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RESUMO

Esta investigagdo teve por objetivo detectar e caracterizar a freqiéncia de
fendmenos de morte celular programada (MCP) em eritrdcitos nucleados, tendo por
justificativa o fato de que a concentrag8o critica de eletrélitos (CEC) na cromatina
de eritrocitos de frango ¢é variada, sugerindo alteragdes nos complexos DNA-
proteina de parte da populagio celular. Eritrécitos de frango, pombo e rd foram
analisados por citoquimica ¢ pelo método imunocitoquimico de TUNEL para
avaliagdo de MCP. Os resultados indicaram que a maioria da populagdo celular se
encontrava em alguma fase ativa do processo de MCP, evidenciado especialmente
pela variada intensidade de resposta nuclear ao método de TUNEL e que ¢ sugestiva
de alteragdes quimicas ¢ de estereoarranjamento nos complexos DNA-proteina
desses nicleos. A alta fregiiéncia de MCP revelada pelo método de TUNEL estaria
de acordo com os dados reportados de CEC na cromatina de eritrécitos de frango. A
resposta mais intensa ao método de TUNEL nos eritrécitos de ri em relagio as aves
pode estar associada ao tempo de vida mais curto dos primeiros € a variantes em
histona HS5, que fariam com que o acesso do DNA & fragmentagio por
endonucleases €, consequentemente, ao método imunocitoquimico fossem
diferentes.



ABSTRACT

The objective of this investigation is to detect and characterize the frequency
of programmed cell death (PCD) phenomena in nucleated erythrocytes, having as
Jjustification the fact that the critical electrolyte concentration (CEC) in chicken
erythrocytes chromatin is varied, suggesting alterations in the DNA-protein
complexes in part of the cellular population. Chicken, pigeon and frog erythrocytes
have been analyzed by cytochemistry and immunocytochemical TUNEL assay for
PCD avaluation. The results have shown that the majority of cellular population was
in some active phase of PCD process, evidenced especially by the varied intensity
of nuclear response to the TUNEL assay and which suggests chemical and
stereoarrangement alterations in the DNA-protein complexes of these nuclei. The
high frequency of PCD revealed by the TUNEL assay would be in agreement with
the reported CEC data in chicken erythrocyte chromatin. The most intense response
to the TUNEL assay in frog erythrocytes regarding fowls can be associated with a
shorter life span of the former and the histone H5 variants which would cause the
DNA access to fragmentation by endonucleases and, consequently, to the
immunocytochemical assay, to be different.



1. INTRODUCAOQ

1.1. Formac¢ao e Destruiciio de Eritrécitos Humanos e de Mamiferos
em geral

Os eritrOcitos constituem o maior nimero de células do sangue variando, no
homem, de 4,5 a 5,5 milhdes/mm’ e tendo como fungéio o carreamento de oxigénio
necessario aos processos oxidativos do corpo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1995).
As células do sangue circulante sio constantemente renovadas pela proliferacio de
células-fonte localizadas nos tecidos hematopoiéticos. As primeiras células
sangiiineas surgem nas ilhotas sangiiineas situadas no mesoderma do saco vitelino,
no inicio da vida pré-natal. Posteriormente, aparecem centros hematopoiéticos
tempordrios no figado e no bago. A medula dssea torna-se entio cada vez mais
importante como local de produgdo de células sangiiineas, diminuindo o papel do
figado. Apés o nascimento, a medula produz os eritrocitos, granuldcitos, monoécitos,
plaquetas ¢ linfocitos (estes produzidos também em outros tecidos linfoides).
Durante a inféncia a formacfio sangiiinea fica restrita aos ossos chatos e

extremidades dos ossos longos (ROSS et al., 1993; JUNQUEIRA & CARNEIRO,
1995; NELSON & DAVEY, 1995).

As células sangilineas originam-se na medula 6ssea a partir de células
denominadas Células Tronco Hematopoiéticas Pluripotenciais (PHCS), que originam
duas linhas progenitoras: a Célula Precursora Linfoéide e a Célula Precursora
Mieloide ou Hematopoiética, tipos celulares morfologicamente semelhantes a
pequenos e médios linfocitos (GUYTON, 1992; JUNQUEIRA & CARNEIRO,
1995; NELSON & DAVEY, 1995). A diferenciagdo para as vérias linhagens de
células parece ser determinada por influéncias microambientais. A Célula Precursora
Mieldide origina a Unidade Eritréide Formadora de Brotamento (BFU-E) que se
encontra na medula € em pequena quantidade no sangue periférico, necessita dos
linfocitos T para seu crescimento 6timo e ¢ estimulada pela interfeucina 3 e
eritropoietina formando a Unidade Eritréide Formadora de Colonia (CFU-E). Baixas
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concentragdes de eritropoietina estimulam a CFU-E, formando proertroblastos,

reconheciveis morfologicamente, que iniciam o processo de eritropoiese (NELSON
& DAVEY, 1995).

O proeritroblasto € uma célula grande medindo cerca de 20 um de didmetro, e
possuindo nucleo esférico, central, com padrio de cromatina fina, um ou dois
nucléolos ¢ membrana nuclear proeminente. O citoplasma é moderadamente baséfilo
devido a presenga de numerosos polirribossomos. Sintetiza proteinas intensamente e
divide-se ativarmente. Ha pequena sintese de hemoglobina.

O proenitoblasto sofre mitose, originando o eritroblasto basofilo, que é um
pouco menor, seu nicleo contém cromatina condensada em grinulos grosseiros,
nucléolos nem sempre visiveis e citoplasma fortemente baséfilo devido a abundéancia
de polirribossomos. Sofre mitose originando o eritroblasto policromatico.

O eritroblasto policromatico € menor que a célula precedente, seu nacleo
contém cromatina mais condensada e sua policromasia evidencia a produgio
continua de hemoglobina no citoplasma. A mistura da acidofilia com a basofilia
ainda existente confere tonalidades varidveis de cinza ao citoplasma, quando as
células sfio coradas com corantes hematologicos como Leishman ou Giemsa. Sofre
uma ou duas divisdes mitdticas, originando o eritroblasto ortocromatico.

O eritroblasto ortocromatico ou normoblasto possui um didmetro de 8-10 um,
nicleo pequeno e denso (picndtico), e citoplasma acidéfilo devido 2 abundancia de
hemoglobina, apresentando tragos de basofilia. A mitose ndo mais ocorre. Esta
célula ejeta seu nicleo e pequena camada de citoplasma, que sdo fagocitados pelos
macrofagos da medula 6ssea, e a parte anucleada forma o reticuldcito. Tratando-se
essa célula com azul de cresil, os polirribossomos precipitam, formando um reticulo,
dai a denominag&o reticuldcito.

Ao microscopio eletrénico observam-se muitos polirribossomos e algumas
mitocondrias no reticuldcito. Este sintetiza hemoglobina para completar sua
maturagdo, mas sua sintese protéica cessa em pouco tempo, pois os polirribossomos
ndo podem ser renovados devido a auséncia do nucleo.

Os reticul6citos permanecem no estroma medular dois ou trés dias antes de
atravessarem a parede dos capilares sinuséides e penetrarem na corrente sangiinea
onde, no homem, permanecem cerca de um dia e constituem 1 a 2% dos eritrécitos
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circulantes. Esta porcentagem aumenta quando hd necessidade de aumento no
nimero de eritrocitos, por exemplo, apés uma hemorragia (ROSS er al., 1993;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1995; NELSON & DAVEY, 1995). Na corrente
sangiiinea os eritrdcitos sdo anucleados e, no homem, apresentam-se como discos
bicdncavos com didmetro de 6-8 um (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1995), com
espessura de 2,6 um na sua margem e 0,8 um na regido central (ROSS er al., 1993).
Sio células elasticas que se deformam facilmente ao atravessarem capilares estreitos.
A forma bicOncava proporciona uma grande superficie em relagio ao volume,
facilitando a troca de gases. Ao microscopio eletrdnico, observa-se que os eritrocitos
sio desprovidos de organelas e seu interior ¢ constituido por material denso e
finamente granular. Sua membrana celular é um componente funcional, rico em
enzimas. Transporta hemoglobina que é constituida por quatro grupos heme (que
contém ferro) e quatro cadeias polipeptidicas (ROSS et al., 1993).

Ha varios tipos de hemoglobina, dependendo das variagbes das cadeias
polipeptidicas. As hemoglobinas Al, A2 e F sdo consideradas normais. Em um
adulto normal, a hemoglobina A1 (Hb Al) representa 97% do total de hemoglobina,
a hemoglobina A2 (Hb A2) 2% e a hemoglobina fetal (Hb F) 1%. O feto possui
100% de Hb F, o recém nascido 80% e no oitavo més de vida a taxa é semelhante a
do adulto, ou seja 1% (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1995).

Os eritrécitos humanos tém vida média de 120 dias. Neste tempo envelhecem
gradualmente, certas atividades enzimaticas diminuem, tornando-se frageis e sujeitos
a rompimentos, sendo removidos da circulagdo pelos macréfagos do sistema reticulo
endotelial (ROSS et al., 1993; ALBERTS et al.,1994; JUNQUEIRA & CARNEIRO,
1995: NELSON & DAVEY, 1995). A medida que as células vermelhas envelhecem,
perdem 4cido sialico de seu glicocalix modificando sua superficie quimica. A baixa
taxa de acido sialico em suas membranas promove o reconhecimento dessas células
pelos macrofagos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1991; NELSON & DAVEY,
1995).

No macrofago, a hemoglobina € degradada em seus trés constutuintes: ferro,
protoporfirina ¢ globina. O ferro ¢ liberado para o plasma e transportado pela
transferrina até & medula dssea para a produgdo de novos eritrécitos ou até ao figado
e outros tecidos para ser armazenado na forma de ferritina. Quantidades menores de
ferro sdo armazenadas na sua forma insolGvel, denominada hemossiderina
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(GUYTON, 1992). O anel de protoporfirina é convertido pelos macréfagos até
bilirrubina que ¢ liberada para o sangue e transportada pela albumina plasmatica
para o figado, onde € acoplada ao acido glicurénico formando um conjugado
hidrossolavel, que ¢ excretado na bile. No intestino a bile é reduzida por bactérias,
formando estercobilinogénio e urobilinogénio que em parte sdo reabsorvidos. A
globina ¢ degradada por proteases celulares em seus aminodcidos que s#o
reaproveitados pelo organismo para sintese protéica (NELSON & DAVEY, 1995).

No sistemna hematopoiético dos vertebrados 10'! eritrocitos senescentes sdo
removidos a cada dia num adulto humano. Esta morte celular programada regula o
nimero de células sangiiineas diferenciadas e depende da ativagio de um programa
suicida intracelular (ALBERTS et al., 1994).

1.2. Formac&o e Destruicio de Eritrocitos Nucleados

Os eritrécitos nucleados ocorrem em aves e animais vertebrados inferiores
(GURTLER et al., 1987), tém origem semelhante a dos eritrécitos dos mamiferos,
descrita no item 1.1., formando-se principalmente na medula dssea (HOFFMANN &
VOLKER, 1969; HODGES, 1974; STORER & USINGER, 1976; SWENSON,
1988; BANKS, 1992). Uma grande variedade de orgdos funciona como tecido
hematopoiético nos vertebrados adultos (ROMER & PARSONS, 1985). O potencial
hematopoiético da medula Ossea (inativa), figado, bago e linfonodos permanece
presente no adulto, podendo recuperar sua potencialidade diante de anemia grave e
prolongada (SWENSON, 1988). Em aves, o figado também ¢ importante como fonte
de células sangiiincas (SWENSON, 1988); em anfibios, o rim colabora com a
hematopoiese (ROMER & PARSONS, 1985).

A maturagdo dos eritrécitos nucleados se processa de modo diferente dos
eritrocitos anucleados dos mamiferos. Nos eritrocitos nucleados a sintese de
hemoglobina vai aumentando no decorrer da maturacdo, sem que o nicleo atrofie e
seja expelido; estes reticulocitos e eritrécitos, portanto, diferem daqueles por conter
nicleo. Os eritrocitos de frango apresentam respiracdo relativamente baixa e
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glicolise intensa; os eritrocitos de pombo apresentam comportamento inverso
(GURTLER er al., 1987).

Os eritrécitos do sangue das aves sio células ovais (HODGES, 1974;
GURTLER et al, 1987; BANKS, 1992), apresentam uma forma biconvexa
(GURTLER et al., 1987) e possuem entre 10-13 um de comprimento e 6-7 pm de
largura. Sen nicleo € central, oval, tem aproximadamente a metade das dimensdes
celulares, sua cromatina condensada pode estar uniformemente distribuida e nio ha
presenca de nucleolos. O citoplasma pode variar do laranja-rosado ao vermelho,
apos coloragdes hematologicas rotineiras (BANKS, 1992).

O didmetro dos eritrocitos de frango é de aproximadamente 12 pm : 7,5 ym e
o de seu micleo, 5.5 um : 3,5 um; em pombos, é de aproximadamente 13 um :
6,5um (HOFFMANN & VOLKER, 1969).

Os entrocitos dos peixes ¢ anfibios sfo morfologicamente semelhantes aos

das aves (BANKS, 1992). Na 14, possuem um didmetro em torno de 23 um : 14 pm
(STORER & USINGER, 1976).

Em aves e outras espécies filogeneticamente inferiores aos mamiferos, os
trombdcitos se parecem com os eritrdcitos. Sfo células nucleadas, normaimente
ovais, com dimensdes médias de 9 um : 5 pm. O nicleo arredondado e centralmente
localizado possui massas granuladas densas de heterocromatina. O citoplasma ¢é
finamente reticulado ¢ basofilo (BANKS, 1992) e nfio contém hemoglobina
(HOFFMANN & VOLKER, 1969). Além de atuar na hemostasia, de forma
semelhante as plaquetas dos mamiferos, os trombécitos demonstram ser fracamente
fagociticos (KUSUDA & IKEDA, 1987; BANKS, 1992). Devido a sua fungdo
fagocitana, foi sugerido sua classificagfio como leucocitos em estudos com peixes
(KUSUDA & IKEDA, 1987).

O tempo de vida dos eritrécitos de aves é de 30-40 dias (HOFFMANN &
VOLKER, 1969; GURTLER e al., 1987); em 1is é, em média, 24 dias (BACA
SARAVIA, 1961).

A curta sobrevivéncia dos eritrécitos de frango tem sido atribuida a elevada
taxa metabdlica e & alta temperatura corporal destas aves (SWENSON, 1988). A
medida em que os eritrécitos de aves envelhecem, a cromatina nuclear tende a
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tornar-se condensada e mais fortemente corada nas células degeneradas com nicleo
picnético, as quais raramente sfo encontradas em esfregagos do sangue periférico
(HODGES, 1974), pois s3o normalmente removidas pelas células reticulo
endoteliais de diferentes Orgdos, principalmente pelo bago (HOFFMANN &
VOLKER, 1969; HODGES, 1974; BANKS, 1992). Embora as alteragdes
morfologicas no envelhecimento normal dos eritrécitos ndo sejam visiveis, as vias
metabdlicas encontram-se alteradas (BANKS, 1992).

A cromatina dos eritrécitos de frango € conhecida por apresentar alta
estabilidade fisico-quimica. Contribui para esse fendmeno a presenga de uma
variante especial de histona H1 conhecida como H5 (SUN ez al., 1990).

E admitido que H5 participe em mecanismos de compactagdo da cromatina
(CLARK & THOMAS, 1988; SUN et al., 1990), sendo demonstradas em eritrocitos
de frango algumas propriedades citoquimicas (ex. concentragio critica de eletrolitos)
semelhantes as da cromatina de certos grupos de espermatozoides portadores de
tipos especiais de H1 (FALCO er al., 1998). Concentragdo Critica de Eletrolitos
(CEC) é o valor da molaridade de um cation inorginico (ex. Mg>), o qual
adicionado a uma solugdo de azul de toluidina ou utilizado imediatamente apds a
coloracdo com a mesma, promove o desaparecimento da metacromasia (cor violeta)
do substrato especifico (VIDAL & MELLQ, 1989; MELLOQO ef al., 1993; MELLOQ,
1997). No seu ponto de CEC, o substrato, que se corava em violeta pelo azul de
toluidina, passa a se corar em verde. Os estudos de CEC se aplicam a complexos de
DNA-proteina, RNA-proteina ¢ DNA-RNA, em associa¢do com diferentes estados
de supra-organizac¢io cromatinica (MELLO, 1997). Deve-se salientar que os sitios
de ligagiio eletrostatica seja do azul de toluidina, seja dos cations Mg sio os grupos
fosfatos disponiwveis dos acidos nucléicos.

Dados de CEC indicam que a disponibilidade de grupos fosfatos do DNA ¢
graus de compactagio do complexo DNA-proteina na cromatina dos eritrécitos de
frango possam variar em preparados em que a fixagio e outros tratamentos
propiciem alteragdes no estado de compactagio desse complexo, em parte da
populagdo celular (FALCO ez al., 1998).

Considerando-se os fen0menos hemocateréticos a que essas células serdo
submetidas, para que as mesmas sejam removidas da corrente circulatéria, sinais
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especiais em sua superficie deverfio identifica-las como o final de seu life span.
Simultaneamente, alteragdes em seu nficleo, deverio ocorrer (VIDAL, 1997).
Admite-se que esses fendmenos que caracterizariam morte celular estariam se
manifestando em parte da populacdo celular circulante ¢ poderiam ser os
responsaveis pela variabilidade em resuitados de CEC da cromatina detectados neste
laboratorio (FALCO et al., 1998).

A caracterizagio de apoptose, através de métodos cifoquimicos, em eritrocitos
de frango, poderia esclarecer tal questéo.

1.3. Consideracoes sobre Morte Celular

Viarios termos surgiram na literatura para indicar a morte celular: apoptose,
necrose, necrose por coagulacdo, autolise, morte celular fisiologica, morte celular
programada, cromatolise, cariorréxis, caridlise e célula suicida. MAJNO e JORIS
(1995) descreveram duas modalidades de morte celular: morte celular por apoptose
(“suicidio™) ¢ morte celular acidental (“assassinato™). Oncose indicaria morte celular
com inchacdio (Smkos) que ocomreria como parte da morte celular acidental e
isquémica. Segundo esses autores, necrose n#o seria um termo apropriado por se
referir a alteracSes subsequentes & morte celular, seja morte celular acidental ou
“suicida”, sem indicar a forma desta morte. No entanto, esta terminologia encontra
uso mais divalgado, como sindnimo de morte acidental catastréfica (MELLO et al.,
1998). Oncose leva a necrose com caridlise, apoptose ao contrério leva a necrose
com cariomréxis € encolhimento celular. Morte celular programada refere-se a
sitiagdes onde as células estio programadas a momrer em um tempo pré-
determinado. Em muitas situagles, portanfo, os mecanismos bioquimicos e
morfologicos sio distintos dos da apoptose, recomendando-se ndo usar este termo
como sindénimo de apoptose (MAINO & JORIS, 1995).

Quando estimulos fisioldgicos promovem a inducgdo ou a antecipacio da

morte celular programada, o fenémeno € conhecido por apoptose (MELLO et al.,
1998).



KERR, WYLLIE e CURRIE (1972) propuseram o termo apoptose para
designar uma distinta morfologia de morte celular. Estes autores apontam dois
padrdes de morte celular: apoptose € necrose.

Células apoptdticas sdo caracterizadas pela condensagio citoplasmitica e
nuclear, que resulta no desmonte da célula em corpos apoptdticos envolvidos por
membrana, os quais sdo rapidamente fagocitados por células vizinhas, sem causar
inflamagdo. Na necrose, as células geralmente incham, a membrana plasmatica
rompe liberando seus conteuidos citosdlicos no espago extracelular, causando
inflamagdo no tecido. Apoptose envolve células individuais cercadas por células
saudaveis, enquanto necrose envolve grupos de células (WILLIE et al., 1980).

Estimulos patologicos resultam em necrose, ao passo que estimulos
fisiologicos resultam em apoptose, embora injaria branda possa resultar em apoptose
(GERSCHENSON & ROTELLOQ, 1992).

Morte celular por apoptose, ao contrario da morte por necrose, protege o
organismo eliminando células com danos no DNA ou com alteragdes patologicas,
que poderiam interferir na homeostasia tecidual ou levar a transformagdo neoplésica
(WILLIAMS, 1991).

Morfologicamente, os eventos nucleares de apoptose iniciam com o colapso
da cromatina contra a periferia nuclear (WYLLIE et al., 1980). O envelope nuclear
permanece intacto. A cromatina torna-se progressivamente mais condensada
adotando uma ou varas morfologias caracteristicas: o niicleo inteiro condensa-se em
um unico corpo denso; a cromatina brota em pequenos corpos que lembram um
cacho de uvas, sendo que cada “uva” encontra-se circundada pelo envelope nuclear;
a cromatina adota a forma de meia-lua condensada contra um dos lados do nicleo.
Em qualquer um destes padroes, o nivel de condensacéo ¢ dramatico (EARNSHAW,
1995a).

Bioquimicamente, a apoptose € caracterizada pela clivagem da dupla fita de
DNA nas regides linker, entre os nucleossomos. Fragmentos nucleossOmicos e
oligonucleossdmicos, com 180-200 pares de base e seus miltiplos, sdo reconhecidos
pelo aspecto padric em escada, nas eletroforeses em gel de agarose (WYLLIE et al.,
1980; ARENDS et al, 1990). Sistemas cell-free estio auxiliando a revelar
mecanismos bioquimicos da apoptose (EARNSHAW, 1995b). A inducdo do
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programa apoptotico, nesses sistemas, requerem ATP e mitocoéndria (LIU er al.,
1996).

Apoptose ocorre em quatro fases: 1. indiciamento (sinalizagio para morte); 2.
Julgamento (influencia o que podera vir); 3. execugio (comprometimento e processo
de morte); 4. funeral (“empacotamento” da célula morta) (Annual meeting of the
american association for cancer research, 1998).

Varios genes estdo relacionados com a morte celular programada. Estudos
genéticos com Caenorhabditis elegans evidenciam este programa intrinseco de
morte, onde os genes ced-3 e ced-4 induzem & morte € 0 gene ced-9 reprime o
programa de morte. Em mamiferos, o gene que codifica a enzima convertora de
interleucina 1 (ICE) € homoélogo ao ced-3 do Nematdide (YUAN et al.,1993),
enquanto bcl-2 € homdlogo ao ced-9 (HENGARTNER & HORVITZ, 1994) ¢ a
proteina humana Apaf-1 (Apoptosis activating factors) assemelha-se a proteina
CED-4 (ZOU et al, 1997). A descoberta de que o gene bcl-2 de células de
mamiferos pode realizar a mesma func¢do do gene ced-9 em células do verme
Nematoide demonstra que o mecanismo basico de apoptose foi altamente
conservado na evolugdo (VAUX, 1997). Viérios experimentos demonstram que o
gene supressor de tumor p53, presente em mais da metade dos cinceres humanos,
tem um papel importante no disparo da apoptose (LEVINE, 1997).

Morte celular programada refere-se a situagdes nas quais as células sdo
programadas a morrer em um tempo determinado, seguindo o processo chamado
apoptose (ALBERTS er al., 1994). Varios autores descreveram sua ocorréncia no
mrnover celular em tecidos saudaveis, embriogénese, metamorfose, atrofia de
tecidos endécrino-dependentes, hiperplasia ¢ neoplasia (WYLLIE er 4l.,1980).
Apoptose tem um importante papel durante o desenvolvimento, homeostase ¢ em
muitas doengas como céncer, sindrome da imunodeficiéncia adquirida e desordens
neurodegenerativas (STELLER, 1995).

Apoptose normalmente envolve processos nucleares. O programa de morte,
entretanto, parece estar envolvido também com c€lulas diferenciadas especializadas,
como as células sangiiineas vermelhas anucleadas de mamiferos, que perdem seus
nucleos e outras organelas no processo de diferenciagio terminal, formando os
reticuldcitos e eritrocitos, que continuam vivendo e metabolizando. Esses processos
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de diferenciacdo podem ser formas modificadas de morte celular programada
(JACOBSON et al., 1997). Alteragdes celulares ocorridas durante a apoptose, como
a translocacio de fosfatidilserina da camada lipidica interna para o lado externo da
membrana plasmatica pode preceder as alteragSes nucleares e ser detectada por
imunocitoquimica, como descrito em prospectos da firma Boehringer Mannheim e
Clontech Laboratories, Inc.

Proliferag@do ¢ apoptose sdio eventos inversos, porém coordenados que
regulam o desenvolvimento € crescimento dos organismos multicelulares
(GERSCHENSON & ROTELLO, 1992).
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2. OBJETIVOS

A presente investigagdo tem por objetivo detectar e caracterizar fendmenos de
morte celular programada em eritrécitos nucleados de frango, procurando-se
estabelecer correlagdo com outros tipos de dados citoquimicos ji disponiveis, como
os de concentra¢do critica de eletrélitos (FALCO er al., 1998).

Dada também a disponibilidade de material de outras espécies animais nas
quais os eritrocitos sio igualmente nucleados, buscou-se estender as observagdes as
mesmas, para efeitos comparativos.

11



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Foi coletado sangue de frangos (Hubbard), pombos (Columba livia) e ris
(Rana catesbeiana). Os frangos foram fornecidos pelo Centro de Extensio e

Pesquisa AgronOmica (CEPAGRO) e 0s pombos ¢ réds pelo Biotério da Universidade
de Passo Fundo/RS.

O sangue dos frangos foi obtido imediatamente apés decapitagio dos
mesmos. O sangue dos pombos foi obtido por pungio venosa na asa. O sangue das
rds foi obtido por decapitagio apds dessensibilizagdo por secgio da medula espinhal.

3.2. Métodos

3.2.1. Obtencio dos Preparados

Na coleta de sangue foram utilizados trés diferentes tipos de anticoagulantes:
1. salina a 0,9% - EDTA 0,24 M (2 mi);
2. citrato de sodio a 10% (1 ml) (GREENAWAY & MURRAY, 1971);
3. heparina a 1% (200 ul) (VILLELA et al., 1973),
todos para 10 ml de sangue coletado.

Foram também preparados alguns esfregacos sem a utilizagdo de
anticoagulantes.
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Foram preparados esfregacos de sangue fixados em etanol-acido acético
glacial (3:1, v/v) durante 1 min e em seguida lavados em etanol 70% durante 5 min e
secados no ar.

3.2.2. Citoguimica e Imunocitoquimica

Os preparados foram submetidos aos seguintes testes:

3.2.2.1. Reacao de Feulgen, especifica para DNA, que salienta os graus de

alta condensagdo cromatinica e morfologia tipicas de nucleos apoptéticos
(MELLO, 1997; VIDAL, 1997).

Os esfregagos foram hidrolisados pelo HCI 4N por 1 hora e 30 min, a 25 °C.
Depois de lavados com HCI 0,1N refrigerado, foram imersos no Reativo de Schiff
segundo Lillie (MELLO & VIDAL, 1980) por 40 minutos 4 temperatura ambiente,
protegidos da luz. Os esfregacos foram lavados em agua sulfurosa (1 parte de HCI
IN - 1 parte de metassulfito de sédic a 10% - 18 partes de agua destilada), 3 banhos
de 5 minutos cada. Apoés lavagem em agua destilada, os esfregagos foram
desidratados em. série alcoolica, diafanizados em xilol e montados em Balsamo do
Canada.

3.2.2.2. Coloracio pelo Azul de Toluidina a pH 4,0 segundo Vidal
(MELLO & VIDAL, 1980).
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Apods umedecidos em agua destilada, os esfregagos foram corados com Azul
de Toluidina a 0,025% em tampdo Mc Ilvaine pH 4,0 durante 20 minutos em
temperatura ambiente, lavados 3 vezes em agua destilada, secados ao ar,
diafanizados em xilol (Merck) e montados em Balsamo do Canada.

3.2.2.3. Método de Concentracéio Critica de Eletrélitos (CEC) para
apoptose, conforme proposta de VIDAL e colaboradores (1996).

Depois de corados pelo Azul de Toluidina a 0,025% em tampdo Mc Ilvaine
pH 4,0 durante 20 minutos em temperatura ambiente, os esfregagos foram
mergulhados em solu¢do de cloreto de magnésio (MgCl;) a 0,05 M, por 15 minutos.
A seguir foram lavados 3 vezes em agua destilada, secados ao ar, diafanizados em
xilol (Merck) e montados em Balsamo do Canada.

3.2.2.4. Métodeo de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP nick end-labeling) (Boehringer Mannheim), que evidencia

padrio de fragmentagdo internucleossémica, marcando as terminagdes
3’ hadroxila do DNA in situ.

Principio do teste:

A clivagem do DNA gendmico durante a apoptose pode produzir dupla fita,
fragmentos de DNA de baixo peso molecular (mono e oligonucleossomos) bem
como fragmentos de fita Gmica (nicks) em DNA de alto peso molecular. Estes
fragmentos de fita de DNA podem ser identificados por marcacdo das terminagdes
3’-OH livres com nucleotideos modificados em uma rea¢o enzimdatica. No kit
utilizado, a desoxinucleotidil transferase terminal (TdT) catalisa a polimerizacio de
nucleotideos nas extremidades livres 3’-OH do DNA, de uma maneira independente
de padrio, marcando os fragmentos da fita de DNA. A incorporagio de fluoresceina
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¢ detectada por anticorpos anti-fluoresceina, fragmentos Fad de ovelha, conjugado
com peroxidase horse-radish (POD). Apods reagio com o substrato, as células
coradas podem ser analisadas em microscopio optico.

Procedimento técnico (TUNEL):

L.

Foram colocados 50 pl de Proteinase K (Sigma) (20 pg/ml em PBS) nos
esfregacos e cobriu-se com limina de plastico, durante 15 minutos, para que esta
enzima retirasse as proteinas, liberando o DNA fragmentado nos sitios
especificos.

Apos lavagem com PBS (solugdo salina tamponada), foi colocado H,O, 3%
(Merck) em metanol, durante 15 minutos a fim de inativar as peroxidases
endégenas. A seguir lavou-se com PBS e retirou-se 0 excesso.

. Adicionaram-se 50 pl da mistura para a reagio de TUNEL, preparada

imediatamente antes do uso, através da adi¢do de 50 pl de solucdio de enzima
desoxinucleotidil transferase terminal de timo de bezerro em 450 pl de solugdo
label (mistura de nucleotideos em reagdo tampio). Cobriu-se com lamina de
plastico e incubou-se a 37 °C por 1 hora em ambiente amido.

Apés 3 lavagens com PBS e retirada do excesso, adicionaram-se 50 pl de
Converter-POD (anticorpo anti-fluoresceina conjugado com peroxidase), cobriu-
se os esfregagos com ldmina de plastico, incubando 30 minutos a 37 °C em
cdmara umida. A seguir lavou-se 3 vezes com PBS e retirou-se 0 excesso.

Adicionaram-se 50 ul de solugdo substrato DAB (50 mg de diaminobenzidina
diluidos em 50 ml de PBS ¢ 100 ul de peroxido de hidrogénio 30%, preparada
imediatamente antes do uso), incubando-se por 2-5 minutos & temperatura
ambiente. Observou-se o aparecimento de coloragdio marrom nos esfregacos.

Apés lavagem com agua destilada e retirada do excesso, os esfregacos foram
contracorados com Metil Green (verde de metila 0,5% em tampdo acetato de
sodio 0,1 M) durante alguns segundos, lavados com 4dgna destilada, e depois de
retirado o excesso, observou-se ao microscopio 6ptico o aparecimento da
coloracgdo verde.
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7. A seguir os esfregagos foram lavados 3 vezes em agua destilada, desidratados em
séric alcoolica, diafanizados em xilol durante 10 minutos e montados com
Balsamo do Canada.

3.2.2.5. Reacao Controle para Imunocitoquimica

Devido as altas concentragSes de peroxidases endogenas em eritrécitos, 0s
esfregacos sangiiineos nos diferentes anticoagulantes utilizados, foram submetidos a
testes prévios de bloqueio das peroxidases enddgenas, com concentragdes de H,0,
3%, 6% e 9% em metanol. Em seguida, utilizou-se a solugio de peroxidase HRP (2
mg de peroxidase dissolvidos em 50 ml de tampdo fosfato 0,06 M, pH 7,2) em
solugdo DAB (50 mg de 3,3 diaminobenzidina tetrahidrocloreto dissolvidos em 50
ml de tampéo fosfato 0,06 M, pH 7,2 mais 0,5 ml de H,O, 0,5%) para avaliaco da
eficiéncia do bloqueio.

Como resultado obtivemos o bloqueio das peroxidases endégenas a partir da
concentra¢do de H,0, 3% em metanol.

3.2.3. Analise e Documentacfio Fotografica

As laminas foram analisadas em microscopio Zeiss (Standard). Para a
documentagdo fotografica, utilizou-se fotomicroscopio Zeiss Axiophot II.

16



3.2.4. Anilise Estatistica

O teste de qui-quadrado (1993 GraphPad InStat tm) foi aplicado com a
finalidade de se testar a hiptese de independéncia, além de se estudar a relagéo
entre as duas varidveis de classifica¢io.
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4. RESULTADOS

Os dados de morfologia, citoquimica e imunocitoquimica acham-se
documentados em 8 pranchas de micrografias .

Os dados quantitativos est3o documentados em tabela.

4.1. Observacoes Qualitativas

As FIGURAS 1, 2, 4, 5, 6, 7 ¢ 8 mostram alguns aspectos morfolégicos,
citoquimicos e imunocitoquimicos de células em processo de morte celular, admitida

como programada, nos diferentes materiais e em algumas diferentes situagbes de
tratamento com substincias anticoagulantes.

Nos preparados das varias espécies submetidos i reagdio de Feulgen os
nicleos de eritrocitos em processo de morte celular foram mais dificilmente
detectados (FIGURAS 1, 5a-c) 4 excegdo de eritrocitos de ri (FIGURA 7a). A
avaliagdo foi prejudicada pelo proprio estado de compactagiio cromatinica dos
eritrocitos e pela presenca de nicleos de trombécitos que em aves se assemelham
morfologicamente a uma imagem apoptotica (HOFFMANN & VOLKER, 1969)
(FIGURAS 1a, ¢; 5a, b).

Notou-se também que o tipo de anticoagulante pode afetar a imagem obtida,
como € o caso do citrato que, possivelmente, por remogdo de proteinas nucleares,
tenha contribuido para que a cromatina se relocasse no niicleo. Os niicleos dos
eritrocitos de frango foram os mais afetados, exibindo formas mais arredondadas e
deslocamento da cromatina para a periferia (FIGURA 1b), enquanto que os de
pombos e rds apresentaram menores alteragdes cromatinicas (FIGURA 5b).

Nos esfregacos coletados com EDTA e submetidos 4 reagdo de Feulgen, a
cromatina encontra-se mais uniformemente distribuida, apresentando vérios estigios
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de compactagdo, O que torna a observag@o de células suspeitas de apoptose mais
facilmente detectaveis em relagio 4 heparina e ao citrato (FIGURAS 1, 5a-c, 7a).

Com heparina, os nicleos dos eritrocitos parecem apresentar cromatina mais
frouxa em relac@o ao EDTA (FIGURAS 13, ¢; 5a, ¢).

A FIGURA 5e exibe aspectos de coloragdo com azul de toluidina a pH 4,0 na
auséneia de ions Mg® em niicleos de eritrocitos de pombo, servindo como controle
para o método de CEC. Nugcleos de trombocitos podem ser observados nessa figura.

Quanto aos preparados submetidos ao método de CEC, foi muito dificil
discriminar eritrécitos em apoptose. Os nucleos dos eritrocitos apresentam-se
azulados apds coloragdo com AT em tampdo Mc Ilvaine a pH 4,0 e adi¢do de ions
Mg®" (FIGURAS 2: 54, f, g 7b, ¢). As FIGURAS 2a e 7¢ exibem leucécitos com
metacromasia. Trombdcitos destacam-se na FIGURA 5f.

Por outro lado, com o método imunocitoquimico, as imagens de morte celular
foram perfeitamente identificaveis, podendo-se inclusive visualizar-se passos
diferentes do processo (FIGURAS 4, 6 e 8). Os controles revelaram que a reagfio nio
foi devida a peroxidases endogenas (FIGURA 3).

AlteracOes relativas aos diferentes anticoagulantes também podem ser
observadas nos esfregagos submetidos ao método de TUNEL, especialmente nos
nicleos de eritrécitos de frango. Quando coletado com o anticoagulante EDTA,
apresentam sua forma normal, oval (FIGURAS 4a, b); com citrato ¢ sem tratamento
anticoagulante exibem forma arredondada (FIGURA 4c, e); com heparina mostram
formas variadas e aumento de volume (FIGURA 4d).
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FIGURA 1. Eritrécitos de frango submetidos a reagdo de Feulgen.
Anticoagulantes: EDTA (a), citrato (b), heparina (¢). x 1075. p, tromboeitos.
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FIGURA 2. Ertrécitos de frango submetidos ao métode de CEC.
Anticoagulantes: EDTA (a), citrato (b). x 1075, G, leucocitos,
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FIGURA 3. Eritrocitos de frango submetidos 3 reaglo controle para
imunocitoquimica, tratados com HRP-DAB e H,0; 3% em metanol (2), H,0O,
9% em metanol (b). Anticoagulante: EDTA. x 1125.
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FIGURA 4. Eritrécitos de frango submetidos ao método de TUNEL.
Anticoagulantes: EDTA (a, b}, heparina {(d), citrato (e), sem f{ratamento
anticoagulante (c). a, b, ¢, x 1075, d, ¢, x 1250. As setas mdicam resposta mais
intensa ao método.
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FIGURA 3. Eritrocitos de pombo submetidos 2 reaco de Feulgen (3-¢), ao método

de CEC (4, £, g) ¢ & colorag8o com azul de toluidina a pH 4,0 {e). Anticoagulantes:
EDTA (g, d, e}, citrato {b, f), heparina (¢, g). x 1075. p, trombdécitos.
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FIGURA 6. Erntrocitos de pombo submetidos ao método de TUNEL.
Anticoagulantes: EDTA (a, b), citrato (c), heparina (d). x 1075. As setas
indicam respostas mais intensa ao método.



FIGURA 7. Eritrécitos de r3 submetidos a reagfo de Feulgen (a) ¢ ac
método de CEC (b, ¢). Material tratado com anticoagulantes: EDTA (a),
citrato (b), heparina (¢}. a, x 1200; b, ¢, x 1125. G, leucdcito.
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FIGURA 8. Eritrocitos de 13 submetidos ao método de TUNEL.
Anticoagulantes: EDTA (a), heparina (b). x 1250, As setas indicam resposta
mais intensa ao método.



4.2. Observacoes Quantitativas

Foram contadas 2.000 células, ao acaso, para cada espécie e para cada
condigdo de tratamento com anticoagulante.

A TABELA 1 mostra uma alta percentagem de morte celular programada com
graus variados de resposta positiva a0 método imunocitoquimico.

TABELA 1. Freqiiéncia relativa de resposta ao método imunocitoquimico de TUNEL em
eritrocitos nucleados (n, 2000).

Respostas
Eritrocitos Anticoagulante + ++ + Subtotal -
Frango EDTA 5 35 56 96 4
Citrato 3 24 67 94 6
Heparina 3 43 50 96 4
Ausente 2 37 58 97 3
Pombo EDTA 4 38 55 97 3
Citrato 2 27 67 96 4
Heparina 4 39 54 97 3
Ri EDTA 59 25 12 96 4
Citrato 26 40 23 89 11
Heparina 51 36 10 97 3

Resposta positiva: +++, intensa; ++, intermediaria; +, fraca; resposta negativa: -
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Para facilitar a wvisualizagdo dos percentuais obtidos na TABELA I,
utilizou-se a representacio grafica destes dados (FIGURAS 9-14).

As FIGURAS 9, 10 ¢ 11 registram a variaglo de resposta ao método
imunocitoquimico de TUNEL em ntcleos de eritrécitos de frango, pombo e 13
respectivamente, nos diferentes anticoagulantes. Observa-se uma reagio positiva

para a maioria das células (> 90%).

As FIGURAS 12, 13 ¢ 14 registram a intensidade de resposta ac método
de TUNEL nos diferentes animais, com wm anticoagulante em particular.
Observa-se que os ntcleos dos eritrécitos de aves apresentaram resultados
semelhantes entre si, porém distintos dos de rd que respondem mais intensamente

a0 metodo.

FIGURA 9. Intensidade (30} de resposta ao método de TUNEL em eritrocitos de
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FIGURA 10. Intensidade (%) de resposta ac método de TUNEL em eritrocitos de pombo.
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FIGURA 11. Intensidade (%) de resposta ao método de TUNEL em eritrocitos de ra.
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FIGURA 12. Intensidade (%) de resposta ac método de TUNEL em eritrécitos
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FIGURA 14. Intensidade (%) de resposta ao método de TUNEL em entrocitos
coletados com anticeagulante heparina.
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4. 3. Analise estatistica

Os dados quantitativos que constam na TABELA 1 foram analisados
estatisticamente através do teste de qui-quadrado (TABELAS 2-8),

Na TABELA 2, o teste de qui-quadrado demonstrou que as vanaveis
intensidade de resposta ac método de TUNEL e anticoagulantes estdo
significativamente associadas, nfio s#o independentes entre si, ou seja, as
intensidades sdo mais caracterizadas por um particular anticoagulante, tanto em
nfacleos de eritrocitos de frango, pombo ou 1.

A TABELA 3 mostra que a intensidade de resposta ac método de TUNEL,
em nucleos de eritrocitos de frango, pombo ¢ rd estd significativamente associada
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com os diversos animais analisados, nos trés anticoagulantes utilizados. As
intensidades de respostas, portanto, sio mais caracterizadas por um particular
animal.

Comparando-se estatisticamente os animais, dois a dois, em relagdo 2
intensidade de resposta ao método de TUNEL, com o mesmo anticoagulante, o teste
de qui-quadrado demonstrou que as varidveis estio significativamente associadas.
Os nucleos de eritrécitos de frango, pombo e rd apresentam reagdes particulares em
relagdo ao outro animal. Existe dependéncia entre animal e reagiio (TABELA 4).

Na TABELA 5 observa-se que existe associagio significativa entre as
respostas positiva versus negativa ao método de TUNEL e os diversos
anticoagulantes, para os trés animais analisados.

A TABELA 6 mostra que existe associag@io significativa entre animais e
reacdo (positiva versus negativa) com o anticoagulante citrato, porém ndo ha
associagdo significativa com EDTA e heparina.

Quando se comparam estatisticamente os animais, aos pares, em relagio a
resposta global (positiva versus negativa) ao método de TUNEL, usando-se 0 mesmo
anticoagulante, o teste de qui-quadrado demonstrou que entre: (1) pombo-rid
(EDTA), frango-pombo (citrato), frango-ra (citrato) e pombo-ri (citrato) existe uma
associagdo significativa; (2) frango-pombo (EDTA), frango-rdi (EDTA), frango-
pombo (heparina), frango-rd (heparina) e pombo-ri (heparina) nfio ha uma
associagdo significativa, ou seja, nfo existe dependéncia entre animais e reagdio. Os
micleos destes eritrocitos ndo apresentam reagdes particulares em relagfio ao outro
animal quanto a resposta positiva versus negativa ao método de TUNEL, com estes
anticoagulantes (TABELA 7).

Na TABELA 8, o teste de qui-quadrado, para comparagio entre as respostas
mais intensa (+++) ao método imunocitoquimico e demais respostas (++, +, ausente)
nos diversos animais (aos pares), mostra que as variaveis estdo significativamente
associadas, exceto para frango-pombo (EDTA e heparina) onde a associagéo foi ndo
significativa. Deste modo, com EDTA e heparina, a resposta mais intensa ao método
de TUNEL (+++) foi semelhante em aves, quando analisada pelo teste de qui-
quadrado. Ra diferencia das aves, com os trés anticoagulantes.
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TABELA 2. Teste de qui-quadrado, para comparagdo entre intensidade de resposta ao
método de TUNEL e os diversos anticoagulantes utilizados.

Animais P Associagio
Frango < 0,0001 S
Pombo <0,0001 §

Ra <0,0001 S

Significativa, S; n, 2000

TABELA 3. Teste de qui-quadrado, para comparagio entre intensidade de resposta ao
método de TUNEL e os diversos animais {eritrocitos de frango, pombo e 1d).

Anticoagulante P Associacio
EDTA < 0,0001 S
Citrato < 0,0001 §

Heparina <0,0001 S

Significativa, S; n, 2000
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TABELA 4. Teste de qui-quadrado, para comparacio entre intensidade de resposta ao
método de TUNEL e os diversos ammais (2 a 2).

Animais P Associagdo
Frango € pombo ~E < 0,0352 S
Frango erdi—E < 0,0001 S
Pomboeri—E < 0,0001 S
Frango e pombo - C < 0,0034 S
Frangoerdi-C < 0,0001 S
Pomboerdi—C < 0,0001 S
Frango e pombo - H < 0,0234 S
Frangoeri—H < 0,0001 S
Pomboeri-H <0,0001 S

Anticoagulantes: EDTA, E; Citrato, C; Heparina, H
Significativa, S; n, 2000

TABELA 5. Teste de qui-quadrado, para comparagdo entre as respostas positiva versus
negativa (TUNEL) e os diversos anticoagulantes.

Animais P Associacio
Frango < 0,0009 S
Pombo <0,0228 S

Rd < 10,0001 S

Significativa, S; n, 2000
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TABELA 6. Teste de qui-quadrado, para comparagdo entre as respostas positiva versus
negativa {TUNEL) e os diversos animais (frango, pombo e rd).

Anticoagulante P Associagdo
EDTA 0,0941 NS
Citrato < 0,0001 S

Heparina 0,2229 NS

Significativa, S; Nao Significativa, NS; n, 2000

TABELA 7. Teste de qui-quadrado, para comparagdo entre as respostas positiva versus

negativa (TUNEL) e os diversos animais (2 a 2).

Animais P Associacio
Frango e pombo — E 0,0896 NS
Frangoeri—E 0,6943 NS
Pomboeri—E < 0,0369 S
Frango e pombo — C < 0,0111 S
Frangoera-C < 0,0001 S
Pomboeri~C < 0,0001 S
Frango e pombo - H 0,0832 NS
Frangoeri—H 0,4022 NS
Pomboerdi-H 0.3690 NS

Anticoagulantes: EDTA, E; Citrato, C; Heparina, H

Significativa, S; N#o Significativa, NS; n, 2000
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TABELA 8. Teste de qui-quadrado, para comparagio entre as respostas mais intensa {(+++)
ac método de TUNEL e demais respostas (++, +, ausente), nos diversos

animais (2 a 2).

Animais P Associagio
Frango e pombo - E 0,0864 NS
Frangoeri—-E < 0,0001 S
Pombo erd— E < 0,0001 S
Frango e pombo - C < 0,0388 S
Frangoerd—C < 0,0001 S
Pombo erdi—C < 0,0001 S
Frango e pombo - H 0,2104 NS
Frangoerd—H < 0,0001 S
Pomboerda —H < 0,0001 S

Anticoagulantes: EDTA, E; Citrato, C; Heparina, H
Significativa, S; Nédo Significativa, NS; n, 2000
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5. DISCUSSAO

As células eritrociticas, ao atingir sua maturidade, encontram-se aptas a
desempenhar suas funges especificas, sendo entfio enviadas & corrente sangiiinea
sob a denominac3o de eritrécitos. Durante a maturagdio, o volume da célula diminui,
o citoplasma torna-se aciddfilo devido ao aumento de hemoglobina e, nos
mamiferos, a cromatina torna-se cada vez mais densa, o niicleo torna-se picndtico e

v

€ expulso da célula (ROSS er al, 1993; GUYTON, 1992; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1995; NELSON & DAVEY, 1995).

Por outro lado, nos eritrécitos de aves e anfibios, o nicleo permanece na
célula madura (HOFFMANN & VOLKER, 1969; HODGES, 1974; STORER &
USINGER, 1976; SWENSON, 1988; BANKS, 1992), e a condensagio cromatinica
continua aumentando na corrente circulatéria destes animais, como podemos
observar nos esfregacos submetidos a reagfio de Feulgen. Nos eritrocitos nucleados
analisados, observamos uma gradual compactagdo da cromatina: os reticulécitos -
eritrécitos recém liberados pela medula para a corrente sangiiinea - apresentam
cromatina mais frouxa, enquanto os eritrécitos senescentes exibem sua cromatina em
estado maximo de compactacio apresentando fendtipos nucleares hipercromaticos
suspeitos de apoptose. Em 1ds, estes processos de morte celular foram detectados
com mais facilidade; em frangos ¢ pombos, 0 EDTA parece ser o anticoagulante que
permite, embora com alguma dificuldade, a detecgfo deste processo.

Com tratamento pelo método de CEC, a resposta dos eritrécitos nucleados foi
homogénea, tornando-se imensuravel.

Na andlise dos esfregagos submetidos ao método imunocitoquimico de
TUNEL, os eventos nucleares morfologicos de morte celular programada encontram-
se bem evidenciados. A fragmentagdo do DNA internucleossomal, que ocorre no
processo apoptotico, € identificada pela observacdio de células onde a cromatina
ocupa a periferia nuclear contra o envelope nuclear intacto, ¢ em outras onde a
cromatina brota em forma de pequenos corpos semelhantes a “uvas™.
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Aparentemente, o material coletado com EDTA apresentou melhor qualidade
visual, em concordancia com o fato de ser o anticoagulante mais usado na rotina
hematologica para estudos morfoldgicos e para contagem de células sangiiineas
(LIMA et al, 1977, NELSON & MORRIS, 1995). A heparina mostrou-se
intermediaria pois, apesar de ser considerada um anticoagulante que ndo altera a
morfologia dos leucécitos e glébulos vermelhos (MOURA et al., 1982), pode ligar-
se a histonas modificando a organizagdo dos complexos DNA-proteina (KITZIS ef
al., 1976) e, a alta quantidade de histona HS, presente nos nucleossomos de
eritrocitos de aves, também parece interferir no modo de agio da heparina
(DOENECKE, 1984). Por outro lado, o citrato de sodio foi o anticoagulante que
apresentou maiores alteragdes em nicleos dos eritrocitos, vindo de encontro ao fato
de ser usado, na rotina laboratorial, para estudos de coagulagio sangiiinea ¢ fungio
plaquetiria, € nfo morfologicos (MOURA et al., 1982; NELSON & MORRIS,

1995). Os esfregagos coletados sem tratamento anticoagulante também apresentaram
alteragdes morfologicas.

Os métodos citoquimicos utilizados para a avaliagdo do padrfio cromatinico
dos niicleos de eritrcitos € o método imunocitoquimico de TUNEL para detecgdo
dos fragmentos terminais 3 OH do DNA levam ao padrio apoptdtico de morte
celular programada. Assim, os eritrdcitos nucleados de aves (frango € pombo) e de
anfibio (rd) teriam seu programa de morte ativado ao serem liberados na circulacgo
sangiiinea, que perduraria por 30-40 dias para os eritrécitos de aves (HOFFMANN
& VOLKER, 1969; GURTLER er al., 1987) e 24 dias para os de ri (BACA
SARAVIA, 1961).

Estatisticamente, o teste de qui-quadrado revelou que tanto os anticoagulantes
utilizados como os animais analisados estdo significativamente associados quanto a
intensidade de resposta ac método imunocitoquimico, que ¢ mais caracterizada por
um particular anticoagulante e/ou animal. Entretanto, quando se comparam as
respostas mais intensa (+++) versus demais respostas (++, +, ausente), observa-se
que os nacleos de eritrécitos de rd estfio significativamente associados com os de
aves (frango ¢ pombo) nos trés anticoagulantes; os de frango e pombo, estiio
significativamente  associados com o anticoagulante citrato, e mostram
independéncia com EDTA ¢ heparina. Assim, estatisticamente, frango e pombo tém
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resposta semelhante com estes dois anticoagulantes e o anfibio se diferencia das
aves.

Essa diferenca percentnal de resposta mais forte (+++) ao método
imunocitoquimico, que nas aves encontra-se praticamente ausente, enquanto nas ras
encontra-se em tomo de 50 %, pode estar associada ao tempo de vida mais curto
destes eritrocitos em relacdo aos de aves (BACA SARAVIA, 1961; HOFFMANN &
VOLKER, 1969; GURTLER et al., 1987) ¢ a tipos diferentes de histona H5, que
apresentam heterogeneidade e polimorfismo em eritrécitos nucleados de aves,
anfibios e peixes (GREENAWAY & MURRAY, 1971), e que fariam ocorrer
diferentes complexos DNA-proteina. Com isso, o acesso do DNA & fragmentacéo
por endonucleases talvez fosse diferente e da mesma forma a resposta ao método de
TUNEL.

O alto percentual de morte celular programada revelada pelo método de
TUNEL estaria de acordo com dados de CEC da cromatina detectados por FALCO e
colaboradores (1998). Os graus wvariados de resposta positiva ao método
imunocitoquimico indicariam diferentes etapas do processo de morte, que estaria
envolvido com alteragdes quimicas ¢ de esteroarranjamento dos complexos DNA-
proteina e que poderiam afetar seus valores de CEC. Apesar das diferencas de
temperatura corpérea ¢ duragdo de vida média dos eritrdcitos dos animais
analisados, os resultados mostraram que a maioria da populagéo celular (> 90 %) se
encontrava em alguma fase ativa do processo de morte celular programada, o que se
refletia em padrdo variado de intensidade de marcagdo Imunocitoquimica dos
nicleos, sugerindo conservagio do processo, pelo menos em aves e no anfibio
estudado.
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