular que ocorre através de um processo
fisiologico em oposigdo a morte celular por necrose, que ¢ também chamada de
morte celular acidental, a qual € associada a injiria celular ou tecidual. Apoptose e
morte celular programada se referem a fendmenos distintos e nio sindnimos,
embora muitos autores o fagam indiscriminadamente (Martin, 1993).

A morte celular programada refere-se a um evento funcional que descreve a
morte da célula tal como ocorre em processos de embriogénese, metamorfose,
mnvolugdo de tecidos ¢ orgdos horménio-dependente. Por outro lado, segundo Kerr
e colaboradores (1972), apoptose é um termo que descreve um tipo de morte
celular que apresenta caracteristicas morfoldgicas estereotipadas.

Em algumas instancias, apoptose representa realmente morte celular
programada, porém a reciproca ndo se aplica, isto é, que morte celular programada
seja apoptose. Por exemplo, a morte celular que apresenta caracteristicas
morfologicas ¢ bioquimicas de apoptose pode ser induzida por uma ampla
variedade de drogas citotoxicas e também por estimulos fisicos. Esses exemplos
sfo claramente ndo programados, pois o tipo de morte desencadeado representa
uma resposta celular as mudancas ambientais (Martin et a/., 1994).

Diferentemente, a necrose € causada por uma falha geral da regulacdo
homeostatica apos injuria. A necrose e a apoptose podem ser distinguidas segundo
critérios morfoldgicos e bioquimicos (Kerr et al., 1972; Kerr et al., 1994; Kerr et

al., 1995), os quais serdo descritos mais adiante.
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QOcorréncia

Além de ocorrer promovendo a homeostasia, a morte celular por apoptose
tém sido mostrada como resultante de diferentes estimulos, os quais numa lista
parcial, incluem exposigdo a agentes fisicos (radiagfio ionizante, hipertermia) e
toxicos (azidas, peroxido de hidrogénio) e infec¢des virais (Arends ef al., 1990).
Varios desses fatores tém em comum a propriedade de alterar o ciclo celular
(Ucker, 1991).

A morte celular programada ocorre em circunstancias como da modelagdo
embriondria e do tecido fetal, desde a fase de blastocisto e da formagao do sistema
nervoso central; na metamorfose de insetos ¢ também na regressdo da cauda dos
girinos e na renovagdo celular nos diferentes tecidos; na ontogenia do sistema
imune, onde ocorre morte de clones de células T autoreativas durante a maturagado
do timo e em células B, em centros de auséncia de selecdo positiva antigeno-
dirigida; em células reconhecidas pelos linfocitos T citotoxicos e em células
natural killer (NK). A morte celular hormdnio-dependente ¢ vista em mama, em
processo de lactagdo; na prostata, apos castragdo; no utero, apés o parto; € nos
ovarios, apos ovulagfo. Na cinética de crescimento tumoral também se observa a
apoptose influenciando a taxa de expansdo do tumor por um balanco entre perda e
ganho de células (Wyllie ef al., 1980).

Parte do programa apoptdtico tem sido conservado evolutivamente entre
diversos organismos, tals cOmo vermes, insetos, vertebrados e plantas, ndo
existindo detalhes que diferenciem o processo nestes diferentes organismos (Havel
& Durzan, 1996).

A ocorréncia da necrose esta invariavelmente associada a mudangas bruscas
e severas das condi¢des fisiolégicas, como por exemplo, ap0s ocorrer auséncia de
oxigenagdo (hipoxia), falta de suprimento sanguineo (isquemia) e grandes

mudangas de temperatura (hipo e hipertermia) (Contran e/ al., 1994).
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Morfologia e bioquimica

Kerr et al. (1972), em trabalho pioneiro definiram e distinguiram apoptose
de necrose com base em alterag¢des estruturais celulares.

Apoptose é uma forma estereotipada de morte celular ativa, que €
caracterizada morfologicamente pela contragdo da célula, dramatica reorganizagéo
nuclear e pela fragmentagio celular (Wyllie ef a/., 1980).

Os eventos nucleares da apoptose se iniciam com o colapso da cromatina
que se deposita na periferia nuclear. A cromatina pode apresentar-se
progressivamente mais condensada, eventualmente adotando varias caracteristicas
morfoldgicas. Em alguns casos, o miicleo condensa-se em corpisculos densos,
enquanto, em outros, formam-se grupos cromatinicos que se depositam no
envelope nuclear. Ainda em outros casos, a distribuigdo da cromatina adota uma
forma falciforme e condensa-se em apenas uma regido do micleo. Qualquer que
seja o padrdo adotado, o nivel final de condensagdo ¢ dramatico, aparentemente
excedendo qualquer padrio observado na mitose, ou em qualquer outra fase do
ciclo celular (Kerr et al., 1972).

As modifica¢des morfoldgicas iniciais podem ser observadas 4 microscopia
de luz e estio correlacionadas com a fragmentagdo cromatinica em sitios
internucleossomais, como resultado de ativagdo de endonucleases (Wyllie et al,

1980; Arends ef al., 1990). Os grandes fragmentos, de 300 a 50 kilobases, sdo
primeiro produzidos por degradagdo endonucleolitica da supra organizagdo
cromatinica. Os pequenos fragmentos, quando submetidos a eletroforese,
apresentam um tipico padrio de bandas de 200 pares de base, que sdo
correspondentes ao DNA com fragmentos internucleossomais (Brown et al., 1993;

Walker & Siroska, 1994).




1

I-Introdugdo 12

As organelas citoplasmaticas se tornam compactas, © reticulo
endoplasmatico liso se dilata e entdo suas cisternas fundem-se com a membrana
plasmatica, dando a aparéncia de formagdo de bolhas na superficie celular. Os
filamentos do citoesqueleto se rearrajam e as particulas ribossomais se agrupam
em formacdes semi-cristalinas, mas, por outro lado, todas as organelas
permanecem intactas (Wyllie ef al., 1980).

Os poros nucleares redistribuem-se pela superficie dos dominios de
cromatina condensada e acumulam-se entre eles (Wyllie ef al., 1980; Lazenbnik et
al., 1993). Esse movimento dos poros sugere que estes ndo estejam restringidos
pela associagdo com a ldmina nuclear. De fato, a lamina nuclear dissocia-se
durante a apoptose (Lazenbnik et al., 1993; Ucker ef al., 1992), porém o envelope
nuclear permanece intacto, de modo diferente do que acontece na mitose. Na
mitose, a dissociagiio da lamina nuclear ocorre por fosforilagdo das subunidades de
laminas, enquanto na apoptose, a dissociagdo ocorre por protedlise (Kaufmann,
1989; Ucker et al., 1992).

Niicleo e citoplasma tornam-se fragmentos de véarios tamanhos, ovais ou
circulares, tipicamente chamados de corpos apopidticas, os quais vdo se
desprendendo da célula. Os corpos apoptoticos sdo reconhecidos por apresentarem
freqilentemente fragmentos cromatinicos, organelas e citoplasma envolvidos por
membrana plasmatica integra. A integridade da membrana plasmatica, apos o
brotamento do corpo apoptético, é assegurada por fusfo. Os corpos apoptoticos
expressam marcadores de superficie, que fazem o rapido reconhecimento para a
fagocitose por células vizinhas e macréfagos. O resultado deste processo € o
desaparecimento das células sem liberagdo do contedo citoplasmatico para o
espago intercelular. Este processo evita a inflamagdio ¢ a auto-imunizagdo do
tecido (Earnshaw, 1995).

Os corpos apoptéticos sdo visiveis a microscopia de luz e eletrénica e se

mostram densos, podendo refletir o actmulo de proteinas desnaturadas. A

£
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desnaturacdo protéica tem sido relacionado ao aumento de Ca™? intracelular, uma
vez que, em alguns casos de apoptose, evidenciou-se o aumento de Ca™ (Kerr e
al., 1994),

Algumas células, tais como timocitos, apresentam somente um COTpo
apoptotico com restrito brotamento celular e nuclear. Em tecidos, corpos
apoptéticos sdo rapidamente reconhecidos por células vizinhas, fagocitados e
digeridos em seus lisossomos. Células epiteliais, bem como células do sistema
mononuclear fagocitario, participam deste processo de remogdo residual. Em
células em cultura, entretanto, corpos apoptéticos ndo sdo fagocitados ¢ assim
entram rapidamente em processo de degeneragdo, que se assemelha a necrose
(Kerr et al., 1995).

A morte celular por necrose apresenta caracteristicas morfoldgicas e
bioquimicas bastante diversas das apresentadas para apoptose. Na necrose, 0
volume citoplamatico e nuclear aumentam, ocorre perda da integridade de
membranas tanto plasmatica, quanto de outras organelas, culminando com a lise
celular. A cromatina ¢ fragmentada aleatoriamente, ¢ ndo em regides
infernucleossomais como 1o processo apoptotico, apresentando um padrio
floculento, quando observado & microscopia de luz. O DNA submetido a
eletroforese apresenta um padrdo caracteristico de arraste, isto €, no formando
bandas eletroforéticas que representam o DNA fragmentado aleatoriamente.
Devido & liberagdio de enzimas lisossomais para o meio extracelular, uma resposta
inflamatéria significante ¢ observada e a fagocitose ¢ feita em sua totalidade por
macrofagos (Kerr er al, 1995). Necrose sempre ocorre em grupos celulares,
enquanto apoptose geralemente ocorre em células 1soladas.

O ciclo celular envolve uma complexa série de passos que sio coordenados
precisamente e que permitem que a mitose seja corretamente completada. A
presenga dos pontos de checagem no ciclo asseguram que cada fase seja finalizada

antes que a proxima fase se inicie (Murray, 1994). Varios autores sugeriram que
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uma interrup¢do no ciclo celular possa causar a morte em células normais €
transformadas (Ucker, 1991) pela expressdo inapropriada de componentes do ciclo
celular, que formam genericamente um conjunto de defeitos letais.

Gerschenson & Rotello (1992) propuseram que a apoptose seja um estagio
final de diferenciagio que requer expressdo de receptores para estimulos que
induzem apoptose. Neste modelo, estimulos suaves desencadeariam o processo
apoptotico por ativagéio desses receptores.

A apoptose ocorreria em 2 estagios fisiologicos: o primeiro seguindo um
sinal, o qual pode ser intrinseco ou extrinseco a célula ¢ esta entraria em uma fase
denominada de condenacdo (latente), que ¢ finalizada por um mecanismo de
transi¢do auténomo da célula para a fase final, denominada de execucdo (ativa); o
outro estado fisiolégico inclui todas as caracteristicas morfologicas mencionadas,
porém ¢ breve (tipicamente 15-60 minutos), mas decisivo. A fase de condenagdo €
grandemente varidvel em tempo de duragdo. Com isto, ¢ impossibilitado o
isolamento de populagdes sincronizadas de células em apoptose, 0 que também
dificulta a caracterizacdio bioquimica de células apoptoticas em fase de transigdo
(Earnshaw, 1995).

Atualmente, a grande contribuigio para o entendimento do processo
apoptoético vem dos estudos genéticos, ¢ a analise molecular do programa de morte
celular demonstra uma série de genes associados.

Existe uma diversidade de fatores internos e externos que podem iniciar a
apoptose, ¢ alguns passos irreversiveis podem ser acionados nos pontos de
checagem do ciclo celular. Varios genes associados ao ciclo celular também
apresentam relagdo com a apoptose, como o gene p33, © qual é supressor de
tumor, e 0 c-myc, que sugere a intima relagdo entre ciclo celular e apoptose (Evan

et al., 1992).
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No processo apoptdtico, ocorre a clivagem de proteinas vitais intracelulares.
As proteases responsaveis por este processo sao denominadas caspases (cytosolic
aspartate-specific cysteine proteases) (Rudel & Bokock, 1997).

As caspases sdo inativas até que um sinal de ativagdo seja dado, iniciando
uma cascata de eventos onde outras caspases sdo proteolicamente ativadas. Este
sinal, como dito anteriormente, pode ser de natureza fisica, quimica, hormonal ou
ser dado por agentes patogénicos (Majno & Joris, 1995). O sinal de indugdo para
ativagio de caspases pode ser regulado por uma séric de citocinas (TNF-o;
FAS/APO-1 ligante; TRAIL/APO-2 ligante) (Patel e7 al., 1996).

Os sinais de supressio do processo apoptotico parecem regular a fungdo
mitocondrial de canais idnicos ou de agua (Petit er al., 1996). Com a perda do
sinal supressor, quando citocinas antiapoptoticas ndo estao disponiveis na célula,
ocorre a falha da manutengio de canais homeostaticos controladores do potencial
ibnico através da membrana mitocondrial interna. BCL, e BCL, sdo proteinas que
formam canais responsaveis pela manutengdo da fisiologia mitocondrial e que,
embora sejam caracteristicas de mitocondrias, podem também estar presentes no
envoltério nuclear e reticulo endoplasmatico. A regulagdo da apoptose esta
centrada na atividade dessas proteinas, que sdo codificadas pelo gene bel-2.

A inibi¢do da atividade de BCL; leva a alteracdio na permeabilidade da
membrana mitocondrial, resultando em liberagdo do citocromo ¢ no citosol. No
citosol, o citocromo ¢ é ligado por uma proteina, Apaf-1, (acronimo para fator de
ativagdo de proteases apoptdtica), a qual se liga a uma determinada caspase
(caspase 9), que ativard outra caspase, otimizando 0 processo (Mello et al., 1998
revisdo).

A inibigdo do funcionamento mitocondrial normal causa o aumento de
volume mitocondrial, com ruptura e liberagdo do citocromo ¢. O aumento de

volume na matriz mitocondrial, faz com que a membrana interna se expanda e se



L-Infrodugcéo 16

fragmente, liberando o citocromo ¢ do espago intermembrana e depois para o
citosol (Petit ef al., 1996).

A expansio dos estudos na éarea molecular mostra que a iniciagdo do
processo apoptotico parece ser dependente de passos de ativagdo e inibigdo génica,
com efeito em cascata, que resulta no balango intracelular entre os fatores letais e
os de sobrevivéncia. A existéncia de mecanismos que inibem, bem como aqueles
que ativam apoptose, sugere que possivelmente todas as células possuam uma
capacidade intrinseca para apoptose. Portanto, se componentes do processo
apoptotico sdo comuns a todas as células, o determinante critico que condiciona se
as células devem morrer ou proliferar depende de mecanismos regulatorios que
determinam se genes devem ser ativos ou repressos (Lewin, 1997).

A ativacdo inapropriada de apoptose pode causar ou contribuir para uma
variedade de doencas, incluindo a AIDS e as doengas degenerativas e/ou

proliferativas, como o cancer.

L3. Interacio célula-MEC e apoptose

Como dito anteriormente, as interagdes célula-MEC sdo importantes
determinantes do crescimento, diferenciagio, desenvolvimento e tumorigénese.
Muitos trabalhos demonstram que esta interagio ¢ responsavel pelo
desenvolvimento celular, principalmente em relagdo a regulagdo de fenotipos de
células diferenciadas (Watt, 1986; Adams & Watt, 1993) e também apresentando
um efeito aparente no aumento do ciclo de vida de fibroblastos sobre colageno in
vitro (Maria & Wada, 1997).

Segundo Boudreau et al (1995), estd claro o papel da MEC como
responsavel pelo controle da expressio génica, influenciando na morfologia,
desenvolvimento e também no programa apoptotico.

Na auséncia de contato apropriado com a MEC, as células entram em

apoptose (Meredith et al., 1993), que resulta de perda de ancoragem,
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demonstrando o papel de sinalizagio mediado por integrina como controlador
deste fenémeno (Frisch & Francis, 1994; Ruoslahti & Reed, 1994; Ruoslahti,
1997).

Quando células V79 sdo cultivadas em laminulas, elas apresentam um
tempo de vida de cerca de 12 dias, sem que seja efetivado o subcultivo ¢
mantendo-se as condigdes 6timas de cultivo. Quando cultivadas sobre colageno,
apresentam uma sobrevida de até 30 dias.

O colageno tipo T hiperpolimerizado foi desenvolvido por Vidal e tem sido
amplamente utilizados em implantes em humanos por Vidal e equipe (Vidal, 1990;
Palma ef al., 1996; Ricetto, 1997). Este gel de colageno hiperpolimerizado
apresenta propriedades reologicas e fibras com ordem molecular que refletem a
autoagregagio ordenada dos tenddes (Vidal, 1995b). Este substrato especial possul
ainda caracteristicas fisicoquimicas que fomecem as células sinais para
reconhecimento e adesfio. Foi descrito que as fibras de colageno apresentam uma
orientagio formando estruturas helicoidais denominadas de crimpes que sdo
arranjos helicoidais observados em tenddo, derme, pericario e corddo tendinoso
(Vidal, 1995b). Apés o processo de extragdo de colageno, o qual € feito por
solubiliza¢Bes e precipitacdes em acido e sais respectivamente, foi provado que
feixes de coldgeno se orientam em grupos, paralelos ao longo eixo do fio de
colageno quando extrudados, mas exibindo varios graus de inclinagdo com
respeito ao eixo principal do fio, isto é, apresentando distribuigdo helicoidal como
em tenddo e na verdade, mimetizando a estrutura fibrilar do tenddo. Este fendmeno
de auto-agregacdo apresenta um padrio de birrefringéncia caracterisitico que

coincide exatamente com aquele descrito para a fibra tendinosa (Vidal, 1995b).
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[.4. Objetivos

1. Caracterizar © processo apoptotico através de métodos citoquimicos,

imunocitoquimicos ¢ de analise de imagem em cultura de células fibroblasticas

V79 e BHK2I.

2. Avaliar o efeito da matriz colagénica, obtida na forma de gel de colageno tipo I
hiperpolimerizado, em células V79 quanto a proliferagdo, a diferenciagdo e a

morte celular por apoptose em culturas de longa duragéo.
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Ti- Material e Métodos
11.1.- Preparo do substrato

O substrato colagénico, em forma de fios hidratados de colageno
hiperpolimerizado, foi obtido através de extragdo de tenddes bovinos e processado
de acordo com o método proposto por Vidal (1995b). Resumidamente, o colageno
tipo I, na forma de gel, ¢ obtido através de extracfio de tenddes bovinos, tratado
através de técnica de alta purificagdo, com a finalidade de serem eliminadas as
porgdes imunogénicas telopeptidicas.

O processo de solubilizagdo do preparado de coldgeno consiste na
refrigeragdo, por periodo de 24 horas, dos tenddes dissecados e imersos em solugdo
aquosa com acido acético 10%, contendo 0,01% de acido cloridrico e 1 mg de
pepsina (Sigma) por grama de tecido. O colageno solubilizado obtido era entdo
reconstituido por meio da adigio de NaCl 10%, até a concentracdo final de 5%. A
seguir, esta solugdo era dialisada prolongada em agua destilada, por periodos de 5-7
dias.

O objetivo deste procedimento foi obter um gel de colageno com
caracteristicas reologicas especificas, importante para © delicado processo de
implante em cobaias, para testes laboratoriais (Riccetto, 1997) ou em pacientes
(Paima ef al., 1996).

Para avaliagdio in vitro deste substrato, o gel de colageno foi reconstituido
na forma de fios e foi obtido através de sua extrusio em agulha de 30 x 8 21G, o que
proporciona uma definida orientagdo das fibrilas obtida devido a forca mecénica
aplicada na seringa (Vidal, 1995). Os fios foram extrudados paralelamente sobre a
laminula e entiio tratados com meio de cultura acrescido de soro fetal bovino, até que
o indicador de pH do meio indicasse estabilidade em pH neutro.

A microscopia de polarizagdo revela que © gel de coligeno tipo 1

hiperpolimerizado utilizado apresenta uma organizagio fibrilar com padrao de




H-Afaterial e métodos 20

organizagio helicoidal, muito semelhante aquele apresentado nos tenddes, 0 qual

foi denominado de crimpe por Vidal (1995a) (Figura 1).

11.2.- Manutencio da cultura

A linhagem celular V79-clone M8 ¢ oriunda de pulmdo de hamster chinés
e foi obtida junto ao Laboratério de Cultura Celular, (Prof. Dra Marcela Haun,
Departamento de Bioquimica, IB-UNICAMP). A linhagem foi mantida em garrafas
de cultura com meio DMEM (meio essencial minimo modificado por Dulbecco),
acrescido com 10% de soro fetal bovino e na presenga de antibidtico (100 U/ml de
penicilina ¢ 100 pg/ml de sulfato de estreptomicina) até atingirem a confluéncia. A
partir dai foi efetivado o subcultivo utilizando-se solugdo de tripsina (0,25%) e novas
culturas foram langadas a partir da original, para manutengfo de estoque.

Os experimentos iniciais deste trabalho foram feitos utilizando-se a
linhagem celular BHK-21, fornecida pelo Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, ¢ foram
mantidas em laboratério sob as mesmas condigdes descritas acima. Esta linhagem
celular estabelecida de células fibroblasticas é oriunda de rim de hamsters sirios
jovens.

As culturas foram mantidas em estufa de cultura em atmosfera de 5% CO;

ea37°C.

11.3.- Cultivo celular sobre substrato colagénico e sobre laminulas

Aliquotas de aproximadamente 100.000 células foram subcultivadas sobre
laminulas dispostas em placas de Petri de 90 mm e coletadas nos tempos de3,6¢e12
dias de cultivo.

O mesmo namero de células foi subcultivado sobre o substrato colagénico,
na forma de fios arranjados paralelamente e previamente preparados e estabilizados
com meio de cultivo, sobre as laminulas dispostas nas placas de Petri de 90 mm. O

material foi também coletado em 3, 6 e 12 dias de cultivo.
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Para analise citoquimica do material em longo cultivo, amostras foram
coletadas até 30 dias de cultivo.

Para o experimento de curva de crescimento e viabilidade celular, placas
Corning estéreis de 35x10 mm (modelo 25000) tiveram toda sua superficie coberta de
colageno e uma aliquota de 58.000 células/placa foi cultivada.

Ambos experimentos foram feitos em triplicata ¢ mantidos com trocas

diarias de meio de cultura.

L4.- Processamento do material para técnicas citoquimicas e fixagio

As laminulas foram coletadas e fixadas com etanol-acido acético (3:1 v/v)
por 1-5 minutos, transferidos para alcool 70% e secado ao ar.

Foi utilizada a fixacdo com formalina tamponada por 30 minutos, seguida
por lavagem em agua destilada, para o material que foi submetido ao “kit-Apoptag”

(Catalog. #: s7100-Kit, edition 1; setembro de 1 995) e para o método de TUNEL.

IL.5. - Coloracgdes citoquimicas
11.5.1. Reacdo de Feulgen (Mello, 1997).

O material foi submetido a hidrélise em HCI 4N a temperatura de 25°C
por 90 min. Apés esse processo, as laminulas foram passadas rapidamente em HCl
0,1N a frio para interromper a hidrélise acida e, entdo, colocadas em camara umida e
protegidas da luz. O reativo de Schiff (Merck) foi entdo gotejado sobre as laminulas e
ai permanecendo por 40 min. A seguir as laminulas foram lavadas em 3 banhos de
agua sulfurosa (HCI IN, metabissulfito de sodio 10% e agua destilada, 1:1:18 v/v/v),
5 min cada. Em seguida, foram lavadas rapidamente em agua destilada, secadas a
temperatura ambiente, diafanizadas em xilol por 15 min, e montadas em balsamo do

Canadé (np=1.54). Esta reagfo permite coloragio especifica de DNA.
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11.5.2. Coloracio com azul de toluidina pH 4,0 ¢ método variante de CEC para
identificacfio de niicleos apoptéticos (AT-CEC) (Mello & Vidal, 1980, Vidal ef al,
1996)

As laminulas foram coradas em solugdo de azul de toluidina 0,025% em
tampdo Mc Iivaine pH 4,0 durante 15 min, lavadas rapidamente em agua destilada,
secadas ao ar, diafanizadas em xilol durante 15 min, ¢ montadas em balsamo do
Canada (np=1,54).

Este tipo de coloragio é utilizado para detecgfio de radicais sulfatos,
fostatos e carboxilados presentes no material.

A detecgio de células apoptoticas foi feita utilizando-se wma técnica
variante de CEC (concentragiio critica de eletrélitos), anteriormente descrita para
diferenciagio de RNA e DNA (MELLO et al., 1993). A cromatina, em diferentes
estados de condensagéio e distribuigo, em micleos apoptdticos, foi observada
corar-se em verde intenso por ter o DNA atingido seu valor de CEC, enquanto a
maior parte dos corpos apoptoticos corava-se em violeta devido a presenca de
RNA (VIDAL ef al, 1996). Desta forma, a identificagdo do fenoOtipo celular

apoptotico € facilitada.

11.6.- Métodos de imunocitoquimica-molecular
11.6.1.- Apoptag in situ apoptosis detection kit, de fabricacdo Oncor™,
Principio do Método

A incorporagio dos nucleotideos formam um heteropolimero aleatério de
digoxigenina-11-dUTP e dATP, numa razdo otimizada para a ligaglio do anticorpo
anti-digoxigenina. O fragmento do anticorpo antidigoxigenina carreia uma enzima
conjugada (peroxidase)} para o sitio de reagdio. A peroxidase gera cataliticamente um

intenso sinal nos substratos cromogénicos que sdo revelados pela diaminobenzidina.
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O sistema imunocitoquimico-molecular é sensivel e especifico para altas
concentragdes de regides terminais 3°-OH, que sdo localizadas em corpos

apoptdticos.

11.6.2. TUNEL ( 7dT-mediated nick end-labeling technigque), segundo Gravieli ef
al. (1992); Rehen et al. (1996).

Trata-se de um método para identificacdo de células individuais que
estejam no processo de apoptose.

Fragmentos 3’0OH terminais de DNA sfo expostos a tratamento
proteolitico, durante 15 minutos, em tampao fosfato 0,1 M contendo proteinase K
(20 mg/ml), e lavados em seguida com tampdo fosfato. Para inativagdo das
peroxidases enddgenas, o material foi incubado, durante 15 minutos, em perdxido
de hidrogénio 3% em PBS e lavado em seguida com PBS. O material ¢ pre-
incubado em tampao TdT (deoxinucleotidil terminal transferase), em temperatura
ambiente, por 30 minutos. O material ¢ incubado em soluglio de TdT, dATP e
biotina-14-dATP (0,5 U/ml; 0,2 nmol/ml ¢ 0,013 nmol/ul, respectivamente). A
enzima TdT ¢ responsavel pela incorporagdo do nucleotideo dATP-biotinilado na
regiio de fragmentagdo 3’ OH terminal, o qual sera detectado por estreptoavidina-
HRP (horseradish peroxidase). Apos a lavagem com PBS, o material pode ser
incubado com peroxidase ABC (Vector) e revelados com DAB (Smg/ml) e entdo
contra-corado em tampdo acetato de sodio 0,1M contendo verde de metila (0.5%).
Alternativamente, o material pode ser incubado com uma solugdo de 1:100
estreptoavidina-Texas Red (Amershan), por 20 minutos & 37°C e, entdo lavado em

PBS e montado com glicerina para analise em microscopia de fluorescéncia.

Observacio- De acordo com a repetitividade dos resultados, elegemos o metodo de

TUNEL para a deteccio de células apoptoticas.



H-Material e métodos 24

IL.8. - Analise de Imagem (Vidal, 1997).

A analise de imagem tem por objetivo detectar, diagnosticar e descrever
caracteristicas texturais ¢ geométricas das imagens obtidas através de técnicas de
microscopias. Neste estudo, foram investigadas imagens obtidas com o método
citoquimico de reagdo de Feulgen para obten¢ao de dados do material nuclear.

A analise de imagem compreende varias etapas. A captura da imagem,
feita por uma camara CCD, que produz sinais analdgicos de voltagem que sdo
proporcionais e correspondentes aos niveis de brilho e de cinza, em diferentes partes
do nicleo celular. Esses sinais sdo convertidos em informagdes digitais, portanto
numéricas, por um processador denominado “frame grabber”. Os valores numéricos
correspondentes variam entre 0 (preto) e 255 (branco).

A conversiio de pixeis a pum foi feita usando-se uma lamina micrométrica
como padrio. A conversio de niveis de cinza a absorbéncia ou transmitincia foi
possivel através de calculos, usando os programas Origin e Minitab para os estudos
estatisticos.

Os niveis de cinza foram convertidos a absorbancias meédias, isto €, em
densidade 6ptica (OD), e os valores de nivel de cinza total foram convertidos a
absorbancia dptica integrada (I0D, valores Feulgen-DNA). Dados sobre drea nuclear
e fator forma também foram escolhidos para analise entre os varios descritores
disponiveis do software.

O equipamento utilizado foi o Global Lab Image, Data Translation, Inc.
System acoplado a um fotomicroscopio Zeiss, usando-se uma objetiva Pol-Neofluar
25/0.60, optovar 1,25, condensador 1,4 e A= 546 nm e, uma ldmpada de 12v ¢ 60w

conectada ao estabilizador.

11.8.- Curva de crescimento
Para analise quantitativa do crescimento foram utilizados dois métodos.

Para ambos os experimentos, as células cultivadas sobre laminulas foram descoladas
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com tripsina. As células cultivadas sobre coldgeno sofreram agio enzimatica de uma
mistura de colagenase 1mg/ml e tripsina, em meio DMEM sem soro fetal bovino, e
entdo, solubilizou-se o gel de coldgeno por 2h com agitagio lenta a 37°C.
Posteriormente, o material foi centrifugado & 500g por 10 min e as células foram

ressuspendidas em meio de cultura para contagem.

11.8.1. Método de exclusiio com corante Azul de tripan

Para o desenvolvimento do método de Azul de tripan, que permite a
contagem celular através da exclusio das células mortas coradas, um volume igual
deste corante em solucfio (0,1% m/v) foi adicionado a uma aliquota de células e
homogeneizado com micropipeta. As células foram colocadas em hemocitometro ¢
células ndo coradas foram contadas. Contaram-se 4 quadrantes e utilizou-se a
seguinte férmula:

n° de células contadas x 2 x 10000 = n° de células/ml

n° de quadrantes contados

onde: 2= fator de diluigiio, e 10000= fator de corregfio da cimera de Neubauer.

11.8.2. Método de coloracio com Vermelhe Neutro

Este método foi usado para estimativa do numero de células viaveis
através da incorporagdo lisossomal do corante em células vivas.

O meio de cultura foi removido e substituido por outro contendo 50 pg/ml
de corante vermelho neutro em meio de cultura, pré-incubado durante 1Zh a 37°C e
filtrado, em membrana Millipore (0,22 pm), antes do uso. Ap6s 4 horas de incubagéo
as células foram lavadas com PBS-Ca® & 37°C para retirada do excesso de corante
nio incorporado pelos lisossomos. O material foi lavado em 1 ml de fixador (1% de
formaldeido v/v e 1% Ca Cl; m/v). A cada placa foi adicionado 1 ml da solugdo

aquosa contendo acido acético glacial (1%) ¢ etanol (50%) para fixar as células e
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extrair o vermetho neutro incorporado nos lisossomos. As placas foram agitadas por

20 min e as absorbancias das solugdes foram lidas em 540 nm (Forsby et al., 1991).

11.8.3. Tratamente estatistico

Para comparagdo dos dados morfométricos obtidos, primeiramente foi feita
uma analise exploratéria dos dados com o objetivo de verificar o tipo de
distribuigio de dados, como por exemplo: normalidade, homogeneidade ou
presenga de dados discrepantes.

Os valores obtidos através de analise de imagem de fenotipos nucleares
foram submetidos a testes estatisticos de andlise de varidncia (ANOVA) ou testes
ndio paramétricos de Kruskal-Wallis, adotando-se o valor de p< 0.001 como nivel
de significincia em ambos os casos. Os programas estatisticos utilizados foram

Minitab e Statistica.
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Figura 1. Fio de coligeno tipo I hiperpolimerizado com 5 dias de didlise e apos
extrusio em agulha, observado & microspia de polarizaciio. A birrefringéncia das
fibrilas de coligeno aparecem orgamnizadas em feixes com padrio de orientacio
preferencial. (a) O longo eixo do fio esta orientado paralelo ao azimute do analisador
e polarizador. A birrefringéncia deve-se a orientaciio fibrilar predominantemente
paralela ao principal eixo do fio. 64x. (b) Notar a textura fibrilar birrefringente do
gel em maior aumento. 420x. (c} O longo eixo do fio ¢é orientado paralelamente ao
azimute. As fibras que estio paralelas ou perpendiculares apresentam a
birrefringéncia extinta. Fibras que estio a 45° sio birrefringentes. 100x (d) Em
verde, observamos cores de interferéncia que refletem a orientaciio tridimensional

das fibras. 160x. (Esta figura apresenta informacdes publicadas por Vidal, 1995b).
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11I-Resultados
II1.1. Anslise citoquimica e de conteiido de DNA de células BHK 21 em

apoptose

A cultura de células fibroblasticas BHK 21 mostrou células apoptoticas
logo apés a confluéneia celular ter sido atingida aos 5 dias de cultivo. Foram
observados 3 fendtipos celulares diferenciados, os quais foram caracterizados de
acordo com o grau de condensagio cromatinica apresentado.

Ntucleos normais, suspeitos de apoptose e em apoptose foram caracterizados
morfologicamente através dos métodos citoquimicos de reagio de Feulgen, AT-
CEC ¢ Concanavalina-A.

Aspectos morfolégicos classicos de apoptose foram encontrados e
destacados por meio da reagdo de Feulgen, quais sejam: nucleos com grande ¢
homogénea condensagdio cromatinica, ou cromatina grandemente compactada ¢
fragmentada disposta as margens do envoltorio nuclear ou ainda nucleos com
cromatina compactada e de aspecto picnotico (Fig. 2 a-¢).

A positividade a Concanavalina-A foi detectada na superficie celular e na
cromatina condensada das células BHK 21 (Fig. 2 ). A ligagdo da Con-A na
estrutura nuclear revela a presenga de glicoproteinas ricas em residuos de manose
e glicose, as quais provavelmente ocupam lugar na matriz nuclear.

A reagfio de CEC-AT revelou o DNA condensado corado em verde e
circundado por RNA metacromatico, o qual aparece em preto na figura indicada
(Fig. 3 a). A cromatina nos nucleos apoptoticos mostrou-se birrefringente quando
submetida & microscopia de polarizacdo (Fig. 3 b).

Os dados de analise de imagem demonstram deslocamento dos dados de
JOD para menores valores nos nucleos apoptéticos (Fig 4B) quando comparado

aos ndcleos normais (Fig.4A).
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Figura 2 (a-e). Células BHK 21 submetidas a reaciio de Feulgen. Diferentes
fendtipos nucleares podem ser observades. Varios aspectos caracteristicos de
apoptose podem ser vistos (setas). Profases e metifases podem ser evidenciadas
(estrelas). Aumento 480x. (f). Nucleos apoptéticos demonstrando forte ligacio

de Con-A a cromatina condensada. 170x.
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Figura 3. (a e b). a. Células BHK 21 submetidas ao métode de CEC. RNA
corade metacromaticamente, aparece aqui em preto. A cromatina condensada
apresenta coloracio esverdeada devido a pouca ligacdo ae AT. (b). Aqui
apresenta-se ¢ mesmo campo da figura (a) visto com microscopia de
polarizacdo. A birrefringéncia do DNA aparece aumentada gragas i
organizacio orientada do cerante AT ligado aos grupos fosfates do DNA.
Destaca-se ¢ arranjo ordenmado da cromatina condensada no processo

apoptético, devido ao grau de ordem molecular, cristalinidade. 160x.
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Figura 4. Histograma de frequéncia dos valores Feulgen-DNA refletidos pela

densidade éptica integrada (IOD) para micleos normais (A) e apoptéticos (B).
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H1.2. Fragmentagiio e perda de DNA em células fibroblasticas V79 estudadas

por reacio de Feulgen e anilise de imagem

As células V79 cresceram exponencialmente e se tornaram confluentes apos
3 dias de cultivo em laminulas. O descolamento destas células confluentes iniciou-
se a0s 6 dias de cultivo e, nesta fase, em regides de contato célula-célula. Apos a
confluéneia, observaram-se as células apoptoticas, que foram bem destacadas
morfologicamente pela reagdo de Feulgen (Fig. 5 a-g). A morte celular por
apoptose foi comprovada pelo método imunocitoquimico de TUNEL (Figura Sh).

Foram observados 3 fenotipos interfasicos em 3(1, [T e ) e 6 (I", II” e II')
dias de cultivo, os quais diferenciam-se no estado de compactagio cromatinica e
na distribui¢do intranuclear. O primeiro fenétipo (1 e I') foi caracterizado por
poucos e pequenos granulos de cromatina condensada entre a cromatina finamente
distribuida por todo o ndacleo. Este fendtipo (confrole) foi predominantemente
encontrado ap6s 3 dias de cultivo (Fig. 5 a, e). Outro fendtipo (I e 117), designado
por nds de suspeito de apoptose, exibia grandes areas cobertas com cromatina
condensada ¢ redugdo na area nuclear quando comparado com o nucleo tipo I
(Figura 5 b, ).

O terceiro fendtipo (111 e 1117 mostrou aspectos morfolégicos de estados de
compactagido cromatinica tipico de apoptose (Figura 5 ¢, d e g). Grumos de
cromatina condensada apareceram distribuidos na periferia nuclear. Nicleos
inteiros, picnoticos, freqiientemente condensados em corpasculos (nicos ou entdo
associados em grupos (Figura 5 ¢,d,f e g), também foram observados.

Os dados de analise de imagem revelaram que os niicleos de tipo Il
exibiam valores Feulgen-DNA (IOD) menores, quando comparados aos niicleos
tipo I e II. Os valores Feulgen-DNA, para os niicleos em 6 dias de cultivo,

apresentaram-se bastante heterogéneos. Ndo existiu um decréscimo gradual para os
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valores Feulgen-DNA, sendo que os nicleos tipo Il apresentaram os menores
valores (Tabela I).

Quando a densidade optica (OD) foi comparada entre os varios nacleos em
3 e 6 dias de cultivo, um aumento gradual foi verificado para cada tipo de nucleo
com o avang¢o da cultura. Concomitante com o aumento de OD, havia um
decréscimo nas areas nucleares (Tabela I).

Uma vez que ocorreu um aumento dos valores Feulgen-DNA nas células
controle (I) em 3 dias para as células controle I, com o avancgo da cultura, foi
assumido ter ocorrido poliploidia nas células V79 nestas condigdes de cultura.

As diferengas enfre os fendtipos nucleares, para os parametros estudados
foram demonstradas estatisticamente (Tabela I) por analise ndo paramétrica,

utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis com nivel significancia de 0.001.
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Figura 5. (a-g). Aspectos nucleares de células V79 submetidas & reaciio de
Feulgen. a-d, h, 3 dias de cultivo; e-g, 6 dias de cultive. Diferentes niveis de
condensacio cromatinica podem ser observados em nucleos tipo I (I°) controle,
I1 (II’) suspeitos de apoptose e III (III’) apoptétices. (h) Método de TUNEL

para identificacdo de nicleos apoptéticos em 6 dias de cultivo de células V79.

Barra=10 pm.
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Tabela I- Dados obtidos para células V79 cultivadas por 3 (L, IT ¢ IIf) e 6 dias (r,

I e III") através de analise de imagem para os descritores analisados.

Fendtipo 10D 8])) Spm’

nuclear

X Sb 1n | X SO =n | X SO q

I(n, 452) | 2620 12.78 2330} 020 0.05 020 132.78 56.25 118.98
Ii(n, 81) |23.01 17.65 14.60; 024 006 022 90.38 5069 70.60
f(n, 52) | 1658 7.57 1537|030 0.09 0.29 63.92 4442 4695
I’(n, 452) |36.80 1854 31.76| 032 0.07 032 | 11539 5232 102.48
(n,11) 2183 596 2252 049 0.05 0.63 | 4576 1341 5145
[II’(n, 45) | 3446 1620 3423 0.68 0.19 048 | 5631 33.05 4872

Densidade optica (OD); densidade optica integrada (JOD); ¢ drea nuclear (8 ;,Lmz); X, média; SD. desvio
padriio; e n, mediana. De acordo com metodo de Kruskal-Wallis, todos os valores apresentam diferencas

significativas (p<0.061).
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[IL.3. Analise da ocorréncia de apoptose em células V79, quando cultivadas em
gel de colageno tipo 1 hiperpolimerizado

Os fibroblastos que cresceram aderidos as laminulas apresentavam
inicialmente um formato arredondado e se tornaram poligonais apés 8-10h do
inicio da cultura. Quando em substrato colagénico, a mudanga morfologica das
células V79, de arredondada para alongada, fol marcadamente retardada e apenas
observada apenas 24h apds o inicio da cultura,

As células V79 cultivadas sobre substrato colagénico mostraram morfologia
tipo fibroblasto apenas apos 24 horas do inicio da cultura, enquanto as cé€lulas
sobre laminula se mantiveram com esta morfologia desde o inicio até atingirem a
confluéneia, a qual se iniciou aos 3 dias de cultivo e se completou aos 6 dias.

As caracteristicas da cinética de crescimento das células V79 em laminulas
e sobre o gel de colageno estdo apresentadas na Figura 6. As curvas de
crescimento, obtidas através dos métodos de incorporagio de corante azul tripan
por células mortas e incorporagdo lisossomal do corante vermelho neutro,
demonstram que as células cultivadas em laminulas proliferam ativamente,
enquanto fibroblastos cultivados sobre o substrato colagénico apresentaram um
crescimento mais lento e atingiram a confluéncia somente em 12 dias de cultivo,
enquanto algumas células sobre laminulas continuavam a proliferar, mas a maioria
j4 estava em processo de morte.

A morte celular por apoptose iniciou-se apds 3 dias nas células sobre
laminulas e a apoptose, neste caso, mostrou-se claramente associada ao processo
de inibigdo por contato observado quando as células estavam confluentes.

As células que cresceram sobre laminulas e aquelas cultivadas em colageno
apresentaram diferengas marcantes de crescimento, principalmente apés 6 dias
(Fig. 7 a,b) e 12 dias (Fig. 7 ¢.d). Estas diferengas foram relativas ao descolamento
celular ou entio sobreposi¢io de células ocorrida em regides de confluéncia, para

cultivo em laminulas. A partir do 12° dia em diante, as células em laminulas ja
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haviam descolado e a cultura no progrediu, provavelmente devido ao processo de
inibicdo por contato que células fibroblasticas dependentes de ancoragem sofrem,
sendo que a confluéncia e a inibigdo por contato s6 ocorreram na periferia e na
superficie dos fios de coldgeno (Fig. 7 d, ).

A apoptose ocorreu em células junto aos fios de colageno apenas apos 12
dias de cultura, principalmente na periferia do gel. Em outras regides do gel, as
células V79 mostraram proliferago, geralmente formando grupos celulares
espathados por toda a superficie do substrato.

Aos 12 dias de cultivo, o fendtipo nuclear das céiulas controle era
caracterizado por picnose ou cromatina fragmentada localizada proximo ao
envelope nuclear, apresentando uma classica morfologia de apoptose. Esta
observacdio foi possivel apos a reagéo de Feulgen (Fig. 7c), a qual destacou tal
morfologia, comprovada como sendo apoptotica, devido a sua positividade ao
método imunocitoquimico TUNEL (Fig. 7 €).

No substrato colagénico, muitas células ndo entraram em apoptose (Fig 7 b,
d), em contraste com as células cultivadas em laminulas. Entretanto, a apoptose
pdde ser observada em regides de auséncia de colageno, porém proximas a este na
laminula.

Aos 12 dias de cultivo, as células apresentaram um formato fusiforme
nuclear e estavam destacadamente mais espalhadas, quando cultivadas em
colageno (7 b,d). Escolhemos este tempo de cultivo celular, tanto na auséncia
como na presenga do colageno, para realizarmos estudos de analise de imagem dos
fenétipos nucleares.

Os resultados de analise de imagem estdo apresentados na Tabela . Deve
ser enfatizado que mudangas fenotipicas celulares no substrato colagénico refletem
os dados obtidos onde o conteado de DNA era maior e distribuido numa area
nuclear menor e, portanto, OD e 10D sio maiores, quando comparados aos valores

apresentados para as células em laminulas (Figs. 8 a. b).
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Os valores de fator forma foram maiores em células V79 na auséncia de
colageno e as células cultivadas em colageno apresentaram um menor valor de

fator forma (Tabela II).
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Figura 6. Curva de atividade lisossomal e curva de crescimento (x 10°) de células

V79 cultivadas sobre laminula (M) e cultivadas sobre substrato colagénico (o).



JH-Resultados 40

Figura 7 . Fenétipos de células V79 submetidas 3 reacdo de Feulgen ¢ ao
método de TUNEL. (a, ¢) Células em apoptose apresentande clissica
morfologia, com grande condensacdo e fragmentacio cromatinica. (b, d)
Células sobre o substrate (seta), mostrando drastica mudanga de fendétipo
quande comparadas as celulas que cresceram na auséncia de colageno. a e b,
células apés 6 dias de cultivo. ¢ e d, células apos 12 dias de cultivo. e e
representam distribuicio de células V79, apos 12 dias de cultive, com
positividade ao métode de TUNEL no controle (¢) e sobre colageno (f). Em f,
distribuicio de células V79 TUNEL positivas, principalmente na periferia do

gel de colageno. Aumento: a, 570x; b, ¢, d, 350x; e, 850x e f, 350x.
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Tabela TI. Parametros de analise de imagem obtidos a partir de células V79
submetidas 4 reagdo de Feulgen, quando cultivadas na auséncia e presenga de

substrato de colageno hiperpolimerizado (n, 263).

Coligeno como 10D oD S(um?) Fator forma
substrato

X SD X SD X SD X SD

ausente 32.02 9.07 033 0.05 98.03 24.17 0.85 0.07

presente 36.52 1951 0.46 0.15 82.65 4085 0.75 0.12

IOD, (densidade dptica integrada/contetiido de DNA); OD, densidade optica; S (um®), drea nuclea, X.
média, SD, desvio padrio. Dados analisados por ANOVA, mostrando que todos os valores apresentam

diferencas significativas (p<0.001}.




II-Resultados 42

Figura 8. Diagrama de dispersio demonstrando relacionamento entre os
valores Feulgen-DNA (10D) e dreas nucleares de células V79 na auséncia de

coldgeno (a) ¢ na presenca de colageno (b).
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IT1.4. Cultivo celular de longo periodo de células V79 em gel de colageno tipo I

hiperpolimerizade

Aos 15 dias de cultivo, toda a superficie do colageno estava coberta por
células e figuras mitéticas, demonstrando a franca prolifera¢do celular, foram
observadas através da reacio de Feulgen. As células V79 também migraram para o
interior do gel de colageno. Nas Figs. 9 (a-d) através de reagéio de Feulgen pode-se
ter uma visfio geral do substrato colagénico preenchido pelas células V79 como
resultado dos processos de migragfio e infiltrago celulares. Foi possivel observar,
através de microscopia de polarizagdo, nicleos fusiformes em fios que se
irradiavam do substrato Figs. 9 (c, d).

Aos 25 dias de cultivo o crescimento celular por toda a superficie
colagénica ainda pdde ser observado. Ao analisarmos o material submetido a
coloracdio com AT, foi possivel perceber que as células V79 apresentavam-se com
morfologia tipicamente fibroblastica, com destaque para os nucléolos e figaras de
mitose corados metacromaticamente (Figs. 10 a-d). Proximo ao fio de colageno
observou-se a proliferagio celular que possivelmente ocorresse por haver
elementos de MEC sendo produzidos pelos fibroblastos. Na Fig. 10 d, em material
submetido a coloracdio de AT, é possivel observar as células em arranjo
semelhante a um endotélio, na auséncia do substrato colagénico.

Aos 30 dias de cultivo, foi observada a proliferagdo celular ativa sobre o
substrato colagénico e também foram observados alguns grupos celulares que se
irradiavam do substrato de coldgeno. Estas células que cresceram na auséncia de
colageno, possivelmente ainda estivessem em proliferagdo pela proximidade ao
substrato colagénico. Porém, a maioria das células que cresceu sobre laminula
descolou-se neste tempo de cultivo (Fig. 10 ¢, f).

O método de TUNEL destacou células em apoptose, principalmente na

regidio periférica do fio de coldgeno aos 30 dias de cultivo. Aos 15 dias cultivo,
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células sobre a laminula se mostraram em apoptose e células sobre o substrato

colagénico nfo apresentaram positividade ao método de TUNEL (Fig.11).
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Figura 9. Células V79 cultivadas em substrato colagénico, submetidas & reaciio de
Feuigen, aos 15 dias de cultivo, demonstrando células sobre a superficie e
infiltrando-se para o interior celular (a, b) a, 64x; b, 100x. Podem ser observados fios
de colageno se irradiando da periferia do substrato colagénico destacado pela
microscopia de polariza¢io (c, d) ¢ e d, 64x . Os nucleos com morfologia mais

alongada podem ser observados nestes fios que se irradiam do cordio de colageno

(setas) (c, d).
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Figara 10. Células V79 cultivadas sobre colageno hiperpolimerizado em longo
cultivo, submetidas a coloracio de AT. Cultivo de 23 (a, b, c e d) e 30 dias (e, f),
demonstrando morfologia tipicamente fibrobldstica neste substrato (a, b) a, 64; b,
100x. Em (c, d) podem ser observados grupos celulares se irradiando da periferia do
fio de coligeno com formaciio semelhante a um endotélio ¢, 64; d, 160x. Células em

apoptose e em divisio podem ser observadas (setas). e e, 100x.
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Figura 11. Células V79 aos 15 dias de cultivo na auséncia de colageno, exibindo
peositividade ao método de TUNEL (a) e sobre o substrato colagénico, nfio exibindo
positividade ao método de TUNEL (b) a, 480x; b, 160x. Aos 30 dias de cultivo, as
células V79 podem ser observadas em apoptose, principalmente na periferia do gel

de coligeno (¢, d) ¢, 100; d, 160x.
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I'V- Discussio
IV.1. Anilise citoquimica e de conteudo de DNA de células BHK 21 em
apoptose. 1V.2. Fragmentaciio ¢ perda de conteddo de DNA em células

fibroblasticas V79 estudadas por reagio de Feulgen e andlise de imagem

A reacdio de Feulgen foi capaz de destacar fenotipos apoptéticos tipicos e
também nucleos considerados suspeitos de apoptose em células fibroblasticas V79
e BHK 21. A analise de imagem confirmou a discriminagdo visual, distinguiu os
nicleos em diferentes niveis de condensagdo cromatinica, durante o Processo
apoptdtico, e demonstrou o decréscimo da quantidade Feulgen-DNA nos nicleos
de células V79.

Deve-se rtessaltar que a reagdo de Feulgen além de possibilitar a
quantificagdio de DNA permite também a avaliagio das mudangas na textura
cromatinica em diferentes materiais, especialmente quando associada a
procedimentos de analise de imagem (Mello, 1989; Mello & Russo, 1990; Mello et
al., 1995 a, b). Esses métodos tém sido muito utilizados para quantificar indices
mitdticos ¢ apoptoticos (Camby er al., 1995) e estabelecer relagdes entre ciclo
celular e apoptose (Wallet et al., 1996).

O decréscimo no contetido de DNA parece resuitar de uma perda mtrinseca
ao processo de fragmentagio durante a apoptose ou entdo ser resultado de
mudangas na estabilidade fisico-quimica do DNA frente a hidrélise acida durante a
reagdo de Feulgen (Mello & Vidal, 1978; Mello, 1997). A hipotese mais razoavel
parece ser a primeira, uma vez que nucleos apoptoticos demonstram perda de
conteudo de DNA, mesmo quando quantificados por procedimentos que ndo
envolvam hidrolise acida, como ocorre especialmente na citometria de fluxo, a
qual ¢ amplamente utilizada para quantificagio de DNA. A perda de DNA,
portanto, ocorre em resposta a fatores inerentes ao processo de apoptose, como a

acdo de endonucleases fragmentando o DNA.
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A presenga de DNA fragmentado por agdo de endonucleases poderia tornar
este DNA mais suscetivel a agiio da hidrolise acida, porém tal efeito ndo se aplica
ao material analisado no presente trabalho. Sabe-se ainda que os nucleos
apoptoticos apresentaram o DNA muitas vezes complexado com proteinas
pertencentes & matriz nuclear, o que proporcionaria mascaramento das regides de
fragmentagfo do DNA pelas proteinas.

Torna-se entdo elucidativo discutirmos a respeito de fragmentagdo do DNA
durante o processo apoptotico, uma vez que, baseando-se neste evento, foram
criados métodos de identificagio que sdo amplamente utilizados, como o método
imunocitoquimico TUNEL, descrite por Gravieli er al. (1992) ou métodos
bioquimicos de identificagio de DNA fragmentado em gel de agarose (Wyllie et
al., 1980).

A deteccio dos fragmentos internucleossomais de DNA tem sido
considerada uma caracteristica do processo apoptotico e fregiientemente tem sido
utilizada como sélido critério para sua detecgdo (Arends et al., 1990; Cohen et al.,
1991: Raff, 1992). Entretanto, ndo ha evidéncias claras apresentadas para se
afirmar que a degradagdo do DNA desempenhe um papel principal na morte
celular por apoptose (Schulze-Osthoff et al., 1994).

Corroborando este fato temos os dados apresentados por Fournel ef al.
(1995) que detectaram a condensagdo nuclear durante 0 processo apoptotico sem
fragmentagdo e também sem decréscimo de conteudo de DNA. Na realidade,
varios artigos atuais tratam da descrigdo de morte celular por apoptose induzida na
auséncia de detectavel fragmentagio do DNA (Cohen ez a/., 1991 Falcien et al.,
1993; Oberhamer et al., 1993; Zamai ef al., 1996).

A existéncia de um grande namero de indutores de apoptose e expressdes
de efeito as quais também podem variar de acordo com o tipo celular considerado,
tém for¢ado a reconsideragdo dos aspectos morfologicos para deteccdo da

apoptose.
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Sabe-se ainda que, mesmo nos estudos que utilizam métodos
imunocitoquimicos especificos para deteccdo de fragmentagdo, langa-se méio da
consideragdo da morfologia apoptética caracteristica do evento para diagnostico
final.

O processo apoptdtico foi reconhecido por Kerr (1972), mas sabe-se
também que, anteriormente a esta data ja se fazia referéncia a este tipo especial de
morte por apoptose (Hockenbery, 1995). Como este assunto s6 foi efetivamente
estudado no final da década de 80, a incerteza quanto a um diagnéstico definitivo
deve-se ao fato de que o estudo da morte por apoptose ainda atualmente ¢
incipiente, embora muito progressivo.

Atualmente, procuram-se utilizar véarios métodos discriminatorios e de
quantificacfo, tais como os citoquimicos descritos por Vidal er al (1996),
imunocitoquimicos (Gravieli et al., 1992), bioquimicos (Wyllie er al., 1980;
Wyllie et al., 1984; Walker & Siroska, 1994), métodos de quantificagdo por
citometria de fluxo (Ferline er al., 1996) e analise de imagem. Utiliza-los
conjuntamente podera proporcionar resultados mais fidedignos.

Citoquimicamente, os nacleos apoptoéticos de células BHK 21 revelaram,
apos a reagdo de AT-CEC, que o RNA metacromatico envolvia o DNA
condensado e que o DNA, nestes nucleos, apresentava birrefringéncia, a qual é
resultado de um arranjo molecular ordenado ¢ do grau de cristalinidade do DNA
no processo de morte.

Conjuntamente, obtivemos uma maior ligagdo de Con-A em estruturas
nucleares em apoptose em células BHK 21, o que revela a presenca de
glicoproteinas ricas em residuos de glicose ¢ manose, os quais provavelmente sdo
pertencentes a matriz nuclear (Vidal et al., 1997).

Concernente a isto, Sodja er al.(1997) explicaram que o relacionamento
entre a dissociacio da matriz nuclear ¢ o colapso da cromatina no processo

apoptotico nfio foram ainda completamente estudados. Os autores hipotetizaram
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que a dissociacdo da matriz nuclear e da cromatina possivelmente ocorra em uma
seqiiéncia ordenada espacialmente e temporalmente durante a apoptose, refletindo
a organizagdo original do nicleo.

Possivelmente por este fato, os nicleos de células BHK 21 apresentem tais
ghicoproteinas associadas ao DNA no processo apoptético, diferentemente do que
ocorre em nicleos normais. Essas glicoproteinas estdo altamente concentradas na
cromatina condensada nos nicleos apoptoticos. Pode ser inferido também que a
cristalinidade apresentada pelo DNA de nicleos apoptoticos resulte do fato de que
fragmentos de pequenos solendides facilmente formem complexos com
glicoproteinas estruturais na matriz nuclear, as quais também estdo aderidas 2
superficie interna do envelope nuclear.

De acordo com Vidal et al. (1997), a ligagdo de Con-A a glicoproteinas na
heterocromaﬁna, telomeros e cromatina condensada pode representar uma
distribui¢fio fisica preferencialmente destas proteinas, a qual seria necessiria para
desempenho de propriedades biomecanicas (elasticidade e torsdo), que sdo
também relevantes para a¢io de polimerase e condensagdo cromossomica (Strick
et al., 1996).

A condensago do DNA em nucleos apoptdticos € tal que resulta em um
complexo cristalino comparado ao de nicleos altamente compactados como ocorre
espermatozodides. O estado cristalino de nicleos de espermatozoides foi descrito
por Mello & Vidal, (1973, 1977) e por Mello & Falco (1996) e Mello (1987,
1997).

Outra questdo bastante estudada atualmente é a identificacdo e
quantificagdo de células que estdo em fase inicial de apotose. Com base em
estudos de citometria de fluxo, foi proposto que a textura cromatinica seja alterada
em fases inicias de apoptose (Ferline ef al., 1996). Entretanto, a citometria de
fluxo apresenta algumas limitagdes no que diz respeito a preservagfio da topografia

celular ¢ a necessidade de corantes fluorescentes, os quais variam em relagéo a
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afinidade a0 DNA, e também, o uso de uma amostra grande de células (Wallet et
al., 1996). Acreditamos que a analise de imagem se mostre vantajosa no que diz
respeito a preservagiio da topografia celular, uma vez que ¢ possivel escolher a
célula a ser quantificada, evitando que corpos apoptoticos sejam considerados
como um nucleo integro.

Adicionalmente, a analise de imagem ¢ associada a resultados obtidos apos
reac8o de Feulgen, procedimento in situ altamente estequiométrico e especifico
para DNA e também discrimimatério para morfologias especificas do nicleos
apoptoticos. Entretanto, ¢ necessario ressaltar que, para materiais que se
apresentem em confluéncia celular, como os dados aqui obtidos, possivelmente
podera haver prejuizo do espago amostral disponivel devido a sobreposigéo celular
e, portanto, dificuldade de isolamento dos niicleos escolhidos para as medidas. Por
este fato, o numero de células V79 escolhido para andlise foi varidvel e, talvez,
esta seja a resposta para a variagio dos valores de 10D para os nicleos tipo 11",

Os resultados de analise de imagem apresentados aqui demonstram um
aumento de OD nos nucleos suspeitos de apoptose concomitante ao decréscimo de
sua area, favorecendo a idéia de que a condensacio cromatinica ji seja detectada
em nucleos supostamente em fases iniciais de apoptose, considerados aqui como
suspeitos (nicleo tipo 11).

O processo apoptotico descrito para ceélulas V79 ¢ BHK 21 fo1 induzido por
inibicdo por contato celular em confluéncia. Considerando-se os dados de Dini e
coautores (1996) existern diferencas ultraestruturais na morfologia apoptodtica
dependente do estimulo, o que significa que, se drogas fossem administradas no
presente estudo, a morfologia nuclear ¢ a textura cromatinica, bem como outros
dados referentes aos descritores utilizados para anélise de imagem, poderiam ser

diferentes.
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V. 3. Andlise da ocorréncia de apoptose em células V79 quando cultivadas em
gel de colageno tipo I hiperpolimerizado. IV.4. Cultivo celular de longo

periode de células V79 em gel de coldgeno tipo I hiperpolimerizado.

Fibroblastos V79 cultivados por longo periodo sobre as placas de cultivo
niio apresentam progressio de crescimento e morrem por apoptose. Entretanto, na
presenga de substrato colagénico, a dindmica de crescimento celular ¢
particularmente diferente e as celulas morreram por apoptose somente em regides
onde a confluéncia ocorreu, sendo que o tempo de vida € aparentemente
prolongado. Nossos resultados também demonstraram que 0 gel de colageno
hiperpolimerizado induz diferenciagdo celular apresentada por evidente mudanca
morfolégica, aumento de contetdo de DNA, aumento no grau de condensagio
cromatinica e atraso do processo apoptdtico.

No presente estudo, deve-se ressaltar que a morte celular por apoptose fot
atribuida ao processo de inibigdio por contato, isto ¢, sem a indugio quimica ou
fisica de morte, justamente com o intutito de analisar o crescimento natural em
cultivo de longa duragdio. Para isso comparamos as células que cresceram em
laminulas com as células que cresceram em colageno hiperpolimerizado.

Sabe-se que, apdés a confluéncia, as células se descolam do substrato,
previnindo a proliferagio de células ndo transfomadas, um processo denominado
inibicdo por contato dependente de ancoragem (Zoller et al., 1997). Neste e em
outros sistemas, a apoptose oferece um caminho fisioldgico para limitar o namero
de células, remover células que tenham completado uma dada fungdo, ou eliminar
células pré-malignas (Werb et al., 1996).

O contato célula-célula afeta o metabolismo. Por exemplo, contatos entre
célula e substrato sdo pré-requisitos para a proliferagdo ¢ entdo sobrevivéncia
celular. Quando este contato com o substrato ¢ inibido, as células ndo recebem os

mesmos sinais e entdo, ocorre morte celular por apoptose (Bates ef al., 1994).
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Por outro lado, varios experimentos demonstraram a eficiéncia dos
clementos de MEC quando utilizados como substrato evitando a morte por
apoptose. Montgomery et al. (1994) relataram que a sobrevivéncia e crescimento
de células transformadas podem ser regulados pelo substrato, o qual era composto
de colageno dérmico tridimensional. Neste substrato, células de melanoma foram
resgatadas do processo apoptotico. Esta resposta de sobrevivéncia foi relacionada
3 atuacdo da integrina a,[3; no processo de adesdo e espalhamento destas c€lulas
cultivadas em colageno dérmico.

Pullan ef al. (1996) demonstraram que a membrana basal estimula de
sobrevivéncia para células epiteliais in vivo e a perda desta interacdo causaria
apoptose. Também sugeriram que a combinagdo de sinais provenientes das
interagdes de adesdo célula-MEC e/ou célula-célula sdo necessariamente
requeridas, de forma a prevenir 0 irreversivel enderecamento para a morte celular.
Esses autores observaram que as células epiteliais maméarias aderem e espalham-se
na MEC, tal como o colageno tipo I, mas subseqiientemente morrem por apoptose.
A incapacidade do colageno tipo I de prevenir apoptose nestas células ¢ devido a
auséncia de outros elementos da MEC, como, por exemplo, uma membrana basal
integra, uma vez que esta tem um importante papel como fator de sobrevivéncia
para a morfogénese glandular.

Por outro lado, se durante a morfogénese, células migrarem para outros
locais diferentes daquele dominio glandular, estas podem entrar em processo de
morte por apoptose, garantindo a homeostasia durante a vida adulta. Falhas no
processo de reconhecimento de adesdo podem levar a ocorréncia de carcinomas
mamarios. Neste sentido, um mecanismo molecular que pode contribuir para o

carcinoma mamario e metastase, por exemplo, poderia ser a falha no requerimento
da adesdo celular 3 membrana basal e supressdo de apoptose (Howlett er al.,

1995).
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De acordo com Boudreau et al. (1996), ao estudar o modelo de células
epiteliais mamarias cultivadas em membrana basal, existem questdes intrigantes
que permanecem a respeito da sensibilidade de células normais frente a sinais de
crescimento inapropriados, durante o cultivo de células sobre as placas
convencionais de cultura e, subseqiientemente, como sdo ativados genes
responsavels pela maquinaria apoptdtica e, de que forma a MEC influenciaria na
ativagdo génica.

Embora exista muito ainda a ser aprendido a respeito de como um
microambiente regula esses processos fisiologicos de diferencigdio e apoptose, foi
possivel mostrar que a MEC dirige mudangas na expressdo génica por vias
bioquimicas e biomecanicas de sinalizagdo (Weaver ef al., 1996).

Sabe-se que elementos da MEC s3o indutores de diferencia¢do celular,
reguladores do processo de apoptose. As vias intracelulares que protegem contra
apoptose sdo diferentes daquelas que sinalizam para proliferacdo (Pullan ef al.,
1996). O modelo melhor entendido atualmente ¢ o que envolve o controle de
apoptose mediado pelo gene BCL-2 e suas proteinas relativas, o qual promove a
sobrevivéncia celular (Oltavai & Kornsmeyer, 1994).

Células epitelais mamarias entram em apoptose na auséncia de membrana
basal, assim como sugenido por Boudreau er al. (1995). A morte neste sistema
ocorre por agdo coordenada de enzima de conversdo interleucina-18 (ICE), a qual
pode atuar paralelamente com Bcl2/Bax em pontos de checagem (Oltavai &
Korsmeyer, 1994). O BCL-2 estad presente em culturas epiteliais mamarias,
entretanto, células que sobrevivem em membrana basal somente expressam baixos
niveis de BCL-2 quando comparados as celulas cultivadas em monocamadas sobre
colageno tipo I ou plastico.

Esses eventos sdo controlados por modulacdo da ligagdo da célula 8 MEC

através de sinalizagdo via integrina que controla apoptose dependente de adesdo.
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Varios estudos tém demonstrado que integrinas, semelhantemente aos
fatores de crescimento, possuem capacidade de transdugdo de sinal, além de ser
um mecanismo através do qual a MEC pode influenciar o fendtipo celular e,
possivelmente, a sobrevivéncia. Somente a adesdio mediada por integrinas evita
anvikis (Frisch & Francis, 1994). O fendmeno de anoikis implica que as integrinas
regulam a sinaliza¢do de criticos componentes da maquinaria apoptotica, uma vez
que as integrinas s#o os maitores receptores i vive da MEC (Frisch & Ruoslaht,
1994),

As células epiteliais e endoteliais, quando perdem a adesdo a MEC, entram
em apoptose € este processo entdo passou-se a ser chamado de anoikis (apoptose
que ocorre por perda de adesdo celular a elementos de MEC). A anoikis in vivo
pode previnir células ndo aderidas de se aderirem a outras matrizes e de crescerem
displasicamente, 0 que sugere um importante artificio de protecdo do organismo.
Em células neoplasicas, alteragdes em moléculas de adesdo, nas integrinas ou nos
reguladores de apoptose podem levar & resisténcia & anoikis, facilitando o
crescimento independente de ancoragem. Fibroblastos dissociados de sua MEC
entram em reversivel parada de crescimento, revelando sua dependéncia de
ancoragem (Folkman & Moscona, 1978). A apoptose dependente de ancoragem foi
experimentalemnte comprovada e apresenta morfologia celular e nuclear classica,
fragmentagdo internucleossomal e clivagem das laminas nucleares, o que
claramente indica apoptose ao invés de necrose. Também, a super expressdo de
proteina bel-2 mostrou atuar de forma protetora de morte em células MDCK
(Frisch & Francis, 1994). Estas informagdes trouxeram novas luzes ao
entendimento de morte celular e, a partir disso, este tipo de apoptose poderia ser
induzido por varios métodos de dissociagdo e também sugeriu que células
enderegadas a morte poderiam ter o processo revertido por replaqueamento destas
apos um curto espaco de tempo de suspensdo em cultura (Frisch & Ruoslahti,
1997).
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O processo de reconhecimento celular as fibras de coldgeno ¢ acompanhado
por uma reprogramagdo fundamental da morfologia ¢ fisiologia do fibroblasto
(Langholz, 1995). A ligagdo celular ao colageno tipo I envolve principalmente as
integrinas o3, e oy (Kirchhofer er al, 1990; Elices & Hemler.,, 1989). A
integrina o3, ¢ uma proteina receptora de colageno em fibroblastos e também
receptora de laminina em células epiteliais e endoteliais (Elices & Hemler, 1989;
Languino et al., 1989).

A expressdo da integrina af; é um processo celular regulado. Xu & Clark
(1997) apresentaram evidéncias de que segundos mensageiros sdo desencadeados
pelo colageno 3D. Esses segundos mensageiros envolvem proteinas quinases que
podem mediar a expressio de mRNA da integrina. Koyama et al (1996)
registraram que outros segundos mensageiros protéicos sio modulados por
colageno 3D, tais como o supressor de quinases p70S 6 e niveis elevados de
p279! & p21971™! inibidores de ciclinas dependentes de quinase 2 (cdk2).

Em fibroblastos, descolamento do substrato causa a parada do crescimento.
O bloqueto na fase G1 ¢ aparentemente causado por perda de atividade dos
complexos ciclina E/cdk2 e entdo estas células entram em apoptose (Fang e al.,
1996). O inicio da apoptose tem sido correlacionado, em varios tipos celulares,
com a regulagdo aberrante do ciclo celular ¢ da proliferagio. A andlise de uma
variedade de células em cultura, tem mostrado que as ciclinas sdo induzidas a
atividade, quando vias regulatérias normais para a proliferagio estdo ausentes. O
tempo de indugdo da expressdo das ciclinas esta intimamente associado ao
enderegamento celular a apoptose (Shi er al., 1994; Meikrantz et al., 1994). A
inibigdo de atividade das ciclinas ou ativagdio de outras quinases associadas,
suprime O processo apoptotico. A supressdo de apoptose por estabilidade da
superexpressio do Bel-2 previne a resposta apropriada ou a ativagdo das moléculas
regulatérias do ciclo celular, isto ¢, a atividade das ciclinas (Boudreau et al.,

1996).
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Deve ser enfatizado que a natureza do substrato colagénico ¢
particularmente importante e deve ser considerada cuidadosamante. Os diferentes
tipos de colageno podem ser usados para formar um substrato que consiste de
complexos supramoleculares de colageno (Schor, 1980) e esta estrutura pode
variar em funcfio, por exemplo, de pH e de forga idnica, resultando em um
diferente estado macromolecular.

Nossos resultados de andlise de imagem demonstraram que houve aumento
de contelido de DNA e que os valores dos descritores analisados, tais como fator
forma e area nuclear, apresentam diferentes valores em comparacgio as células
cuitivadas sobre laminula. Esses resultados indicam que o coldgeno tipo 1
hiperpolimerizado foi capaz de induzir um fenétipo diferenciado em células V79.

O desenvolvimento de fibroblastos cultivados em substratos tridimensionais
de colageno € grandemente diferente do crescimento em culturas de monocamadas
(Bell ef al., 1979; Guidry & Grinnell, 1985). Esse substrato colagénico oferece
condigdes fisioldgicas semelhantes comparado a derme (Bell er al, 1979). A
caracteristica mais surpreendente de células cultivadas neste substrato € o estado
quiescente observado. As células param de se dividir ou o fazem vagarosamente
(Nishiyama et al., 1990). Elas exibem uma baixa resposta a fatores de crescimento
(Nakagawa er al, 1989, Nishiyama er al, 1990) ¢ entio sintetizam menos
proteinas e principalmente, coldgeno, quando comparado a atividade de secrecéio
de fibroblastos em monocamodas (Nishiyama ef al., 1990). Esta demonstrado que
a inibigdo da sintese de colageno observada neste sistema de cultivo depende na
totalidade ou em grande parte da inibigao da transcrigio (Mauch e/ al., 1988).

Virios artigos sugerem que adesdo celular envolve ndo somente ligagiio a
receptores, mas também que interagdes fisicas ocorrem. As células respondem a
forgas exercidas provenientes do fluido circundante ou substrato (Pelhan Jr &
Wang, 1997). Portanto, forgas mecdncicas podem desempenhar respostas ao

processo de adesdio e propriedades fisicas ¢ quimicas do substrato podem
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profundamente afetar a locomogdo, crescimento e diferencia¢do frente a
propriedades mecénicas do substrato.

Pelhan Jr. & Wang (1997) demonstram a capacidade de células em cultura
de detectarem a flexibilidade do meio circundante ¢ de regularem a adesdo e
motilidade. Em substratos flexiveis, fibroblastos migram rapidamente e células
epiteliais mostram elevadas atividades de protusdo ¢ retragdo lamelipodial. Essas
respostas podem resultar de adesdo desestabilizada ou serem respostas a sinais
provenientes de integrina. Os contatos mediados via integrina geram mudangas
morfolégicas e a forga de resisténcia geradas pelo citoesqueleto frente a rigidos
substratos podem aumentar a tensdo em estruturas de adesdo através de complexos
enzimaticos sensiveis a forga. Ainda, tais resultados sugerem fortemente que
comunicagdes enfre sinais fisicos possam oOcCorrer através de mensageiros
quimicos. As propriedades mecénicas celulares podem ser moduladas por
sintese/degradagio de proteinas da MEC, por movimentos celulares e até mesmo
por pressio do fluxo sanguineo (Juliano & Haskill, 1993).

Diante dos dados apresentados, o processo de diferenciagdo ¢ morte 530
modulados pelo substrato colagénico hiperpolimerizado. Mesmo embora os dados
aqui apresentados ndo tenham sido analisados molecularmente, ¢ possivel sugerir
fortemente que as integrinas sejam responsaveis pelo reconhecimento celular ao
substrato e que estas desencadeiem respostas de sobrevivéncia e morte as células
V79.

O colageno tipo 1 hiperpolimerizado utilizado como substrato garante o
atraso do processo apoptotico, uma vez que a células V79 apresentam periodos de
laténcia proliferativa neste substrato, aberrante mudanga morfologica e também

aumento de contetido de DNA, refletindo o processo de diferenciagéo celular.
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V- Conclusoes

A reagfio de Feulgen associada a0 procedimento de analise de imagem se

mostra uma ferramenta metodologica efetiva para a caracterizagao de células

apoptdticas.

O mesmo procedimento também € capaz de caracterizar nicleos suspeitos

de apoptose os quais podem representar fases iniciais do processo apoptdtico.

O substrato colagénico em sua forma hiperpolimerizada induz diferenciacio
celular caracterizada alteragéo morfologica, aumento de conteado de DNA,

diminui¢do de area nuclear ¢ indugdo de fase de laténcia no crescimento de células

V79.

O processo apoptotico ¢ atrasado, porém ndo evitado, pelo substrato

colagéncio em células V79.

Apoptose ocorre em células V79 em condigdes de confluéncia celular,
provavelmente induzida pela perda de substrato para adesdo e por conseguinte

proliferagéo.
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