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Objetivo

Investigar os efeitos de baixas concentracées de LDL oxidada
(LDL-ox) sobre a proliferagcdo e a motilidade esponténea de células
endoteliais de artérias coronarias humanas (CEACH) em cultura.

Métodos

Culturas de CEACH foram tratadas com baixas concentracées
de LDL nativa (LDLn), isolada de plasma humano, e com LDL
minimamente oxidada por diferentes métodos quimicos, e 0s
efeitos, comparados entre si.

Resultados

LDLn ndo apresentou efeitos deletérios sobre o endotélio
em proliferacdo e na motilidade in vitro de CEACH, porém na
mais alta concentracdo e por tempo mais prolongado inibiu a
proliferacéo celular. As LDL-ox, quimicamente, pela espermina
nonoato (ENO) e 3-morfolinosidnonimina (SIN-1) expressaram
efeitos inibitdrios significativos sobre a proliferacdo e a motilidade
in vitro de CEACH proporcionais as maiores concentracées e
graus de oxidacdo das LDL.

Conclusao

LDL-ox apresenta efeito citotdxico, inibindo a proliferagcéo e
a motilidade espontdnea de células endoteliais de artérias coro-
ndrias humanas em cultura, proporcionalmente a concentragéo
e ao grau de oxidagcdo da LDL, enquanto, LDL nativa é relativa-
mente indcua.
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Niveis plasmaticos elevados de lipoproteina de baixa densida-
de (LDL) sao considerados um dos principais fatores de risco para
o desenvolvimento de doenga aterosclerética cardiovascular. A
hipotese da resposta a injlria da aterosclerose propde que o pri-
meiro passo na aterogénese é a disfuncao endotelial induzida pela
acao dos fatores de risco, em especial, pela exposicéo do endotélio
vascular a LDL oxidada (LDL-ox)!.

Estudos preliminares revelaram que preparacoes de LDL huma-
na isolada exercem efeitos téxicos sobre células endoteliais em
cultura?#. As LDL nativas (LDLn) sofrem alteracoes quimicas rela-
cionadas com a peroxidagao de acidos graxos polinsaturados, consti-
tuintes da lipoproteina, que resultam em um grande aumento na
sua susceptibilidade a fagocitose e a degradagao por macréfagos®.

Foi demonstrado in vitro que os principais tipos de células da
parede vascular, as células endoteliais, as células musculares lisas
e 0s macréfagos sdo capazes de oxidar a LDL nativa®. A LDL
oxidada inibi a migracdo das células endoteliais, mecanismo es-
sencial nos processos de restabelecimento da integridade vascular
ap6s dano na angiogénese, de forma proporcional & concentracéo
e ao grau de oxidagado da LDL, mediado pela formacéo dos hidro-
peroxidos lipidicos’.

Estudos recentes demonstraram que os componentes lipidicos
da LDL-0x®° causariam um aumento parodoxal na producdo do
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) por células
endoteliais em cultura, um provavel mecanismo protetor frente a
agressao celular. Foi observado um duplo efeito da LDL-ox, induzin-
do proliferagao celular em baixas concentracoes (5 a 10 ug/mL) e
apoptose em concentragdes acima de 50 ug/mL™°.

As células endoteliais constituem uma populagéo heterogénea.
Células endoteliais oriundas de diversos leitos vasculares expressam
antigenos de superficie caracteristicos, transportadores intracelula-
res especificos e regulacdo de enzimas intracelulares diferentes !

Considerando a importancia da heterogeneidade da célula en-
dotelial, os dados contraditérios da literatura e visando contribuir
para um melhor entendimento dos processos béasicos que envolvem
ainteracao LDL-ox e célula endotelial, realizamos o primeiro estudo
sistematizado utilizando células endoteliais de artérias coronarias
humanas (CEACH) em cultura, cujo papel na aterogénese coro-
naria é primordial.

Investigamos e descrevemos os efeitos de baixas concentragoes
das lipoproteinas LDLn e LDL-ox quimicamente por diferentes
métodos e tempos de oxidagao sobre a proliferacéo celular e a
motilidade espontanea in vitro.

Arquivos Brasileiros de Cardiologia - Volume 83, N° 6, Dezembro 2004



Efeitos da Lipoproteina LDL-oxidada Sobre a Proliferacéo e a Motilidade Espontéanea in Vitro de Células Endoteliais de Artérias Coronarias Humanas

Métodos

Utilizamos a linhagem celular de células endoteliais de artérias
coronérias humanas obtidas através da CLONETICS (BioWhittaker
Inc., Walkersville, MD/USA). O meio de cultura utilizado foi MCDB-
131 (GIBCO) adicionado de 10 ng/ml EGF (INTERGEN), 1,0 ug/
mL hidrocortisona (SIGMA), 50 ug/mL de anfotericina B (GIBCO),
100 U/mL de penicilina e de estreptomicina (GIBCO) e 10% de
soro fetal bovino (SFB) (GIBCO) adicionado de L-glutamina 1 uM
(GIBCO). Os experimentos foram realizados em meio contendo
5% de SFB.

A contagem de células para a avaliagdo da proliferacéo e
migracgao celular foi feita sob microscopia direta (Nikon-TMS)
com aumento de 100 vezes e realizada em trés campos micros-
cépicos distintos representativos para cada placa e calculada a
média de células visualizadas.

O ensaio de migracao celular foi realizado de acordo com o
modelo de cicatrizagéo in vitro, estabelecido por Burk!?. Em re-
sumo, as células endoteliais foram cultivadas em placas de cultura
de 60 mm (FALCON) em 5 ml de meio de cultura e 10% SFB.
Dois dias ap0s a cultura se tornar totalmente confluente, realizamos
uma lesdo na camada confluente unicelular com o auxilio de uma
lamina de barbear rigida, pressionada contra o assoalho da placa
de cultura, cortando a camada de células e marcando a placa. A
lamina foi entdo movida cuidadosamente para um lado removendo
parte da camada unicelular. As células foram lavadas por duas
vezes com PBS para a remocao de material celular deslocado,
adicionado meio de cultura experimental (5% SFB) suplementado
de concentracbes varidveis de LDLn e LDL-ox. Quatro placas fo-
ram utilizadas como controle ou experimentais, para cada ponto
do experimento.

Ap6s 24h de incubagéo, contamos o ndmero de nucleos celu-
lares que cruzaram a linha demarcada na placa, em trés campos
microscopicos distintos representativos para cada placa e calcu-
lamos a média de células que ultrapassaram a linha demarcada.

A purificacdo da LDLn foi feita a partir do plasma humano
utilizando-se o método descrito por Sevanian e cols®. A LDLn foi
armazenada em temperatura inferior a -70°C até o momento da
sua utilizacao.

As amostras de LDL (0,5 ug/ml de proteina) foram submetidas
a oxidacdo com 1,0 uM de 3-morfolinosidnonimina (SIN-1) ou
1,0 uM de esperminanonoato (ENO) (SIGMA). As amostras foram
incubadas em banho-maria (37°C) sob agitacao constante nos
tempos 1, 5, 10, 15, 30, e 60min. A reacao foi bloqueada com
100 uM de éacido dietileno tetraminopentacético, 100 uM de
butilhidroxitolueno, 125 unidades/ml de superéxido dismutase e
125 unidades/ml de catalase. Todas as amostras foram mantidas
em freezer a -20°C até o momento dos experimentos!4.

Na analise estatistica, para a comparacao das concentragoes
foi utilizado o teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis, considerado
0 mais eficiente para amostras independentes e para as compara-
¢oes mdltiplas foi utilizado o teste de Dunn?®. Foram utilizados
testes nao-paramétricos porque a suposicdo de normalidade dos
dados foi rejeitada. O nivel de significancia utilizado para os testes
foi de 5%.

Resultados

A figura 1 mostra o efeito das preparacoes de LDLn sobre a
proliferacdo celular em culturas parcialmente confluentes (60%)
de células endoteliais de artérias coronarias humanas. Apds expo-
sicdo por 72h a concentragdes variaveis de lipoproteinas, as cul-
turas foram lavadas por 2 vezes com PBS (GIBCO) e coradas pelo
método de GIEMSA. A contagem de células foi feita sob microscopia
(NIKON-TMS) com aumento de 100 vezes e realizada em trés
campos microscépicos distintos representativos para cada placa
e calculada a média do nimero de células.

Observamos um efeito inibitério da LDLn sobre a proliferacéo
celular na concentracdo maxima utilizada, o que pode ser ex-
plicado pelo maior tempo de exposicéo e a oxidagao da LDL pelas
proprias células endoteliais em cultura.

Nas figuras 2 e 3 mostramos os efeitos da LDL-ox pelo siste-
ma da ENO por 1 e 10min, respectivamente, sobre a proliferacao
celular, observando em ambos um efeito inibitério proporcional ao
tempo de oxidacao.

As figuras 4 e 5 mostram os importantes efeitos inibitérios da
LDL-ox pelo sistema SIN-1 por tempos de oxidagao de 1 e 10min,
sobre a proliferacéo celular.
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Fig. 1 - Efeito de concentragdes varidveis de LDL nativa por 72h sobre nimero
de células por campo microscdpico. O controle difere do tratamento 8 ug/mL
*(p < 0,05).
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Fig. 2 - Efeito de concentragdes variaveis de LDL oxidada (ENO/1’) por 72h sobre
o nimero de células por campo microscopico. O controle difere a partir dos
tratamentos 4 e 8 ug/mL *(p < 0,05).
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Fig. 3 - Efeito de concentracdes variéveis de LDL oxidada (ENO/10’) por 72h
sobre nimero de células por campo microscépico. O controle difere a partir dos
tratamentos 2, 4 e 8 pg/mL *(p < 0,05).
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Fig. 4. Efeito de concentracdes varidveis de LDL oxidada (SIN-1/1") por 72h
sobre o nimero de células por campo microscopico. O controle difere dos
tratamentos para 1, 2, 4 e 8 ug/mL *(p < 0,05).
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Fig. 5 - Efeito de concentragdes variaveis de preparagoes de LDL oxidada
(SIN-1/10’) por 72h sobre o nimero de células por campo microscépico. O
controle difere dos tratamentos para 1, 2, 4 e 8 pug/mL *(p < 0,05).

Em resumo, os resultados do tratamento de culturas endoteliais
parcialmente confluentes, por 72h, com LDLn e LDL-ox pelos
sistemas quimicos da ENO e SIN-1 sobre a proliferagéo celular,
mostraram que: a LDL oxidada pela ENO e pela SIN-1 exerceram
efeito inibitdrio na proliferagao celular proporcional ao tempo de
oxidagao e a concentracdo de LDL-ox; a LDL oxidada pela SIN-1
apresentou efeito téxico mais intenso que os outros tratamentos;

a LDLn apresentou efeito inibitério somente na maior concentra-
¢ao estudada.

A figura 6 mostra o efeito das preparacoes de LDLn sobre a
motilidade espontanea de células endoteliais de artérias coronéarias
humanas pelo ensaio de migracao celular realizado pela técnica
de Burk. Observamos que a LDLn nao apresentou nenhum efeito
inibitério sobre a migragéo celular.

As figuras 7 e 8 mostram os efeitos da LDL oxidada pela SIN-
1 para os tempos de oxidacao de 1 e 10min, onde observamos
efeitos diretamente relacionados a concentragéo e ao tempo de
oxidagao da LDL.

Afigura 9 mostra microfotografia representativa do experimento
de motilidade celular. Observa-se nitidamente um nimero muito
menor de nucleos celulares que atravessaram a linha demarcada
no campo tratado (B) em comparagéo ao controle (A), demons-
trando a migracao celular inibida.

Em resumo, os resultados do tratamento de culturas endoteliais
com LDLn e LDL-ox pelo sistema SIN-1, por 24 horas, na avalia-
cao da motilidade celular, pela técnica de Burk, mostraram que: a
LDLn nao apresentou efeito inibitério na migragao celular; a LDL-ox
pela SIN-1 inibiu a migracéo celular; e o efeito observado foi pro-
porcional ao tempo de oxidagéo e a concentracdo de LDL- ox.
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Fig. 6 - Efeito de concentracdes varidveis de LDL nativa sobre o nimero de
células que migraram além da linha demarcada. Nao ha diferenca significativa
entre os tratamentos (p=0,8920).
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Fig. 7 - Efeito de concentragdes variaveis de LDL oxidada (SIN-1/1") sobre o
nimero de células que migraram além da linha demarcada. O tratamento
4 ug/mL difere das demais concentracées e do controle*(p < 0,05).
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Fig. 8 - Efeito de concentracdes variaveis de LDL oxidada (SIN-1/10’) sobre o
ntimero de células que migraram além da linha demarcada. O controle difere dos
tratamentos 2 e 4 ug/mL *(p < 0,05).

Fig. 9 - Microfotografia de campos celulares representativos da migracéo celular.
A: controle; B: tratamento LDL-ox (SIN-1/ 10’); (aumento 40X).

Discussao

Recentemente, estudos tém demonstrado que os produtos de
oxidacao do colesterol, gerados pela modificagao oxidativa da LDL,
os hidroperoxidos de colesterol, conferem citotoxicidade a particula
e séo relevantes para a patogénese e progressao da aterosclerose
tendo sido identificados em placas de ateroma e em plasma
humano?®’,

Os mecanismos moleculares que iniciam a oxidacao da LDL
in vivo ainda sao desconhecidos, no entanto, sabemos que algumas
substancias, como o peroxinitrito, participam efetivamente do pro-
cesso de modificagao da LDL, a peroxidagao lipidica®. Utilizamos
o método de oxidagédo quimica da LDL por dois sistemas, SIN-1 e
ENO. A SIN-1 é reconhecida como geradora de peroxinitrito e
sua utilizacdo nos experimentos pode ser justificada porque esse
processo ocorre em fluxo lento e de forma constante, o que seria
mais semelhante a via de formacédo do peroxinitrito em situagdes
fisiologicas. A SIN-1 tem alto grau de oxidacao, pois oxida tanto
a por¢éo protéica quanto a lipidica da LDL!*2°. A ENO, geradora
de o6xido nitrico, atua promovendo oxidacdo apenas do contetido
lipidico da LDL, com baixo grau de oxidagdo. Assim, a geracéo de
produtos de oxidagao pelos dois sistemas produz uma LDL com
diferentes graus de oxidagéo e em diferentes sitios da molécula'®.

As concentragbes de LDL-ox comumente utilizadas em ex-
perimentos (25 a 100 pg/mL) sao consideravelmente mais eleva-
das do que os niveis de LDL-ox encontrados no plasma humano
(0,1 ug/mL)?*22, Devemos considerar, porém, que nas leses ate-
roscleréticas a LDL-ox esté localizada e concentrada no espago
subendotelial, porque é retida na matriz extracelular durante a
formacdo da placa de ateroma. Assim, grandes quantidades de

LDL-ox, em concentragbes muito maiores que as plasmaticas,
estédo acumuladas nessa regiao. A LDL retida nesse microambiente,
ideal para oxidagéo, é mais intensamente oxidada apresentando
caracteristicas similares as LDL oxidadas pelos diversos sistemas
utilizados nos estudos experimentais?3.

Neste estudo, optamos por utilizar baixas concentracées (1 a
8 ug/mL) de LDL procurando agregar maior relevancia aos nossos
resultados em fungao das concentragoes estudadas encontrarem-
se mais proximas da situacéo fisiologica real e assim, investigarmos
os seus efeitos bioldgicos sobre as culturas celulares.

Dados de experimentacéo obtidos com células endoteliais pro-
venientes de um determinado érgdo, ndo devem ser extrapolados
automaticamente para outros sistemas, em decorréncia da hete-
rogeneidade dessa linhagem celular. Parte consideravel das infor-
macoes existentes na literatura sobre os complexos mecanismos
envolvidos na aterosclerose e na angiogénese humana foi obtida
com células endoteliais de corddo umbilical, o que mereceria,
portanto, uma certa cautela na interpretacdo dos resultados: o
endotélio do corddo umbilical convive com altissimas concentra-
¢oes de hormonios esterdides e baixo regime pressérico, diferen-
temente do leito endotelial que participa do processo aterosclerd-
tico coronariano!!. Por esse motivo, optamos pela utilizagdo em
nosso trabalho da linhagem de células endoteliais de artérias co-
ronarias humanas.

Culturas de células endoteliais totalmente confluentes podem
servir de modelo para estudos in vitro do endotélio vascular, ja
que as propriedades béasicas da célula endotelial sdo preservadas.
As células em cultura parcialmente confluente (60%) estdo em
proliferacao e nessa fase sdo muito mais sensiveis a agentes agres-
sores do que no estado de plena integridade da confluéncia total.

Em nossos experimentos, observamos que LDL-ox inibiu a proli-
feracéo e a motilidade in vitro de células endoteliais de artérias
coronarias humanas, efeitos estes, diretamente relacionados a
concentragao e ao grau de oxidagao da lipoproteina. Nossos resul-
tados podem sugerir a ocorréncia de efeitos similares das LDL-ox
presentes nas paredes vasculares, nas placas ateroscleréticas e
mesmo circulantes no plasma, reforcando dados da literatura que
indicam a participagao da LDL-ox em eventos cardiovasculares?+25,

Recentemente, foi demonstrado pela primeira vez que niveis
plasmaticos elevados de LDL-ox se relacionam diretamente com
a instabilidade da placa em lesdes aterosclerdticas de artérias
coronarias humanas. Os niveis de LDL-ox foram dosados em pacien-
tes com infarto agudo do miocardio, angina instavel, angina esta-
vel e controles, revelando uma correlagao positiva com a gravida-
de da sindrome coronariana aguda. Os niveis séricos de LDL-ox
eram quatro vezes mais elevados nos pacientes com infarto agudo
do miocérdio quando comparados aos controles, sugerindo que
LDL-ox circulante pode se constituir em um marcador de gravida-
de em eventos cardiovasculares®.

Considerando os nossos resultados, com a demonstragao de
que LDL-ox, em concentracoes semelhantes as encontradas na
fase aguda de sindromes coronarianas, inibe a proliferacéo e a
motilidade de células endoteliais de artérias coronérias humanas
in vitro, podemos sugerir que niveis elevados de LDL-ox, por sua
citotoxidade, possam interferir negativamente nao somente na
instabilizacdo da placa aterosclerética bem como no restabeleci-
mento da integridade vascular pds-injlria, piorando o prognostico
dos pacientes.
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Concluimos, entdo, que os efeitos da LDL-ox sobre o endotélio
coronariano em cultura, inibindo a proliferagdo e a motilidade
celular, mecanismos capitais na reendotelizacéo de areas lesadas
da parede e no processo de angiogénese vascular, sao proporcionais
a concentracéo e ao grau de oxidagao da LDL e poderiamos ainda,
inferir que intervencodes clinicas que controlem e preservem a
integridade dessas variaveis devam ser perseguidas para minimizar

os efeitos deletérios e mudar a histéria natural da doenca arterial
coronariana.

A interpretag@o de nossos dados, porém deve ser feita a luz
das limitagoes inerentes da experimentagéo in vitro que é muito
valiosa no esclarecimento de mecanismos fisiopatolégicos, porém
nao devem ser diretamente extrapolados para a situagédo in vivo
onde atuam um sem nimero de outros fatores nao controlados.

Referéncias

1. Ross R, Glonset JA. The pathogenesis of atherosclerosis. N Engl J Med 1976;
295:369-377.

2. Henriksen T, Evensen SA, Carlander B. Injury to human endothelial cells in culture
induced by low density lipoproteins. Scand J Clin Lab Invest 1979; 39:361-8.

3. Henriksen T, Evensen SA, Carlander B. Injury to cultured endothelial cells in culture
induced by LDL: protection by HDL. Scand J Clin Lab Invest 1979; 39:369-75.

4. HesslerJR, Robertson AL, Chisolm GM. LDL-induced cytotoxicity and its inhibition
in human vascular smooth muscle and endothelial cells in culture. Atherosclerosis
1979;32:213-29.

5. Morel DW, Dicorleto PE, Chisolm GM. Endothelial and smooth muscle cells alter
low density lipoprotein in vitro by free radical oxidation. Arteriosclerosis 1984;
4:357-64.

6. Steinbrecher UP, Parthasarathy S, Leake DS et al. Modification of LDL by endo-
thelial cells involves lipid peroxidation and degradation LDL phospholipids. Proc
Natl Acad Sci USA 1984; 81:3883-7.

7. Murugesan G, Chisolm GM, Fox PL. Oxidized low density lipoprotein inhibits the
migration of aortic endothelial cells in vitro. J Cell Biol 1993;120:1011-19.

8. DulakJ, Jozkowicz A, Dichtl W et al. VEGF synthesis in vascular smooth muscle
cellsis enhanced by 7-ketocholesterol and lysophospha tridylcholine independently
of their effect on nitric oxide generation. Cardiovasc Res 2002; 5(3):487-8.

9. DulakJ, Jozkowicz A. Regulation of vascular endothelial growth factors synthesis
by nitric oxide: facts and controversies. Antiox Redox Signal 2003; 5(1):123-32.

10. GalleJ, Heinloth A, Wanner C et al. Dual effect of oxidized LDL on cell cycle in hu-
man endothelial cells trough oxidative stress. Kidney Int Suppl 2001; 78:5s120-3.

11. Ribatti D, Nico B, Vacca A et al. Endothelial cell heterogeneity and specificity. J of
Hematotherapy & Stem Cell Research 2002; 11:81-90

12. Burk RR. Afactor from a transformed cell line that affects cell migration. Proc Natl
Acad Sci USA 1973;70:368-372.

13. Sevanian A, Bittolo-Bon G, Cazollato G et al. LDL is a lipid hydroperoxide-enri-
ched circulating lipoprotein. J Lipid Res 1997; 38:419-28.

14. Oliveira JMA. Efeito da suplementagdo com vitamina E sobre os niveis de LDL ele-
tronegativa (LDL-), de auto-anticorpos anti-LDL oxidada e marcadores da modi-
ficacao oxidativa de lipidios e proteinas em pacientes ateroscleréticos. Sao Paulo,

2002. xxxp. Dissertacéo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Uni-
versidade de Sao Paulo.

15. Rosner B. Fundamentals of Biostatistics - Boston, PWS Publishers, Second
edition, 1986.

16. Crisby M, Kallin B, Thyberg J et al. Cell death in human atherosclerotic plagues
involves both oncosis and apoptosis. Atherosclerosis 1997; 130(1-2):17-27.

17. Yasunobu Y, Hayashi K, Shingu T et al. Coronary atherosclerosis and oxidative
stress as reflected by autoantibodies against oxidized low-density lipoprotein and
oxysterols. Atherosclerosis 2001; 155(2):445-53.

18. Eiserich JP, Patel RP, O'Donnell VB. Pathophysiology of nitric oxide and related spe-
cies: free radical reactions and modification of biomolecule. Molec Aspect Med
1998;19:221-357.

19. Feelisch M, Ostrowski J, Noack E. On the mechanism of NO release from sydnoni-
mine. J Cardiovasc Pharmacol 1989; 14(suppl. 11):13-32.

20. Thomas S, Davies MJ, Stocker R. Oxidation and antioxidation of human low-
density lipoprotein and plasma exposed to 3-morpholinoydnonimine and reagent
peroxynitrite. Chem Res Toxicol 1998; 11:484-94.

21. ltabe H, Yamamoto H, Imanaka T et al. Sensitive detection of oxidatively modified
low density lipoprotein using a monoclonal antibody. J Lipid Res 1996; 37:45-53.

22. Holvoet P, Donck J, Landeloos M et al. Correlation between oxidized low density
lipoproteins and von Willebrand factor in chronic renal failure. Thromb Haemost
1996; 76:663-9.

23. Yla-Herttuala S, Palinski W, Rosenfeld ME et al. Evidence for the presence of oxi-
datively modified low density lipoprotein in atherosclerotic lesions of rabbit and
man. J Clin Invest 1989; 84:1086-95.

24. Chen CH, Henry PD. Atherosclerosis as a microvascular disease: impaired angio-
genesis mediated by suppressed basic fibroblast growth factor expression. Proc
Assoc Am Physicians 1997;109:351-61.

25. Bucal M, Nguy J, Barrios R et al. Impaired adaptative vascular growth in hyper-
cholesterolemic rabbit. Atherosclerosis 1998; 139:243-51.

26. Ehara$S, Ueda M, Naruko T et al. Elevated levels of oxidized low density lipopro-
tein show a positive relationship with the severity acute coronary syndromes. Cir-
culation2001; 103:1955.

Arquivos Brasileiros de Cardiologia - Volume 83, N° 6, Dezembro 2004



