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Acdo inibitoria da Interleucina - 13 sobre a
proliferacao de células musculares lisas cultivadas
a partir de veias safenas humanas

Inhibitory action of the Interleukin 1ff over the cellular proliferation of smooth muscle cells cultivated

from human saphenous veins

Luis A.O. DALLAN', Ayumi A. MIYAKAWA', Luiz A. LISBOA!, Thaiz F. BORIN!, Carlos A.C. ABREU
FILHO', Luciene C. CAMPOS!, José E. KRIEGER!, Sérgio A. OLIVEIRA'

RBCCV 44205-740

Resumo

Introducdo: A veia safena é um enxerto coronario eficiente.
Porém, sua paténcia pode ser limitada por desenvolvimento
de aterosclerose. Estudos experimentais “ex vivo”, por nods
realizados anteriormente, demonstraram apoptose (ensaio
de TUNEL) em veias safenas humanas cultivadas sob pressao
arterial por 24 horas. Nessas veias safenas, a expressio génica
da Interleucina-18 avaliada por RT-PCR em tempo real,
também mostrou-se elevada. Niao ha ainda consenso sobre a
acdo moduladora das citocinas sobre proliferacio/apoptose
das células musculares lisas das veias safenas.

Objetivo: Avaliar a influéncia da Interleucina -18 na
proliferacdo inicial de cultura de células primarias de
musculo liso de veia safena humana.

Método: Foram cultivadas células primarias de misculo
liso de seis diferentes veias safenas humanas (em triplicata).
O meio de cultura foi o DMEM, suplementado com 10% de
soro fetal bovino. O grupo controle ndo recebeu Interleucina
- 1B8. Nos demais grupos, as células cultivadas receberam,
respectivamente, 0,1; 1; 10 e 100 ng/mL de Interleucina - 18.
A proliferacio celular foi avaliada através da quantificacio

1 - Trabalho realizado no Instituto do Coragdo — Incor/ FMUSP —
Sdo Paulo, SP.
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de timidina triciada [*H], incorporada as células recém-
proliferadas.

Resultados: O tratamento com Interleucina - 16 diminuiu
a proliferacio celular, a saber: Grupo controle (sem
Interleucina - 18): definiu-se esse grupo como apresentando
100+4,5% de proliferacio celular. Nos demais grupos, a
quantidade de Interleucina - 18 administrada e a proliferacdo
celular aferida foram, respectivamente, 0,1 ng/mL:11210,7%;
1 ng/mL:83,8+4,7%; 10 ng/mL:69,1+3,8%; 100 ng/
mL:67,3+10,9%; (p<0,01).

Conclusoes: Estes resultados indicam que a administracio
de quantidade crescente de Interleucina - 16 inibe a
proliferacio de células primarias de misculo liso, cultivadas
a partir de veias safenas humanas. Isso sugere que o processo
de apoptose, observado ja em fase precoce (um dia) de
exposicdo do enxerto venoso a regime pressérico arterial,
pode estar relacionado a acdo dessa citocina.

Descritores: Veia safena. Revascularizacdo miocardica.
Expressio génica. Cultura de células. Interleucina-1.
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Abstract

Objective: The saphenous vein (SV) is an effective graft
used in coronary artery bypass grafting, although, its patency
can be affected by the development of atherosclerosis. We
have developed an experimental study demonstrating the
development of apoptosis in SV grafts cultivated under arterial
hemodynamic conditions (AHC). The Interleukin - 18
expression was also elevated in these veins slices. The aim
of this study is to evaluate the influence of the interleukin -
18 in the precocious proliferation of the cultures of primary
smooth muscle cells (PSMC).

Method: PSMC of six different human SVs were cultivated
in Dulbecco’s Modified Eagle Method associated with bovine
fetal serum. The control group was not treated with
Interleukin - 16 but treated groups were. Cellular
proliferation (CP) was evaluated by measuring triple
thymidine [*H], incorporated into the proliferated cells.

INTRODUCAO

A revasculariza¢ao do miocardio isquémico, utilizando-
se enxertos com veia safena, ¢ um procedimento cirtirgico
ainda empregado no restabelecimento do fluxo coronario.
Apesar da efetividade do procedimento, esses vasos podem
sofrer processo degenerativo, especialmente de origem
aterosclerdtica, comprometendo os resultados cirargicos
posteriores.

Recentemente, desenvolvemos um sistema de cultura
“ex vivo” que permite mimetizar as condi¢cdes em que a veia
safena fica submetida, quando implantada em leito arterial
coronario [1]. Além disto, utilizando a plataforma de “cDNA
microarray”, foi possivel identificar um conjunto de genes
que podem contribuir para a degeneracao da ponte de safena
€, com isso, iniciar estudos sobre as alteracdes moleculares
envolvidas nesse processo [1]. Entre os genes identificados,
o papel funcional da Interleucina - 18 est4 sendo estudado.

A exemplo de outras citocinas, diferentes tipos de acao
estdo sendo atribuidos a Interleucina - 1B, que ndo apenas
na mediacgdo de reacdes inflamatdrias.

Neste trabalho, objetivamos avaliar a influéncia da
Interleucina - 18 na proliferacao das células musculares lisas
das veias safenas.

METODO

Cultura primaria de células musculares lisas de veia
safena
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Results: The treatment with Interleukin - 16 decreases
cellular proliferation. The control group presented 100 +
4.5% of CP. In the treated groups the quantity of Interleukin
- 18 administered and the respective levels of CP observed
were: 0.1 ng/ml—112+0.7%; 1 ng/mL—83 +4.7%; 10 ng/mL
—69.1+3.8% and 100 ng/mL —76.3 +10.9% (p <0.01).

Conclusion: We can conclude that the administration of
increasing quantities of Interleukin - 18 inhibits the
proliferation of PSMC cultivated from human SVs. This
suggests that the precocious process of apoptosis observed in
the SV grafts exposed to AHC can be related to the action of
this interleukin.

Descriptors: Cell culture. Saphenous vein. Myocardial
revascularization. Gene Expression. Interleukin - 1.

A retirada da camada endotelial dos fragmentos de safena
humana foi realizada por atrito mecanico. A seguir, esses
fragmentos foram cortados em pequenos pedagos e aderidos
a placas de cultura, tratadas com gelatina 0,3%. Ap0s,
aproximadamente, uma semana, observou-se o inicio do
crescimento de células musculares lisas, que foram ampliadas
e caracterizadas com anticorpo anti - B3 actina. As células
foram mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle s Medium — Invitrogen), suplementado com
10% de soro fetal bovino.

Analise de proliferacao celular

As células musculares lisas de safena humana foram
cultivadas na presenga de [*H]timidina. Isso permitiu
constatar a ocorréncia de proliferagcdo celular “in vitro”,
através da analise da incorporagdo dessa [*H]timidina ao
DNA da célula. A quantidade incorporada no DNA foi
determinada através do método de precipitacao por acido
tricloroacético (TCA).

O experimento foi, entdo, realizado em placas de 24 pocos,
no interior dos quais foram cultivadas 2-4 x 10* células. As
células foram mantidas por trés dias em 0,5% de albumina
bovina (BSA), visando sincronizar o ciclo celular. Em
seguida, as células foram tratadas com o estimulo desejado
(Interleucina - 1B por 48 horas. O grupo controle ndo recebeu
Interleucina - 18. Nos demais grupos as células cultivadas
receberam, respectivamente, 0,1; 1; 10 e 100 ng/mL de
Interleucina - 18. Vinte e quatro horas antes do final do
experimento, adicionou-se 10uCi/uL de [*H]timidina ao meio
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de cultura. Apds precipitacdo com 4acido tricloroacético,
promoveu-se a leitura em liquido de cintilagao.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica do
Instituto do Coragao do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.

Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste ANOVA e as
diferencas entre os grupos foram consideradas significativas
para p<0,05.

RESULTADOS

A Interleucina-18 diminuiu a incorporagio de [*H]timidina
do DNA das células cultivadas de maneira dose-dependente,
a saber: Grupo controle (sem adi¢ao de Interleucina - 1B)
tomado como base 100+4,5% de proliferacdo celular. Nos
demais grupos, a quantidade de Interleucina - 18
administrada e a proliferagdo celular aferida foram,
respectivamente: 0,1 ng/mL e 112£0,7%; 1 ng/mL e
83,844,7%; 10 ng/mL e 69,1+3,8%; 100 ng/mL ¢ 67,3+10,9%;
(N=6,p<0,01) - (Figura 1).
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Fig. 1 - Curva dose-resposta da incorporagdo de [PH] timidina no
DNA de células primarias de musculo liso de safena humana
tratadas com Interleucina - 1f5. As células foram incubadas por
3dias com 0,5% de BSA para sincronizagdo do ciclo celular,
seguido de 48 horas de estimulo na presenca de 10% de soro fetal
bovino. A [PH] timidina (10uCi/mL) foi adicionada nas ultimas 24
horas. Cada barra representa média + desvio padrdo de 6
experimentos em triplicata. Os dados foram normatizados em
relagdo a incorporagdo de [PH] timidina das células sem
tratamento (linha tracejada) - (* indica p < 0,05)

COMENTARIOS

A Interleucina - 18 ¢ uma citocina reconhecida, que
participa ativamente de processos inflamatorios [2]. No
processo de lesdes aterosclerdticas, observa-se também a
presenca de citocinas e fatores de crescimento que interagem
com células vasculares, resultando no processo inflamatério
[3]. A doenca do enxerto venoso apresenta caracteristicas
semelhantes a evolucdo da aterosclerose em artérias
corondrias. Porém, o papel das citocinas na patogénese da
lesdo do enxerto ndo esta bem esclarecido.

Recentemente, Christiansen et al. [4] demonstraram que
os niveis de citocinas, incluindo-se a Interleucina - 18, estdo
aumentados nos enxertos de veia safena, quando
comparados as artérias coronarias ateroscleroticas. Isso
sugere a ocorréncia de um processo inflamatorio mais
pronunciado nos enxertos, do que aquele que se verifica
nas artérias corondrias, o que contribui para a formacao
acelerada de aterosclerose nos mesmos.

Em modelos experimentais, foi demonstrado que a
Interleucina - 13 encontra-se aumentada, tanto em endotélio,
como na camada média, durante os dois primeiros dias apos
o enxerto de veia epigastrica em artéria femoral de rato [5].
Isto vem de acordo com os dados que demonstramos
recentemente [ 1], onde a veia safena humana cultivada em
regime pressorico arterial por 24 horas apresentava aumento
de 1,95 vezes na expressdo da Interleucina - 18 quando
comparada ao segmento de safena cultivado em condicao
venosa (Figura 2).
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Fig. 2 - Expressdo da Interleucina-13 em veia safena humana

cultivada em regime venoso e arterial por 24 horas. A quantificagdo

foi realizada por RT-PCR em tempo real em amostras de 16

individuos. (* indica p<0,05 em relacdo a condigdo venosa)

Andlise de imuno-histoquimica mostrou que este
aumento de expressao ¢ acompanhado por uma tendéncia
no aumento da coloracgdo para Interleucina - 18 nas veias
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safenas cultivadas em regime hemodindmico arterial,
sugerindo que o aumento da expressao de Interleucina - 18
reflete no aumento de sua proteina (Figura 3).

IL-1beta
(unidades arbitrarias)

marcacio para

venoso arterial

Fig. 3 - Imuno-histoquimica para Isoleucina-1 em segmentos de
veia safena humana cultivada em regime venoso (A) e arterial (B)
por 24 horas. (C) Quantifica¢do da marcagao para Interleucina-
13 em amostras de 9 individuos. A andlise foi realizada por um
observador cego para condigdo de cultivo, sendo dada pontuagdo
de 0 a 3 proporcionalmente a quantidade de marcagdo. (Aumento
de 200x)

Jé& estd bem caracterizado em modelos experimentais que,
durante o processo de “arterializacdo” dos enxertos
venosos, ocorrem duas etapas importantes. Inicialmente,
observa-se um processo degenerativo precoce, onde se
destaca a ocorréncia de processo apoptoético e,
conseqiientemente, perda de densidade celular. Isto ¢
resultado do estresse a que a parede da veia ¢ submetida
quando colocada em regime arterial. Este regime
hemodindmico de maior fluxo e maior pressao causa um
estiramento na parede da veia, cuja estrutura ndo esta
preparada para receber tal tensdo [6,7]. A segunda etapa
seria o processo proliferativo que ocorre em resposta a esta
primeira etapa [8]. A perda celular e o estresse mecanico na
parede da veia fazem com que as células musculares lisas
comecem a proliferar para fortalecer a sua estrutura e para
adaptar-se a nova condi¢do hemodinamica imposta.

Nossos dados anteriores [1] mostraram aumento de
evento apoptdtico nas veias safenas humanas cultivadas
em regime pressorico arterial por 24 horas (Figura 4), cujo
aumento ¢ acompanhado da elevagdo da Interleucina - 1
(Figuras 2 e 3). Isto nos fez testar a hipotese de que a
Interleucina - 18 estaria participando do processo de
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apoptose e perda de densidade celular observados no
primeiro estagio do processo de “arterializacdo” do enxerto
venoso. Desta forma, cultura primdria de células musculares
lisas de veia safena humana foram tratadas com
concentragdes crescentes de Interleucina - 16 e o efeito na
densidade celular foi avaliado (Figura 1). Estes dados indicam
que a Interleucina - 18 interfere na densidade de células
musculares lisas de veia safena humana, diminuindo sua
proliferacao celular e sugerem que ela pode estar relacionada
a degeneracao precoce observada na veia interposta em
regime hemodinamico arterial. O seguimento desta linha de
pesquisa incluird novos testes que avaliardo a relacdo direta
entre a Interleucina - 1 3 e o processo apoptotico.

A B

Fig. 4 - Ensaio de TUNEL para verificagdo de processo apoptotico
em segmentos de veia safena cultivada em regime hemodindmico
venoso (A) e arterial (B) por 24 horas. (Aumento de 200x)

CONCLUSOES

Estes resultados indicam que a administracdo de
quantidade crescente de Interleucina - 18 inibe a proliferacao
de células primarias de musculo liso, cultivadas a partir de
veias safenas humanas. Isso sugere que o processo de
apoptose, observado ja em fase precoce (um dia) de
exposi¢ao do enxerto venoso a regime pressorico arterial,
pode estar relacionado a agdo dessa citocina.
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DISCUSSAO

Comentarista - Prof. Domingo M. Braile
Sdo José do Rio Preto, SP

1. O trabalho realizado aparentemente contradiz os
achados da literatura, uma vez que a Interleucina - 1 § ¢ um
mediador inflamatorio que favorece a proliferagao celular,
conforme indicacdo das referéncias citadas no trabalho
(referéncias 2 e 4). Na referéncia 5, constata-se inclusive
que a expressdo da Interleucina - 1 foi bastante precoce
(pico méximo no segundo dia) e foi considerada envolvida
no processo causador de proliferacao celular. A que o autor
credita, entdo, o fato de ter encontrado reducdo da
proliferacdo celular com concentracdes progressivamente
maiores de Interleucina - 1 3? Pergunto, ainda, se a avaliagdo
tendo sido feita com apenas 48 horas nao poderia levar
também a uma ma interpretagao, levando-se em consideragao
que também na referéncia 5 foi demonstrado que o pico
maximo de proliferacdo celular em duas semanas?

2. No M¢étodo, os autores informam que o estudo
estatistico foi realizado com auxilio da ANOVA (analise de
variancia). Este método s6 ¢ recomendado para comparagio

de médias de trés ou mais grupos. Assim sendo, s6 pode ser
utilizado com varidveis que permitam o célculo de média e
desvio-padrao. Para isso, a varidvel precisa ser continua e
ter distribui¢cdo gaussiana. Nao ¢ o caso da variavel utilizada
no presente estudo. Os autores compararam as porcentagens
de incorporacdo da timidina como indicativo do grau de
proliferacao celular em relagdo ao grupo controle. A variavel
utilizada (contagem de células ou estimativa do grau de
proliferacdo) seria no maximo uma variavel quantitativa
discreta e, portanto, deveria ser utilizado um teste nao-
paramétrico, no caso o Kruskall-Wallis com o pos-teste de
comparacdes multiplas de Dunn, caso fosse detectada
alguma diferenca. Vale lembrar que mesmo que fosse possivel
autilizacdo da ANOVA, os grupos mostram desvios-padrdo
muito diferentes conforme pode ser constatado com a
utilizagdo do método de Bartlett, invalidando mais uma vez
a utilizacdo de método paramétrico e indicando a
necessidade de teste ndo-paramétrico. Os autores devem
concordar que as conclusdes poderdo ser diferentes com a
utilizacdo dos testes estatisticos adequados ao estudo.

Respostas ao Comentarista

1. Certamente, a Interleucina - 1 B é classicamente
conhecida como mediador inflamatoério, que leva a
proliferacao celular. Por outro lado, sabe-se que as citocinas
tém multiplas acdes. Nesse contexto, a Interleucina-1 B
também vem sendo citada como um fator apoptoético em
células vasculares [1]. Conforme discutido no trabalho, o
processo de arterializagdo dos enxertos venosos ocorre em
duas etapas, a saber: a primeira, onde ¢ observado processo
apoptotico com perda da densidade celular, e a segunda
etapa corresponderia ao processo proliferativo, que
acontece em resposta a primeira etapa. Provavelmente, essa
veia descelularizada ja na etapa inicial torna-se vulneravel,
podendo degenerar-se nos proximos meses ou anos. Em
nosso estudo prévio, foi observado que a Interleucina - 1 8
estd aumentada na veia safena apds 24 horas de cultivo em
condi¢@o hemodinamica arterial; além disto, foi verificada a
presenca de apoptose, como ja tem sido bem demonstrado
na literatura. O fato do tratamento das células musculares
lisas de veia safena com Interleucina - 1 B ter levado a
diminuigdo da proliferagdo celular sugere que a Interleucina
- 1 B pode estar participando diretamente no processo
degenerativo inicial dos enxertos de veia safena. Sabe-se
que a preveng¢ao da apoptose inicial, observada nos enxertos
venosos em leito arterial, leva a regressao da hiperplasia
observada mais tardiamente [2]. A nossa hipotese € de que,
caso a Interleucina - 1 B esteja participando diretamente do
processo apoptotico, a sua inibicdo poderd prevenir o
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processo de hiperplasia subseqiiente, ja que esta ¢
conseqiiéncia da etapa anterior. O trabalho de Faries et al.
(referéncia 5 de nosso trabalho), utilizado como exemplo
pelo revisor, reforga esta nossa proposta. Estes autores
demonstraram que a Interleucina - 1 § estd aumentada logo
apos os primeiros dias de enxerto e a hiperplasia ¢ um evento
mais tardio, com pico observado apo6s duas semanas. Assim,
0 nosso objetivo foi testar diretamente essa hipotese,
verificando se existe relagdo entre o aumento da Interleucina
- 1 B e 0 evento apoptdtico. Sendo esta hipdtese verdadeira,
ainibicdo da Interleucina - 1 3 nas veias safenas, previamente
ao processo de revascularizacdo do miocérdio, pode ser
uma importante intervengdo para elevar a paténcia desses
enxertos.

2. Como o Comentarista bem colocou, a analise estatistica
aplicada no nosso estudo é recomendada para comparacao
de médias de trés ou mais grupos. Em nosso estudo estdo
sendo comparados médias e desvios padrdes de seis
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experimentos, entre cinco grupos. Os dados estdo
apresentados em porcentagem porque os valores de
incorparagdo de [H?] timidina foram normalizados em relagéo
aos valores obtidos nas células controle (sem tratamento
com Interleucina - 1 ). Desta maneira, os dados sdo
continuos e possuem uma distribui¢do gaussiana.
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