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INTRODUCAO:

Com mais de dois anos da pandemia pelo SARS-CoV-2, ja foram comprovadas algumas de suas
complicagcdes como injuria e hiperativacdo das células endoteliais e intensificacdo na producdo de
fatores pro-inflamatérios e coagulantes. No entanto, ha estudos questionando se esses efeitos em
células endoteliais seriam diretamente relacionados a infecgdo das células pelo virus, j& que néo foi
encontrado vestigio viral em amostras de células endoteliais mesmo apés detectada desregulacdo da
homeostase. 2l

Paralelamente, muitos estudos correlacionam injdria endotelial & produgdo de microparticulas
(MP), estruturas membranosas liberadas a partir de ativagdo ou apoptose celular. Bl4Ibl Essas moléculas
carregam moléculas bioativas e podem desencadear respostas vasculares como disfuncéo endotelial e
estresse oxidativo.®

A partir disso, levantamos a hipotese de que microparticulas produzidas durante a infec¢éo por
coronavirus poderiam ndo apenas atuar de forma aguda sobre as células endoteliais, mas contribuir
para quadros conhecidos como COVID longa, ou seja, para a persisténcia de sintomas, incluindo
complicacdes cardiovasculares. Uma vez que evidéncias sugerem que a ma-nutricdo pode ser um dos
agravantes da COVID-19, no presente estudo temos como objetivo investigar os efeitos de MP isoladas
de pacientes com COVID-19 grave na fung¢éo de células endoteliais controle e submetidas a restricdo
proteica. Especificamente, avaliou-se MP circulantes isoladas de pacientes que desenvolveram COVID-
19 grave, que foram coletadas 1 e 6 meses ap0s alta dos pacientes do Hospital de Clinicas da UNICAMP.
Essas MP foram adicionadas sobre células endoteliais in vitro para investigacao de seu efeito sobre a
liberacao e biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO), peréxido de hidrogénio e morte celular em meio

controle ou com restricdo de aminoacidos.

METODOLOGIA:

ISOLAMENTO E CALCULO DE MICROPARTICULAS

XXXI Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2023 1



Pacientes (n=10) previamente internados com COVID-19 grave foram recrutados no
ensaio clinico “Inibicdo de Bradicinina em Adultos Hospitalizados com COVID-19 Grave” sob
coordenacdo do Dr. Licio Augusto Velloso (FAPESP 2020/07673-4) e tiveram suas amostras sanguineas
coletadas 1 e 6 meses ap0s alta hospitalar. A partir da coleta, o sangue foi centrifugado para obtencéo
do sobrenadante sem plaquetas, armazenado entdo a -80°C. Em seguida, o plasma foi diluido 1:1 em
PBS estéril e ultracentrifugado (1 hora, 4°C, 20.000 g), permitindo o isolamento das microparticulas e
sua quantificacdo através do equipamento Nanosight (NTA NanoSight NS300, multiusuario FAPESP
2014/14457-5). Os critérios de inclusdo e exclusdo encontram-se detalhados no estudo previamente

publicado. ["l#l

CULTIVO CELULAR

Linhagens de células endoteliais de aorta bovina (Bovine Aortic Endothelial Cells - BAEC) foram
cultivadas em garrafas T25 com meio DMEM (Meio Dulbecco MEM - Vitrocell 2513) suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS) até alcancada a confluéncia de 80%. A tripsinizacdo nesse estagio é
priorizada por conta da fase do crescimento celular, ja que quando alcancado 100% de ocupacao da
garrafa, o crescimento exponencial (fase Log) € inibido pelo estimulo de contato. Dessa forma, quando
subcultivadas, haveria maior demora no crescimento. ©

Para a tripsinizacéo era feita uma lavagem com 2 ml de Hanks (Sigma H6648) e adicdo de mesma
guantidade de tripsina 0,25 % a 37°C (Sigma T3924) por 1 minuto, suficiente para o descolamento de
todas as células da garrafa. A tripsina era entdo inibida com o dobro da quantidade de reagente
especifico (Sigma T6414) a 37°C e toda essa solugdo transferida a um Falcon de 15 ml para
centrifugacdo (1500 rpm, 3 minutos). A partir disso, o sobrenadante era removido e o pellet
ressuspendido para posterior contagem em camara de Neubauer e subcultivado em uma nova garrafa

ou placa.

INCUBACAO DAS CELULAS COM MICROPARTICULAS

Células BAEC foram cultivadas em placas de 96 pocos. Quando alcancado 80% de confluéncia,
as células foram tratadas com meio controle (Meio DMEM 100% aminoacidos — Grupo CTL) ou restrito
(1:4 Meio DMEM 100% aminoéacidos e Meio DMEM 0% aminoéacidos — Grupo R), ambos suplementados
com 10% de FBS por 48 horas. Além disso, as células endoteliais CTL ou R foram incubadas com as
MP isoladas 1 e 6 meses ap6s a alta hospitalar em duas concentracdes (105> MP/ml e 106 MP/ml) por 24

horas. Como controle foi utilizado PBS filtrado. Todas as amostras foram feitas em duplicata.

PROTOCOLO PARA ANALISE DE OXIDO NITRICO

Apoés o tratamento das células endoteliais CTL ou R com MP, foi feito o experimento para
guantificacdo de oOxido nitrico através da sonda fluorescente DAF-2 DA. Para tal, as células foram
lavadas com solucédo de PBS + CaCl2 (0,45mM) e incubadas com PBS + DAF-2 DA (5 puM, Sigma D225)

a 37°C por 30 minutos. Posteriormente as células foram fixadas com PFA 4% por 5 minutos a
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temperatura ambiente e os nucleos marcados com DAPI também por 5 minutos. Os dados foram

expressos em intensidade das células ao DAF pelo nimero de células totais marcadas com DAPI.

PROTOCOLO PARA ANALISE DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

Apds o tratamento com meio restricdo ou controle, por poco foi adicionado 100 pl de solucdo (PBS
contendo glicose 11,1 mM, Amplex® Red Reagent 9 25 uM, horseradish peroxidase 0,2 U/ml; pH=7,4) no escuro,
a 379C, por 40 minutos. A fluorescéncia foi medida (excitagdo 530 nm; emissdo 590 nm) a cada 10 minutos no
equipamento SpectraMax M3. Posteriormente, as células foram fixadas com paraformaldeido 4% durante 5
minutos a temperatura ambiente e coradas com cristal violeta (0,05% w/v) diluida em agua destilada por 10
minutos. As células entdo foram lavadas e passaram novamente pelo SpectraMax M3. Os resultados foram

expressos pela absorbancia detectada.

PROTOCOLO DE MORTE CELULAR

As células apoptoticas foram avaliadas utilizando os corantes de ligagdo ao DNA Hoechst 33342 (1 mg/ml)
e iodeto de propidio (1 mg/ml). Para isso, as células foram incubadas com HO-Pi durante 15 minutos na incubadora
a 37°C e 5% CO2. Em seguida, as imagens foram adquiridas usando um sistema de imagem de alto conteldo
ImageCode™ Confocal da ImageXpress (MolecularDevices), com uma objetiva de 10 x PlanFluor equipado com
filtro apropriado para HO (excitagdo em 377/50 nm e pico de emissdo a 477/60 nm) ou Texas Red para Pi (excitacdo
em 560/32 nm e pico de emissdo a 624/40 nm) e utilizando o programa Meta Express 6 Sofware Guide do Mdédulo
Live/Dead. O nimero total de células foi medido pela contagem dos nicleos marcados com HO e as células com
nucleo apoptoético foram marcadas positivamente pelo Pi em quatro campos diferentes. Os resultados foram
expressos como uma porcentagem do nimero de células em morte celular pelo nimero total de células por campo

avaliado.

ANALISE DOS DADOS

Todos os dados obtidos foram realizados em duplicata e analisados a partir da razéo entre
Integrated Cell Intensity e Total Cells. As médias obtidas por duplicata foram normalizadas em relacéo
a seus respectivos controles. Os resultados foram expressos em médiazerro padrdo (SEM) e analisados
utilizando-se o software GraphPad Prism. A andlise estatistica foi feita pelo teste two-way ANOVA e o

nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ:

Como resultados observamos que a restricdo de aa elevou a taxa de morte celular (+70,83%),
assim como reduziu a liberacéo de NO (-34,13%) e H202 (-24,36%) nas células endoteliais. A incubacao
das células endoteliais com as MP isoladas de pacientes 1 e 6 meses p0s-COVID-19, independente da

dosagem, ndo alterou esses parametros quando em meio controle. No entanto, em meio com restricdo
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de aa, a exposi¢do as MP de 1 e 6 meses, nas duas doses estudadas, resultou em aumento de H202,

sem alterar a producdo de NO ou a taxa de morte celular.
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Figura 1. Quantificagé@o de 6xido nitrico em células endoteliais in vitro tratadas por 24h com meio controle ou restrito
de amino&cidos e microparticulas (10° e 105 MP/mL) isoladas de pacientes que tiveram COVID-19 grave 1 (1M) e
6 meses apos alta hospitalar.
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Figura 2. Quantificacdao de peroxido de hidrogénio em células endoteliais tratadas durante 24 horas com meio
controle ou restrito aliado a incubagao com microparticulas (10° e 108 MP/mL) isoladas de pacientes que tiveram
COVID-19 grave 1 e 6 meses apas alta hospitalar.
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Figura3. Dados referentes a analise de apoptose celular em células endoteliais tratadas com meio

controle ou restrito durante 24 horas somadas a incubagao com microparticulas (10°e 106 MP/MI) isoladas
de pacientes que receberam alta de COVID-19 grave

CONCLUSOES:

Em conjunto, os dados sugerem que a restricdo de aa in vitro causa disfuncdo da célula
endotelial, com aumento da morte celular e reducdo da liberagdo de NO e H202. As MP isoladas na
fase pos-COVID grave ndo afetaram os parametros avaliados em células endoteliais controle. Porém,
na situagao de restricdo de aa, as MP 1 e 6 meses pds-COVID elevaram a producao de H202. Assim,
a restricdo de aa pode ser um fator de risco para a atividade das MP elevarem a producao de espécies
reativas do oxigénio (ROS)
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