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RESUMO

MOTA, Isabella de Souza. PRIMING EPIGENETICO COMO ESTRATEGIA PARA
REALCAR O POTENCIAL REGENERATIVO DAS CELULAS ESTROMAIS
MESENQUIMAIS: FOCO NA COVID-19. Brasilia, 2024. Dissertacao (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia,

Brasilia, 2024.

A terapia celular estd em franca evolugdo nas tultimas décadas, sendo as células estromais
mesenquimais (CEMs) um dos componentes celulares mais investigados nesse campo. As
CEMs possuem capacidade de modular o sistema imune para um feno6tipo imunossuprimido,
como também podem gerenciar processos de angiogénese e reparo tecidual. Atualmente, umas
das areas de estudo mais exploradas € a busca por estratégias de priming das CEMs, de modo a
potencializar as propriedades funcionais dessas células. Neste estudo, inicialmente, buscamos
explorar se o priming epigenético das CEMs, através do uso do inibidor de DNA
Metiltransferase (DNMT) 5-Azacitidina (5-Aza), poderia modular o potencial regenerativo
dessas células. Em seguida, testamos a capacidade regenerativa de CEMs mantidas em cultivo
2D e em formato esferoide (3D) em modelo in vitro de infec¢dao de célula pulmonar exposta ao
aos antigenos Spike e Nucleocapsideo do SARS-CoV2. Notamos que CEMs em formato 3D
apresentam maior capacidade regenerativa que as 2D. Mais importante, o priming com 5-Aza
foi capaz de modular nas CEMs a expressdao de genes envolvidos em processos regenerativos,
imunomoduladores e de pluripoténcia, como VEGF, IDO, IL-10 e SOX2. Nossos dados
mostraram que as CEMs 3D submetidas ao priming com 5-Aza garantiram maior viabilidade as
células CALU-3, reduzindo a atividade das caspases 3/7 nessas células e modulando transcritos
relacionados a regeneracgdo, pluripoténcia e resposta imune, incluindo PDGF, FGF2, SOX2 e
IL-10. De maneira geral, os resultados obtidos neste trabalho mostram que CEMs cultivadas em
modelo 3D e submetidas ao priming com 5-Aza apresentam maior capacidade regenerativa e
que sdo capazes de prevenir a extensdo dos danos celulares ocasionados as células pulmonares
expostas aos antigenos do SARS-CoV2

Palavras-chave: Priming epigenético, esferoide, célula estromal mesenquimal, regeneragao,

SARS-CoV2.
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ABSTRACT

MOTA, Isabella de Souza. EPIGENETIC PRIMING AS A STRATEGY TO ENHANCE
THE REGENERATIVE POTENTIAL OF MESENCHYMAL STROMAL CELLS:
FOCUS ON COVID-19. Brasilia, 2024. Dissertation (Master's Degree in Pharmaceutical

Sciences) - Faculty of Health Sciences, University of Brasilia, Brasilia, 2024.

Cell therapy has evolved rapidly in recent decades, with mesenchymal stromal cells (MSCs)
being one of the most investigated cell components in this field. MSCs have the ability to
modulate the immune system towards an immunosuppressed phenotype, and can also manage
angiogenesis and tissue repair processes. Currently, one of the most explored areas of study is
the search for priming strategies for MSCs, in order to enhance the functional properties of
these cells. In this study, we initially sought to explore whether epigenetic priming of MSCs,
through the use of the DNA methyltransferase (DNMT) inhibitor 5-Azacytidine (5-Aza), could
modulate the regenerative potential of these cells. Next, we tested the regenerative capacity of
MSCs maintained in 2D culture and in spheroid format (3D) in an in vitro model of lung cell
infection exposed to the Spike and Nucleocapsid antigens of SARS-CoV2. We found that 3D
MSCs have greater regenerative capacity than 2D ones. More importantly, priming with 5-Aza
was able to modulate the expression of genes involved in regenerative, immunomodulatory and
pluripotency processes, such as VEGF, IDO, IL-10 and SOX2. Our data showed that 3D MSCs
primed with 5-Aza ensured greater viability of CALU-3 cells, reducing the activity of caspases
3/7 in these cells and modulating transcripts related to regeneration, pluripotency and immune
response, including PDGF, FGF2, SOX2 and IL-10. Overall, the results obtained in this study
show that MSCs cultured in a 3D model and primed with 5-Aza have a greater regenerative
capacity and are capable of preventing the extent of cell damage caused to lung cells exposed

to SARS-CoV2 antigens.

Keywords: Epigenetic priming, spheroid, mesenchymal stromal cell, regeneration,

SARS-CoV2.


https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/spheroid
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/stem
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/cell
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/regeneration
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/sars
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1. INTRODUCAO

1.1. Células Estromais Mesenquimais

Devido as suas propriedades imunologicas e seu potencial de reparo tecidual, as células
estromais mesenquimais (CEM) se tornaram alvo de estudo ao longo das ultimas décadas para
0 uso em terapia celular e medicina regenerativa. As CEMs representam células progenitoras
com capacidade multipotente, capazes de originar tecidos de sustentacao do corpo, devido ao
seu potencial osteogénico, condrogénico e adipogénico (PITTENGER et al., 1999; MO et al.,
2016).

O isolamento das CEMs pode ser realizado por multiplas fontes devido a sua variada
presenca no organismo. Essas células sdo encontradas no tecido adiposo (GRONTHOS et al.,
2001), dentes deciduos (MIURA et al., 2003), em fracdes da medula d6ssea (0,001-0,01% da
populagdo total de células nucleadas) (PITTENGER et al., 1999), membrana sinovial (DE
BARI et al., 2001) cordao umbilical (ROSADA et al., 2003), sangue fetal (BIEBACK et al.,
2004), dentre outros (COVAS et al., 2008).

A presenga das CEMs no desenvolvimento fetal pode estar associada aos importantes
processos imunes e de tolerdncia que ocorrem no periodo fetal. Nessa linha, ¢ importante
destacar que um dos principais mecanismos associados ao controle imunoldgico desempenhado
pelas CEMs ocorre por intermédio da indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) (MEISEL et al.,
2004), uma enzima que atua catalisando a oxidac¢do do triptofano, induzindo supressao de
linfécitos T (MELLOR et al., 2003; MELLOR et al., 2004).

As CEM sao definidas pela Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT)
mediante trés critérios: propriedade de se diferenciar in vitro em osteocitos, adipocitos e
condroécitos; imunofendtipo com positividade para marcadores CD44, CD73, CD90 e CD105,

negatividade para marcadores da linhagem hematopoiética (CD11, CD14, CD34 e CD45)


https://paperpile.com/c/7kPNx7/RlFB
https://paperpile.com/c/7kPNx7/RlFB
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(DOMINICI et al., 2006) e aderéncia ao pléastico quando submetido a cultura, com morfologia
fibroblastoide (HORWITZ et al., 2005).

A capacidade das CEMs de modular a resposta imunologica ainda nao esta totalmente
esclarecida, mas existem evidéncias claras de que esse processo ocorra, em parte, por
mecanismos paracrinos envolvendo a secrecdo de moléculas anti-inflamatorias, incluindo a
adenosina (SALDANHA-ARAUJO et al., 2011), Fator de Crescimento Transformador B
(TGF-B) (DI NICOLA et al., 2002), IDO (MEISEL et al., 2004), interleucina-10 (IL-10)
(AGGARWAL; PITTENGER., 2005), interleucina-6 (IL-6) (RAICEVIC et al., 2010),
Prostaglandina E2 (PGE2) (AGGARWAL; PITTENGER., 2005), Galectina-1 (GAL-1)
(GIESEKE et al., 2010), Proteina do gene 6 induzivel pelo Fator de Necrose Tumoral (TSG-6)
(CHOI et al., 2011), entre diversos outros fatores.

A atuagdo paracrina das CEMs também ¢ decorrente da produgdo de vesiculas
extracelulares (SEREJO et al., 2019), que através de bioativos transportados para células-alvo,
conseguem modular sua funcionalidade (YANEZ-MO et al., 2015). As CEMs também
possuem capacidade de realizar contato célula-célula e, quando em um ambiente inflamado,
intensificam seu efeito imunossupressor sobre células imunes, por intermédio da via
PD-1/PDL1 (AUGELLO et al., 2005), além do aumento de expressao de moléculas de adesao
VCAM-1 (CD106) e ICAM-1 (CD54) (MAJUMDAR et al., 2003).

Adicionalmente, ¢ bem estabelecido que as CEMs sao capazes de induzir um fenotipo
imunossupressor em linfocitos, aumentando a producio de células T regulatérias (Tregs). E
importante notar que esse efeito ocorre pela producdo de moléculas anti-inflamatorias,
incluindo o Fator de Crescimento de Hepatocitos (HGF) e TGF-1 (MACCARIO et al., 2005;
PREVOSTO et al., 2007).

Os Tregs sao definidos pela expressao da molécula CD25 e do fator de transcrigao

FOXP3 (CAMPBELL et al.,, 2007; SOJKA et al., 2008) e s@o um subtipo de linfécitos
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auxiliares que desempenham papel fundamental no processo de tolerancia imunoldgica, tanto
central quanto periférica (ABBAS et al., 2005). Essas células atuam no processo de supressao
da resposta imune através da diminui¢ao da sinalizagao do receptor de células T (TCR), o que ¢
mediado por FOXP3 (CAMPBELL et al., 2007), pela liberagao de fatores de supressao como
IL-10 e TGF-B1 (PICCIRILLO., 2008; SOJKA et al., 2008), bem como pela competi¢ao por
interleucina-2 (IL-2), interferindo na maturagao linfocitaria (SAKAGUCHI et al., 1995).

Além de atuar na geragdo dos Tregs, foi demonstrado que as CEMs também sao
capazes de regular a proliferagdao dessas células (MELIEF et al., 2013) e o seu potencial de
acdo. Mais ainda, as CEMs controlam a resposta de linfocitos T auxiliares (CD4+), T
citotoxicos (CD8+), Natural Killer (NK) e B reguladores (DI NICOLA et al., 2002). Por ndo
expressarem o Complexo de Histocompatibilidade Humana II (MHC classe II), as CEMs
possuem negatividade para o Antigeno Leucocitirio Humano (HLA-DR) diminuindo
consideravelmente seu grau de imunogenicidade (MAITRA et al., 2004).

A capacidade de secretar diversos fatores de crescimento e citocinas anti-inflamatorias
torna possivel que a CEM crie um ambiente regenerativo em locais lesionados, impedindo a
apoptose, estimulando a angiogénese, potencializando a mitose das células progenitoras do
tecido, resultando em uma atividade tréfica (CAPLAN., 2007).

1.2 Regeneracao

Devido ao seu potencial de diferenciacdo em linhagens mesodérmicas bem estabelecido
in vitro, os mecanismos bioldgicos envolvidos na propriedade regenerativa das CEMs vem
sendo cada vez mais estudados. As CEMs possuem potencial regenerativo pela secrecdo de
fatores de crescimento, como também por seu efeito migratorio in vitro para regioes lesionadas
(ambientes inflamados, situacdes de hipoxia, estresse oxidativo), que se da através de
quimiotaxia por superexpressdo de citocinas e outras proteinas liberadas nesses processos

lesivos, principalmente do Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) (MOORE et al.,



16

2001), Fator de Crescimento derivado de Plaquetas (PDGF), Fator de Crescimento
Fibroblastico (FGF) (NG et al., 2008), Ligante 5 de Quimiocina CC (CCL5) e da interleucina
18 (IL-18) (WANG et al., 2002; SPRING et al., 2005).

A diferenciagao das CEMs em células mesodérmicas pode ser realizada in vitro, a partir
do uso de fatores estimulatérios especificos. Para a diferenciacao adipogénica € necessario
intervir durante o cultivo celular com insulina e isobutilmetilxantina (IBMX), um antagonista
de receptor de adenosina e potente inibidor da fosfodiesterase. A osteogénese ¢ possivel através
do uso de acido ascorbico, 10% de soro fetal bovino (SFB), dexametasona e beta glicerol
fosfato. Na diferenciagdo em condrdcitos ¢ necessario que as CEMs sejam cultivadas com
estimulo de Fator de Crescimento Transformador Alfa (TGF-a) e na auséncia de soro fetal
bovino (SFB) (PITTENGER et al., 1999).

Destaca-se que o efeito regenerativo das CEMs pode estar atrelado ndo especificamente
a sua capacidade de diferenciagdo, mas sim aos seus mecanismos imunomodulatorios
(NAUTA; FIBBE., 2007), que auxiliam na diminui¢ao da inflamagdo e desse modo permitem a
cicatrizagdo tecidual. A acentuada atividade da enzima telomerase (MARTIN et al., 2008)
também indica alto potencial de renovagdo celular e de sobrevivéncia, contribuindo no
processo de revascularizagdo e remodelamento tecidual.

Em processos de cicatrizes hipertroficas e queloides, foi observado que CEMs de
diferentes fontes diminuem a inflamagao local e o excesso da deposicdo de fibroblastos e
miofibroblastos em amostras de pele humana e em modelos experimentais, sendo percebido o
sucesso tanto na prevencdo da formagdo da cicatriz hipertrofica quanto no tratamento,
resultando na diminui¢ao de queloide (BOJANIC et al., 2021).

As CEMs estao sendo investigadas como terapia para desordens pulmonares e de forma
promissora os estudos apresentaram diminuicao da inflamagdo, melhora na angiogénese e

funcionalidade pulmonar, também reduzindo a deposi¢cdo anormal de tecido cicatricial que
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resulta em fibrose pulmonar (LAI et al., 2015; MONSEL et al., 2015; ZHANG et al., 2019).
Além do uso das CEMs, a avaliacao das suas vesiculas extracelulares demonstrou maior
vascularizagao pulmonar e maior sobrevida celular, sendo o VEGF considerado um fator critico
para o processo de diminui¢cdo da lesao pulmonar hiperoxica neonatal (CHANG et al., 2014;
AHN et al., 2018).

Apesar das CEMs parecerem promissoras para terapias pulmonares, ¢ importante
ressaltar que, como mecanismo de primeira passagem e também pela alta atividade do sistema
fagocitario mononuclear, ocorre aprisionamento pulmonar de 50-80% das CEMs apds sua
infusdo intravenosa (FERRINI et al., 2021). Essa limitagao fisiologica atrapalha o mecanismo
de homing para locais lesionados, mas parece ser favoravel em casos de doengas pulmonares.

O aprimoramento do potencial regenerativo e imunoregulador das CEMs vem sendo
explorado na literatura ao longo das ultimas décadas com o intuito de intensificar sua acao
quando utilizada como terapia. A terapia com CEMSs requer administra¢do de grande
quantidade de células (em média 1 milhao por quilo corporal, variando caso seja intravenoso,
arterial ou intramuscular) (KELLER et al.,, 2018), o que justifica buscar maneiras de
potencializar sua ac¢do, diminuindo o excesso de expansdo in vitro e aprimorando sua
efetividade.

1.3 Otimizacao de CEMs e priming epigenético

Diversas metodologias como inducdo de hipodxia, licenciamento com fatores
inflamatoérios, drogas, uso de exossomos como terapia livre de célula, modelo de cultura
tridimensional e priming epigenético vem sendo empregadas de modo a otimizar as
propriedades funcionais das CEMs (NORONHA et al., 2019).

Do mesmo modo, formas estruturais distintas de cultivo das CEMs, como 2D e 3D,
conferem diferentes resultados quanto a expressao de genes e potencializacdo das suas

propriedades regenerativas e imunorreguladoras. Tais alteragdes decorrem de mudancas na
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interagdo célula-célula, grau de complexidade e distribuicdo de nutrientes, o que modifica o
microambiente celular (EDMONDSON et al., 2014).

Comumente, o cultivo 2D ¢ utilizado por ser mais pratico e por haver distribui¢ao
homogénea de nutrientes pela monocamada celular. Porém, o cultivo 3D possui maior
semelhanca ao que ocorre in vivo por evitar a inducao de polaridade apical-basal que ocorre no
modelo 2D (IHALAINEN et al.,, 2015), além de haver na literatura dados exibindo
modificagdes estruturais nas células apos infusdo, mostrando a formag¢dao de pequenos
agregados, o que modifica as propriedades bioldgicas das CEMs (JUNGWIRTH et al., 2018).

Por ser um modelo mais simples, estudos com a conformacao 2D sdo majoritarios na
literatura e mostram maior potencial imunossupressor das CEMs frente ao modelo 3D,
envolvendo inibi¢do da proliferagdo de células T e diminuigdo da expressio de /DO
(SILVA-CARVALHO et al., 2022).

Como otimizacao das CEMs, o priming epigenético ¢ uma metodologia inovadora que
permite a modulagdo da expressao génica sem modificar a sequéncia de nucleotideos (CHEN et
al., 2017). Mecanismos como metilacao, acetilagdo, sumoilacdo, ubiquitinagdo e fosforilacao
permitem um novo perfil de regulacao transcricional e sdo alvos de estudo para o tratamento de
diversas doengas (MOORE et al., 2013; SINGH et al., 2017; GALLAGHER et al., 2017). Neste
trabalho, realizamos a inibicdo do processo de metilagdo através do uso do inibidor de DNA
metiltransferase (DNMT), 5-Azacitidina (5-Aza).

A metilagdo, através da DNMT, permite a inser¢ao de grupamento metil em sequéncias
de nucleotideos citosina e guanina (ilhas CpG), realizando o importante papel de regulacao
génica por estarem proximas a regides promotoras, condensando a cromatina e bloqueando a
ligacdo da RNA polimerase e, consequentemente, a transcricdo génica (JAENISCH., 1997). As
DNMTs sao subdivididas em duas principais fungdes: manutencao dos padrdes de metilagao

pré-estabelecidos (DNMT1) e metilagdo de novas regides do DNA (DNMT3A e 3B), sendo o
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equilibrio de ambos necessario para a viabilidade celular (OKANO et al., 1999; JURKOWSKA
etal., 2011).

Dessa forma, neste trabalho, utilizamos o 5-Aza, um inibidor de DNMT1 empregado no
tratamento de leucemias agudas e sindromes mielodisplasicas (DOMBRET et al., 2015; ORAN
et al., 2020). O 5-Aza foi descoberto em 1964 e possui a interessante caracteristica de ser um
analogo da citosina (SORM et al., 1964). Nele, ha a substituicdo do atomo de nitrogénio pelo
carbono, conferindo propriedades bioldgicas Unicas. Por ser um inibidor de DNMTI, sua
atividade consiste em reativar genes que antes foram silenciados pela metilagdo e que podem
estar relacionados a diferenciagao celular e proliferacio (KIZILTEPE et al., 2007;
CHRISTMAN et al. 2002).

O 5-Aza possui como mecanismo de ag¢ao sua incorporagao na fita de DNA, realizando
ligagdes covalentes na DNMT ao longo do processo de replicacao, bloqueando a adi¢ao do
grupamento metil na posi¢gdo 5 da citosina (JONES; TAYLOR et al.,, 1980). Estudos
demonstram que o 5-Aza parece promover melhorias quanto ao processo de regeneragao
tecidual, como mostra o recente trabalho de Behnaz Ahmadi e colaboradores (2023), em que ha
ganho de potencial de miogénese no tecido esquelético de ratos. Também em ratos, o uso do
5-Aza promoveu melhora na capacidade regenerativa em lesdes de pele, aumentando a
expressao de TGF-B, importante citocina envolvida no crescimento, diferenciacdo e
proliferagao celular (GOMES et al., 2014; MORIKAWA et al., 2016).

Em pulmao, o uso do 5-Aza como agente hipometilante do transcrito FoxM1 resultou
em maior reparo tecidual e proliferacdo endotelial em modelo de sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA) mediada por sepse, reduzindo IL-6 e TNF-a e garantindo maior

sobrevida aos camundongos (HUANG et al., 2023).
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De forma inovadora, o uso do 5-Aza liofilizado foi utilizado por Philip Kuehl e
colaboradores (2020) como nova terapia para cancer de pulmao, mostrando que a inalagdo do
p6 confere diminui¢ao de mitose tumoral de células CALU-3, CALU-6, H358 e RH2.

Os achados dos trabalhos supracitados indicam que 5-Aza pode potencializar vias
anti-inflamatdrias, bem como atuar em processos de regeneracao tecidual, portanto, o priming
com esse inibidor epigenético pode se tornar uma metodologia interessante de uso no
aprimoramento das CEMs.

1.4 Aplicacao clinica das CEMs

O uso de medicamentos a base de CEMs estd aprovado na Coreia, India, Japdo e
Europa. Atualmente existem dois medicamentos aprovados para tratamento de fistula perianal
relacionados a doenga de Chron, sendo o darvadstrocel (Alofisel®) (GARCIA-OLMO et al.,
2022) na Europa e Cupistem® na Coréia (WRIGHT et al., 2021). Também na Coréia, o
tratamento do infarto agudo do miocardio ap6s angioplastia pode ser beneficiado pelo uso do
Cellgram®-AMI, além do tratamento para osteoartrite degenerativa ou por trauma com
Cartistem® (PARK et al., 2017).

Eficazes no processo de sustentacao do tecido hematopoiético (RAAIJMAKERS et al.,
2010), as CEM sao utilizadas como uma ferramenta para impedir o desenvolvimento da doenca
do enxerto versus hospedeiro, apos o transplante alogénico de células tronco hematopoiéticas.
Nesse contexto, as CEMs desempenham atividades imunomoduladoras em relagdo a tolerancia
do paciente ao transplante, autoimunidade e impedem o processo de evasdao tumoral (NAUTA
et al., 2007). Dessa forma, o Japao aprovou a comercializagdo do TEMCELL® HS,
medicamento usado para atenuar a rejeicao pos transplante de medula 6ssea (CUENDE et al.,
2018).

Na India, houve a aprovac¢do do medicamento Stempeucel® (GUPTA et al., 2016) para

o tratamento da tromboangeite obliterante ou doenca de Buerger, angiopatia grave associada ao
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tabagismo, com alta prevaléncia na regido (60% dos casos segundo site orphanet). A inje¢do do
Stempeucel® na musculatura isquémica possibilitou cicatrizagdo acelerada por promover
aumento da angiogénese, além de atenuar gradualmente a dor e a pressao sistolica local, sendo
considerado uma alternativa segura de tratamento.

As CEMs também estao sendo exploradas como terapia para desordens pulmonares,
com estudos abordando displasia broncopulmonar (ASLAM et al., 2009), sindrome respiratoria
aguda grave (ASMUSSEN et al., 2014) e fibrose cistica (LOI et al., 2006). O interesse pelo uso
das CEMs se justifica por sua capacidade de remodelar o ambiente pulmonar, diminuindo a
infiltracdo de citocinas pro-inflamatorias (PEDRAZZA et al., 2017) e favorecendo o processo
de regeneragao tecidual (BARCZYK et al., 2015).

Nessa linha, com o impacto da pandemia pelo coronavirus 2019 (COVID-19) em
meados de 2020, diversas pesquisas foram conduzidas de modo a investigar se as CEMs
poderiam ser uma alternativa terapéutica contra os danos pulmonares causados por essa doenga
(LIU et al., 2020; VERMA et al., 2021; HUANG et al., 2022).

1.5 COVID-19

Desde o surgimento da pandemia do COVID-19, a busca por terapias que nao sejam
apenas paliativas cresceu exponencialmente. Uso de anticorpos anti-receptor de IL-6
(SALAMA et al., 2021), antivirais como o Paxlovid (AMANI et al., 2022) e remdesivir
(GRUNDEIS et al., 2023) e terapia com plasma convalescente (LI et al., 2020) sdao exemplos
de estratégias utilizadas.

O virus SARS-CoV2 possui como classificagao taxondmica a familia Coronaviridae,
género Betacoronavirus, subgénero Sarbecovirus, espécie Severe acute respiratory
syndrome-related coronavirus (SARS-CoV). O material genético desse virus consiste em RNA

fita simples, envelopado, com diametro de at¢ 120nm. A estrutura do SARS-CoV?2 envolve a
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expressdo de quatro proteinas: nucleocapsideo (N), glicoproteina de membrana (M), envelope
(E) e espicular (S1 e S2) (TROYANO-HERNAEZ et al., 2021).

A patogénese da COVID-19 esta associada as vias de entrada do virus nas células
hospedeiras (Figura 1). A interagdo entre a proteina S ¢ a Enzima Conversora de Angiotensina
2 (ECA2), proteina de membrana expressa em uma variedade de células, permite que haja a
internalizacao das particulas virais (ZHOUG et al., 2020). ECA2 ¢ uma variante da ECAI,
responsavel por controlar a pressao arterial convertendo angiotensina I em II, sendo um potente
vasoconstritor. ECA2 possui fun¢ao oposta ao ECA1, causando vasodilatagao (LUBBE et al.,
1979; EVANS et al., 2021).

A interacdo entre a proteina S ¢ a ECA2 ocorre no modelo chave-fechadura e sua
presenca em células renais (NAVIS et al., 1996), hepaticas (MARJOT et al., 2021), endoteliais
(VARGA et al., 2020) e cardiacas (NAVARATNARAIJAH et al., 2021) fortalecem a viruléncia.
Outro ponto interessante ¢ que sua acoplagem a proteina S concede alteragdes no controle da
pressao arterial (ZHANG et al., 2020). Estudos sugerem que a proteina S reduz a atividade da
ECA2 (ZHANG et al., 2020). Dessa forma, h4a o acumulo de angiotensina II e a sua funcao de
contrabalancar a acdo da ECA1 ¢ limitada, potencializando a vasoconstrigdo e aumento da

pressao arterial (FERRARIO et al., 2005).
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Figura 1: Entrada do virus SARS-CoV2 a partir da interacido com a enzima ECA2. Essa interagfo atenua a
atividade da ECA2 reduzindo a acdo das angiotensinas 1-7. AT21 = Receptor de angiotensina 1. ATR2= Receptor

de angiotensina 2. MASR = receptor MAS da angiotensina 1-7. Fonte: BRANDAO et al., 2020.

Ademais, durante o processo de internalizagdo do virus apds a acoplagem da proteina S,
foi descoberto que proteases humanas atuam como facilitadoras. A serina protease ligada a
transmembrana tipo II (TMPRSS2) age de forma sinérgica para potencializar a infectividade do
SARS-CoV2. A clivagem da proteina S em SI1 e S2, unidas por ligagdes que nao sdo
covalentes, acontece mediante acdo da TMPRSS2 e essa mudanca conformacional nas

subunidades S1 e S2 permite a exposi¢ao do seu dominio de ligagcdo ao receptor (RBD) (TANG
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et al., 2020) e do sitio proteolitico com atividade de fusdo, respectivamente, que facilita a fusdao
entre o envelope viral e a membrana celular (receptor de ECA2) (LU et al., 2015).

A proteina TMPRSS2 ¢ um zimogeno expresso nas células do trato respiratorio, sistema
digestorio e prostata, sendo mais expressa em fumantes (SAHEB et al., 2020; THUNDERS et
al., 2020). Células que possuem dupla expressao de ECA2 ¢ TMPRSS2 s3ao mais suscetiveis a
infeccao pelo SARS-CoV2. Caso a clivagem da proteina S ocorra antes da sua acoplagem a
célula, sua infectividade sera reduzida (SHAPIRA et al., 2022).

A proteina S ¢ fundamental na patogénese, pois além de participar do processo de
reconhecimento pela célula hospedeira, ela também sofre diversas mutagdes que acarretam em
novas variantes (TYRKALSKA et al., 2022). Foi relatado que a proteina S esta envolvida na
inflamacdo causada pelo SARS-CoV2 por danificar a integridade das células endoteliais,
aumentando a produgdo de citocinas como TNFa, interleucina 1B (IL-1B) e IL-6 por intermédio
da via NF-xB, bem como o aumento da expressao de Fator Tecidual (FT) e Fator 8 (FVIII),
desenvolvendo um quadro inflamatoério e pro-coagulante. Esses relatos foram observados tanto
in vitro (Células HUVEC) como em camundongos (ROBLES et al., 2022). A proteina S
também estimulou a producao de fatores prd-apoptoticos e citocinas pro-inflamatorias em
pericitos cardiacos humanos (AVOLIO et al., 2021).

Enquanto a proteina S desempenha papel chave na patogénese da COVID-19, a proteina
N participa de forma conjunta com a proteina M no ciclo de vida do virus, atuando na
montagem da estrutura viral e empacotamento do RNA viral para producao de novos virions
(YADAV et al., 2021) Além disso, curiosamente, observou-se que a proteina N suprime a
ativacdo da piroptose, embora favoreca os mecanismos de apoptose. A infeccdo pelo
SARS-CoV2 causa ativagdo de caspase-1 (CASPI1) e de NLRP3, fatores essenciais para a
ativacdo do inflamossoma, resultando na formagdao de poros na membrana celular durante a

piroptose. Foi observado que proteina N se liga a gasdermina, impedindo sua clivagem e a
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ativacdo da CASP1 (WANG et al., 2022). Mais ainda, a interagdo entre as proteinas N ¢ M
induz regulacdo negativa de PDK1-PKB/Akt, importante via antiapoptética, sendo a proteina N
um potencializador deste processo regulatorio (REN et al., 2021).

A imunopatologia da COVID-19 causa desequilibrio da homeostase pulmonar. O virus
infecta as células epiteliais alveolares planas e finas do tipo 1 e 2 (AT1 e AT2) que sao
responsaveis por realizar a diapedese e produzir surfactantes, respectivamente, ocasionando
apoptose e outros tipos de morte celular, sobretudo nas células AT2 por terem maior expressao
de ECA2 (GUMASHTA et al., 2020).

A morte celular junto aos mecanismos de viruléncia desencadeia a ativagcdo do processo
inflamatério (WANG et al.,, 2020). A disfuncdo alveolar ¢ caracterizada por inflamagao
vascular, ruptura de células endoteliais, edema com presenga de infiltrado de células
mononucleares bloqueando a diapedese e causando a falta de ar (ACKERMANN et al., 2020).
As células infectadas sdo reconhecidas por padrdoes moleculares associados a patdgenos
(PAMPS) e causam a ativacdo de diversas interleucinas associadas a inflamagdo, como
interleucina 1 (IL-1), IL-6 e principalmente a producdo de TNF-a e interferon gama (IFN-y)
que intensificam a febre e a atividade fagocitica (TUFAN et al., 2020).

O IFN-y e o TNF-a sdo citocinas extensivamente produzidas durante a infeccao pelo
SARS-CoV2 e levam ao desenvolvimento da Panoptose, um tipo de morte celular difusa que
engloba apoptose, piroptose e necroptose (CHRISTGEN et al., 2020; JOSE et al., 2020). Foi
relatado que a sinergia entre essas citocinas ¢ responsavel pelo agravamento do quadro clinico
da COVID-19 (MEHTA et al., 2020), aumentando a producdo de marcadores como Lactato
Desidrogenase (DHL), Proteina C Reativa (PCR), transaminases (ALT e AST), ferritina e
aumento de hematocrito, induzindo o paciente a um estado inflamatério grave (KARKI et al.,

2021).
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A destrui¢do do tecido pulmonar pelo excesso de interleucinas pro-inflamatorias,
edema, infec¢des secundarias, danos ao epitélio alveolar e capilar pulmonar e fibrose, acarreta
no aparecimento do padrdo de “vidro-fosco” na tomografia computadorizada, diminuindo,
portanto, a expansividade, diapedese e fungao pulmonar (TIAN et al., 2020).

Como mencionado anteriormente, as CEMs vém sendo estudadas como possivel
estratégia de tratamento para as lesdoes pulmonares causadas pela COVID-19 (ALZAHRANI et
al., 2020), contando com 93 estudos clinicos listados no ClinicalTrials.gov (abril, 2024). E
importante ressaltar que a infusdo de CEMs tem se mostrado segura, bem tolerada, sem relatos
de complicagdes graves associadas (MENG et al., 2020; ABU-EL-RUB et al., 2021).

1.6 Aplicacao clinica das CEMs na COVID-19

Recentemente, diversos estudos foram realizados para testar as CEMs ou seus produtos
no tratamento da COVID-19 (CARVALHO et al., 2021). Por exemplo, um ensaio clinico
realizado no hospital Huangshi de Medicina Tradicional Chinesa analisou a eficacia da terapia
intravenosa com CEMs de corddo umbilical (2 x 10° células/kg) em pacientes com COVID-19
grave. Foi relatado que em relagdo ao grupo controle, o tratamento com as CEMs de cordao
umbilical resultou em melhora expressiva da fadiga, falta de ar e dessaturagao. Houve reducao
de IL-6 e PCR, sendo evidente a diminui¢ao da inflama¢ao pulmonar analisada por tomografia
computadorizada, principalmente apos o 7° dia de infusdo (SHU et al., 2020).

Utilizando CEMs derivadas de sangue menstrual (9 x 107 células/kg), o trabalho de
Xiao Wei Xu e colaboradores, em 2021, constatou melhora significativa da saturacdo de
oxigénio, exames de imagem, além de alivio imediato da falta de ar apos o primeiro dia de
infusdo, com 85% dos pacientes obtendo um desfecho clinico favoravel ao final do més de
tratamento (CEMs + medicamentos) em comparacdao aos 50% do grupo tratado com apenas

medicamentos convencionais.
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Também foi relatado o sucesso da terapia com CEMs no estudo de Sadeghi e
colaboradores, em 2021, utilizando as CEMs derivadas da placenta (1 x 10° células/kg) para
tratamento da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG) causada por COVID-19. Neste
estudo, foi avaliado principalmente o impacto das CEM na tempestade de citocinas, havendo
importante diminui¢ao da producdo de IL-6, ligante de quimiocina 12 (CCL12), PCR e Fator
Estimulador de Colonia de Granulocitos (G-CSF) apos o uso das CEMs.

Com base nos estudos supracitados € possivel sugerir que ha eficiéncia na terapia com
CEMs na COVID-19. Alguns estudos abordam que a CEM ¢ capaz de reduzir a morte celular,
mas esse processo ainda ndo estd claro na COVID-19 (NAIJI et al., 2019; SAULER et al.,
2019). E bem estabelecido que as CEMs possuem capacidade de atenuar quadros fibroticos
promovendo angiogénese (EL-AGHA et al., 2017), mas em se tratando de pulmao, os
mecanismos envolvidos nesse processo ainda sao pouco conhecidos.

Com a finalidade de esclarecer as limitagdes mencionadas, ¢ sabendo que sdo
necessarias milhares de células por Kg corporal para uso clinico, € que a expansao in vitro gera
senescéncia replicativa, este trabalho utiliza o cultivo 3D e o priming epigenético com 5-Aza
como metodologias de otimizacdo das CEMs, e posteriormente, a utiliza como tratamento em
um modelo de inflamacao pulmonar causado pela combinacdo das proteinas S ¢ N do

SARS-CoV2 e da citocina pro-inflamatoria IFN-y em células CALU-3.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:
Definir um modelo de cultivo e uma estratégia de licenciamento epigenético das CEMs para

testar o potencial desse modelo em regenerar células pulmonares expostas aos antigenos do

SARS-CoV2.

2.2 Objetivos especificos:

ETAPA 1I- Avaliacdo do priming epigenético como potencializador das propriedades
regenerativas das CEMs.

- Caracterizar o perfil fenotipico das CEMs de tecido adiposo;

- Caracterizar o impacto do inibidor epigenético no perfil regenerativo das CEMs;

ETAPA 1II- Confecgao de esferoides como potencializador das CEMs.

- Confeccionar esferoides de CEMs e caracteriza-los;

- Avaliar o potencial regenerativo dos esferoides de CEMs;

- Comparar a expressao de genes regenerativos e de pluripoténcia em CEMs cultivadas

em modelo 2D e 3D;

ETAPA 1II- Uso de CEMs licenciadas com 5-Aza ¢ em formato 3D em modelo de injuria
produzido em células CALU-3 expostas aos antigenos NS do SARS-CoV2 e IFN-y.

- Estabelecer um modelo de inflamacdo e morte celular a partir de proteinas que
compodem o virus SARS-CoV2, utilizando como célula pulmonar a CALU-3;

- Avaliar o impacto regenerativo das CEMs submetidas ao priming epigenético sobre

células CALU-3 expostas aos antigenos do SARS-CoV2 e IFN-y.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obteng¢ao das CEMs

As CEMs utilizadas neste estudo foram isoladas a partir do procedimento de
lipoaspiragao realizado na clinica Carpaneda de Cirurgia Plastica (Brasilia, DF). Para isso, a
gordura foi submetida a lavagem com PBS com 100ug/ml estreptomicina e 100ug/ml
penicilina (1% ATB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por duas vezes, e centrifugado por
10 minutos a 2000 rpm. O processo de digestao enzimatica da gordura foi realizado durante 30
minutos com Img/mL de colagenase tipo IA na propor¢ao de 1:1. Apos a digestdo, a
colagenase foi inativada utilizando meio alfa-minimo essencial (a-MEM) (Gibco, Waltham,
MA, EUA) com 15% Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de ATB. Posteriormente, o material
digerido foi centrifugado por 10 minutos a 1200 rpm, o sobrenadante foi descartado e o pellet
formado foi ressuspendido em a-MEM com 15% SFB e 1% de ATB, e distribuido em garrafas

de cultivo celular de 75¢cm? para a expansdo das células.

3.2 Cultivo celular

As CEMs foram cultivadas em garrafas especificas para cultivo celular de 75cm?, em
meio a-MEM acrescido de 15% SFB e 1% ATB, ocorrendo a troca do meio a cada 48h. Para
utilizacao das células nos experimentos subsequentes, houve o processo de dissociacdo com
tripsina 0,05% (Gibco). As células utilizadas nesse estudo estavam entre a 3* e 6° passagem.
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da

Saude.

3.3 Caracterizagao fenotipica
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A caracterizagdo imunofenotipica das CEMs foi realizada seguindo a preconizagdo da
Sociedade Internacional de Terapia Celular (DOMINICI et al., 2006), por uso do Kit Human
MSC Analysis (BD Biosciences). Para isso, as CEMs foram marcadas com anticorpos
especificos para CD44, CD73, CD90 e CD105. Como marcadores negativos, foram avaliados:
CDl11b, CD19, CD34, CD45 e HLA-DR. A intensidade de marcacdo dos anticorpos
supracitados foi avaliada no citometro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences, East
Rutherford, NJ, EUA), mediante aquisi¢ao de 10.000 eventos. Os dados foram analisados no

software FlowJo 10.0.7 (FlowJo LLC, USA).

3.4 Confecc¢ao dos esferoides de CEMs

Para preparar os esferoides de CEMs utilizamos 70 uL de agarose filtrada, preparada
em meio a-MEM sem SFB e com 1% ATB para revestir os pogos da placa de 96 pogos
(FRIEDRICH et al., 2009). Ap6s 30 minutos de secagem em luz ultravioleta (UV), as placas
foram armazenadas ao abrigo da luz por 24h. Posteriormente, foram plaqueadas 25.000 CEMs
em 200 pL de meio a-MEM com 1% de ATB e 15% de SFB e a placa foi mantida em

incubadora por 72h, tempo necessario para compactagao total das células em esferoides.

3.5 Caracterizagao dos esferoides por microscopia eletronica de varredura

Os esferoides de CEMs foram caracterizados com relagdo a morfologia e tamanho
através de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), no Instituto de Biologia-UnB
(IB-UnB). Apés a formacao, os esferoides foram armazenados por 24h em solucdo de
Karnovsky. Em seguida, os esferoides passaram por etapas de fixagdo com tetroxido de 6smio,
desidratagdo com concentragdes crescentes de acetona, secagem com CO? e metalizagdo com

ouro. A aquisi¢do das imagens ocorreu em microscopio eletronico de varredura (JEOL JSM
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7001F), com apoio da Ingrid Gracielle Martins, técnica do Laboratorio de Microscopia e

Microanalise/IB.

3.6 Priming epigenético

Para realizar a modulacdo epigenética, foi utilizado o agente hipometilante
5-Azacitidina (5-Aza, Sigma-Aldrich), por 72h, em doses de SuM e 10uM. (FASOLINO et al.,
2017; JOSHI et al., 2018; KADEKAR et al., 2020; BAGHERI et al., 2021; AHMADI et al.,

2023).

3.7 Ensaio de viabilidade celular

Usamos a técnica de MTT {brometo de [3- (4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
tetrazolio]} para avaliar se a acdo inflamatoria (ROBLES et al., 2022) e apoptdtica (REN et al.,
2021) mediada pela as proteinas estruturais NS do SARS-CoV2 (Nucleocapsid/Spike Protein
(RBD) Recombinant Protein) (Thermo Fisher) na concentracdo de 2ug/mL compromete a
viabilidade da célula CALU-3. Para isso, 5000 cé¢lulas CALU-3 foram plaqueadas em placa de
96 pogos com 100uL de Meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) com 10% de SBF e
1% ATB. Ap6s 48h e 72h, 10 pLL. de MTT (5mg/mL) foram acrescentados nos pogos e as placas
foram incubadas por 4h a 37°C, protegidas da luz. Apods esse periodo, o meio de cultura com
MTT foi cuidadosamente removido e substituido por dimetilsulféxido (DMSO) para promover
a dissolucdo dos cristais de formazan. A absorbancia foi quantificada através do
espectrofotometro de placa Multiskan FC (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) a 570nm.

Também avaliamos pela mesma metodologia supracitada, em células CALU-3, se as

doses de 10, 25 e 50ng/mL de IFN-y seriam citotoxicas em 48h e 72h.

3.8 Producao de meio condicionado
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Para obten¢do do meio condicionado, 2,9x10° CEMs expostas ou ndo a 10uM do
inibidor 5-Aza foram mantidas em cultura com 2.900 pL de meio o-MEM com 15% de SFB e
1% de ATB. Apos esse periodo, o meio foi descartado, as células foram lavadas 3x com PBS e
o meio a-MEM sem SFB com 1% ATB foi acrescentado ao cultivo por 48h. Posteriormente, o
sobrenadante (meio condicionado) foi recolhido, filtrado em filtro com poros de 0.22um e

armazenado em freezer -80°C até a sua utilizagao.

3.9 Ensaio de proliferagao celular

Para avaliar se o inibidor 5-Aza poderia modular a proliferagao das CEMs, essas células
foram marcadas com 10uM do marcador éster succinimidilico de diacetato de
carboxifluoresceina (CFSE). Em suma, apdés a marca¢do com CFSE, 5x10* células foram
plaqueadas em placas 24 pocos em 500uL de meio a-MEM com 15%SFB e 1% ATB, tratadas
ou nao com 10uM de concentragao do inibidor 5-Aza e mantidas em cultura por 72 horas. Apos
esse periodo, as células foram recolhidas e 10.000 eventos foram adquiridos no citdmetro de
fluxo FACSVerse (IB/UnB). Os dados foram analisados no software FlowJo 10.0.7 (FlowJo

LLC, USA).

3.10 Ensaio de migragao de fibroblastos

Para avaliar se o priming epigenético com o inibidor 5-Aza poderia modular o potencial
regenerativo das CEMs, realizamos um ensaio de migragao celular com fibroblastos. Para isso,
fibroblastos da derme de linhagem primaria, gentilmente cedidos pela professora Dra. Juliana
Lott de Carvalho (Faculdade de Medicina, UnB), foram cultivados com o meio condicionado
obtido de CEMs 2D e 3D, previamente expostas ou ndo a 10uM de 5-Aza. Apds os fibroblastos
plaqueados na placa de 12 pogos atingirem a confluéncia, com o auxilio da ponteira p200, foi

realizado um risco no centro dos pocos. Em seguida, realizamos trés vezes a lavagem das
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células com PBS a fim de retirar as que descolaram apds o risco ¢ remover o SFB. Neste
momento, adicionamos o meio condicionado das CEMs e acompanhamos o processo de
migracao dos fibroblastos, através da captacdo de imagem a cada 12h de experimento,
utilizando o microscopio Primo Vert (Carl Zeiss). A analise das imagens foi realizada no

software ImageJ combinado ao algoritmo Fiji (SCHINDELIN et al., 2012).

3.11 Ensaio de apoptose celular

Para identificar se o 5-Aza poderia comprometer a viabilidade das CEMs, essas células
foram marcadas com anexina V e iodeto de propidio (PI) e analisadas por citometro de fluxo.
Em suma, 5x10* células foram plaqueadas em placa de 24 pogos com 500uL de meio a-MEM
com 15%SFB e 1% ATB. Apds 72h, as células foram recolhidas por uso de accutase (Gibco),
lavadas com PBS e marcadas com Anexina V-FITC e PI. A analise ocorreu no citometro de
fluxo FACSCalibur (BD Biosciences, East Rutherford, NJ, EUA) nos canais FL1 e FL2,
mediante aquisicdo de 10.000 eventos. A andlise dos dados foi realizada no software FlowJo

10.0.7 (FlowJo LLC, USA).

3.12 Ensaio de liberagao de Lactato Desidrogenase (DHL)

Avaliamos a liberagdo de LDH pelas CEMs submetidas ao priming epigenético com
5-Aza nos modelos 2D e 3D, através do kit Cytotox 96 (ThermoFisher), conforme as instrugdes
do fabricante. Para isso, apds cultivo celular, 100uL de sobrenadante das CEMs expostas ou
nao ao 5-Aza foram recolhidos para determinagdo da liberagdo de LDH. Esses 100uL foram
dispostos na placa de 96 pocos. Posteriormente, foi acrescentado 50 puL do reaction mixture nos
pocos com sobrenadante € a placa foi protegida da luz e armazenada a temperatura ambiente

por 30 minutos. Para interromper a reagdo, foi acrescentado S0uL de stop solution. A leitura foi
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realizada no espectrofotometro de placa DTX 800 Multimode Detector (Beckman Coulter), a
490 nm, sendo a absorbancia do branco descontada da absorbancia das amostras.

O ensaio de LDH também foi realizado nas células CALU-3 buscando avaliar se haveria
aumento da liberacdo desta enzima apds o uso da combinagdo de 50ng/mL de IFN-y com
2ug/mL do antigeno NS, em 48h e 72h. A metodologia para deteccdo do LDH foi a mesma

supracitada.

3.13 Caspase 3/7 por luminescéncia

Para avaliar se as CEMs submetidas ao priming com 10uM de 5-Aza eram capazes de
modular a morte celular e a atividade das caspases 3/7 em células pulmonares CALU-3
expostas ao antigeno NS do SARS-CoV2 e IFN-y, utilizamos o kit Caspase-Glo® 3/7
(Promega), seguindo as instrugdes do fabricante. Resumidamente, 5000 células CALU-3 foram
plaqueadas em placa de 96 pocos com fundo branco, com 100 pL. de DMEM 10% SFB e 1%
ATB. No dia seguinte, as células foram expostas a 2ug/mL do antigeno NS do SARS-CoV2
(SARS-CoV-2 Nucleocapsid/Spike Protein (RBD) Recombinant Protein) (ThermoFisher) e a
50ng/mL de IFN-y e receberam como tratamento 100 uL. do meio condicionado das CEMs 3D
submetidas ou nao ao priming epigenético. Apos 72h, foi adicionado 100uL do Caspase-Glo®
3/7 Reagent ¢ a placa foi protegida da luz por 1h, em temperatura ambiente. Posteriormente, a
leitura do sinal de luminescéncia ocorreu no equipamento GloMax® Explorer Multimode

Microplate Reader (Promega) do Laboratorio de Baculovirus-1B, UnB.

3.14 Extragao de acido ribonucléico (RNA) e transcricdo para cDNA
Para melhor caracterizar os eventos moleculares envolvidos nos desfechos funcionais

observados nesse estudo, realizamos a extracdo de RNA das células CEMs, fibroblastos ¢ da
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linhagem CALU-3. As extragdes foram realizadas por uso de TRI Reagent (Sigma-Aldrich),
conforme as recomendag¢des do fabricante.

ApoOs a obtengdo do RNA, analisamos a qualidade do material ¢ o quantificamos
utilizando o espectrofotometro NanoDrop™ One (Thermo Fisher). Posteriormente, utilizamos
1000 ng de RNA para a sintese do cDNA, por uso do kit High Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit (Thermo Fisher).

3.15 PCR em tempo real (QPCR)

Analisamos o perfil de expressdao de genes relacionados a processos regenerativos,
imunologicos, de pluripoténcia e de morte celular, através da técnica de PCR em tempo real
(qPCR). Os primers utilizados neste estudo foram desenhados e validados no Laboratério de
Hematologia e Cé¢lulas-Tronco da Faculdade de Ciéncias da Saude (LHCT-FS/UnB). As
reagoes ocorreram em duplicata e foram desenvolvidas pela metodologia SYBR Green
(Thermo Fisher), no equipamento QuantStudio 1 (Thermo Fisher).

Para normalizar os resultados, utilizamos o gene endoégeno Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH). As analises ocorreram pela metodologia 2°°°T (LIVAK et al., 2001),

utilizando a média das amostras do grupo controle como referéncia.

3.16 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 9 (GraphPad
Software Inc. San Diego, CA, USA). A distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste de
normalidade Shapiro-wilk e, posteriormente, os dados foram submetidos a analise de assimetria
e curtose. Dados paramétricos distribuidos em dois grupos experimentais foram avaliados pelo

teste t de Student e para comparagdo de trés ou mais grupos experimentais, utilizamos
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ANOVA. Dados ndo-paramétricos foram analisados por Mann-Whitney quando envolviam dois
grupos experimentais ou por Kruskal-Wallis para trés ou mais grupos experimentais.
Valores de p<0.05 foram considerados como estatisticamente significativos € os

resultados foram apresentados como Média + Desvio Padrao.
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4. RESULTADOS
ETAPA 1: Avaliacao do priming epigenético como potencializador das propriedades

regenerativas das CEMs.

4.1 Fenotipo das CEMs de tecido adiposo com e sem priming epigenético
As CEMs utilizadas neste trabalho apresentaram perfil fenotipico cléssico, com

positividade para CD44 (99,1%), CD73 (98.2%), CD90 (94,5%) e CD105 (96,6%) (Figura 2).
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Figura 2: Perfil fenotipico de CEMs de tecido adiposo. Apresentacdo representativa de uma CEM de tecido
adiposo utilizada neste estudo, com fenétipo positivo para os marcadores CD44, CD73, CD90 e CD105 avaliados

por citometria de fluxo.

Para utilizar o 5-Aza como modelo de priming epigenético nesse estudo, avaliamos se
esse inibidor epigenético poderia alterar o fenétipo classico das CEMs. Como pode ser visto na
figura 3, a expressao de CD44, CD73, CD90 ¢ CD105 nao ¢ modificada apos o uso do 10uM

de 5-Aza.
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Figura 3: Painel fenotipico da CEM de tecido adiposo apos priming epigenético com 10pM de 5-Aza por

72h. O grafico demonstra ndo haver diferenga entre a expressdo dos marcadores CD44, CD73, CD90 ¢ CD105 na

CEM com 5-Aza em relagdo a CEM controle.

4.2 O priming epigenético com 5-Aza por 72 horas modula a expressdo de transcritos
envolvidos em regeneragdo e imunossupressao nas CEMs

Avaliamos o efeito modulador do 5-Aza na expressao do gene VEGF, principal gene
associado ao processo de regeneragdo de tecidos endoteliais (BERNATCHEZ et al., 1999;
MATSUMOTO et al., 2014). Para isso, testamos os tempos de priming epigenético por 24h e
72h e as concentragdes SuM e 10uM. Importante, o uso de 10uM de 5-Aza por 72h realgou a

expressao do VEGF (p=0.02) (Figura 4).
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Figura 4: Expressdo do gene VEGF nas CEMs submetidas a diferentes estratégias de priming epigenético.
Expressao por qPCR de VEGF por 24h (A) e 72h (B) em CEMs tratadas com 5-Aza (5uM e 10uM). Os grupos
controle (CEMs ndo tratadas) foram usados como referéncia na anélise. O grupo tratado com 10uM de 5-Aza por

72h apresentou maior expressdo de VEGF, comparando com o grupo controle (CEM). * significa p<0.05.

Considerando os dados preliminares obtidos, mostrando que 10uM de 5-Aza por 72h ¢
capaz de realgar a expressdo de VEGF nas CEMs, nos avaliamos se essa estratégia de priming
poderia modular genes adicionais relacionados a resposta imune (PDL-1, IL-10 e IDO),
pluripoténcia (KLF4, SOX2, cMyc e OCT4) e regeneracao celular (EGF, ANGPTI e 2).
Importante, evidenciamos que além de modular fatores anti-inflamatdrios com /DO (p=0.5) e
IL-10 (p=0.05), o priming das CEMs com 10uM de 5-Aza foi capaz de realgar os niveis
transcricionais de mediadores regenerativos como, EGF (p=0.05), ANGPTI (p=0.05), ANGPT2
(p=0.05) e de SOX2 (p=0.02) (Figura 5).
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Figura 5: Anilise de expressio génica. CEMs submetidas ao priming com 10uM de 5-Aza foram avaliadas
quanto a expressao dos genes EGF (A), ANGPTI (B), ANGPT2 (C), SOX2 (D), IDO (E), IL-10 (F), KLF4 (G),

PDL-1 (H), c-Myc (I) e OCT4 (J). As CEMs apresentaram maior expressdo dos genes EGF, ANGPTI, ANGPT2,
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SOX-2, IDO, e IL-10. apds 5-Aza. Os resultados foram normalizados para expressao do gene endégeno GAPDH. *

significa p<0.05.

4.3 O priming epigenético com 5-Aza ndo compromete a viabilidade das CEMs

Realizamos os ensaios de anexina V e PI e dosagem de DHL para avaliar se o
tratamento com 10uM de 5-Aza poderia causar morte celular na concentragdo utilizada neste
trabalho. De fato, a exposi¢ao ao 5-Aza nao compromete a viabilidade das CEMs (Figura 6).
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Figura 6: Analise de morte celular. CEMs expostas a 10uM de 5-Aza foram avaliadas quanto a marcag@o com

Anexina V/PI (A-C) e liberagdo de DHL (D), indicando auséncia de les@o a nivel de membrana celular e nuclear.

4.4 O priming com 5-Aza aumenta a proliferagdo das CEMs

Avaliamos se a proliferagdo celular das CEMs seria potencializada ap6s o uso de 10pM
de 5-Aza. Como pode ser visto na figura 6, o uso de 5-Aza como estratégia de priming foi
capaz de realgar significativamente a proliferacdo das CEMs em todos os tempos observados,

24h (p=0.05), 72h (p=0.05) e 120h (p=0.05) (Figura 7).
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Figura 7: Anailise da proliferacio celular com CFSE. As CEMs tratadas com 10uM de 5-Aza por 72h
apresentaram maior capacidade proliferativa, quando comparado ao grupo controle nos tempos 24h (A), 72h (B) e
120h (C) de experimento. As imagens D, E e F mostram de forma respectiva os histogramas representativos de

24h, 72h e 120h. * significa p<0.05.

4.5 5-Aza ndo realga o potencial migratério das CEMs

Considerando a ampla modulagdo molecular observada nas CEMs apds priming com
10uM de 5-Aza, investigamos se essa estratégia poderia modular funcionalmente propriedades
regenerativas das CEMs. Inicialmente, avaliamos o potencial migratério das CEMs. Evidente
na figura 8, ndo identificamos diferencas estatisticamente significativas no potencial migratorio

das CEMs submetidas ao priming com 5-Aza, em relagdo ao grupo controle.
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Figura 8: Ensaio de migracio com CEM. CEMs controle e licenciadas com 10uM de 5-Aza foram avaliadas
quanto ao potencial migratorio em 12h (A), 24h (B) e 36h (C) de cultivo. (D) Imagens representativas do

experimento demonstram que ndo ha diferenga em relagdo a migracdo das CEMs em ambas as condigdes

experimentais.

ETAPA II: Confecc¢do de esferoides como potencializador das CEMs.

4.6 Produgao de esferoides
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A fim de compararmos os efeitos do 5-Aza nos modelos 2D e 3D de cultivo celular,
inicialmente produzimos esferoides a partir das CEMs fenotipadas e analisamos sua morfologia
através do microscopio Primo Vert (Carl Zeiss) com aumento de 100x (Figura 9 A e B), e por
microscopia eletronica de transmissdao (MEV). Por MEV, obtivemos o diametro do esferoides

controle e tratado com 10uM de 5-Aza, com 410nm (C) e 450nm (D), respectivamente.

CEM CEM + 5-Aza

Figura 9: Esferoides controle e tratado com 10uM de 5-Aza por 72h. Imagens estruturais dos esferoides
controle e tratado com 5-Aza, no aumento de 100x pelo microscopio invertido, representados respectivamente em
A e B. Microscopia Eletronica de Varredura detalhando a morfologia dos esferoides controle (representado em C)
e apos priming epigenético com 5-Aza (D), com ampliagio de 160x. E importante observar que nio ha

modificagdes estruturais entre os grupos. A mudanga de colorag¢do no grupo 5-Aza na MEV (D) ocorreu por baixa
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metalizagdo durante o preparo dessa amostra. A barra de escala de tamanho no primeiro aumento dos esferoides na

MEV (160x) demonstrados em C e D ¢ de 100um. Na maior ampliacdo (430x), a barra esta em 10um.

4.7 O priming epigenético com 5-Aza na CEM 3D ndo causa lise de membrana celular e
liberacao de DHL

Realizamos a mensuragdo de DHL com a finalidade de avaliar se o priming epigenético
com 5-Aza no modelo de cultivo celular 3D poderia causar extravasamento de componentes
citoplasmaticos das CEMs que compdem o esferoide. Nao foi observado diferenga na liberagao
da enzima em relagdo a CEM 3D controle, mostrando ndo haver dano de membrana celular

relacionado ao uso do 5-Aza (Figura 10).
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Figura 10: DHL de CEM 3D com e sem 5-Aza. A CEM 3D exposta ao 5-Aza ndo aumenta a liberagdo de DHL,

demonstrando que o priming epigenético ndo causa ruptura de membrana citoplasmatica..

4.8 O esferoide de CEMs apresenta expressdo aumentada de genes regenerativos e de
pluripoténcia, comparado ao modelo de CEMs 2D

Comparamos a a¢do do 5-Aza na modulag¢do de genes regenerativos e de pluripoténcia
celular entre 0 modelo 2D e 3D de CEMs. Constatamos que a expressdo de VEGF (p=0.009) e
SOX2 (p=0.006) alcangcam niveis mais elevados no modelo 3D de CEMs expostas ao priming

com 5-Aza. Além disso, ¢ importante notar que o priming com 5-Aza aumenta a expressao de
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VEGF em 2x no modelo 2D e em 7x no modelo 3D, quando comparados a CEM 2D (Figura

11).
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Figura 11: Analise de expressio génica. Comparacio da expressio dos genes (A) VEGEF, (B) EGE (C)
ANGPT 1 e (D) SOX2 entre CEMs 2D e 3D. A expressao génica foi avaliada por gPCR. Os valores de média do
Ct obtido da CEM 2D controle foram utilizados como referéncia para analise entre os grupos. Os resultados foram

normalizados para expressdo do gene endogeno GAPDH. *** significa p<0.01.

4.9 O meio condicionado das CEMs 2D e 3Ds tratadas com 5-Aza potencializam a atividade
migratdria dos fibroblastos e induzem aumento da expressdao de CXCR4 e CXCR7

Utilizando meio condicionado das CEMs submetidas ou ndo ao priming epigenético
com 5-Aza, realizamos ensaio de migragdo celular com fibroblastos de derme a fim de avaliar
se haveria ganho de potencial migratério nos grupos submetidos ao priming com 5-Aza. O
meio condicionado de CEM 2D com 5-Aza promoveu aumento da capacidade de migragao dos

fibroblastos em relagdo ao grupo controle, em 36h (p=0.05) (Figura 12).
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Figura 12: Ensaio de migra¢ao em fibroblasto. Fibroblastos foram avaliados quanto ao seu potencial migratorio
apos serem expostos ao meio condicionado de CEM 2D com ou sem 5-Aza em 12h (A), 24h (B) e 36h (C) de

cultivo. (D) Imagens representativas do experimento destacam as diferencas observadas. *significa p< 0.05.
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Em linha com o estudo funcional realizado, o priming com 5-Aza induziu a expressao

de CXCR4 (p=0.05) e CXCR7 (p=0.05) nos fibroblastos (Figura 13).
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Figura 13: Analise de expressio génica dos genes CXCR4 e CXCR7 em fibroblastos expostos ao meio

condicionado de CEM 2D com ou sem 5-Aza. O grafico A ilustra a expressdo do gene CXCR4 enquanto que a

expressao do gene CXCRY7 esta representada no grafico B, ambos os genes realizados por qPCR. *significa p<0.05.

Os resultados foram normalizados para expressdo do gene endogeno GAPDH.

O meio condicionado das CEMs 3D submetidas ao priming epigenético também foi

capaz de promover maior migragdo dos fibroblastos nos tempos 24h (p=0.05) e 36h (p=0.05)

(Figura 14).

A

100
804
60—

40+

9% area livre

20+

12h B
100-
80—
e
Z 60
m
(=]
w404
&
20-
D_
9 S
> &
' &

24h c
. e
E
§
2
'b'bc
&

36h
20- .
15-
10-
5
0-
0@‘*@ y”ﬁo



48

CEM 3D 0Oh CEM 3D 12h CEM 3D 24h CEM 3D 36h

5-Aza 3D Oh 5-Aza 3D 12h 5-Aza 3D 24h 5-Aza 3D 36h

Figura 14: Ensaio de migracio em fibroblasto. Fibroblastos foram avaliados quanto ao seu potencial migratério
apos serem expostos ao meio condicionado de CEM 3D com ou sem 5-Aza em 12h (A), 24h (B) e 36h (C) de

cultivo. (D) Imagens representativas do experimento destacam as diferengas observadas. *significa p<0.05.

Em consonancia com a maior atividade de migracdo dos fibroblastos supracitada, o
meio condicionado de CEMs 3D apds priming epigenético com 5-Aza também favoreceu a

expressao dos genes CXCR4 (p=0.0002) e CXCR7 (p=0.05) nos fibroblastos (Figura 15).
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Figura 15: Analise de expressio génica dos genes CXCR4 e CXCR7 em fibroblastos expostos ao meio
condicionado de CEM 3D com ou sem 5-Aza. O grafico A ilustra a expressdo do gene CXCR4 enquanto que a

expressao do gene CXCR7 esta representada no grafico B. * significa p<0.05 ¢ *** significa p<0.001.

ETAPA III- Uso de CEMs licenciadas com 5-Aza e em formato 3D em modelo de injuria

produzido em células CALU-3 expostas aos antigenos NS do SARS-CoV2 e IFN-y.

4.10 Viabilidade das células CALU-3 frente ao antigeno NS do SARS-CoV2 e IFN-y

Para mimetizar a inflamac¢ao promovida pelo SARS-CoV2, submetemos as células
CALU-3 a concentracdes crescentes de IFN-y e antigenos NS (SARS-CoV-2
Nucleocapsid/Spike Protein (RBD) Recombinant Protein) (Thermo Fisher), e avaliamos a
citotoxicidade celular através do ensaio de MTT e liberagao de DHL em 48h ¢ 72h.

Para definir a dose de IFN-y capaz de causar citotoxicidade, testamos por MTT as
concentragdes de 10ng/mL, 25ng/mL e 50ng/mL em 48h ¢ 72h. Em ambos os tempos de 48h e

72h, a concentragdo de 50ng/mL foi citotoxica para as células CALU-3 (p=0.01 e 0.02,

respectivamente) (Figura 16).
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Figura 16: Ensaio de viabilidade por MTT de células CALU-3 expostas a doses crescentes de IFN-y. O
grafico A ilustra o resultado do MTT em 48h, enquanto o grafico B apresenta o resultado em 72h. Em ambas as
condigdes experimentais, o grupo com 50ng/mL de IFN-y apresentou maior citotoxicidade em relacdo as outras

concentragdes de 10 e 25ng/mL. * significa p<0.05.

Ap0s investigarmos o papel citotoxico do IFN-y, avaliamos por MTT e dosagem de
lactato desidrogenase (DHL) se a combinacdo de 50ng/mL de IFN-y com 2ug/mL do antigeno
NS poderia potencializar o efeito de citotoxicidade na célula CALU-3. De fato, essa
combinagdo realcou a toxicidade nas células CALU-3 (p=0.01) e (p=0.006), comparado ao uso
do IFN-y e dos antigenos NS de forma isolada, em 48h (A) e 72h (C), respectivamente. Em
concordancia, foi observado aumento na liberagdo de DHL em 48h (B) (p=0.02) e 72h (D)

(p=0.02) (Figura 17)



51

A MTT 48h B DHL 48h
20 2.5+
= E
3 = 1.5
g £
& 0.57 5 0.5-
E L4
0.0- , 0.0
BOLA b I Y
S & T & e
& -
2.0- = ol .
E E .ol
£ T S 2.0
— @ 1.5
5 1.0- 2
= = i
E g 1.0
2 057 2 05
= =3
0.0- T 0.0-=
pi- ] A 5 A
¥ £ S A LA
- o ‘,f_-,'

Figura 17: Ensaio de viabilidade por MTT e liberacdo de DHL em célula CALU-3 exposta ao antigeno NS e
de IFN-y por 48h e 72h. Esta representado nos graficos A e C o ensaio de viabilidade celular mediado por MTT
em 48h e 72h, respectivamente. Em A, * significa p<0.05 e em C, ** significa p<0.01. Em se tratando dos graficos

B e D que expressam a liberag@o da enzima DHL nos tempos 48h e 72h, respectivamente, * significa p<0.05.

4.11 Impacto do meio condicionado de CEMs 2D e 3D na viabilidade das células CALU-3
inflamadas com antigeno NS do SARS-CoV2 e IFN-y

Buscamos identificar através do ensaio de MTT se o meio condicionado das CEMs 2D
e 3D, com ou sem 5-Aza, poderia reduzir a citotoxicidade mediada pelo antigeno NS e IFN-y
na CALU-3. Para isso, utilizamos a concentragdo de 100% de meio condicionado por 72h.

Apesar de nao haver diferenga estatistica, identificamos maior sobrevida das células quando
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expostas a 100% do meio condicionado de CEM 3D, havendo 60% de células vidveis no grupo
CEM 3D e 53% no grupo 5-Aza 3D quando comparados ao grupo antigeno NS e IFN-y com

apenas 33% de células CALU-3 viaveis (Figura 18).

A MTT B MTT
100+ 100+
E 80 E 80—
o o
o o
'; 60 '; 60
2 2
S 40- - & 404
£ £ =
w204 w204
a o
<< <
0- T 0- T
e ™ ™ e ™ ™
?{9 ® \{ﬁ) .1;»0 ?‘;} !é% \!:50 ‘1?0
G @'ﬂ & oF o @'ﬁ & ¥
‘g “"\" glo ‘g ‘:"\P )
& 8 S 8
N o
R R
_‘K" h\x * i\x
d 4 sl 4
& (“\ X (“\

Figura 18: Ensaio de MTT em células CALU-3 expostas ao antigeno NS e IFN-y e meio condicionado de
CEM 2D e 3D com ou sem 5-Aza. Os graficos apresentam o resultado do uso da concentracdo de 100% de meio
condicionado, sendo em A a representacdo do uso do meio condicionado de CEM 2D e em B, meio condicionado
de CEM 3D. Os valores sdo expressos como porcentagem de células viaveis para cada condigdo em relacdo as

células controle.

4.12 O meio condicionado de CEM 3D com 5-Aza atenua a atividade das caspases 3 e 7
Avaliamos a atividade das caspases 3/7 nas cé¢lulas CALU-3 expostas ao antigeno NS e
ao IFN-y e identificamos que apds adicdo do meio condicionado de CEM 3D com 5-Aza ha

diminui¢do da sua atividade (p=0.01) (Figura 19).
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Figura 19: Atividade de caspase 3/7. O grafico representa a atividade de caspase 3/7 em células CALU-3 apos a
inflamag@o com antigeno NS + IFN-y e uso do meio condicionado de CEM 3D com e sem 5-Aza. * significa

p<0.05.

4.13 Expressdao de genes associados a regeneragdo e morte em células CALU-3 expostas ao
antigeno NS + IFN-y e tratadas com o meio condicionado de CEM 3D com 5-Aza

Observamos o aumento da expressdo de genes relativos a regeneracdo tecidual e
angiogénese nas células CALU-3 expostas ao meio condicionado de CEM 3D com 5-Aza,
como FGF2 (p=0.05) e PDFG (p=0.05). Também, identificamos aumento da expressdo de
SOX2 (p=0.05). Além disso, observamos diminui¢do da expressao de /L-10 (p=0.05), seguido

de menor expressao de KLF4 (p=0.05) e de EGFR (p=0.05) (Figura 20).
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Figura 20: Analise da expressiao génica. Células CALU-3 expostas ao antigeno NS + IFN-y e tratadas com o
meio condicionado de CEM 3D com 5-Aza foram avaliadas através da qPCR quanto a expressdo dos genes EGFR
(A), KLF4 (B), IL-10 (C), PDGF (D), FGF2 (E), SOX2 (F), BAX (G) e NLRP3 (H). * significa p<0.05. Os

resultados foram normalizados para expressao do gene endégeno GAPDH.
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5. DISCUSSAO

A terapia com CEMs ¢ segura e conta atualmente com 1.153 ensaios clinicos sendo
conduzidos de acordo com o site clinicaltrials.com (abril, 2024), sendo util para uma série de
desordens que variam entre doengas autoimunes (GAO et al., 2016), infarto (CHEN et al.,
2004) até engenharia de tecidos (CAPLAN et al., 2007). E importante ressaltar que apesar de
serem potentes, milhdes de células sdo necessarias para que o efeito terapéutico seja observado.
A repetida expansao in vitro para obter a quantidade de células necessarias para o tratamento
gera senescéncia replicativa, o que diminui seu potencial terapéutico (KRETLOW et al., 2008).
Embasados nessa limitagao supracitada, neste trabalho, buscamos potencializar a capacidade
regenerativa das CEMs por intermédio do priming epigenético com o agente hipometilante
5-Aza.

As CEMs de tecido adiposo aqui utilizadas apresentaram o perfil fenotipico
determinado pela ISCT (DOMINICI et al., 2006), mesmo apds o priming epigenético com
5-Aza, nao apresentando diferenca significativa quanto a expressao de CD44, CD73, CD90 e
CD105 entre os grupos. Neste trabalho ndo foi induzida a diferenciacao celular, porém, na
literatura, o 5-Aza possui essa vertente de estudo a partir da CEM para cardiomidcitos,
osteocitos e células similares a hepatdcitos (SUPOKAWEKI et al., 2013; YAN et al., 2014;
AURICH et al., 2009).

Curiosamente, apesar do 5-Aza ser utilizado no tratamento da sindrome mielodisplésica
por induzir apoptose das cé€lulas que estdo em proliferacdo desbalanceada (UNNIKRISHNAN
et al., 2017), nas CEMs ele potencializou a proliferacao celular. Esse resultado ¢ contraditério
ao encontrado por Lee e colaboradores (2021), que demonstraram que concentragdes entre
5-20uM diminuem a proliferagdo de CEM de cordao umbilical. Porém, no mesmo ano, Agnes

Ong e colaboradores demonstraram que o uso de concentragdes entre 5-20uM de 5-Aza em
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CEMs isoladas da geleia de Wharton potencializou a proliferacdo celular em diferentes meios
de cultura. Em 2017, Kornicka relatou que o uso de 1uM de 5-Aza foi suficiente para aumentar
a proliferagcdo celular, formacao de colonias e diminuir o tempo necessario para duplicar a
populagdo de CEMs de tecido adiposo.

Como estudos mostram potencial efeito citotoxico do 5-Aza em linhagens de CEM de
medula o6ssea de camundongos (WU et al., 2010) e de leucemia mieloide aguda
(HOLLENBACH et al., 2010) com concentragdes a partir de 1uM, buscamos avaliar se a
concentracdo utilizada neste estudo corrobora com esses dados. Nao houve citotoxicidade e
indugdo de apoptose nas CEMs, apos o tratamento com 5-Aza. Também ndo identificamos
aumento da liberagdo de DHL, o que mostra auséncia de lesdo de membrana celular nas CEMs

Para compreender de que forma a acdo hipometilante do 5-Aza poderia estar
modulando as marcas epigenéticas da CEM, fizemos a analise da expressdo de genes
relacionados a regeneracdo, pluripoténcia e imunossupressdo. Observamos aumento na
expressao de SOX2, gene associado a maior capacidade de renovagdo celular e pluripoténcia,
indicando, de forma preliminar, que o priming epigenético com 5-Aza poderia melhorar os
aspectos de envelhecimento/maturagao celular (SILVA et al., 2008; WENG et al., 2022).

Ademais, o aumento da expressao de VEGE, ANGPT I, ANGPT 2 ¢ EGF nas CEMs
submetidas ao priming com 5-Aza mostra um perfil de ganho de fungao regenerativa,
considerando a atuacdo desses fatores na angiogénese e reparo tecidual. O gene VEGF ¢
considerado o principal mediador responsavel pela produgdo e sobrevivéncia das células
endoteliais, regulando também sua atividade migratoria (BERNATCHEZ et al., 1999;
MATSUMOTO et al., 2014). A expressao do EGF ¢ associada a alta capacidade reepitelizante
(RHEINWALD et al., 1977). As angiopoietinas 1 e 2 s3o necessarias no processo de
ramificacdo de novos vasos sanguineos (SINGER et al., 1999). Em conjunto, nossos achados

apontam para um maior potencial regenerativo das CEMs quando expostas ao 5-Aza.
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As CEMs possuem capacidade imunossupressora quando estimuladas por citocinas
como IFN-y, TNF-a, entre outros fatores (NAJAR et al., 2016; NORONHA et al., 2019). Dessa
forma, avaliamos se o priming com 5-Aza poderia modular os genes /DO, IL-10 e PDL-1. De
modo importante, identificamos maior nivel transcricional de /DO e IL-10 nas CEMs, ap6s o
tratamento com 5-Aza. Esse achado mostra que as CEMs passam a apresentar um perfil
anti-inflamatdrio mais potente, apos o priming epigenético realizado. Importante notar que /DO
tem papel fundamental para inibir a proliferacao de linfocitos T (MUNN et al., 2016) e a IL-10
desempenha um significativo papel anti-inflamatorio por regular a sintese de citocinas
inflamatérias (FIORENTINO et al., 1989).

Apesar de ndo haver diferenca estatistica, comparado as CEMs controle, o tratamento
com 5-Aza aumentou em 41% a expressdo de PDL-1. A via PD-1/PDL1 intensifica o efeito
imunossupressor das CEMs sobre células imunes (AUGELLO et al., 2005) e, em CEMs
senescentes, sua menor capacidade imunorreguladora esta associada a menor expressao desse
gene (GAO et al., 2023).

Considerando o perfil de modulagdo génica anteriormente descrito, buscamos
compreender se as CEMs poderiam se beneficiar dos proprios produtos gerados, realizando o
ensaio de migragao celular. Surpreendentemente, ndo detectamos alteragao no perfil migratorio
das CEMs expostas ao 5-Aza, indicando que seus produtos ndo exercem efeito benéfico para si,
pelo menos no que diz respeito a capacidade migratoria.

Apos identificarmos que o priming epigenético com 5-Aza induziu a proliferagdo
celular e a expressdo de transcritos regenerativos, imunossupressores ¢ de pluripoténcia em
CEM no modelo 2D, produzimos esferoides e comparamos se o modelo 3D de cultivo celular
com 5-Aza poderia ser superior ao 2D. E bem estabelecido que o cultivo 3D favorece a

expressao de SOX2 frente ao modelo 2D (BARTOSH et al., 2010), sendo mais resistentes e
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sofrendo menos com o processo de senescéncia, além de ser mais fidedigno aos mecanismos
que ocorrem no organismo iz vivo (JUNGWIRTH et al., 2018).

E importante buscar metodologias que preservem a CEM dos sinais de envelhecimento
que o cultivo celular exerce sobre elas. Alteracdes pardcrinas, reducao na capacidade de
pluripoténcia, modificagdes estruturais (as células se tornam mais finas e alongadas) sao
resultados da desregulagdo epigenética gerada por diferentes estimulos ao longo do seu cultivo
(GRECO et al., 2007; LI et al., 2011).

Observamos que a modulagdo com 5-Aza nos esferoides estimulou maior producdo de
VEGF e principalmente de SOX2 quando comparada a CEM 2D e 3D controles, como também
a CEM 2D com 5-Aza. Isso ¢ importante para nao s preservar como também potencializar
essa atividade de auto-renovacdo intrinseca. Os resultados supracitados nos indicam que a
CEM 3D com 5-Aza parece ser ainda mais favoravel que a 2D em se tratando de uso em
terapia regenerativa.

Pensando em comparar o uso do meio condicionado da CEM 2D e 3D com ou sem
5-Aza de forma funcional, realizamos o ensaio de migrac¢ao celular utilizando fibroblasto de
derme como célula migratéria. Apds 36h de migragao, descobrimos que a migragao celular foi
mais estimulada nos grupos tratados com 5-Aza. Corroborando com o resultado da migracao
realizada, identificamos aumento da expressao de CXCR4 ¢ CXCR7 nos fibroblastos expostos
ao meio condicionado das CEM tratadas com 5-Aza (tanto 2D como 3D).

CXCR4 e CXCR?7 sao receptores de quimiocinas metabotrdpicos, ou seja, acoplados a
proteina G. Ambos se ligam a quimiocinas homeostaticas, diferentemente de outros CXCRs que
interagem com quimiocinas inflamatorias (NOMIYAMA et al., 2011), estando o CXCR4 ¢
CXCR7 envolvidos em processos de migragdo, proliferacio e maior sobrevida celular,

recrutando progenitores endoteliais (HUYNH et al., 2020).
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Diversos estudos demonstram que a alta expressao de CXCR4 e CXCR?7 esta atrelada
com o aumento da capacidade de proliferacdo e migracdo celular, podendo estar relacionados, a
depender do contexto, com a progressao de metastases e invasao de outros tecidos (BURGER
et al., 2009). O trabalho de Cai e colaboradores, 2012, mostrou que a inibi¢do do CXCR4 levou
a redugdo significativa da capacidade migratoria de células HelLa, bem como a reducao da
proliferagao celular. Também foi observado o aumento da expressao de CXCR4 nas células
HUVECS (células endoteliais da veia umbilical humana) e em fibroblastos de pele quando
submetidos ao ensaio de migragao utilizando oxigénio hiperbarico para promover regeneragao
tecidual (HUANG et al., 2020). Xu, em 2023, investigou se o aumento da expressao de CXCR7
poderia aumentar a migragao de fibroblastos laringotraqueais, sendo confirmada a correlagao.

Finalizando a etapa inicial de aprimoramento da CEM com 5-Aza nos modelos 2D e
3D, progredimos e investigamos se seu meio condicionado poderia reduzir os danos
pulmonares gerados por um processo inflamatorio in vitro mediado por antigenos do
SARS-CoV2 e IFN-y. Para isso, inicialmente submetemos a linhagem CALU-3 ao IFN-y,
citocina associada a morte celular inflamatéria na COVID-19 (KARKI et al., 2021), e a
combinagdo de antigeno nucleocapsideo e proteina spike (NS). Identificamos que a jungao de
50ng/mL de IFN-y e 2ug/mL de antigeno NS por 72h foi capaz de induzir citotoxicidade e
mimetizar o ambiente inflamatério gerado pelo virus (RAMASAMY et al., 2021).

Posteriormente, identificamos através do ensaio de MTT, que o uso do meio
condicionado de CEM 2D tanto com como sem 5-Aza nao foi eficaz para atenuar a inflamagao
gerada pela combinagdo de IFN-y e antigeno NS na CALU-3. Em contrapartida, apesar de nao
haver diferenca estatistica, percebemos que o uso de 100% de meio condicionado de CEM 3D
com e sem 5-Aza foi interessante, visto que permitiu 60% de viabilidade celular no grupo com
meio condicionado de CEM 3D e 53% de células vidveis no grupo com meio condicionado de

CEMs 3D com 5-Aza, em relacdo ao grupo inflamado (38% de células vidveis). Possivelmente,
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esse efeito poderia ser atribuido a maior expressdo de VEGF e SOX2 que a CEM 3D possui,
quando comparada a CEM 2D, que também foi relatado por Lee e colaboradores em 2021,
permitindo que o mecanismo de homing exercido pela CEM favoreca a sobrevida celular
(SILVA et al., 2008; ZOU et al., 2021).

E conhecido que o SARS-CoV2 exerce um efeito multiplo de morte celular chamado
panoptose (JOSE et al., 2020), onde ¢ acionada uma cascata de mecanismos como piroptose,
necrose € apoptose que resultam em morte celular. Possivelmente esse mecanismo seja o
causador das lesdes pulmonares associadas a doenga. Com base nessa condigdo, investigamos
se o sobrenadante da CEM 3D com e sem 5-Aza poderia reduzir a ativagcdo de caspases 3/7 que
sao ativadas durante a apoptose (LAKHANI et al., 2006). Positivamente, obtivemos menor
ativacdo das caspases 3/7 em ambos o0s casos, principalmente na presenga de meio
condicionado de CEM 3D com 5-Aza.

As caspases, que recebem esse nome por serem proteases asparticas de cisteina, sdao
proteinas que mantém a homeostase do organismo participando do mecanismo de apoptose
celular, regulando a sobrevivéncia das células. Para isso, elas exercem sua atividade por
intermédio da via intrinseca e extrinseca, sendo subdivididas em caspases iniciadoras (2, 8, 9,
10), inflamatorias (1, 4, 5) e efetoras (3, 6, 7). A ativacao das caspases 3/7 ¢ mediada pela via
extrinseca, resultando em fragmentacao do DNA e do citoesqueleto por serem consideradas
“caspases efetoras”, com atividade proteolitica (ELMORE et al., 2007).

As CEMs possuem capacidade anti-apoptotica em lesdes pulmonares. Jiang, em 2015,
apresentou que a infusdo intravenosa de CEMs de tecido adiposo atenuou a inflamagdo
pulmonar gerada pela radiacdo em camundongos, diminuindo a expressao de caspase 3 ¢ BAX,
proteina responsavel por causar lesdo na membrana mitocondrial durante a apoptose por via

intrinseca (ANTONSSON et al., 2001). O mesmo indicio de redugdo de expressdo de caspase 3
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foi relatado por El Metwaly, em 2019, apos o uso de CEM de medula 6ssea para tratamento de
lesdo pulmonar aguda induzida por acido cloridrico, além da diminui¢do do estresse oxidativo.

Neste estudo, observamos redugdo na expressao de KLF4 nas células CALU-3
inflamadas com antigeno NS e INF-y e tratadas com meio condicionado de CEM 3D com
5-Aza, gene que usualmente estd associado ao impedimento da apoptose, bloqueando a
expressao de BAX (GHALEB et al., 2017). Porém, estudos sugerem que KLF4 pode ter dupla
funcdo regulatoria, podendo entdo exercer atividade pro-apoptodtica a depender do contexto.
Existe a hipotese que o KLF4 superexpresso pode favorecer indiretamente a replicagao viral do
SARS-CoV2 por inibir o promotor do gene /FNB, regulando negativamente a resposta antiviral
das células (LUO et al., 2016; SAMENI et al., 2023).

De forma curiosa, apos o tratamento com meio condicionado de CEM 3D com 5-Aza
observamos a diminui¢do da expressao de /L-10 na CALU-3, potente citocina anti-inflamatoria.
Apesar de parecer contraditorio, € interessante que haja essa diminui¢do pois foi relatado altos
niveis de /L-10 em pacientes com a forma grave da doenga, sendo entdo associado a pior
prognostico (LUCAS et al., 2020). E discutido que a JL-10 é elevada antes mesmo da IL-6,
citocina pro-inflamatoria relacionada a sindrome da tempestade de citocinas. Isso pode se
justificar pela diminui¢do de linfocitos T que ocorre durante a COVID-19, além do seu fenotipo
de exaustdo por hiperexpressao de PD-1 (DIAO et al., 2020). Tilg e colaboradores, em 2002,
mostraram em seu estudo sobre tratamento para doenga de Chron que utilizar IL-10
pressupondo diminuir o processo inflamatorio, na verdade, estimula o aumento de IFN-y, sendo
o efeito dependente da dose.

Apesar de ndo ter diferenca estatistica, percebemos tendéncia de diminui¢do de BAX e
NLRP3 no grupo tratado com meio condicionado de CEM 3D com 5-Aza. Ambos os genes
estdo envolvidos com processo de morte celular programada, sendo BAX pertencente a via

intrinseca da apoptose ¢ NLRP3 que participa da piroptose (WANG et al., 2022). Sabendo que
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a infeccdo por SARS-CoV2 induz Panoptose, a diminui¢do desses transcritos, bem como a
diminui¢do da atividade das caspases 3/7 e da expressdo de /L-/0 nos indica um perfil
anti-inflamatodrio e de maior sobrevida celular.

Em apoio a esses achados, o aumento da expressao de SOX2 nas células CALU-3
demonstra maior capacidade de auto renovagdo celular, tornando as células CALU-3 expostas
ao antigeno NS e ao IFN-y tratadas com meio condicionado de CEM 3D com 5-Aza mais
resistentes, além do SOX2 participar ativamente do processo de formagao do epitélio pulmonar
e traqueal (QUE et al., 2009). Por outro lado, estudos indicam que na COVID-19 a expressao
de SOX2 pode estar relacionada ao desenvolvimento da anosmia e ageusia, sintomas relatados
em mais de 80% dos pacientes (LECHIEN et al., 2020). A explicacdo dessa hipdtese aborda
que o SOX2 participa da supressdo da diferenciagao neural no epitélio pulmonar, afetando
também células olfativas (BRANN et al., 2020). SOX2 também participa da producao de
células caliciformes, produtoras de muco (TOMPKINS et al., 2009; KHASHKHOSHA et al.,
2020).

Por fim, visando a regeneracdo do epitélio pulmonar inflamado, avaliamos os
transcritos PDGF, FGF2 e EGFR. Em nosso estudo, percebemos aumento da expressao de
FGF2 apés o tratamento com meio condicionado de CEM 3D com 5-Aza. Guzy e
colaboradores, em 2015, identificaram que camundongos com expressao de FGF2 tinham
melhor acdo de protecao epitelial apds lesdo pulmonar induzida por bleomicina. Camundongos
com a inibi¢do da expressao de FGF2 /- evoluiram a 6bito por terem problemas em restabelecer
a integridade do epitélio pulmonar, além de ndo conseguirem conter o processo inflamatdrio,
colocando em discussdo o envolvimento do FGF2 no processo patogénico da fibrose pulmonar.
Para melhor compreensao, ¢ necessario avaliar o papel dos outros 17 ligantes de FGF, pois o

uso de inibidores de tirosina quinase que acabam afetando os receptores de FGF (FGFR)
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diminui a fibrose pulmonar em camundongos também induzida por bleomicina (RICHELDI et
al., 2011).

Em nosso trabalho observamos diminui¢do da expressdo de EGFR, gene que esta
fortemente associado ao desenvolvimento de angiogénese patologica e fibrose pulmonar. O
EGFR se tornou alvo de estudo para terapias contra cancer de pulmado e outras desordens
pulmonares como a doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC). Camundongos deficientes na
sinalizagdo de EGFR parecem ser mais resistentes a fibrose pulmonar induzida por bleomicina
(modelo bem estabelecido de fibrose pulmonar em camundongos) (MADTES et al., 1999;
VALLATH et al., 2014). Também foi relatado que aumento da expressdo de EGFR favorece o
processo inflamatério mediado por NF-kB/MAPK, além de induzir necroptose por ativagao
indireta de RIPI e RIP3. Isso acontece porque EGFR participa de diversas vias de ativagao e
também pode sofrer autofosforilagao (ZHANG et al., 2023).

Constatamos aumento da expressao de PDGF, gene envolvido em processos
angiogénicos e regulacdo do sistema imune. Foi relatado que em macréfagos expostos a
ambiente inflamado por LPS e IFN-y, o PDGF foi responsavel por atenuar a sintese de TNF-a,
citocina inflamatoria e indutora de apoptose (BASU et al., 2022). Importante mencionar que o
PDGF participa da formagdo dos alvéolos e estimula os progenitores de miofibroblastos
alveolares (TSAO et al., 2016).

Ao todo, nossos achados demonstram que o priming epigenético com 5-Aza na CEM ¢
capaz de aumentar a expressao de genes anti-inflamatorios, bem como transcritos relativos a
pluripoténcia e regeneracdo nas CEMs, sendo observado vantagem do formato 3D (esferoides)
em relacdo a expressdo desses transcritos e a atividade funcional, potencializando a migracao
de fibroblastos.

O uso do meio condicionado do esferoide submetido ao priming epigenético com 5-Aza

causou efeito protetivo nas células CALU-3 previamente expostas ao antigeno NS do
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SARS-CoV2 e a citocina inflamatéria IFN-y por aumentar a sobrevida celular, atenuar a
atividade de caspases 3/7 e potencializar a expressdo de genes relativos a angiogénese,
mostrando ser uma estratégia interessante para auxiliar na recuperacao do tecido pulmonar
lesionado por SARS-CoV2.

E importante ressaltarmos as limitagdes atribuidas ao modelo de inflamagio e morte
celular por SARS-CoV2 utilizado neste trabalho. Pontuamos que os resultados obtidos
mimetizariam de melhor forma a infec¢ao caso utilizassemos nas culturas o virus SARS-CoV2,

o que nao foi possivel pela auséncia de laboratério com nivel de biosseguranga necessaria.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, concluimos que o priming epigenético com 5-Aza
nao modifica o fenétipo das CEMs de tecido adiposo, foi capaz de modular positivamente a
expressdao de VEGF, SOX-2, ANGPTI, ANGPT2, EGF, IDO, IL-10 em CEMs, nao induzindo
apoptose celular e nem liberagdo de DHL nos modelos 2D e 3D. Quando em formato 3D, o
priming com 5-Aza foi capaz de modular positivamente a expressao de VEGFE, SOX2, EGF ¢
ANGPTI, comparado ao modelo 2D de CEMs. O meio condicionado das CEMs 2D e 3D apds
priming epigenético com 5-Aza foi capaz de aumentar a capacidade de migracao celular de
fibroblastos de derme, obtendo também aumento de expressao de CXCR4 ¢ CXCRY7.

Em se tratando do processo inflamatorio estimulado nas células pulmonares CALU-3
por antigeno NS e IFN-y, o meio condicionado dos esferoides de CEM com 5-Aza atenuou a
atividade de caspase 3/7, como também foi capaz de potencializar a expressao de PDGF, FGF2
e SOX2, enquanto diminui a expressao de /L-10, EGFR, KLF4 nas cé¢lulas CALU-3. Dessa
forma, utilizar a metodologia de priming epigenético com 5-Aza nas CEMs de tecido adiposo
realga seu potencial regenerativo e anti-inflamatorio, os quais sdo ainda mais expressivos no

cultivo 3D.



66

7. PERSPECTIVAS

Como desenvolvimentos futuros buscando investigar de forma mais aprofundada os
mecanismos moleculares por tras do processo regenerativo induzido através do uso do meio
condicionado de CEM 3D apds priming epigenético com 5-Aza, sera de suma importancia
direcionar o estudo para a pesquisa translacional e avaliar, com maior fidelidade, os processos
que ocorrem no organismo in vivo, com a ado¢do de um modelo murino de infec¢ao pelo
SARS-CoV2. Mais ainda, analisar de forma comparativa o efeito protetivo do meio
condicionado de CEM 3D com 5-Aza no tecido pulmonar considerando a infec¢do mediada
pela as diferentes variantes: alfa, beta, gama, delta e 6micron do SARS-CoV2, buscando
investigar se as mutagdes sofridas pelo virus poderiam impactar no desfecho protetivo que o

meio condicionado das CEMs 3D apds 5-Aza exerce sobre as células pulmonares.
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