KENYA THIESEN

MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS DO DESEQUILIBRIO REDOX
EM CELULAS NEOINTIMAIS VASCULARES

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo
para obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias

Area de Concentracdo: Cardiologia

Orientador: Prof. Dr. Francisco Rafael Martins Laurindo

SAO PAULO
2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



INDICE

Lista da Abreviaturas
Lista de Quadros
Lista de Tabelas
Lista de Figuras
1. Introducéo
1.1 Formagé&o da camada neointima
1.2 Papel dos processos redox na resposta vascular a lesédo
1.3 Isomerase de dissulfetos protéicos (PDI) e NADPH oxidase
1.4 Estresse do reticulo endoplasmaético (“reagéo de proteinas desenoveladas
2. Objetivos
3. Material e Métodos
3.1 Reagentes
3.2 Angioplastia em artérias iliacas de coelho
3.3 Analise Morfolégica

3.4 Cultura e Isolamento de Células
3.4.1 Estabelecimento do método para cultura de células neointimais(NeoC)
3.4.2 Cultura de células da camada média de artérias apds lesdo por angioplastia (IVSMC)
3.4.3 Cultura primaria de células musculares lisas de artérias intactas (NVSMC)

3.5 Imunofluorescéncia em microscopio comum

3.6 Caracterizagdo da origem neointimal das células

3.7 Anadlise da expresséo de proteinas marcadoras do estresse do reticulo por
Western Blot

3.8 Analise de GSH intracelular por HPLC
3.8.1 Obtencéo das amostras
3.8.2 Andlise por HPLC

3.9 Andlise da atividade da NADPH oxidase

3.9.1 Obtencéo das amostras
3.9.2 Quimiluminescéncia mediada por lucigenina

3.10 Testes de viabilidade celular

3.10.1 Incorporacéo de Trpan Blue
3.10.2 Condig¢Ges de analise no HPLC

3.11Avaliagéo da produgéo de ROS em extratos celulares
3.11.1 Extratos de células para analise por HPLC
3.11.2 CondigGes de analise no HPLC

3.12 Andlise Estatistica
4. Resultados
4.1 Analise morfoldgica das artérias iliacas de coelho intacta e 14 dias apds
angioplastia
4.2 Desenvolvimento de método para cultura de células da neointima
4.3 Desenvolvimento do método para cultura de células musculares lisas de
artérias lesadas
4.4 Caracteristicas morfo-funcionais de células neointimais
4.5 Caracteristicas de células normais e da camada média da artéria lesada
4.6 Imunofluorescéncia para alfa-actina
4.7 Marcadores de NeoC
4.8 Expresséao de proteinas marcadores do estresse do RE
4.9 Avaliacao do estado redox pela GSH
4.10 Avaliacéo da produgdo de ROS em extratos totais de células
4.11 Avaliacdo da atividade da NADPH oxidase em fracdo de membrana
4.12 Avaliacao da viabilidade celular em rsposta a estressores
5. Discusséo
5.1 Considerag6es metodologicas



5.2 Caracteristicas morfo-funcionais de células neointimais cultivadas
5.3 Estresse do reticulo endoplasmatico e neointima
5.4 Estresse oxidativo e ativacdo da NADPH oxidase em células neointimais
5.5 Significancia do modelo in vitro
5.6 Implicagbes
6. Conclusotes
Referéncias Bibliograficas



All

ATP

BSA

BTEB 2
cBfa1l/RUNX2

DAPI
DHE

Lista de Abreviaturas

angiotensina Il

adenosinatrifosfato

soro de albumina bovina

elemento de transcrig&o basico ligado a proteina 2

um fator de transcricdo requerido para diferenciacdo de
osteoblastos e sintese 6ssea

4' 6-diamidino-2-fenil-indol
Dihidroetid



SFB

SM 22 a
SM-MHCemb
SOD

TBS

TCA

TGF-B

UPR

VSMC

soro fetal bovino

um marcador de célula muscular lisa diferenciada
muscular lisa miosina de cadeia pesada embrionaria
superoxido dismutase

tampao tris salina

acido tricloroacético

fator de crescimento transformador 3

reacdo a proteinas desenoveladas

células musculares lisas vasculares



Lista de Quadros

Quadro 1 — Diferencas entre os dois principais fen6tipos das células musculares
lisa

Quadro 2 — Evolucéo geral tipica da resposta vascular a lesdo em coelho

Quadro 3 — Expressdo relativa do mRNA para diferentes isoformas de
subunidades cataliticas da NAD(P)H oxidase em diferentes tipos celulares
encontrados em vasos.

Quadro 4 - Subunidades cataliticas e reguladoras do complexo NAD(P)H
oxidase em células musculares lisas vasculares.

Quadro 5 — Condi¢des ideais para o crescimento das culturas primarias dos
diferentes tipos celulares



Lista de Tabelas

Tabela 1 — Lista dos primers para investigacdo de marcadores de células
neointimais, com sua respectiva seqiéncia de nucleotideos, tamanho do produto
gerado, numero de ciclos utilizados e temperatura de anelamento. Em todos os
casos, a sequéncia de DNA utilizada como base foi a descrita para coelho.

Tabela 2 — Quantificacdo do GSH em homogenatos totais de células musculares
lisas de artérias intactas (NVSMC) ou da camada média da artéria lesada
(IVSMC) e células neointimais(NeoC).

Tabela 3 — Média dos valores das concentracdes de hidréxietidio (EOH) e etidio
(E) nas células musculares lisas normais (NVSMC 20), nas células da camada
média lesada (IVSMC 20) e nas células neointimais vasculares.

Tabela 4 — Percentual de células musculares lisas normais (NVSMC) nao viaveis,
determinada pela incorporacdo de Trypan Blue.



Lista de Figuras

Figura 1 — Cortes histolégicos das artérias: intacta (A em 40X e B, C em 10X) e
14 dias ap6s angioplastia (D em 40X e E, F em 10X), corados com hematoxilina-
eosina (A, D); Verhoef-van-Gieson (B,E) e Masson (C, F).

Figura 2 — Fotomicrografias representativas da cultura de células musculares
lisas da artéria lisada (IVSMC) e de células neointimais (NeoC) em diferentes
tempos de incubagdo, mantidas em estufa a 37°C e 5% de CGO. (A) - IVSMC
apos 24 horas em cultura; (B) - NeoC ap6s 24 horas em cultura; (C) - IVSMC
apos 48 horas em cultura; (D) - NeoC apés 48 horas em cultura; (E) - IVSMC
ap6s 72 horas em cultura; (F) - NeoC apds 72 horas em cultura; (G) - IVSMC
ap6s 14 dias em cultura; (H) - NeoC ap6s 14 dias em cultura (H);. Todas as
imagens foram obtidas com aumento de 20X.

Figura 3 — Andlise da expressao de alfa-actina em células musculares lisa (A e
B), células da camada média lesada (C e D) e células neointimais (E e F). Todas
as imagens foram obtidas em 20X.

Figura 4 — Analise da expressdo do mRNA da RUNX2/Cbfa-1 através da reacéo
em cadeia polimerase: O RNA total extraido de artérias normais (AN) e artérias
lesadas (I) submetido a transcricdo reversa utilizando primer OligodT. (A)
Variacdo da expressdo do mRNA da RUNX2 em artérias normais e lesadas
extraidas 14 dias apos les@o por cateter baldo, apds 25 ciclos; (B) Variacdo da
expressao do mRNA da RUNX2 em artérias normais e lesadas extraidas 14 dias
apos lesao por cateter balédo, apds 30 ciclos. O controle negativo (CN) é a reacdo
em cadeia polimerase sem cDNA.

Figura 5 — Analise da expressao do mRNA do Colageno a-1 e da osteopontina
através da reacdo em cadeia polimerase: O RNA total extraido de artérias
normais (AN) e artérias lesadas (I) submetido a transcricdo reversa utilizando
primer OligodT. (A) Variacdo da expressdo do mRNA do Colageno a-lem
artérias normais e lesadas extraidas 14 dias apos les@o por cateter balédo; (B)
Variac@o da expressdo do mRNA da osteopontina em artérias normais e lesadas
extraidas 14 dias apds lesao por cateter baldo. O controle negativo (CN) é a
reacdo em cadeia polimerase sem cDNA.

Figura 6 — Andlise da expressdo do mRNA da osteopontina e da RUNX2/Cbfa-1,
através da reacdo em cadeia polimerase: O RNA total extraido de artéria normal
(AN), artéria contra lateral apds 4 dias (CL4), artéria lesada apos 4 dias (L4),
artéria contra lateral apés 8 dias (CL8), artéria lesada apos 8 dias (L8), artéria
contra lateral apés 28 dias (CL28), artéria lesada apés 28 dias (L28) submetido a
transcricdo reversa utilizando primer OligodT. (A) Variagdo da expressédo do
MRNA da osteopontina; (B) Variacdo da expressdao do mRNA da RUNX2/Cbfa-1.
O controle negativo (CN) é a reacdo em cadeia polimerase sem cDNA.

Figura 7 — Western blot mostrando expressdo de proteinas marcadoras de
estresse do reticulo endoplasméatico em homogenatos de artérias normais (NL) e
artérias lesadas (I). O anticorpo primario detecta proteinas com a seqiiéncia
KDEL.

Figura 8 — Western blot mostrando expressdo de proteinas marcadoras de
estresse do reticulo endoplasmatico em homogenatos de células musculares
lisas normais (NVSMC) ou da camada média lesada (IVSMC), células neointimais
(NeoC). O anticorpo primario detecta proteinas com a sequéncia KDEL.



Figura 9 — Producdo de ROS em extrato total de células musculares lisas
normais suplementadas com 20% de SFB (NVSMC 20) comparadas a produgéo
basal apds estimulo com angiotensina Il (All) por 6 horas, tunicamicina (Tu) por 4
horas, NOC-18 (NO) por 18 horas. A atividade foi medida pelo método da DHE
por HPLC. Em resposta a todos os estimulos houve diferenta estatisticamente
significativa com p<0,05 comparado com o basal (sem estimulo).

FiguralO — Producédo de ROS em extrato total de células da camada média de
artérai lesada suplementadas com 20% de SFB (IVSMC 20) comparadas a
producédo basal apos estimulo com angiotensina Il (All) por 6 horas, tunicamicina
(Tu) por 4 horas, o doador de NO gas NOC-18 (NO) por 18 horas. A atividade foi
medida pelo método da DHE por HPLC. Somento com Oxido nitrico houve
diferenta estatisticamente significativa com p<0,05 comparado com o basal (sem
estimulo).

Figura 11 — Producdo de ROS em extrato total de células neointimais (NeoC)
comparadas A producdo basal apos estimulo com angiotensina Il (All) por 6
horas, tunicamicina (Tu) por 4 horas, o doador de NO gas NOC-18 (NO) por 18
horas. A atividade foi medida pelo método da DHE por HPLC. Em resposta a
todos os estimulos houve diferenta estatisticamente significativa com p<0,05
comparado com o basal (sem estimulo).

Figura 12 — Atividade da NADPH oxidase em fragbes de membrana de células
musculares lisas normais (NVSMC); células da camada média lesadas (IVSMC) e
células neointimais (NeoC) na condicdo basal e apoOs tratamento com
angiotensina Il (All) por 6 horas. A atividade foi medida pelo método da lucigenina
e expressa em cpm/mg/min, em escala logaritmica na ordenada. Condi¢Ges
experimentais: temperatura 37° C, e PBS/EDTA 1QuM com pH rigorosamente
controlado em 7,4. O resultado é a média mais ou menos o erro padrao de seis
experimentos independentes. p<0,05.

Figura 13 — Atividade da NADPH oxidase em fragdes de membrana de células
musculares lisas normais (NVSMC); células da camada média lesadas (IVSMC)
cultivadas com meio préprio suplementado com 10 ou 20% de soro fetal bovino
por pelo menos 24 horas antes do preparo das amostras. A atividade foi medida
pelo método da lucigenina. CondicBes experimentais: temperatura 37° C, e
PBS/EDTA 10uM com pH 7,4.

Figura 14 — Atividade da NADPH oxidase em fragbes de membrana de células
musculares lisas normais (NVSMC); células da camada média lesada (IVSMC)
ambas cultivadas por 24 horas antes do estimulo com meio préprio suplementado
com 20% de soro fetal bovino e células neointimais (NeoC) na condicéo basal e
apos tratamento com tunicamicina (Tu) por 4 horas. A atividade foi medida pelo
método da lucigenina. Condi¢des experimentais: temperatura 37° C, e PBS/EDTA
10uM com pH 7,4.

Figura 15 — Andlise da suscetibilidade das células musculares lisas normais
mantidas com 10 ou 20% de soro fetal bovino pela incorporagéo do Trypan blue.
As células foram tratadas com (A) privacdo de soro por 1, 3 e 6 horas; (B)
tunicamicina 5 pg/mL por 4, 12 e 18 horas. (C) H,O, 50uM por 1 hora. Os
resultados foram dados comparando cada um dos tipos celulares com o controle
de cada célula sem estimulo, sendo este considerado 100%.

Figura 16 — Andlise da suscetibilidade das células musculares lisas normais e
das células neointimais pelo método de reducdo do MTT. As células foram
tratadas com (A) privacdo de soro por 1, 3 e 6 horas; (B) tunicamicina 2 pug/mL
por 4, 12 e 18 horas; (C) tunicamicina 5 pg/mL por 4, 12 e 18 horas. (D) H,O,
10uM por 1, 3 e 6 horas; (E) H,O, 50uM por 1, 3 e 6; (F) H,O, 100uM por 1, 3 e 6



horas; (G) doador de 6xido nitrico 0,5 mM por 12 e 18 horas; (H) doador de 6xido
nitrico 0,5 mM por 12 e 18 horas e (I) doador de éxido nitrico 0,5 mM por 12 e 18
horas. Os resultados foram dados comparando cada um dos tipos celulares com
o controle de cada célula sem estimulo, sendo este considerado 100%.

Figura 17 — Western blot representativo da expressdo de proteinas
contendo KDEL em homogenatos de células musculares lisas normais
controle (1) e incubadas com NOC-18: 0,5 mM por 18 horas (2); 0,75 mM
por 18 horas (3); 1,0 mM por 18 horas (4); 0,5 mM por 24 horas (5); 0,75
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THIESEN, K. Mecanismos fisiopatolégicos do desequilibrio redox em células
neointimais vasculares. Sdo Paulo, 2007. 75p. Tese (Doutorado) — Fauldade de
Medicina da Univesidade de Sao Paulo.

O crescimento de uma camada neointima é o marcador central do processo aterosclerético,
bem como do remodelamento vascular associado a reestenose apds intervencoes
vasculares terapéuticas, tais como angioplastia ou colocacao de stents. A célula neointimal é
essencialmente uma célula com fendtipo muscular liso indiferenciado, cuja origem pode ser
multipla e com caracteristica acdo secretora de matriz extracelular. Dentre os fatores que
coordenam a (des)diferenciacdo, proliferacdo e migracdo destas células, ha evidéncias de
que processos redox tenham papel preponderante, porém 0os mecanismos de tais processos
nao estdo claros. A compreensdo mais profunda de tais mecanismos redox tem sido
dificultada pela falta de modelos de células neointimais cultivadas. Os objetivos especificos
deste trabalho sdo: 1) Desenvolver um modelo de cultura de células neointimais de
artéria iliaca de coelho obtidas apds lesdo por catéter-baldo. 2) Avaliar em tais
células indices do estado redox e potenciais fontes enzimaticas de ERO, com énfase
no complexo NAD(P)H oxidase. 3)Avaliar marcadores de estresse do reticulo
endoplasmatico e sua correlacdo com os indices do estado redox. 4) Estudar o efeito
de estimulos proapoptéticos como deprivacdo de soro, estressores do RE e
particularmente administracdo exdgena de NO na viabilidade e estado redox de
células neointimais. Os resultados obtidos demonstram que: € possivel obter células
neointimais em cultura de modo reproduzivel e estavel. Células provenientes da
artéria lesada mantém um estado persistente de aumento do estresse oxidativo. O
estresse oxidativo nessas células decorre de producdo aumentada de radical
superoxido e ativagdo do complexo da NADPH oxidase vascular. Diferentemente do
observado em vasos lesados, os marcadores do estresse do reticulo endoplasmatico
nao se apresentam alterados se comparados a células musculares lisas normais.
Células neointimais tém resposta aumentada a agonistas da NADPH oxidase e
estressores celulares. A exposi¢ao a 6xido nitrico promove aumento da producéo de
superéxido, particularmente acentuado em células neointimais. As curvas de
viabilidade celular indicam uma sensibilidade aumentada a estressores do RE,
doadores de NO e particularmente a oxidantes exdégenos. Em conjunto, estes
resultados permitem concluir que o fendtipo neointimal € um fendtipo de estresse
oxidativo acentuado e persistente, mesmo em condi¢des de cultura celular, e que
este estresse oxidativo decorre pelo menos em parte da ativagcdo do complexo
NADPH oxidase no contexto de uma adaptacdo a resposta celular integrada ao
estresse. Estes dados indicam novas perspectivas no entendimento dos mecanismos
envolvidos na fisiopatologia redox da neointima, podendo suscitar o desenho de
intervencdes terapéuticas racionais.

Descritores: NAD(P)H oxidase, estresse oxidativo, restenose coronariana e coelhos.
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THIESEN, K. Pathophysiological mechanisms of redox inbalance in neointimal
vascular cells. Sao Paulo, 2007. 75p. Tese (Doutorado) — Fauldade de Medicina
da Univesidade de Sao Paulo.

Formation of a neointimal layer is the hallmark of most vascular diseases, such as
atherosclerosis and restenosis after angioplasty. Neointimal cells display an
undifferentiated noncontractile smooth muscle phenotype with marked extracellular
matrix secretion. Their origin can be multiple. Among factors that govern the
(de)differentiation, proliferation and migration of neointimal cells, there is evidence for
a key role of redox processes, but the underlying mechanisms are unclear.
Advancing the knowledge about such redox mechanisms has been difficulted by the
absence of a reproducible method of neointimal cell culture. The objectives of this
work are: 1) To develop a model of neointimal cell culture, in which cells are
harvested from rabbit iliac arteries 14 days after overdistention balloon injury. 2) To
assess the redox status in such neointimal cells and the possible enzymatic source of
reactive oxygen, with emphasis in the NAD(P)H oxidase complex. 3) To investigate
the expression of endoplasmic reticulum stress markers and their corralation with
redox status. 4) To investigate the effects of proapoptotic stimuli such as serum
deprivation, endoplasmic reticulum stressors and particularly the exogenous
administration of nitric oxide in viability and redox status of neointimal cells. Our
results show that it is possible to harvest and cultivate neointimal cells after balloon
injury. The neointimal cells in culture, even after several passages, exhibit increased
indexes of oxidative stress. Oxidative stress in such cells is associated with increased
activation of the vascular NAD(P)H oxidase complex. Contrarily to what was
observed in healing arteries harvested from in vivo rabbits, markers of ER stress did
not show any change when compared with primary smooth muscle cells kept in
similar conditions. Oxidative stress response was increased after NADPH oxidase
agonists; in particular, exposure to exogenous nitric oxide markedly increased
superoxide radical production in neointimal cells. Cell viability curves showed
increased sensitivity to ER stressors, NO donors and, particularly, exogenous
oxidants. Therefore, the neointimal phenotype is a phenotype of intrinsic sustained
oxidative stress even after several passages in culture. Such oxidative stress is due
at least in part to activation of the NAD(P)H oxidase complex in the context of
adaptation to an integrated stress response. This data provide new perspectives to
understand redox mechanisms associated with neointimal pathophysiology and can
lead to development of rational therapeutic interventions.

Descriptors: NAD(P)H oxidase, oxidative stress, coronary restenosis and rabbits
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1. INTRODUCAO

Artérias sdo compostas basicamente por trés camadas estruturais. A camada
de células mais interna que envolve o lumen, delimitada pela camada elastica
interna, é tunica intima. E composta por um arranjo linear e longitudinal de células
endoteliais e membrana basal contendo tecido conjuntivo, células sub-endoteliais
(pericitos) e esporadicas células musculares lisas vasculares (VSMC). A tunica ou
camada média € o tecido compreendido entre a lamina elastica interna e a externa.
Composto de um arranjo de células musculares lisas dispostas em forma
circunferencial embebidas em matriz extra-celular (ECM) rica em colageno,
elastina/fibrilina e proteoglicanos. A camada localizada externamente a lamina
elastica externa, ou tunica adventicia, é composta de fibroblastos arrumados
longitudinalmente, inseridos em ECM rica em colageno e elastina, pequenos vasos
“vasa vasorum” e terminacdes nervosas (Gharios, et al., 2004; Hillebrands, et al.,

2001).

Fisiologicamente, o endotélio atua como barreira semipermeavel entre o
sangue e a musculatura lisa vascular (ROSS, 1995). Particularmente, um grande
volume de investigacdes nas Ultimas décadas evidenciou um papel crucial do
endotélio no controle paracrino da estrutura e funcédo vascular. Células endoteliais
produzem substancias vasoativas como endotelina-1 (ET-1) (YANAGISAWA, et al.,
1988) e angiotensina Il (All) (DZAU, et al, 1987), além de fatores de relaxamento
derivados do endotélio (FURCHGOTT, et al., 1980), dentre eles prostaciclina e 6xido
nitrico (NO), que atuam nos tecidos adjacentes (VANE, et al., 1990). Provavelmente
o efeito mais significativo dos horménios no controle vascular é a capacidade de
muitos deles modularem a liberacdo de substancias vasoativas como NO,
prostaglandinas e ET-1 (POHL, et al., 1994). A secrecéo tonica de NO induz um
tbnus basal vasodilatador, além de inibir a ativacao plaquetéaria, a adesao de células

inflamatorias e a proliferacdo de VSMC (Hermann, 2006).
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VSMC tém sua origem, fenétipo e funcéo variados. Grande parte delas é
derivada de células mesenquimais (Hungerford, et al., 1999). Pelo menos em certos
casos aparentemente se diferenciando de precursores monociticos (Jabs, et al.,
2005). Alguns estudos tém mostrado que algumas populacdes de VSMC tém sua
origem em um processo de transdiferenciacdo de células endoteliais (DeRuiter, et
al., 1997). VSMC apresentam, com gradacdes intermediarias, 2 fenotipos, sintético e
contratil (Quadro 1). O fendétipo sintético das VSMC aparece durante o estagio
embrionario, se desenvolvendo para um mais filamentoso, que € o fenétipo contréatil
mais maduro e presente em tecidos adultos. O fenétipo semelhante a fibroblasto se
refere a um mais sintético, que é caracterizado por um aumento da sintese proteica
(incluindo sintese de ECM), e auséncia de organizacdo do aparato contratil no
citoplasma. Ja o fendtipo de VSMC maduras é caracterizado por uma capacidade
reduzida de sintetizar proteinas da ECM, um aumento de miofilamentos contrateis e

um aumento da expressao de alfa-actina (Gharios, et al., 2004).

Quadro 1 — Diferencas entre os dois principais fenétipos das células musculares lisa

Fendtipo Sintético Fendtipo Contratil

Tecidos embrionarios,
Predominio reparo Vascu'ar (|esa0 TeCidOS adUItOS
vascular e aterosclerose)

Manutenc¢éo do ténus e

Funcéao Sintese de ECM e migracéo e
resisténcia vascular
Organizagao ?9 Ausente Presente
aparato contréatil
Sintese de
Proteinas da Aumentada Reduzida
ECM

Baseado em Moiseeva EP, 2001.

A camada adventicia serve de arcabouco para a camada média e pode ter um
papel ativo no remodelamento vascular em resposta a lesédo vascular (Sartore, et al.,
2001). Os fibroblastos podem ser estimulados por citocinas, fatores de crescimento
como o fator de crescimento transformador B (TGF-B) levando a um fendtipo
miofibroblastéide ativo. Esse fendtipo é encontrado em vasos em processo de reparo
e cura (Gabbiani, 2003). Miofibroblastos e VSMC sé&o similares fenotipicamente, e a
questdo é se miofibroblastos e VSMC sao realmente tipos de células distintas ou

representam diferentes fases de diferenciagdo. Esta questdo ainda nao foi
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plenamente esclarecida. Miofibroblastos estimulados com certos fatores de
crescimento expressam alfa-actina, mas também podem expressar sob condi¢cdes
especificas outros marcadores de diferenciacdo de VSMC, tais como miosina da
cadeia pesada e caldesmon (Serini, et al., 1999). Recentemente foi observado que a

esmotelina, um marcador de VSMC, ndo €& expressa em miofibroblastos, o que

permite a diferenciacao entre os dois tipos celulares (Christen, et al., 2001).

1.1 Formacgao da camada neointima.

Processos patoldgicos vasculares provocam uniformemente mudancas na
estrutura da parede arterial (Gharios, et al., 2004), em que ha envolvimento de
células inflamatorias e nao-inflamatérias, gerando uma resposta vasculoproliferativa
(Zhou, et al., 2005). O crescimento e espessamento da camada intima é
denominado camada neointima, que €é uma via final comum da resposta
fisiopatoldgica vascular a condicdes como aterosclerose e no envelhecimento
vascular, qgue € um processo eminentemente da camada intima do vaso (Vazquez-
Padron, et al., 2004) e exacerbado na presenca de diabetes (Winocour, et al., 1993)
e hipertenséao arterial (Jandeleit-Dahm, et al., 1997). Em especial, a formacao da
neointima é caracteristica central da reparacdo vascular a lesbes de diversas
naturezas, seja imunoinflamatéria, quimica ou fisica, representando essencialmente
um fendmeno adaptativo (Khachigian, et al.,, 2002). O exemplo mais tipico e
clinicamente relevante é a resposta a lesdo mecanica vascular, apds angioplastia
por baldo ou colocacdo de stents mecéanicos, na qual ocorre progressivo
espessamento, geralmente concéntrico, da intima coincidindo com o avanco

perivascular da inflamacé&o (Hillebrands, et al., 2001).

A angioplastia coronaria percutanea foi um dos maiores avancos no
tratamento de doencas arteriais coronarianas. A grande limitacdo dessa intervencao
€ 0 desenvolvimento de reestenose no local da intervencdo (Roberts, et al., 2005)
gue ocorre em 30 a 40% dos pacientes que sofreram angioplastia. O advento do
stent coronariano tem resultado numa reducdo significativa dos casos de
reestenose, porém a completa prevencdo desta complicacdo ndo é ainda possivel
(Christent, et al., 2001). A neointima é o ponto central do processo de reparacao
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vascular que freqientemente culmina na sindrome clinica da reestenose pds-
intervencao vascular (Chen, et al., 2003). No caso da colocacdo de stents, a
formacdo da neointima é o principal e, talvez, o Unico mecanismo de reestenose
intra-stent. No caso de lesao por baldo, o remodelamento vascular constrictivo é o
principal determinante do grau de obstrucédo provocado pela neointima (Malik, et al.,
1998; Sartore, et al., 2001). Em ambos os casos, assim como na aterosclerose
nativa, a neointima € o essencial marcador do processo fisiopatolégico vascular no
ambito celular, embora a neointima seja também exuberante apds lesdo mecéanica

de artérias normais (Moore, et al., 1982).

A resposta vascular a lesdo pode ser dividida em precoce e tardia. A primeira
tem sido definida como uma fase inflamatéria precoce, trombdtica e baseada em
mediadores inflamatorios, é também acompanhada por uma morte macica de células
vasculares, além da degradacdo da matriz. A fase tardia da estabilizacdo da lesdo é
governada pela proliferacdo residual, migracéo celular, apoptose, remodelamento e
secrecdo de ECM (Pollman, et al.,, 1999; Schwartz, 1997; Straus, et al., 1994).
(Quadro 2).

A neointima é formada essencialmente por células com fen6tipo muscular liso
indiferenciado. A origem dessas células permanece controversa, com 3
possibilidades basicas (Hillebrands, et al., 2001): 1) (des)diferenciacdo e migracao
de células musculares lisas contrateis da camada média (Ross, 1993); 2) migracao e
multiplicacdo de populacdo(des) celular(es) especifica(s) oriunda(s) da camada
média, adventicia ou da propria intima (Roberts, et al., 2005); 3) fixacao,
multiplicacéo e diferenciacédo de células pluripotentes oriundas do sangue periférico,
p.ex., células progenitoras hematopoiéticas (Sata, et al., 2002) ou progenitoras
endoteliais (Roberts, et al., 2005).

A célula neointimal € essencialmente uma célula secretora de ECM, uma
acdo que reflete a vasta mudanca fenotipica a partir da célula muscular lisa contratil
desencadeada por estimulos paracrinos e autécrinos ap0s uma lesdo vascular.
Portanto, além da proliferacdo e migracao celular local, o acimulo de ECM contribui

fortemente para o espessamento da camada neointimal.

Estes processos sao contrabalancados pela perda celular por apoptose e,
possivelmente, pela continua degradacdo de ECM (Lijnen, 2003/2004; Walsh, et al.,

2000). O balanco entre estes fenébmenos determina o tamanho final da neointima.
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Além da VSMC propriamente dita, a ativagdo dos fibroblastos da adventicia e sua
migracdo e transformacdo em miofibroblastos pode contribuir para a formacdo da

neointima e o remodelamento vascular.

Quadro 2 - Evolucéo geral tipica da resposta vascular a lesdo em coelho*

Tempo apés L o .
~ Principais processos biologicos envolvidos
leséo
Imediato Apoptose macica precoce de células vasculares

Infiltracao de plagquetas e leucdcitos
24-48 horas Edema

Inicio precoce da proliferacdo de camada média

Migracao celular para camada neointima incipiente
4-7 dias Segunda onda de prolifera(;,{ioZ principalmente na camada
neointima
Diminuigéo precoce do calibre e vasoconstric¢cao

Migracao celular para camada neointima em expansao
714 dias Maximo ritr~no de dimi_nuigéo do calibre plo lGmen
Secrecao de matriz extracelular colagena
Proliferacao residual neointimal

Segunda onda de apoptose da neointima > média
Maxima secrec¢do de matriz extracelular
14-28 dias Diferenciacdo da célula muscular lisa neointimal
Diminuicéo final do calibre vascular
Tamanho quase-maximo da camada neointimal

* Laurindo, et al., 2002.

O entendimento da biologia da célula neointimal representa uma etapa
significativa para o avango do conhecimento em inimeras doengas vasculares, em
particular no desenvolvimento e progressao da lesao aterosclerética e na reestenose
pés angioplastia (Bayes-Genis, et al., 2000, Emanueli, et al., 2000). Conhecimentos
sobre a prevencédo de reestenose tém, em parte, sido limitados pela ndo existéncia
de um modelo padronizado de células neointimais em cultura. Em protocolos in vitro,
estas células podem ter vida média curta e séo relativamente pouco uniformes entre

as diversas fontes primarias da célula.

1.2 Papel de processos redox na resposta vascular a lesao
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Dentre os inumeros fatores envolvidos na resposta vascular a lesédo
mecanica, a participacdo de processos redox associados a sinalizacao e leséo
celular nas diversas fases do processo de reparacdo tém um papel de destaque
(Souza, et al., 2000). Estes processos redox sdo basicamente relacionados a
formacdo enzimética de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Hensley, et al.,2000).
A geracdo de radicais superédxido leva a reducdo da biodisponibilidade de NO e
consequente disfuncdo vascular/endotelial. Neste contexto, as fontes enzimaticas de
ROS fazem parte integrante de um sistema de transferéncia de elétrons que, em
dltima analise, determina o ambiente redox celular. Além disso, variacdes redox em
microambientes celulares e organelas contribuem para a modulacdo destes

fenbmenos.

Em vasos, em especial em VSMC h& numerosas fontes de ROS, incluindo a
NAD(P)H oxidase (semelhante a enzima de fagdcitos), a cadeia respiratoria
mitocondrial, a xantina oxidase, a lipoxigenase e a 6xido nitrico sintase; porém a
NADPH oxidase e a mitocondria sdo as principais fontes de ROS nessas células
(Clempus, et al., 2006).

A NADPH oxidase (Nox) é um complexo multiproteico de composicéo variavel
dependendo do tipo de célula, e ndo somente sua composi¢cdo, mas a funcédo das
diferentes Noxs parecem ser distintas nos diferentes tipos de células (Griendling,
2004). A primeira oxidase descrita foi a dos fagdcitos (=phagocytic oxidase — phox) é
um complexo enzimatico cuja ativacdo € estritamente controlada e envolve a
interacdo fisica e montagem de varias subunidades proteicas: p47°"®, p67°",

p40P" rac 2 (em fagocitos), p22°"

e Nox 2. Nas células em repouso, os trés
primeiros componentes estdo localizados no citosol, assim como a GTPase rac 2.
Os componentes p22"" e Nox 2 (a subunidade catalitica), localizados na membrana
celular e em membranas de granulos de secrec¢éo, se heterodimerizam para formar
0 citocromo bssg, a subunidade catalitica que contém heme, sitios flavina e o sitio de
ligacdo do substrato redutor NADPH. Com estimulos apropriados, como citocinas e
ativadores da proteina quinase C, o componente p47°"* é fosforilado pela proteina
quinase C dentre outras possiveis quinases, e migra para a membrana juntamente
com p67ph°", outra subunidade citosélica que € o local de ligacdo da rac que modula
a atividade da enzima (Deleo, et al., 1995; Deleo, et al., 1998; Griendling, 2004).

Este complexo interage com o citocromo bssg € amplifica de modo exponencial a
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transferéncia de elétrons do substrato NADPH para o oxigénio molecular, gerando

de modo acelerado concentracdes submicromolares de O, , que é o produto
primario da NADPH oxidase (Babior, 1999; 2000; 2002; Ohno, et al., 1985).

Diferentemente da oxidase de fagdcitos, a oxidase de células vasculares tem
uma atividade basal constitutiva, sendo além disso ativada por estimulos de
agonistas (Clempus, et al., 2006), que induzem a producdo de concentracoes
nanomolares de ROS com funcdo de sinalizacdo celular de processos como
proliferacdo, migracédo, diferenciacdo, regulacdo da expressdo e atividade de
metaloproteinases de matriz, crescimento, secrecdo de citocinas inflamatérias,
hipertrofia e morte (apoptose) (Clempus, et al., 2006; Griendling, 2004) (Quador 3).

Quadro 3 - Expresséo relativa do mRNA para diferentes isoformas de subunidades
cataliticas da NAD(P)H oxidase em diferentes tipos celulares encontrados em vasos.

Célula Célula Fibroblasto da Mondcito
endotelial muscular lisa adventicia
++ +++ - -
Nox1
Nox2 +++ - ++ +++++
Nox4 ++ + + ++

Obs.: os dados representam uma sintese de varios estudos (revistos por Lassegue
et al, 2005), utilizando diferentes metodologias (i.e. PCR quantitativa + n&o
quantitativa), e portanto, sdo estimativas aproximadas. O sinal “—* representa
expressao indetectavel e os sinais “+” equivalem a semiquantificacées relativas da
expressao.

A Nox 1 é detectada em VSMC em baixos niveis, possui 56% de homologia
com a Nox 2. Estudos mostraram que o aumento da expressdo de Nox 1 esta
associado a proliferacéo celular, sendo a formacéo de peroxido de hidrogénio (H20,)
um dos indutores dessa proliferacdo. Entre os agonistas conhecidos por ativar a Nox
1 estéo: fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF), All e prostaglandina
F2a (PGF2a). A supressdo da sua expressao inibe a producdo de superoxido. As
ROS produzidas pela Nox 1 estdo associadas a hipertrofia e proliferacdo. A Nox 4
também é detectada em baixos niveis em VSMC, apresentando 39% de homologia
com a Nox 2; é constitutivamente ativa. Nox 4 esta relacionada a quiescéncia e
diferenciacdo celular. Superexpressdo da Nox 4 induz fenétipo senescente. Nox 4
parece ser inibida pelos agonistas da Nox 1 de modo que estimulos como PMA,

acido araquidbnico ou calcio ndo aumentam a sua atividade.
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Todas as VSMC expressam p22°"™ e essa subunidade é requerida para
atividade das seguintes subunidades cataliticas: Nox 1, Nox 2 (em niveis baixos
porém funcionalmente importantes) e Nox 4 (Bayraktutan, et al., 2000; Clempus, et
al., 2006; Geiszt, et al., 2004; Griendling, 2004; Lassegue, et al., 2001; Szocs, et al.,
2002) (Quadro 4). A Nox 1 e a Nox 2 sdo ativadas em resposta ao estimulo do PMA,
via protefna quinase C, com o recrutamento do p47°"*. A expressdo de p47°"™ e
racl (em na&o-fagécitos) é bem documentada, porém a do p67°"* ainda é
controversa em VSMC. Novos homélogos das subunidades p47°"* e p67°"*, NoxO1
e NoxAl foram recentemente descritos em outros tipos de células, mas sua
presenca ainda nao foi confirmada em VSMC.

Quadro 4 — Subunidades cataliticas e reguladoras do complexo NAD(P)H oxidase
em células musculares lisas vasculares.

Subunidades Cataliticas Subunidades Reguladoras
Nox 1 p22Phox
Nox 2* P47Phox
Nox 4 Rac 1
Nox 5 NoxA 1

Baseado em Kawahara, et al., 2005.
* somente em VSMC de arteriolas (Touyz, et al., 2002).

No vaso, a atividade da NAD(P)H oxidase gera concentracdes nanomolares
de superoxido (Souza, et al., 2002) e esta relacionada com a regulacdo da funcéo
vascular em condicdes fisiolégicas (Irani, et al., 2000) e em patologias como
hipertensdo (Cai, et al., 2000; Fukui, et al., 1997), diabetes (Du, et al., 1998) e
aterosclerose (Warnholtz, et al., 1999; Miller, et al., 1998).

Imediatamente apos les@o vascular, ocorre macica producao de superoxido
por ativacdo da NAD(P)H oxidase vascular (Souza, et al., 2000). Este processo leva
a ativacdo precoce do fator de transcricdo NF-kB, que esta associada a transcricdo
de genes para mediadores da resposta inflamatéria e cicatricial, geralmente
associados a protecao celular contra apoptose (Souza, et al., 2001). O estresse
oxidativo apos a lesdo foi confirmado pela significativa reducdo dos niveis celulares
de glutationa reduzida e aumento da oxidada, de modo que a relagdo GSH/GSSG
reduziu-se de 7,9+2,1 a 0,8+0,2 (p<0,005). Estudos subseqientes com
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quimiluminescéncia ndo detectaram aumento substancial da producdo de radical
superéxido (Azevedo, et al., 2000). Recentemente, foi mostrado por microtopografia
fluorescente com hidroetidina o aumento da producdo do radical superéxido,
refletindo 2 processos simultaneos: a) aumento da expressdo da NAD(P)H oxidase
(Szocs, et al., 2002); b) reducdo sustentada da atividade da superédxido dismutase
(Leite, et al., 2002). Nesse ultimo estudo, demonstrou-se que deplecao da SOD é um
fator-chave para o remodelamento constrictivo do vaso apods lesdo e que esta
deplecdo permite a ocorréncia de estresse nitrativo/oxidativo envolvendo perda da
bioatividade do NO derivado da iNOS.

Outra importante fonte de ROS é a mitocondria. Essa organela gera por meio
da respiracdo a energia necessaria para a célula produzindo adenosinatrifosfato
(ATP) pelo processo de fosforilagdo oxidativa (Coope, 2001; Czarnecka, et al.,
2006). O aceptor de elétrons dessa via € oxigénio molecular que é essencial a
sobrevivéncia dos organismos aerébicos e um aceptor final de elétrons em inUmeras
outras vias metabdlicas. Durante a cadeia respiratoria mitocondrial, cerca de 0,1 %

do oxigénio sofre uma reducédo incompleta para superoxido (Chang, et al., 2004).

A producdo de ROS na mitocondria pode ocorrer em diversos locais, sob
regulacdo de fatores como potencial de membrana, Ca®** e NO. O complexo | pode
produzir ROS sozinho ou combinado com o comlexo Il através de um processo
conhecido como transporte reverso de elétrons (Zmijewski, et al., 2005). O complexo

[l também pode produzir superoxido (Boveris & Chance, 1973; Turrens, 1997).

Além de ser uma geradora de ROS, a mitocbndria a0 compartimentalizar a
transferéncia de elétrons dos equivalentes redutores gerados pelo metabolismo
intermediario na forma de NADH, age como verdadeiro “dreno” de elétrons na célula
em condi¢cdes normais aerdbicas. A resultante da atividade mitocondrial tem assim
um efeito protetor antioxidante para outras estruturas extramitocondriais. Alguns
estudos mostram que independente da Mn-SOD, a prépria respiracdo mitocondrial

pode consumir o superéxido gerado em sitios extramitocondriais (Guidot et al, 1995).

Cerca de 30% das enzimas envolvidas na cadeia trasportadora de elétrons
sao sintetizadas pelo DNA gendmico mitocondrial. Mutagcdes ou lesdes nesse DNA
podem induzir a geragdo de ROS na mitocondria (Chang, et al., 2004).
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1.3 Isomerase de dissulfetos proteicos (PDI) e NADPH oxidase

O mecanismo que governa a regulacéo da producao de ROS através da Nox
é incerto. Recentemente, foi mostrado que a Nox vascular é fortemente regulada por
reagentes especificos de grupos tiol via mecanismos ndo diretamente relacionados
ao estado redox da glutationa intracelular (Janiszewski, et al., 2000). Assim, estudos
do nosso grupo avaliaram a hipotese que tiol oxidoredutases estdo envolvidas na
modulacao da atividade da NAD(P)H oxidase.

A PDI é uma proteina da super familia da tioredoxina, com multi-dominios,
abundante na célula, multiplas funcbées, comportamento redox versatil e conhecida
interacdo com outas proteinas. A PDI é localizada principalmente no lumen do
reticulo endoplasmatico (RE) onde é assiste o enovelamento redox das proteinas,
via reacgdes tiol dissulfeto como oxidacgéo, reducdo e isomerizacao. Essa proteina é
composta por dois dominios cataliticos tioredoxina, a e a’, que sdo separados por
dois dominios ndo cataliticos, b e b’ e por um dominio C-terminal ligado a uma
sequéncia KDEL, que é um tetrapeptideo (Lys-Asp-Glu-Leu) presente em células de
mamiferos e que sinaliza retencéo ou recuperacédo da proteina no RE. O dominio a é
composto pelo motivo redox-ativo WCGHCK. J& o dominio b confere a PDI,
conformacao estrutural que facilita a apresentacdo da sequéncia redox-ativa. Em
particular, a PDI é um eficiente catalizador de reacdes de trans-nitrosacdo mediando
a internalizacdo do Oxido nitrico por S-nitrosotiois extracelulares (Ellgaard, et al.,
2005; Janiszewski, et al., 2005).

Janiszewski e colaboradores (2005) mostraram uma associacdo fisica e
funcional entre a PDI e a NADPH oxidase, em células musculares lisas. Nesse
estudo um oligodeoxinucleotideo antisenso contra PDI promovendo reducdo de sua
atividade, acarretou substancial reducdo da atividade da NAD(P)H oxidase. Além
disso, a ativacdo da oxidase com o seu agonista classico All induziu ca. 5-6 vezes
aumento da atividade da PDI na fracdo particulada de homogenatos celulares.
Assim, tem-se elementos para propor que a PDI seja uma nova proteina reguladora
da NAD(P)H oxidase vascular. Por outro lado, a propria atividade da oxidase leva a

uma ativacao da PDI, caracterizando uma interacao estreita entre essas moléculas.



24

1.4 Estresse do reticulo endoplasmatico (“reacdo a proteinas

desenoveladas”)

O enovelamento correto de proteinas assistido por chaperonas, € uma das
principais funcbes do RE. Um caso paradigmético de alteracdo da funcdo do RE é
uma resposta coordenada celular conhecida como “reagcdo a proteinas
desenoveladas” (UPR, do inglés - unfolded protein reaction), que é um dos principais
componentes do estresse do reticulo endoplasmatico (RE) (Frand, et al., 2000). Esta
resposta evolutivamente conservada ocorre como reacdo a um acumulo de
proteinas incorreta ou incompletamente enoveladas no reticulo, decorrente de
qualquer alteracdo da funcdo secretora. As alteracdes celulares desta resposta
envolvem elementos de sinalizacdo transmembrana do reticulo para o ndcleo e
citoplasma, dirigidos virtualmente contra todos os passos do processo secretor (para
revisao ver, Patil & Walter, 2001; Hampton, 2000).

O componente funcional principal caracterizado da UPR consiste na
atenuacao significativa da transcricdo de certas proteinas (ex: ciclina D1) com o fim
de reduzir a carga sintetizada de proteinas e suspender a divisdo celular. Esta
inibicdo da sintese protéica € promovida pela fosforilacdo do Fator Iniciador da

Traducéo eucariotico (elF2a).

A UPR ocorre no contexto do estresse do RE, que se caracteriza por:
1) Super-regulacao de genes para chaperonas (p.ex., Bip/GRP78, GRP94, PDI, etc).

2) Secrecado de proteinas do reticulo endoplasmaético (ex: PDI, através de uma via
dependente de [Ca2+i]).

3) Apoptose, mediada por vias que incluem o envolvimento de:

a) fator de transcricdo CHOP/GADD153 (cuja funcdo parece estar ligada a
checagem do DNA traduzido por via distinta do p53 (Oyadomari, et al., 2001; Ghribi,
et al., 2001; lgase, et al., 2001).

b) caspase 12, uma caspase associada ao reticulo endoplasmatico
recentemente caracterizada como uma nova via efetora de apoptose (Nakagawa, et
al., 2000; Yoneda, et al., 2001; Oubrahim, et al., 2002; Rao, et al., 2002).

A sinalizacdo da UPR depende de um mecanismo sensor, constituido por

quinases transmembrana do reticulo (Ex: Irela, Ire 13, PERK), e de mecanismos
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efetores que envolvem fatores de transcricdo sollveis citoplasmaticos e nucleares,
em particular alguns membros da familia ATF/CREB de proteinas “leucine-zipper”
(Patil & Walter, 2001). A superexpressdo de CHOP/GADD153 sensibiliza células ao
estresse do reticulo endoplasmatico via reducdo da proteina antiapoptotica bcl-2;
esta reducdo leva a deplecdo de glutationa e aumento da producdo de ROS
(McCullough, et al., 2001).

Dois fatores sé@o essenciais para a funcdo chaperona do reticulo. O primeiro é
a manutencao de um ambiente oxidativo intra-reticular, o qual depende dos niveis de
GSH/GSSG e da atividade de tiol oxidoredutases, p.ex., PDl. Em segundo lugar, a
manutencdo de altas concentragbes de célcio intra-reticular € essencial a todas as
etapas do processo secretor (Oyadomari, et al.,, 2001). Deve-se considerar que a
homeostase do calcio no reticulo depende primariamente de Ca-ATPases que
mantém a captacdo de calcio a partir do citosol, de proteinas ligantes de célcio no
limem do reticulo, cujo exemplo mais relevante é a calreticulina, e de canais para a
liberacdo de célcio, cujos tipos principais sao o canal sensivel a IP3 e o receptor de
rianodina. Desta forma, ndo € surpreendente que 0s principais estimulos que
induzem estresse do reticulo endoplasmatico consistam em substancias fortemente
redutoras ou que alterem os niveis de célcio. Tais compostos sao utilizados como
ferramentas experimentais indutoras de estresse do RE (p.ex., v. Zhang, et al.,

2001). Alguns exemplos incluem:
a) Ditiotreitol (DTT) — agente redutor.

b) Tapsigargina, acido ciclopiazénico, tert-butil hidroquinona — sao inibidores

da Ca**-ATPase que depletam o célcio intrareticular.

c) Tunicamicina, um antibiético que inibe a glicosilacdo de proteinas e sua

exportacao do reticulo.

Varios estudos tém-se concentrado recentemente no entendimento das
possiveis consequUéncias fisiolégicas celulares do estresse do reticulo
endoplasmatico. Tem sido proposto que este mecanismo pode ser responsavel pela
inducdo de apoptose em algumas circunstancias. Em especial, foi proposto que a
apoptose induzida pelo 6xido nitrico (NO) em células beta pancreaticas ocorra
através desta via, em oposicao a via habitualmente proposta, que € a inducédo de

p53 (Oyadomari, et al., 2001). E possivel que células secretoras sejam
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particularmente sensiveis a apoptose induzida pelo ‘"NO através da via da UPR. No
caso da lesdo vascular, deve-se considerar que células musculares lisas neointimais
nao diferenciadas apresentam intensa secrecao de proteinas da matriz extracelular e
portanto, na presenca de NO ou espécies relacionadas, poderiam ser induzidas a

apoptose pela via da UPR.

Estudos do nos
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irreversiveis a um diferente histérico de desenvolvimento ou estresse celular. Estas
adaptacbes séo tipicas, por exemplo, de células tumorais e talvez de células
submetidas a estresse mecéanico continuado (Valko, et al., 2006). Este ultimo cenério
poderia ser mais relevante no caso de uma lesdo arterial profunda como a que
ocorre ap6s angioplastia, considerando a maior populacdo e complexidade das
adaptacoes celulares. E conhecido que pelo menos as células neointimais oriundas
de lesdes mais superficiais arteriais sustentam em cultura, por varias passagens,

varias caracteristicas fenotipicas distintas das células musculares lisas da cm
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral da presente investigacdo € esclarecer a ocorréncia e
possiveis mecanismos de estresse oxidativo em células neointimais e a interacao

entre tais mecanismos e estresse do reticulo endoplasmatico.
Os objetivos especificos deste projeto sdo:

(1) Desenvolver um modelo de cultura de células neointimas de artéria

iliaca de coelho obtidas apés leséo por cateter-baléo.

(i) Avaliar em tais células indices do estado redox e potenciais fontes

enzimaticas de ERO, com énfase no complexo NAD(P)H oxidase.

(iii) Avaliar marcadores de estresse do reticulo endoplasmatico e sua

correlacdo com os indices do estado redox.

(iv) Estudar o efeito de fatores de crescimento, estressores do RE e
particularmente da administracdo exdgena de NO no estado redox e

na viabilidade de células neointimais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes

A agua utilizada em todos os experimentos foi tratada com o sistema
“Nanopure” da Barnstead e eventualmente com Chelex-100. O DETA-NONOato
(NOC-18), o coquetel de inibidores de protease (aprotinina, leupeptina e
fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), a NADPH, o fosfato de sdédio utilizados foram
adquiridos da Calbiochem/Merck (Darmstadt, Germany); o Dihidoretidio (DHE), a
lucigenina e o kit de viabilidade celular - Vybrantl MTT Cell Proliferation assay Kit
(V-1254), da Molecular Probes Inc. (Eugene, OR, USA); a colagenase I, a
colagenase IV e a elastase, da Worthington-Biochemical Corporation (Lakewood, NJ,
USA), os demais reagentes utilizados nos experimentos foram adquiridos da Sigma
Chemical (St Louis, MO, USA), e foram diluidos e estocados conforme as instrucdes
do fabricante.

Os meios de cultura: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), Minimun
Essential Medium (MEM), o soro fetal bovino (FBS), a solucéo de penicilina (100
U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) e a tripsina foram obtidos da Gibco BRL-Life
Technologies Grand Island, NY, USA).

Os anticorpos foram mantidos de acordo com as instru¢des dos fabricantes e
diluidos para uso, quando nao especificado, de acordo com os sugestbes dos
fabricantes.O anticorpo primario monoclonal anti-alfa-actina (IgG de camundongo,
clone 1A4) foi adquirido da Alexis Biochemicals, Sdo Diego, USA. O anticorpo
secundario anti-IgG conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) foi adquirido
da Calbiochem Corporation, San Diego, USA. O anticorpo primario monoclonal anti-
KDEL (lgG de camundongo, clone 10C3) e o anticorpo primario monoclonal anti-PDI

(IgG de camundongo, clone 1D3) foram adquiridos da Stressgen, Victoria, Canada.
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O anticorpo anti-calreticulina (IgG de galinha, imunizadas com peptideos
correspondentes ao residuo de aminoacidos 399-414) foi adquirido da Affinity
BioReagents, USA. O anticorpo monoclonal anti-caspase 12 desenvolvido em rato,
foi gentilmente fornecido pela Profa. Junying Yuan, da U. de Harvard, EUA, e
utilizado na diluicdo inicial 1:50. O anticorpo anti-fosfo-elf-2a (IgG de coelho,
reconhece p-elF-2a, fosforilada na Serina 51) foi adquirido da Upstate, Lake Placid,
NY, USA. O anticorpo primario monoclonal anti-B-actina (IgG de camundongo, clone
AC-15) utilizado foi da Sigma, Saint Louis, Missouri, USA. O anticorpo secundario

anti-lgG conjugado com peroxidase foi da Amersham Pharmacia Biotech, USA.

3.2 Angioplastia em artéria iliaca de coelho

O modelo do estudo foi o de lesdo arterial por angioplastia em artéria iliaca de
coelhos (Janiszewski et al., 1998; Laurindo, et al., 2002). Foram utilizados coelhos
machos albinos da raca New Zealand pesando entre 2,5 a 3,5 Kg, comprados de
criadores independentes e mantidos no biotério do Servico de Fisiologia Aplicada do
Instituto do Coracdo da FMUSP, sob ciclos claro/escuro de 12h em temperatura

controlada em 25°C com agua e dieta comercial para cunicultura ad libitum.

Os coelhos foram submetidos a sedacdo intramuscular (cloridrato de S(+)
ketamina 35-50 mg/kg e 3,5 mg/kg de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina) para
realizacdo dos preparativos para o procedimento. Posteriormente os coelhos foram
anestesiados com pentobarbital sédico, 25 mg/Kg via intravenosa (i.v.) e colocados
em decubito dorsal. Foi injetada i.v. uma dose de gentamicina e posteriormente a
artéria iliaca direita foi isolada e exposta 4-5 cm distalmente ao ligamento inguinal.
Foi administrada heparina ndo fracionada como Unico bolus i.v. 250 Ul/Kg, 10

minutos antes da introducédo de um catéter-baldo para angioplastia coronéria.

As dimensbes do baldo foram 20,0 mm de comprimento e 3,0 mm de
diametro, quando insuflado. Em alguns casos coelhos no limite inferior do peso e
artérias finas, <2 mm de didmetro externo, o didmetro do foi 25 mm. O catéter foi
introduzido retrogradamente por 8,0-9,0 cm até a origem da artéria iliaca direita. A
lesé@o arterial foi provocada pela insuflacdo do baldo (com séries de trés insuflacées

de 8,0 atmosferas durante 30 segundos, com 15 segundos de intervalo entre cada
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insuflagédo); apds cada serie de insuflacbes, o baldo foi posicionado 20 mm
distalmente ao local da série anterior e todo o procedimento repetido até completar
um total de trés séries de insuflacdes. ApoOs a lesdo, a artéria iliaca direita foi ligada.
Apds receberem penicilina-benzatina e gentamicina intramuscular, os coelhos
retornavam ao biotério para um periodo de sobrevida de 14 dias. Ap6s esse periodo,
os coelhos foram sacrificados com excesso de pentobarbital e a artéria iliaca direita

lesada foi retirada imediatamente.

Como controles negativos foram utilizados artérias iliacas retiradas de
coelhos ndo submetidos previamente a qualquer lesdo. Este protocolo foi aprovado
pela Comissdo de Etica e Cientifica da Instituicdo (Protocolo SDC n° 2333/03/127 da
sessao 439/03/18 de 06/11/2003).

3.3 Anédlise Morfolégica

Para a analise morfolégica das artérias iliacas, lesada e normal, foram
utilizados segmentos das mesmas artérias utilizadas para a cultura, com o objetivo
de avaliar a lesdo provocada, e a possivel precisdo da dissecacao das artérias
lesadas poés-digestdo enzimética. Por essa razdo, a coleta das artérias seguiu 0s
mesmos procedimentos utilizados para a realizagdo da cultura, de onde foram
retirados segmentos de 0,5 cm que foram fixados por imersao em formalina 4% em

tampéo fosfato, pH 7,4.

Os segmentos foram embebidos em parafina e corados pelos métodos de
coloracédo: (i) hematoxilina e eosina que destaca os nucleos celulares; (ii) Verhoef-
van-Gieson que evidencia as fibras elasticas, e (iii) Masson que cora em azul o

colageno; e posteriormente analisadas em microscopio comum.

3.4 Cultura e isolamento de células

No presente trabalho, foram estudados 3 tipos celulares em cultura:

a) ceélulas neointimais de artéria iliaca de coelho 14 dias apds angioplastia
(NeoC);
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b) células da camada média de artéria iliaca de coelho 14 dias apds
angioplastia (IVSMC);

c) ceélulas da camada média de artérias intactas (NVSMC).
3.4.1 Estabelecimento do método p ara cultura de células neointimais (NeoC)

Este método foi desenvolvido como parte do presente trabalho. O protocolo
de cultura de células neointimais para o modelo de coelho foi adaptado a partir de
procedimentos estabelecidos com sucesso pela “Cell Culture Core Facility” da
Universidade de lowa/US para cultura de neointima da aorta de camundongo. Estes
procedimentos foram gentilmente cedidos pelo Prof. Francis Miller, Jr. O protocolo
consistia de cultura de células extraidas de artérias aortas com lesdes
aterosclerodticas cultivadas com DMEM com alta concentragdo de glicose, sem
piruvato, complementado com penicilina, estreptomicina, MEM (Solucdo de

aminoacidos ndo essenciais) e SFB 10% (v/v).

Os fragmentos da neointima foram colocados em meio de cultura regular e
submetidos a digestéo por colagenase | a 37° por 20 minutos, seguido de lavagem
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As IVSMC foram obtidas conforme protocolo para obtencdo de células
neointimais, sendo utilizados aqui os fragmentos remanescentes da separacao da

neointima. O protocolo completo esta descrito no item resultados.

3.4.3 Cultura primaria de células musculares lisas de artérias intactas (NVSMC)

As artérias iliacas, direita e esquerda, de coelhos intactos foram dissecadas e
a fracdo visivel da camada adventicia retirada. As artérias foram fragmentadas em
segmentos de aproximadamente 0,5 cm, e entdo seccionadas no sentido
longitudinal. A camada endotelial foi retirada com o auxilio de um bisturi e os
fragmentos submetidos a digestdo enzimatica com solu¢édo contendo: colagenase IV
(1 mg/mL), elastase (0,125 mg/mL) e inibidor de tripsina (0,375 mg/mL) diluida em
DMEM (contendo penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100 pg/mL) a 37° C por 4
horas. A seguir, os fragmentos foram lavados com PBS (contendo penicilina e
estreptomicina) e colocados em placa com DMEM, complementado com penicilina,
estreptomicina e FBS 10 % (v/v). Os fragmentos de tecido que foram semeados,
foram retirados da placa apés 4 dias. O meio de cultura a partir dai foi trocado a
cada dois ou trés dias. As NVSMC foram mantidas com esse meio de cultura em
estufa 37° C com 5 % CQO,, com semeaduras secunddrias a cada 7 dias. As células
foram utilizadas entre a 42 e a 62 passagem. A partir da 42 passagem as células
foram divididas em dois grupos, sendo um grupo mantido com meio descrito acima,
e 0 outro mantido com DMEM, complementado com penicilina, estreptomicina e FBS
20 % (viv).

3.5 Imunofluorescéncia em microscépio comum

Os diferentes tipos celulares foram fixados com paraformaldeido 4% overnight
a 4° C, posteriormente foram lavadas com PBS (trés vezes por 10 minutos) e
bloqueadas por 40 minutos, a temperatura ambiente com PBS contendo BSA 3 % e
saponina 0,1 %. As laminulas foram incubadas com o anticorpo monoclonal anti-alfa-
actina por 1 hora a temperatura ambiente, lavadas com PBS contendo BSA 1 % e

saponina 0,1 %, solucao esta utilizada em todas as lavagens posteriores (trés vezes
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de 10 minutos) e reveladas com anti-lgG de camundogo conjugado com FITC por 50
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Apds nova lavagem (trés vezes
de 10 minutos), a amostra foi marcada com DAPI por 20 minutos e posteriormente
nova lavagem (trés vezes de 10 minutos). As laminas foram montadas e examinadas
em um microscopio Zeiss Axiovert 200 acoplado a um sistema de fluorescéncia EBQ
100.

3.6 Caracterizacdo da origem neointimal das células cultivadas

Para a caracterizacdo da origem neointimal das células cultivadas houve a
necessidade do uso de varios marcadores simultaneamente, uma vez que nao existe
uma proteina que caracterize estas células de forma ndo ambigua. Assim, a partir de
dados da literatura, foi construido um painel de marcadores celulares e desenhados

primers para avaliagdo dos mesmos por RT-PCR (Tabela 1).

Antes de realizar qualquer procedimento, todo o material foi tratado com
solucdo de DEPC para excluir qualquer vestigio de RNA contaminante presente no

material.

As artérias foram extraidas e imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido, pulverizadas com pulverizador de tecido e posteriormente transferidas para
um tubo livre de RNAse. Os diversos tipos celulares estudados foram semeados em
placas de cultura até atingirem uma confluéncia de 80 a 90 %. As placas foram
entdo lavadas trés vezes com PBS gelado e o RNA foi extraido com fenol e

cloroférmio.

As amostras foram incubadas e homogeneizadas por 5 minutos a temperatura
ambiente com 1 mL de Trizol® (para completa dissociacdo dos complexos de
nucleoproteinas). Foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio para cada mL de Trizol. Os
tubos foram vortexados por 15 segundos, incubados por 2 a 3 minutos a
temperatura ambiente e centrifugados por 12.000 g por 15 minutos, entre 2 e 8° C. A
fase aquosa, que é a fracdo que contém o RNA (a fase organica contém o DNA e
proteina), foi transferida para um eppendorf. O RNA foi precipitado com 1 mL de
alcool isopropilico para cada mL de Trizol®, incubado a temperatura ambiente por
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mais 10 minutos e posteriormente centrifugado a 12.000 g por 10 minutos de 2 a 8°

C. O sobrenadante foi removido por inversao.

Tabela 1 — Lista dos primers para investigacdo de marcadores de células
neointimais, com sua respectiva sequéncia de nucleotideos, tamanho do produto
gerado, numero de ciclos utilizados e temperatura de anelamento. Em todos os
casos, a sequéncia de DNA utilizada como base foi a descrita para coelho.

TAMANHO NUMERO TEMPERATURA

PROTEINA SEQUENCIA DOS PRIMERS DO DE DE
PRODUTO CICLOS ANELAMENTO

TCACCATCTTCCAGGAGCG

a A
GAPDH 293 pb 30 57°C

CACAATGCCGAAGTGGTCG
T

CTCCCGGTTAAACACGCTG

ATTC
OSTEOPON 498 pb 35 63° C

b
-TINA AGGATACTGGGCATTAGAG
ACG

CCAATTAGCTTCTCTTCCAG
SM - C
MHCem
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Ao pellet foi entdo adicionado 1 mL de etanol 75 % para cada mL de Trizol®.
O conjunto foi entdo centrifugado a 7.500 g por 5 minutos de 2 a 8 C. O

sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido com agua estéril.

A integridade da amostra foi entdo testada através de uma corrida de
eletroforese em gel de agarose 0,8 %, sendo visualizado em um transluminador
(Eagle Eyell da Alpha Innotech) em presenca de brometo de etidio. A concentracao
de RNA total foi determinada por espectrofotometria UV. Todas as preparagcdes de
RNA tinham razdo ODy0/OD>gp de 1,6 a 1,8. O RNA total (2 pg) de cada uma das
amostras foi convertido em fita simples de cDNA usando Superscript Il com oligo
(deoxitimidina) primer (500 pg/mL). A amplificacdo dos cDNAs codificadores dos

marcadores especificos foi feita por primers especificos descritos na tabela Il.

A (gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase (GAPDH) foi wusada para
semiquantificacdo dos RT-PCR. A reacdo de PCR foi realizada em um volume final
de 25 pL contendo 1/10 reacdo RT, 3 U de DNA Taq polimerase, tampéo de PCR,
1,50 mM MgCl,, 0,4 mM dNTP e 20 pM de cada primer. As condi¢cdes para cada
reacdo de PCR estdo descritas na tabela Il, as reacfes foram feitas em um
termociclador (PTC-200 MJ REsearch). O produto da PCR foi separado por
eletroforese em um gel de agarose de 2 % e visualizado por um transluminador em

presenca de brometo de etidio.

3.7 Analise da expressdo das proteinas marcadoras do estresse do reticulo

por Western Blot

Foram utilizadas amostras de cultura de NVSMC, IVSMC e NeoC ou
homogenato das artérias iliacas de coelhos, tanto intactas como lesadas; as
amostras foram lisadas com tampao de lise (20mM Hepes; 150mM NaCl; 10%
glicerol; 1% Triton; 1ImM EGTA e 1,5mM MgCl,) contendo inibidores de protease (1
pug/mL de aprotinina; 1 pg/mL de leupeptina e 1 mmol/L de PMSF). A concentracao
das proteinas totais foi determinada pelo método de Bradford. As amostras (30 pg
de proteina por canaleta) foram diluidas em tampédo de amostra contendo azul de
bromofenol 0,02 %, mercaptoetanol 10 mM e dodecil sulfato de sddio (SDS) 10 %.

Essas amostras foram aquecidas por 5 minutos a 100° C para deshaturagdo das
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proteinas e quebra de pontes dissulfeto. As amostras foram aplicadas em gel de
eletroforese de poliacrilamida com SDS 12% em condigdes redutoras e submetidas
a corrente elétrica continua de 50 mA por 80 minutos para separacao eletroforética
das proteinas. Foi também aplicado ao gel um padrdo de pesos moleculares
conhecidos (Kaleidoscopel. Bio-Rad, USA). Apdés a separacao realizou-se a
transferéncia das proteinas para uma membrana de nitrocelulose, através de um
sistema semi-seco (Semiphor, Hoefer-Pharmacia, Suécia) com corrente elétrica
continua de 0,8 mA/cm? por 60 minutos.

A membrana de nitrocelulose foi entdo corada com solucéo de Ponceau para
visualizacdo da correta transferéncia de proteinas das amostras e do padrdo de
pesos moleculares. Apos lavagem em tampao tris salina (TBS) 0,1% de Tween 20,
foi realizado o bloqueio dos sitios inespecificos com 5% de leite em TBS-T 0,1 % pH
7,6 por 2 horas em temperatura ambiente, com o objetivo de minimizar a ligacéo
inespecifica dos anticorpos. As membranas foram incubadas com os anticorpos
primarios apropriados diluidos em TBS-T 0,1% com 0,1% de leite desnatado e
incubados overnight a 4° C sob agitacdo. Apdés lavagem com TBS-T 0,1 % (trés
vezes de 5 minutos), foi realizada a incubacdo com o respectivo anticorpo
secundario conjugado com peroxidase por 1 hora a temperatura ambiente. Apos
novas lavagens, foi procedida a revelacdo da membrana por método
quimiluminescente (peroxidase - H,O, — luminol), utilizando kit ECL (Amersham
Pharmacia Biotech, Gré-Bretenha). Apdés 2 minutos de reacdo, a membrana foi
exposta a filme radiografico por periodos de tempo variados e revelada em

equipamento automatizado.

3.8 Andlise de GSH intracelular por HPLC

3.8.1 Obtencé&o das amostras

As NVSMC, IVSMC e NeoC foram mantidas em estufa de 5% CO, por
diferentes tempos de incubacdo e posteriormente lisadas por congelamento-
descongelamento e sonicadas (3 vezes de 10 segundos cada), e posteriormente

centrifugadas a 12.000 RPM por 10 minutos. Foi retirada uma aliquota para dosar
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proteina total da amostra a fim de ajustar os resultados de GSH/GSSG pela

quantidade de proteinas.

As amostras foram separadas em dois tubos com igual volume (50 pL) em um
dos tubos foi adicionado 10 pL PBS/EDTA 0,1 uM; no outro tubo acrescentou-se a
10 pyL de uma solucéo redutora contendo glutationa redutase (0,6 U/mL) e NADPH
(0,2 mg/mL). Ambos os tubos foram deixados a temperatura ambiente por uma hora.
As amostras foram entdo desproteinizadas pela adicdo de igual volume de 10% de
acido tricloroacético (TCA) e centrifugadas a 10.000 rpm por 5 min. O sobrenadante
foi congelado a -80°C por no maximo uma semana. As amostras foram analisadas

por sistema HPLC com detecc¢édo eletroquimica.

3.8.2 Analise por HPLC

A anadlise de GSH nos lisados dos diferentes tipos celulares foi realizada em
um sistema de HPLC da Waters Corp. Milford, MA (constituido por 2 bombas 515,
acopladas ao detector eletroquimico 247 e equipado com eletrodo de Ag/AgCl). As
amostras foram submetidas a separacdo cromatografica usando uma coluna X-Terra
(4,5 x 250 mm; 5 pum). Como fase maovel foi utilizada solu¢céo de 100 mM KH,PO, (pH
2,5), 200 mg/l heptanossulfonato de sodio, 5 mg/l EDTA em 1% metanol (v/v), em
fluxo de 0,7 ml/min. A eluicdo do GSH foi monitorada com detecc¢éo eletroquimica
(potencial de oxidacdo GSH, 600 mV) (Hiraku, et al., 2002). O composto foi
identificado e quantificado pela comparacao de seu tempo de retengcdo com padrao

auténtico submetido as mesmas condi¢cdes cromatograficas.

3.9 Andlise da atividade da NADPH oxidase

3.9.1 Obtencéo da fracédo particulada de membrana

Todo o procedimento foi realizado sobre gelo ou com solucdes resfriadas a
4°C. Utilizamos células ainda aderentes aos frascos de cultura em torno de 90% de
confluéncia, que foram lavadas duas vezes com tampéo fosfato (50 mM PBS com
10puM EDTA), pH 7,4 e entdo raspadas das placas para tubos de centrifugacao
contendo tampao 50 mM Tris, pH 7,4 com 1 mM PMSF, 2uM pepstatina A e 2uM
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leupeptina, sonicadas (3 vezes por 10 segundos com 4W). O material foi
centrifugado a 200 g por 5 minutos para remocédo de células intactas e grandes
aglomerados. Uma segunda centrifugacado do material sobrenadante a 18.000 g por
15 minutos permitiu a precipitacdo de nudcleos celulares, mitocondrias e grandes
organelas. Por fim, o sobrenadante da centrifugacédo anterior foi submetido a uma
ultima centrifugacéo a 100.000 g por 60 minutos. O material precipitado desse ultimo
procedimento contendo principalmente microssomas e vesiculas de membrana
plasmética foi ressuspendido em 50ul de tamp&o 50 mM Tris contendo inibidores de
protease, e congelados a -80°C até a andlise (Laurindo, et al., 2002). A

concentracéo de proteina nas solucdes foi medida pelo método de Bradford.

3.9.2 Quimiluminescéncia mediada por lucigenina

A quimiluminescéncia amplificada por lucigenina foi analisada nas fracdes
particuladas dos diversos tipos celulares estudados. Resumidamente, 20 pl de
fracdo de membrana (ca. 20ug proteina) foram adicionados em 1 mL de solucao de
PBS/10 uM EDTA e entdo 5 pM de lucigenina a 37°C. ApoOs termostizacdo e
contagem basal, adicionou-se ao tubo de cintilacdo 300 uM de NADPH e as
contagens de luminescéncia foram registradas continuamente por 10 min. Em um
lumindmetro Berthold 9505 (EG& Instruments GmbH, Munique, Alemanha). Os
sinais da linha de base foram subtraidos daqueles obtidos apds a adicdo de NADPH
e o0s resultados normalizados pela quantidade de proteina e descritos como
cpm/mg/min.

3.10 Curvas de viabilidade celular

Para investigar a sensibilidade dos diferentes tipos celulares a condi¢des de
estresse, células foram incubadas nas condi¢cdes acima descritas com diversos
estimulos em concentracdes e tempos especificados. Os estimulos utilizados foram:
i) privacdo de soro, avaliada por 1, 3 e 6 horas; ii) tunicamicina 2 e 5 pg/mL,
incubada por 4, 12 e 18 horas; iii) peréxido de hidrogénio 10, 50 e 300 uM, incubado
por 1, 3 e 6 horas; iv) doador de NO, NOC-18, 0,5, 0,75 e 1,0 mM por 18 e 24 horas.

Em todos os estimulos, as células foram avaliadas tanto pelo método de
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incorporacdo de Trypan blue, como pelo método espectrofotométrico do MTT e

comparadas com o controle, sem estimulo.

3.10.1 Incorporacao de Trypan Blue

O método de viabilidade celular por incorporacdo de Trypan blue € um
método de exclusdo por incorporacdo do corante. O método consiste na nao
incorporacdo do corante por células vivas, ligando-se este apenas aos fragmentos
de células mortas (Freshney, 1994). Células foram semeadas ca 1,4 x 10° células
por poco, em placa de 24 pocos e mantidas em cultura por 24 horas. ApGs esse
periodo, o meio foi trocado e incubado com o respectivo estimulo. Apos cada tempo
de incubacao, o meio foi lavado com PBS para retirada das células em suspensao. A
seguir foi adicionado a placa solucéo de Trypan blue (1:3) diluido em PBS, durante 1
minuto, sendo a solucdo posteriormente retirada. Foram contadas 100 células
aleatoriamente de trés campos distintos na placa e o resultado expresso como

média de células viaveis dessas trés contagens.

3.10.2 Ensaio de viabilidade por reducéao de MTT

O ensaio de viabilidade celular por MTT (3-(4,5-dimethylthiaxol-2-yl)-2,5
dipheniltetrazolium bromide) consiste na conversdo de um composto solivel em
agua, o MTT, em um composto insolavel colorido, o formazan por células viaveis.
Est conversdo é indicativa de integridade mitocondrial e, por inferéncia, da
integridade celular (Rossa, et al., 2003; Mosmann, 1983). O protocolo utilizado foi 0
protocolo rapido descrito pelo fabricante do kit - Vybrant® MTT Cell Proliferation
Assay Kit (V13154). Foram semeadas ca 1,4 x 10° células em placa de 24 pocos
mantidas em cultura por 24 horas. Apos esse periodo, o meio foi trocado e incubado
com o respectivo estimulo. Apos cada tempo de incubacéo, o meio foi trocado. Foi
entdo adicionada uma solugcao de 5 mg/mL de MTT, com concentragao final de 0,45
mg/mL, e as placas foram incubadas a 37° C por 2 horas para conversdo do MTT.
Apés esse periodo, o produto de cor purpura formado (formazan) foi solubilizado
com dimetilsulféxido (DMSQO) por 10 minutos a 37° C. A seguir, as amostras foram
lidas em espetrofotbmetro de placa, SPECTRA MAX 3401 (Molecular Devices), a

540 nm. Os resultados foram analisados em relacédo ao controle, sem tratamento.






coluna NovaPak C18 (3,9 x 150 mm, com particulas de 5 um de tamanho), usando
solucdo A (acetonitrila pura) e solucdo B (agua/ 10% de acetonitrila/ 0,1% &cido
tricloroacético) como fase moével num fluxo de de 0,4mL min-1. As corridas foram
iniciadas com 0% de A, aumentando linearmente para 40% de A durante os 10
minutos iniciais, mantendo essa propor¢ao pelos 10 minutos adicionais, mudando

para 100% de a pelos 5 minutos seguintes e 0% de A pelos 10 minutos finais.

O DHE foi monitorado pela absor¢cdo de UV a 245 nm. EOH e E foram
monitorados por deteccéo de fluorescéncia com excitagcdo de 510 nm e emissdo em
595nm. A quantificacdo foi feita por comparacao entre a integral das areas dos picos

obitidas e as solu¢des padrbes sobre condi¢cdes cromatograficas idénticas.

3.12 Anélise Estatistica

Os resultados representam a média = 1 erro padrdo da média (EPM). A
andlise estatistica utilizada para comparacao entre os grupos foi a andlise de
variancia variada (ANOVA) “one-way”, seguido do pos-teste de Student-Newman-

Keuls, através do programa GraphPad Prism (versédo 3.01 Prism, GraphPad, USA).
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4. RESULTADOS

4.1 Analise morfoldgica das artérias iliacas de coelho intacta e 14 dias apos

angiplastia

A anadlise histolégica de artérias normais e lesadas, exemplificada a Figura 1,
mostra o desenvolvimento de uma camada neointima ndo homogénea. A lamina
elastica interna, evidenciada pela coloracdo Verhoef-van-Gieson, define a separacéo
da camada neointima da camada média. Esta lamina € o principal alvo da digestédo
enzimatica utilizada para possibilitar a disseccdo dessas camadas. O acumulo de
matriz colagénica nas camadas neointima e média é evidenciado pelo Tricrémico de

Masson, que cora em azul as proteoglicanas.

4.2 Desenvolvimento de método p ara cultura de células da neointima (NeoC).

Com os procedimentos iniciais descritos em “ Métodos” , ndo conseguimos
reprodutivelmente obter células aderidas viaveis em cultura, necessitando entdao de
varios ajustes realizados em diversas etapas, com respeito ao procedimento de
disseccdo da camada neointima, meio de cultura ideal, concentragdo de soro e

matriz utilizada para cultura celular.
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Fi
gura 1 — Cortes histolégicos das artérias: intacta (40X) e 14 dias apds angioplastia
(40X), corados com hematoxilina-eosina (A, D); Verhoef-van-Gieson (B,E) e Masson
(C, F). Abreviaturas: IEL — Lamina Elastica Interna; EEL — Lamina Elastica Externa,
M — Camada Média; A — Camada Adventicia; N — Camada Neointimal.

Para a disseccdo da camada neointima, a artéria iliaca direita lesada por
baldo foi retirada 14 dias ap6s a lesdo e a fracdo visivel da camada adventicia
retirada. As artérias foram seccionadas em segmentos de ~ 0,5 cm, submetidas a
digestdo por colagenase | (2 mg/mL) em estufa a 37°C por 20 minutos, seguida de
lavagem com tampédo salina fosfato (PBS). A seguir, cada fragmento sofreu
microdissec¢do para separar a camada neointimal da camada média e em seguida
ambas as camadas foram submetidas a nova digestdo enzimética com solucdo
contendo: colagenase IV (380 U/mL), elastase (0.9 mg/mL) e albumina bovina (BSA)
(1 mg/mL), mantida a 37" C por 50-60 minutos. A seguir, os fragmentos de tecido
juntamente com as células isoladas geradas apds digestdo enziméatica foram lavados
com PBS (contendo penicilina 100.000 U/L e estreptomicina 100 mg/L) e semeados
em placa sem gelatina. As 2ilTw (Z9Tj ET Q Q() )Tj 7.9199772 0 Td 0.024 Tc 0. 0.24 Tw (. )Tj



48

meio de cultura a partir dai foi trocado a cada 2-3 dias. As células foram utilizadas

entre a 42 e 62 passagem para 0s experimentos subsequentes.

O Quadro 5 mostra as principais diferencas entre as condi¢cdes ideais,
observadas por nés, para cultura dos diferentes tipos de células utilizados nesse
estudo. E importante ressaltar, entretanto, que para melhor uniformizacdo das
condicBes de cultura e comparacgdes entre os diferentes tipos de células, todos estes
tipos celulares foram cultivados na auséncia de matriz para a finalidade de executar
0s experimentos subsequentes. Experimentos especificos foram também realizados
variando-se o tipo de meio e a concentracdo de soro nas NVSMC e IVSMC, de
modo a controlar possiveis influéncias que podem estar ligadas a essas variaveis.
Em particular, varios experimentos foram realizados com concentrages de soro de
20% nas NVSMC e IVSMC, conforme indicado. Entretanto, como verificamos que as
NVSMC né&o sustentam o crescimento em cultura com 20% de soro além da 2°
passagem ou mesmo apos 48 horas na primeira passagem, estas alteracdes da

concentracé de soro foram feitas apenas durante 24 horas.

Quadro 5 — Condicdes ideais para o crescimento das culturas primarias dos
diferentes tipos celulares.

Tipo Celular Meio Cong%r;ga(l&a;) de Matriz
NVSMC DMEM 10 Gelatina
IVSMC DMEM 10 Gelatina
NeoC MEM 20 Nenhuma

Abreviagdes: NVSMC - Células musculares lisas normais; IVSMC — Células
musculares lisas de artérias lesadas; NeoC — Células neointimais; DMEM - Meio
Eagle modificado por Dulbecco; MEM — Meio Esséncial Minimo.

4.3 Desenvolvimento do método para cultura de células musculares lisas de
artérias lesadas (IVSMC)

Os procedimentos utilizados para cultura de IVSMC foram os mesmos
descritos acima para cultura de NeoC. As IVSMC, porém, foram semeadas em meio

de cultura DMEM, complementado com penicilina 100.000 U/L, estreptomicina 100
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mg/L e FBS 10 % (v/v). Os fragmentos de tecido que foram semeados, eram
retirados da placa apos 4 dias. O meio de cultura a partir dai foi trocado a cada dois
ou trés dias. As IVSMC foram mantidas com esse meio de cultura em estufa 37° C
com 5 % CO,, com semeaduras secundarias a cada 7 dias. As células foram
utilizadas entre a 42 e a 62 passagem para 0s experimentos subsequentes.
Conforme ja explicado acima, a partir da 42 passagem, em alguns experimentos
especificos, a concentracao desoro fetal (FBS) foi ajustada para 20%, mantendo-se

as demais variaveis constantes.

4.4 Caracteristicas morfo-funcionais de células neointimais

As células neointimais presentes em cultura apresentaram basicamente 3
fenotipos: a) esférico e refringente; b) um fenétipo intermediério fusiformes
refringente; c) fusiformes. Cada um dos fenétipos citados acima predomina em fases

distintas da cultura celular.

As células com fendtipo esférico refringente sdo & primeiras células a
aparecerem na placa de cultura, ja no segundo dia, principalmente em volta dos
fragmentos de tecido (Figura 2 B). Essas células apresentam uma adesé fraca a
placa de cultura, podendo ser facilmente desprendidas. Esse fenotipo permanece
parcialmente apds o primeiro repique, mas praticamente desaparece apos o0

segundo repique .

O fendtipo fusiforme refringente apareceu geralmente antes do primeiro
repique (Figura 2D). Essas células apresentam-se ja aderidas a placa. Este fenétipo
desaparece apés ca de 14 dias em cultura, dando lugar a células com fendtipo
fusiforme, semelhante ao fendétipo mostrado por células musculares lisas (Figura 2F).
A partir dai, a cultura apresenta os modelos classicos de confluéncia das células
musculares lisas, do tipo “hill-and-valley”. Esse fendétipo fusiforme permanece por
inumeros repiques (verificados até 11 repiques). NeoC, IVSMC e NVSMC apés
apresentarem as caracteristicas classicas de células musculares lisas nd& podem

mais ser diferenciadas visualmente, mostrando todas tamanho e forma semelhantes.
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Figura 2 — Fotomicrografias representativas da cultura de células musculares lisas da artéria
lesada (IVSMC) e de células neointimais (NeoC) em diferentes tempos de incubacao,
mantidas em estufa a 37° C e 5% de CQ.. (A) - IVSMC ap0s 24 horas em cultura; (B) - NeoC
apos 24 horas em cultura; (C) - IVSMC ap0s 48 horas em cultura; (D) - NeoC apoés 48 horas
em cultura; (E) - IVSMC ap6s 72 horas em cultura; (F) - NeoC ap6s 72 horas em cultura; (G)
- IVSMC apés 14 dias em cultura; (H) - NeoC apos 14 dias em cultura (H);. Todas as
imagens foram obtidas com aumento de 20X. Abreviaturas: FER — Fenotipo esférico
refringente; FIFR — Fendtipo Intermediario Fusiforme Refringente e FF — Fendtipo
Fusiforme



51

4.5 Caracteristicas de células normais e da camada média da artéria lesada

As células oriundas da cultura de células da camada média da artéria lesada
(IVSMC) apresentaram dois fendtipos: a) fusiforme, correspondendo a células
aderidas (Figura 2A, C, E e G) e b) esférico, com células predominantemente em
suspensao. Essas células em suspensédo, quando repicadas, adquirem o fenétipo
fusiforme, sem mostrar fenétipo intermediario como no caso da cultura de neointima.
As IVSMC tendem a apresentar um crescimento ca de duas vezes mais rapido que
as células musculares lisas da artéria intacta. As células musculares lisas normais
(NVSMC) requerem de trés a quatro semanas para se evidenciarem em quantidades
significativas, enquanto que as IVSMC requerem somente duas semanas.

4.6 Imunofluorescéncia para alfa-actina

As NeoC fusiformes, as IVSMC e as NVSMC apresentaram imunomarcacao
para alfa-actina (Figura 3A, C e E). As células intactas, mais diferenciadas,
apresentaram maior intensidade de fluorescéncia. As células neointimais com
fendtipo esférico refringente ndo foram avaliadas por dificuldades de se isolar esse
fenétipo. Para confirmar que as marcacdes correspondem a células, foi utilizado o
corante nuclear DAPI (Figura 3B, D e F).

Figura 3 — Andlise da expresséo de alfa-actina em células musculares lisa (A e B),
células da camada média lesada (C e D) e células neointimais (E e F). Todas as
imagens foram obtidas em 20X.
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4.7 Marcadores de NeoC

Estudos na literatura tém descrito inGmeras proteinas que distinguem células
neointimais de células musculares lisas diferenciadas (Popolo, et al., 2005; Bar, et
al., 2002; Aikawa, et al., 1997; Pauli, et al., 1994). Entretanto, tais estudos nao
identificaram até o momento marcador(es) especifico(s) de células neointimais
vasculares. Além disso, tais proteinas definem marcadores potenciais que tendem a
Ser expressos, p.ex., ha neointima apos lesdo vascular, mas a vasta maioria destas
proteinas nao foi testada em condi¢bes de cultura celular. Desta forma, com o intuito
de caracterizar o fenétipo neointimal das células cultivadas nas condi¢cdes de nosso
estudo, procedemos a uma extensa busca destas proteinas, atendendo
simultaneamente aos seguintes critérios: a) maior expressao descrita em neointima
e/ou em artérias lesadas em relacdo a células priméarias e/ou artérias intactas; b)

sequéncia da proteina descrita para o coelho.

Identificamos, assim, potenciais marcadores relacionados a componentes de
matriz extracelular (colageno a-1) (Farb , et al., 2004), marcadores de calcificacao
(osteopontina (Li, et al.,, 2002) e cBfal/RUNX2 (Geary, et al., 2002), fatores de
transcricdo (BTEB 2) (Nagai, et al., 2001), além de marcadores de células
musculares lisas indiferenciadas (SM 22 a (You, et al, 2003). A enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GADPH) foi utilizada como controle de

carregamento (loading).

A expressao do mRNA de todos estes marcadores foi primeiramente testada
por RT-PCR em artérias normais e lesadas para confirmar a adequacdo dos
mesmos as condicdes do modelo utilizado no presente trabalho. Os marcadores
selecionados mostraram uma expressao significativa na artéria intacta ndo lesada,
de modo que, a PCR nao quantitativa, ndo se detectou diferenca aparente em
relacdo a artéria lesada (estudada 14 dias apés a angioplastia) (Figura 5). Como
excecao, notamos pequeno aumento de expressao da proteina cBfal/RUNX2 na

artéria lesada em relacdo a intacta (Figura 4).
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Figura 4 - Andlise da expressdo do mRNA da RUNX2/Cbfa-1 por da reagdo em cadeia
polimerase: O RNA total extraido de artérias normais (AN) e artérias lesadas (I) submetido a
transcricdo reversa utilizando primer OligodT. (A) Variagdo da expressdao do mRNA da
RUNX2 em artérias normais e lesadas extraidas 14 dias apds lesdo por cateter baldo, ap6s
25 ciclos; (B) Variacdo da expressdo do mRNA da RUNX2 em artérias normais e lesadas
extraidas 14 dias apoés leséo por cateter baldo, apés 30 ciclos. O controle negativo (CN) é a
reacdo em cadeia polimerase sem cDNA.
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Figura 5 - Andlise da expressdo do mRNA do Colageno a-1 e da osteopontina por da
reacdo em cadeia polimerase: O RNA total extraido de artérias normais (AN) e artérias
lesadas (I) submetido a transcricdo reversa utilizando primer OligodT. (A) Expressdo do
MRNA do Colageno a-1 em artérias normais e lesadas extraidas 14 dias apos lesao por
cateter baldo; (B) Expressdo do mRNA da osteopontina em artérias normais e lesadas
extraidas 14 dias apods lesdo por cateter baldo. O controle negativo (CN) é a reagdo em
cadeia polimerase sem cDNA.

Para investigar o melhor momento do desenvolvimento da lesdo para o
aparecimento dos marcadores em questdo, testamos alguns desses marcadores
selecionados em artérias lesadas e artérias contra-laterais com tempos distintos do
desenvolvimento da lesdo. Os tempos escolhidos foram 4, 8 e 28 dias, o periodo de

14 dias ja havia sido testado previamente como mostram os resultados anteriores.

Como o descrito por Giachelli e colaboradores (1993) o aumento da

expressdo da osteopontina na lesdo € transitério e mais evidente na fase mais



54

proliferativa e com maior migracdo, nossos dados mostram que o aumento da
expressdo ocorre por volta do 4°. dia pds lesdo, voltando aos valores basais cerca
de 8 dias pos lesédo (Figura 6). RUNX2 aparece com 4, 8 e 28 dias apenas nas
artérias lesadas (Figura 6), conforme descrito por Geary e colaboradores (2002), que
mostraram aumento da expressao dos genes que codificam RUNX2 até 4 semanas

poés lesdo.

B

161 pb —

Figura 6 - Andlise da expressdo do mRNA da osteopontina e da RUNX2/Cbfa-1, através da
reacdo em cadeia polimerase: O RNA total extraido de artéria normal (AN), artéria contra
lateral apGs 4 dias (CL4), artéria lesada apoés 4 dias (L4), artéria contra lateral apés 8 dias
(CL8), artéria lesada apOs 8 dias (L8), artéria contra lateral ap6s 28 dias (CL28), artéria
lesada apds 28 dias (L28) submetido a transcrigdo reversa utilizando primer OligodT. (A)
Variacdo da expressdo do mRNA da osteopontina; (B) Variacdo da expressdo do mRNA da
RUNX2/Cbfa-1. O controle negativo (CN) € a reacdo em cadeia polimerase sem cDNA.

4.8 Expressao de proteinas marcadoras do estresse do RE

Estudos em andamento em nosso laboratério (Santos, et al., 2006) tém
mostrado que a resposta de reparacdo vascular in vivo a uma leséo por catEter-
baldo é acompanhada de um importante estresse do RE, conforme evidenciado pelo
marcante aumento de expressao das chaperonas BiP/GRP78 (de glucose regulated
protein) e GRP94 (que se comportam como indicadores de estresse do RE) e das
proteinas de RE PDI e calreticulina (Figura 6). Para investigar a ocorréncia de
estresse do RE nas células cultivadas NVSMC, IVSMC e NeoC, foi estudada a

expressao de proteinas marcadoras de estresse do RE.
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Figura 7 - Western blot mostrando expressdo de proteinas marcadoras de estresse do
reticulo endoplasmético em homogenatos de artérias normais (NL) e artérias lesadas (I). O
anticorpo primario detecta proteinas com a sequéncia KDEL.
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Figura 8 — Western blot mostrando expressdo de proteinas marcadoras de estresse do
reticulo endoplasmatico em homogenatos de células musculares lisas normais (NVSMC) ou
da camada média lesada (IVSMC), células neointimais (NeoC). O anticorpo primario detecta
proteinas com a sequéncia KDEL.
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4.9 Avaliacdo do estado redox pela GSH

A avaliacdo do estado redox celular por meio da analise das concentracdes
de GSH nas NVSMC, IVSMC e NeoC indicou a ocorréncia de um importante
estresse oxidativo nas IVSMC e NeoC, com respectivos valores médios de GSH;
19,9 e 6,2 nmol/mg, vs. 158,2 nmol/mg em células NVSMC (p<0,0001, Tabela 2). Os
valores encontrados em NVSMC (que é uma cultura primaria) sdo ca. 2 vezes mais
elevados que os valores usuais encontrados nas células de linhagem RASM, muito

utilizadas em nosso laboratorio.

Tabela 2 — Quantificacdo do GSH®* em homogenatos totais de
células musculares lisas de artérias intactas (NVSMC) ou da
camada média da artéria lesada (IVSMC) e células

neointimais(NeoC).

Amostra nanomol GSH/mg proteina”
NVSMC 158,20 + 7,55
IVSMC* 19,93 + 3,53

NeoC* 6,20 £ 2,42

% A quantificacdo foi determinada por HPLC com deteccéo
eletroquimica (potencial de oxidagdo 600mV) como descrito
em Materiais e Métodos.

® Os dados representam a média + erro padrdo de trés
experimentos independentes.

*p< 0,0001

4.10 Avaliacdo da producédo de ROS em extratos totais de células.

A analise dos produtos de oxidacdo da hidroetidina assistida por HPLC é
capaz de evidenciar um indicador preferencial da producédo de superéxido (EOH) e
e

E, que é um indicador menos especifico da producdo de superdxido

provavelmente relacionado a outras espécies, como H,O,/peroxidases ou heme
Fernandes, et al., 2006). Esta analise foi realizada nos diferentes grupos celulares

na auséncia ou presenca de diferentes agonistas da NADPH oxidase vascular e/ou
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estressores celulares (All — 100nM por 6 horas, Tu — 5 pug/mL 4 horas, NOC-18 —
0,75mM 18 horas).

Comparando NVSMC cultivado com DMEM suplementado com 20% de soro
fetal, sem e com estimulos, o EOH mostrou diferenca estatisticamente significativa
com todos os estimulos utilizados, o E somente apresentou diferenca estatistica
entre o basal e as células estimuladas com All (p<0,001), nos demais estimulos néo
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 3 — Média dos valores das concentracdes de hidroxietidio (EOH) e etidio (E)

nas células musculares lisas normais (NVSMC 20), nas células da camada média
lesada (IVSMC 20) e nas células neointimais vasculares.

NVSMC 20 IVSMC 20 NeoC
Estimulos
[EOH] [E] [EOH] [E] [EOH] [E]
Basal
43,1+10 | 54+0,5 29,1+4,3 93+34 |242+139| 12,7+5,2
All
69,1+16,9|235+40| 390+79 |102+3,8| 97,5+5,0 21,7+ 20
Tu
23,8+30 | 57+0,3 36,6+36 |11,8+06|744+16,6| 24,1+49
NOC-18
23,2+32 | 87+0,8 | 89,7+10,8 | 20,0+5,2| 90,4+2,2 | 37,4+ 10,0

Abreviaturas. EOH — Hidroxietidio; E — Etidio; All — Angiotensinall; Tu— Tunicamicina; NO° - 6xido nitrico
gésliberado pelo NOC-18.

As IVSMC cultivadas com DMEM suplementado com 20% de SFB sem e com
0s mesmos estimulos, somente mostrou diferenca estatisticamente significativa a
comparacao das células sem estimulo com as estimuladas por NOC-18 os demais
estimulos ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas se comparados
ao basal tanto para o EOH como para o E (p<0,001 e p<0,05 respectivamente)
(Tabela 3).

Nas NeoC, as diferencas entre os valores basais e apos todos os estimulos
apresentaram diferenca estatisticamente significativa para o EOH (p< 0,01), assim

como para o E (Tabela 3).
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Conforme demonstrado na Figura 9 a producdo de ROS foi estatisticamente
significante para todos os grupos, quando comparado ao controle (sem estimulo).
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Figura 9 Producdo de ROS em extrato total de células musculares lisas normais
suplementadas com 20% de SFB (NVSMC 20) comparadas a producgéo basal apés estimulo
com angiotensina Il (All) por 6 horas, tunicamicina (Tu) por 4 horas, NOC-18 (NO) por 18
horas. A atividade foi medida pelo método da DHE por HPLC. Em resposta a todos os
estimulos houve diferenta estatisticamente significativa com p<0,05 comparado com o basal
(sem estimulo).

A Figura 10 mostra que a producédo de ROS foi estatisticamente significante
somente para o grupo tratado com NO, quando comparado ao controle (sem

estimulo).
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Figura 10— Produgcdo de ROS em extrato total de células da camada média de artérai
lesada suplementadas com 20% de SFB (IVSMC 20) comparadas a produgdo basal apos
estimulo com angiotensina Il (All) por 6 horas, tunicamicina (Tu) por 4 horas, NOC-18 (NO)
por 18 horas. A atividade foi medida pelo método da DHE por HPLC. Somento com Oxido
nitrico houve diferenta estatisticamente significativa com p<0,05 comparado com o basal
(sem estimulo).



59

A producédo de ROS aumentou Conforme demonstrado na Figura 11 a foi
estatisticamente significante para todos os grupos, quando comparado ao controle

(sem estimulo).
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Figura 11 — Producdo de ROS em extrato total de células neointimais (NeoC) comparadas A
producado basal apos estimulo com angiotensina Il (All) por 6 horas, tunicamicina (Tu) por 4
horas, NOC-18 (NO) por 18 horas. A atividade foi medida pelo método da DHE por HPLC.
Em resposta a todos os estimulos houve diferenta estatisticamente significativa com p<0,05
comparado com o basal (sem estimulo).

4.11 Avaliacao da atividade da NADPH oxidase em fragcdo de membrana

A atividade do complexo NADPH oxidase vascular foi estudada nos diferentes
tipos celulares por quimiluminescéncia, tanto no estado basal como em
homogenatos obtidos apo6s estimulacao com All (100nM por 6 horas). Os resultados
mostraram significativo aumento tanto na atividade basal como na resposta a
angiotensina Il nas células neointimais e nas IVSMC, quando comparadas as células
normais (NVSMC) (Figura 12).
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Figura 12 - Atividade da NADPH oxidase em frac6es de membrana de células musculares
lisas normais (NVSMC); células da camada média lesadas (IVSMC) e células neointimais
(NeoC) na condi¢do basal e apds tratamento com angiotensina Il (All) por 6 horas. A
atividade foi medida pelo método da lucigenina e expressa em cpm/mg/min, em escala
logaritmica na ordenada. Condi¢des experimentais: temperatura 37° C, e PBS/EDTA 1QuM
com pH rigorosamente controlado em 7,4. O resultado é a média mais ou menos o erro
padréo de seis experimentos independentes. p<0,05

E importante notar que todas as células aumentam a atividade da NADPH
oxidase mediante estimulo prévio com All, como esperado pelo fato de a All um
agonista da NADPH oxidase (particularmente a Nox1 em células musculares lisas)
(Lassegue, et al., 2001), porém as células neointimais e da artéria lesada mostram
aparentemente um maior grau de resposta, com 0s seguintes valores médios de
aumento em relacdo ao basal sem estimulo: NVSMC = 2,1 vezes; IVSMC = 24
vezes e NeoC = 3,4 vezes (Figura 12) com diferenca estatisticamente significativa.

Sabe-se que alteragdes na concentracdo de soro no meio de cultura podem
modular o estresse oxidase (Takahashi, et al., 2006). Avaliou—se entdo o papel do
soro nas NVSMC e nas IVSMC. A incubagdo com soro por 24 horas aumenta a

atividade da NAD(P)H oxidase, particularmente nas células NVSMC (Figura 13).
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Figura 13 - Atividade da NADPH oxidase em frag6es de membrana de células musculares
lisas normais (NVSMC); células da camada média lesadas (IVSMC) cultivadas com meio
préprio suplementado com 10 ou 20% de soro fetal bovino por pelo menos 24 horas antes
do preparo das amostras. A atividade foi medida pelo método da lucigenina. Condicbes
experimentais: temperatura 37° C, e PBS/EDTA 1QuM com pH 7,4.
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Figura 14 - Atividade da NADPH oxidase em fracdes de membrana de células musculares
lisas normais (NVSMC); células da camada média lesada (IVSMC) ambas cultivadas por 24
horas antes do estimulo com meio préprio suplementado com 20% de soro fetal bovino e
células neointimais (NeoC) na condicdo basal e apds tratamento com tunicamicina (Tu) por
4 horas. A atividade foi medida pelo método da lucigenina. Condi¢cBes experimentais:
temperatura 37° C, e PBS/EDTA 1QuM com pH 7,4.
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Foi testada também atividade da NAD(P)H oxidase nos diferentes tipos
celulares apods tratamento com Tu 5 pg/mL por 4 horas. Observamos que somente
as NeoC mostram um aumento da atividade da NAD(P)H apés o tratamento
comparado com os valores basais de cada um dos tipos celulares, sendo que as
NVSMC e IVSMC foram mantidas em cultura com 20% de SFB por pelo menos 24

horas antes do tratamento com Tu ou do preparo das amostras basais (Figura 14).

4.12 Avaliacdo da viabilidade celular em resposta a estressores.

A viabilidade celular das NeoC em resposta a estressores celulares foi
analisada tanto pelo método de incorporacdo do Trypan blue como pelo método de
reducdo do MTT. As NeoC mostraram-se mais sensiveis a Tu, um estressor do RE,
a um oxidante exdgeno, o peroxido de hidrogénio, e a NOC-18, um doador de NO
(Figuras 16). Por outro lado, NeoC foram igualmente sensiveis (se nao ligeiramente
mais sensiveis), ao estimulo classico da privacdo de soro, indicando que a maior
sensibilidade aos estimulos anteriores ndo representa uma tendéncia geral

inespecifica resultante de um possivel maior dano celular.

Nas NVSMC, a reducdo da concentracdo de soro para 10% resultou em
sensibilidade ligeiramente aumentada (10 - 15% de perda adicional de vlabilidade)
frente a H,O, e tunicamicina, embora néo a privacéo de soro (Figura 15).

A 100 B 100 C 100

75 4 75 4 75

50 4 50 o 50 4

25 4 25 4 25

% de células integras
% de células integra
% de células integras

1hora 3horas 6 horas 4 horas 12 horas 50uM

ONVSMC mNVSMC 20 ‘EINVSMC W NVSMC 20 ‘ ONVSMC mNVSMC 20

Figura 15 - Andlise da suscetibilidade das células musculares lisas normais mantidas com
10 ou 20% de soro fetal bovino pela incorporacdo do Trypan blue. As células foram tratadas
com (A) privagado de soro por 1, 3 e 6 horas; (B) tunicamicina 5 pg/mL por 4, 12 e 18 horas.
(C) H,O, 50uM por 1 hora. Os resultados foram dados comparando cada um dos tipos
celulares com o controle de cada célula sem estimulo, sendo este considerado 100%.

E conhecido que em determinados tipos celulares, p.ex., células beta de ilhota

pancreatica (Cnop, et al., 2005), a exposi¢cao a doadores de NO induz uma resposta
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de estresse do RE, que pode, se sustentada em niveis elevados, levar a apoptose e
perda celular. Além disso, estudos recentes tém confirmado amplamente o efeito do

NO como indutor de disfungcdo mitocondrial (Xu, et al., 2005; Borut
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Figura 16 - Andlise da suscetibilidade das células musculares lisas normais e das células
neointimais pelo método de redugé@o do MTT. As células foram tratadas com (A) privagéo de
soro por 1, 3 e 6 horas; (B) tunicamicina 2 pg/mL por 4, 12 e 18 horas; (C) tunicamicina 5
pug/mL por 4, 12 e 18 horas. (D) H,O, 10uM por 1, 3 e 6 horas; (E) H,O, 50uM por 1, 3 e 6;
(F) H,O, 100uM por 1, 3 e 6 horas; (G) NOC-18 0,5 mM por 12 e 18 horas; (H) NOC-18 0,5
mM por 12 e 18 horas e (I) NOC-18 0,5 mM por 12 e 18 horas. Os resultados foram dados
comparando cada um dos tipos celulares com o controle de cada célula sem estimulo,
sendo este considerado 100%.

Tabela 4 - Percentual de células NVSMC nao viaveis,

determinada pela

incorporagcdo de Trypan

Blue.

[Doador de NOJ

% de células

(mM de NOC18*) nao viaveis
0 7,0
0,2 11,3
0,5 14,3
1,0° 18,6
1,5 29,0
2,0 23,3

"Tempo de incubac&o de 18 horas



65

% A partir da concentracdo de 1mM existe uma inibicdo (ndo
gquantificada no momento) da proliferacao celular induzida pelo
NO.

® Foram semeadas aproximadamente 1x10° células por well.
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Figura 17 — Western blot representativo da expressao de proteinas contendo KDEL
em homogenatos de células musculares lisas normais controle (1) e incubadas com
NOC-18: 0,5 mM por 18 horas (2); 0,75 mM por 18 horas (3); 1,0 mM por 18 horas
(4); 0,5 mM por 24 horas (5); 0,75 mM por 24 horas (6); 1,0 mM por 24 horas (7).
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5. DISCUSSAO

Este estudo mostrou que células neointimais que se desenvolvem na fase de
reparacao apos superdistensdo de catéter-baldo em artéria iliaca de coelho podem
ser transplantadas para meio de cultura e mantém-se como uma populacéo
homogénea estavel a longo prazo. Nas condi¢bes de cultura, células neointimais
mostram repressao de vias de sinalizacdo do estresse do RE, que estéao
importantemente ativadas em vivo na fase de reparacao tardia a lesdo. Por outro
lado, células neointimais mantém nas condicfes de cultura um importante estresse
oxidativo, maior ativacdo basal da NADPH oxidase vascular e maior resposta desse
complexo enzimatico a agonistas e/ou estressores celulares. Células da camada
média lesada mantidas em cultura exibem comportamento analogo, com menor
intensidade de alteragfes. Células neointimais tém viabilidade reduzida apoés
exposicado a oxidantes, estressores do RE ou doadores de 6xido nitrico. Estes dados
confirmam o fenétipo neointimal como um fendtipo de estresse oxidativo em um
contexto de uma resposta de estresse celular integrado, e abrem perspectivas para

o entendimento mais aprofundado dos mecanismos envolvidos nestes processos.

5.1 Consideragbes metodolégicas

O periodo de 14 dias apés lesdo por baldo foi escolhido como 0 momento
propicio para obtencao de células neointimais ap0s leséo a partir de estudos prévios
realizados em nosso laboratério, que indicaram ser esse o periodo com o maior
conteudo celular na camada neointima e com algum potencial proliferativo nas
células (Leite, et al., 2003). Neste periodo, observa-se uma perda no calibre vascular

por remodelamento constrictivo (Leite, et al., 2003), em conssonancia com a
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observacdo de menores calibres nas artérias lesadas. Estudos prévios mostraram
relacdo de areas intima /média ~0.60 (Laurindo et al, 2002). A neointima se
desenvolve ndo apenas como resultado de proliferacdo celular, mas também pelo
acumulo de matriz extracelular. Esses dados, verificados em nosso modelo, sdo
analogos aos achados observados em vasos lesados de pacientes submetidos a
angioplastia. A composicao relativa da matriz extracelular da intima no homem
mostra predominancia de colageno e glicosaminoglicanas que podem se associar
formando proteoglicanas. No homem, também ocorre tendéncia a diminuicdo do
material fibrocelular e aumento de coldgeno com o0 aumento da espessura da

camada intima (Gentile, et al., 1999).

Apesar destas observacdes, notamos que as células neointimais nao
evoluiram em matrizes colagénicas de gelatina ou fibronectina, sendo que ambas se
baseiam na interacdo via receptores de integrinas (Wilson, et al., 1995). Ap6s a
retirada da matriz, obteve-se um pequeno numero de células arredondadas e
refringentes, que cresciam aderidas as placas em contato com outras células
fibroblastéides fusiformes, porém com pouca proliferacdo celular, entrando em
quiescéncia e vacuolizacdo, com cessacdo total do crescimento, resisténcia a
tripsinisacdo, e posterior morte celular apos alguns dias. Foi testado entdo o
crescimento com o dobro da concentragdo de SFB. Houve com essa condigdo um
crescimento inicial mais acelerado, porém a evolucdo foi semelhante a descrita
anteriormente. Alterou-se entdo o meio de cultura, de DMEM para MEM, que é
composto apenas com nutrientes essenciais para 0 crescimento celular, sem a
adicdo de nutrientes complementares, acrescido de 20% de SFB e esse se
apresentou como meio de escolha por gerar células viaveis e que mantém
crescimento consistente sem alterar a morfologia. As razdes para a preferéncia por
um meio menos rico nao estao claras, mas o fenbmeno é observado em outros tipos
de células, como células mesenquimais da medula (Covas, et al., 2005). E
interessante notar que células neointimais, particularmente aquelas formadas apés
lesdo mecanica do vaso, tém uma predominancia de origem a partir de células
pluripotentes do sangue periférico (Sata, et al., 2002). E possivel, ainda, que o
cultivo em meio mais rico acelere o processo de senescéncia celular (Takahashi, et
al., 2006).
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5.2 Caracteristicas morfo-funcionais de células neointimais cultivadas

As caracteristicas morfoldégicas encontradas em nossas culturas foram
semelhantes as encontradas por Bochaton-Piallat e colaboradores (1996) em
modelos com ratos. Os fenétipos por eles descritos em células cultivadas foram
agrupados nas seguintes categorias: a) forma alongada, correspondente a aparéncia
“hill-and-valley”; b) epitelidides, c) alongado fraco; e d) senescentes, caracterizadas
por células com inumeros vacuolos que podem nado alcancar confluéncia. Ja
Bauriedel e colaboradores (1992), estudando modelos in vitro de migracao celular,
relataram varios tipos de fenétipos nas células neointimais, p.ex. a) algumas podem
migrar com velocidades variadas; b) outras podem comecar se movendo, depois
tornar-se refringente e praticamente imoével e c) outros ainda podem ser imoveis e
refringentes e depois comecar a se dividir. Esses dados condizem com os descritos
por Péronneau e colaboradores (1995), que também constataram aumento na
velocidade de crescimento entre as células da artéria lesada comparada a artéria

intacta in vitro.

Vérias evidéncias da literatura (Sartore, et al.,, 1999; Christen, et al., 2001)
indicam que células da camada neointima formada ap6s angioplastia ou colocacao
de stent, em diferentes modelos animais, primeiro se (des)diferenciam, e adquirem
gradualmente, em tempos subsequentes, marcacdo positiva para marcadores de
diferenciacédo de células musculares lisas. Em alguns casos, a marcacao para estes
indicadores pode se estender para células da camada adventicia. Assim, a
expressdo dos marcadores de diferenciacdo de células musculares lisas “in vivo”
aumenta com o passar do tempo (Christen, et al., 2001). Dentre 0s inumeros
marcadores selecionados ndo ha um marcador totalmente especifico para diferenciar
células neointimais de outras células com fendtipo muscular liso ou
miofibroblastdide. E possivel que estudos de larga escala com um grande nimero de
marcadores simultaneos possam indicar tal diferenca, porém tais estudos ndo foram
até o momento reportados. Em nosso modelo, a auséncia de distincdo destes
marcadores entre as células da artéria lesada e normal mesmo no tecido in vivo é
intrigante. Realizando entdo um seguimento temporal da lesdo observamos,
conforme descrito na literatura (Giachelli, et al., 1993), que a osteopontina € um

marcador que surge em um estagio mais precoce de proliferacdo. A expressado da



70

osteopontina na lesdo é transitéria e mais evidente fase mais proliferativa e com
maior migracdo. Além disso, notamos indices de expressdo relativamente altos
mesmo nas artérias intactas, por razées que néo estdo claras no presente. RUNX2,
um fator de transcricdo envolvido com a calcificacado celular, tem sua expressao

aumentada (Geary, et al., 2002) até 4 semanas pos lesao.

5.3 Estresse do reticulo endop lasmatico e neointima

Um dos aspectos mais peculiares da neointima é o importante nivel de
estresse do RE verificado em estudos com artérias in vivo mostrando marcante
aumento na expressdo de proteinas contendo a sequéncia KDEL em relacdo a
artéria ndo lesada. A via do reticulo endoplasmatico, além disso, parece ser um
relevante mecanismo de apoptose associada ao remodelamento vascular,
envolvendo a ativacado da caspase 12 (Santos, et al., 2006, dados nao publicados de
nosso laboratdrio). Além disso, evidéncias da literatura sugerem em Varios tipos
celulares uma convergéncia entre o estresse do RE e estresse oxidativo, por meio
de mecanismos envolvendo consumo de glutationa (Harding et al, 2003), maior
atividade da oxidase do RE Erol-p (Kettner, et al., 2004), disfuncdo mitocondrial
(Hori, et al., 2002) e talvez disfuncbes da via Keap/Nrf-2 (Qiang, et al., 2004). Esta
multiplicidade de mecanismos sugere que a convergéncia entre estes 2 tipos de
estresse tenha um importante papel homeostatico. De fato, estudos de nosso
laboratério indicam um importante mecanismo adicional desta integracdo de
estresses, que é a associacdo entre a PDI e a NADPH oxidase (Janiszewski, et al.,
2005). Neste contexto, compostos indutores de estresse do RE desencadeiam
ativacdo da NADPH oxidase e estresse oxidativo em VSMC (Santos, et al., 2006
dados né&o publicados de nosso laboratério). Devido ao importante estresse do RE
documentado nas artérias durante o periodo de reparacdo vascular a lesao,
postulamos que este estresse do RE poderia ser um fator mantenedor dos altos
niveis de estresse oxidativo e atividade da NADPH oxidase documentados
previamente nesta situacao (Souza, et al., 2000). Embora nossos resultados nao
excluam este papel do estresse do RE, eles indicam entretanto, a presenga de
outras vias independentes do estresse do RE capazes de promover estresse

oxidativo na célula neointimal. Esta conclusdo € sugerida pela auséncia de
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diferencas no estado basal entre os marcadores do estresse do RE nas células
provenientes da artéria lesada (tanto neointimais como da camada média) vs.
células normais. Esta auséncia de diferenca deve, entretanto, ser encarada com
cautela, pois a expressao de marcadores de estresse do RE pode em geral variar
conforme as condi¢des de incubacéo e confluéncia celular (dados néao publicados do
nosso laboratério e Wang, et al., 1996). De fato, os niveis de expressdo destas
proteinas foram relativamente elevados jA em células normais, 0 que poderia
minimizar eventuais diferencas. Sob qualquer angulo, entretanto, a menor diferenca
entre a situacao in vivo e in vitro sugere fortemente que as células neointimais e
médias lesadas tenham suprimido as vias de estresse do RE nas condicdes de
cultura, possivelmente como processo adaptativo para capacitar a proliferacao
celular, ja que o estresse do RE induz suspenséo da transcricdo génica e €, pelo
menos em altos niveis, incompativel com a sobrevivéncia celular em condicdes de
cultura. Assim, uma interpretacao alternativa € que o estresse oxidativo da neointima
faca parte de processos resultantes da adaptacédo de células a um estresse do RE
sustentado. Um destes processos pode ser o da senescéncia celular, que resulta da
exposicdo de células submetidas a estresse a fatores de crescimento e prodliferacao
celular. A senescéncia esta associada a niveis bastante aumentados de producédo

de espécies reativas de oxigénio (Ramsey, et al., 2006;Takahashi, et al., 2006).

5.4 Estresse oxidativo e ativacdo da NADPH oxidase em células neointimais

A concentracdo de GSH em células de mamiferos pode variar de 1 a 10 uM
(Molteni et al., 2004). Estudos ndo publicados do nosso laboratério (Santos, et al.,
2005 e 2006) mostraram que o conteudo de GSH em células musculares lisas de
linhagem (RASM) foi ca 40 nmolGSH/mg proteina e o estimulo por 4 horas com All,
um agonista da NADPH oxidase, reduz o contetdo de GSH em 50%, condizente
com a ocorréncia de estresse oxidativo celular. Resultados semelhantes foram
descritos para células musculares lisas de humanos (Bhunia e col., 1997), embora o
método utilizado para dosagem de GSH tenha sido fluorimétrico (menos sensivel);
em musculares lisas de ratos os valores descritos foram ca de metade do valor
encontrado em RASM (Zhuoxiao e Li, 2002). Desta forma, os baixos niveis de
glutationa verificados em células obtidas da parede arterial lesada refletem estresse

oxidativo, e ndo uma peculiaridade técnica do ensaio. A reducdo dos niveis de
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glutationa nas células neointimais e da camada média lesada est4 de acordo com os
achados previamente verificados em artérias durante a resposta de reparacdo
vascular (Azevedo, et al., 2000; Santos et al, 2006). A ocorréncia de estresse
oxidativo é provavelmente um reflexo da maior expressdo da NAD(P)H oxidase
exibida pelas artérias lesadas (Azumi, et al., 1999; Paravicini, et al., 2002; Szocs, et
al., 2002). Dados da literatura mostram também ainda aumento da expressao e
atividade da glutationa peroxidase 14 dias apés lesao por catéter baldo (Gong, et al.,
1996).

Os resultados da analise dos produtos de oxidacao de DHE nos homogenatos
celulares e nos ensaios com fracdo de membrana mostraram, em conssonancia com
0 maior estresse oxidativo, uma producdo de superdoxido aumentada, relacionada
pelo menos em parte a um aumento da atividade da NADPH oxidase. Estes achados
mostram coeréncia com observacdes prévias in vivo de nosso grupo (Souza, et al.,
2000; Azevedo, et al., 2000; Leite, et al., 2003 e 2004) e de outros laboratérios
(Szocs, et al., 2002). Devido as diferencas nas condic6es 6timas de cultivo celular
para as diferentes células utilizadas nesse trabalho e com o objetivo de minimizar os
possiveis vieses na avaliacdo da atividade da NADPH oxidase trabalhou-se com
duas diferentes concentracfes de soro fetal. Estudos anteriores mostraram que a
expressdo das diferentes Nox encontradas em VSMC pode ser alterada pela
concentracdo do soro (Wingler, et al., 2001). Essa diferenca pode explicar o
aumento da atividade basal da IVSMC cultivada com 20 vs. 10% SFB. Por outro
lado, as marcantes diferencas observadas nas células neointimais € mesmo nas
IVSMC em relagdo as normais sdo claramente atribuiveis ao tipo celular e néo

apenas as condi¢des de cultura.

Estudos mostraram que a apoptose induzida pelo NO em células beta
pancreaticas (que sdo células secretoras) ocorre através da via do estresse do RE
que envolve a deplecdo de Ca®" (Oliver, et al., 2005), em oposicdo a via
habitualmente proposta, que ¢ a inducdo de p53 (Oyadomari, et al., 2001). E
possivel que células secretoras, como é o caso das NeoC por sua intensa secrecao
de matriz extracelular, sejam particularmente sensiveis a apoptose induzida pelo NO
através do via de sinalizacdo ligada ao estresse do RE. Defato, nossos dados
indicam expressao de Grp78 apos exposi¢ao ao doador de NO NOC-18. Além disso,

a maior producdo de superdxido em resposta a incubagdo com doador de NO nas
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células neointimais pode ser indicativa de disfuncdo mitocondrial, considerando que
um mecanismo possivel deste efeito do NO é a inibicdo da cadeia de transporte de
elétrons na altura da citocromo oxidase, gerando vazamento de elétrons pelo

complexo Il (Moncada, et al., 2005).

5.5 Significancia do modelo in vitro

Uma das principais questfes de nosso estudo € a relevancia do modelo in
vitro de cultura de células neointimais em relac&o a biologia dessas células in vivo. E
bem aceito que praticamente todos os tipos celulares sofrem reprogramacao génica
quando colocados em condi¢des de cultura celular, devido a manipulacao, exposicéo
a soro, diferentes nutrientes, etc. Certamente, este fato deve ter ocorrido em nossa
células, conforme inclusive sugerido pela supressdo de marcadores de estresse do
RE nas células cultivadas. Assim, resultados de certos ensaios in Vvitro,
particularmente aqueles dependentes de programas génicos transitorios, devem ser
encarados com certa cautela quanto a possivel relevancia in vivo. Neste contexto, é
notavel o achado de uma manutencdo persistente do estresse oxidativo e da
atividade da NADPH oxidase nas condi¢cfes de cultura. Conforme discutido acima,
varios estudos B)rpaﬁ.gm evidéng’a de que gste fqpémeno é (reIeVQnte i51 vivel-(SzoJcs,
et al., 2002; Leite, et al., 2004). Assim, os dados de maior estresse oxidativo em
condi¢cBes de cultura sdo consistentes com a nocdo de que o desequilibrio redox da
célula neointimal é provavelmente constitutivo e ndo apenas um fendémeno

transitério. Esta nocdo reforca a idéia de que o estresse oxidativo esteja no contexto

de complexada7 4 (O (); T Td d 6¢c ( Tl 6w. 84 g4 2
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5.6 Implicagdes

A caracterizacao da célula neointimal como um fenétipo de estresse oxidativo
celular pode ter vérias implicaces no melhor conhecimento dos mecanismos que
governam os processo redox destas células. A disponibilidade de um modelo de
célula neointimal persistentemente cultivada permitira entender porque estas células
desenvolvem estresse oxidativo. A visdo corrente é de que o estresse oxidativo
funciona como um segundo mensageiro de processos celulares como proliferacao,
diferenciacao, etc., governando essencialmente a fosforilagcdo celular (ativacdo de
guinases e inibicdo de fosfatases), oxidacdo ou S-nitrosag¢ao (Forman, et al., 2004).
Nossos dados, em conjunto com outras observacfes do laboratério, sugerem uma
ampliacdo destes conceitos no sentido de englobar estas cascatas de sinalizacao
em um perfil de adaptacdo coerente das células a uma resposta integrada de
estresse. Em dltima andlise, estes avancos poderdo determinar o aperfeicoamento
do desenho de intervencdes racionais para restabelecer o equilibrio redox celular e

controlar a formacao e as consequéncias da neointima em doencgas vasculares.
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6. Sumério de resultados e Conclusdes

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

E possivel obter células neointimais em cultura de modo reproduzivel e

estavel.

Tanto células neointimais como células da camada média da artéria

lesada mantém um estado persistente de aumento do estresse oxidativo.

O estresse oxidativo de células neointimais decorre de producéo

aumentada de radical superoéxido e ativacdo da NADPH oxidase vascular.

Diferentemente do observado em vasos lesados, os marcadores do
estresse do reticulo endoplasmatico ndo se apresentam alterados se

comparados a células musculares lisas normais.

Células neointimais tém resposta aumentada a agonistas da NADPH

oxidase e estressores celulares.

A exposicdo a 6xido nitrico promove aumento da producdo de superéxido,

particularmente acentuado em células neointimais.

Células neointimais tém sensibilidade aumentada a oxidantes exdégenos e

doadores de NO, porém néo a privacao de soro.

Em conjunto, estes resultados permitem concluir que o fenétipo neointimal é

um fendtipo de estresse oxidativo acentuado e persistente, mesmo apos varias

passagens em cultura celular, e que este estresse oxidativo decorre pelo menos em

parte da ativacdo do complexo NADPH oxidase no contexto de uma adaptacédo a

resposta celular integrada ao estresse. Estes dados indicam novas perspectivas no

entendimento dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia redox da neointima,

podendo suscitar o desenho de intervencdes terapéuticas racionais.
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