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RESUMO

Este estudo revela perspectivas promissoras para futuras aplicacdes clinicas das
células estromais mesenquimais (MSC) em terapias celulares. Ao aprofundarmos a
compreensdo da sinalizagdo purinérgica e seus potenciais alvos farmacolégicos,
particularmente em doencgas que desequilibram a resposta imune, como a COVID-19,
estabelecemos bases sélidas para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas. A identificacdo de moduladores eficazes, como aqueles direcionados
aos receptores P2Y12 e P2X7, aponta para caminhos promissores na prevencao de
eventos adversos, alivio de sintomas e redugdo da inflamagé@o generalizada. Ao
explorar a influéncia da inosina em diferentes condicdes celulares, percebemos que,
além de estar presente na resposta inflamatéria da COVID-19, ela também
desempenha um potencial papel em funcdes celulares, como a migracdo e a
proliferacdo das MSC. Essas descobertas ndo apenas enriquecem noSsO
entendimento dos mecanismos intrinsecos envolvidos, mas também destacam a
relevancia de abordagens especificas para maximizar o potencial terapéutico das
MSC. Este estudo, portanto, lanca luz sobre possiveis aplica¢gdes clinicas das MSC,
abrindo portas para estratégias mais eficazes e direcionadas no cenario das terapias

celulares.

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



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. INTRODUCAO

Esta dissertacdo busca proporcionar uma compreensao abrangente do
sistema purinérgico em sua influéncia na modulacdo da inflamacéo e no
impacto subsequente sobre as células mesenquimais estromais. Ao explorar a
liberacéo e degradacao de nucleotideos e nucleosideos, examinaremos como
esse complexo sistema pode desencadear respostas inflamatorias e, por sua
vez, pontencialmente afetar as MSC e suas funcdes celulares. Organizada em
dois capitulos distintos, a dissertac@o inicia-se com uma analise critica do
artigo de revisdo “A Systematic Review of the Role of Purinergic Signalling
Pathway in the Treatment of COVID-19”, abordando aspectos fundamentais do
sistema purinérgico na regulacéo inflamatoria. O segundo capitulo concentra-
se no potencial de modulagcdo da funcdo celular da inosina nas MSC de
diferentes fontes de origem, ampliando ainda mais nossa compreensao das
interacbes complexas entre o sistema purinérgico, imunologico e de da

atividade celular.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 SISTEMA PURINERGICO

Por décadas purinas e pirimidinas, também conhecidas como nucleotideos e
nucleosideos, tém 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 funcdes fisioldgicas. Foram
descrita inicialmente em 1929 por Albert Szent-Gyorgyi e Alan Drury, em um trabalho
onde comprovaram que a injecao intravenosa de adenina em cobaias perturbava o
ritmo cardiaco através da funcionalidade da adenosina na sinalizacdo extracelular
(DRURY; SZENT-GYORGYI, 1929). Gradativamente o papel dos nucleotideos foi
reconhecido também por sua participa¢do na neurotransmissdo. Em uma publicacao
em 1972, por Geoffrey Burnstock, onde cunhou a hip6tese da neurotransmisséo
através da sinalizacao purinérgica, descrevendo a adenosina trifosfato (ATP) como o
neurotransmissor ndo adrenérgico e ndo colinérgico (BURNSTOCK, 1972).

No entanto, essa hipdtese obteve resisténcia na sua aceitacdo pela comunidade
académica até meados da década de 1990, quando os subtipos de receptores para
purinas e pirimidinas foram clonados e caracterizados. Nesta familia de recptores
inclui-se quatro subtipos do receptor P1 (Al, A2a, A2b e A3) responsivos a adenosina
(ADO), sete subtipos de receptores de canal ibnico P2X1-7) (responsivos a ATP) e oito
subtipos do receptor acoplado a proteina G, os P2Y1-13) (responsivos a nucleotideos
de purinas e pirimidinas) (BURNSTOCK, 2017).

Desde entéo, diversos estudos demostraram que 0s nucleotideos extracelulares
como o ATP, adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP) e ADO agem
na sinalizacao celular através desta ampla e refinada gama de receptores. Ademais,
0 sistema purinérgico inclui os processos celulares autécrinos e paracrinos de
liberacdo, degradacgéao e recaptacao destes nucleotideos e nucleosideos no ambiente
extra e intracelular (FIGURA 1).

Estas moléculas podem ser liberadas por meio de diversos canais de proteinas,
COmMo conexinas e panexinas, ou por processos de lise e morte celular. Apés, a
concentragdo desses nucleotideos € cuidadosamente regulada por enzimas
responsaveis por sua degradacdo, tais como as ectonucleosideo trifosfato

difosfohidrolase (E-NTPDases), ectonucleotideo pirofosfatases/fosfodiesterases (E-
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Figura 1 - A cascata de sinalizagao purinérgica. A liberacdo de ATP no espago extracelular leva a
ativacdo dos receptores P2X e P2Y e € 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 espaco intracelular
por meio do ENT/CNT ou ser hidrolisada pela adenosina desaminase (ADA) em inosina (INO). Uma
vez que a ADO esta dentro do espaco 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 espaco 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 espaco extracelular pelo CNT e ENT (Retirado de Korb et al., 2023).

NPPs), ecto-5'-nucleotidase (CD73), fosfatases alcalinas e adenosina deaminase
(ADA). Aléem dos receptores e enzimas, as células possuem transportadores de
nucleosideos concentrativos (CNTs 1-3) ou equilibrativos (ENTs 1-4), que auxiliam na
regulacdo do transporte de nucleosideos, como a ADO e inosina (INO), entre os
espacos intracelulares e extracelulares (GIULIANI; SARTI; DI VIRGILIO, 2019) .
Como resultado, essas substancias desempenham um papel na regulacdo de
vérias vias de sinalizagdo intracelular, incluindo a quinase dependente de cAMP

(PKA), o fator nuclear-kB (NF-kB) e o CREB. Além disso, os receptores P1 tém a
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capacidade de modular canais de potassio e calcio, influenciar a atividade da
fosfolipase C e afetar outras vias, como a quinase ativada por mitdbgenos, a quinase
de proteina B (AKT), a fosfoinositideo 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 PURINERGICO NA PATOFISIOLOGIA DE DOENCAS

Os nucleotideos e nucleosideos de purina desempenham um papel importante
em mecanismos imunes, de vasodilatacdo, angiogénese e proliferacdo celular que
podem afetar direta e indiretamente o curso de doencas e infec¢des, muitas vezes
podendo inclusive ter efeitos distintos. Enquanto o ATP exerce principalmente uma
funcéo proé-inflamatéria, a ADO possui um importante papel imunossupressor, 0 que
torna o sistema purinérgico uma oOtima alternativa terapéutica para diversas doencas
devido a sua ampla capacidade anti-inflamatéria (BOISON; YEGUTKIN, 2019;
LINDEN; KOCH-NOLTE; DAHL, 2019).

De fato, ndo somente os receptores celulares, como também as enzimas deste
sistema, ja foram apontadas no envolvimento de diversas patologias. No sistema
nervoso central, o sistema purinérgico vem sendo investigado pela sua possivel
participacdo em doencas psiquicas e neurolégicas como Alzheimer, Parkinson,
doenca de Huntington, Esclerose mudltipla, esquizofrenia, desordem bipolar,
depressao, ansiedade, autismo e epilepsia. O envolvimento deste sistema nestas
doencas da-se principalmente pelos receptores P2X7, P2X4, P2Y1 e A2A. Os
mecanismos dessas patologias ainda ndo foram totalmente esclarecidos, mas é
sabido que receptores como P2X7, P2X4 e P2Y1 podem desempenhar um papel
significativo na modulacdo inflamatéria destas condi¢6es. Por outro lado, os
receptores P1, especialmente o receptor A2A, surgem como promissores alvos
terapéuticos para potencial tratamento dessas condi¢cdes devido a sua ativagcao e
impacto nos processos neuronais (BURNSTOCK, 2017; HUANG et al., 2021).

Os receptores purinérgicos desempenham papéis essenciais em varios sistemas
fisiolégicos, incluindo circulacdo sanguinea, rins, pulmdes e coragdo. No sistema
circulatério, eles ajudam a controlar o fluxo sanguineo, agregacao plaguetaria e
resposta imune, podendo contribuir para inflamacéo renal. Nos pulmdes, a ativacao

desses receptores gera mensageiros secundarios e disturbios no metabolismo das
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purinas, que podem desencadear patologias pulmonares inflamatérias. No coracgéo,
receptores purinérgicos respondem a ATP e ADO, influenciando contratilidade,
frequéncia cardiaca e fluxo coronariano, além de desempenharem papéis na resposta
inflamatoria e regulacéo imunolégica cardiaca (BURNSTOCK, 2018).

Esses receptores desempenham também um papel significativo em diversas
patologias afetando diferentes 6rgéos e tecidos. No rim, contribuem para condi¢gbes
como doenca renal policistica, nefrite, hipertenséo e lesdo nefrotoxica, principalmente
através da ativacdo dos receptores P2X e P2Y. Nos vasos sanguineos, estado
associados a problemas como hipertenséo, aterosclerose e trombose, com possivel
envolvimento dos receptores P2X, P2Y, A2A e A3. J& nos pulmdes, influenciam em
condicbes como fibrose, sindrome do desconforto respiratorio agudo e doenca
pulmonar crénica, destacando-se o0s receptores Pl e P2X7. No coracao,
desempenham um papel significativo em patologias como insuficiéncia cardiaca,
fibrose cardiaca, miocardiopatia, hipertrofia cardiaca e lesao de isquemia/reperfusdo
cardiaca, sendo afetados pelos receptores P2X, P2Y, Al e A2B. Apesar do
entendimento geral dessas associa¢fes, € imperativo ressaltar que mais pesquisas
sd0 necessdrias para uma compreensao aprofundada de seus mecanismos
especificos nas diversas patologias (FIGURA 2) (BURNSTOCK, 2017; HUANG et al.,
2021).

Fibrose
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Parkinson, Huntington, Esclerose = 4@ Smdrome dp_desconfor(o
maltipla, esquizofrenia, /—\f & -~ Tespiaibrio agudf)
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= ) ///
el (= P2X, A1, A2A, A2B, A3
P2X7, P2X4, P2Y1, A2A e o _
< e Insuficiéncia cardiaca
Z Fibrose cardiaca
Toxoplasmose : = Miocardiopatia
Leishmania, hepatites, . , - Hipertrofia cardiaca
tuberculose, rotavirus, “ L 5 b Lesao de isquemia
HIV, clamidia, malaria =
- ~ P2X, P2Y, A2B, A1
P2X, P2Y 2
et S~ eV Hipertensao
> iy \ Aterosclerose
Doenca renal A B iy ” Trombose
policistica, nefrite, e
e aT P2X, P2Y, A2A, A3
lesdo nefrotéxica %
P2X7, P2Y1, P2Y2 e Sl
' ' P2X, P2Y, P1

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

receptores associados. Fonte: autoria propria
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Uma das fungbes que ganharam destaque nos ultimos anos € o envolvimento
desta via de sinaliza¢ao no sistema imune e cancer (BURNSTOCK; DI VIRGILIO, 2013;
LEDDEROSE et al., 2016a, 2016b; LEE; YILMAZ, 2018). Também estdo presentes em
diversas patologias infecciosas devido ao alto poder imunomodulatério do sistema
purinérgico. Sao exemplos: toxoplasmose pela ativacdo dos receptores P2
(MOREIRA-SOUZA; COUTINHO-SILVA, 2021), sepse pela alta de ATP extracelular
(MARQUES-DA-SILVA et al.,, 2011), leishmania com a ativacdo de receptores P2Y
(MARQUES-DA-SILVA et al., 2011), hepatites virais pela ativacdo de receptores P2X7
(TAYLOR; HAN, 2010), tuberculose pelo receptor P2X7 (SANTOS et al., 2013), rotavirus
pelo receptor P2Y1 (MORALES-SOTO; GULBRANSEN, 2021), HIV pelo receptor P2X1
(HAZLETON; BERMAN; EUGENIN, 2012), clamidia pelo P2X7 (DARVILLE et al., 2007),
malaria pelos receptores P2Y (GUPTA et al., 2022)(FIGURA 2). Devido a todas estas
capacidades fisiolégicas e patologicas do sistema purinérgico, seu envolvimento na
infeccdo e quadro inflamatério da COVID-19 também foi apontada e estudada, sendo
demonstrado possivel envolvimento em diversos pontos importantes durante a

progresséao da doenca.

2.2.1 SISTEMA PURINERGICO NO QUADRO INFLAMATORIO DA COVID-19

Nos ultimos anos o sistema purinérgico também foi muito investigado na
patofisiologia da COVID-19, uma das doencas virais de maior impacto das ultimas
décadas (DA SILVA et al., 2022a). Devido a sua alta taxa de expressao de receptores
em células imunes, é notavel a capacidade desse sistema em transmitir sinais e
modular a resposta imunoldgica. Consequentemente, devido a alta demanda por uma
terapia funcional contra a alarmante COVID-19, farmacos capazes de modular
enzimas e receptores da via purinérgica se tornaram potenciais candidatos, passando
efetivamente por diversos testes in vitro, in vivo e ensaios clinicos em diversas partes
do mundo.

De fato, alguns artigos ja mostraram uma diminuicdo dos niveis plasméticos de
ADO e declinio acentuado da expressao de CD73 em linfécitos de pacientes graves
de COVID-19 quando comparado com controles (ELSAGHIR et al, 2023), além da
diminuic&o de expressao de adenosina deaminase nos niveis plasmaticos, sendo esta
diminuicdo associada a gravidade do quadro infeccioso (RUD et al, 2023). Além dos
niveis elevados de ADO, linfocitos de pacientes de COVID-19 demonstraram também

uma capacidade reduzida de hidrélise de ATP e diminuicdo na expressdo dos

19



receptores P1, havendo inclusive uma diminuicdo na resposta inflamatéria do Sars-
Cov-2 com a adicdo de ADO em experimentos in vitro (PIETROBON et al, 2022). Tais
achados corroboram com a hipétese de que o sistema purinérgico e sua modulacéo
podem contribuir para a o quadro inflamatério da COVID-19, levando potencialmente
a inclusdo desse sistema no planejamento estratégico de futuras abordagens
terapéuticas.

Durante o periodo pandémico houve a necessidade de redirecionamento dos
esforcos, investimentos e conhecimento da comunidade cientifica para atenuar os
impactos globais da infec¢éo pelo virus Sars-Cov-2. O reposicionamento de farmacos
tornou-se uma ferramenta Gtil na busca de tratamentos rapidos e eficazes,
abrangendo diversos medicamentos para uma ampla variedade de alvos
terapéuticos, incluindo o sistema purinérgico.

Com o objetivo de compilar estas informagdes, o primeiro tdpico desta dissertacao
aborda uma revisdo sistematica que explora o papel da sinaliza¢do purinérgica no
tratamento da COVID-19, demonstrando ndo apenas o possivel papel dos
nucleotideos extracelulares, enzimas e receptores na patofisiologia da doenca, mas
também trazendo insights significativos sobre suas implicacdes nas funcdes
celulares, na capacidade de regeneracao tecidual e no papel imunomodulatério, o

gual sera abordado no segundo capitulo.

2.3 SISTEMA PURINERGICO COMO POSSIVEL MECANISMO NA FUNCAO
DAS MSCs

2.3.1 CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS

Células Estromais Mesenquimais (MSCs) sédo células com capacidade
multipotente de diferenciacdo em tecidos mesodérmicos e grande potencial de
aplicacgéo clinica. Foram primeiramente isoladas em 1960 por Friedenstein a partir da
medula 6ssea de camundongos, tendo inicialmente demonstrado a capacidade de
regeneracdo e diferenciacdo em outros tipos celulares de diferentes fungdes
fisiol6gicas como ostedcitos, condroécitos e adipécitos (FRIEDENSTEIN; PIATETZKY-
SHAPIRO; PETRAKOVA, 1966).
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Estas células podem ser encontradas em varios tipos de tecido do corpo humano
e sdo facilmente extraidas de tecidos geralmente descartados apds procedimentos
cirdrgicos, como polpa dentaria, tecido adiposo e tecido de corddo umbilical (FIGURA
3). Outras origens incluem derme, sangue de cordao umbilical, medula 6ssea, cornea,
entre outros (CASAGRANDE PAIM; ROSANGELA WINK, 2022; GALGARO et al.,
2023; NAASANI et al., 2017).
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FIGURA 3. ISOLAMENTO E APLICABILIDADE CLINICA DAS MSCs. As células estromais
mesenquimais (MSCs) séo oriundas de tecidos mesodérmicos que podem ser extraidas de tecidos pés
cirirgicos de descarte hospitalar, tal como de poupa de dente, tecido adiposo e tecido de cord&o
umbilical. MSCs tém alto potencial de aplicabilidade clinica devido a sua capacidade de diferenciacéo
celular, migragdo para o sitio de injuria, secrecdo de efeitos tréficos e capacidade imunomodulatéria.

(Fonte: autoria propria).

Para que uma célula seja confirmada como MSC € necessario que apresente
caracteristicas especificas, como a capacidade de adesdao em superficies plasticas
como frasco de cultura, marcadores de membrana negativos (CD14, CD34 e CDA45),
marcadores de membrana positivos (CD73, CD90 e CD105) e capacidade de
diferenciacdo em adipdcitos, ostedcitos e condrocitos (FIGURA 4) ( DOMINICI et al.,
2006).
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Células Estromais
Mesenquimais (MSC)

Figura 4. CARACTERISTICAS DAS MSCs. Para serem confirmadas com MSCs as células
precisam apresentar adesdo ao plastico, capacidade de diferenciagdo celular em adipdcitos,
condrdcitos e ostedcitos. Também precisam apresentar os marcadores positivos CD73, CD90 e CD105

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

E importante ressaltar que a CD73 ndo é apenas um marcador para
caracterizacdo das MSC, mas também desempenha um papel funcional por meio de
sua acdo enzimatica, sendo responsavel pela formacédo de ADO no ambiente extra e
intracelular. Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa destacam a participacao
da ADO nas principais funcbes celulares das MSCs, como potencial
imunomodulatério, migratério e de diferenciacdo, bem como seu envolvimento em
diversas doencas através da via adenosinérgica (GALGARO et al, 2021).
Adicionalmente, temos evidéncias de que o tecido de origem das MSCs pode
influenciar na expresséo e fungdo dos componentes da sinalizagédo purinérgica, como
na capacidade de hidrolise dos nucleotideos, apresentando inclusive diferentes
expressdes dos receptores purinérgicos, afetando sua capacidade imunomodulatéria
(GALGARO et al., 2023; NAASANI et al., 2017).
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As MSCs tém sido objeto de uma ampla gama de estudos clinicos em todo o
mundo, abordando uma diversidade de propdsitos terapéuticos. O registro de mais
de 1000 estudos clinicos na base de dados online ClinicalTrials.gov € uma
demonstracdo da crescente aplicabilidade dessas células na medicina regenerativa
em terapias celulares (GALGARO et al., 2021). Seu potencial clinico destaca-se pela
capacidade de autorrenovacgdo, diferenciacdo celular, de migracdo para sitios de
injaria celular e secrecéo de fatores bioativos que levam as modulacdes paracrina e
imunologica (FIGURA 3) (BECKENKAMP et al., 2020; PAIM; WINK, 2022).

Uma alternativa para os mecanismos de acdo de proposta na literatura é a
capacidade de reduzir respostas inflamatérias e prevenir danos teciduais em
patologias inflamatérias, como a COVID-19. Esses beneficios foram observados
através da administracdo venosa de vesiculas extracelulares de MSCs, podendo
inclusive ser combinada com tratamentos farmacolégicos como Tocilizumabe
(SCHULTZ; BERTONI; WINK, 2023). Parte dos efeitos positivos na utilizagdo desta
terapia celular pode ser creditada a um componente presente nas MSCs, o RNA
circular (circRNA), que demonstrou contribuir para a reparacgao tecidual, angiogénese
e proliferacdo celular, além de inibir genes associados a morte celular e fatores da
cascata de coagulagéo (PAIM & WINK, 2022).

Entre outras possibilidades clinicas, destaca-se a aplicacdo de associacdo 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 cardiacos (WERMUTH et al., 2021), entre outros materiais. Estes
estudos indicam que as MSCs possuem uma alta capacidade de aplicacdo na
medicina regenerativa.

Um dos mecanismos de acdo das MSCs na aplicabilidade clinica esta associado,
em parte, a sua capacidade de produzir ADO no meio extracelular, um componente
crucial na sinalizacdo purinérgica que regula funcdes celulares e respostas imunes
(GALGARO et al., 2021). Apesar dos avangos na consideragdo da via adenosinérgica
como alvo terapéutico em varias patologias, seu papel nas funcdes terapéuticas das
MSCs ainda néao foi totalmente explorado.

Portanto, a investigacdo dos mecanismos envolvendo o0s nucleotideos
extracelulares, como a ADO, e o impacto dos produtos de sua degradacdo, como a
INO, é de suma importancia para o estabelecimento de terapias celulares com MSCs.

Ainda, considerando que MSCs de diferentes origens possuem diferentes
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capacidades de hidrélise dos nucleotideos (GALGARO et al., 2023), a escolha do
tecido de origem dessas células podera influenciar no potencial regenerativo e,
consequentemente, no sucesso da aplicabilidade clinica. Apesar da importancia
potencial, a compreensao detalhada dos efeitos da ADO e de produtos da sua
composicdo, como a INO, na regulacao da inflamacéo permanece limitada, tornando-

a uma area promissora para investigacdes mais aprofundadas.

2.3.2 SISTEMA PURINERGICO E A INOSINA

Dentro da vasta gama de moléculas envolvidas na sinalizacao purinérgica, a INO,
um componente pouco explorado, poderia desempenhar um papel significativo na
modulacdo dos efeitos inflamatorios. A INO é um nucleosideo 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 desaminagdo 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 niveis basais, na faixa de micromolar, superam
significativamente os da ADO. Durante condi¢cdes como isquemia e sepse, 0S niveis
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 patoldgicos, os niveis de INO tornam-se significativamente mais
elevados do que os da ADO, suscitando questbes sobre o significado biol6gico
dessas disparidades nas concentracfes de nucleosideos extracelulares em estados
inflamatérios, cuja compreensdo ainda nao esta completamente elucidada
(WELIHINDA et al., 2016a).

A INO presente no ambiente extracelular ainda ndo possui funcéo fisiologica
totalmente definida. Entretanto sabe-se que ela € capaz de ativar os receptores P1,
responsaveis originalmente pela sinalizacdo da ADO. Alguns estudos vém
comprovando a sinalizacdo da INO através dos receptores P1l, sendo eles: Al
(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 unica familia, esses receptores atuam através do bloqueio ou

liberacdo de AMPc, apresentando potenciais de acdo com concentracdes diferentes
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e inclusive efeitos opostos na geracdo de AMPc. Os receptores A2A e A2B aumentam
a sinalizacdo por AMPc quando ativados, ja os receptores Al e A3 tém a funcao
oposta, bloqueando a producédo 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: Al (1-10 nM), A2A (30 nM),
A3 (100 nM) e A2B (1000 nM) (BOREA et al., 2018) (FIGURA 6). Em relacdo a INO,
observa-se que o receptor Al apresenta maior afinidade, sendo ativado a partir de
concentracdes de 95 uM 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 uM, em ordem decrescente de afinidade (VALADA et al.,
2023).

Também ja foi descrito o efeito da INO através de receptores A3, os quais foram
ativados com concentra¢cfes de 50 e 100 uM em células C32 de melanoma (SOARES
et al., 2015b). J& em um outro estudo em células CHO- K1 (Chinese Hamster Ovary
type K1) a INO foi capaz de ativar os receptores A2A resultando na producédo de AMP
ciclico (cAMP) e principalmente na fosforilacdo das quinases reguladas por sinal
extracelular-1 e -2 (ERK1/2), sendo a INO mais eficiente na ativagdo desta via.
Curiosamente, a ADO apresentou a fungdo contraria, ativando majoritariamente a
producdo de AMPc pelo receptor A2A, demonstrando as diferencas farmacolégicas
entre esses dois agonistas e possivelmente diferencas em outros mecanismos
celulares ainda néo elucidados (WELIHINDA et al., 2016).
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FIGURA 5. Viséo geral da degradacgao e formacado de nucleosideos da cascata purinérgica.

A formacéo do AMP pode se dar através de duas vias distintas conhecidas como a cascata purinérgica
e a sintese De Novo. Na sintese De Novo, o NAD+ oxidado é convertido em ADPR pela enzima CD38,
e entdo, o ADPR é degradado em AMP pela acdo da enzima CD203a. A outra via, a cascata
purinérgica, envolve a degradacao do ATP pelas ectonucleotidases (NTPDases). O AMP gerado por

ambas as vias é subsequente convertido em adenosina (ADO) pela enzima Ecto-5-'nuclectidase
(CD73). A adenosina, por sua vez, pode ser degradada em inosina (INO) através da agdo da Adenosina
Deaminase (ADA). A INO também pode ser produzida através da hidrélise do acido inosinico (IMP)

z

pela enzima CD73. A INO, por sua vez, € metabolizada em hipoxantina pela Purina Nucleosideo
Fosforilase (PNP). A hipoxantina pode entdo seguir dois caminhos: o primeiro envolve a acdo da
enzima Xantina Oxidase (XO), que degrada a hipoxantina em xantina e subsequentemente em acido
urico. O segundo caminho compreende a reciclagem da hipoxantina através da acdo da enzima
Hipoxantina-guanina-fosforribosil transferase (HGPRT), resultando na formacdo de &cido inosinico

(IMP). (Fonte: autoria propria)
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Na cascata purinérgica, a INO pode ser formada a partir de dois caminhos
diferentes; a partir da degradagéo do ATP até ADO pelas enzimas Ectonucleotidases
de 1 a 7 (NTPDases 1-7) e posteriormente até INO pela acdo da enzima Adenosina
Deaminase (ADA); ou a partir da enzima CD73 pela desfosforilacéo do acido inosinico
(IMP) (FIGURA 6) no meio intracelular (SCHULTZ; BERTONI; WINK, 2022).

Além da sua formacdo, 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 entdo seguir sendo
degradada pelas enzimas xantina oxidase (XO) até a formacdo de xantina e acido
arico (GRUNEBAUM et al., 2020) ou ser reciclada pela enzima Hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferase (HGPRT), formando o &cido inosinico (IMP), o qual podera se
transformar novamente em INO através da desfosforilacdo pela CD73 (TASCA et al.,
2018).

A degradacao total de nucleotideos leva a formacdo final de acido arico ou
formacao de IMP como mostrado nas FIGURAS 5 e 6 . A enzima PNP também é
responsavel pela formacdo de guanina, a qual pode ser transformada em HIPO
através da enzima Guanase (ALONSO-ANDRES 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. Aliberagdo de INO comega pela degradagéo de adenosina em INO pela enzima Adenosina
desaminase (ADA) intra e extracelular. A Inosina formada no meio extracelular pode entrar para a
célula pela acéo dos transportadores CNT e ENT ou agir nos receptores da familia P1. Estes receptores
podem tanto ser de alta afinidade (Al e A2A) ou baixa afinidade (A2B e A3), possuindo a capacidade
de ativarem (A2A e A2B) a enzima adenilato ciclase (AC) aumentando a concentracdo do mensageiro
secundéario AMPc, ou de inibirem (Al e A3) a AC, reduzindo a quantidade de AMPc no citosol. Dentro
da célula a INO formada ou transportada pode passar pela catalizagdo da Purina Nucleosideo
Fosforilase (PNP) formando Hipoxantina. A PNP pode também hidrolisar a guanosina em guanina, a
gual sera transformada em hipoxantina pela enzima guanase. A hipoxantina intracelular pode entao
ser degradada a acido Inosinico (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) podera ser entdo transformado novamente a INO pela CD73 ou ser

finalmente degradado a xantina e acido Urico pela Xantina Oxidase. (Fonte: autoria prépria)

Nas células MSCs os receptores P1, aos quais a INO é responsiva, exercem
influéncia na capacidade multipotente destas células. No contexto da osteogénese, a
atividade da CD73 e a sinalizagdo da ADO, sobretudo através do receptor A2B,
promovem o comprometimento osteogénico. Na diferenciacdo condrogénica, é o
receptor A2A que exerce influéncia predominante na estimulacdo deste processo de
diferenciacdo. Por sua vez, a diferenciacdo das MSCs na linhagem adipogénica esta

principalmente associada ao receptor Al. Resumidamente, os receptores Pl
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desempenham um papel crucial na diferenciagcdo das MSCs, também apresentando
um papel positivo na proliferacdo das MSCs através da ativagdo dos receptores Al e
A2A. Ademais, também mostram um efeito inibitério sobre as células do sistema
imunologico, suprimindo a proliferacdo, maturacédo, citotoxicidade e secrecdo de
citocinas pro-inflamatorias por meio da ativacéo dos receptores P1 (GALGARO et al.,
2021).

Além disso, diversas patologias também demonstram o0 envolvimento da
expressdo e aumento de atividade da ADA, o qual resulta em acumulo de INO, tal
como artrite reumatoide, estando relacionada a 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 Doenca de Still
do adulto de inicio tardio (AOSD) (Doenca inflamatoria sistémica de etiologia
desconhecida) (XU et al., 2022), podendo inclusive ser utilizada como ferramenta de
diagndstico de ambas as patologias. Adicionalmente, defeitos herdados na expressao
da ADA causam um subtipo de imunodeficiéncia combinada grave (SCID) (KOHN et
al., 2019), presente em diversos tipos de cancer (ZHULAI et al., 2022), e correlacionada
a presenca de episddios 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 elevacao na expressado da ADA em
plaquetas (DA SILVA et al., 2022).

Portanto, pode-se inferir que a INO poderia também ser capaz de modular muitas
destas func¢des celulares e mecanismos patolégicos. De fato, um dos poucos estudos
sobre a INO em células ndo hematopoiéticas mostrou que, em fibroblastos, tanto a
INO quanto o tratamento in vitro com a enzima ADA levaram a diminuicdo da
proliferacao destas células, agindo através do receptor A3 (HERMAN-DE-SOUSA et al.,
2020).

Ademais, nucleotideos, nucleosideos, enzimas e receptores purinérgicos podem
apresentar variacdes na expressdo em MSC de diferentes origens. Essas diferengas
na expressao podem estar relacionadas as caracteristicas especificas das MSC
provenientes de diferentes tecidos, tornando o comportamento dessas células
altamente dependente da sua origem e do microambiente tecidual circundante. Essas
variacbes podem ter implicacdes significativas na resposta fisiologica e nas
aplicagbes terapéuticas das MSC em diferentes contextos clinicos e de pesquisa
(GALGARO et al., 2023; NAASANI et al., 2017).
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2.3.3 INOSINA NO CONTEXTO INFLAMATORIO

Como mencionado no CAPITULO I, plaquetas de pacientes com COVID-19
mostram maior atividade da ADA, o que poderia levar a concentracfes sanguineas
mais elevadas de INO. Outras patologias também apresentam esse padrédo, como a
diabetes e a obesidade (YANG,; LI; TAO, 2022). Outras doencgas infecciosas, como:
pneumonia viral e bacteriana, infeccéo por HIV, tuberculose extrapulmonar, pleurisia
tuberculosa, peritonite, meningite, mononucleose infecciosa, febre tifoide e
sarcoidose ativa crbnica também estdo associadas a uma alta atividade de ADA
(SRIMADH BHAGAVATHAM; POTIKURI; SIVARAMAKRISHNAN, 2022).

De fato, a INO parece ter uma influéncia no ambiente inflamatorio tal como
infeccOes e hipdxia. Em alguns estudos a INO mostrou um efeito de reducdo nas
espécies reativas de oxigénio (ROS) em MSC tratadas com meios enriguecidos com
INO (CAMPOS-MALDONADO et al.,, 2022), demonstrando também promoc¢édo do
crescimento de axdnios no trato corticoespinhal apds acidente vascular cerebral e
lesdo focal no cérebro, aprimorando o resultado funcional apés lesdo cerebral
traumatica (DACHIR et al., 2014). Ademais, adipdcitos humanos cultivados liberaram
hipoxantina, com um aumento em sua secre¢ado sob condi¢des de hipoxia, indicando
um possivel uso da INO durante este processo (NAGAO et al., 2018).

Um fato importante é de que as células T efetoras tém a capacidade de empregar
a INO como um substrato alternativo para manter o crescimento e a funcéo celular na
auséncia de glicose in vitro, fornecendo substratos essenciais para as vias
metabdlicas centrais e a producdo de ATP. Adicionalmente, a suplementacdo com
INO potencializa a eficacia antitumoral tanto do blogueio de checkpoints imunol6gicos
guanto da transferéncia adotiva de células T em tumores sélidos com deficiéncia na
metabolizacdo da INO. Isso reflete na habilidade da INO em mitigar as restricbes
metabdlicas impostas pelo tumor as células T (WANG et al., 2020), além de demonstrar
capacidade de suprimir a liberacdo de citocinas inflamatdrias por estas células
(SHINOHARA; TSUKIMOTO, 2018).
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3. HIPOTESE

Diante da relevancia da sinalizacdo purinérgica na fisiologia do sistema
imunologico e do reconhecido papel das MSCs como moduladoras do sistema imune,
surge a indagacdo sobre a capacidade da INO de exercer uma acao
imunomodulatéria comparavel a da adenosina e se estados inflamatérios, como a
COVID-19, possam influenciar no equilibrio do sistema purinérgico e
consequentemente na potencialidade destas células. Esta pesquisa fundamenta-se
na possibilidade de a INO, de maneira semelhante & ADO, modular diversas fungdes
das MSCs. Este estudo visa aprofundar nosso entendimento sobre o potencial
imunomodulatério da INO nas MSCs, contribuindo assim para elucidar seus efeitos e
abrir novas perspectivas nha compreensdo das interacfes entre a sinalizacao

purinérgica e as MSCs no contexto do sistema imunoldgico.

4. JUSTIFICATIVA

O estudo da INO nas MSCs é crucial devido a seu potencial na influéncia da
regulacao das vias de sinalizagdo adenosinérgica, o que pode diretamente impactar
na capacidade de diferenciacdo e imunomodulacdo dessas células. Apesar dos
avancos na compreenséao da influéncia da ADO nas MSCs, o conhecimento sobre a
INO ainda é limitado. Esta lacuna é significativa pois a INO pode, através dos
receptores P1l, desempenhar um papel vital na migracdo, proliferacdo e
direcionamento das MSCs para destinos especificos de diferenciacdo, como a
formacdo de tecido ésseo, cartilaginoso ou adiposo. Uma compreensdo 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 diferenciagdo dessas células ou regular o
sistema imune em aplicacdes clinicas, oferecendo novas perspectivas para o
tratamento de distUrbios relacionados aos tecidos 0sseo, cartilaginoso e adiposo, bem
como doengas autoimunes e inflamatérias 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 peca essencial para melhorar a

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

Revisar os tratamentos utilizados para COVID-19 cujo racional terapéutico
utilizado foi a sinalizacdo purinérgica, bem como investigar o papel da INO na
influéncia da capacidade de imunomodulacdo, adeséo, migracao e proliferagcdo nas
MSCs de diferentes tecidos de extragao.
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5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS CAPITULO 1

1. Explorar a interconexdo entre o sistema purinérgico, a presenca da INO e

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

2. Definir quais farmacos utlizados no tratamento da COVID-19 tem

mecanismo de acédo através do sistema purinérgico;

3. Elucidar quais farmacos que utilizam a via purinérgica sdo mais eficientes

e mais promissores no tratamento da COVID-19;
5.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS CAPITULO 2

1. Cultivar e expandir culturas primarias de MSCs de tecido adiposo, cordao

umbilical e polpa de dente;

2. Caracterizar as células MSC expandidas através de ensaios de
diferenciacdo e expressdo imunofenotipica de marcadores de membrana

especificos para células MSC;

3. Caracterizar a expressao imunofenotipica de marcadores de membrana
para as enzimas ADA, CD26 e PNP nas MSC;

4. Analisar o efeito de migracédo pelo método de scratch e andlise estatistica

com tratamento com diferentes concentra¢cdes de INO;

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

diferentes concentracdes de INO;

6. Analisar a adesdo em células MSC ap0s o tratamento com diferentes

concentracgdes de INO;
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6. CAPITULO 1.

SINALIZACAO PURINERGICA: UMA ABORDAGEM FARMACOLOGICA NA
MODULACAO E TRATAMENTO DE PROCESSOS INFLAMATORIOS, COM
ENFOQUE NA COVID-19

O artigo de revisao 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 citacdes até o momento. Este artigo teve como objetivo aprofundar o
entendimento do sistema purinérgico e seu potencial farmacolégico, com énfase nos
estados inflamatoérios do corpo humano, como aqueles observados na COVID-19.
Embora a pandemia de COVID-19 nao tenha sido o foco central desta dissertacao, €
importante destacar que a unido de esforcos da comunidade académica
desempenhou um papel crucial na resposta a pandemia. Este estudo foi conduzido
com a intencao de fornecer uma contribuic&o significativa a comunidade durante esse
periodo histérico e emergencial, refletindo o compromisso da comunidade académica
em abordar desafios criticos de saude global na atualidade para atender as

necessidades da populacao.
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Abstract: The coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic, caused by severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), has become a global health concern. Three years since
its origin, despite the approval of vaccines and specific treatments against this new coronavirus,
there are still high rates of infection, hospitalization, and mortality in some countries. COVID-19
is characterised by a high inflammatory state and coagulation disturbances that may be linked
to purinergic signalling molecules such as adenosine triphosphate (ATP), adenosine diphosphate
(ADP), adenosine (ADO), and purinergic receptors (P1 and P2). These nucleotides/nucleosides
play important roles in cellular processes, such as immunomodulation, blood clot formation, and
vasodilation, which are affected during SARS-CoV-2 infection. Therefore, drugs targeting this
purinergic pathway, currently used for other pathologies, are being evaluated in preclinical and
clinical trials for COVID-19. In this review, we focus on the potential of these drugs to control
the release, degradation, and reuptake of these extracellular nucleotides and nucleosides to treat
COVID-19. Drugs targeting the P1 receptors could have therapeutic efficacy due to their capacity
to modulate the cytokine storm and the immune response. Those acting in P2X7, which is linked
to NLRP3 inflammasome activation, are also valuable candidates as they can reduce the release of
pro-inflammatory cytokines. However, according to the available preclinical and clinical data, the
most promising medications to be used for COVID-19 treatment are those that modulate platelets
behaviour and blood coagulation factors, mainly through the P2Y12 receptor.

Keywords: COVID-19; SARS-CoV-2; purinergic signalling; purinergic receptors

1. Introduction

In December 2019, a new single-stranded RNA virus from the Coronaviridae family
emerged. It was named severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) and
is the aetiological pathogen of coronavirus disease 2019 (COVID-19). Due to non-existent
immunity at the time, the new virus quickly spread worldwide, progressing to a pandemic,
as declared by the World Health Organization on 11 March 2020 [1]. Since 2021, vaccines
and medications against the original form of SARS-CoV-2 have been approved, although
their distribution has not been equal among countries. On the one hand, the United States
has approved multiple vaccines and medications such as tocilizumab, remdesivir, and
baricitinib. On the other hand, in low-income countries, vaccination protocols have been
affected by the lack of the immunisation products, resulting in higher mortality rates.

SARS-CoV-2 enters a person through the upper respiratory tract. Infection of the
host cell mainly occurs by the viral spike protein binding to the receptor-binding domain
(RBD) of membrane-bound angiotensin-converting enzyme 2 (ace2). People infected with
SARS-CoV-2 can develop asymptomatic, mild, moderate or severe forms of COVID-19.

Int. ]. Mol. Sci. 2023, 24, 7865. https:/ /doi.org/10.3390 /ijms24097865
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These last two stages manifest as an intense systemic inflammation characterised by the
excessive release of pro-inflammatory molecules. These high levels cause tissue damage
and dysregulate the coagulation cascade in multiple organs, leading to acute respiratory
distress syndrome (ARDS), organ failure, and possibly the death of the infected patient [2,3].

One of the main players of the systemic inflammation manifested in COVID-19 is
adenosine triphosphate (ATP). This pro-inflammatory component of the purinergic system
is released during tissue damage and modulates other pathways, including cytokine
release through the P2X7 receptor and the NLRP3 inflammasome activation [4]. Adenosine
diphosphate (ADP), a product of ATP metabolism, can also exacerbate the disease by
activating purine receptors on platelets, leading to thrombus formation [5].

These nucleotides and nucleosides are recognised by cells via the P2 and P1 purinergic
receptors, which contain different subunits and have distinct affinities for these molecules,
leading to different cellular effects [6]. The P2 receptors are divided into P2X1-P2X7,
which respond exclusively to ATP, P2Y1-P2Y13 (which have affinity for both ATP and
ADP), and pyrimidines (UTP and UDP). The P1 receptors—A1, A2A, A2B and A3—are
responsive mainly to ADO, although they may also respond to INO [7]. On the other
hand, concentrative nucleoside transporters (CNTI-CNT3) and equilibrative nucleotide
transporters (ENT1-ENT4) help to regulate the transport of ADO between intracellular
and extracellular spaces [8]. In the intracellular space, ADO can be converted into INO
by cytoplasmic ADA or transformed into AMP by adenosine kinase (ADK), which results
in the formation of ATP by adenylate kinase. This intracellular ATP can be released to
extracellular space by transporter channels, catabolised to cyclic AMP (cAMP) by adenylate-
cyclase and phosphodiesterase (PDE), or degraded to ADO by ATP /ADPase and CD73 [8]
(Figure 1).

Cell
damage
or lysis

Connexin Intracellular

and
Pannexin

B Intracellular enzy i) Recep

Figure 1. The purinergic signalling cascade. The release of ATP in the extracellular space leads to the
activation of P2X and P2Y receptors and it is hydrolyzed by CD39 to ADP, which also activates P2Y
receptors. The CD39 also hydrolyzes ADP to AMP, which is sequentially hydrolyzed to adenosine
(ADO) by the CD73. ADO activates the P1 receptors and can return to the intracellular space by
the ENT/CNT or be hydrolyzed by adenosine desaminase (ADA) into inosine (INO). Once the
ADO is inside de cellular space, it can be converted to inosine (INO) by intracellular ADA or can
be transformed into AMP by the Adenylate Kinase forming ATP by Adenylate cyclase (AC), which
can be released into extracellular space by connexins and pannexins. The intracellular ATP can also
be hydrolyzed to AMP by the intracellular ATP/ADPase and then again into ADO by CD73, being
released again in the extracellular space by the CNT and ENT. Figure constructed using Biorender.
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Many research groups, including ours, have hypothesised that purinergic signalling
affects the course of COVID-19 infection by affecting blood flow, coagulation, and im-
munomodulation [9]. Some studies have indicated that the P1 and P2 receptors [10],
pannexins [11], and CD39 and CD73 activity [12] influence the pathogenesis of COVID-19.
As is the case with other infectious events, this disease causes damage to the host’s tissue
due to the viral infection per se or because of exacerbated inflammation. With this injury,
the levels of ATP in the extracellular space increase, consequently attracting more immune
cells to the infection site and perpetuating the purinergic signalling cascade through the
activation of its associated receptors and enzymes. Thus, the use of agonists and antagonists
to these receptors and enzymes has been intensively evaluated for COVID-19 treatment.

Based on this background, in this review, we address the main preclinical and clinical
scientific findings to date on pharmacological approaches targeting the purinergic signalling
pathway as a rational alternative for COVID-19 treatment and its complications, such as
blood coagulation, inflammation, vasodilation, and immunological processes, which are
strongly affected during infection.

2. Methods

As shown in Figure 2, we searched the PubMed and Scopus databases in addition to
clinicaltrials.gov with the keywords ‘COVID-19” AND ‘“purinergic’. We used ‘purinergic’
as a keyword to collect all published papers about the specific subject. Variations such as
‘purinergic signalling’, ‘purinergic system’, or ‘purinergic pathway’ are used by researchers
throughout the literature. The inclusion criteria were: (1) COVID-19 is the main subject
of study, and (2) analysis of the purinergic signalling components as a target for therapy
instead of prognosis. The exclusion criteria were: (1) reviews, comments or hypotheses;
(2) duplicate papers; and (3) no experiments to test the hypotheses.

I Scopus I I Clinicaltrials.gov I
|

I MESH terms: COVID-19 and("Purmerglc signalling” or Purinergic); I

N=15
+ +— duplicated m

Inclusion criteria: Exclusion criteria: Inclusion and
* COVID-19 asthe main * Reviews, comments exclusion criteria
subject and hypotesis papers
* Target the Purinergic * Purinergicsignaling N=9
Signalingcomponents 3 tes lysi
* English papers for prognosis
N=9 N=45

| N=18 I

Figure 2. Visual abstract of methodology showing the database, keyword, inclusion and exclusion
criteria, and final results from the systematic review.

3. Results and Discussion

Our search yielded 53 papers from PubMed, 16 papers from Scopus (although 15
were duplicates of papers in PubMed, resultin 1 paper), and 10 clinical trials from clini-
caltrials.gov (Figure 2). Of these 54 papers, only eight experimentally targeted purinergic
signalling components for COVID-19 treatment (Table 1). The remaining 45 papers are
reviews, commentaries, perspectives, and suggestions, and did not involve experiments to
prove the hypotheses; hence, we excluded them. Note that we searched clinicaltrials.gov
by using the same keywords as we used to search the PubMed and Scopus databases. We
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found 10 clinical trials, but only 9 of these met the inclusion criteria. Table 2 provides the
details of these trials.

Table 1. Articles results from the systematic review from the Scopus and PubMed database as
described in the Methods section.

Year of an-iner.gic
PMID Title Publication 51%:::;:13 Drug Purpose Results
Effects of Purinergic The extent of these
Receptor Deletion or Pﬁ::ﬁ?dle)lze)t(lﬁ responses was diminished
Pharmacologic P2Y14R, P2X7R, En driodidation by genetic deletion (P2Y14R,
36268115 Modulation on 2022 2Y14R and with 2Y14R Treatment P2X7R) or pharmacologic
Pulmonary A3AR iramen modulation (P2Y14R
Inflammation in Mice A3 A%{ 3 g antagonists, A3AR agonists)
gonists 3 4
[13] of purinergic receptors
Istradefylline, an
adenosine A2a
LEcepfis anit poict, A2A antagonist Attenuation of IL-8 and
35790489 %xﬁlﬁyﬂ; rgl\clr I;[t[l](?:+ 2022 A2A (istra defyﬁine) Treatment IL-17A release
of IL-17A and IL-8 in
humans [14]
PBMC
from severe COVID-19
patients treated with
adenosine reduced the
NF-kB activation in both
Alterations in Prognosis CD3+ T cells
CD39/CD73 axisof T CD39 and 2 and CD14+ monocytes.
BN ils daiated with 2022 cD73 Hdenosins Trerd  Lower levels of LB and
COVID-19 severity [15] reatment - y117a were
found in the culture
supernatant of PBMC
treated with adenosine,
despite no changes in IL-10
and TNF-« production
Signalling via
dopamine and
adenosine receptors ATA antas Giiat
35623041 modulate viral 2022 A2A strade ﬁ‘ne) Treatment Attenuation of I1-8 release
peptide-specific and iscradefyll
T-cell IL-8 response in
COVID-19 [14]
. Among critically ill patients
L ealimia S with COVID-19, treatment
i Oprgan with an antiplatelet agent,
Support-Free Days in Clopidogrel, compared with no
35315874 Critically Tl Pationts 2022 P2Y12 prasugrel and Treatment antiplatelet agent, had a low
with CO){/ID-19- A ticagrelor; likelihood of providing
Randomized Clinical improvement in the number
Trial [13] of organ support-free days
within 21 days
Among non-critically ill
atients hospitalized for
Inbibiors on Survival COVIDI, e weof a2
Free of Organ inhibitor in additionto a )
Support Among therapeit dt(:e o heparm.,
35040887  Non-Critically Il 2022 P2Y12 Ticagrelor Tt R ey
Hospitalized Patients Sk OF hiepan ontyy didnot
with COVID-19: A s
i S improvement in organ
_Ir{g;\;i[ lr(:;xzed inicl swport—freg days within
21 days during
hospitalization.
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Table 1. Cont.
Year of Purinergic
PMID Title Publication Signalling Drug Purpose Results
Target
iuumcﬁgﬁ Dere Dexamethasone Treatment Mineralocorticoid Receptor
34867791 £y treh 2021 ATP and and Patho- blockade can inhibit the
Lnae e spironolactone physiology release of ATP
Treating COVID-19 [17]
COVID-19 cough symptom
is caused by the activation
New Horizons: Does of purinergic receptors in
Mineralocorticoid the lungs following ATP
Receptor Activation Mineralocorticoid release from virus-infected
33249452 by Cortisol Cause 2021 receptor, ATP  Dexamethasone Treatment type Il alveolar cells. This
ATP Release and and P2X3 raises the question as to
COVID-19 when treatment with
Complications? [18] dexamethasone and
spironolactone should
be started
Table 2. Results from the systematic review from the Clinical Trials.gov database as described in the
Methods section.
Purinergic Pharmacological Ulinteal
Elemer:%l Mechanisgm Medication Original Therapeutic Use Application on Clinical Trial
COVID-19
: NCT04333407 (N = 320)
Abhplitclet NCT02735707 (N = 10.000)
; e NCT04368377 (N = 5)
Antagonist Clopidogrel
5 PICOEE Antithromboticand  NCT04505774 (N = 3.000)
‘ antiplatelet NCT04409834 (N = 390)
P2Y12 AnfIpIAEIEE NCT02735707 (N = 10.000)
Antiplatelet NCT04445623 (N = 128)
Antagonist Prasugrel Antithrombotic and
antiplatelet NCTM505774 (N = 3.000)
Inhibitor Ticagrelor Antiplatelet NCT02735707 (N = 10.000)
Vasodilator used in
AZA Agonist Regadenoson radionuclide myocardial NCT04606069 (N = 40)
perfusion imaging
Al, A2A, A2B
P Treat airflow obstruction
gggi o Antagonist Theophylline associated with chronic lung NCT04789499 (N = 62)
PDESA * diseases
Myocardial perfusion A g
Al, A2A, ’ scintigraphy and converts -intflammatory x
AZB, A3 Agonist Adenosine sinus rhythm of paroxysmal NCTO4588441 (N = 30)
supraventricular tachycardia
Al, A2A, i
£ ’ . B Stimulant, and prevents and
AZB, A3 AntagOntse Caffeine treats pulmonary complications
PDE enzymes * of premature birth
Benzodiazepine with rapid NCT05594615 (N =24)
A2A Potentiator Midazolam hrec Hdtas i ik o,

anesthesia, and anxiety
disorders

* Biological targets that also are trigger by the respective drugs.

We focus on highlighting the influence of the purinergic signaling cascade on the
immune system and blood coagulation cascades, as both areas are a major concern due to
their deregulation during SARS-CoV-2 infection. This imbalance in the immune system
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is, for the most part, linked to a cytokine storm, which is an exacerbated release of pro-
inflammatory cytokines such as tumour necrosis factor alpha (TNF-«), interleukin 6 (IL-6),
IL-1B, and others. This inflammatory explosion shapes immune cell behaviour and activates
platelets and other proteins responsible for blood coagulation, resulting in dysregulation
of events and immune thrombosis formation. Blood coagulation is directly linked to
the activation and aggregation of platelets, resulting in the formation of blood clots, a
low platelet count, higher D-dimer levels, elevated prothrombin activity time (TAP), and
activated partial thromboplastin time (PTT) [19]. These clinical alterations can persist for
44-155 days after the onset of COVID-19 symptoms [20]. Hence, in 2021, the International
Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH) recommended using low molecular-weight
heparin to treat patients with moderate and severe COVID-19 [21]. Indeed, clinical trials
have shown the benefits of treating patients with COVID-19 with anticoagulants. Higher
doses of anticoagulants were associated with lower mortality in hospitalised patients with
COVID-19 [22], and there was a dose-dependent delay in death due to COVID-19 [23].
These drugs are used to treat pathologies such as myocardial infarction, stroke, and arterial
occlusive diseases [24,25].

Given the dysregulation of these events in patients with COVID-19, it is rational
to target these purinergic receptors and enzymes. There has been preclinical and clinical
research targeting the P2X3, P2X7, P2Y12, P2Y14, A2A, and A3A receptors, and the enzymes
CD39 and CD?73 (Table 1).

3.1. P2 Receptors in COVID-19
3.1.1. P2Y Receptors
P2Y12

Based on our search, the P2Y12 receptor stands out as the most promising target for
pharmacological modulation of COVID-19 to minimise one of the major culprits of this
disease, namely, dysregulation of blood coagulation. Considering the positive results of
anticoagulants, researchers began to evaluate the use of P2Y12 antagonists to manage
patients with COVID-19. These antithrombotic agents, including clopidogrel, prasugrel,
cangrelor, and ticagrelor, have antiplatelet and vasodilatory actions.

The mechanism of action of those drugs involves P2Y12 receptor blockade on platelets,
the main players in blood coagulation. Blood coagulation is initiated by cellular signalling
of Gplb-IX-V, resulting in the secretion of agonists such as ADP. This nucleotide binds to
P2Y1 and P2Y12 receptors, activating thromboxane A2 (TxA2) formation and cyclooxy-
genases (COXs), and thus triggering inflammatory processes and platelet activation and
aggregation [26]. Therefore, P2Y12 receptor blockade attenuates the action of ADP on the
formation of platelet aggregates, minimising the interaction with other platelet molecules,
such as collagen and thrombin, among others [24].

Clopidogrel is a prodrug that is activated by metabolism to 2-oxo-clopidogrel and
later the active thiol metabolite. After activation, clopidogrel irreversibly binds to the
P2Y12 receptor on platelets and exerts a therapeutic effect lasting for 5-10 days, based
on how long the platelet survives. Thus, this drug has the advantage of being long
acting [25,27]. Prasugrel is also a prodrug; it is activated by specific cytochrome P450s
(CYPs) [25]. Prasugrel begins working after 30 min, much faster than clopidogrel. This
quicker bioavailability and platelet reactivation reduce the risk of extensive bleeding in
patients [28]. Cangrelor and ticagrelor are ATP analogues with structural modifications to
allow specific binding to the P2Y12 receptor. Cangrelor undergoes non-hepatic metabolism,
while ticagrelor is metabolised in the liver by CYP3A4 [25,29]. These drugs have different
administration routes: via a nasogastric tube for oral tablets for ticagrelor and intravenously
for cangrelor. Cangrelor has a faster action and functional recovery of platelets, around
60-90 min, thus reducing the risk of major bleeding [25,30].

Table 2 lists clinical trials with P2Y12 antagonists that have been conducted in pa-
tients infected with SARS-CoV-2. Among them, clopidogrel stands out with five clinical
trials investigating antithrombotic and antiplatelet actions (NCT04518735, NCT04368377,
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NCT04409834, NCT04505774 and NCT04333407) and evaluation of antiplatelet therapy in
COVID-19 pneumonia (NCT02735707).

NCT04409834 (COVID-PACT) evaluated the efficacy and safety of a prophylactic dose
of anticoagulation and antiplatelet therapies. The study concluded that compared with
placebo treatment, clopidogrel and four heparin variations may reduce all-cause mortality.
However, these treatments have an uncertain influence on the necessity for additional res-
piratory support, COVID-19-related mortality, and quality of life [31]. Moreover, the trial
showed that a full dose of an anticoagulant, except clopidogrel, reduced thrombotic com-
plications in critically ill patients. There was an increase in bleeding in haemodynamically
stable patients, but with no fatal outcomes [32].

NCT04368377 (PIC-19) analysed the prophylactic use of tirofiban, acetylsalicylic acid,
clopidogrel, and fondaparinux. There was an improvement in peripheral oxygenation
and a decrease in the need for mechanical respiratory support, with no adverse events
reported [33]. In contrast, NCT04505774 (ACTIV-4A) showed that compared with heparin
alone, clopidogrel together with heparin was not correlated with improvements in organ
support—free days, up to 21 days, during hospitalisation [16].

NCT04333407 established the first endpoint of preventing cardiac complications of
COVID-19, but it was terminated due to difficulty in recruiting eligible participants.

NCT04445623 is a phase III double-blind trial comparing the use of placebo with
prasugrel in patients with COVID-19. The primary endpoint is to compare the efficiency
index of pulmonary gas exchange. The partial pressure of oxygen arterial oxygen (PaO2)
divides by the fraction of inspired oxygen (FiO2) known as PaO2/FiO2 ratio (PaO2 /FiO2)
or ROX index [34], and it was detected 7 days after treatment. The current status of this
trial is unknown, and no results have been posted on clinicaltrials.gov. As mentioned for
clopidogrel, NCT04505774 evaluated prasugrel together with heparin, but there was no
improvement in organ support-free days [35].

A case report evaluating cangrelor and ticagrelor showed better results when com-
pared with clopidogrel, mainly due to the reversibility of the antiplatelet effect [36]. Clopi-
dogrel, cangrelor, and ticagrelor were analysed for COVID-19 treatment in NCT04518735, a
retrospective study that enrolled 1707 participants. However, there are no publicly avail-
able results. NCT02735707 (the REMAP-CAP trial) enrolled more than 10,000 participants
and compared several drugs for treatment of community-acquired pneumonia, including
COVID-19. Among the multiple arms of the study, medications including clopidogrel,
prasugrel, and ticagrelor were analysed. These medications did not improve the number
of organ support-free days up to 21 days [37]. In vitro studies have shown that ticagrelor
reduced the risk of secondary pulmonary infections and sepsis, possibly due to the influ-
ence on the immune system by decreasing IL-6 as well as neutrophil infiltration into the
lungs [38].

Glucocorticoids have anti-inflammatory and immunosuppressive effects that can
help reduce the severity of the cytokine storm, which is a key driver of severe COVID-19.
Recently, omics-driven studies have shown the potential pleiotropic actions of synthetic
glucocorticoids [38]. In addition, dexamethasone use in hospitalized COVID-19 patients
without intensive respiratory support (IRS) did not show significant benefit and may even
have potential harm, meaning that glucocorticoid therapy, such as dexamethasone, should
be reserved for patients with severe or critical COVID-19 who require IRS [39]. Unlike
glucocorticoids, P2Y12 receptor antagonists are more targeted and therefore they may have
fewer off-target effects.

Taken together, there has been relatively little evidence that pharmacological modu-
lation of the P2Y12 receptor reduces the severity of SARS-CoV-2 infection. Although the
drugs are safe and have shown positive results in reducing prothrombotic complications
and mortality, larger studies with more patients are needed to definitively determine their
potential to treat COVID-19.
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P2Y14

Although there are no records of clinical trials that have targeted P2Y14 to treat COVID-
19, in vitro studies have shown that pharmacological modulation of the P2Y14 and A3
receptors as well as the deletion of the P2Y14R and P2X7R genes reduce cytokine levels and
neutrophilia in a mouse model [37]. Both platelets and neutrophils are highly activated in
COVID-19; neutrophil activation and neutrophil extracellular trap (NET) formation causes
more thrombotic complications than platelet activation [40]. NET infiltration has a crucial
role in infection due to the production of pro-inflammatory cytokines (IL-1p, IL-6, IL-8,
TNF-«, monocyte chemoattractant protein-1 [MCP-1], and granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor [GM-CSF]), resulting in severe tissue damage, thrombus formation,
vascular leakage, and potential necrosis. In SARS-CoV-2 infection, there is an increase in
the levels of neutrophils and NET markers in patients with severe COVID-19 and those who
die. These findings indicate a correlation between NETs and COVID-19 severity [41]. P2Y14
receptor antagonism may reduce neutrophil recruitment, minimising lung infiltration
and the attenuating cytokine storm at the primary site of infection [42]. It is also worth
mentioning that P2Y14 is an important proinflammatory receptor in other pathologies,
such as ischaemic acute kidney injury [43], eosinophilic airway inflammation [44], and
even glucose and oxygen deprivation in brain microvascular endothelial cells [45]. It also
appears to have a great influence in diabetes, obesity, and even stem cell senescence [46—48].
Hence, therapies targeted to the P2Y14 receptor alongside pharmacological management of
NET formation might represent a future approach to treat COVID-19.

3.1.2. P2X Receptors

P2X receptors have been considered in the pathophysiology and pharmacological
treatment of COVID-19. Unlike the P2Y12 receptor, there are no approved medications that
directly act on P2X receptors. Our systematic review identified two preclinical studies that
analysed P2X receptors. (Table 1).

P2X3 Receptor

Edwards et al. [17,18] showed the indirect effect of dexamethasone on the P2X3
receptor. Dexamethasone is a mineralocorticoid receptor inhibitor that suppresses cortisol
secretion, thus preventing ATP release and subsequent P2X3 receptor activation. Activation
of this purinergic receptor is linked to cough symptoms during COVID-19 and attenuation
of this signalling cascade may result in reduction of this symptom [17,18]. While there is no
clinical trial registered at clinicaltrials.gov testing this treatment alternative, a randomised
clinical trial evaluating the P2X3 antagonist sivopixant in refractory chronic cough, not
related to COVID-19, reported a symptom reduction [49]. Thus, this treatment alternative
could also be investigated in COVID-19 with the aim of reducing symptoms and improving
health-related quality of life among patients.

P2X7 Receptor

The role of the P2X7 receptor has been studied in the pathophysiology of many
diseases, including COVID-19 [50]. Found in different cells and tissues, the P2X7 receptor
has an important pro-inflammatory influence on immune cells and it facilitates the cytokine
storm in COVID-19, which can persist for months even after recovery [50,51]. Recently,
Garcia-Villalba et al. [52] showed that the soluble P2X7 receptor concentration increases in
blood plasma of patients with COVID-19, and this increase is positively correlated with
disease severity and C-reactive protein levels, suggesting that this receptor could be a
prognosis biomarker.

P2X7 receptor activation may lead to an influx of Ca?* that stimulates the NLRP3 in-
flammasome, which is responsible for enhancing the release of pro-inflammatory cytokines,
such as 1L-1p and IL-18, as well as caspase-1 activation that cleaves these cytokines into
their mature and biologically active forms [51]. Other cytokines released through P2X7
receptor activation include 1L-6, TNF-o, CCL2, IL-8, CCL3, and CXCL2 (Figure 3) [53,54].
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Thus, researchers have suggested that P2X7 receptor activation can worsen COVID-19 [53],
and the use of antagonists for this receptor could represent a strategy to attenuate the
effects of its activation [50]. In this view, researchers have demonstrated that P2X7 receptor
blockade or P2X7R gene deletion has direct effects on reducing the inflammatory state
during the infectious process in an animal model [13].
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Figure 3. Schematic representation of the main targets of the drugs found in the systematic review.
A. Receptor. The P2X7 antagonist, lidocaine act in the pulmonary environment, neutrophils, and
immune cells. B. The P2Y antagonist (Clopidogrel, Prasugrel, Cangrelor, and Ticagrelor) act in the
coagulation cascade by the P2Y12 receptors in platelets. C. Adenosine (ADO) is the main agonist of
the A1, A2A, A2B, and A3 receptors, and, in contrast, theophylline and caffeine acts as an antagonist

of these same receptors in immune cells. D. Regadenoson acts in the A2A receptor as an antagonist
in immune cells and in the lung, where midazolam only acts as a potentiator of A2A receptor. E.
Istradefylline acts as a antagonist in A2A receptors in neutrophils F. Anti-CD73 act as an enzymatic
inhibitor in immune cells G. Dipyridamole acts as an antagonist of CNT and ENT transporters mostly
in the platelets, culminating in the excess of ADO, which acts as an agonist in the P1 receptors (A1,
A2A, A2B, A3) in the platelets, leading to vasodilation and antiplatelet aggregation effects. Figure
constructed using Biorender.

Considering the importance of the P2X7 receptor in inflammation, we searched for
medications that act on this receptor. We found that lidocaine shows partial modulation of
the P2X7 receptor beyond its primary mechanism of action. There have been two clinical
trials registered at clinitrials.gov that have evaluated the use of lidocaine for COVID-19
treatment. NCT04609865 (LidoCovid) is a phase III randomised clinical trial aiming to
evaluate the effect of intravenous lidocaine 2% on gas exchange and inflammation in
patients with ARDS related or not related to COVID-19 [55]. The other phase I randomised
clinical trial, NCT04979923, will evaluate the efficacy of lidocaine nebulisation in cough
suppression and amelioration of hypoxia in comparison with two other medications,
salbutamol and beclomethasone. Although there are no results from these clinical trials,
there is a case report from a 71-year-old man with COVID-19 and severe respiratory distress
who received lidocaine intravenously. This treatment improved his inflammatory condition.
As lidocaine was the only medication he received, this attenuation could be linked to
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modulation of the P2X7 receptor, reinforcing the potential of targeting this purinergic
element directly or indirectly [56].

There are other medications with indirect effects on the P2X family of receptors. For
example, ivermectin indirectly modulates the P2X4 receptor. However, the use of this
medication as a prophylactic or therapeutic alternative for COVID-19 is controversial.
Indeed, large randomised clinical trials and detailed reviews have already shown that this
anti-helminthic medication has no benefit in the COVID-19 context [57-61].

3.2. P1 Receptors in COVID-19

In recent years, the P1 receptors have been extensively investigated as targets for drug
development, mainly due to their immunosuppressive potential when activated by their
main agonist ADO. These G protein—coupled receptors are divided into four isoforms—Al,
A2A, A2B, and A3—each one with different affinities to ADO. The A1 and A2A receptors
have high affinity to ADO (from 10 nm to 1 um), while the A2B and A3 receptors have
a low affinity to ADO (>10 um). Once activated, it may inhibit (A1 and A3) or stimulate
(A2A and A2B) adenylate cyclase (AC), leading to changes in cyclic AMP (cAMP) levels [§]
(Figure 1).

The A1, A2A, A2B and A3 Receptors

Our search resulted in three preclinical and four clinical trials using therapies targeting
P1 receptors. Among P1 receptors, the A2A receptor has been the most investigated as a
therapeutic target for COVID-19. Indeed, this receptor is widely expressed in the pulmonary
epithelium and modulates resident macrophages. It also prevents adherence and activation
of neutrophils to the pulmonary epithelium [62,63]. The A2A receptor has a high affinity to
ADO and stimulates AC, consequently increasing the intracellular ;cAMP levels and leading
to complementary activation of anti-inflammatory mechanism. This mechanism is involved
in the suppression of cytokine production and oxidising molecules, modulating neutrophils,
macrophages, lymphocytes, and platelet aggregation [63]. Therefore, molecules acting on
the A2A receptor may be a good alternative treatment for COVID-19.

Tokano et al. [14] analysed the modulation of the A2A receptor with istradefylline in two
predlinical studies (Table 1). Istradefylline is a selective A2A receptor antagonist indicated as
an adjunct to levodopa and carbidopa for the treatment of Parkinson’s disease. In a recent
study, the authors evaluated the effects of this drug on PBMCs. They showed suppression
of IL-17A and IL-8 production and attenuation of consequent neutrophilic inflammation. As
mentioned above, neutrophil activation and NET formation have a very strong influence
on inflammation and severity in COVID-19. Therefore, targeting the A2A receptor with an
antagonist could provide effective pharmacological modulation of COVID-19.

Another medication acting through the A2A receptor and evaluated as a treatment
for COVID-19 is regadenoson. This molecule is a partial agonist of P1 receptors with
affinity for the A2A receptor. It dilates coronary vessels and has been used as a diagnostic
tool for cardiac pathologies [25]. This medication increases blood-flow in vessels and
the myocardium and mimics the effects of ADO. NCT04606069 is currently recruiting
participants to evaluate regadenoson in COVID-19; the results are expected in 2023.

In clinical practice, ADO is used to convert paroxysmal supraventricular tachycardia
to sinus thythm [25]. Because ADO acts on all four P1 receptors, it is not clear which
receptors are responsible for this effect. For example, Al receptor activation is related
to monocyte phagocytosis, dendritic cell chemotaxis, and mucus promotion, increasing
inflammation. In contrast, the A3 receptor has been touted to inhibit degranulation in
eosinophils and neutrophils [64].

From this view, even with controversial results, clinical trials evaluating ADO in
COVID-19 have been initiated and registered at clinicaltrials.gov (Table 2). NCT04588441
(the ARTIC trial) aims to measure the efficacy of aerosolised inhaled ADO against lung
inflammation in patients with ARDS caused by COVID-19. This trial is not yet recruiting
participants, and, therefore, no results have been released. On the other hand, a case-control
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study with the same treatment protocol was conducted in Italy. It showed that SARS-CoV-
2-positive patients who received aerosolised ADO had an improved PaO2/FIO2 ratio, a
reduced hospitalisation time and decreased SARS-CoV-2-positive days after diagnosis [65].

Moreover, as a possible role of the ADO receptors in COVID-19, cAMP regulation
could be involved in the development of hyposmia and hypogeusia [66]. Lower cAMP
levels are correlated with worsening of hyposmia and hypogeusia [67]. So, it seems that
cAMP levels dictate the direction of the prognosis, because low levels worsen and high
levels improve the ability to taste and smell [68].

Theophylline is a medication that can regulate cAMP concentration [69] and could
increase the levels of this secondary messenger through ADO receptors and lead to olfactory
neuroepithelium recovery in patients with COVID-19 [70]. To investigate this hypothesis,
NCT04789499 evaluated the efficacy of theophylline in patients with symptoms of hyposmia
and hypogeusia after SARS-CoV-2 infection. Even though 59% of the patients reported
at least a slight improvement in their senses of smell and taste, there were no significant
differences between the groups [71]. Another study had similar results in the recovery
of smell and taste, in which patients treated with theophylline reported an improvement
in smell compared with the placebo group [72]. Beyond the effects on hyposmia and
hypogeusia, another pilot study showed that the administration of pentoxifylline and
theophylline increased the efficiency of pulmonary gas exchange (PaO2/FiO2) and decrease
C-reactive protein levels and mortality compared with the control group [73].

In addition to theophylline, other methylxanthines such as caffeine (1,3,7-trimethylxanthine)
are natural compounds that act as P’1 receptor antagonists. In silico analysis indicated that
theophylline is a potential inhibitor of SARS-CoV-2 replication [74]. So, a molecule with
a similar structure to caffeine could also have some beneficial effects on the pathology of
COVID-19 by diminishing the cytokine storm and protecting the lungs from exacerbated
inflammation [64]. Indeed, preclinical research has already demonstrated the potential of
caffeine to inhibit the entry of SARS-CoV-2 into host cells by blocking the spike protein-
ACE2 interaction [75]. Moreover, caffeine has been shown to improve oxygenation through
relaxation in the pulmonary vascular muscles in chronic lung disease in premature cases,
and improve lung function in asthma patients and patients with exercise-induced bron-
choconstriction [64]. Clinical trials have been designed to prove the benefits of caffeine:
there are 22 registered at clinicaltrials.gov with different outcome measures, from be-
havioural changes to molecular effects. NCT05594615 is a phase I trial that will evaluate
drug-drug interaction between EDP-235 (SARS-CoV-2 antiviral), midazolam, caffeine,
and rosuvastatin in healthy subjects. This trial will hopefully clarify whether caffeine can
decrease the systemic inflammation manifested in COVID-19.

3.3. Purinergic Enzymes in COVID-19

Considering the importance of the ectoenzymes CD39 and CD73 in controlling ex-
tracellular nucleotides and nucleosides, several researchers have shown the correlation
of their expression and function with COVID-19 development and severity [9,15,76,77].
Some metabolites derived from nucleotide metabolism are increased in blood samples of
patients with COVID-19. Higher ADO levels are positively correlated with higher platelet
counts [9]. Moreover, platelets from patients with COVID-19 show greater AT, ADP,
and AMP hydrolysis, and higher ADA activity, which could lead to higher INO blood
concentrations [15]. Interestingly, the increase in INO is negatively correlated with lower
white blood cell (WBC) and platelet counts, suggesting that high ADO levels could reduce
WBC counts [9]. Therefore, the use of P2Y12 inhibitors could attenuate platelet activation
and aggregation, reducing thrombus formation and the negative effects of the excessive
nucleotide metabolism.

3.3.1. CD39 and CD73

Although we did not include prognosis papers in this review, most of the papers we
found from our search evaluated the prognostic value of CD39 and CD73 in COVID-19
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(Table 1). For example, Da Silva et al. [15] analysed blood samples from patients with
moderate and severe COVID-19, and confirmed the increased expression of both in total
leucocytes based on the nucleotide hydrolysis activity. Indeed, Dorneles et al. [77] observed
higher expression of CD73 (encoded by NT5E) and CD39 (encoded by ENTPD1) in T cells;
the levels correlated with lower concentrations of ATP in blood plasma. However, another
study observed lower expression of NT5E in the cytotoxic lymphocyte population of CD8
and natural killer T cells from patients with COVID-19, which secreted higher amounts of
pro-inflammatory cytokines [12].

When searching clinicaltrials.gov, we did not find any clinical trials evaluating the
modulation of CD39. However, two trials have been registered to evaluate monoclonal anti-
bodies against CD73 in COVID-19, aiming to minimise ADO production [78]. NCT04516564,
a phase I, randomised, double-blind, placebo-controlled trial is evaluating the safety, tol-
erability, pharmacokinetics, and immunogenicity of AK119 (monoclonal anti-CD73) in
29 healthy subjects. No results have been posted. The other phase I, non-randomised
and open-label trial (NCT04464395) is testing mupadolimab (CPI-006), an anti-CD73 mon-
oclonal antibody, in hospitalised patients with mild and moderate COVID-19. In this
trial, the researchers have measured the efficacy, duration of COVID-19-related symptoms,
hospitalisation time, rate of medical interventions during hospitalization, and changes in
anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin levels. The status of this study is listed as completed,
but the results have not yet been released. Although there are no results yet, if anti-CD73
proves to be safe and tolerable, its use in patients with COVID-19 can be analysed in future
clinical trials.

Due the multiple functions that CD73 has in inflammation, it is unclear what benefits
CD?73 inhibition would provide for COVID-19 treatment. Indeed, no publication has
presented a clear explanation for this hypothesis. The only possible function we could
assume so far is the modulation of cytotoxic lymphocytes described by Dorneles et al. [77],
which could diminish the cytokine storm and inflammatory process of COVID-19. Even
then, CD73 inhibition could cause the opposite effect because this enzyme is mainly anti-
inflammatory (via the production of ADO). Therefore, more in vitro, in vivo, and clinical
trials are needed to understand the real application of CD73 in COVID-19.

3.3.2. PDEs and ADA

Researchers have also observed the pharmacological potential of modulating the intra-
cellular enzymes of purinergic signalling. Zlamal et al. [79] showed that upregulation of
intracellular cAMP levels could prevent the worsening of the prognosis and disease pro-
gression by attenuating immunoglobulin G-induced formation of procoagulant platelets.
Targeting this pathway could minimise blood coagulation dysregulation. For example,
dipyridamole is an inhibitor of nucleoside transporters, of PDE4A, PDE5A and PDE10A,
and ADA, increasing the intracellular cAMP levels [80]. So, clinical trials using dipyri-
damole for COVID-19 treatment have been initiated. NCT04391179 and NCT04410328 have
shown positive results based on the reduction of some inflammatory markers [81]. There-
fore, targeting intracellular PDEs may be a good therapeutic choice for COVID-19 to avoid
coagulation dysregulation because it prevents platelet aggregation and clot formation.

4, Conclusions

Purinergic signalling is directly linked to several physiological and pathological pro-
cesses, such as inflammation, blood coagulation, and cellular signalling, which are affected
in moderate and severe COVID-19. Although there is a limited amount of preclinical and
clinical data evaluating the mechanism of action of medications targeting the purinergic sys-
tem directly, there have been numerous indirect benefits for patients with COVID-19. These
benefits indicate that there could be an advantage to using them mainly as a complementary
treatment for COVID-19. We highlight the following:
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e  P2Y12 modulators such as cangrelor and ticagrelor could be the most promising
medications due to their mechanism of action and reversible platelet blocking action,
avoiding haemorrhagic events with excessive bleeding.

e P2Yl4is involved in neutrophil recruitment in COVID-19, and targeting this receptor
may attenuate blood clot formation by minimising NET formation. However, no
medication has been approved so far.

e  Targeting the P2X3 receptor could relieve cough symptoms and perhaps improve
quality of life.

e The P2X7 receptor is a promising target for inflammation reduction. Because this
receptor is linked to NLRP3 inflammasome activation, blocking this element would
reduce the release of pro-inflammatory cytokines such as IL-1 and IL-18.

e  Targeting the ectoenzymes CD39 and CD73 does not seem to represent the best COVID-
19 treatment strategy. If the CD39 enzyme is blocked and inactivated, ATP released
by dying cells could concentrate in the extracellular space and chemoattract immune
cells to the infection site, causing a loop of cytokine release resulting in tissue damage.
On the other hand, blocking the enzyme CD73 would prevent the production of ADO,
which could result in clinical improvements via activation of P1 receptors. However,
using these enzymes in the same way as for prognostic biomarkers seems to be a good
choice because measuring their expression and the levels of nucleotides can indicate
the extent of tissue damage and the course of the disease.

e Targeting PDE and ADA intracellular enzymes could be an alternative treatment to
avoid coagulation dysregulation and clot formation.

e Modulation of the A2A receptor with istradefylline and regadenoson represents a
possible COVID-19 treatment because this receptor modulates neutrophils and the
inflammatory process.

e The use of methylxanthines such as theophylline and caffeine could also be a good
strategy in COVID-19 treatment due to their potential to help smell and taste recovery
and to improve blood oxygen saturation.

Larger and well-designed studies are required to definitively assess whether medica-
tions targeting the purinergic system should serve as first-line or complementary treatment
for COVID-19. Preclinical studies are necessary to confirm whether their mechanisms of
action remain the same as the one originally approved, and clinical studies are crucial to
evaluate their efficacy and safety in patients with COVID-19.
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7. CAPITULO Il

POTENCIAL IMUNOMODULATORIO E DE MODULACAO DE FUNGCOES
CELULARES DA INOSINA EM CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS (MSCs)
DE DIFERENTES TECIDOS DE EXTRACAO

Esse capitulo apresenta dados em preparacao para futuro artigo cientifico, onde
serdo investigados o potencial de formacao de INO por MSCs obtidas de diferentes
tecidos humanos, bem como a correlagdo com a expressao génica e proteicas das
enzimas purinérgicas, avaliando seu possivel efeito na capacidade de proliferacéo,

adesdao, migracao e potencial na imunomodulacédo das MSCs.
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7.1 METODOLOGIA

7.1.1 COMITE DE ETICA

As extracOes das células estromais mesenquimais de tecido adiposo foram feitas
no Laboratério de Biologia Celular no projeto aprovado pelo comité de ética,
PARECER N° 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 deciduo e tecido de cordao umbilical foram obtidas
por uma parceria com a empresa HEMOCORD, sendo os projetos aprovados pelo
comité de ética, PARECER N° 4.671.107 (Unisinos) e PARECER N° 3.824.230
(Instituto de Cardiologia do RS) (ANEXOS 2 e 3).

7.1.2 MATERIAIS E METODOS

7.1.2.1 EXTRACOES DAS MSCS
As células de polpa de dente (PD) e de tecido de corddo umbilical (TCU)
foram fornecidas em parceria com a empresa Hemocord (site disponivel em:

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

parte das caracterizacoes.

As amostras de células de tecido adiposo (ADSCs) foram extraidas do
tecido de pacientes submetidos a cirurgia de abdominoplastia no Hospital
Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre. O material foi tratado com
colagenase tipo | (250 U/mg, 1 mg/mL) a 37 °C por 30 minutos com agitacao,
conforme descrito anteriormente por nosso grupo de pesquisa (NAASANI et al,
2022).

A reacgdo enzimética 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 x g por 10 minutos e
o sobrenadante foi removido. O pellet resultante foi suspenso em uma solugéo
de lise de eritrocitos (150 mM NH4CI, 10 mM NaHCO3 e 1 mM EDTA) com
agitacdo mecénica por 15 minutos a temperatura ambiente, centrifugada,

plagueadas em placas de 6 pocos e cultivadas até atingir alta confluéncia.
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7.1.2.2 CARACTERIZAC}OES DAS MSCS

Parte das caracterizacbes 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 diferenciacdo em adipdcitos, condrdcitos e

ostedcitos.

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 antibidticos em estufa umida com 5% de CO:2 a
temperatura de 37°C. 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

gue atingida uma confluéncia de 90%.

7.1.2.4 ANALISE ESTATISTICA E GRAFICOS

Os gréficos e andlises estatisticas foram realizados no programa GraphPad
Prism 8.0.2, com dados expressos como a média = erro padrdo. Para
citometria, adesdo, migracdo e proliferacdo os dados foram analisados
estatisticamente por ANOVA de uma via, enquanto para a andalise de migracao
foi utilizada ANOVA de duas vias, seguida por teste post hoc de Tukey.
Diferencas entre os valores médios foram consideradas significativas quando
p <0,05.

7.1.2.5 CONCENTRAQ()ES DE INOSINA

Foram escolhidas diferentes concentracdes 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 migracéo, adesao e proliferacao.

7.1.2.6 CITOMETRIA DE FLUXO
As citometrias foram realizadas apds a tripsinizacdo, contagem e

separacdo de 3 x 10° células por tubo. Foram entdo fixadas com
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Paraformaldeido 4% por 30 minutos sendo homogeneizadas a cada 10
minutos. Foram entdo incubados cada poco individualmente com os anticorpos
PNP (PA5-79839 Invitrogen), ADA (MA2607 Invitrogen) e CD26 (MA5-33006
Invitrogen) na concentracéo de 2 ug/mL por no minimo 12 horas, sendo depois
incubadas com os anticorpos secundarios de Anti-Rabbit Alexa 488 para os
tubos controle e anticorpo PNP, e anticorpo secundario Anti-Mouse Alexa 488
para as enzimas ADA e CD26 por 1 hora. As células foram analisadas no
citometro FACSCalibur BD e plotadas nos gréaficos pelo software Flowing

Software versao 2.5.1.

7.1.2.7 ENSAIO DE MIGRACAO

Foram plagueadas 20 mil células por poco de cada um dos trés tipos
celulares em placas de 24 pocos, sendo 0 meio de incubacéo trocado a cada
2 dias até atingir pelo menos 90% da confluéncia. O meio de incubacéo foi
trocado para o meio com 2% de SFB 24 horas antes do experimento para evitar
a proliferacdo celular. Retirado o meio, foi adicionado PBS 1X e realizado o
risco verticalmente, posteriormente foi retirado o PBS e adicionados os meios
de incubacdo a 2% SFB, com as respectivas concentracdes de: controle (0O
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 analise das imagens pelo programa ImageJ.

7.1.2.8 ENSAIO DE ADESAO CELULAR

Foram plaqueadas 20 mil células por poco em placas de 96 pocos com
meio de incubacao nas concentragdes de 0 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM e 200
uM por uma hora. Posteriormente o meio de incubagéo foi retirado e lavado
com PBS 1X, sendo as células fixadas com paraformaldeido a 4% e incubadas
por 10 minutos. O fixador foi retirado, as células lavadas com PBS1X e entdo
foram adicionados 100 uL de Cristal violeta a 0,5 % diluido em metanol 20% e
incubado por 10 minutos. ApOs esta incubacdo as células foram lavadas
novamente com PBS 1X e adicionados 100 uL por poco de acido acético 10%.
Posteriormente, foi realizada a leitura da placa por densidade Optica em 570
nm no espectrofotdmetro SpectraMax M2e (Molecular Devices)(BECKENKAMP
et al., 2019).
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7.1.2.9 ENSAIO DE PROLIFERAQAO CELULAR

Foram plaqueadas 10 mil células por poco em placas de 24 pogcos. Apos a
adesdao celular (24 horas) foram adicionados os meios de incubacdo com as
concentracdes 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 poco foi tripsinizado e as
células contadas com azul de tripan em camara de Neubauer. As contagens

celulares foram entdo analisadas pelo software GraphPad Prism 8.0.2.

7.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

As informacdes apresentadas neste trabalho permanecem em fase de
desenvolvimento, haja visto a necessidade de ampliagcdo do tamanho amostral e
finalizacdo de experimentos como RT-PCR. Nesse contexto, prevé-se que tais dados
em processo de desenvolvimento culminardo no desfecho do primeiro capitulo da

tese de doutorado.

7.2.1 CARACTERIZAQAO DAS MSC DE DIFERENTES TECIDOS DE EXTRAQAO

Inicialmente, realizou-se a caracterizacdo das MSCs, uma vez que um dos focos
deste estudo é a comparacao destas células extraidas de diferentes tipos de tecido.
As anadlises de imunofenotipagem, através de citometria de fluxo, confirmou a
caracterizacdo das células utilizadas nesse estudo como MSCs, pela positividade
populacional pelos marcadores CD90+, CD73+ e CD105+ (FIGURA 7).
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FIGURA 7. Caracteriza¢do por ensaio de citometria de fluxo com os marcados positivos para Células
Estromais Mesenquimais (MSC) CD73+, CD90+ e CD73+ para as células extraidas de tecido adiposo
(ADSC) (A, B e C), de tecido de corddo umbilical (TCU) (D, E e F) e de Polpa de Dente (PD) (F, G e

Posteriormente, confirmou-se a capacidade multipotente de diferenciacao celular
para tecidos mesodérmicos, demonstrando que as MSCs dos diferentes tecidos
podiam se diferenciar em adip6citos, condrécitos e ostedécitos (FIGURA 8). Concluiu-
se entdo que as células ADSC, PD e TCU séo de fato MSCs.
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FIGURA 8. As células extraidas do tecido adiposo (ADSC) em aumento de 10x (J) e diferenciadas em
condrécitos (A), adipécitos (D) e ostedcitos (G). As células de Tecido de Cordao Umbilical (TCU) em
aumento de 10x (K) e diferenciadas em condrdcitos (B), adipdcitos (E) e ostedcitos (H). As células de
Polpa de Dente (PD) em aumento de 10x (L), diferenciadas em condrdcitos (C), adipdcitos (F) e
ostedcitos ().
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7.2.2 EXPRESSAO PROTEICA DAS ENZIMAS ADA, CD26 E PNP DAS CELULAS
DE TECIDO ADSC, TCU E PD

Sabe-se que a INO é gerada pela enzima ADA, a qual € ancorada a proteina CD26,
envolvida na regulagéo da atividade enzimética e depuragéo de niveis excessivos de
ADO (GALGARO etal., 2021). Para que pudéssemos investigar a acdo da INO nestas
células foi necessario antes verificar a presenca destas enzimas e proteinas nestas
populacdes celulares. Desse modo, foi realizado citometria de fluxo com anticorpos
para as enzimas ADA, CD26 e PNP, esta ultima enzima responséavel pela degradacao
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 expressao proteica das enzimas ADA, CD26 e PNP em
guase todos os trés 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 populacao positiva para ADA foi de 68,33
+ 1,91. Para CD26 a média foi de 32,92 + 28,23. Como para esta célula s6 foi obtido
um N amostral para a enzima PNP, ndo foi possivel calcular o desvio padréo, ficando
a média final de porcentagem de populacédo positiva em 73,09%. Nas células de TCU,
a média da porcentagem de populagéo 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 analises da Média de Intensidade de Fluorescéncia (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. J& no Unico 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. Ja 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

secundario Alexa 488 nas ADSC (n amostral = 2 para ADA e CD26) (n amostral = 1 para PNP).
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FIGURA 10. Histograma das citometrias realizadas para as enzimas ADA, CD26 e PNP com o

anticorpo secundario 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 secundario Alexa 488 nas PD (n amostral = 2 para ADA, CD26 e PNP).
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FIGURA 12. Expresséo da porcentagem populacional e da média (MFI) para a enzima ADA nas MSC
de tecido adiposo (ADSC), tecido de corddo umbilical (TCU) e de polpa de dente (PD). O teste

estatistico utilizado foi o Two-way ANOVA com Tukey Post Hoc.
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FIGURA 13. Expressdo da porcentagem populacional visivel e da média de intensidade de
fluorescéncia média (MFI) para a enzima CD26 nas MSC de tecido adiposo (ADSC), tecido de cord&o
umbilical (TCU) e de polpa de dente (PD). O teste estatistico utilizado foi o Two-way ANOVA com
Tukey Post Hoc.
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FIGURA 14. Expressdo da porcentagem de populagdo positiva e da média de intensidade de
fluorescéncia média (MFI) para a enzima PNP nas MSC de tecido adiposo (ADSC), tecido de corddo
umbilical (TCU) e de polpa de dente (PD). O teste estatistico 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 as MSCs de TCU
(FIGURA 13 e 12). Porém, para a expressao da enzima PNP, o tecido PD apresentou
o maior valor de média encontrado, havendo diferenca estatistica 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 anéalise 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 as células de TCU. E importante destacar que os dados
apresentados estdo em processo de concluséo, e, portanto, o tamanho da amostra
esta sujeito a aumentar. Esse incremento potencial pode ter impacto significativo nos
resultados estatisticos, sendo fundamental considerar as futuras adigdes ao conjunto
de dados para uma analise mais abrangente e confiavel.

Tais resultados condizem com a diferenca de expressdo de mRNA analisados
comparando ADSC e mesenquimais de Cordao Umbilical (UC-MSC) que se equipara
as células de TCU mostradas em um estudo recente, no qual Galgaro et al mostraram
gue as ADSC apresentam menor expressao da enzima ADA quando comparadas
com a UC, onde os niveis da expressao de CD26 foram equivalentes (GALGARO et
al., 2023).

7.2.3 EFEITO DA INO NA CAPACIDADE DE ADESAO E PROLIFERACAO
CELULAR DE DIFERENTES TECIDOS DE EXTRACAO
Com a confirmacéo da presenca e expressao das enzimas nestes tecidos, 0
préximo passo foi entéo testar o efeito da INO na capacidade de adeséo e proliferativa
das MSCS. Foram comparadas a capacidade de adeséao das células ADSC, TCU e
PD nas concentracdes 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 Unica amostra de cada tipo celular, com um N amostral de 2 realizados em
dias diferentes para cada tipo celular.
No ensaio de adeséo, o tratamento das células TCU nas concentracdes de 10 e 50

uM levaram a um aumento significativo da capacidade de adeséo das células em
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comparagdo as ceélulas ndo tratadas. Por outro lado, nas células PD, as
concentragbes de 100 e 200 uM de INO tiveram o efeito contrario, diminuindo
significativamente a capacidade de adesdo celular em comparacdo as células
controle. Nas células ADSC, apesar de um pequeno aumento na capacidade de
adesdo, nao foi observada diferenca estatistica entre as diferentes concentracdes de
INO (FIGURA 15).
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FIGURA 15. Ensaios de adesao realizados em uma amostra de cada tecido, em duas replicatas,

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

Outro resultado interessante foi a grande diferenca na capacidade inerente de
adesdo celular apresentada pelas células analisadas. Comparando 0s grupos
controles de cada célula é possivel notar que a ADSC possui uma capacidade de
adesdo muito maior quando comparada as células de TCU e PD, respectivamente.
As células TCU também possuem melhor capacidade de adesdo quando comparadas
as PD, indicando diferencas intrinsecas entre as distintas fontes teciduais.

No ensaio de proliferacao celular o tratamento com diferentes concentragcbes de
INO ndo mostrou diferenca significativa na capacidade proliferativa de nenhum dos
trés 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 a
diminuicéo da proliferacao destas células (HERMAN-DE-SOUSA et al., 2020).
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FIGURA 16. Ensaio de proliferacdo realizado em uma amostra de cada tecido, com um N amostral de

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

Assim como no ensaio de adesdao, os testes realizados nesta dissertacéo indicam
que as diferentes células mostraram diferencas intrinsecas 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 diferenca estatistica também foi notada na
comparacdo das células ADSC e TCU, onde a ADSC apresentou uma maior
proliferacao.
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7.2.4 DIFERENTES CONCENTRAQC)ES DE INOSINA AFETAM A CAPACIDADE
MIGRATORIA NAS MSCS PROVENIENTES DE DIFERENTES TECIDOS DE
EXTRACAO

Apesar da INO ndo afetar a capacidade proliferativa nas MSC, os ensaios de
migracdo mostraram uma diminuicdo na capacidade migratoria destas células no
tempo de 24h. Nas células ADSC, o efeito migratorio foi reduzido a partir das
concentracfes de 50 uM, afetando também a concentracdo de 100 uM no mesmo
nivel de significancia (FIGURA 17). Na concentracdo de 200 uM houve uma
diminuicdo significativa ainda maior na migracdo das ADSC em 24 horas de
experimento. Nas MSCs TCU e PD (FIGURA 17), apesar de visualmente haver uma
diminuicdo na migracéo gradativa conforme o aumento de INO, ndo houve diferenca
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 deplecao de receptores de ADO, como Al, A2A e A2B, e de enzimas desaminases,
como a ADA, teve um impacto significativo no processo de reparo, influenciando a
migragao celular. A interferéncia na atividade da ADA apresentou efeitos sinérgicos
em concentracdes baixas. Esses resultados corroboram com a participacdo da
sinalizacao de INO no processo de reparo, indicando que a sinalizacdo dependente
de nucleotideos desempenha um papel crucial nas respostas migratérias imediatas
apos uma lesdo tubular (GESSLER et al., 2022). Desse modo, podemos inferir que a
INO tem o potencial de interferir nesse processo, sendo necessario o teste com
antagonistas dos receptores P1 e da enzima ADA, além de testar a migracdo com

maiores concentracdes de INO.
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FIGURA 17. ENSAIO DE MIGRACAO. A. Migragio nas ADSCs feito com apenas uma amostra do
tecido com um N amostral de uma andlise. B. Ensaio de migracdo na PD feito com apenas uma
amostra do tecido com um N amostral de uma analise. C 19. Ensaio de migragdo na TCU feito com

apenas uma amostra do tecido com um N amostral de uma andlise. O teste estatistico 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 ndo tenham sido conduzidos experimentos para explorar
detalhadamente as interacGes entre as MSCs e a INO, é crucial destacar que a
influéncia dessa molécula na diferenciacao celular € uma das areas mais estudadas
no contexto de potencial de regeneragédo celular das MSC. No presente relato,
abordarei as descobertas e perspectivas presentes na literatura cientifica até o
momento, proporcionando uma visdo abrangente sobre o papel potencialmente

crucial da INO nas MSCs na capacidade de diferenciacéo celular.

7.2.6 INOSINA NA DIFERENCIAGAO ADIPOGENICA

A capacidade de diferenciacdo adipogénica das MSCs é uma das principais
caracteristicas da multipoténcia destas células, na qual a INO apresenta uma grande
influéncia nos mecanismos envolvidos na construcao do tecido adiposo, tornando-se
um foco de estudo em condi¢des patoldgicas relacionadas ao aumento de peso. Em
alguns estudos foi observado um aumento na atividade da ADA sérica em pacientes
obesos e diabéticos, mostrando uma possivel influéncia da INO em outras condi¢des
patofisiol6gicas relacionadas a homeostase do tecido adiposo (YANG,; LI; TAO, 2022).

Esta influéncia ja foi comprovada por diversos estudos in vitro e in vivo, tal como:
na incubacao de adipdcitos de ratos ou adipocitos isolados com altas concentracfes
de teofilina (capitulo 1), inibidora dos receptores P1, resulta em diminuicdo da
atividade da lipoproteina lipase (LPL), enquanto a adicdo de ADO aumenta a forma
intracelular da LPL. Notavelmente, o0 aumento causado pela adenosina é atribuido a
INO, gerada pela quebra da ADO enddgena pela ADA (BOURDEAUX et al., 1982).

A INO liberada por adipocitos marrons (células de gordura especializadas que
possuem mitocondrias abundantes com funcionalidade na termogénese) durante a
apoptose desempenha um papel crucial na ativacdo fisiologica do tecido adiposo
marrom. Em um estudo com camundongos, os adipocitos marrons tiveram a ativacao
através dos receptores Pl pela INO, estimulando a expressdo do programa
termogénico por meio da sinalizacdo de cAMP e proteinas como PKA, p38, SIK2,
CRTC3 e CREB. O transportador ENT1 regula os niveis de INO extracelular e sua
deficiéncia promove a diferenciagdo de adipdcitos brancos em adipécitos marrons.
Neste estudo, ao aumentar as concentracdes de INO in vivo por injecéo e por inibicao
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 adipécitos humanos, enfatizando seu potencial terapéutico na
regulacao do metabolismo e na resisténcia a obesidade (NIEMANN et al., 2022).

Apesar disso, outros artigos também citam a possivel participacdo da INO em vias
metabdlicas durante o estresse celular ativando o receptor Al, inibindo a lipdlise,
reduzindo os niveis circulantes de &cidos graxos livres e promovendo o acumulo
desses &cidos graxos nos tecidos (MERINO et al., 2017). Entretanto, o tratamento in
vivo com ervas naturais como Mori Folium e Curcumae Rhizoma, fitoterapicos
capazes de inibir a atividade da ADA (TURK et al., 2023) podem ajudar a ressaltar o
papel da INO na capacidade adipogénica das MSC. O tratamento com Mori folium em
camundongos mostrou uma diminuicédo na progresséo da obesidade (KIM et al., 2023).
Em MSC de ratos, o tratamento com Curcumae Rhizoma mostrou aumento na
capacidade de osteogénese e diminuicdo da capacidade adipogénica (YANG et al.,
2012).

7.2.7 INOSINA NA DIFERENCIACAO CONDROGENICA E OSTEOGENICA

Ainda relatando os efeitos da Curcumae Rhizoma nas MSCs, outros estudos
mostraram que, além de diminuir a adipogénese (YANG et al., 2012), a Curcumae
Rhizoma foi capaz de aumentar a capacidade de diferenciacdo osteogénica (KHEZRI
et al., 2021; SAMIEI et al., 2021).

Além disso, o tratamento de condrécitos com a enzima ADA resultou em um
aumento na mortalidade dessas células e um aumento nos marcadores de
diferenciacdo em osteoclastos, que séo células encarregadas da degradacdo da
matriz 6ssea. Esse efeito foi contrabalancado pelo tratamento com EHNA, um inibidor
seletivo da ADA. Além disso, a exposicdo a ADA resultou em um aumento na
expressao dos receptores Al e A3, que desempenham um papel crucial na inibicao
da producdo de AMPc (BHAGAVATHAM et al., 2021). Portanto, podemos inferir que
uma hipotese possivel seria a existéncia de um mecanismo de feedback negativo,
onde o0 aumento do substrato leva a um aumento na expressao desses receptores,
visando bloquear a agdo do aumento de INO no meio extracelular.

Ademais, em patologias importantes que afetam a condrogénese, como a artrite
reumatoide (RA), a ADA estimula a producéo de citocinas inflamatorias, incluindo o
fator de necrose tumoral alfa (TNFa), o fator de crescimento transformador beta
(TGFB) e o interferon gama (IFNy), podendo resultar em uma inflamagao sistémica.

Além disso, a ADA leva ao impedimento de MSCs na diferenciacdo em osteoblastos,
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além da reducdo da mineralizacdo 6ssea (SRIMADH BHAGAVATHAM; POTIKURI;
SIVARAMAKRISHNAN, 2022).

7.2.8 INOSINA NO CONTEXTO INFLAMATORIO

Em estudos recentes do nosso grupo de pesquisa, foi mostrado que MSC ADSC
apresentam uma menor expressdo da ADA quando comparada com células MSC de
derme e de cordao umbilical. Apesar da menor expressao de ADA, as células ADSC
apresentaram a maior atividade de hidrolise da ADO e consequente maior acumulo
da INO extracelular (GALGARO et al., 2023).

Especificamente, observou-se nestes experimentos que as MSCs reagem de
maneira diferenciada diante das concentracdes variadas de INO. Um aspecto
intrigante dos experimentos realizados nesta dissertacdo € a influéncia da INO na
adesao celular. Concentragcdes mais baixas de INO foram associadas a uma
diminuicdo na adesdo nas células TCU, enquanto, de maneira contrastante, nas
células PD apenas concentracdes mais elevadas conduziram a uma reducao
significativa na adesdo. Essa disparidade de respostas ressalta a complexidade da
interacao entre a INO e os diferentes tipos celulares, apontando para a necessidade
de uma investigacado mais aprofundada para elucidar os mecanismos subjacentes a
essas variagoes.

De fato, para que possamos confirmar estas hipéteses, se faz necessario a
repeticdo destes experimentos em condi¢des anormais e de irregularidade celular,
como de hipd6xia, além da andlise da expressao genémica das enzimas (CD73, ADA,
PNP, HGPRT, ENT e CNT) e receptores destas células (Al, A2A, A2B, A3, P2X e
P2Y).
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8. CONCLUSAO

No capitulo | foi abordada a sinalizacdo purinérgica, envolvendo enzimas e
receptores especificos, e apresentando potenciais alvos farmacoldgicos 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 hemorragicos, enquanto o receptor P2X3 é considerado um alvo
promissor para aliviar sintomas de tosse. O receptor P2X7 emerge como uma
promissora opcao para reduzir a inflamagéo, associada a ativacéo do inflamassoma
NLRP3. Efeitos especificos em enzimas, como CD39 e CD73, destacam-se como
consideracdes criticas, havendo a necessidade de equilibrio para evitar impactos
adversos na resposta imunolégica. Enquanto isso, a modulacdo do receptor A2A com
substancias como istradefilina e regadenoson apresenta potencial para influenciar
positivamente os neutréfilos e o processo inflamatorio.

Até o momento, os resultados observados indicam uma influéncia significativa
da INO em diversos tipos celulares, revelando respostas distintas em relacdo as
diferentes concentracdes da substancia. Considerando-se o envolvimento do sistema
purinérgico na modulagéo de respostas inflamatorias, como a COVID-19, os efeitos
observados da INO nas experimentacbes de migracdo celular e sua potencial
influéncia na proliferacdo celular nas MSC de diferentes tecidos, faz-se necessario
repeti-los em condi¢des “desafiadoras” as células, tal como hipdxia e sob a presenca
de moléculas que induzem a inflamacdo, para entdo se analisar as expressfes
genbmica dessas enzimas e receptores, de forma a proporcionar uma compreensao
mais aprofundada do papel da INO nesse contexto.

Durante o desenvolvimento deste trabalho, podemos observar que as células
derivadas dos diferentes tecidos apresentaram caracteristicas distintas, tais como:
capacidade proliferativa, capacidade de migracéo, tamanho celular e capacidade de
adesdo. Além disso, também apresentaram caracteristicas distintas na viabilidade
celular apos o congelamento e na resisténcia a diminui¢gdo de nutrientes no meio de
cultivo, no qual as células de Polpa de Dente (PD) apresentaram maior vantagem em
comparacao com tecido adiposo (ADSC) e tecido de cordédo umbilical (TCU).

Apesar de tais caracteristicas ainda precisarem ser confirmadas e analisadas em
ensaios pre-clinicos de terapias celulares, sdo de alta importancia para o

desenvolvimento e aplicacdo de futuras terapias. As caracteristicas apresentadas
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pelas MSCs extraidas de polpa dentéria sdo vantajosas quando se considera a
producdo em larga escala. Isso porque essas células sdo facilmente isoladas de
dentes de leite e dentes extraidos em ambulatorios odontologicos, sendo desse modo
um meio muito mais acessivel e abrangivel a populacéo geral. Outro fato importante
das PDs é que, diferentemente das ADSCs e TCUSs, onde a disponibilidade de tecidos
para extragdo esta limitada a certas condi¢cBes fisiologicas e financeiras, as PDs
podem ser isoladas de pacientes de diferentes idades e condi¢cdes de salde, podendo
servir para futuros estudos comparativos de uma infinidade de parametros. Desse
modo, torna-se fundamental a continuidade e implementacdo de extracées de PD
para este estudo, bem como o desenvolvimento de futuros projetos de pesquisa sobre
MSCs nos quais suas propriedades terapéuticas devem ser testadas e comparadas
com células isoladas dos outros tecidos humanos disponiveis para coleta nos

hospitais.

9. PERSPECTIVA

e Analisar e comparar a expressao génica e proteica das enzimas CD73,
adenosina desaminase (ADA) e Pirimidina-nucleosideo fosforilase (PNP)

nas MSCs derivadas de diferentes tecidos humanos;

e Quantificar a liberacdo de inosina e hipoxantina em células MSCs por
HPLC;

e Analisar a expressao génica dos receptores P1 nas diferentes MSCs;

e Analisar o efeito de migracdo, proliferacdo celular e adesdo em células
MSC ap0ls o tratamento com diferentes concentra¢cdes de inosina em

condic¢des inflamatorias e/ou de hipoxia.

e Analisar o efeito imunomodulatorio da inosina e hipoxantina nas MSCs

através do co-cultivo com linhagem de linfocitos;

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

em modelo de inflamagéo in vivo.

72



10. REFERENCIAS

ALONSO-ANDRES, P. et al. Purine-related metabolites and their converting enzymes
are altered in frontal, parietal and temporal cortex at early stages of Alzheimer’'s
disease pathology. Brain Pathology, [s. |], v. 28, n. 6, p. 933-946, 2018.

BECKENKAMP, L. R. et al. Characterization of soluble CD39 (SolCD39/NTPDasel)
from PiggyBac nonviral system as a tool to control the nucleotides level. Biochemical
Journal, [s. I.], v. 476, n. 11, p. 1637-1651, 2019.

BECKENKAMP, L. R. et al. Immortalization of Mesenchymal Stromal Cells by TERT
Affects Adenosine Metabolism and Impairs their Immunosuppressive Capacity. Stem
Cell Reviews and Reports, [s. I.], v. 16, n. 4, p. 776-791, 2020.

BHAGAVATHAM, S. K. S. et al. Adenosine deaminase modulates metabolic
remodeling and orchestrates joint destruction in rheumatoid arthritis. Scientific
Reports, [s. |.], v. 11, n. 1, p. 15129, 2021.

BOISON, D.; YEGUTKIN, G. G. Adenosine Metabolism: Emerging Concepts for
Cancer Therapy. Cancer Cell, [s. I.], v. 36, n. 6, p. 582-596, 2019.

BOREA, P. A. et al. Pharmacology of Adenosine Receptors: The State of the Art.
Physiological Reviews, [s. I.], v. 98, n. 3, p. 1591-1625, 2018.

BURNSTOCK, G. Purine and purinergic receptors. Brain and Neuroscience
Advances, [s. ], v. 2, p. 239821281881749, 2018.

BURNSTOCK, G. Purinergic nerves. Pharmacological reviews, [s. ], v. 24, n. 3, p.
509-581, 1972.

BURNSTOCK, G. Purinergic Signalling: Therapeutic Developments. Frontiers in
Pharmacology, [s. |.], v. 8, 2017.

BURNSTOCK, G.; DI VIRGILIO, F. Purinergic signalling and cancer. Purinergic
Signalling, [s. |.], v. 9, n. 4, p. 491-540, 2013.

73



CAMPOS-MALDONADO, F. et al. Fructose promotes more than glucose the
adipocytic differentiation of pig mesenchymal stem cells. Journal of Food
Biochemistry, [s. |], v. 46, n. 12, 2022.

CASAGRANDE PAIM, T.; ROSANGELA WINK, M. The versatility of mesenchymal
stem cells: From regenerative medicine to COVID, what is next?. BIOCELL, [s. |.], v.
46, n. 4, p. 913-922, 2022.

DA SILVA, G. B. et al. High levels of extracellular ATP lead to different inflammatory
responses in COVID-19 patients according to the severity. Journal of Molecular
Medicine, [s. I.], v. 100, n. 4, p. 645-663, 2022a.

DACHIR, S. et al. Inosine improves functional recovery after experimental traumatic
brain injury. Brain Research, [s. |.], v. 1555, p. 78-88, 2014.

DARVILLE, T. et al. Effect of the Purinergic Receptor P2X7 on Chlamydia Infection in
Cervical Epithelial Cells and Vaginally Infected Mice. The Journal of Immunology,
[s. L], v. 179, n. 6, p. 3707-3714, 2007.

DOMINICI, M. et al. Minimal criteria for defining multipotent mesenchymal stromal
cells. The International Society for Cellular Therapy position statement. Cytotherapy,
[s. 1], v. 8, n. 4, p. 315-317, 2006.

DRURY, A. N.; SZENT-GYORGYI, A. The physiological activity of adenine
compounds with especial reference to their action upon the mammalian heartl. The
Journal of Physiology, [s. |.], v. 68, n. 3, p. 213-237, 1929.

EL-SAID, K. S. et al. Quercetin mitigates rheumatoid arthritis by inhibiting adenosine

deaminase in rats. Molecular Medicine, [s. .], v. 28, n. 1, p. 24, 2022.

ELSAGHIR, Alaa et al. Elevated CD39+ T-Regulatory Cells and Reduced Levels of
Adenosine Indicate a Role for Tolerogenic Signals in the Progression from Moderate
to Severe COVID-19. International Journal of Molecular Sciences, v. 24, n. 24, p.
17614, 2023.

74



FRIEDENSTEIN, A. J.; PIATETZKY-SHAPIRO, 1. 1; PETRAKOVA, K. V.
Osteogenesis in transplants of bone marrow cells. Development, [s. I.], v. 16, n. 3, p.
381-390, 1966.

GALGARO, B. C. et al. Adenosine metabolism by mesenchymal stromal cells isolated

from different human tissues. Human Cell, [s. I.], 2023.

GALGARO, B. C. et al. The adenosinergic pathway in mesenchymal stem cell fate and
functions. Medicinal Research Reviews, [s. l.], v. 41, n. 4, p. 23162349, 2021.

GESSLER, S. et al. Control of Directed Cell Migration after Tubular Cell Injury by
Nucleotide Signaling. International Journal of Molecular Sciences, [s. |.], v. 23, n.
14, p. 7870, 2022.

GIULIANI, P. et al. Development of a new HPLC method using fluorescence detection
without derivatization for determining purine nucleoside phosphorylase activity in
human plasma. Journal of Chromatography B, [s. |.], v. 1009-1010, p. 114-121,
2016.

GIULIANI, A. L.; SARTI, A. C.; DI VIRGILIO, F. Extracellular nucleotides and
nucleosides as signalling molecules. Immunology Letters, [s. L], v. 205, p. 16-24,
2019.

GRUNEBAUM, E. et al. Partial Purine Nucleoside Phosphorylase Deficiency Helps
Determine Minimal Activity Required for Immune and Neurological Development.

Frontiers in Immunology, [s. I.], v. 11, 2020.

GUPTA, S. et al. Antimalarial and Plasmodium falciparum serpentine receptor 12
targeting effect of FDA approved purinergic receptor antagonist. Journal of

Biomolecular Structure and Dynamics, [s. |.], p. 1-14, 2022.

HAZLETON, J. E.; BERMAN, J. W.; EUGENIN, E. A. Purinergic Receptors Are
Required for HIV-1 Infection of Primary Human Macrophages. The Journal of
Immunology, [s. |.], v. 188, n. 9, p. 4488-4495, 2012.

75



HERMAN-DE-SOUSA, C. et al. Opposing Effects of Adenosine and Inosine in Human
Subcutaneous Fibroblasts May Be Regulated by Third Party ADA Cell Providers.
Cells, [s. 1], v. 9, n. 3, p. 651, 2020.

HUANG, J. et al. Adenosine deaminase and adenosine kinase expression in human
glioma and their correlation with glioma-associated epilepsy. Molecular Medicine
Reports, [s. |.], v. 12, n. 5, p. 6509-6516, 2015.

HUANG, Z. et al. From purines to purinergic signalling: molecular functions and human

diseases. Signal Transduction and Targeted Therapy, [s.l.],v. 6,n. 1, p. 162, 2021.

JIN, X. et al. Inosine binds to A3 adenosine receptors and stimulates mast cell
degranulation. Journal of Clinical Investigation, [s. |.], v. 100, n. 11, p. 2849-2857,
1997.

JUNQUEIRA, S. C. et al. Inosine, an Endogenous Purine Nucleoside, Suppresses
Immune Responses and Protects Mice from Experimental Autoimmune
Encephalomyelitis: a Role for A2A Adenosine Receptor. Molecular Neurobiology, [s.
[.], v. 54, n. 5, p. 3271-3285, 2017.

KHEZRI, K. et al. Osteogenic Differentiation of Mesenchymal Stem Cells via
Curcumin-Containing Nanoscaffolds. Stem Cells International, [s. I.], v. 2021, p. 1-
9, 2021.

KIM, D.-S. et al. Combined Treatment of Mori folium and Mori Cortex Radicis
Ameliorate Obesity in Mice via UCP-1 in Brown Adipocytes. Nutrients, [s. ], v. 15, n.
17, p. 3713, 2023.

KOHN, D. B. et al. Consensus approach for the management of severe combined
immune deficiency caused by adenosine deaminase deficiency. Journal of Allergy
and Clinical Immunology, [s. |.], v. 143, n. 3, p. 852-863, 2019.

KORB, V. G. et al. A Systematic Review of the Role of Purinergic Signalling Pathway
in the Treatment of COVID-19. International Journal of Molecular Sciences, [s. 1],
V. 24,n.9, p. 7865, 2023.

76



LEDDEROSE, C. et al. Mitochondrial Dysfunction, Depleted Purinergic Signaling, and
Defective T Cell Vigilance and Immune Defense. Journal of Infectious Diseases, [s.
l.], v. 213, n. 3, p. 456-464, 2016a.

LEDDEROSE, C. et al. Purinergic Signaling and the Immune Response in Sepsis: A
Review. Clinical therapeutics, [s. |.], v. 38, n. 5, p. 1054-1065, 2016b.

LEE, J.; YILMAZ, O. Unfolding Role of a Danger Molecule Adenosine Signaling in
Modulation of Microbial Infection and Host Cell Response. International Journal of
Molecular Sciences, [s. |.], v. 19, n. 1, p. 199, 2018.

LINDEN, J.; KOCH-NOLTE, F.; DAHL, G. Purine Release, Metabolism, and Signaling
in the Inflammatory Response. Annual Review of Immunology, [s. I.], v. 37, n. 1, p.
325-347, 20109.

MARQUES-DA-SILVA, C. et al. Infection with Leishmania amazonensis upregulates
purinergic receptor expression and induces host-cell susceptibility to UTP-mediated
apoptosis. Cellular Microbiology, [s. |.], v. 13, n. 9, p. 1410-1428, 2011.

MERINO, M. et al. Rol de los receptores de adenosina en la interaccion adipocito-
macrofago durante la obesidad. Endocrinologia, Diabetes y Nutricion, [s. I.], v. 64,
n. 6, p. 317-327, 2017.

MORALES-SOTO, W.; GULBRANSEN, B. D. A novel mechanism of rotavirus infection
involving purinergic signaling. Purinergic Signalling, [s. I.], v. 17, n. 2, p. 169-171,
2021.

MOREIRA-SOUZA, A. C. A.; COUTINHO-SILVA, R. The Complexity of Purinergic
Signaling During Toxoplasma Infection. Current Topics in Medicinal Chemistry, [s.
[.], v. 21, n. 3, p. 205-212, 2021.

MOSER, G. H.; SCHRADER, J.; DEUSSEN, A. Turnover of adenosine in plasma of
human and dog blood. American Journal of Physiology-Cell Physiology, [s. I], v.
256, n. 4, p. C799—-C806, 1989.

NAASANI, L. I. S. et al. Bioscaffold developed with decellularized human amniotic

membrane seeded with mesenchymal stromal cells: assessment of efficacy and safety

77



profiles in a second-degree burn preclinical model. Biofabrication, [s. |.], v. 15, n. 1,
p. 015012, 2023. Disponivel em: https://iopscience.iop.org/article/10.1088/1758-
5090/ac9ff4.

NAASANI, L. I. S. et al. Extracellular Nucleotide Hydrolysis in Dermal and Limbal
Mesenchymal Stem Cells: A Source of Adenosine Production. Journal of Cellular
Biochemistry, [s. |.], v. 118, n. 8, p. 2430-2442, 2017.

NAGAO, H. et al. Hypoxanthine Secretion from Human Adipose Tissue and its
Increase in Hypoxia. Obesity, [s. l.], v. 26, n. 7, p. 1168-1178, 2018.

NASCIMENTO, F. P. et al. Inosine Reduces Pain-Related Behavior in Mice:
Involvement of Adenosine A 1 and A 2a Receptor Subtypes and Protein Kinase C
Pathways. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, [s. |.], v. 334,
n. 2, p. 590-598, 2010.

NIEMANN, B. et al. Apoptotic brown adipocytes enhance energy expenditure via
extracellular inosine. Nature, [s. I.], v. 609, n. 7926, p. 361-368, 2022.

PIETROBON, Anna Julia et al. Dysfunctional purinergic signaling correlates with
disease severity in COVID-19 patients. Frontiers in immunology, v. 13, p. 1012027,
2022.

RODRIGUES, C. et al. Bioglass 45S5: Structural characterization of short range order
and analysis of biocompatibility with adipose-derived mesenchymal stromal cells in
vitro and in vivo. Materials Science and Engineering: C, [s. |], v. 103, p. 109781,
2019.

RUD, Jonathan et al. Decreased circulating CD73 and adenosine deaminase are
associated with disease severity in hospitalized patients with COVID-19. International
Journal of Immunopathology and Pharmacology, v. 37, p. 03946320231185703,
2023.

SACCOL, R. da S. P. et al. Effect of quercetin on E-NTPDase / E-ADA/ activities and
cytokine secretion of complete Freund adjuvant—induced arthritic rats. Cell
Biochemistry and Function, [s. l.], v. 37, n. 7, p. 474-485, 20109.

78



SAMIEI, M. et al. Early Osteogenic Differentiation Stimulation of Dental Pulp Stem
Cells by Calcitriol and Curcumin. Stem Cells International, [s. |.], v. 2021, p. 1-7,
2021.

SANTOS, A. A. et al. Implication of purinergic P2X7 receptor in M. tuberculosis
infection and host interaction mechanisms: A mouse model study. Immunobiology,
[s. ], v. 218, n. 8, p. 1104-1112, 2013.

SCHULTZ, I. C.; BERTONI, A. P. S.; WINK, M. R. MSC-Exosomes Carrying miRNA —
Could they Enhance Tocilizumab Activity in Neuropathology of COVID-197?. Stem Cell
Reviews and Reports, [s. |.], v. 19, n. 1, p. 279-283, 2023.

SCHULTZ, I. C.; BERTONI, A. P. S.; WINK, M. R. Purinergic signaling elements are
correlated with coagulation players in peripheral blood and leukocyte samples from
COVID-19 patients. Journal of Molecular Medicine, [s. |], v. 100, n. 4, p. 569-584,
2022.

SHINOHARA, Y.; TSUKIMOTO, M. Guanine and inosine nucleotides/nucleosides
suppress murine T cell activation. Biochemical and Biophysical Research
Communications, [s. I.], v. 498, n. 4, p. 764-768, 2018.

SOARES, A. S. et al. Inosine Strongly Enhances Proliferation of Human C32
Melanoma Cells through PLC - PKC - MEK- ERK and PI3K Pathways. Basic &
Clinical Pharmacology & Toxicology, [s. |.], v. 116, n. 1, p. 25-36, 2015a.

SRIMADH BHAGAVATHAM, S. K.; POTIKURI, D.; SIVARAMAKRISHNAN, V.
Adenosine deaminase and cytokines associated with infectious diseases as risk
factors for inflammatory arthritis and methotrexate as a potential prophylactic agent.
Medical Hypotheses, [s. I.], v. 159, p. 110751, 2022.

SRINIVASAN, S.; TORRES, A. G.; RIBAS DE POUPLANA, L. Inosine in Biology and
Disease. Genes, [s. l.], v. 12, n. 4, p. 600, 2021.

TASCA, C. I. et al. Neuromodulatory Effects of Guanine-Based Purines in Health and
Disease. Frontiers in Cellular Neuroscience, [s. |], v. 12, 2018.

79



TAYLOR, J. M.; HAN, Z. Purinergic Receptor Functionality Is Necessary for Infection
of Human Hepatocytes by Hepatitis Delta Virus and Hepatitis B Virus. PLoS ONE, [s.
[.], v.5,n.12, p. e15784, 2010.

TURK, A. et al. Adenosine Deaminase Inhibitory Activity of Medicinal Plants: Boost
the Production of Cordycepin in Cordyceps militaris. Antioxidants, [s. |.], v. 12, n. 6,
p. 1260, 2023.

VALADA, P. et al. The impact of inosine on hippocampal synaptic transmission and
plasticity involves the release of adenosine through equilibrative nucleoside
transporters rather than the direct activation of adenosine receptors. Purinergic
Signalling, [s. |.], v. 19, n. 2, p. 451-461, 2023.

VEDOVATTO, S. et al. Development of chitosan, gelatin and liposome film and
analysis of its biocompatibility in vitro. International Journal of Biological
Macromolecules, [s. I.], v. 160, p. 750-757, 2020.

VIEGAS, T. X. et al. Pharmacokinetics and Pharmacodynamics of Peldesine (BCX-
34), a Purine Nucleoside Phosphorylase Inhibitor, following Single and Multiple Oral
Doses in Healthy Volunteers. The Journal of Clinical Pharmacology, [s. |.], v. 40, n.
4, p. 410-420, 2000.

WANG, T. et al. Inosine is an alternative carbon source for CD8+-T-cell function under
glucose restriction. Nature Metabolism, [s. |.], v. 2, n. 7, p. 635-647, 2020.

WELIHINDA, A. A. et al. Enhancement of inosine-mediated A 2A R signaling through
positive allosteric modulation. Cellular Signalling, [s. I.], v. 42, p. 227-235, 2018.

WELIHINDA, A. A. et al. The adenosine metabolite inosine is a functional agonist of
the adenosine A2A receptor with a unique signaling bias. Cellular Signalling, [s. I.],
v. 28, n. 6, p. 552-560, 2016.

WERMUTH, D. P. et al. Mechanical properties, in vitro and in vivo biocompatibility
analysis of pure iron porous implant produced by metal injection molding: A new eco-
friendly feedstock from natural rubber (Hevea brasiliensis). Materials Science and
Engineering: C, [s. I.], v. 131, p. 112532, 2021.

80



XU, Z. et al. Increased serum adenosine deaminase activity in patients with adult-
onset Still's disease. BMC Immunology, [s. |.], v. 23, n. 1, p. 4, 2022.

YANG, H. et al. Curcumin increases rat mesenchymal stem cell osteoblast
differentiation but inhibits adipocyte differentiation. Pharmacognosy Magazine, [s. |.],
v. 8, n. 31, p. 202, 2012.

YANG, K.; LI, J.; TAO, L. Purine metabolism in the development of osteoporosis.
Biomedicine & Pharmacotherapy, [s. I.], v. 155, p. 113784, 2022.

ZHOU, R. et al. Diagnostic performance of adenosine deaminase for abdominal
tuberculosis: A systematic review and meta-analysis. Frontiers in Public Health, [s.
l.], v. 10, 2022.

ZHULAI, G. et al. Adenosine-Metabolizing Enzymes, Adenosine Kinase and

Adenosine Deaminase, in Cancer. Biomolecules, [s. |.], v. 12, n. 3, p. 418, 2022.

81



11.ANEXOS

IRMANDADE DA SANTA CASA

DE MISERICORDIA DE PORTO
ALEGRE - ISCMPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Yr

Titule da Peca.qulﬂ: laplamento de células a partir de material de descarte humano para estudos am

medicina regenerativa
Pesquisador: Marcia Rosangela Wink
Area Temdtica:
Vergdo: 4
CAME: 93200318.5.0000.5335
Institulgdo Proponente: ISCMPA

Patrocinador Principal: Fundacio de Amparo a Pesguisa do Estado do Rio Grande do Sul

DADOS DO PARECER
Nimero do Parecer: 3.734 612

Apresentacio do Projeto:

Projeto de pesquisa a ser realizado em parceria com o Laboraténio de Biclogia Celular da Universidade
Federal de Cigncias da Sadde de FPorto Alegre & as Unidades de Obstetricia, Oftalmologia & Crurgia

Plastica da Santa Casa de Porto Alegre, utilizando material de descane hospitalar como lipoaspirado, pale,

limbo esclero-comeal, mambrana amnidtica & corddo umbllical, seréo extraldos diferentes Hpos cedulares

humanos (queratindcitos, melandcitos, células estromals mesenguimais e células endotelials) para o
desenvolviments de novas teraplas celulares para medicina regenerativa, como a aplicagBo de células

estromals mesenguimals em sibos lesionades e também para & verficagdo da biocompatibilidade de
materials propostes para wso clinico, tals como filmes de quitcsana e colageno, stents candiacos de farro &

geopolimenss,

Objetive da Pesquisa:

J4 referido em parecer anteriorments emitida.
Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

J4 referido em parecer anteriorments emitid
Comentdrios @ Conslderagdes sobre a Pesquisa:
J4 referido em parecer anteriorments emitid

Emdarego: R Prof Anmes Dias, 285 Hosp.Dom Vioerte Scherer

Bainroc & amdar - Ceniro CEF: 90.020-080
UF: RE Municipio: PORTO ALEGRE
T bl [BA3Z14-55T1 Fax: [51]3214-B5T E-mall:

cepifisantacasa iche. br

Pagna [ 4a 04

82



UNIVERSIDADE DO VALE DO £~ Plataforma
RIO DOS SINOS - UNISINOS %oﬂl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Comparagéo de protocolos de criopreservacéo de células estromais mesenquimais

Pesquisador: Karolyn Sassi Ogliari

Area Tematica:

Verséo: 2

CAAE: 43694921.0.0000.5344

Instituigdo Proponente: HEMO CORD CLINICA MEDICA LTDA
Patrocinador Principal: HEMO CORD CLINICA MEDICA LTDA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4 671 107

Apresentagdo do Projeto:

Celulas estromais mesenquimais (MSC) séo celulas multipotentes que possuem capacidade de auto
renovacéo, adeséo ao plastico e de diferenciar-se em células da linhagem mesodérmica. Nas ultimas
décadas, as MSC vém também sendo muito estudadas no que diz respeito a potencial aplicacdo na terapia
celular voltada a medicina regenerativa. Estas celulas secretam uma variedade de citocinas e fatores de
crescimento, que possuem efeitos anti-apoptoticos, proangiogénicos e anti-fibroticos, alem de apresentar
papel imunomodulador. As MSCs podem ser extraidas de uma grande variedade de tecidos, como tecido
adiposo, sangue e tecido de corddo umbilical, medula 0ssea e dente deciduo (polpa dentaria). Este dltimo
tem se destacado por ser proveniente de uma coleta minimamente invasiva e por ser um matenal que &
descartado, sendo, portanto, uma promissora fonte de MSCs. Muitos métodos de isolamento e
criopreservagao das MSCs da polpa do dente (DPSC) tém sido descritos na literatura. No entanto, n&o ha
um consenso de qual a melhor forma de isolar e criopreservar estas células, para a manutencéo da
quantidade e qualidade das MSCs. Portanto, o objetivo deste estudo & analisar comparativamente dois
protocolos de criopreservacéao das DPSC — criopreservacgéo das DPSC previamente isoladas ou da polpa
dentaria integra — com células isoladas frescas. Todos os grupos experimentais serdo avaliados quanto a
caracteristicas citologicas e funcionais. As DPSCs dos diferentes grupos serdo avaliadas quanto a
viabilidade celular por azul de Trypan e quanto a preservacéo da capacidade de diferenciacéo adipogénica e

osteogénica. O potencial proliferativo
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Conforme os pesquisadores: "Trata-se de um estudo experimental pré-clinico, descritivo, a ser
desenvolvido no Laboratorio de Cardiologia Molecular e Celular (LCMC), do Instituto de Cardiologia do Rio
Grande do Sul/Fundagéo Universitaria de Cardiologia (ICFUC) em Porto Alegre/RS, em colaboracéo com o
Hemocord - Banco de Células Tronco em S&o Leopoldo/RS".

"Com o advento de novas tecnologias e produtos inovadores, células em diferentes estados de
maturacéo e diferenciacao estdo sendo estudadas e aplicadas em terapias para o tratamento de doencas e
condi¢des incapacitantes. Como exemplos, podemos citar algumas células adultas oriundas do sangue
periférico, como os linfocitos e as células dendriticas, e também as células-tronco, incluindo as células
tronco hematopoiéticas (CTHs), as células-tronco do musculo esquelético e as células estromais
mesenquimais (CEMs)."

"Atualmente, séo classificadas como CEMs, pois sdo um subconjunto heterogéneo de células pos-
natais,com capacidade de auto renovacé&o e multipoténcia, podendo se diferenciar em células das linhagens
mesodérmica (ostedcitos, condrocitos e adipocitos) e ectodérmica (células semelhantes a neurdnios).”
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