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Efeito da hipoxia e reoxigenacao na resposta a angiotensina

Il em células mesangiais in vitro

Resumo

Introdugio: Células mesangiais (CM) po-
dem estar envolvidas na lesio glomerular
induzida por hipoxia/reperfusio (H/R).
Objetivo: Avaliar a resposta de CM
imortalizadas (CMI) a hipoxia por 30
minutos seguida de reoxigenacio por 30
minutos (H/R,)) ou 24 horas (H/R,,).
Métodos: Concentragio de calcio intracelu-
lar ([Ca?]i) foi avaliada antes (basal) e apds
a adi¢ao de angiotensina II (AIl, 10° M),
na presenca e na auséncia de glibenclamida
(bloqueador de canais K, ). Foram estima-
dos o nivel de ATP intracelular, de 6xido ni-
trico (NO) e de PGE,. Resultados: Nivel de
ATP diminuiu ap6s hipéxia e aumentou
apos a reoxigenagiao. H/R induziu aumento
na [Ca*?]i basal. A Al elevou a [Ca?*]i nas
condi¢des de normoxia (97 = 9%), hipoxia
(72 £ 10%) ou HR,; (85 = 17%), porém
no grupo H/R,,, houve diminui¢do signi-
ficativa na resposta a All, uma vez que a
elevacio da [Ca*]i foi mais baixa do que
no controle (61 = 10%, p < 0,05). Gliben-
clamida ndo alterou esta resposta. Houve
um aumento significativo na geracio de
NO ap6s 24 horas de reoxigenacio, mas
nao foi observada nenhuma diferenca na
producio de PGE,. Os dados indicam que
a injuria celular causada pela hipoxia/reo-
xigenacao € caracterizada pelo aumento na
[Ca?*]i basal e por uma diminui¢io na rea-
tividade celular a AIL. Resultados sugerem
que a insensibilidade ao agonista constritor
pode ser pelo menos em parte, mediada pelo
NO, mas ndo pelas prostaglandinas ou por
canais K, . Conclusao: H/R resultou em
disfuncao das CMI, caracterizada pelo au-
mento na [Ca*]i basal durante a hipdxia e
reducdo da resposta funcional a AIl durante
a reoxigenacao.

Palavras-chave: angiotensina II, hip6xia
celular, lesdao renal aguda, técnicas de
culturas de células.

INTRODUGAO

A isquemia renal continua a ser a
principal causa de lesdo renal aguda (IRA)
na populacdo adulta, apresentando alta
taxa de morbidade e mortalidade, como
mostrado por um estudo multicéntrico e
prospectivo, no qual aproximadamente
60% dos pacientes com lesdo renal aguda
isquémica evoluiram para ébito durante a
internacao hospitalar.!

A lesdo por isquemia/reperfusio (I/R)
provoca danos substanciais aos tubulos
renais, e também afeta a microcirculaciao
renal. A disfun¢io glomerular observada
durante a I/R é causada por muitos fatores,
incluindo a resposta funcional da micro-
circulagio a hipéxia e um desequilibrio
entre  vasoconstritores e substancias
vasodilatadoras. H4 um aumento no ténus
vascular intrinseco, que reduz a filtragao
glomerular, mas também ha um aumento
da resposta aos agentes vasoconstritores,
enganando a capacidade autoreguladora e
deixando o rim vulneravel a uma recorrente
lesdo isquémica.?

Osmecanismosdedanotubulardurante
a lesdo por I/R sdo melhor conhecidos; no
entanto, os mecanismos de lesio glome-
rular, sio menos compreendidos. Células
mesangiais modulam a taxa de filtracdo
glomerular, devido as suas propriedades
de contra¢do e relaxamento em resposta
a substancias vasoativas,® afetando dire-
tamente a drea da superficie glomerular.
O relaxamento é uma manifestacio co-
mum de isquemia nas células semelhan-
tes as do musculo liso, resultando em
vasodilatacdo, principalmente dependente
da ativacao de canais de K+.*
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Embora as alteragdes agudas na concentragiao
local do oxigénio causam profundos efeitos sobre a
contratilidade arterial, os mecanismos envolvidos siao
complexos e ndo totalmente caracterizadas. No entanto,
tanto a liberacio de fatores endoteliais® e alteracoes
na concentracio de calcio intracelular livre ([Ca?*]i)
parecem ter um papel central na contratilidade arterial
induzida por hipoxia.®” O aumento da concentragdo
intracelular de Ca** ([Ca*]i) tem sido implicado na
fisiopatologia da lesdo hipoxica em diferentes tipos de
células, incluindo as epiteliais, endoteliais e muasculo liso
vascular.®? No entanto, o papel das células mesangiais
na lesio hipoxica foi menos investigado. Assim, o
objetivo do presente estudo foi avaliar a resposta
funcional de células mesangiais imortalizadas (IMC) de
ratos a lesdo por hipéxia/reperfusio em relacio a niveis
de calcio e a producdo de fatores vasodilatadores, tais
como o 6xido nitrico (NO), prostaglandinas (PGE,) e
ativacdo de canais K.

MEeTopos

As células mesangiais imortalizadas de ratos obtidas a
partir da American Type Culture Collection (ATCC),
foram cultivadas em Meio Eagle Modificado por
Dulbecco (DMEM) suplementado com 5% de soro
fetal bovino; 2g/L. de NaHCO,; 2,6g/L de HEPES;
10.000UI/L de penicilina; e 100 mg/L de neomicina.
As células foram mantidas na incubadora a 37°C em
mistura de ar de 95% O, e 5% CO.,,.

Foram estudados quatro grupos de células:
controle (Cont) onde as células foram mantidos sob
oxigenacdo normal; hipéxia aguda, onde as células
foram mantidas em mistura gasosa contendo 95% de
N, e 5% de CO, durante 30 minutos (H,); hipoxia
aguda/reperfusdo, em que as células foram mantidas
em condicdes de hipoxia durante 30 minutos, seguido
por 30 minutos (H/R,)) ou 24 horas (H/R,,) em
oxigenacdo (periodos de reperfusio).

A hipédxia foi induzida pela adi¢do de duas agulhas
30 x 7 mm para trespassar a rolha, e através de uma
dessas agulhas foi conectado um sistema de infusdo da
mistura gasosa. Durante 30 minutos, 3 a 4 litros por
minuto desta mistura gasosa foram infundidos com o
proposito de reduzir a pressdo parcial de oxigénio no
meio de cultura.

Aviabilidade celular foi avaliada através do método
de exclusdo utilizando dois corantes fluorescentes: o
laranja de acridina (100 pg/mL) e brometo de etidio
(100 pg/mL). As células foram examinadas por
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microscopia 6ptica de fluorescéncia. Cerca de 100
a 150 células foram contadas e consideradas vidveis
quando coradas em verde, e ndo vidveis quando
coradas de laranja. Os resultados foram expressos em
percentagem (%) de células vidveis.

A libera¢do de LDH foi utilizada para avaliar o da-
no celular. A integridade da membrana plasmatica foi
avaliada por meio do vazamento da enzima citosélica,
lactato desidrogenase (LDH) no meio de cultura. A
enzima foi determinada por espectrofotometria no
meio de incubacio através da medi¢io da taxa de
consumo de NADH a 340nm.

As medidas da concentracio de cdlcio citosélico
([Ca%]i) foram realizadas pelo método de espec-
trofluorometria usando o método Fura 2-AM.
As células mesangiais (4 x 10° células/mL) foram
novamente suspensas em solucdo Thyrode (em mM:
NaCl 137,0; KC1 2,7; CaCl,; 2H,0 1,4; MgCL; 6 H,0
0,5; NaH,PO,.H,0 0,4; 16,0 H,CO,, Glicose 5,5)
suplementado com albumina bovina sérica (BSA,
0,2% w/v) e incubadas com fura-2 acetoximetil ester
(AM; 5 uM, 23°C) durante 1 hora, sob agitagdo con-
tinua. As medidas de [Ca*?]i foram realizadas num es-
pectrofluorimetro (Photon Technology International,
Ontirio, Canadd). Foram alcancadas taxas maximas
e minimas de 340/380 através da administra¢ao do
permeabilizante celular digitonina (50 uM) e EGTA
(4 mM) + NaOH (0,04 N) adicionada no final das
experiéncias. As medidas de [Ca*?]i foram feitas de
acordo com Grynkiewicz e colaboradores.'® A respos-
ta funcional das células foi avaliada pela alteracio de
[Ca*?]i em resposta a 10° M de angiotensina II (All)
em compara¢dao com niveis basais. Esta concentragdo
de angiotensina II foi previamente determinada como
uma concentracdo na qual [Ca*?]i atingiu um platd.!!

A concentracdo intracelular de ATP foi
analisada por bioluminescéncia através de reacdo de
luciferina-luciferase.'? As concentracoes de ATP no
lisado celular foram quantificadas utilizando-se um kit
de determinacdo de ATP de acordo com as instrugdes
do fabricante. As placas de 96 pocos foram entido
lidas (Luminunc™ Placa Nunc). Uma curva padrio
foi gerada utilizando solucdes com concentragdes
conhecidas de ATP. As concentragdes de proteina
nas amostras foram determinadas pelo método de
Lowry.!3 Os niveis de ATP foram calculados como
ATP nanomolar por miligrama de proteina.

A produgio de NO foi determinada no meio de cul-
tura pelo método da quimioluminescéncia'* utilizando



o Analisador de Oxido Nitrico (NOA™, Modelo 280;
Sievers Instruments, Boulder, CO, EUA). A concentra-
¢do de NO foi normalizada pelo teor total de proteina
celular, que foi medido pelo método de Lowry.

Os niveis de prostaglandina (PGE,) foram avaliados
pelo método ELISA, utilizando um kit comercial
(Prostaglandin  E, enzyme immunoassay system,
BIOTRAK, Amersham Pharmacia, England).*> O ensaio é
baseado na competi¢ao entre PGE, presente na amostra e
a quantidade fixa de anti-PGE, marcado com peroxidase
de acordo com as instru¢des do fabricante.

Analise estatistica: os valores foram apresentados
como média = SEM. Foram realizados testes de
ANOVA seguido pelo teste de Tukey para comparar
as diferencas entre os grupos. Usamos os testes
“t” pareado de Student e ANOVA de Friedman para
comparar os resultados obtidos no mesmo grupo. A
significancia estatistica foi considerada para p < 0,05.

ResuLTADOS

A condigio hipoxica foi caracterizada por uma redu-
¢ao significativa na pO, (36 = 3 mm Hg) em relagao a
condi¢do de normoxia de controle (139 = 2 mmHg),
(Figura 1A). Além disso, a reducdo na concentragao
intracelular de ATP confirmou a resposta metaboélica
a hipoxia (Figura 1B).

Figura 1. Niveis de pO, antes (n = 6) e depois de 30 minutos de
hipdxia (n = 9). Niveis ATP intracelular nos grupos Controle (n = 9); H,,
(n=9);HR,, (n=9) e H/R,, (n=9). p<0.05: * vs. controles; # vs. H, .
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Nio houve diferenga significativa na viabilidade
celular analisada pelo método laranja de acridina
Lo H/R,, mas houve uma
diminui¢do significativa da viabilidade celular no

entre os grupos controle, H

grupo H/R,,. Estes resultados foram corroborados
por permeabilidade da membrana celular analisada
por liberacdo intracelular da enzima LDH. Houve um
aumento significativo da LDH no meio de cultura em
H/R,; (20 = 1%) e H/R, (41 = 3%) em comparagao
com o grupo controle (15 + 1%) (Tabela 1).
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TaBELA 1 VIABILIDADE CELULAR AVALIADA PELA LIBERACAO
DE LARANJA DE ACRIDINA (A/O) E LDH
Grupo A/O (%) DHL (%)
Cont 88 +2 15 +1
H., 832 19+2
H/R,, 91+ 1 20+ 1%
H/R 79 + 2% 41 £ 3%

24
* p < 0.05 vs. Controle (Cont, n = 7 para cada grupo). A viabilidade
celular foi feita pela coloracdo da acridina laranja e a integridade da
membrana plasméatica foi avaliada pela liberacao da desidrogenase
lactica (LDH).

Um aumento significativo nos niveis basais de
[Ca*]i foi observado no grupo em hipoxia (H,;:
365 = 40 vs. cont: 186 = 24 nM) e também apds
os periodos de reperfusdo. (H/R,: 360 = 73 nM e
H/R,,: 355 + 48 nM), como mostrado na Figura 2A.
A adi¢ao de AIl induziu elevag¢io na [Ca]i em todos
os grupos (Figura 2B), no entanto, a resposta foi
significativamente inferior nos grupos H, e H/R,,,
como mostrado na Figura 2C.

Figura 2. Concentragdo de célcio intracelular. A: Registro
representativo da liberagao intracelular de célcio sob condicdes basais
e apos estimulo por All (10° M); B: Valores médios obtidos para todos
os animais nos grupos Controle (n = 14); H,/ (n = 14); H/R,; (n = 10)
e H/R,, (n = 10); C: Porcentagem de aumento na [Cali ap6s adicao
de All. p < 0.05: * vs. basal; # vs. cont; @ vs. cont apos All.
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A glibenclamida induziu um ligeiro aumento na
[Ca*?]i, que foi semelhante entre os grupos (Figura 3A).
A glibenclamida nio alterou o perfil de resposta a AIl

] Bras Nefrol 2013;35(4):259-264

261



Hipoxia/reperfusao enfraquece a resposta celular a angiotensina Il

(Figura 3B); no entanto, a intensidade do aumento na
[Cali induzida pela All, na presenga de glibenclamida
foi maior do que aquela observada na auséncia de
glibenclamida (Figura 3C).

Figura 3. Célcio intracelular. A: Porcentagem de aumentos na [Cali em
relacao aos valores basais em resposta a glibenclamida isoladamente
e a All na presenca de glibenclamida nos grupos Controle (n = 6); H,,
(n = 14); H/R,, (n = 9) e H/R,, (n = 14); B: Efeitos acumulados da All
na presenca de Gli comparados a All isoladamente. p < 0.05: * vs. Gli;
# vs. cont apos a All.
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A produg¢io de NO foi analisada na hipdxia,
e na hipoxia seguida por periodos de reperfusio.
Os grupos H,, e H/R, ndo apresentaram qualquer
diferenca na geracio de NO em comparagio com
o grupo controle; no entanto, houve um aumento
significativo da produ¢do de NO no grupo H/R,,
em comparagdo com as condi¢des de normoxia. Em
contraste, a producdo de PGE, nao foi diferente entre
os grupos (Tabela 2).

TABELA 2 PRODUCAO DE OXIDO NITRICO E NiVEIS DE
PGE, NO MEIO DE CULTURA
Grupos NO (uM/ug prot)  PGE, (pg/mg prot)
Cont 6.8+ 10 59=+0.7
H,, 9.8+ 1.3 5.6+ 0.5
H/R,, 8.7+ 13 52 +0.3
H/R 12.2 + 2.0* 54 +0.6

24
* p < 0.05 vs. Controle (Cont, n = 12 para cada grupo). A produgao
de 6xido nitrico foi estimada pela quimioluminescéncia e a PGE, pelo
método Elisa.
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DiscussAo

O fornecimento de oxigénio a um tecido é em grande
parte dependente da vascularizagdo e da oxigenagdo
sanguinea naquele local, enquanto a demanda de oxi-
génio € largamente determinada pela taxa de respira-
¢do celular. A deplecdo de oxigénio pode ser absoluta
(anoxia) ou parcial (hipdxia), mas tem de estar a um
nivel inferior ao requerido para a completa oxidagio
do citocromo C.'»'7 No presente estudo, nao houve
uma diminui¢do significativa na pO, e os niveis intra-
celulares de ATP, indicando que o ambiente hipoxico
foi estabelecido neste modelo in vitro e a producdo de
ATP foi enfraquecida. Apds a reoxigenagio os niveis
de ATP aumentaram de forma significativa, embora
tenha permanecido abaixo das condi¢des de oxige-
nagio de controle. Além disso, lesdo e morte celular
foram observadas principalmente ap6s um periodo
prolongado de reoxigenacdo, como observado por
outros.!® Estes resultados apontam para a presenca
de alteragoes respiratorias e metabdlicas compativeis
com lesdo por hipdxia/reperfusdo observada in vivo.

Células mesangiais tém capacidade contritil
em resposta a uma variedade de hormonios, que é
mediada por um aumento na concentragao de calcio
intracelular. Aumentos na [Ca*?]i sdo causados pela
liberagao de Ca*? a partir de sitios de armazenamento
intracelular na membrana citoplasmatica celular,'”
promovendo contra¢gio. Observamos um aumento
significativo na concentra¢ao basal de [Ca*?]i nas
células submetidas a hipéxia e também a hipoxia
seguida por reoxigenacdo. Este aumento na [Ca*?|i
podeinduzir contrag¢io na célula mesangial, resultando
numa diminui¢do da drea de filtragio glomerular, o
que poderia mediar a redu¢io na taxa de filtracdo glo-
merular durante situa¢des de hipdxia.?’ Esse aumento
na [Ca*?]i pode ser consequente ao dano da membrana
plasmatica (aumento de LDH). No entanto, é tam-
bém importante considerar que a deplecao de ATP in-
duzida por hipdxia resulta em disfun¢do das bombas
de ions, tais como a Ca-ATPase, e outros transporta-
dores responsdveis para manter a [Ca*?[i, resultando
no acumulo de célcio no citoplasma. Além disso, um
aumento na [Ca*?]i induzido por hip6xia tem também
sido atribuido a uma estimulac¢do da proteina quinase
C (PKC)?, provavelmente por um mecanismo depen-
dente de espécies reativas de oxigénio (ROS).?! Além
da contrag¢do, a eleva¢ao da [Ca*’]i pode também



determinar uma ruptura na homeostase celular, uma
vez que o calcio é um importante segundo mensageiro
em muitas respostas fisioldgicas celulares, portanto,
perturbagdes na homeostase do calcio podem
sobrecarregar a capacidade da célula em manter a sua
fungdo fisiologica.??

Em contraste a um aumento nos niveis basais de
[Ca*?]i, a resposta das células a AIl foi prejudicada
ap6s a hipéxia e também depois de um periodo
mais prolongado de reoxigenagio (24h). Este
comportamento foi melhor observado quando a
[Ca*?]i foi calculada como porcentagem do aumento
ap6s a adicao de AIL Este resultado sugere que a lesdo
por isquemia/reperfusio pode modificar a capacidade
funcional das células mesangiais de reagir a um
agente vasoconstritor. Os fons célcio intracelulares
sdo regulados principalmente por um mecanismo
de influxo/efluxo de calcio e captagdo/liberacio de
Ca pelo reticulo sarcoplasmitico. O influxo de Ca*?
através da membrana plasmadtica constitui um dos
principais componentes das respostas mesangiais a
vasoconstritores, i.e. AIl® e, portanto, a redu¢do na
resposta a All durante lesdes por I/R pode ser causada,
principalmente, por uma deficiéncia das células em
controlar o influxo de calcio. A propésito, Sahai e
colaboradores’ demonstraram que o bloqueador de
canal de cdlcio - verapamil impediu a estimulacdo
induzida por hipéxia da [Ca*?]i em células mesangiais
em cultura.

Além disso, em nossas condi¢des experimentais, a
concentrag¢io de ATP reduziu sob hipéxia e melhorou
discretamente apos reoxigenacdo. A recuperagdo de
ATP celular durante a reperfusio depende de varios
fatores que sdo influenciados principalmente pela
duracdo da isquemia. Fatores especificos incluem a
disponibilidade de ADP, AMP, bases de nucleétidos, e
a fun¢do mitocondrial. O AMP fornece a fonte mais
rapida e importante para a ressintese de ATP apoés a
isquemia in vivo.”

Esta bem estabelecido que durante a isquemia,
a concentracdo de ATP celular diminui significati-

24 como foi observado no presente estudo.

vamente,
Além disso, é bem sabido que a redu¢do no coefi-
ciente ATP/ADP abre canais de potdssio sensiveis
ao ATP (K, ),

membrana celular e, consequentemente, fechamento

%5 resultando em hiperpolarizagdo da

dos canais de célcio voltagem-dependentes, resultando
numa diminui¢io da [Ca*?]i. Este mecanismo estd
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envolvido principalmente no relaxamento das células
musculares lisas vasculares e também pode diminuir a
sensibilidade das células aos agentes vasoconstritores.
A glibenclamida é um bloqueador especifico do canal
K, € a adi¢do de glibenclamida as MCs potenciou
os efeitos da All, embora nio tenha alterado o perfil
de resposta a All Este resultado sugere que os canais
K, podem ter um papel na manuten¢ao do potencial
de repouso de membrana na célula mesangial, mas
que ndo estdo envolvidos na resposta inadequada das
células a All sob lesdo por hipoxia/reperfusio.

A fim de investigar o possivel mecanismo de baixa
reatividade de MCs a All, avaliou-se a producio de
dois agentes vasodilatadores importantes, incluindo
o oxido nitrico e a prostaglandina E,. Nao houve
mudanca na producdo de PGE, entre os grupos; no
entanto, houve um aumento significativo na produgio
de NO no grupo H/R,,, sugerindo que o NO pode
ser um potencial mediador da resposta inadequada
da MCs a AIl durante um periodo prolongado de
reoxigenag¢io. Em contraste, tem sido bem descrito
que a producio de NO fica reduzida durante a
hip6xia, causando disfun¢io do tonus do musculo
liso vascular. Por outro lado, o efeito da hipoxia em
células mesangiais em cultura é mal compreendido,
mas uma possibilidade é que 0 aumento na producdo
de NO sob condi¢des de hipoxia possa ser atribuido
a ativacao do fator induzido por hipoxia (FIH), que
por sua vez, pode aumentar a expressio da NOS e
produgdo de NO,? no entanto, essa hipotese deve ser
comprovada em experimentos futuros.

Em conclusio, o presente modelo de hipoxia/
reperfusdo causou a disfun¢do no CMI, caracterizada
pelo aumento na concentracio basal de [Ca*?|i
apés hipoxia e reperfusdo, mas a resposta a All foi
enfraquecida apds prolongado periodo de reperfusio.
O potencial mediador da hiporreatividade destas
células um agente vasoconstritor inclui o NO, mas ndo
os canais K, ou PGE,. Esta deficiéncia funcional de
células mesangiais pode estar envolvida na disfuncdao
glomerular durante a lesdo por isquemia e reperfusio.
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