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PREFACIO

A dissertacdo aqui apresentada, intitulada: “Avaliacdo da agdo da EGCG,
composto do cha-verde, sobre a funcdo vascular em modelo in vitro de Pré-Eclampsia”
esta dividida em 3 partes:

Primeiro, sera apresentada uma introducé@o que aborda as principais informacdes
sobre a Pré-Eclampsia: suas caracteristicas, fisiopatologia, dados epidemioldgicos e
tratamento, assim como informacBes sobre a disfuncdo endotelial e a utilizacdo de
polifendis nesse contexto. Detalharemos, também, a importancia do modelo in vitro da
doenca e da aplicacdo do shear stress em nosso trabalho.

Ja na segunda parte, o artigo “EGCG, a green tea compound, increases NO
production and has antioxidant action in a static and shear stress in vitro model of
preeclampsia. , que mostra os potenciais efeitos da EGCG sobre a producéo de Oxido
Nitrico (NO) e seu potencial antioxidante em um modelo in vitro de células estaticas e
submetidas ao shear stress sera apresentado.

Por fim, a terceira parte contém uma discussdo sobre o artigo e os dados
apresentados, as limitacGes sobre o nosso estudo e uma conclusdo sobre o tema
abordado.

Apresento, também, as atividades realizadas durante o periodo de mestrado que
vao além da bancada. Foram disciplinas, cursos e eventos que contribuiram
significativamente para minha formacéo e aprimoramento académico. Essas atividades

estdo listadas ao final da dissertacéo.



LISTA DE ABREVIATURAS

EC — Célula Endotelial

EGCG - Epigalocatequina-3-galato

ERQOS — Espécies Reativas de Oxigénio

FRAP — Potencial Antioxidante de Reducdo do Ferro (do inglés: Ferric Reducing

Antioxidant Power)

GS — Gestante Saudavel

L-NAME - Nw-nitro-L-arginina-metil éster

MDA - Malondialdeido

NO — Oxido Nitrico

O2e- - Superoxido

P3IK- Fosfatidillinositol-3-quinase

PE — Pré-Eclampsia



LISTADE FIGURAS

Figura 1: Niveis de NO intracelular em células endoteliais incubadas com o plasma de
GS e PE e na presenca ou auséncia da EGCG e de inibidores da NOS (L-NAME) e da

proteina PI3K (LY?294002).

Figura 2: Niveis de EROS e O2e- intracelular em células endoteliais incubadas com o

plasma de GS e PE e na presenca ou auséncia da EGCG.

Figura 3: Capacidade antioxidante e niveis MDA no sobrenadante de células
endoteliais incubadas com o plasma de GS e PE e na presenca ou auséncia da EGCG e

de inibidores da NOS (L-NAME) e da proteina PI3K (LY294002).

Figura 4: Niveis de Nitrito, capacidade antioxidante e niveis de MDA no sobrenadante
de celulas endoteliais submetidas ao shear stress, incubadas com o plasma de PE na

presencga ou auséncia da EGCG.

Figura 5: Esquema dos mecanismos de ac¢do da EGCG discutidos no artigo.



RESUMO

A Pré-Eclampsia (PE) é uma doenca hipertensiva gestacional caracterizada por
importante estresse oxidativo e disfuncdo endotelial. A PE ndo tem cura e a busca por
tratamentos e prevencdo da doenca se mostra de grande importancia. Os polifendis, de
Importante agdo antioxidante e vasodilatadora, sdo substancias amplamente encontrados
em alimentos e bebidas de origem natural. Dentre eles podemos citar a EGCG,
composto do ché-verde, pouco investigado no contexto da PE. Dessa forma, o objetivo
desse estudo é investigar os efeitos da EGCG na funcéo endotelial in vitro e avaliar os
potenciais beneficios desse tratamento e suas implicagcbes na PE. Considerando a
importéancia do endotélio e a liberacdo de fatores prejudiciais na circulagdo materna,
celulas endoteliais foram incubadas com o plasma de gestante saudavel (GS) e PE para
avaliacdo dos efeitos dessas amostras sobre as células. Para aproximar nosso modelo do
organismo materno, as células também foram submetidas a uma metodologia que
mimetiza a forca de cisalhnamento do sangue (shear stress) sobre o endotélio. Depois,
células do grupo PE foram incubadas com a EGCG para avaliacdo dos niveis de NO,
EROS e O2--, capacidade antioxidante e niveis de MDA. Inibidores da principal via de
acdo da EGCG, a via PI3K/AKT/eNOS também foram utilizados: L-NAME para
inibicdo da NOS e LY294002 para inibicdo da proteina PI3K. Nossos resultados
apontam que a EGCG recupera os niveis de NO diminuidos no grupo PE. A acdo do
polifenol é diminuida nos grupos incubados com L-NAME e LY?294002, indicando que
0 aumento de NO pelo fitoquimico se da pela ativacdo da via PI3K/Akt/eNOS. Os
niveis de EROS sdo menores no grupo PE quando comparados ao grupo GS e de O2e-
similares entre 0s grupos, enquanto a EGCG ndo altera esses niveis. Entretanto, o
tratamento aumenta a capacidade antioxidante no grupo PE, enquanto atenua 0s niveis
de MDA no mesmo grupo, a¢des diminuidas com o uso de LY294002. No sobrenadante
de células expostas ao shear stress, a EGCG aumentou 0s niveis de nitrito, assim como
a capacidade antioxidante e também diminuiu os niveis de MDA, ou seja, sua agdo foi
mantida nesse modelo experimental. Sugerimos, portanto, que a EGCG atua na funcdo

endotelial, sendo um importante alvo terapéutico para a PE.

Palavras-chave: Pré-Eclampsia; disfuncdo endotelial; NO; estresse oxidativo;

capacidade antioxidante; EGCG; polifendis; shear stress; cha-verde



ABSTRACT

Preeclampsia (PE) is a gestacional disease characterized by important oxidative stress
and endothelial dysfunction. PE has no cure, and the search for treatment and
prevention of the disease are extremely important. In green tea we can find EGCG, a
polyphenol with antioxidant and vasodilator properties well described in the context of
cardiovascular diseases. However, investigations of these effects on PE are scarce.
Therefore, the objective of this study is to investigate the effects of EGCG on
endothelial function in vitro in order to evaluate the potential benefits of this treatment
and its implications in PE. Considering the importance of the endothelium and the
release of harmful factors in the maternal circulation, endothelial cells were incubated
with plasma from healthy (HP) and PE pregnant women to evaluate the effects of these
samples on the cells. Subsequently, cells from the PE group were incubated with EGCG
to evaluate the levels of NO, ROS, and O2e-, antioxidant capacity, and MDA levels.
Inhibitors of the main EGCG action pathway, the PI3K/AKT/eNOS pathway, were also
used: L-NAME for NOS inhibition and LY294002 for PI3K inhibition. To approximate
our model to the maternal organism, the cells were also subjected to a methodology that
mimics the shear stress on the endothelium. Our results indicate that EGCG recovering
NO levels decreased in the PE group and the polyphenol action is reduced in groups
incubated with L-NAME and LY294002, indicating that the increase in NO by the
phytochemical is due to the activation of the PI3K/Akt/eNOS pathway. The ROS levels
are lower in the PE group when compared to the HP group and the O2e- levels are
similar between them, while the EGCG does not change these levels. However, the
treatment increases the antioxidant capacity in the PE group, while attenuating MDA
levels in the same group, actions decreased with the LY294002 inhibitor. In the
supernatant of cells exposed to shear stress, EGCG increased nitrite levels, as well as
antioxidant capacity, and also decreased MDA levels, meaning that its action was
maintained in this experimental model. Therefore, we suggest that EGCG acts on

endothelial function, being an important therapeutic target for PE

Keywords: preeclampsia; endothelial dysfunction; NO; oxidative stress; antioxidant

capacity; EGCG,; polyphenols; green tea
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INTRODUCAO

1. Pré-Eclampsia: caracteristicas e fisiopatologia

As doencas hipertensivas gestacionais estdo entre as principais causas de
complicacdes na gestacdo e morte materna no mundo (Gestational Hypertension and
Preeclampsia: ACOG Practice Bulletin, Number 222, 2020). Dentre elas, podemos citar
a Pre-Eclampsia (PE), que atinge entre 2-8% das gestantes, com uma maior prevaléncia
em regides subdesenvolvidas (“Gestational Hypertension and Preeclampsia: ACOG
Practice Bulletin, Number 2227, 2020; GIORDANO et al., 2014). Caracterizada pelo
aumento da pressdo arterial e disfuncdo de 6rgdos alvo, a PE ainda pode limitar o
crescimento fetal e causar abortamentos ou partos prematuros, além de estar relacionada
com o aumento do risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares no futuro

dessa gestante (BARROSO et al., 2021; SIDDIQUI; HLADUNEWICH, 2011)

Durante a gestacdo, o organismo materno € submetido a diversas mudancas e
adaptacdes, inclusive no sistema vascular. No Utero, por exemplo, as células do
citotrofoblasto invadem as artérias espiraladas para que elas se tornem mais calibrosas e
o fluxo sanguineo para a placenta aumente (BROSENS; ROBERTSON; DIXON, 1967;
RANA et al., 2019). Essa invasdo e remodelamento sdo profundos, atingindo as artérias
até a altura do miométrio (BROSENS; ROBERTSON; DIXON, 1967; RANA et al.,
2019). Entretanto, na PE, essa transformacdo das células do citotrofoblasto do subtipo
“proliferativo” para o “invasivo” ¢ diminuida, resultando na deficiéncia da invasdo
citotrofoblastica (RANA et al., 2019). Dessa forma, ha uma falha no remodelamento das
artérias espiraladas e seu calibre ndo é aumentado, o que limita o fluxo sanguineo para a
placenta e leva ao desenvolvimento de uma isquemia placentaria (ROBERTS et al.,

1989; ROBERTS; GAMMILL, 2005).
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Essa isquemia placentaria € um ponto-chave no desenvolvimento da PE (ROBERTS
et al.,, 1989; ROBERTS; GAMMILL, 2005; OLIVEIRA; KARUMANCHI; SASS,
2010). Em uma gestacdo normal é comum que haja baixas tensfes de oxigénio, seguidas
de oxigenacao provenientes do fluxo sanguineo materno (CHIARELLO et al., 2020).
Esse processo favorece a alteracdo do citotrofoblasto do subtipo proliferativo para o
invasivo e, consequentemente, a placentagdo normal (RANA et al., 2019). Entretanto,
em gestantes com PE, o que observamos é uma constante hipoxia seguida de
reoxigenacdo causada pela isquemia, que favorece, entdo, o estresse oxidativo e a
liberacdo de fatores inflamatdrios, vasoativos e antiangiogénicos na circulagdo materna
(OLIVEIRA; KARUMANCHI; SASS, 2010; SANDRIM et al., 2008; TAYLOR et al.,

1998).

Sdo esses fatores responsaveis pelo desenvolvimento da chamada “sindrome
materna” que consiste nos sintomas caracteristicos da doenga, como a hipertensao, a
proteindria, a disfuncdo hepatica, o edema pulmonar e problemas neuronais (ROBERTS
et al., 1989; ROBERTS; GAMMILL, 2005). Em casos mais graves, a PE ainda pode
evoluir para um quadro de Eclampsia, caracterizada por convulsdes e coma; ou
sindrome de HELLP, com hemdlise, disfuncdo renal e baixa contagem de plaquetas
(“Gestational Hypertension and Preeclampsia: ACOG Practice Bulletin, Number 2227,

2020; PERACOLI et al., 2019).

2. Disfungéo endotelial

A disfuncdo endotelial juntamente com a liberagdo desses fatores na circulagdo
materna, também contribui significativamente para o desenvolvimento da PE e da
sindrome materna (POSSOMATO-VIEIRA; KHALIL, 2016; TUZCU et al., 2015). Sdo
caracteristica da disfuncdo endotelial a vasoconstricdo, o ambiente pré-inflamatério, o

favorecimento da adesdo celular, entre outros (GALLO; VOLPE; SAVOIA, 2022,
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CONCLUSAO

Concluimos, portanto, que a EGCG aumenta os niveis de NO através da ativacao
da via PI3K/AKT/eNOS, além de favorecer a atividade antioxidante e reduzir a
peroxidagdo lipidica em células incubadas com plasma PE. Esses efeitos benéficos
também sdo observados em células expostas ao estresse de cisalhamento. Sugerimos,
portanto, que a EGCG atua na funcdo endotelial, sendo um importante alvo terapéutico

para a pré-eclampsia.
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