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Caracterizagdo do modelo de disfuncédo endotelial induzida em cultura de células endoteliais
de veia umbilical humana (HUVECS) pelo tratamento com angiotensina Il durante 6 horas.
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Introducao

O endotélio vascular apresenta uma importante funcao
protetora contra as doencas cardiovasculares, sendo que a
liberacao do 6xido nitrico (NO) apresenta um papel central
nesta protecdo’. A disfungcdo endotelial (DE) é
caracterizada pela diminuicdo da capacidade das células
endoteliais (CE) em liberar NO, o que é observado com
niveis circulantes elevados de Angiotensina II34. A
obtencdo de CE em cultura com DE € importante para o
estudo de estratégias farmacolégicas para prevenir e ou
reverter esta condicdo. Assim, o principal objetivo deste
trabalho é avaliar o grau de disfuncéo endotelial obtida em
6 horas com o estimulo feito por Angiotensina Il (Ang II).

Resultados e Discusséo
Células HUVECs foram tratadas com 10uM de ionéforo de
calcio (A23187) para estimular a producdo de NO, na
auséncia e presenca de 100nM de Ang Il e o controle PBS
suplementado (PBSs). A determinacéo de NO (em nM) foi
feita no sobrenadante celular no tempo de 6 horas pelo
eletrodo seletivo de NO (InNO-T-II). A determinacdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) foi realizada pela
sonda DHE com 20 minutos de incubacdo, nhas mesmas
condicdes de tratamento. A viabilidade celular foi avaliada
pelo método de reducdo do sal de tetrazélio (MTT) nas
concentra¢cdes de Ang Il 0,1, 10 e 100 nM, controle e
controle de morte: Triton 1%.
As HUVECs estimuladas pelo A23187 liberaram maior
concentracdo de NO em relagdo a todos os tratamentos
(Figura 1). Este aumento na producéo de NO pode ser
atribuido a ativagdo da enzima eNOS em resposta ao
aumento da concentragdo de Ca?* citosolico ([Ca?*]c) na
célula endotelial induzido pelo A23187°. Resultado
semelhante tem sido observado em aortas de ratos
hipertensos renais®. O tratamento com Ang. Il diminuiu a
liberagdo de NO, tanto nas células estimuladas com
A23187 quanto nas incubadas com PBS (Figura 2). Este
resultado pode ser atribuido a maior degradagdo do NO
pelo anion superéxido (O,7), que foi observado no
experimento apresentado na figura 2, uma vez que o NO
reage com O, formando peroxinitrito®. Como pode ser
observado na figura 2, ocorreu maior producdo de O, nas
células estimuladas com Ang. Il, que foi inversamente
proporcional a liberagdo de NO, o que indica que na
presenca de maior concentracdo de O,~ ocorre maior
degradacdo de NO. Como observado, os tratamentos
realizados ndo alteraram a viabilidade celular, indicando
gue a menor liberacdo de NO em 6 horas ndo ocorre
devido a menor viabilidade celular (Figura 3).
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Figura 1: Cinética da producdo de NO em funcédo do
tempo para as diferentes condicbes de tratamento.
*P<0,01: diferenca dos tratamentos em relacdo ao
controle. #P<0,001: diferenga entre A23187 vs Ang Il
§P<0,01: diferenca dos tratamentos A23187 e Ang Il vs
A23+ Ang Il
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Figura 2: Cinética da producdo de anion superoxido (O3)
pelas CE em funcdo do tempo para as diferentes
condi¢cdes de tratamento. ***P<0,001: diferenca entre o
A23 + Ang Il em relacdo ao controle ao longo do tempo.
**P<0,001: diferenca entre o tratamento Ang Il em relagéo
ao controle ao longo do tempo.
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Figura 3. As barras representam a média + EPM da
viabilidade celular (em %) nas diferentes condicbes
testadas ao longo de 6 horas. Todos os tratamentos
apresentaram P<0,001 em relacdo ao Triton 1%.
Conclusbes

Nossos dados indicam que o tratamento de células
endoteliais em cultura com Ang. Il durante 6 horas foi
eficaz em induzir disfuncéo endotelial, uma vez que diminui
a liberagdo de NO provocado pelo aumento na formacao
de O, e ndo por menor viabilidade celular.
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