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     RESUMO 

 

Este estudo revela perspectivas promissoras para futuras aplicações clínicas das 

células estromais mesenquimais (MSC) em terapias celulares. Ao aprofundarmos a 

compreensão da sinalização purinérgica e seus potenciais alvos farmacológicos, 

particularmente em doenças que desequilibram a resposta imune, como a COVID-19, 

estabelecemos bases sólidas para o desenvolvimento de novas estratégias 

terapêuticas. A identificação de moduladores eficazes, como aqueles direcionados 

aos receptores P2Y12 e P2X7, aponta para caminhos promissores na prevenção de 

eventos adversos, alívio de sintomas e redução da inflamação generalizada. Ao 

explorar a influência da inosina em diferentes condições celulares, percebemos que, 

além de estar presente na resposta inflamatória da COVID-19, ela também 

desempenha um potencial papel em funções celulares, como a migração e a 

proliferação das MSC. Essas descobertas não apenas enriquecem nosso 

entendimento dos mecanismos intrínsecos envolvidos, mas também destacam a 

relevância de abordagens específicas para maximizar o potencial terapêutico das 

MSC. Este estudo, portanto, lança luz sobre possíveis aplicações clínicas das MSC, 

abrindo portas para estratégias mais eficazes e direcionadas no cenário das terapias 

celulares. 

 

Palavras-chave: MSCs, Inflamação, COVID-19, sistema purinérgico, Inosina.  
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ABSTRACT 

 

 

This study reveals promising perspectives for future clinical applications of 

mesenchymal stromal cells (MSC) in cellular therapies. By deepening our 

understanding of purinergic signaling and its potential pharmacological targets, 

particularly in diseases that disrupt the immune response, such as COVID-19, we 

establish a solid foundation for the development of new therapeutic strategies. The 

identification of effective modulators, such as those targeting P2Y12 and P2X7 

receptors, points to promising pathways for preventing adverse events, relieving 

symptoms, and reducing widespread inflammation. By exploring the influence of 

inosine under different cellular conditions, we observe that, in addition to being present 

in the inflammatory response of COVID-19, it also plays a potential role in cellular 

functions, such as MSC migration and proliferation. These findings not only enhance 

our understanding of the intrinsic mechanisms involved but also highlight the 

relevance of specific approaches to maximize the therapeutic potential of MSCs. 

Therefore, this study sheds light on possible clinical applications of MSCs, opening 

doors to more effective and targeted strategies in the realm of cellular therapies. 

 

Key words: MSCs, inflammation, COVID-19, purinergic system, Inosine.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

      Esta dissertação busca proporcionar uma compreensão abrangente do 

sistema purinérgico em sua influência na modulação da inflamação e no 

impacto subsequente sobre as células mesenquimais estromais. Ao explorar a 

liberação e degradação de nucleotídeos e nucleosídeos, examinaremos como 

esse complexo sistema pode desencadear respostas inflamatórias e, por sua 

vez, pontencialmente afetar as MSC e suas funções celulares. Organizada em 

dois capítulos distintos, a dissertação inicia-se com uma análise crítica do 

artigo de revisão “A Systematic Review of the Role of Purinergic Signalling 

Pathway in the Treatment of COVID-19”, abordando aspectos fundamentais do 

sistema purinérgico na regulação inflamatória. O segundo capítulo concentra-

se no potencial de modulação da função celular da inosina nas MSC de 

diferentes fontes de origem, ampliando ainda mais nossa compreensão das 

interações complexas entre o sistema purinérgico, imunológico e de da 

atividade celular.  
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 SISTEMA PURINÉRGICO 

 

      Por décadas purinas e pirimidinas, também conhecidas como nucleotídeos e 

nucleosídeos, têm sido reconhecidas como elementos fundamentais da 

bioenergética, sendo vitais para a homeostasia do corpo humano. Entretanto sabe-se 

hoje que tais moléculas também participam de outras funções fisiológicas. Foram 

descrita inicialmente em 1929 por Albert Szent-Gyorgyi e Alan Drury, em um trabalho 

onde comprovaram que a injeção intravenosa de adenina em cobaias perturbava o 

ritmo cardíaco através da funcionalidade da adenosina na sinalização extracelular 

(DRURY; SZENT-GYÖRGYI, 1929). Gradativamente o papel dos nucleotídeos foi 

reconhecido também por sua participação na neurotransmissão. Em uma publicação 

em 1972, por Geoffrey Burnstock, onde cunhou a hipótese da neurotransmissão 

através da sinalização purinérgica, descrevendo a adenosina trifosfato (ATP) como o 

neurotransmissor não adrenérgico e não colinérgico (BURNSTOCK, 1972).  

      No entanto, essa hipótese obteve resistência na sua aceitação pela comunidade 

acadêmica até meados da década de 1990, quando os subtipos de receptores para 

purinas e pirimidinas foram clonados e caracterizados. Nesta família de recptores 

inclui-se quatro subtipos do receptor P1 (A1, A2a, A2b e A3) responsivos a adenosina 

(ADO), sete subtipos de receptores de canal iônico P2X(1-7) (responsivos a ATP) e oito 

subtipos do receptor acoplado à proteína G, os P2Y(1-13) (responsivos a nucleotídeos 

de purinas e pirimidinas) (BURNSTOCK, 2017).    

    Desde então, diversos estudos demostraram que os nucleotídeos extracelulares 

como o ATP, adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP) e ADO agem 

na sinalização celular através desta ampla e refinada gama de receptores. Ademais, 

o sistema purinérgico inclui os processos celulares autócrinos e parácrinos de 

liberação, degradação e recaptação destes nucleotídeos e nucleosídeos no ambiente 

extra e intracelular (FIGURA 1).  

    Estas moléculas podem ser liberadas por meio de diversos canais de proteínas, 

como conexinas e panexinas, ou por processos de lise e morte celular. Após, a 

concentração desses nucleotídeos é cuidadosamente regulada por enzimas 

responsáveis por sua degradação, tais como as ectonucleosídeo trifosfato 

difosfohidrolase (E-NTPDases), ectonucleotídeo pirofosfatases/fosfodiesterases (E- 
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Figura 1 - A cascata de sinalização purinérgica. A liberação de ATP no espaço extracelular leva à 

ativação dos receptores P2X e P2Y e é hidrolisada por CD39 para ADP, que também ativa os 

receptores P2Y. O CD39 também hidrolisa o ADP para AMP, que é subsequentemente hidrolisado 

para adenosina (ADO) pela CD73. A ADO ativa os receptores P1 e pode retornar ao espaço intracelular 

por meio do ENT/CNT ou ser hidrolisada pela adenosina desaminase (ADA) em inosina (INO). Uma 

vez que a ADO está dentro do espaço celular, ela pode ser convertida em inosina (INO) pela ADA 

intracelular ou transformada em AMP pela Adenilato Quinase (ADK), formando ATP pela ADK que 

pode ser liberado no espaço extracelular por conexinas e panexinas. O ATP intracelular também pode 

ser hidrolisado em AMP pela ATP/ADPase intracelular e, em seguida, novamente em ADO pela CD73, 

sendo liberado novamente no espaço extracelular pelo CNT e ENT (Retirado de Korb et al., 2023).  

 

 

NPPs), ecto-5'-nucleotidase (CD73), fosfatases alcalinas e adenosina deaminase 

(ADA). Além dos receptores e enzimas, as células possuem transportadores de 

nucleosídeos concentrativos (CNTs 1-3) ou equilibrativos (ENTs 1-4), que auxiliam na 

regulação do transporte de nucleosídeos, como a ADO e inosina (INO), entre os 

espaços intracelulares e extracelulares (GIULIANI; SARTI; DI VIRGILIO, 2019) . 

      Como resultado, essas substâncias desempenham um papel na regulação de 

várias vias de sinalização intracelular, incluindo a quinase dependente de cAMP 

(PKA), o fator nuclear-κB (NF-κB) e o CREB. Além disso, os receptores P1 têm a 
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capacidade de modular canais de potássio e cálcio, influenciar a atividade da 

fosfolipase C e afetar outras vias, como a quinase ativada por mitógenos, a quinase 

de proteína B (AKT), a fosfoinositídeo 3-quinase (PI3K), a quinase regulada por sinal 

extracelular (ERK), p38 e a quinase c-Jun N-terminal (JNK) (GALGARO et al., 2021). 

 

 

     2.2 SISTEMA PURINÉRGICO NA PATOFISIOLOGIA DE DOENÇAS  

 

Os nucleotídeos e nucleosídeos de purina desempenham um papel importante 

em mecanismos imunes, de vasodilatação, angiogênese e proliferação celular que 

podem afetar direta e indiretamente o curso de doenças e infecções, muitas vezes 

podendo inclusive ter efeitos distintos. Enquanto o ATP exerce principalmente uma 

função pró-inflamatória, a ADO possui um importante papel imunossupressor, o que 

torna o sistema purinérgico uma ótima alternativa terapêutica para diversas doenças 

devido a sua ampla capacidade anti-inflamatória (BOISON; YEGUTKIN, 2019; 

LINDEN; KOCH-NOLTE; DAHL, 2019). 

           De fato, não somente os receptores celulares, como também as enzimas deste 

sistema, já foram apontadas no envolvimento de diversas patologias. No sistema 

nervoso central, o sistema purinérgico vem sendo investigado pela sua possível 

participação em doenças psíquicas e neurológicas como Alzheimer, Parkinson, 

doença de Huntington, Esclerose múltipla, esquizofrenia, desordem bipolar, 

depressão, ansiedade, autismo e epilepsia. O envolvimento deste sistema nestas 

doenças dá-se principalmente pelos receptores P2X7, P2X4, P2Y1 e A2A. Os 

mecanismos dessas patologias ainda não foram totalmente esclarecidos, mas é 

sabido que receptores como P2X7, P2X4 e P2Y1 podem desempenhar um papel 

significativo na modulação inflamatória destas condições. Por outro lado, os 

receptores P1, especialmente o receptor A2A, surgem como promissores alvos 

terapêuticos para potencial tratamento dessas condições devido à sua ativação e 

impacto nos processos neuronais (BURNSTOCK, 2017; HUANG et al., 2021). 

      Os receptores purinérgicos desempenham papéis essenciais em vários sistemas 

fisiológicos, incluindo circulação sanguínea, rins, pulmões e coração. No sistema 

circulatório, eles ajudam a controlar o fluxo sanguíneo, agregação plaquetária e 

resposta imune, podendo contribuir para inflamação renal. Nos pulmões, a ativação 

desses receptores gera mensageiros secundários e distúrbios no metabolismo das 
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purinas, que podem desencadear patologias pulmonares inflamatórias. No coração, 

receptores purinérgicos respondem a ATP e ADO, influenciando contratilidade, 

frequência cardíaca e fluxo coronariano, além de desempenharem papéis na resposta 

inflamatória e regulação imunológica cardíaca (BURNSTOCK, 2018).  

     Esses receptores desempenham também um papel significativo em diversas 

patologias afetando diferentes órgãos e tecidos. No rim, contribuem para condições 

como doença renal policística, nefrite, hipertensão e lesão nefrotóxica, principalmente 

através da ativação dos receptores P2X e P2Y. Nos vasos sanguíneos, estão 

associados a problemas como hipertensão, aterosclerose e trombose, com possível 

envolvimento dos receptores P2X, P2Y, A2A e A3. Já nos pulmões, influenciam em 

condições como fibrose, síndrome do desconforto respiratório agudo e doença 

pulmonar crônica, destacando-se os receptores P1 e P2X7. No coração, 

desempenham um papel significativo em patologias como insuficiência cardíaca, 

fibrose cardíaca, miocardiopatia, hipertrofia cardíaca e lesão de isquemia/reperfusão 

cardíaca, sendo afetados pelos receptores P2X, P2Y, A1 e A2B. Apesar do 

entendimento geral dessas associações, é imperativo ressaltar que mais pesquisas 

são necessárias para uma compreensão aprofundada de seus mecanismos 

específicos nas diversas patologias (FIGURA 2) (BURNSTOCK, 2017; HUANG et al., 

2021).  

 

      FIGURA 2. Patologias e síndromes relacionadas ao sistema purinérgico e seus respectivos 

receptores associados. Fonte: autoria própria 
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          Uma das funções que ganharam destaque nos últimos anos é o envolvimento 

desta via de sinalização no sistema imune e câncer (BURNSTOCK; DI VIRGILIO, 2013; 

LEDDEROSE et al., 2016a, 2016b; LEE; YILMAZ, 2018). Também estão presentes em 

diversas patologias infecciosas devido ao alto poder imunomodulatório do sistema 

purinérgico. São exemplos: toxoplasmose pela ativação dos receptores P2  

(MOREIRA-SOUZA; COUTINHO-SILVA, 2021), sepse pela alta de ATP extracelular 

(MARQUES-DA-SILVA et al., 2011), leishmania com a ativação de receptores P2Y 

(MARQUES-DA-SILVA et al., 2011), hepatites virais pela ativação de receptores P2X7 

(TAYLOR; HAN, 2010), tuberculose pelo receptor P2X7 (SANTOS et al., 2013), rotavírus 

pelo receptor P2Y1  (MORALES-SOTO; GULBRANSEN, 2021), HIV pelo receptor P2X1 

(HAZLETON; BERMAN; EUGENIN, 2012), clamídia pelo P2X7 (DARVILLE et al., 2007), 

malária pelos receptores P2Y (GUPTA et al., 2022)(FIGURA 2). Devido a todas estas 

capacidades fisiológicas e patológicas do sistema purinérgico, seu envolvimento na 

infecção e quadro inflamatório da COVID-19 também foi apontada e estudada, sendo 

demonstrado possível envolvimento em diversos pontos importantes durante a 

progressão da doença.  

 

2.2.1 SISTEMA PURINÉRGICO NO QUADRO INFLAMATÓRIO DA COVID-19  

          Nos últimos anos o sistema purinérgico também foi muito investigado na 

patofisiologia da COVID-19, uma das doenças virais de maior impacto das últimas 

décadas (DA SILVA et al., 2022a). Devido à sua alta taxa de expressão de receptores 

em células imunes, é notável a capacidade desse sistema em transmitir sinais e 

modular a resposta imunológica. Consequentemente, devido a alta demanda por uma 

terapia funcional contra a alarmante COVID-19, fármacos capazes de modular 

enzimas e receptores da via purinérgica se tornaram potenciais candidatos, passando 

efetivamente por diversos testes in vitro, in vivo e ensaios clínicos em diversas partes 

do mundo.   

        De fato, alguns artigos já mostraram uma diminuição dos níveis plasmáticos de 

ADO e declínio acentuado da expressão de CD73 em linfócitos de pacientes graves 

de COVID-19 quando comparado com controles (ELSAGHIR et al, 2023), além da 

diminuição de expressão de adenosina deaminase nos níveis plasmáticos, sendo esta 

diminuição associada a gravidade do quadro infeccioso (RUD et al, 2023).  Além dos 

níveis elevados de ADO, linfócitos de pacientes de COVID-19 demonstraram também 

uma capacidade reduzida de hidrólise de ATP e diminuição na expressão dos 
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receptores P1, havendo inclusive uma diminuição na resposta inflamatória do Sars-

Cov-2 com a adição de ADO em experimentos in vitro (PIETROBON et al, 2022). Tais 

achados corroboram com a hipótese de que o sistema purinérgico e sua modulação 

podem contribuir para a o quadro inflamatório da COVID-19, levando potencialmente 

à inclusão desse sistema no planejamento estratégico de futuras abordagens 

terapêuticas.  

       Durante o período pandêmico houve a necessidade de redirecionamento dos 

esforços, investimentos e conhecimento da comunidade científica para atenuar os 

impactos globais da infecção pelo vírus Sars-Cov-2. O reposicionamento de fármacos 

tornou-se uma ferramenta útil na busca de tratamentos rápidos e eficazes, 

abrangendo diversos medicamentos para uma ampla variedade de alvos 

terapêuticos, incluindo o sistema purinérgico.  

      Com o objetivo de compilar estas informações, o primeiro tópico desta dissertação 

aborda uma revisão sistemática que explora o papel da sinalização purinérgica no 

tratamento da COVID-19, demonstrando não apenas o possível papel dos 

nucleotídeos extracelulares, enzimas e receptores na patofisiologia da doença, mas 

também trazendo insights significativos sobre suas implicações nas funções 

celulares, na capacidade de regeneração tecidual e no papel imunomodulatório, o 

qual será abordado no segundo capítulo.  

 

 

2.3 SISTEMA PURINÉRGICO COMO POSSÍVEL MECANISMO NA FUNÇÃO 

DAS MSCs 

 

2.3.1 CÉLULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS  

 

           Células Estromais Mesenquimais (MSCs) são células com capacidade 

multipotente de diferenciação em tecidos mesodérmicos e grande potencial de 

aplicação clínica. Foram primeiramente isoladas em 1960 por Friedenstein a partir da 

medula óssea de camundongos, tendo inicialmente demonstrado a capacidade de 

regeneração e diferenciação em outros tipos celulares de diferentes funções 

fisiológicas como osteócitos, condrócitos e adipócitos (FRIEDENSTEIN; PIATETZKY-

SHAPIRO; PETRAKOVA, 1966).  
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      Estas células podem ser encontradas em vários tipos de tecido do corpo humano 

e são facilmente extraídas de tecidos geralmente descartados após procedimentos 

cirúrgicos, como polpa dentária, tecido adiposo e tecido de cordão umbilical (FIGURA 

3). Outras origens incluem derme, sangue de cordão umbilical, medula óssea, córnea, 

entre outros (CASAGRANDE PAIM; ROSANGELA WINK, 2022; GALGARO et al., 

2023; NAASANI et al., 2017). 

FIGURA 3. ISOLAMENTO E APLICABILIDADE CLÍNICA DAS MSCs. As células estromais 

mesenquimais (MSCs) são oriundas de tecidos mesodérmicos que podem ser extraídas de tecidos pós 

cirúrgicos de descarte hospitalar, tal como de poupa de dente, tecido adiposo e tecido de cordão 

umbilical.  MSCs têm alto potencial de aplicabilidade clínica devido a sua capacidade de diferenciação 

celular, migração para o sítio de injúria, secreção de efeitos tróficos e capacidade imunomodulatória. 

(Fonte: autoria própria).  

       

       Para que uma célula seja confirmada como MSC é necessário que apresente 

características específicas, como a capacidade de adesão em superfícies plásticas 

como frasco de cultura, marcadores de membrana negativos (CD14, CD34 e CD45), 

marcadores de membrana positivos (CD73, CD90 e CD105) e capacidade de 

diferenciação em adipócitos, osteócitos e condrócitos (FIGURA 4) ( DOMINICI et al., 

2006). 
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Figura 4.      CARACTERÍSTICAS DAS MSCs. Para serem confirmadas com MSCs as células 

precisam apresentar adesão ao plástico, capacidade de diferenciação celular em adipócitos,     

condrócitos e osteócitos. Também precisam apresentar os marcadores positivos CD73, CD90 e CD105 

e negativos CD34, CD14 e CD45. (Fonte: Autoria própria) 

 

      É importante ressaltar que a CD73 não é apenas um marcador para 

caracterização das MSC, mas também desempenha um papel funcional por meio de 

sua ação enzimática, sendo responsável pela formação de ADO no ambiente extra e 

intracelular. Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa destacam a participação 

da ADO nas principais funções celulares das MSCs, como potencial 

imunomodulatório, migratório e de diferenciação, bem como seu envolvimento em 

diversas doenças através da via adenosinérgica (GALGARO et al., 2021). 

Adicionalmente, temos evidências de que o tecido de origem das MSCs pode 

influenciar na expressão e função dos componentes da sinalização purinérgica, como 

na capacidade de hidrólise dos nucleotídeos, apresentando inclusive diferentes 

expressões dos receptores purinérgicos, afetando sua capacidade imunomodulatória 

(GALGARO et al., 2023; NAASANI et al., 2017).  
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      As MSCs têm sido objeto de uma ampla gama de estudos clínicos em todo o 

mundo, abordando uma diversidade de propósitos terapêuticos. O registro de mais 

de 1000 estudos clínicos na base de dados online ClinicalTrials.gov é uma 

demonstração da crescente aplicabilidade dessas células na medicina regenerativa 

em terapias celulares (GALGARO et al., 2021). Seu potencial clínico destaca-se pela 

capacidade de autorrenovação, diferenciação celular, de migração para sítios de 

injúria celular e secreção de fatores bioativos que levam às modulações parácrina e 

imunológica (FIGURA 3) (BECKENKAMP et al., 2020; PAIM; WINK, 2022).  

       Uma alternativa para os mecanismos de ação de proposta na literatura é a 

capacidade de reduzir respostas inflamatórias e prevenir danos teciduais em 

patologias inflamatórias, como a COVID-19. Esses benefícios foram observados 

através da administração venosa de vesículas extracelulares de MSCs, podendo 

inclusive ser combinada com tratamentos farmacológicos como Tocilizumabe 

(SCHULTZ; BERTONI; WINK, 2023). Parte dos efeitos positivos na utilização desta 

terapia celular pode ser creditada a um componente presente nas MSCs, o RNA 

circular (circRNA), que demonstrou contribuir para a reparação tecidual, angiogênese 

e proliferação celular, além de inibir genes associados à morte celular e fatores da 

cascata de coagulação (PAIM & WINK, 2022).  

     Entre outras possibilidades clínicas, destaca-se a aplicação de associação de 

MSCs com scaffolds na medicina regenerativa, utilizando biomateriais (NAASANI et 

al., 2023), biofilmes (VEDOVATTO et al., 2020), biovidro (RODRIGUES et al., 2019), ferro 

para dispositivos cardíacos (WERMUTH et al., 2021), entre outros materiais. Estes 

estudos indicam que as MSCs possuem uma alta capacidade de aplicação na 

medicina regenerativa.   

     Um dos mecanismos de ação das MSCs na aplicabilidade clínica está associado, 

em parte, à sua capacidade de produzir ADO no meio extracelular, um componente 

crucial na sinalização purinérgica que regula funções celulares e respostas imunes 

(GALGARO et al., 2021). Apesar dos avanços na consideração da via adenosinérgica 

como alvo terapêutico em várias patologias, seu papel nas funções terapêuticas das 

MSCs ainda não foi totalmente explorado.  

     Portanto, a investigação dos mecanismos envolvendo os nucleotídeos 

extracelulares, como a ADO, e o impacto dos produtos de sua degradação, como a 

INO, é de suma importância para o estabelecimento de terapias celulares com MSCs. 

Ainda, considerando que MSCs de diferentes origens possuem diferentes 
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capacidades de hidrólise dos nucleotídeos (GALGARO et al., 2023), a escolha do 

tecido de origem dessas células poderá influenciar no potencial regenerativo e, 

consequentemente, no sucesso da aplicabilidade clínica. Apesar da importância 

potencial, a compreensão detalhada dos efeitos da ADO e de produtos da sua 

composição, como a INO, na regulação da inflamação permanece limitada, tornando-

a uma área promissora para investigações mais aprofundadas. 

  

   2.3.2 SISTEMA PURINÉRGICO E A INOSINA  

 

      Dentro da vasta gama de moléculas envolvidas na sinalização purinérgica, a INO, 

um componente pouco explorado, poderia desempenhar um papel significativo na 

modulação dos efeitos inflamatórios. A INO é um nucleosídeo pertencente ao grupo 

das purinas, apresentando uma estrutura composta por uma molécula de hipoxantina 

(HIPO) ligada a uma ribose (SRINIVASAN; TORRES; RIBAS DE POUPLANA, 2021) 

(FIGURA 5). 

     A INO, formada pela desaminação da ADO, é liberada durante o metabolismo 

celular, tendo uma meia-vida in vivo mais longa que a ADO, de aproximadamente 15 

horas. Nos fluidos intersticiais, seus níveis basais, na faixa de micromolar, superam 

significativamente os da ADO. Durante condições como isquemia e sepse, os níveis 

de INO aumentam consideravelmente, chegando a superar 1 mM, persistindo por 

mais tempo que os da ADO (MOSER; SCHRADER; DEUSSEN, 1989; VIEGAS et al., 

2000). Em estados patológicos, os níveis de INO tornam-se significativamente mais 

elevados do que os da ADO, suscitando questões sobre o significado biológico 

dessas disparidades nas concentrações de nucleosídeos extracelulares em estados 

inflamatórios, cuja compreensão ainda não está completamente elucidada 

(WELIHINDA et al., 2016a).  

     A INO presente no ambiente extracelular ainda não possui função fisiológica 

totalmente definida. Entretanto sabe-se que ela é capaz de ativar os receptores P1, 

responsáveis originalmente pela sinalização da ADO. Alguns estudos vêm 

comprovando a sinalização da INO através dos receptores P1, sendo eles: A1 

(NASCIMENTO et al., 2010), A2A (JUNQUEIRA et al., 2017; WELIHINDA et al., 2018), A2B 

(WELIHINDA et al., 2016b) e A3 (JIN et al., 1997; SOARES et al., 2015a). Apesar de serem 

comumente uma única família, esses receptores atuam através do bloqueio ou 

liberação de AMPc, apresentando potenciais de ação com concentrações diferentes 
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e inclusive efeitos opostos na geração de AMPc. Os receptores A2A e A2B aumentam 

a sinalização por AMPc quando ativados, já os receptores A1 e A3 têm a função 

oposta, bloqueando a produção de AMPc quando ativados (GALGARO et al., 2021).  

      Além disso, estes receptores possuem afinidades diferentes para ADO, sendo 

respectivamente de maior afinidade a menor afinidade: A1 (1-10 nM), A2A (30 nM), 

A3 (100 nM) e A2B (1000 nM) (BOREA et al., 2018) (FIGURA 6).  Em relação à INO, 

observa-se que o receptor A1 apresenta maior afinidade, sendo ativado a partir de 

concentrações de 95 µM de INO. Os receptores A2B, A3 e A2A também apresentam 

afinidade pela INO, embora essa afinidade seja mais baixa, sendo ativados por 

valores de PKi acima de 300 µM, em ordem decrescente de afinidade (VALADA et al., 

2023).       

     Também já foi descrito o efeito da INO através de receptores A3, os quais foram 

ativados com concentrações de 50 e 100 µM em células C32 de melanoma (SOARES 

et al., 2015b). Já em um outro estudo em células CHO- K1 (Chinese Hamster Ovary 

type K1) a INO foi capaz de ativar os receptores A2A resultando na produção de AMP 

cíclico (cAMP) e principalmente na fosforilação das quinases reguladas por sinal 

extracelular-1 e -2 (ERK1/2), sendo a INO mais eficiente na ativação desta via. 

Curiosamente, a ADO apresentou a função contrária, ativando majoritariamente a 

produção de AMPc pelo receptor A2A, demonstrando as diferenças farmacológicas 

entre esses dois agonistas e possivelmente diferenças em outros mecanismos 

celulares ainda não elucidados (WELIHINDA et al., 2016).      
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FIGURA 5. Visão geral da degradação e formação de nucleosídeos da cascata purinérgica.  

A formação do AMP pode se dar através de duas vias distintas conhecidas como a cascata purinérgica 

e a síntese De Novo. Na síntese De Novo, o NAD+ oxidado é convertido em ADPR pela enzima CD38, 

e então, o ADPR é degradado em AMP pela ação da enzima CD203a. A outra via, a cascata 

purinérgica, envolve a degradação do ATP pelas ectonucleotidases (NTPDases). O AMP gerado por 

ambas as vias é subsequente convertido em adenosina (ADO) pela enzima Ecto-5-'nucleotidase 

(CD73). A adenosina, por sua vez, pode ser degradada em inosina (INO) através da ação da Adenosina 

Deaminase (ADA). A INO também pode ser produzida através da hidrólise do ácido inosínico (IMP) 

pela enzima CD73. A INO, por sua vez, é metabolizada em hipoxantina pela Purina Nucleosídeo 

Fosforilase (PNP). A hipoxantina pode então seguir dois caminhos: o primeiro envolve a ação da 

enzima Xantina Oxidase (XO), que degrada a hipoxantina em xantina e subsequentemente em ácido 

úrico. O segundo caminho compreende a reciclagem da hipoxantina através da ação da enzima 

Hipoxantina-guanina-fosforribosil transferase (HGPRT), resultando na formação de ácido inosínico 

(IMP). (Fonte: autoria própria) 
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       Na cascata purinérgica, a INO pode ser formada a partir de dois caminhos 

diferentes; a partir da degradação do ATP até ADO pelas enzimas Ectonucleotidases 

de 1 a 7 (NTPDases 1-7) e posteriormente até INO pela ação da enzima Adenosina 

Deaminase (ADA); ou a partir da enzima CD73 pela desfosforilação do ácido inosínico 

(IMP) (FIGURA 6) no meio intracelular (SCHULTZ; BERTONI; WINK, 2022).  

        Além da sua formação, a INO pode ser transportada para o interior celular 

através de transportadores de membrana (ENTs) (SOARES et al., 2015c), sendo 

posteriormente degradada a HIPO pela enzima purine nucleoside fosforilase (PNP), 

a qual degrada também guanosina em guanina, posteriormente podendo ser 

transformada também em HIPO (FIGURA 5 e 6). A HIPO pode então seguir sendo 

degradada pelas enzimas xantina oxidase (XO) até a formação de xantina e ácido 

úrico (GRUNEBAUM et al., 2020) ou ser reciclada pela enzima Hipoxantina-guanina 

fosforribosiltransferase (HGPRT), formando o ácido inosínico (IMP), o qual poderá se 

transformar novamente em INO através da desfosforilação pela CD73 (TASCA et al., 

2018).  

     A degradação total de nucleotídeos leva a formação final de ácido úrico ou 

formação de IMP como mostrado nas FIGURAS 5 e 6 . A enzima PNP também é 

responsável pela formação de guanina, a qual pode ser transformada em HIPO 

através da enzima Guanase (ALONSO‐ANDRÉS et al., 2018) ou transformada em 

xantina pela enzima Guanina desaminase (GIULIANI et al., 2016), como na FIGURA 6. 
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Figura 6. A liberação de INO começa pela degradação de adenosina em INO pela enzima Adenosina 

desaminase (ADA) intra e extracelular. A Inosina formada no meio extracelular pode entrar para a 

célula pela ação dos transportadores CNT e ENT ou agir nos receptores da família P1. Estes receptores 

podem tanto ser de alta afinidade (A1 e A2A) ou baixa afinidade (A2B e A3), possuindo a capacidade 

de ativarem (A2A e A2B) a enzima adenilato ciclase (AC) aumentando a concentração do mensageiro 

secundário AMPc, ou de inibirem (A1 e A3) a AC, reduzindo a quantidade de AMPc no citosol. Dentro 

da célula a INO formada ou transportada pode passar pela catalização da Purina Nucleosídeo 

Fosforilase (PNP) formando Hipoxantina. A PNP pode também hidrolisar a guanosina em guanina, a 

qual será transformada em hipoxantina pela enzima guanase. A hipoxantina intracelular pode então 

ser degradada a ácido Inosínico (IMP) pela enzima Hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase 

(HGPRT). Este IMP formado tanto pela HGPRT quanto pela do AMP em IMP pela enzima Adenosina 

Monofosfato Deaminase (AMPD) poderá ser então transformado novamente a INO pela CD73 ou ser 

finalmente degradado a xantina e ácido úrico pela Xantina Oxidase. (Fonte: autoria própria)  

 

     Nas células MSCs os receptores P1, aos quais a INO é responsiva, exercem 

influência na capacidade multipotente destas células. No contexto da osteogênese, a 

atividade da CD73 e a sinalização da ADO, sobretudo através do receptor A2B, 

promovem o comprometimento osteogênico. Na diferenciação condrogênica, é o 

receptor A2A que exerce influência predominante na estimulação deste processo de 

diferenciação. Por sua vez, a diferenciação das MSCs na linhagem adipogênica está 

principalmente associada ao receptor A1. Resumidamente, os receptores P1 
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desempenham um papel crucial na diferenciação das MSCs, também apresentando 

um papel positivo na proliferação das MSCs através da ativação dos receptores A1 e 

A2A. Ademais, também mostram um efeito inibitório sobre as células do sistema 

imunológico, suprimindo a proliferação, maturação, citotoxicidade e secreção de 

citocinas pró-inflamatórias por meio da ativação dos receptores P1 (GALGARO et al., 

2021).  

      Além disso, diversas patologias também demonstram o envolvimento da 

expressão e aumento de atividade da ADA, o qual resulta em acúmulo de INO, tal 

como artrite reumatoide, estando relacionada à gravidade do enrijecimento e dor 

nesta patologia (EL-SAID et al., 2022; SACCOL et al., 2019). Seu aumento também foi 

detectado em casos de tuberculose abdominal (ZHOU et al., 2022) e Doença de Still 

do adulto de início tardio (AOSD) (Doença inflamatória sistêmica de etiologia 

desconhecida) (XU et al., 2022), podendo inclusive ser utilizada como ferramenta de 

diagnóstico de ambas as patologias. Adicionalmente, defeitos herdados na expressão 

da ADA causam um subtipo de imunodeficiência combinada grave (SCID) (KOHN et 

al., 2019), presente em diversos tipos de câncer (ZHULAI et al., 2022), e correlacionada 

à presença de episódios epiléticos em casos de glioma (HUANG et al., 2015). 

Recentemente, em amostras de sangue de pacientes moderados de COVID-19, o 

agravamento do quadro foi correlacionada a uma elevação na expressão da ADA em 

plaquetas (DA SILVA et al., 2022). 

     Portanto, pode-se inferir que a INO poderia também ser capaz de modular muitas 

destas funções celulares e mecanismos patológicos. De fato, um dos poucos estudos 

sobre a INO em células não hematopoiéticas mostrou que, em fibroblastos, tanto a 

INO quanto o tratamento in vitro com a enzima ADA levaram à diminuição da 

proliferação destas células, agindo através do receptor A3 (HERMAN-DE-SOUSA et al., 

2020). 

      Ademais, nucleotídeos, nucleosídeos, enzimas e receptores purinérgicos podem 

apresentar variações na expressão em MSC de diferentes origens. Essas diferenças 

na expressão podem estar relacionadas às características específicas das MSC 

provenientes de diferentes tecidos, tornando o comportamento dessas células 

altamente dependente da sua origem e do microambiente tecidual circundante. Essas 

variações podem ter implicações significativas na resposta fisiológica e nas 

aplicações terapêuticas das MSC em diferentes contextos clínicos e de pesquisa 

(GALGARO et al., 2023; NAASANI et al., 2017).  
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2.3.3 INOSINA NO CONTEXTO INFLAMATÓRIO  

      Como mencionado no CAPÍTULO I, plaquetas de pacientes com COVID-19 

mostram maior atividade da ADA, o que poderia levar a concentrações sanguíneas 

mais elevadas de INO. Outras patologias também apresentam esse padrão, como a 

diabetes e a obesidade (YANG; LI; TAO, 2022). Outras doenças infecciosas, como: 

pneumonia viral e bacteriana, infecção por HIV, tuberculose extrapulmonar, pleurisia 

tuberculosa, peritonite, meningite, mononucleose infecciosa, febre tifoide e 

sarcoidose ativa crônica também estão associadas a uma alta atividade de ADA 

(SRIMADH BHAGAVATHAM; POTIKURI; SIVARAMAKRISHNAN, 2022).  

     De fato, a INO parece ter uma influência no ambiente inflamatório tal como 

infecções e hipóxia. Em alguns estudos a INO mostrou um efeito de redução nas 

espécies reativas de oxigênio (ROS) em MSC tratadas com meios enriquecidos com 

INO (CAMPOS‐MALDONADO et al., 2022), demonstrando também promoção do 

crescimento de axônios no trato corticoespinhal após acidente vascular cerebral e 

lesão focal no cérebro, aprimorando o resultado funcional após lesão cerebral 

traumática (DACHIR et al., 2014). Ademais, adipócitos humanos cultivados liberaram 

hipoxantina, com um aumento em sua secreção sob condições de hipóxia, indicando 

um possível uso da INO durante este processo (NAGAO et al., 2018).  

      Um fato importante é de que as células T efetoras têm a capacidade de empregar 

a INO como um substrato alternativo para manter o crescimento e a função celular na 

ausência de glicose in vitro, fornecendo substratos essenciais para as vias 

metabólicas centrais e a produção de ATP. Adicionalmente, a suplementação com 

INO potencializa a eficácia antitumoral tanto do bloqueio de checkpoints imunológicos 

quanto da transferência adotiva de células T em tumores sólidos com deficiência na 

metabolização da INO. Isso reflete na habilidade da INO em mitigar as restrições 

metabólicas impostas pelo tumor às células T (WANG et al., 2020), além de demonstrar 

capacidade de suprimir a liberação de citocinas inflamatórias por estas células 

(SHINOHARA; TSUKIMOTO, 2018). 
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3. HIPÓTESE 

 

     Diante da relevância da sinalização purinérgica na fisiologia do sistema 

imunológico e do reconhecido papel das MSCs como moduladoras do sistema imune, 

surge a indagação sobre a capacidade da INO de exercer uma ação 

imunomodulatória comparável à da adenosina e se estados inflamatórios, como a 

COVID-19, possam influenciar no equilíbrio do sistema purinérgico e 

consequentemente na potencialidade destas células.  Esta pesquisa fundamenta-se 

na possibilidade de a INO, de maneira semelhante à ADO, modular diversas funções 

das MSCs. Este estudo visa aprofundar nosso entendimento sobre o potencial 

imunomodulatório da INO nas MSCs, contribuindo assim para elucidar seus efeitos e 

abrir novas perspectivas na compreensão das interações entre a sinalização 

purinérgica e as MSCs no contexto do sistema imunológico. 

 

4. JUSTIFICATIVA  

    

   O estudo da INO nas MSCs é crucial devido a seu potencial na influência da 

regulação das vias de sinalização adenosinérgica, o que pode diretamente impactar 

na capacidade de diferenciação e imunomodulação dessas células. Apesar dos 

avanços na compreensão da influência da ADO nas MSCs, o conhecimento sobre a 

INO ainda é limitado. Esta lacuna é significativa pois a INO pode, através dos 

receptores P1, desempenhar um papel vital na migração, proliferação e 

direcionamento das MSCs para destinos específicos de diferenciação, como a 

formação de tecido ósseo, cartilaginoso ou adiposo. Uma compreensão mais 

profunda desses efeitos é crucial para o desenvolvimento de terapias celulares e 

regenerativas.                   

    Desvendar os mecanismos pelos quais a INO pode afetar o destino e a 

funcionalidade das MSCs pode otimizar a diferenciação dessas células ou regular o 

sistema imune em aplicações clínicas, oferecendo novas perspectivas para o 

tratamento de distúrbios relacionados aos tecidos ósseo, cartilaginoso e adiposo, bem 

como doenças autoimunes e inflamatórias com um foco mais preciso nas terapias 

celulares. O entendimento do impacto da INO presente nos microambientes teciduais 

ou liberado pelas MSCs pode ser, portanto, uma peça essencial para melhorar a 

saúde e a qualidade de vida através de terapias celulares. 
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5. OBJETIVO 

  

     Revisar os tratamentos utilizados para COVID-19 cujo racional terapêutico 

utilizado foi a sinalização purinérgica, bem como investigar o papel da INO na 

influência da capacidade de imunomodulação, adesão, migração e proliferação nas 

MSCs de diferentes tecidos de extração.  
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5.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

5.1.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS CAPÍTULO 1 

1. Explorar a interconexão entre o sistema purinérgico, a presença da INO e 

seu impacto em contextos inflamatórios, como na COVID-19; 

2. Definir quais fármacos utilizados no tratamento da COVID-19 tem 

mecanismo de ação através do sistema purinérgico;  

3. Elucidar quais fármacos que utilizam a via purinérgica são mais eficientes 

e mais promissores no tratamento da COVID-19;  

5.1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS CAPÍTULO 2  

1. Cultivar e expandir culturas primárias de MSCs de tecido adiposo, cordão 

umbilical e polpa de dente; 

2. Caracterizar as células MSC expandidas através de ensaios de 

diferenciação e expressão imunofenotípica de marcadores de membrana 

específicos para células MSC; 

3. Caracterizar a expressão imunofenotípica de marcadores de membrana 

para as enzimas ADA, CD26 e PNP nas MSC; 

4. Analisar o efeito de migração pelo método de scratch e análise estatística 

com tratamento com diferentes concentrações de INO;  

5. Analisar o efeito na proliferação celular em MSC com o tratamento de 

diferentes concentrações de INO;  

6. Analisar a adesão em células MSC após o tratamento com diferentes 

concentrações de INO;  
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6. CAPÍTULO 1.  

SINALIZAÇÃO PURINÉRGICA: UMA ABORDAGEM FARMACOLÓGICA NA 

MODULAÇÃO E TRATAMENTO DE PROCESSOS INFLAMATÓRIOS, COM 

ENFOQUE NA COVID-19 

 

    O artigo de revisão intitulado “A Systematic Review of the Role of Purinergic 

Signalling Pathway in the Treatment of COVID-19” foi publicado em 26 abril de 2023 

na revista International Journal of Molecular Sciences, de fator de impacto 5.6, e 

obteve duas citações até o momento. Este artigo teve como objetivo aprofundar o 

entendimento do sistema purinérgico e seu potencial farmacológico, com ênfase nos 

estados inflamatórios do corpo humano, como aqueles observados na COVID-19. 

Embora a pandemia de COVID-19 não tenha sido o foco central desta dissertação, é 

importante destacar que a união de esforços da comunidade acadêmica 

desempenhou um papel crucial na resposta à pandemia. Este estudo foi conduzido 

com a intenção de fornecer uma contribuição significativa à comunidade durante esse 

período histórico e emergencial, refletindo o compromisso da comunidade acadêmica 

em abordar desafios críticos de saúde global na atualidade para atender as 

necessidades da população. 
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7. CAPÍTULO II.  
POTENCIAL IMUNOMODULATÓRIO E DE MODULAÇÃO DE FUNÇÕES 
CELULARES DA INOSINA EM CÉLULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS (MSCs) 
DE DIFERENTES TECIDOS DE EXTRAÇÃO  
 

     Esse capítulo apresenta dados em preparação para futuro artigo científico, onde 

serão investigados o potencial de formação de INO por MSCs obtidas de diferentes 

tecidos humanos, bem como a correlação com a expressão gênica e proteicas das 

enzimas purinérgicas, avaliando seu possível efeito na capacidade de proliferação, 

adesão, migração e potencial na imunomodulação das MSCs.  
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7.1 METODOLOGIA 

 

7.1.1 COMITÊ DE ÉTICA  

 

   As extrações das células estromais mesenquimais de tecido adiposo foram feitas 

no Laboratório de Biologia Celular no projeto aprovado pelo comitê de ética, 

PARECER Nº 3.734.612 (ANEXO 1) do projeto Pesquisa Isolamento de células a 

partir de material de descarte humano para estudos em medicina (UFCSPA). As 

células de tecido de polpa de dente decíduo e tecido de cordão umbilical foram obtidas 

por uma parceria com a empresa HEMOCORD, sendo os projetos aprovados pelo 

comitê de ética, PARECER Nº 4.671.107 (Unisinos) e PARECER Nº 3.824.230 

(Instituto de Cardiologia do RS) (ANEXOS 2 e 3).  

 

7.1.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

7.1.2.1 EXTRAÇÕES DAS MSCS  

      As células de polpa de dente (PD) e de tecido de cordão umbilical (TCU) 

foram fornecidas em parceria com a empresa Hemocord (site disponível em: 

https://hemocord.com.br/), que realizou as extrações de células humanas e 

parte das caracterizações. 

       As amostras de células de tecido adiposo (ADSCs) foram extraídas do 

tecido de pacientes submetidos a cirurgia de abdominoplastia no Hospital 

Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre. O material foi tratado com 

colagenase tipo I (250 U/mg, 1 mg/mL) a 37 °C por 30 minutos com agitação, 

conforme descrito anteriormente por nosso grupo de pesquisa (NAASANI et al, 

2022).  

      A reação enzimática foi interrompida com DMEM Low Glicose, contendo 

10% de FBS (soro fetal bovino) e 1% de penicilina/estreptomicina. 

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 600 × g por 10 minutos e 

o sobrenadante foi removido. O pellet resultante foi suspenso em uma solução 

de lise de eritrócitos (150 mM NH4Cl, 10 mM NaHCO3 e 1 mM EDTA) com 

agitação mecânica por 15 minutos à temperatura ambiente, centrifugada, 

plaqueadas em placas de 6 poços e cultivadas até atingir alta confluência. 

 

https://hemocord.com.br/
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7.1.2.2 CARACTERIZAÇÕES DAS MSCS 

      Parte das caracterizações foram feitas em parceria com a empresa 

HEMOCORD. Foi analisada por citometria de fluxo a positividade populacional 

das células pelos marcadores CD73+, CD90+ e CD105+. Foram também 

analisadas pela capacidade de diferenciação em adipócitos, condrócitos e 

osteócitos.  

 

7.1.2.3 CULTURA CELULAR  

     As células foram mantidas em frascos de cultura com meio Dulbecco 

modification of Minimum Essential Media (DMEM) suplementado com Soro 

Fetal Bovino (SFB) e antibióticos em estufa úmida com 5% de CO2 à 

temperatura de 37ºC. O meio de cultura foi trocado a cada 48-72 horas, sendo 

as células tripsinizadas com Trypsin EDTA (0,2 EDTA/0,25g tripsina) sempre 

que atingida uma confluência de 90%. 

 

7.1.2.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA E GRÁFICOS  

     Os gráficos e análises estatísticas foram realizados no programa GraphPad 

Prism 8.0.2, com dados expressos como a média ± erro padrão. Para 

citometria, adesão, migração e proliferação os dados foram analisados 

estatisticamente por ANOVA de uma via, enquanto para a análise de migração 

foi utilizada ANOVA de duas vias, seguida por teste post hoc de Tukey. 

Diferenças entre os valores médios foram consideradas significativas quando 

p < 0,05.  

 

7.1.2.5 CONCENTRAÇÕES DE INOSINA  

     Foram escolhidas diferentes concentrações de INO com base na média dos 

valores de afinidade conhecida destes receptores a INO (VALADA et al., 2023), 

sendo as células testadas para os valores de 0 uM (Controle), 10 uM, 50 uM, 

100 uM e 200 uM em ensaios de migração, adesão e proliferação. 

 

7.1.2.6 CITOMETRIA DE FLUXO 

As citometrias foram realizadas após a tripsinização, contagem e 

separação de 3 x 105 células por tubo. Foram então fixadas com 
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Paraformaldeído 4% por 30 minutos sendo homogeneizadas a cada 10 

minutos. Foram então incubados cada poço individualmente com os anticorpos 

PNP (PA5-79839 Invitrogen), ADA (MA2607 Invitrogen) e CD26 (MA5-33006 

Invitrogen) na concentração de 2 ug/mL por no mínimo 12 horas, sendo depois 

incubadas com os anticorpos secundários de Anti-Rabbit Alexa 488 para os 

tubos controle e anticorpo PNP, e anticorpo secundário Anti-Mouse Alexa 488 

para as enzimas ADA e CD26 por 1 hora. As células foram analisadas no 

citômetro FACSCalibur BD e plotadas nos gráficos pelo software Flowing 

Software versão 2.5.1.   

 

7.1.2.7 ENSAIO DE MIGRAÇÃO 

     Foram plaqueadas 20 mil células por poço de cada um dos três tipos 

celulares em placas de 24 poços, sendo o meio de incubação trocado a cada 

2 dias até atingir pelo menos 90% da confluência. O meio de incubação foi 

trocado para o meio com 2% de SFB 24 horas antes do experimento para evitar 

a proliferação celular. Retirado o meio, foi adicionado PBS 1X e realizado o 

risco verticalmente, posteriormente foi retirado o PBS e adicionados os meios 

de incubação a 2% SFB, com as respectivas concentrações de: controle (0 

uM), INO 10 uM, INO 50 uM, INO 100 uM e INO 200 uM. As fotos foram 

realizadas nos tempos 0, 6, 12 e 24 horas no equipamento EVOS e 

posteriormente foi feita a análise das imagens pelo programa ImageJ. 

 

7.1.2.8 ENSAIO DE ADESÃO CELULAR 

Foram plaqueadas 20 mil células por poço em placas de 96 poços com 

meio de incubação nas concentrações de 0 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM e 200 

uM por uma hora. Posteriormente o meio de incubação foi retirado e lavado 

com PBS 1X, sendo as células fixadas com paraformaldeído a 4% e incubadas 

por 10 minutos. O fixador foi retirado, as células lavadas com PBS1X e então 

foram adicionados 100 uL de Cristal violeta a 0,5 % diluído em metanol 20% e 

incubado por 10 minutos. Após esta incubação as células foram lavadas 

novamente com PBS 1X e adicionados 100 uL por poço de ácido acético 10%. 

Posteriormente, foi realizada a leitura da placa por densidade óptica em 570 

nm no espectrofotômetro SpectraMax M2e (Molecular Devices)(BECKENKAMP 

et al., 2019).  
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7.1.2.9 ENSAIO DE PROLIFERAÇÃO CELULAR 

Foram plaqueadas 10 mil células por poço em   placas de 24 poços.      Após a 

adesão celular (24 horas) foram adicionados os meios de incubação com as 

concentrações de INO: controle (0 uM), INO 10 uM, INO 50 uM, INO 100 uM e 

INO 200 uM. Os meios foram trocados a cada 48 horas até atingir o tempo de 

6 dias de tratamento. Subsequentemente, cada poço foi tripsinizado e as 

células contadas com azul de tripan em câmara de Neubauer. As contagens 

celulares foram então analisadas pelo software GraphPad Prism 8.0.2.  

 

7.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

     As informações apresentadas neste trabalho permanecem em fase de 

desenvolvimento, haja visto a necessidade de ampliação do tamanho amostral e 

finalização de experimentos como RT-PCR. Nesse contexto, prevê-se que tais dados 

em processo de desenvolvimento culminarão no desfecho do primeiro capítulo da 

tese de doutorado.  

 

7.2.1 CARACTERIZAÇÃO DAS MSC DE DIFERENTES TECIDOS DE EXTRAÇÃO  

     Inicialmente, realizou-se a caracterização das MSCs, uma vez que um dos focos 

deste estudo é a comparação destas células extraídas de diferentes tipos de tecido. 

As análises de imunofenotipagem, através de citometria de fluxo, confirmou a 

caracterização das células utilizadas nesse estudo como MSCs, pela positividade 

populacional pelos marcadores CD90+, CD73+ e CD105+ (FIGURA 7).  
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FIGURA 7. Caracterização por ensaio de citometria de fluxo com os marcados positivos para Células 

Estromais Mesenquimais (MSC) CD73+, CD90+ e CD73+ para as células extraídas de tecido adiposo 

(ADSC) (A, B e C), de tecido de cordão umbilical (TCU) (D, E e F) e de Polpa de Dente (PD) (F, G e 

H).  

 

Posteriormente, confirmou-se a capacidade multipotente de diferenciação celular 

para tecidos mesodérmicos, demonstrando que as MSCs dos diferentes tecidos 

podiam se diferenciar em adipócitos, condrócitos e osteócitos (FIGURA 8). Concluiu-

se então que as células ADSC, PD e TCU são de fato MSCs.  
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FIGURA 8. As células extraídas do tecido adiposo (ADSC) em aumento de 10x (J) e diferenciadas em 

condrócitos (A), adipócitos (D) e osteócitos (G). As células de Tecido de Cordão Umbilical (TCU) em 

aumento de 10x (K) e diferenciadas em condrócitos (B), adipócitos (E) e osteócitos (H). As células de 

Polpa de Dente (PD) em aumento de 10x (L), diferenciadas em condrócitos (C), adipócitos (F) e 

osteócitos (I). 
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7.2.2 EXPRESSÃO PROTEICA DAS ENZIMAS ADA, CD26 E PNP DAS CÉLULAS 

DE TECIDO ADSC, TCU E PD       

 

   Sabe-se que a INO é gerada pela enzima ADA, a qual é ancorada à proteína CD26, 

envolvida na regulação da atividade enzimática e depuração de níveis excessivos de 

ADO (GALGARO et al., 2021). Para que pudéssemos investigar a ação da INO nestas 

células foi necessário antes verificar a presença destas enzimas e proteínas nestas 

populações celulares. Desse modo, foi realizado citometria de fluxo com anticorpos 

para as enzimas ADA, CD26 e PNP, esta última enzima responsável pela degradação 

da INO em hipoxantina no meio intracelular (FIGURAS 9-14).  

    A partir dos resultados obtidos até o momento, observou-se que as MSCs 

apresentaram alta taxa de expressão proteica das enzimas ADA, CD26 e PNP em 

quase todos os três tipos celulares analisados por citometria de fluxo. O tecido PD 

(Polpa de Dente) foi o que apresentou a maior porcentagem de células positivas (% 

positive population). As citometrias foram feitas com um N amostral de 2 tecidos 

distintos, exceto na enzima PNP nas ADSC, a qual possui apenas um N amostral. 

     Nas ADSCs, a média da porcentagem de população positiva para ADA foi de 68,33 

± 1,91. Para CD26 a média foi de 32,92 ± 28,23. Como para esta célula só foi obtido 

um N amostral para a enzima PNP, não foi possível calcular o desvio padrão, ficando 

a média final de porcentagem de população positiva em 73,09%. Nas células de TCU, 

a média da porcentagem de população positiva para a ADA foi de 86,94 ± 3,44. Para 

CD26 a média foi de 81,65 ± 5,73. Para a PNP, 79,61 ± 1,00. Nas células PD a média 

foi de 86,78 ± 8,33 para a ADA, 88,77 ± 1,62 para CD26 e 93,68 ± 0,08 para PNP 

(FIGURA 9 - 14).  

    Nas análises da Média de Intensidade de Fluorescência (MFI), houve maior 

variabilidade dentro do N amostral de cada tipo celular. Para as ADSC, o MFI para 

ADA foi de 167,35 ± 56,37. Para CD26 a média foi de 138,77 ± 71,56. Já no único N 

amostral para PNP a média foi de 218,70. Nas células de TCU, o MFI para ADA ficou 

em 307,29 ± 200,55; 207,60 ± 146,66 para CD26 e 246,22 ± 75,51 para PNP. Já nas 

PD, o MFI para ADA foi de 131,01 ± 30,55; 115,58 ± 16,85 para CD26 e 259,47 ± 

39,30 para PNP (FIGURA 9 - 14). 
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FIGURA 9.  Histograma das citometrias realizadas para as enzimas ADA, CD26 e PNP com o anticorpo 

secundário Alexa 488 nas ADSC (n amostral = 2 para ADA e CD26) (n amostral = 1 para PNP).  

 

FIGURA 10.  Histograma das citometrias realizadas para as enzimas ADA, CD26 e PNP com o 

anticorpo secundário Alexa 488 nas células de TCU (n amostral = 2 para ADA, CD26 e PNP).  
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FIGURA 11. Histograma das citometrias realizadas para as enzimas ADA, CD26 e PNP com o 

anticorpo secundário Alexa 488 nas PD (n amostral = 2 para ADA, CD26 e PNP).  

  

 

FIGURA 12. Expressão da porcentagem populacional e da média (MFI) para a enzima ADA nas MSC 

de tecido adiposo (ADSC), tecido de cordão umbilical (TCU) e de polpa de dente (PD). O teste 

estatístico utilizado foi o Two-way ANOVA com Tukey Post Hoc. 
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FIGURA 13. Expressão da porcentagem populacional visível e da média de intensidade de 

fluorescência média (MFI) para a enzima CD26 nas MSC de tecido adiposo (ADSC), tecido de cordão 

umbilical (TCU) e de polpa de dente (PD). O teste estatístico utilizado foi o Two-way ANOVA com 

Tukey Post Hoc. 

FIGURA 14. Expressão da porcentagem de população positiva e da média de intensidade de 

fluorescência média (MFI) para a enzima PNP nas MSC de tecido adiposo (ADSC), tecido de cordão 

umbilical (TCU) e de polpa de dente (PD). O teste estatístico utilizado foi o Two-way ANOVA com 

Tukey Post Hoc.  
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    O MFI obtido das enzimas ADA e CD26 nas MSCs a partir de ADSC e PD 

apresentaram valores de média menores quando comparado às MSCs de TCU 

(FIGURA 13 e 12). Porém, para a expressão da enzima PNP, o tecido PD apresentou 

o maior valor de média encontrado, havendo diferença estatística na média da 

porcentagem de visibilidade populacional, quando comparado aos tecidos TCU e 

ADSC analisados (FIGURA 14). 

     De forma contrastante, as ADSC apresentaram a menor média na porcentagem 

da visibilidade populacional na análise de todas as enzimas quando comparadas aos 

tecidos PD e TCU. Entretanto, ADSC apresentou uma média maior de MFI das 

enzimas ADA e CD26 quando comparadas com a PD. Porém a ADSC obteve uma 

média menor comparada às células de TCU. É importante destacar que os dados 

apresentados estão em processo de conclusão, e, portanto, o tamanho da amostra 

está sujeito a aumentar. Esse incremento potencial pode ter impacto significativo nos 

resultados estatísticos, sendo fundamental considerar as futuras adições ao conjunto 

de dados para uma análise mais abrangente e confiável. 

     Tais resultados condizem com a diferença de expressão de mRNA analisados 

comparando ADSC e mesenquimais de Cordão Umbilical (UC-MSC) que se equipara 

às células de TCU mostradas em um estudo recente, no qual Galgaro et al mostraram 

que as ADSC apresentam menor expressão da enzima ADA quando comparadas 

com a UC, onde os níveis da expressão de CD26 foram equivalentes (GALGARO et 

al., 2023).  

 

 

7.2.3 EFEITO DA INO NA CAPACIDADE DE ADESÃO E PROLIFERAÇÃO 

CELULAR DE DIFERENTES TECIDOS DE EXTRAÇÃO  

      Com a confirmação da presença e expressão das enzimas nestes tecidos, o 

próximo passo foi então testar o efeito da INO na capacidade de adesão e proliferativa 

das MSCS. Foram comparadas a capacidade de adesão das células ADSC, TCU e 

PD nas concentrações de 0 uM (Controle), 10, 50, 100 e 200 uM de INO durante uma 

hora, sendo analisadas conforme metodologia descrita acima. Os testes foram feitos 

com uma única amostra de cada tipo celular, com um N amostral de 2 realizados em 

dias diferentes para cada tipo celular.   

    No ensaio de adesão, o tratamento das células TCU nas concentrações de 10 e 50 

uM levaram a um aumento significativo da capacidade de adesão das células em 
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comparação às células não tratadas. Por outro lado, nas células PD, as 

concentrações de 100 e 200 uM de INO tiveram o efeito contrário, diminuindo      

significativamente a capacidade de adesão celular em comparação às células 

controle. Nas células ADSC, apesar de um pequeno aumento na capacidade de 

adesão, não foi observada diferença estatística entre as diferentes concentrações de 

INO (FIGURA 15).  

 

FIGURA 15. Ensaios de adesão realizados em uma amostra de cada tecido, em duas replicatas, 

realizados em dias distintos. O teste estatístico utilizado foi o Two-way ANOVA com Tukey Post Hoc.  

 

     Outro resultado interessante foi a grande diferença na capacidade inerente de 

adesão celular apresentada pelas células analisadas. Comparando os grupos 

controles de cada célula é possível notar que a ADSC possui uma capacidade de 

adesão muito maior quando comparada às células de TCU e PD, respectivamente. 

As células TCU também possuem melhor capacidade de adesão quando comparadas 

às PD, indicando diferenças intrínsecas entre as distintas fontes teciduais.   

   No ensaio de proliferação celular o tratamento com diferentes concentrações de 

INO não mostrou diferença significativa na capacidade proliferativa de nenhum dos 

três tipos celulares (FIGURA 16). Comparando com a literatura, em um estudo com 

fibroblastos, o tratamento das células com a INO e com a enzima ADA levaram à 

diminuição da proliferação destas células (HERMAN-DE-SOUSA et al., 2020).   
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FIGURA 16. Ensaio de proliferação realizado em uma amostra de cada tecido, com um N amostral de 

1 ensaio realizado. O teste estatístico utilizado foi o Two-way ANOVA com Tukey Post Hoc.  

 

     Assim como no ensaio de adesão, os testes realizados nesta dissertação indicam 

que as diferentes células mostraram diferenças intrínsecas na capacidade 

proliferativa destas células a partir de diferentes tecidos. As células PD apresentaram 

maior capacidade proliferativa quando comparadas aos controles com as células TCU 

e ADSC, respectivamente. Essa diferença estatística também foi notada na 

comparação das células ADSC e TCU, onde a ADSC apresentou uma maior 

proliferação. 
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7.2.4 DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE INOSINA AFETAM A CAPACIDADE 

MIGRATÓRIA NAS MSCS PROVENIENTES DE DIFERENTES TECIDOS DE 

EXTRAÇÃO  

    Apesar da INO não afetar a capacidade proliferativa nas MSC, os ensaios de 

migração mostraram uma diminuição na capacidade migratória destas células no 

tempo de 24h.  Nas células ADSC, o efeito migratório foi reduzido a partir das 

concentrações de 50 uM, afetando também a concentração de 100 uM no mesmo 

nível de significância (FIGURA 17). Na concentração de 200 uM houve uma 

diminuição significativa ainda maior na migração das ADSC em 24 horas de 

experimento. Nas MSCs TCU e PD (FIGURA 17), apesar de visualmente haver uma 

diminuição na migração gradativa conforme o aumento de INO, não houve diferença 

significativa entres os grupos de tratamento em 24 horas de experimento.  

     Mesmo com escassez de estudos sobre a INO nas MSCs, observou-se o efeito de 

potencial regenerativo em outra pesquisa, a qual utilizou peixe-zebra. Nesse estudo, 

a depleção de receptores de ADO, como A1, A2A e A2B, e de enzimas desaminases, 

como a ADA, teve um impacto significativo no processo de reparo, influenciando a 

migração celular. A interferência na atividade da ADA apresentou efeitos sinérgicos 

em concentrações baixas. Esses resultados corroboram com a participação da 

sinalização de INO no processo de reparo, indicando que a sinalização dependente 

de nucleotídeos desempenha um papel crucial nas respostas migratórias imediatas 

após uma lesão tubular (GESSLER et al., 2022). Desse modo, podemos inferir que a 

INO tem o potencial de interferir nesse processo, sendo necessário o teste com 

antagonistas dos receptores P1 e da enzima ADA, além de testar a migração com 

maiores concentrações de INO.  
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FIGURA 17. ENSAIO DE MIGRAÇÃO. A. Migração nas ADSCs feito com apenas uma amostra do 

tecido com um N amostral de uma análise. B. Ensaio de migração na PD feito com apenas uma 

amostra do tecido com um N amostral de uma análise. C 19. Ensaio de migração na TCU feito com 

apenas uma amostra do tecido com um N amostral de uma análise. O teste estatístico utilizado foi o 

Two-way ANOVA com Tukey Post Hoc. 
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7.2.5 INOSINA NA CAPACIDADE MULTIPOTENTE DAS MSCS  

    Embora ainda não tenham sido conduzidos experimentos para explorar 

detalhadamente as interações entre as MSCs e a INO, é crucial destacar que a 

influência dessa molécula na diferenciação celular é uma das áreas mais estudadas 

no contexto de potencial de regeneração celular das MSC. No presente relato, 

abordarei as descobertas e perspectivas presentes na literatura científica até o 

momento, proporcionando uma visão abrangente sobre o papel potencialmente 

crucial da INO nas MSCs na capacidade de diferenciação celular.  

 

7.2.6 INOSINA NA DIFERENCIAÇÃO ADIPOGÊNICA  

      A capacidade de diferenciação adipogênica das MSCs é uma das principais 

características da multipotência destas células, na qual a INO apresenta uma grande 

influência nos mecanismos envolvidos na construção do tecido adiposo, tornando-se 

um foco de estudo em condições patológicas relacionadas ao aumento de peso. Em 

alguns estudos foi observado um aumento na atividade da ADA sérica em pacientes 

obesos e diabéticos, mostrando uma possível influência da INO em outras condições 

patofisiológicas relacionadas à homeostase do tecido adiposo (YANG; LI; TAO, 2022).  

      Esta influência já foi comprovada por diversos estudos in vitro e in vivo, tal como: 

na incubação de adipócitos de ratos ou adipócitos isolados com altas concentrações 

de teofilina (capítulo 1), inibidora dos receptores P1, resulta em diminuição da 

atividade da lipoproteína lipase (LPL), enquanto a adição de ADO aumenta a forma 

intracelular da LPL. Notavelmente, o aumento causado pela adenosina é atribuído à 

INO, gerada pela quebra da ADO endógena pela ADA (BOURDEAUX et al., 1982).  

      A INO liberada por adipócitos marrons (células de gordura especializadas que 

possuem mitocôndrias abundantes com funcionalidade na termogênese) durante a 

apoptose desempenha um papel crucial na ativação fisiológica do tecido adiposo 

marrom. Em um estudo com camundongos, os adipócitos marrons tiveram a ativação 

através dos receptores P1 pela INO, estimulando a expressão do programa 

termogênico por meio da sinalização de cAMP e proteínas como PKA, p38, SIK2, 

CRTC3 e CREB. O transportador ENT1 regula os níveis de INO extracelular e sua 

deficiência promove a diferenciação de adipócitos brancos em adipócitos marrons. 

Neste estudo, ao aumentar as concentrações de INO in vivo por injeção e por inibição 

da ENT1, foi observado um aumento no gasto de energia, protegendo contra a 

obesidade induzida por dieta. Esses efeitos positivos da INO também foram 
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observados em adipócitos humanos, enfatizando seu potencial terapêutico na 

regulação do metabolismo e na resistência à obesidade (NIEMANN et al., 2022).  

    Apesar disso, outros artigos também citam a possível participação da INO em vias 

metabólicas durante o estresse celular ativando o receptor A1, inibindo a lipólise, 

reduzindo os níveis circulantes de ácidos graxos livres e promovendo o acúmulo 

desses ácidos graxos nos tecidos (MERIÑO et al., 2017). Entretanto, o tratamento in 

vivo com ervas naturais como Mori Folium e Curcumae Rhizoma, fitoterápicos 

capazes de inibir a atividade da ADA (TURK et al., 2023) podem ajudar a ressaltar o 

papel da INO na capacidade adipogênica das MSC. O tratamento com Mori folium em 

camundongos mostrou uma diminuição na progressão da obesidade (KIM et al., 2023). 

Em MSC de ratos, o tratamento com Curcumae Rhizoma mostrou aumento na 

capacidade de osteogênese e diminuição da capacidade adipogênica (YANG et al., 

2012).  

 

7.2.7 INOSINA NA DIFERENCIAÇÃO CONDROGÊNICA E OSTEOGÊNICA 

  Ainda relatando os efeitos da Curcumae Rhizoma nas MSCs, outros estudos 

mostraram que, além de diminuir a adipogênese (YANG et al., 2012), a Curcumae 

Rhizoma foi capaz de aumentar a capacidade de diferenciação osteogênica (KHEZRI 

et al., 2021; SAMIEI et al., 2021). 

   Além disso, o tratamento de condrócitos com a enzima ADA resultou em um 

aumento na mortalidade dessas células e um aumento nos marcadores de 

diferenciação em osteoclastos, que são células encarregadas da degradação da 

matriz óssea. Esse efeito foi contrabalançado pelo tratamento com EHNA, um inibidor 

seletivo da ADA. Além disso, a exposição à ADA resultou em um aumento na 

expressão dos receptores A1 e A3, que desempenham um papel crucial na inibição 

da produção de AMPc (BHAGAVATHAM et al., 2021). Portanto, podemos inferir que 

uma hipótese possível seria a existência de um mecanismo de feedback negativo, 

onde o aumento do substrato leva a um aumento na expressão desses receptores, 

visando bloquear a ação do aumento de INO no meio extracelular.  

    Ademais, em patologias importantes que afetam a condrogênese, como a artrite 

reumatoide (RA), a ADA estimula a produção de citocinas inflamatórias, incluindo o 

fator de necrose tumoral alfa (TNFα), o fator de crescimento transformador beta 

(TGFβ) e o interferon gama (IFNγ), podendo resultar em uma inflamação sistêmica. 

Além disso, a ADA leva ao impedimento de MSCs na diferenciação em osteoblastos, 
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além da redução da mineralização óssea (SRIMADH BHAGAVATHAM; POTIKURI; 

SIVARAMAKRISHNAN, 2022).  

  

7.2.8 INOSINA NO CONTEXTO INFLAMATÓRIO  

     Em estudos recentes do nosso grupo de pesquisa, foi mostrado que MSC ADSC 

apresentam uma menor expressão da ADA quando comparada com células MSC de 

derme e de cordão umbilical. Apesar da menor expressão de ADA, as células ADSC 

apresentaram a maior atividade de hidrólise da ADO e consequente maior acúmulo 

da INO extracelular (GALGARO et al., 2023).  

   Especificamente, observou-se nestes experimentos que as MSCs reagem de 

maneira diferenciada diante das concentrações variadas de INO. Um aspecto 

intrigante dos experimentos realizados nesta dissertação é a influência da INO na 

adesão celular. Concentrações mais baixas de INO foram associadas a uma 

diminuição na adesão nas células TCU, enquanto, de maneira contrastante, nas 

células PD apenas concentrações mais elevadas conduziram a uma redução 

significativa na adesão. Essa disparidade de respostas ressalta a complexidade da 

interação entre a INO e os diferentes tipos celulares, apontando para a necessidade 

de uma investigação mais aprofundada para elucidar os mecanismos subjacentes a 

essas variações.     

   De fato, para que possamos confirmar estas hipóteses, se faz necessário a 

repetição destes experimentos em condições anormais e de irregularidade celular, 

como de hipóxia, além da análise da expressão genômica das enzimas (CD73, ADA, 

PNP, HGPRT, ENT e CNT) e receptores destas células (A1, A2A, A2B, A3, P2X e 

P2Y).  
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8. CONCLUSÃO  

 

    No capítulo I foi abordada a sinalização purinérgica, envolvendo enzimas e 

receptores específicos, e apresentando potenciais alvos farmacológicos promissores 

no contexto da COVID-19. Podemos concluir até o momento que moduladores como 

cangrelor e ticagrelor, direcionados ao receptor P2Y12, mostram-se promissores para 

evitar eventos hemorrágicos, enquanto o receptor P2X3 é considerado um alvo 

promissor para aliviar sintomas de tosse. O receptor P2X7 emerge como uma 

promissora opção para reduzir a inflamação, associada à ativação do inflamassoma 

NLRP3. Efeitos específicos em enzimas, como CD39 e CD73, destacam-se como 

considerações críticas, havendo a necessidade de equilíbrio para evitar impactos 

adversos na resposta imunológica. Enquanto isso, a modulação do receptor A2A com 

substâncias como istradefilina e regadenoson apresenta potencial para influenciar 

positivamente os neutrófilos e o processo inflamatório.  

         Até o momento, os resultados observados indicam uma influência significativa 

da INO em diversos tipos celulares, revelando respostas distintas em relação às 

diferentes concentrações da substância. Considerando-se o envolvimento do sistema 

purinérgico na modulação de respostas inflamatórias, como a COVID-19, os efeitos 

observados da INO nas experimentações de migração celular e sua potencial 

influência na proliferação celular nas MSC de diferentes tecidos, faz-se necessário 

repeti-los em condições “desafiadoras” às células, tal como  hipóxia e sob a presença 

de moléculas que induzem a inflamação, para então se analisar as expressões 

genômica dessas enzimas e receptores, de forma a proporcionar uma compreensão 

mais aprofundada do papel da INO nesse contexto. 

      Durante o desenvolvimento deste trabalho, podemos observar que as células 

derivadas dos diferentes tecidos apresentaram características distintas, tais como: 

capacidade proliferativa, capacidade de migração, tamanho celular e capacidade de 

adesão. Além disso, também apresentaram características distintas na viabilidade 

celular após o congelamento e na resistência à diminuição de nutrientes no meio de 

cultivo, no qual as células de Polpa de Dente (PD) apresentaram maior vantagem em 

comparação com tecido adiposo (ADSC) e tecido de cordão umbilical (TCU).   

   Apesar de tais características ainda precisarem ser confirmadas e analisadas em 

ensaios pré-clínicos de terapias celulares, são de alta importância para o 

desenvolvimento e aplicação de futuras terapias. As características apresentadas 
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pelas MSCs extraídas de polpa dentária são vantajosas quando se considera a 

produção em larga escala. Isso porque essas células são facilmente isoladas de 

dentes de leite e dentes extraídos em ambulatórios odontológicos, sendo desse modo 

um meio muito mais acessível e abrangível à população geral. Outro fato importante 

das PDs é que, diferentemente das ADSCs e TCUs, onde a disponibilidade de tecidos 

para extração está limitada a certas condições fisiológicas e financeiras, as PDs 

podem ser isoladas de pacientes de diferentes idades e condições de saúde, podendo 

servir para futuros estudos comparativos de uma infinidade de parâmetros. Desse 

modo, torna-se fundamental a continuidade e implementação de extrações de PD 

para este estudo, bem como o desenvolvimento de futuros projetos de pesquisa sobre 

MSCs nos quais suas propriedades terapêuticas devem ser testadas e comparadas 

com células isoladas dos outros tecidos humanos disponíveis para coleta nos 

hospitais. 

 

9. PERSPECTIVA  

 

● Analisar e comparar a expressão gênica e proteica das enzimas CD73, 

adenosina desaminase (ADA) e Pirimidina-nucleosídeo fosforilase (PNP) 

nas MSCs derivadas de diferentes tecidos humanos;  

● Quantificar a liberação de inosina e hipoxantina em células MSCs por 

HPLC; 

● Analisar a expressão gênica dos receptores P1 nas diferentes MSCs; 

● Analisar o efeito de migração, proliferação celular e adesão em células 

MSC após o tratamento com diferentes concentrações de inosina em 

condições inflamatórias e/ou de hipóxia.   

● Analisar o efeito imunomodulatório da inosina e hipoxantina nas MSCs 

através do co-cultivo com linhagem de linfócitos; 

● Analisar o efeito do tratamento de MSCs na ausência de CD73, ADA e PNP 

em modelo de inflamação in vivo. 
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