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INTRODUGCAO:

As células endoteliais sdo as principais células vasculares responsaveis pela hemostasia e
trombose. Doencas como a hipertensdo, hipercolesterolemia e o diabetes iniciam um estado
inflamatério nestas células que pode levar a lesdo da parede arterial e a hipéxia tecidual. As lesdes
arteriais causadas pela aterosclerose e outras doencas ativam as células endoteliais e desencadeiam
uma resposta inflamatéria tornando o endotélio aderente, pré-inflamatério e pro-trombético, induzindo a
trombose, e levam a um estado em que a concentragcao de oxigénio disponivel é insuficiente para a
manutencdo das fungdes Otimas do endotélio. O tratamento com drogas antioxidantes e
antitromboticas pode prevenir este estado inflamatério, levando a recuperacao das células endoteliais,
protegendo estas células contra as lesdbes e estimulando a regeneragdo vascular e a
neovasculogénese.

A Cdrcuma longa (CL) € um composto fendlico obtido de plantas da familia Zingiberaceae
(gengibre), cujo componente principal € a curcumina. A curcumina possui atividade antioxidante e
antitromboética e tem sido utilizada na medicina asiatica durante séculos. O tratamento com a
curcumina ou seu extrato pode prevenir o estado inflamatério nas células e estimular a recuperagao da
parede vascular.

Este trabalho visa estudar o efeito da hipdxia, induzida pelo cloreto de cobalto (CoClI2)
(FELIZARDO, 2015), associado ou n&o ao tratamento com o extrato de Curcuma longa, curcuminoide
com propriedades anti-oxidantes, anti-trombéticas e anti-inflamatérias (KOCAADAM, et. al., 2017), na
morfologia, proliferacdo e adesao celular, em sua agao na producéo de espécies reativas de oxigénio,
na presenca da enzima o6xido nitrico sintase (eNOS) e na atividades destas células tratadas na
coagulagao sanguinea in vitro.

METODOLOGIA:

1. Células endoteliais de cordao umbilical humano (HUVEC)
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Células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) sdo um modelo celular amplamente
utilizados para estudo da funcdo de células endoteliais adultas e sao isoladas do cordao umbilical
humano com alta taxa de sucesso (MEDINA-LEYTE, et. al., 2020).

2. Drogas a serem utilizadas

Cloreto de cobalto (Sigma-Aldrich), extrato de curcuma 95%, Purifarma (com 95% de
curcuminodides). O extrato de curcuma foi dissolvido em DMSO, sendo utilizado em cultura

0,5% de DMSO em concentracgao final.

3. Grupos experimentais a serem testados

1) Proliferacdo e morfologia:
a) Controle: células HUVEC cultivadas em Meio Dulbecco com 10% de soro Fetal
Bovino (SFB) e 1% de penicilina e estreptomicina
b) Células tratadas com CoCl, em diferentes concentragdes (0, 75, 100, 125, 150,
200, 300, 400 pg/mL)
c) Células tratadas com curcuma longa (CL) por 24h em diferentes concentracdes
(2,5;5;7,5;,e 10 ug/mL)
d) Células tratadas com 125ug/mL cloreto de cobalto (CoCl,) por 24h e Curcuma
longa (CL) por 24h em diferentes concentragdes(2,5; 5; 7,5; e 10 ug/mL)
2) Demais experimentos:
a) Controle: células HUVEC proliferadas com meio de cultura sem tratamento com
cloreto de cobalto e curcuma longa (extrato e purificada), apenas 0,5% DMSO
b) 125ug/mL de CoCl,
c) 2,5 pg/mL de curcuma longa (extrato e purificada)
d) 125ug/mL de CoCl, com 2,5 uyg/mL de curcuma longa (concentracbes a serem
determinadas de acordo com proliferagao e morfologia)

4. Proliferacao e morfologia celular

Foram utilizadas células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC), cultivadas em meio
DMEM com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de solugdo de penicilina e estreptomicina. As
culturas foram mantidas em incubadoras com 5% de CO2 e temperatura 37°C. As células foram
tratadas como descrito anteriormente e posteriormente incubadas 30 min com sulforodamina G, o
excesso de corante foi lavado e o aderido a monocamada eluido com 10uM de Trizma Base. A placa
foi entdo lida a 595 nm em leitor de elisa. Para a morfologia, as células foram tratadas e depois fixadas
com formalina 10 % por 20 min, coradas com hematoxilina e eosina e as imagens analisadas por
microscopia de luz em aumento de 20X.

5. Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), as células (1000 ou 5000 células) foram
tratadas como descrito e incubadas com 50 pl de plasma humano a 37° C e incubado com cefalina por
2 min, foram adicionados 50 ul de calcio e o tempo de coagulagao analisado em coaguldémetro Clot,

utilizando-se o Kit TTPA Clot, de acordo com as instrucdes do fabricante.
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6. Analise da atividade de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) por 2',7'—diclorofluoresceina
diacetato (DCFDA), um substrato fluorogénico indicativo da presenga de EROs . As células tratadas
com as diferentes drogas foram tratadas por 30 min com DCFDA, o excesso foi lavado e as células
analisadas por microscopia de fluorescéncia a 488 nm.

7. Andlise de expressao de 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) por imunohistoquimica. As
células tratadas foram incubadas com anticorpo anti-eNOS e foi utilizado anticorpo secundario FITC e
as células analisadas por por microscopia de fluorescéncia a 488 nm.

8. Andlise estatistica
Sera utilizado o teste Kruskal-Wallis e o pés-teste de Dunn’s no caso de dados ndo paramétricos, e as

analises serao realizadas por meio do programa PAST. Sera considerado 5% de nivel de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO:
Os grupos de tratamento com cloreto de cobalto mostram que a concentragao utilizada nos
demais experimentos, 125ug/mL, reduz a proliferacdo das células HUVEC em 20%, enquanto

concentragdes maiores levam a morte celular, como indicado na figura 1.

Proliferation of HUVEC treated with CoCI2
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Figura 1: Proliferacdo de células HUVEC tratadas com diferentes concentragbes de CoCl2. Andlise realizada

utilizando sulforodamina B e a absorbancia determinada por leitor de Elisa a 595nm.

Os experimentos de proliferagcado e morfologia indicam que o extrato de Curcuma longa contribui
para a recuperagcdo da morfologia similar ao controle e aumentando sua proliferagdo em 30% apos
tratamento com cloreto de cobalto e indugao de hipdxia. Comparado ao grupo controle, o grupo tratado
com 2,5ug/mL de Curcuma longa exibiu um aumento significativo de 11% (p<0,05) na proliferagéo,
enquanto os demais grupos, tratados com concentracbes maiores da droga, tiveram uma reducéo
significativa na proliferagdo. Em relagdo ao grupo tratado com cloreto de cobalto, células em hipdxia
tratados com 2,5ug/mL de Curcuma longa também demonstraram aumento significativo na
proliferacédo, enquanto os demais grupos ndo tiveram mudancas significativas (Figura 2). A morfologia
das células tratadas com Curcuma longa mantém-se semelhante ao controle, e sua proliferagao é
maior de 60% do que a dos grupos tratados apenas com cloreto de cobalto, indicando que sua agao

antioxidante e anti-inflamatdria contribui para a recuperagdo das células apds indugdo da hipoxia
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(Figura 3).

Proliferation of cells treated with CoCI2 and CL for 24h each
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Figura 2: Proliferacdo de células tratadas 24h com 125ug/mL de CoCl2 e 24 horas com as diferentes

concentragdes de Curcuma longa. Proliferacéo realizada utilizando sulforodamina B 0,4% a 495 nm.
A B C

Figura 3: Morfologia das células coradas com hematoxilina e eosina. (A) controle; (B) 125ug/mL de CoCI2, ( C)
125ug/mL de CoCL2 + 2,5ug/mL de CL, aumento em 10x.

Em relacdo ao efeito das células sobre a coagulagdo sanguinea, os resultados indicam a
auséncia de alteragdes significativas (p<0,05), a incubagcdo com as células pré-tratadas com os
diferentes tratamentos ndo afeta o tempo de coagulagdo com 1000 células (Figura 4). Com 5000
células ocorre uma diminui¢ao significativa do tempo de coagulagao, mas nao existem diferengas entre
os tratamentos. Indicando que o numero de células, mas nado os diferentes podem alterar a
coagulacéo.
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Figura 4: Tempos de coagulagéo de diferentes grupos de tratamento utilizando 1000 ou 5000 células.

A andlise da presenca de eNOs foi feita por imunofluorescéncia, as células foram marcadas por anticorpo
anti eNOS e foi utilizado o anticorpo secundario anti-FITC e os nucleos marcados com DAPI. A partir
das imagens, pudemos observar que tanto cloreto de cobalto quanto Curcuma longa aumentam a
intensidade de fluorescéncia em comparagédo ao controle, mas tratamentos com Curcuma longa nao

apresentaram fluorescéncia tao intensa quanto o grupo tratado apenas com cloreto de cobalto

Figura 5: Determinagéo da presencga da eNOS por imunofluorescéncia. (A) branco; (B) controle; (C) 125ug/mL
de CoCI2; (D) 2,5ug/mL de CL; (D) 125ug/mL de CoCL2 + 2,5ug/mL de CL, aumento 20x.
Ainda esta sendo realizada a analise dos dados obtidos a partir dos experimentos de

imunofluorescéncia das células HUVEC em cloreto de cobalto e Curcuma longa, marcando eNOS,. Os

programas utilizados s&o o Imaged e Prisma.

CONCLUSOES:

Os experimentos de proliferagao e morfologia indicam que, segundo Akram, et. al. (2010), o
extrato de Curcuma longa exerce um efeito positivo sobre as células, contribuindo para a recuperagao
da similar ao controle e aumentando sua proliferacao apés tratamento com cloreto de cobalto e
indugdo de hipdxia. A morfologia das células tratadas com Curcuma longa mantém-se semelhante ao
controle, e sua proliferagdo é maior do que a dos grupos tratados apenas com cloreto de cobalto,
indicando que sua agao antioxidante e anti-inflamatéria (KOCAADAM, et. al., 2017) contribui para a
recuperagao das células pés evento hipoxico. Além disso, os tratamentos realizados nas células

HUVEC n&o afetam o tempo de coagulacéo do plasma sanguineo.
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