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INTRODUÇÃO

Endotélio vascular

As células endoteliais, constituintes da camada mais interna do vaso sanguíneo, produzem

moléculas com diferentes funções e expressam diversas moléculas de superfície, tanto de adesão

quanto receptores, que se alteram em resposta a diferentes estímulos, tendo papel crucial na

homeostasia vascular (1). O tecido endotelial tem participação importante na regulação da estrutura e

do tônus vascular, e na manutenção da homeostasia vascular, tendo função, por exemplo, na

supressão do desenvolvimento de trombose, da inflamação, da coagulação e da hipertrofia

descontrolada (2). Esse tecido é responsável, ainda, pelo controle da contração e do relaxamento do

vaso, através da ação de um gás endógeno de meia-vida curta, o óxido nítrico (NO; nitric oxide) (1). O

NO, agente anti-inflamatório e anti-trombótico produzido continuamente pelas CE através da óxido

nítrico sintetase endotelial (eNOS; endothelial nitric oxide synthase), pode promover a vasodilatação,

além de inibir a adesão leucocitária, a formação de trombos, a expressão de proteínas pró-trombóticas,

a proliferação inadequada de células musculares lisas e limitar a agregação plaquetária (3, 2, e 1).

Quando há lesão ou estimulação do tecido endotelial, as suas células sofrem ativação (ativação

endotelial), exibindo novas moléculas de superfície e liberando agentes pró-trombogênicos (1), fatores

de crescimento e o fator de ativação de plaquetas, que participa no processo de adesão destas células

ao endotélio (4). Esse processo culmina na disfunção endotelial (3), além do aumento da produção de

espécies reativas de oxigênio (EROS) e da inativação dos sistemas que as neutralizam (5), tornando
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mais propenso o surgimento de doenças vasculares, como a aterosclerose (2). Muitos dos fatores de

risco para doenças cardiovasculares, como a hipercolesterolemia, hipertensão, tabagismo e a

diabetes, são alguns dos responsáveis por essa disfunção que torna o endotélio um ambiente

pró-trombótico e inflamatório, podendo levar à formação de trombos e à hipóxia.

As EROS, como o superóxido ( ), o peróxido de hidrogênio ( ) e a hidroxila (OH°) são𝑂
2
− 𝐻

2
𝑂
2

produzidas em muitos dos processos metabólicos dependentes de oxigênio, principalmente na

mitocôndria (6). Em baixas concentrações, exercem papéis importantes para o funcionamento celular

e, em altas, podem reagir com moléculas biológicas e promover danos celulares relacionados ao

envelhecimento e ao desenvolvimento de doenças, e à morte celular (7). O aumento da concentração

de EROS culmina na degradação exacerbada de NO e na redução da síntese desse gás pela eNOS,

que é influenciada por diversos fatores, como a hipóxia, resultando na diminuição da

biodisponibilidade de NO (8), e contribuindo para a disfunção endotelial.

A condição de hipóxia, por sua vez, ocorre quando há um desbalanço entre o consumo e a

disponibilidade de oxigênio no meio, em que a concentração do oxigênio disponível cai a ponto de não

ser suficiente para manter o funcionamento normal e a vida das células atingidas (9). Em doenças

vasculares, a hipóxia ocorre devido a problemas na distribuição do fluxo sanguíneo, como em

situações de formação de trombos após lesões no endotélio (10).

Ginkgo biloba

Ginkgo biloba (GB) é uma árvore nativa da China, Japão e Coréia, pertencente à família

Ginkgoaceae. Os extratos de suas folhas fazem parte de produtos medicinais, além de alimentos e

suplementos, devido à presença de compostos bioativos na planta, como flavonoides, terpenoides,

biflavonoides e ácidos orgânicos. Dentro dessas classes de compostos bioativos, os que estão

presentes em maior quantidade são os ginkgolídeos, o bilobalido, a quercetina e o canferol. O extrato

padrão EGb 761, principal extrato comercializado como agente fitoterápico e vendido comercialmente

com sua composição caracterizada quimicamente e aprovada pela ANVISA, contém 24% de

flavonóides e 6% de terpenóides (ginkgolídeos A e B, e bilobalido), os quais se tornam biodisponíveis

após ingestão do extrato. Este fitoterápico é muito utilizado, há centenas de anos, para o tratamento de

disfunções cardiovasculares e neurológicas devido a suas propriedades anti-inflamatórias,

antioxidantes, neuro e cardioprotetoras, antitumorais e imunomodulatórias (11 e 12).

OBJETIVOS

Este projeto objetivou estudar, nas células endoteliais submetidas à hipóxia, os efeitos do

extrato padrão EGb 761 de Ginkgo biloba (GB), um fitoterápico anti-inflamatório e antioxidante, na

proliferação celular, na produção de EROS, na expressão da eNOS, na indução da apoptose celular,

na produção de micronúcleos e na formação de trombos in vitro.
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METODOLOGIA

Para os ensaios, utilizamos as células HUVEC (células endoteliais de cordão umbilical

humano), o cloreto de cobalto ( ) como agente indutor da hipóxia, e o GB. Foram verificadas a𝐶𝑜𝐶𝑙
2

proliferação celular por análise por sulforodamina B e MTT, morfologia por coloração com hematoxilina

e eosina e microscopia de contraste de fase a produção de EROS a partir de substrato cromogênicos e

a determinação da expressão de eNOS por imunocitoquímica. Ademais, as células tratadas foram

utilizadas para análises de indução de formação de trombo in vitro através de ensaios de Tempo de

Tromboplastina ativada (TTPa). Por fim, foi aplicado o teste Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn’s para

os dados não paramétricos. Os níveis de significância foram considerados de 5% e os resultados

foram apresentados como média±desvio padrão. As análises estatísticas foram realizadas utilizando o

programa PAST.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Como resultados, até o momento, pudemos observar que o cloreto de cobalto reduz a

proliferação celular, assim como é mostrado no estudo de Felizardo, 2015. A proliferação das HUVEC

com 125 µg/ml de por 24 horas diminuiu em quase 10% em relação ao controle e, a partir desta𝐶𝑜𝐶𝑙
2

concentração, o começa a ser citotóxico para a cultura. Por outro lado, análises citoquímicas𝐶𝑜𝐶𝑙
2

mostraram que, enquanto o altera a morfologia celular, o tratamento com GB por 24 horas, 24𝐶𝑜𝐶𝑙
2

horas após , recuperou a morfologia celular de forma similar ao controle, revelando as𝐶𝑜𝐶𝑙
2

propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes do GB, como apontam Kong et al., 2020, e Marcocci et

al., 1994. Analisamos, ainda, o Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa), incluindo-se

diferentes quantidades das células HUVEC (tratadas com e com e GB) ao plasma humano𝐶𝑜𝐶𝑙
2

𝐶𝑜𝐶𝑙
2

para se determinar a influência destas células na formação de trombo in vitro. Pudemos observar que

e 5 x células dos diferentes grupos não apresentaram diferenças significativas no tempo de103 103

coagulação. Por fim, foram realizados ensaios de imunofluorescência e de DCFDA que poderão nos

revelar informações adicionais acerca das propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias do GB.

CONCLUSÕES

Os resultados obtidos até o momento se mostram promissores, principalmente em relação à

capacidade de recuperação das células endoteliais tratadas com GB após condição de hipóxia. A

determinação dos efeitos do GB nas células endoteliais induzidas à hipóxia resultantes dos demais

ensaios projetados para serem realizados neste trabalho, como a análise da produção de

micronúcleos, poderão auxiliar na compreensão dos mecanismos de recuperação do endotélio ativado

pelo processo inflamatório induzido pelos fatores de risco envolvidos nas doenças cardiovasculares,

além de poder ajudar a esclarecer o papel do GB na recuperação da parede dos vasos sanguíneos
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neste processo. Em suma, o Ginkgo biloba demonstra propriedades benéficas no combate à

inflamação e aos danos do estresse oxidativo, posicionando-se como um candidato promissor para a

criação de tratamentos e métodos preventivos para várias doenças.
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