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RESUMO

HENRIQUE FRANCISCO CUSTODIO, LUCAS. Papel da angiotensina Il sobre o
organoide tridimensional de bronquiolo humano estimulado pela proteina Spike
do SARS-CoV-2. 2026. Dissertacdao — Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba, 2026.

Este estudo investigou se a angiotensina Il modula a liberagéo de citocinas e a
expressao de componentes do sistema renina-angiotensina induzidas pela proteina
Spike do SARS-CoV-2, em um modelo de organoide tridimensional de bronquiolo
humano. Os organoides foram montados a partir de fibroblastos pulmonares (MRC-
5), células epiteliais bronquicas (A549) e células musculares lisas brénquicas (BSMC)
e estimulados com Spike (100 ng/mL), na presenca ou na auséncia de angiotensina
(100 nM). Os efeitos da modulagcdo farmacoldgica do sistema renina-angiotensina
foram avaliados pelo pré-tratamento com losartana, A779, AVE0991 e aceturato de
diminazeno. A expressao génica foi avaliada por RT-qPCR, a liberagéo de citocinas
por ELISA e a expressao proteica por imunohistoquimica fluorescente. Os organoides
expressaram os principais componentes do SRA, incluindo renina, angiotensinogénio,
enzima conversora de angiotensina, receptor de angiotensina Il tipo 1, enzima
conversora de angiotensina 2 e receptor Mas. A estimulagdo com Spike aumentou a
expressao génica de receptor de angiotensina Il tipo 1 e receptor Mas, promoveu a
liberacdo de TNF-a, IL-8 e CCL-2 e reduziu a expressao proteica da enzima
conversora de angiotensina 2. A angiotensina Il, isoladamente, aumentou os niveis de
renina e do receptor de angiotensina Il tipo 1 e a liberagao de IL-13, além de reduzir
a expressao proteica da enzima conversora de angiotensina 2. Além disso, a
sensibilizagdo com angiotensina Il modificou a resposta a Spike, aumentando a
expressado de renina, receptor de angiotensina Il tipo 1 e enzima conversora de
angiotensina Il, e reduzindo a expressao do receptor Mas em comparagdo com aos
organoides estimulados apenas com Spike. A modulagao farmacoldgica do sistema
renina-angiotensina intensificou ainda mais essas respostas. A losartana reduziu a
liberacdo de TNF-a e IL-8 e diminuiu a expressdo génica da enzima conversora de
angiotensina 2, enquanto aceturato de diminazeno e AVE0991 atenuaram a liberagcéo
de TNF-a, IL-18 e CCL-2, aumentaram a expressdo de MASR e reduziram a
expressao génica da enzima conversora de angiotensina 2. Esses achados indicam

que a angiotensina Il amplifica as respostas inflamatérias induzidas pela Spike e altera



a regulagdo dos componentes do SRA nos organoides, favorecendo a produgéo de
citocinas e o desequilibrio entre os eixos protetor e deletério do sistema renina-
angiotensina. A ativacdo farmacolégica do eixo alternativo do sistema renina-
angiotensina atenuou esses efeitos, destacando o receptor Mas como uma estratégia

terapéutica potencial para limitar a inflamacgéo associada a COVID-19.

Palavras-chave: Angiotensina Il; Glicoproteina da espicula de coronavirus; Sistema

renina-angiotensina; Organoides; Inflamacgéo.



ABSTRACT

HENRIQUE FRANCISCO CUSTODIO, LUCAS. Role of angiotensin Il on the three-
dimensional organoid of human bronchiole stimulated by the SARS-CoV-2 Spike
protein. 2026. Dissertacdo — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Aragatuba, 2026.

This study investigated whether angiotensin || modulates cytokine release and
the expression of renin—angiotensin system components induced by the SARS-CoV-2
Spike protein in a three-dimensional human bronchiolar organoid model. The
organoids were assembled from lung fibroblasts (MRC-5), bronchial epithelial cells
(A549), and bronchial smooth muscle cells (BSMCs) and stimulated with Spike (100
ng/mL) in the presence or absence of angiotensin Il (100 nM). The effects of
pharmacological modulation of the renin—angiotensin system were evaluated by
pretreatment with losartan, A779, AVE0991, and diminazene aceturate. Gene
expression was assessed by RT-qPCR, cytokine release by ELISA, and protein
expression by fluorescence immunohistochemistry. The organoids expressed the
major components of the renin—angiotensin system, including renin, angiotensinogen,
angiotensin-converting enzyme, angiotensin Il type 1 receptor, angiotensin-converting
enzyme 2, and Mas receptor. Stimulation with Spike increased the gene expression of
the angiotensin Il type 1 receptor and Mas receptor, promoted the release of TNF-q,
IL-8, and CCL-2, and reduced angiotensin-converting enzyme 2 protein expression.
Angiotensin Il alone increased renin and angiotensin Il type 1 receptor levels and IL-
18 release, while also reducing angiotensin-converting enzyme 2 protein expression.
Furthermore, sensitization with angiotensin Il modified the response to Spike,
increasing the expression of renin, the angiotensin Il type 1 receptor, and angiotensin-
converting enzyme and reducing Mas receptor expression compared with organoids
stimulated with Spike alone. Pharmacological modulation of the renin—angiotensin
system further intensified these responses. Losartan reduced TNF-a and IL-8 release
and decreased angiotensin-converting enzyme 2 gene expression, whereas
diminazene aceturate and AVE0991 attenuated the release of TNF-q, IL-183, and CCL-
2, increased MASR expression, and reduced angiotensin-converting enzyme 2 gene
expression. These findings indicate that angiotensin Il amplifies Spike-induced
inflammatory responses and alters the regulation of renin—angiotensin system

components in organoids, promoting cytokine production and an imbalance between



the protective and deleterious axes of the renin—angiotensin system. Pharmacological
activation of the alternative renin—angiotensin system axis attenuated these effects,
highlighting the Mas receptor as a potential therapeutic target for limiting COVID-19-

associated inflammation.

Keywords: Angiotensin IlI; Spike Glycoprotein, Coronavirus; Renin-Angiotensin

System; Organoids; Inflammation.
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1 INTRODUGAO

Em dezembro de 2019, relatos iniciais de uma pneumonia viral atipica
comegaram a surgir em Wuhan, na China (Worobey, 2021). O agente etioldgico
responsavel foi um novo coronavirus, identificado a partir de amostras de fluido de
lavagem bronco alveolar (Zhu et al., 2020). Ele foi denominado SARS-CoV-2
(Gorbalenya et al., 2020). O MERS-CoV e o SARS-CoV sao outras espécies de
coronavirus que ja foram responsaveis por surtos anteriores de doengas respiratérias,
que, cada um, acumulou mais de 700 mortes mundialmente (Xie; Chen, 2020),
tornando os coronavirus uma questao de atengao para a saude publica mundial. Apés
a ocorréncia de 118.000 casos de COVID-19, nome dado a doencga causada pelo
SARS-CoV-2, em 114 paises, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) declarou uma
pandemia dessa doenca em 11 de margo de 2020 (CDC, 2024). Até margo de 2026,
foram confirmados mais de 779.207.696 casos e 7.114.028 mortes no mundo (“WHO
COVID-19 dashboard”, 2026). No Brasil, a ultima atualizagdo do portal Coronavirus
Brasil, do Ministério da Saude, indica um total de 39.318.227 casos notificados e
716.626 6bitos (“Coronavirus Brasil”, 2025).

A manifestacdo clinica da COVID-19 passou por uma significativa
recaracterizagao ao longo dos ultimos anos, evoluindo de um foco pulmonar para uma
sindrome complexa que acomete multiplos érgéos. Os sintomas causados variam
significativamente conforme a gravidade do caso; de fato, em alguns pacientes, a
COVID-19 pode se manifestar assintomaticamente por até 10 dias apds o inicio da
infeccao (Lauer et al., 2020). A fase aguda da doencga caracteriza-se tipicamente por
sintomas respiratorios, como tosse, coriza excessiva, febre persistente e dor de
garganta, e, em casos mais graves, por hipoxemia, pneumonia e sindrome respiratéria
aguda grave (SRAG) (CDC, 2025; Han et al., 2022). Manifesta¢des extrapulmonares
da COVID-19 sdo comuns e afetam multiplos 6rgaos além dos pulmdes. Entre essas
manifestagdes, destacam-se as gastrointestinais (diarreia, vémitos), neuroldgicas
(cefaleia, tontura, anosmia), cardiovasculares (miocardite, arritmias), renais (lesao
renal aguda), dermatoldgicas (erupgdes cuténeas) e hematolégicas (trombose)
(Finsterer et al., 2021; Gupta et al., 2020). Quanto a transmissdo do SARS-CoV-2, ela

ocorre por contato com fluidos respiratérios de pessoas infectadas, seja por contato
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direto, com aerossois liberados na fala e respiragdo, como muco e saliva, ou por

contato indireto com objetos e superficies contaminadas (Abd et al., 2020)

De acordo com a OMS, a COVID longa, ou condigédo p6s-COVID-19, pode ser
definida como a presencga de sintomas que surgem em torno de trés meses apos uma
infeccdo por SARS-CoV-2, que persistem por pelo menos dois meses € nao podem
ser explicados por outros diagnosticos (Soriano et al., 2022). Tais sintomas se
manifestam em diferentes 6rgaos e incluem fadiga, dificuldade de respiragdo, dor de
cabeca e dor no peito, além de sequelas neuroldgicas, como déficit cognitivo e insénia
(Al-Aly; Rosen, 2024; Rahmati et al., 2025). Os sintomas podem persistir por até um
ano na maioria dos individuos afetados; porém, em pacientes com comorbidades e
historico de internagdes anteriores, o tempo pode ser maior (Rigoni et al., 2022; Rocha
et al., 2024). Atualmente, n&o ha tratamento especifico para a COVID longa; o manejo
€ voltado diretamente ao controle dos sintomas, e abordagens multidisciplinares séao
necessarias para a reabilitacdo e o suporte aos pacientes (Lemhofer et al., 2023;
Robert Koch-Institut, 2026). Acredita-se que a COVID longa possa ser causada pela
persisténcia de material genético viral em reservatorios localizados nos tecidos
corporais, no plasma e nas células sanguineas, que mantém, localmente, os sintomas
e a inflamacgao crénica observados nessa condicao persistente (Feifan He et al., 2024;
Peluso et al., 2024a, 2024b). De fato, esses reservatérios podem ser alvos de terapias
que visam eliminar ou reduzir o material genético residual do SARS-CoV-2, por meio
de abordagens como o uso de antivirais, anticorpos monoclonais e imunoterapias
baseadas na transferéncia adotiva de células T especificas contra o virus (Proal et al.,
2025). No entanto, ainda ndo ha tratamentos aprovados com eficacia comprovada
(Proal et al., 2025).

A vacinacgao contra o SARS-CoV-2 desempenhou um papel central no controle
da pandemia de COVID-19, ao reduzir significativamente o0 numero de
hospitaliza¢des, de casos graves e de mortes (Korang et al., 2022). Um estudo de
meta-analise demonstrou que, dentre diversos tipos de vacinas aprovadas, embora
todas reduzam significativamente a incidéncia de COVID-19, as vacinas de RNAm e
de virus inativado se mostram as mais eficientes. Além disso, em relagéo a seguranga,
nao foram observados grandes eventos adversos graves relevantes, além de efeitos

mais comuns como dor no local da injecao e fadiga (Killingley et al., 2022)
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O SARS-CoV-2 é um betacoronavirus pertencente a subfamilia Coronavirinae
da familia Coronaviridae (Wang et al., 2020). Ele compartilha cerca de 79% de seu
genoma com o SARS-CoV-2 e 50% com o MERS-CoV (Lu et al., 2020). Consiste em
um virus envelopado, com genoma de RNA de fita simples de sentido positivo
(+ssRNA), que codifica quatro proteinas estruturais principais: proteina spike (Sp),
proteina do nucleocapsideo (N), proteina da membrana (M) e proteina do envelope
(E) (Figura 1) (Wang et al., 2020). Onze proteinas acessérias também sao
codificadas, sendo elas: ORF3a, ORF3b, ORF3c, ORF3d, ORF6, ORF7a, ORF7b,
ORF8, ORF9b, ORF9c e ORF10 (Redondo et al., 2021).

Figura 1 — Estrutura do SARS-CoV-2 e suas proteinas estruturais

Pratelna Proteina E

Proteina M

Proteina Sp

Enzima conversora de

angiotensina 2 \
Epitélio * /% . ‘ﬁ N
respiratério | /. M) C\|
{ ! I I

/
/

Fonte: Wang et al., 2020.

Legenda: O SARS-CoV-2 é um retrovirus envelopado composto por quatro proteinas
estruturais principais: nucleocapsideo (N), membrana (M), envelope (E) e spike (Sp). Fonte:
autoria propria.

A proteina Sp do SARS-CoV-2 é uma glicoproteina homotrimérica responsavel
por mediar a entrada do virus nas células hospedeiras e € composta por duas
subunidades funcionais, S1 e S2, presentes em cada monémero (Figura 2) (Wang et
al., 2020). A subunidade S1 é subdividida em uma sequéncia de sinalizagédo, o

dominio N-terminal (NTD), o dominio de ligagao ao receptor (RBD), o motivo de
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ligacdo ao receptor (RBM) e dois subdominios (SD1 e SD2) (Berger; Schaffitzel,
2020). Ja a subunidade S2 consiste em um peptideo de fusdo (FP), uma repeticao
heptadica 1 e 2 (HR1 e HR2), um dominio transmembrana (TM) e uma cauda
citoplasmatica (CT) (Shah et al,, 2021). Na jungdo entre as duas subunidades,
localiza-se o sitio de clivagem da furina (SCF), composto por uma sequéncia de 4
aminoacidos. Ele facilita a clivagem das subunidades S1 e S2 por proteases do

hospedeiro, como a furina, sendo essencial para a entrada viral (Sasaki et al., 2021a).

Figura 2 — Representagao esquematica da proteina Sp homotrimérica do SARS-
CoV-2

NTD RBD SD1_ SD2 FP HR1 HR2 TM IC
NH2 —| COOH

333 438 506 s2’
RBM :

Syl S2

Regiao da S1
Regiao da S1

Regiao da S2

Sitio de clivagem Q5o
da furina

(A)

Fonte: Nejat; Torshizi; Najafi, 2023. Adaptado

Legenda: (A) A estrutura de apenas um dos trés monémeros da Sp: as setas verdes
apontam seu NTD (NTD1) e RBD (RBD1) e indicam a regido ocupada pelas subunidades S1
e S2. A seta azul indica a regiao onde se encontra o SCF. (B) Esquema demonstrando os
trés monémeros da Sp, as setas verdes apontam o NTD (NTD1) e RBD (RBD1) do primeiro
mondmero.

O SARS-CoV-2 infecta primariamente as células epiteliais do trato respiratério
superior e, em ultima instancia, os pneumdacitos tipo 2 dos alvéolos (Hou et al., 2020).
A entrada viral nas células € mediada primariamente pela ligacdo do RBD da porgao
S1 ao dominio extracelular da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), uma
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peptidase transmembrana (Aleem; Akbar Samad; Vaqgar, 2026), o que inicia uma
desestabilizagcao alostérica no sitio de clivagem da furina na interface ECA S1/S2, que
é posteriormente clivada, principalmente pela furina (Nejat; Torshizi; Najafi, 2023; Ord;
Faustova; Loog, 2020). Ainda apds a clivagem da furina, as subunidades S1 e S2
permanecem covalentemente ligadas (Xia, 2021). Outro sitio de clivagem ainda esta
presente na Sp, localizado no dominio S2, denominado S2’, no qual a clivagem é
mediada principalmente pela agdo da serina protease transmembrana 2 (TMPRSS2)
do hospedeiro, assim como ocorre no SARS-CoV-2 (Park et al., 2016). Tal acéo
proteolitica resulta no desprendimento da subunidade S1 e na exposi¢ao do FP, que,
devido as suas caracteristicas hidrofobicas, se insere na membrana plasmatica da
célula hospedeira e induz a fusdo entre a membrana viral e a do hospedeiro (Fan et
al., 2020).

A ligacao da Sp com a ECA2 promove uma regulagao negativa da ECA2 por
dois mecanismos principais: clivagem mediada pela ADAM17 e internalizagdo do
complexo Sp-ECA2. A ADAM17 é uma metaloproteinase transmembrana que cliva
uma variedade de proteinas, entre elas a ECA2 (Eguchi et al., 2018).
Fisiologicamente, a ADAM17 apresenta baixa atividade constitutiva de clivagem sobre
o dominio extracelular da ECA2 (Lambert et al., 2005), liberando a ECA2 soluvel
(sECA2), que mantém atividade catalitica (Jia et al., 2009). Sabe-se que a infec¢ao
pelo SARS-CoV-2 pode aumentar a atividade da ADAM17, levando a diminuicado da
disponibilidade de ECA2 na membrana celular, o que pode contribuir para a
progressao para casos graves de COVID-19 (Sun et al., 2024). Paralelamente, a
ligacédo do virus a célula também promove a diminuicdo da ECA2, diretamente pela
formacédo do complexo Sp-ECA2, que sofre endocitose mediada por clatrina e AP2,
de modo que a ECAZ2 ¢ internalizada e, posteriormente, degradada em um lisossomo
(Lu et al., 2022). Interessantemente, a administragcado da proteina Sp recombinante a
células em cultura é capaz de promover a endocitose de ECA2 (Gorshkov et al., 2020)
e aumentar a atividade de ADAM17 (Pedrosa et al., 2021), mesmo na auséncia do

restante do aparato viral.

Um aspecto importante do SARS-CoV-2 é que, assim como outros virus de
RNA, ele frequentemente sofre modificagbes em sua sequéncia génica durante a
replicacdo nas células do hospedeiro (Bostanghadiri et al., 2023). Nesse contexto, as

agéncias de saude mantém monitoramento continuo dessas mutagdes, com destaque
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para as subvariantes da Omicron, a fim de avaliar seu impacto na transmissibilidade
e na gravidade da COVID-19 (European Centre for Disease Prevention and Control,
2026).

O sistema renina-angiotensina (SRA) € um sistema fisiologico hormonal que
participa da regulagdo da pressao arterial, por meio de uma cascata iniciada pela
renina (REN), liberada pelas células justa glomerulares das arteriolas aferentes renais
na circulagdo sanguinea, a qual cliva o angiotensinogénio (AGT), liberado pelo figado,
em angiotensina | (Ang ); esta, por sua vez, € convertida pela enzima conversora de
angiotensina (ECA), localizada principalmente no endotélio pulmonar, em
angiotensina Il (Ang Il) (Kaur; Rout, 2026). Além do eixo sistémico, existe um eixo
local, no qual os componentes do SRA sao expressos e atuam em diversos tecidos,
como o adiposo, cardiaco, vascular, neural, linfatico, a pele e o intestino (Paul; Poyan
Mehr; Kreutz, 2006). O SRA também exibe uma notavel integracdo com o sistema
imune, participando da resposta imune inata e adaptativa (Crowley; Rudemiller, 2017).
Além disso, células imunoldgicas, como linfécitos T e células natural killer, sdo

capazes de expressar seus componentes (Jurewicz et al., 2007).

A Ang Il é o principal peptideo ativo do SRA e atua sobre dois receptores: o
receptor de angiotensina tipo 1 (AT1R) e o receptor de angiotensina tipo 2 (AT2R).
Além de ser formada a partir da Ang |, ela também pode ser sintetizada por outras
enzimas em sistemas RAS locais, como os pulmonares, cardiacos e renais (Atlas,
2007). O AT1R, por sua vez, assim como outros componentes do SRA, é amplamente
expresso nos tecidos corporais. Sua ativagao, por meio da ligagdo a Ang Il, promove
vasoconstricao, reducao da excrecao de sédio, liberacado de aldosterona, de citocinas
pré-inflamatérias, fibrose, remodelagao tecidual e estresse oxidativo (Crowley et al.,
2006; Kanugula et al., 2023a; Santos et al., 2019). Dessa forma, a Ang |l participa do
eixo classico do SRA, também conhecido como eixo inflamatério ou eixo ECA/Ang
I/AT1R.

A ECA2 é uma metaloproteinase transmembrana dependente de Zn?*. Ela é
composta por 805 aminoacidos e apresenta consideravel homologia com a ECA, com
a qual compartilha cerca de 42% da sequéncia de aminoacidos (Lubbe et al., 2020).
Além de estar expressa no epitélio das vias aéreas, ela também €& encontrada na
mucosa oral, no intestino, no coragao, no rim, no pancreas, nas gdénadas, na medula

ossea e nos linfécitos (Nehme et al., 2015). A ampla variedade de tecidos nos quais a
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ECAZ2 é expressa pode explicar por que a COVID-19 apresenta tantas manifestagdes
extrapulmonares (Dong et al., 2020). A ECA2 promove uma regulagdao negativa do
SRA pela conversdao da Ang Il em Angiotensina 1-7 (Ang 1-7) e da Ang | em
Angiotensina 1-9, a qual pode ser posteriormente convertida em Ang 1-7 pela ECA
(Vargas Vargas; Varela Millan; Fajardo Bonilla, 2022). A ampla gama de tecidos em
que a ECA2 ¢é expressa indica potencial de infecgao sistémica pelo SARS-CoV-2 (Yan
et al., 2020). Interessantemente, a expressao de ECA2 no pulm&o é baixa, em
contraste com o observado nas vias aéreas superiores, de modo que ha um gradiente
de infecgcédo por SARS-CoV-2 que diminui em diregédo as vias aéreas inferiores (Hou
et al., 2020). A Ang 1-7, gerada pela ECA2, se opde a Ang Il, sendo essa o ligante
natural do receptor Mas (MASR), um receptor transmembranar acoplado a proteina G
(Rein; Bader, 2017). Ja foi reportado que a ativacdo do MASR é capaz de induzir
efeitos anti-inflamatorios e antifibréticos, por meio de supresséo de vias como ERK1/2
e NF-kB (El-Hashim et al., 2012; Prestes et al., 2017). Dessa forma, a Ang 1-7 é capaz
de reduzir a expressao de citocinas pro-inflamatdrias, como TNF-a e IL-6, e aumentar
a liberacao de citocinas anti-inflamatorias, como IL-4 e IL-10 (Pan et al., 2021). Assim,
a ECAZ2 integra o ECA2/Ang 1-7/MASR, um eixo alternativo do SRA, também referido
como eixo protetor ou anti-inflamatério (Vargas Vargas; Varela Millan; Fajardo Bonilla,
2022). Apesar de nao terem um papel tao significativo na COVID-19, é importante
salientar que o SRA possui outros eixos alternativos. Ao contrario do AT1R, o AT2R
estd associado a efeitos benéficos, uma vez que sua ativagdo pela Ang Il
contrabalanga processos patoldgicos e o desenvolvimento de les&o tecidual mediados
pelo AT1R, promovendo efeitos vasodilatadores e anti-inflamatorios (Kaschina;
Namsolleck; Unger, 2017). Além disso, destaca-se o eixo alamandina/receptor MrgD,
no qual a alamandina exerce, por meio do receptor MrgD, efeitos vasodilatadores,
antifibréticos, anti-inflamatérios e anti-hipertroficos (Bostanghadiri et al.,, 2023;
Schleifenbaum, 2019).

A reducgédo da quantidade de ECA2 provoca uma regulagao positiva do eixo
ECA/Ang II/AT1R. De forma que a infecgao pelo SARS-CoV-2 leva a uma reducgao da
disponibilidade de ECA2, provocando diminuicdo da geracao de Ang 1-7 e aumento
da retengao de Ang Il (Figura 3). Devido a esse aumento da quantidade de Ang Il
circulante, ocorre hiperativagdo do AT1R e de seus efeitos pré-inflamatérios (Banu et

al.,, 2020). Sabe-se que a expressao negativa de ECA2 esta relacionada ao
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desenvolvimento de hipertensao arterial pulmonar (Shen et al., 2020), SRAG (Imai et
al., 2005) e lesdao pulmonar aguda (Klein et al., 2013). Pacientes com COVID-19
também apresentam niveis significativamente menores de Ang 1-7 circulante no
plasma sanguineo, incluindo aqueles admitidos em unidades de tratamento intensivo
(Henry et al., 2021). Além disso, concentragbes seéricas elevadas de Ang Il foram
observadas em pacientes criticos com COVID-19 e correlacionadas com altos niveis
de células CD4 e CD8 (Liu et al., 2020). Portanto, a infecgdo por SARS-CoV-2 esta
relacionada a um desequilibrio persistente entre os eixos do SRA, caracterizado pela
predominancia do eixo inflamatério. De fato, o aumento de Ang Il em relacdo a Ang 1-
7 ja foi associado a pior progndstico e a maior hospitalizacdo e mortalidade por
COVID-19 (Pucci et al., 2021).

Figura 3 — Representagcao esquematica do SRA em condi¢oes fisiologicas e
durante a infec¢cao pelo SARS-CoV-2



23

A. Regulagao do sistema renina-angiotensina no estado saudavel
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Fonte: (Khazaal et al., 2022). Adaptado.

Legenda: (A) Em condigbes de equilibrio, a Ang I, formada pela acdo da ECA, atua
principalmente por meio do receptor AT1R, promovendo vasoconstrigao, fibrose, estresse
oxidativo e inflamacgao. Paralelamente, a ECA2 converte Ang Il em Ang 1-7, que se liga ao

MASR, mediando efeitos protetores como vasodilatacao, agdo anti-inflamatéria e
antioxidante, mantendo o equilibrio do SRA. (B) Na presenga do SARS-CoV-2, ocorre a
ligacdo da Sp a ECA2, levando a sua internalizagéo e a redugéo da fungdo na membrana
plasmatica. Esse evento reduz a conversao de Ang Il em Ang 1-7, favorecendo a ativagao
exacerbada do eixo ECA/Ang II/AT1R e a consequente intensificacdo dos seus efeitos
deletérios, contribuindo para a gravidade da COVID-19.
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A infecgédo por SARS-CoV-2 promove uma pronunciada liberacdo de citocinas
inflamatdrias e uma fraca resposta de interferons (Hussman, 2020). Essa liberacao &€,
em parte, promovida pela ativagao do eixo ECA/Ang II/AT1R, que modula a expressao
génica de varias dessas citocinas pela via de sinalizagdo de NF-kB, além de influenciar
positivamente a atividade de macréfagos (Banu et al., 2020; Hirano; Murakami, 2020).
A sinalizagao mediada por receptores do tipo Toll também contribui para esse estado
pré-inflamatério (Aboudounya; Heads, 2021). Essa liberagao pronunciada de citocinas
foi denominada “tempestade de citocinas”. Ela € iniciada devido a um descontrole
inflamatorio provocado pela rapida propagagao do virus, que inicialmente causa danos
pulmonares e pode evoluir para sepse e falha multipla de érgaos (Mangalmurti;
Hunter, 2020; Song et al., 2020). As citocinas liberadas incluem IL-1, IL-18, IL-2R, IL-
6, IL-8, IL-10, TNF-a, TGF-B3, CCL-2, CCL-3, CXCL10, IP-10 (Banu et al., 2020; Huang
et al., 2020; Hussman, 2020).

A cultura bidimensional (2D) é tradicionalmente empregada na pesquisa com
células aderentes. Consiste em um modelo em que as células crescem em uma
monocamada, aderidas a um substrato de plastico ou vidro, e o contato com outras
células ocorre apenas pela periferia (Antoni et al., 2015a; Breslin; O’Driscoll, 2013).
Ela oferece vantagens como a alta capacidade de replicabilidade de experimentos e
a facilidade na interpretacdo dos resultados (Kapatczynska et al, 2018).
Tradicionalmente, apenas um tipo celular é cultivado em condigbes genéticas,
morfoldgicas e fisioldgicas padronizadas, nas quais ndo ha matriz extracelular (MEC)
nem gradientes de oxigénio, nutrientes e excretas (Antoni et al., 2015b; Costa et al.,
2016). Dessa forma, os modelos de estudo em cultura 2D apresentam inumeras
limitacbes e representam de forma imprecisa as condicbes em que as células se
encontram in vivo (Jensen; Teng, 2020). Uma alternativa a metodologia 3D é o uso de
culturas tridimensionais (3D), que permitem a formagdo de organoides,
representacgdes in vitro que mimetizam aspectos estruturais e funcionais de 6rgaos.
Tais organoides podem ser formados a partir de diferentes linhagens celulares e séo
capazes de apresentar respostas celulares mais préximas as que ocorrem in vivo, por
possibilitarem, por exemplo, a comunicagado entre todos os dominios celulares e
destes com a MEC (Duval et al., 2017; Han et al., 2022). Outros beneficios do uso de

modelos de cultura 3D incluem o metabolismo de drogas e expressdo génica mais
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préximos do érgédo em que os modelos sdo baseados (Antoni et al., 2015b; Ravi et al.,
2015).

A levitacdo magnética (LM) € uma das técnicas de cultura 3D que podem ser
empregadas na construcdo de um organoide. Nela, nanoparticulas magnéticas séo
introduzidas nas células em cultura e, entdo, um ima externo é utilizado para agrega-
las em um esferoide (Jensen; Teng, 2020). Diversos modelos de organoides com tipos
celulares diferentes podem ser criados com a LM, uma técnica versatil e simples,
quando comparada a outras técnicas similares, que resulta em modelos 3D

representativos (Haisler et al., 2013).

Diversos modelos in vitro e in vivo podem ser utilizados na pesquisa do SARS-
CoV-2. Ha varios fatores que complicam o estudo da COVID-19, como a insuficiéncia
de modelos in vitro adequados e a dificuldade de utilizar animais, devido aos aspectos
éticos e as condi¢des de trabalho sob biossegurancga de nivel 3 (Seixas et al., 2023).
Visto isso, organoides de pulm&o e de outros 6rgdos vém sendo utilizados em
trabalhos com SARS-CoV-2 para melhor compreender os mecanismos de infecgao,

respostas inflamatérias e cinética viral (Deguchi et al., 2021; Sano et al., 2022)

Apesar dos avangos no desenvolvimento e na distribuicdo de vacinas contra a
COVID-19, a emergéncia de novas variantes do virus, como a BA.3.2, representa uma
preocupacgao continua quanto de sua propagacao (Mila Shakya et al., 2026). O SARS-
CoV-2 ainda permanece circulando e ameacando a saude humana; de fato, em margo
de 2025, a cidade de Sao Miguel da Cachoeira voltou a impor a obrigatoriedade do
uso de mascaras pela populagcédo, devido a um aumento de casos de COVID-19
(Nascimento, 2025). Uma vez que essa doenca respiratéria continua a provocar
internagbes e Obitos, embora em numeros substancialmente inferiores aos
observados durante a pandemia, destaca-se a importancia de novos trabalhos sobre
a COVID-19.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
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Considerando que a literatura ainda € escassa em estudos que mostram o
papel do SRA local no contexto do SARS-CoV-2 em modelos tridimensionais, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar o papel da Ang Il na produgédo de
citocinas e na expressao dos componentes do SRA em OTBs, produzidos a partir de
uma co-cultura 3D de células pulmonares humanas, estimulados pela proteina Sp do
SARS-CoV-2.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a expressdo génica dos componentes dos principais
componentes do SRA nos OTB produzidos a partir de uma co-cultura 3D
de células pulmonares humanas, estimulados pela proteina Sp do
SARS-CoV-2, na presenca de Ang Il, por reacdo em cadeia da

polimerase de transcrigao reversa quantitativa (RT-qPCR);

b) Avaliar a expressao proteica de ECA2, AT1IR e MASR nos OTB
produzidos a partir de uma co-cultura 3D de células pulmonares
humanas, estimulados pela proteina Sp do SARS-CoV-2, na presenga

de Ang Il, por imunohistoquimica de fluorescéncia;

c) Avaliar a producgao das citocinas inflamatérias TNF-a, IL-13, CCL-2 e IL-
8 nos OTBs produzidos a partir de uma co-cultura 3D de células
pulmonares humanas, estimulados pela proteina Sp do SARS-CoV-2,
na presengca de Ang Il, pelo ensaio de imunoabsor¢do enzimatica
(ELISA) sanduiche;

d) Avaliar os mecanismos envolvidos na expressiao dos componentes do
SRA e na producéo de citocinas induzida pela proteina Sp, bem como o
papel da Ang Il, por meio do pré-tratamento dos OTBs produzidos a
partir de uma co-cultura 3D de células pulmonares com LOS, A779,
DIZE ou AVE

3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Cultura de células

Para a construgdo dos OTBs, trés linhagens diferentes de células humanas
foram cultivadas: fibroblastos pulmonares (MRC-5), células epiteliais brénquicas
(A549) e células musculares lisas brédnquicas (BSMC), entre as passagens 5 e 8. As
células MRC-5 (Cddigo: 0180) e A549 (Codigo: 0033) foram adquiridas do Banco de
Células do Rio de Janeiro, enquanto as BSMC (Cédigo: CC-2576) foram adquiridas
da Lonza Biosciences. As células foram mantidas a 37°C em uma atmosfera
humidificada com 5% de CO2 em meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) (11885084, Gibco) suplementado com 1% de solugdo de aminoacidos n&o-
essenciais (11140050, Gibco), 1% de piruvato de sodio (P5280, Sigma-Aldrich), 200
mM L-glutamina (G5792, Sigma-Aldrich), 10% de soro fetal bovino (10270106, Gibco),
1% penicilina (15140122, Gibco), 0.1% anfotericina B (15290018, Gibco) e 0.1%
gentamicina (15750060, Gibco). As células foram cultivadas até a confluéncia
apropriada e, entado, foi realizado repique com solugao de tripsina-EDTA a 0,25%

(25200056, Gibco) para a montagem subsequente.

3.2 Magnetizagao celular, montagem da co-cultura 3D e formacgao
dos OTBs

ApoOs o repique, cada tipo celular foi contado em um hemocitbmetro de
Neubauer e transferido para um tubo de centrifuga individualizado de 15 ml. Em cada
tubo, apoés a adicdo de uma solugdo de nanoparticulas magnéticas (657841,
NanoShuttle-PL, Greiner Bio-One), na propor¢ao de 0,5 yL de solugao a cada 10000
células, as células foram magnetizadas por centrifugacéo (trés vezes, por 5 minutos,
a 100 x g). Apds a magnetizacao, foi realizado o plaqueamento das células em uma
placa de 24 pogos com superficie repelente de células (662970, Greiner Bio-One) na
densidade de 1x10° por pogo por tipo celular, totalizando 3x10°, formando uma co-
cultura 3D. A unido das células por magnetizagdo para a formacdo do OTB foi
realizada utilizando o kit para placa de 24 pogos denominado bio-assembler (662840,
Greiner Bio-One). Resumidamente, a placa de 24 pogos foi colocada sob o drive
magnético de concentragdo do kit e incubada por 3 horas para promover o
agrupamento das células e a formagao organotipica. Apds essa incubacgéo inicial, o

drive de concentracao foi substituido pelo drive de levitacdo, mantendo os OTB
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levitados em uma interface ar-liquido. Os OTB foram mantidos em cultura por 48 h

antes da realizagao dos experimentos descritos a seguir.

3.3 Estimulagao com a proteina Sp do SARS-CoV-2 e Ang |l

A Sp trimérica recombinante do SARS-CoV-2 foi gentilmente fornecida pela
Dra. Leda Castillo, do Laboratério de Engenharia e Cultura Celular da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (LECC/COPPE/UFRJ), e sintetizada conforme descrito
anteriormente (Alvim et al., 2022). Os OTBs foram pré-tratados com o antagonista do
AT1R, losartana (LOS), por 2 horas; com o antagonista do MASR, A779, por 3 horas;
com o agonista do MASR, AVE0991 (AVE), por 3 horas; ou com o ativador da ECA2,
aceturato de diminazeno (DIZE), por 3 horas. A estimulacdo com Ang Il (100 nM) foi
realizada por 1 hora em OTBs ndo pré-tratados, e a sensibilizagdo prévia com Ang |l
(100 nM) foi realizada por 1 hora apds os pré-tratamentos, antes da estimulagdo com
a proteina Sp (100 ng/mL). As concentragbes selecionadas basearam-se em
experimentos preliminares e na literatura publicada, conforme apresentado no
Quadro 1. Assim, o presente estudo foi conduzido com os seguintes grupos
experimentais: 1. Controle; 2. Sp; 3. A779 + Sp; 4. LOS + Sp; 5. DIZE + Sp; 6. AVE +
Sp; 7. Ang II; 8. Ang Il + Sp; 9. A779 + Ang Il + Sp; 10. LOS + Ang Il + Sp; 11. DIZE +
Ang Il + Sp; 12. AVE + Ang Il + Sp

Quadro 1 — Concentragdées dos compostos utilizados nos OTBs

Droga Fabricante Caédigo Concentragao Referéncia
(HM)
LOS Sigma-Aldrich® | SML3269 10 (Kim et al., 2021)
A779 Sigma-Aldrich® | SML1370 0,1 (Geng et al., 2021)
DIZE Sigma-Aldrich® | D7770 0,1 (Li et al., 2020)
AVE Sigma-Aldrich® | SML2719 0,1 (Thiruvenkataramani
et al., 2020)
Ang Il Sigma-Aldrich® | A9525 0,1 (Tawinwung;
Ninsontia;
Chanvorachote,
2015)
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Fonte: Geng et al., 2021; Kim et al., 2021; Li et al., 2020; Tawinwung; Ninsontia;
Chanvorachote, 2015; Thiruvenkataramani et al., 2020.

3.4 Anadlise da expressdao génica dos componentes do SRA por
reacao em cadeia da polimerase com transcricao reversa
quantitativa (RT-qPCR).

As células pulmonares individuais foram cultivadas a uma densidade de 4x10*
células/mL em placas de 24 pocos. Todos os procedimentos a seguir foram realizados
conforme o protocolo do fabricante. A extracdo de RNA total dos OTBs ou das células
cultivadas individualmente foi realizada com o reagente TRIzol™ (15596026,
Invitrogen™). Os pellets de RNA foram ressuspensos em agua tratada com DEPC
(750023, Invitrogen™), e a quantificacgo do RNA total foi realizada no
espectrofotometro Agilent BioTek Epoch (Agilent Technologies). Para eliminar
possivel contaminagdo por DNA genbémico, as amostras foram tratadas com o kit
DNase | (AMPD1, Sigma-Aldrich®). O cDNA foi sintetizado por transcricao reversa
utilizando o kit High-Capacity RNA-to-cDNA™ (4387406, Applied Biosystems) e
empregado em todas as reagdes. A RT-qPCR foi realizada utilizando ensaios
TagMan™ Gene Expression Assays pré-desenvolvidos (Quadro 2) e TagMan™
Universal Master Mix Il (4440038, Applied Biosystems), em um sistema StepOne™
Plus Real-Time PCR (Applied Biosystems). A quantificacao relativa foi realizada pelo
método comparativo 2-22CT) com a expressdo dos genes-alvo normalizada pela Beta-
Actina (ACTB).

Quadro 2 - Lista de ensaios inventariados TagMan™ Gene Expression Assays

Alvo Cédigo
REN Hs00982555_m1
AGT Hs01586213_m1
ECA Hs01104604_m1
ECA2 Hs01085333_m1
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AT1R Hs00258938_m1
AT2R Hs02621316_s1
MASR Hs00267157_s1
ACTB Hs01060665_g1

Fonte: Thermo Fisher Scientific, [S.d.]

3.5 Quantificagao da liberagao de citocinas por ELISA sanduiche

Os sobrenadantes da cultura celular dos OTBs foram coletados e armazenados
a —80 °C até a analise. A quantificacdo das citocinas pro-inflamatorias foi realizada
com kits comerciais DuoSet® ELISA para humanos, conforme as instru¢gdes do
fabricante. A absorbancia a 450 nm foi medida em um leitor de microplacas
SpectraMax 190 (Molecular Devices). As concentragdes de citocinas foram

determinadas a partir de curvas-padrdo e expressas em picogramas por mililitro

(pg/mL).

3.6 Histologia e imunohistoquimica de florescéncia

A histologia e a imuno-histoquimica (IHC) dos OTBs foram realizadas conforme
descrito anteriormente. As secgdes destinadas a IHC foram incubadas durante a noite
a 4°C com um dos seguintes anticorpos primarios: AT1R (sc-515884, Santa Cruz
Biotechnology, 1:100), MASR (sc-390453, Santa Cruz Biotechnology, 1:100), ECA2
(sc-390851, Santa Cruz Biotechnology, 1:100), laminina (ABM412, Invitrogen ™, 1:50),
citoqueratina-19 (PA5-95304, Invitrogen™, 1 ug/mL), a-actina de musculo liso (14-
9760-82, Invitrogen™, 1:500), fibronectina (PA5-29578, Invitrogen™, 1:1000) ou FGF-
2 (SC-1360, Santa Cruz Biotechnology, 1:100). Os controles negativos foram
incubados com a solucdo de bloqueio. Subsequentemente, as secg¢des foram
incubadas com anticorpo secundario conjugado ao Alexa Fluor™ 488 (A-11017,
Invitrogen™, 1:1000). Fluoroshield™ com DAPI (F6057, Sigma-Aldrich®) foi utilizado
para coloragédo nuclear e montagem das laminas. As imagens foram adquiridas com
um microscopio de fluorescéncia (BX53, Olympus). Antes da analise, a fluorescéncia

de fundo foi medida em uma regido de interesse livre de células e subtraida da
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intensidade total de fluorescéncia de cada seccgao, utilizando o software Imaged
versao 1.54g. O brilho das imagens foi uniformemente aumentado em todas as
secgbes para melhorar a visualizagdo. A intensidade de fluorescéncia entre as
diferentes secgbes foi avaliada qualitativamente e representada como: + (baixa
marcagao), ++ (marcacao leve), +++ (marcagcdo moderada) e ++++ (marcacéo

intensa).

3.7 Analise estatistica

Os dados apresentados nos graficos de barras sdo expressos como média +
erro padrdao da média (SEM). Apds a avaliagado da normalidade dos dados pelo teste
de Shapiro—Wilk, foi aplicada uma ANOVA de uma via paramétrica, seguida pelo teste
post hoc de Sidak, para comparagbes entre multiplos grupos. A significancia
estatistica foi definida como p < 0,05. Todas as analises foram realizadas utilizando o

GraphPad Prism® versao 9.0 para Windows (GraphPad Software Inc.).

4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagcao morfolégica dos OTBs

A cultura bidimensional dos trés tipos celulares que compdem a co-cultura
utilizada para formar o OTB — MRC-5, BSMC e A549 — é apresentada antes da
montagem do organoide (Figura 4A). Observa-se a formagdo de um organoide apés
12 h, 24 h e 48 h da montagem da co-cultura e, visualmente, ha uma redugao
progressiva do lumen central e um aumento da compactagao concéntrica ao longo do
tempo (Figura 4B). Nota-se também que, apdés a primeira troca de meio
(imediatamente antes da captura da imagem de 24 h), o agrupamento de células
desprendidas ao redor do organoide, visivel no canto superior esquerdo da micrografia
de 12 h, foi removido (Figura 4B). Intercaladas entre os trés tipos celulares, observam-
se particulas NanoShuttle distribuidas por toda a estrutura, especialmente na
ampliagdo de 400x (Figura 4B). Na Figura 4b, é apresentada a secgao longitudinal do

OTB corada com hematoxilina e eosina (H&E), em ampliagbes de 200x e 400x. A
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presenca das particulas NanoShuttle também é visivel como depdsitos marrom-

eSCuros.

Figura 4 — Caracterizagao morfolégica dos OTBs
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Legenda: (A) Microscopia de contraste de fase das células pulmonares humanas MRC-5,
BSMC e A549 crescendo em monocamada bidimensional. Imagem capturada com
microscopio invertido de contraste de fase em aumento de 100x (A). OTB sob LM em
diferentes tempos ap6s a montagem; cada organoide € composto por 1x10° células de cada
tipo celular apresentado em “A” (B). Coloragao por hematoxilina e eosina (H&E) de uma
secgao transversal de um organoide incluido em parafina, capturada por microscopia de
campo claro em aumentos de 200x e 400x, respectivamente (C). Barras de escala: “A”: 20
Mm; “B”: 12 h, 24 h e 48 h: 200 um e 400x: 20 ym; “C”: H&E 200x: 50 um e H&E 400x: 20
Mm.

4.2 Marcadores fenotipicos de células epiteliais, células musculares

lisas e fibroblastos pulmonares em OTBs

Para verificar a identidade e a organizagao espacial das populacées celulares
e dos componentes da matriz extracelular no organoide, foi realizada imunomarcacéao

de alvos enddgenos representativos de cada linhagem celular e de proteinas tipicas
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da matriz (Figura 5). Foram observadas marcag¢des positivas para citoqueratina-19,
uma proteina caracteristica das células A549; a-actina de musculo liso, caracteristica
das BSMCs; e FGF-2, um marcador dos fibroblastos MRC-5. Esses marcadores
revelaram uma distribuicdo espacial heterogénea de cada populagdo celular, com
células agrupadas em regides distintas dos organoides. Em nosso modelo
experimental, os componentes da matriz extracelular incluiram fibronectina e laminina.
A laminina apresentou menor intensidade de fluorescéncia, mas permaneceu
uniformemente distribuida em todo o organoide, enquanto a marcagdo para

fibronectina esteve concentrada em areas especificas.

Figura 5 — Marcadores fenotipicos de células epiteliais, células musculares lisas

e fibroblastos pulmonares nos OTBs
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Legenda: A imuno-histoquimica fluorescente foi realizada 48 horas apos a formagéo do
organoide. A marcagao verde representa as proteinas-alvo, enquanto a marcacao azul
corresponde aos nucleos celulares. Todas as imagens foram capturadas em aumento de
400x. A composigao da figura foi realizada utilizando o Adobe Photoshop CS6. O brilho das
imagens foi aumentado de forma igual em todas as laminas para melhorar a visualizagao.
Barra de escala: 20 pm.
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4.3 O RNAm de ECA2 é mais expresso nos OTBs do que nas células

pulmonares individuais

Embora o sistema respiratério seja o principal alvo da infecgao pelo SARS-
CoV-2, o principal receptor viral, o ECA2, é pouco expresso em diversos tipos
celulares pulmonares. As células MRC-5 ndo expressaram RNAm de ECAZ2; as
células A549 e BSMC expressaram quantidades relativamente baixas, enquanto os
OTBs expressaram niveis significativamente mais altos de ECA2 do que os demais

tipos celulares (Figura 6).

Figura 6 — Expressao basal de RNAm de ECA2 em diferentes linhagens
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Legenda: A RT-gPCR foi realizada para quantificar a expressao nas linhagens celulares
MRC-5, A549 e BSMC, bem como nos organoides OTB. Os gréficos de barras representam
média + SEM. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via seguida pelo
teste post hoc de Tukey. Diferencas significativas s&o indicadas por *p < 0,05 e **p < 0,01.
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4.4 O OTB expressa componentes do SRA, e a Ang Il regula a

expressao desses componentes induzida pela Sp

Para investigar os mecanismos subjacentes as respostas do SRA a
estimulagcdo por Sp nos OTBs, avaliamos a expressdao génica de seus principais
componentes sob diferentes pré-tratamentos com farmacos moduladores do SRA. Os
OTBs expressaram RNAmM dos componentes do SRA necessarios a sintese endégena
de Ang Il (Figura 7). Também avaliamos o AT2R, porém, nao foi detectado (dados néo
apresentados). A estimulagdo apenas com Sp induziu aumentos na expressao de
AT1R e MASR (Figuras 7D e 7F), mas nao afetou a expressdo de RNAm de REN,
AGT, ECA ou ECA2 (Figuras 7A-7C e 7E). Em comparagdo com o estimulo apenas
com Sp, os pré-tratamentos apresentaram os seguintes efeitos: A779 aumentou a
expressao de ECA e AT1R (Figuras 7C e 7D), mas nao alterou REN, AGT, ECA2 e
MASR (Figuras 7A, 7B, 7E e 7F). O RNAm de ECAZ2 foi negativamente afetado pelos
LOS (Figura 7E), mas néo foi influenciado pelos demais componentes. DIZE reduziu
a expressao de AGT e ECA2 (Figuras 7B e 7E), mas aumentou a expressdo de MASR
(Figura 7F), sem modular a expressao dos demais genes avaliados. AVE atenuou a
expressao génica de AGT, enquanto aumentou a de MASR (Figuras 7B e 7F), mas
nao afetou os demais componentes do SRA (Figuras 7A, 7C, 7D e 7E). A estimulagéo
apenas com Ang Il aumentou a expressdo de RNAm de REN e AT1R (Figuras 7A e
7D), mas nao afetou a expressao de AGT, ECA, ECA2 e MASR (Figuras 7B, 7C, 7E
e 7F). A sensibilizacdo com Ang Il por 1 hora antes da estimulagdo com Sp, em
comparagao com o grupo Sp, aumentou a expressao de REN, AT1R e ECA2 (Figuras
7A, 7D e 7E) e reduziu a expressao de MASR (Figura 7F), mas nao afetou a expresséao
de AGT e de ECA (Figuras 7B e 7C). Em comparagado com a sensibilizagdo com Ang
Il 1 hora antes de Sp, os pré-tratamentos apresentaram os seguintes resultados: A779
reduziu a expressdo de RNAm de AT1R (Figura 7D), mas n&o alterou os demais genes
analisados (Figuras 7A—7C e 7E-7F). LOS reduziu a expressao de REN, ECA2 e
AT1R (Figuras 7A, 7D e 7E), mas nao regulou AGT, ECA e MASR (Figuras 7B, 7C e
7F). DIZE reduziu a expressao de AT1R e ECA2 (Figuras 7D e 7E), sem afetar REN,
AGT, ECA e MASR (Figuras 7A-7C e 7F). Por fim, AVE reduziu a expressao de AGT,
AT1R e ECA2 (Figuras 7B, 7D e 7E), sem alterar a expressdo de REN, ECA e MASR
(Figuras 7A, 7C e 7F).
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Figura 7 - Expressao génica dos componentes do SRA em OTBs
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Legenda: Os OTBs foram pré-tratados com A779, LOS, AVE ou DIZE (0,1 uM, 10 uM, 0,1
MM e 0,1 uM, respectivamente) por 2 h (A779 e LOS) ou 3 h (AVE e DIZE), seguidos da
adicao da proteina Sp do SARS-CoV-2 (100 ng/mL). Grupos adicionais receberam apenas
estimulacdo com Ang Il (100 nM) ou estimulagédo com Ang Il (100 nM) apds os pré-
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tratamentos, 1 hora antes da estimulagdo com Sp. A expressdo de RNAm de REN (A), AGT
(B), ECA (C), AT1R (D), ECA2 (E) e MASR (F) foi analisada por RT-qPCR 6 horas apoés a
estimulacao com Sp. Os graficos de barras representam média + SEM de 3-5 organoides. A
analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de
Sidak. Diferencas em relagdo ao controle sdo indicadas por #(p < 0,05), e diferengas entre
os demais grupos de tratamento s&o indicadas por *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001 e ***p <
0,0001.

4.5 Regulagao dos niveis proteicos de AT1R, ECA2 e MASR sob

condi¢oes de estimulo com Sp e modulagao pela Ang Il

Com base nos padrdes transcricionais observados em nossas analises de
gPCR, avaliamos, em seguida, se essas tendéncias também estavam presentes no
nivel proteico. Para isso, analisamos a regulagcéo dos trés principais componentes
envolvidos no SRA sob as mesmas condi¢cdes de pré-tratamento e estimulagdo. Um
resumo das diferengas na marcagao por fluorescéncia é apresentado no Quadro 3.
Todos os grupos controle foram classificados como apresentando marcacéo leve (++).
Em relagdo ao AT1R, a estimulagdo com Sp resultou em marcagéo intensa (++++).
Ao mesmo tempo, os OTBs pré-tratados com A779, LOS e DIZE apresentaram
marcagao leve (++), semelhante a do controle (Figura 8). A estimulagcdo com Ang Il
promoveu marcagdo moderada (+++), a mesma observada nos OTBs sensibilizados
com Ang Il 1 hora antes do estimulo com Sp (Figura 8). Quanto aos grupos pré-
tratados com moduladores do SRA antes da sensibilizagdo com Ang Il e Sp, LOS,
DIZE e AVE promoveram marcagao moderada (+++) para o AT1R, enquanto A779
induziu marcacéao intensa (++++) (Figura 8). Em relagcao a ECA2, a estimulagdo com
Sp resultou em marcagao baixa (+), mesmo apos os pré-tratamentos com LOS, DIZE
e AVE, exceto para A779, que apresentou marcacéo leve (++), semelhante a do
controle (Figura 9). A estimulagao com Ang Il promoveu marcagéao baixa (+), a mesma
observada nos OTBs sensibilizados com Ang Il 1 hora antes do estimulo com Sp
(Figura 9). Quanto aos grupos pré-tratados com moduladores do SRA antes da
sensibilizagdo com Ang Il e Sp, A779, DIZE e AVE promoveram marcagao baixa (+)
para ECA2, enquanto LOS induziu marcagao leve (++) (Figura 9). Por fim, para o
MASR, a estimulagao com Sp resultou em marcagéo leve (++), assim como o controle
(Figura 10), enquanto os OTBs pré-tratados com LOS e DIZE apresentaram marcagao
moderada (+++); A779 apresentou marcagao baixa (+); e AVE apresentou marcagao

intensa (++++) (Figura 10). A estimulagao com Ang Il promoveu marcacgao leve (++),
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a mesma observada nos OTBs sensibilizados com Ang Il 1 hora antes do estimulo
com Sp (Figura 10). Quanto aos grupos pré-tratados com moduladores do SRA antes
da sensibilizagcdo com Ang Il e Sp, A779 e AVE promoveram marcagao baixa (+);

DIZE, marcacgéo lege (++); e LOS, marcacgao intensa (++++) (Figura 10).

Quadro 3 — Resumo da intensidade qualitativa de imunofluorescéncia de AT1R,
ECA2 e MASR em OTBs. A intensidade de fluorescéncia foi classificada em: +
(marcagao baixa), ++ (marcagao leve), +++ (marcagcao moderada) e ++++

(marcacgao intensa).

Grupos AT1R ECA2 MASR
Controle ++ ++ ++
Sp ++++ + ++
Sp + A779 ++ ++ +
Sp + LOS ++ + +++
Sp + DIZE ++ + +++
Sp + AVE ++++ + ++++
Ang |l +++ + ++
Ang Il + Sp +++ + ++
Ang Il + A779 + Sp 4+ + +
Ang Il + LOS + Sp +++ ++ ++++
Ang Il + DIZE + Sp +++ + ++
Ang Il + AVE + Sp +++ + +

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

Figura 8 — Expressao proteica de AT1IR em OTBs
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CONTROL SP + A779 SP+LOS SP + DIZE SP + AVE

ANG + SP

AT1R

ANG I A779 DIZE

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Legenda: Os OTBs foram pré-tratados com A779, LOS, AVE ou DIZE (0,1 uM, 10 pM, 0,1
MM e 0,1 uM, respectivamente) por 2 h (A779 e LOS) ou 3 h (DIZE e AVE), seguidos pela
adigcao da proteina Sp do SARS-CoV-2 (100 ng/mL). Grupos adicionais receberam apenas
estimulagdao com Ang Il (100 nM) ou estimulagao com Ang Il (100 nM) apés os pré-
tratamentos, 1 hora antes da estimulagdo com Sp. A intensidade média de fluorescéncia de
AT1R foi analisada qualitativamente como: + (marcagao baixa), ++ (marcagao leve), +++
(marcagao moderada) e ++++ (marcagao intensa). O brilho das imagens foi aumentado de
forma igual em todas as lAminas para melhorar a visualizagdo. Barra de escala: 20 um.

Figura 9 — Expressao proteica de ECA2 em OTBs
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

41

Legenda: Os OTBs foram pré-tratados com A779, LOS, AVE ou DIZE (0,1 uM, 10 pM, 0,1
MM e 0,1 uM, respectivamente) por 2 h (A779 e LOS) ou 3 h (DIZE e AVE), seguidos pela
adigcao da proteina Sp do SARS-CoV-2 (100 ng/mL). Grupos adicionais receberam apenas

estimulagdao com Ang Il (100 nM) ou estimulagao com Ang Il (100 nM) apés os pré-

tratamentos, 1 hora antes da estimulagdo com Sp. A intensidade média de fluorescéncia de
ECAZ2 foi analisada qualitativamente como: + (marcagéo baixa), ++ (marcagéo leve), +++
(marcagao moderada) e ++++ (marcagao intensa). O brilho das imagens foi aumentado de

forma igual em todas as lAminas para melhorar a visualizagdo. Barra de escala: 20 um.

Figura 10 — Expressao proteica de MASR em OTBs
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CONTROL SP + A779 SP +LOS SP + DIZE SP + AVE

ANG Il + SP
ANG I A779 DIZE

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Legenda: Os OTBs foram pré-tratados com A779, LOS, AVE ou DIZE (0,1 uM, 10 pM, 0,1

MM e 0,1 uM, respectivamente) por 2 h (A779 e LOS) ou 3 h (DIZE e AVE), seguidos pela

adigcao da proteina Sp do SARS-CoV-2 (100 ng/mL). Grupos adicionais receberam apenas

estimulagdao com Ang Il (100 nM) ou estimulagao com Ang Il (100 nM) apés os pré-

tratamentos, 1 hora antes da estimulagdo com Sp. A intensidade média de fluorescéncia de
MASR foi analisada qualitativamente como: + (marcagao baixa), ++ (marcagéao leve), +++

(marcagao moderada) e ++++ (marcagao intensa). O brilho das imagens foi aumentado de

forma igual em todas as lAminas para melhorar a visualizagdo. Barra de escala: 20 um.

MASR

4.6 Os OTBs estimulados com Sp expressam e liberam citocinas

inflamatorias

A estimulagao com Sp aumentou a liberacdo de TNF-a, CCL-2 e IL-8, mas n&o
de IL-1B, quando comparada ao grupo controle (Figura 11A-D). Em relagdo aos
grupos que receberam pré-tratamento antes do estimulo com Sp: A779 aumentou a
liberacdo de TNF-a (Figura 11A), mas n&o afetou a liberacdo das demais citocinas.
LOS atenuou a liberagéo de TNF-a e IL-8 (Figuras 11A e 11D), mas nao alterou a de

nenhuma outra citocina. DIZE reduziu a liberagao de IL-8 e CCL-2 (Figura 11D), mas
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nao de TNF-a e IL-13, enquanto AVE diminuiu a liberacdo de TNF-q, IL-13 e CCL-2
(Figura 11A), mas nao de IL-8. Em relagao ao grupo estimulado apenas com Ang Il,
em comparagao com o controle, houve aumento apenas na liberagéo de IL-1f (Figura
11B), sem efeito sobre as demais citocinas. A sensibilizagdo com Ang Il por 1 hora
antes da estimulacdo com Sp aumentou a liberacdo de TNF-a em comparagao com o
grupo que recebeu apenas Ang Il (Figura 11B), enquanto a liberagao de IL-1 foi maior
do que no grupo estimulado apenas com Sp (Figura 11B). Quanto aos grupos pré-
tratados com moduladores do SRA antes da sensibilizagcdo com Ang Il, 1 hora antes
de Sp, A779 nado induziu alteragdes na liberagdo de citocinas (Figura 11), LOS reduziu
TNF-a, IL-1B e CCL-2 (Figuras 11A-C), mas néo IL-8 (Figura 11D), enquanto DIZE e
AVE diminuiram a liberagdo de TNF-a, IL-13 e CCL-2 (Figuras 11A-C), mas nao de
IL-8 (Figura 11D).
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Figura 11 — Expressao de citocinas inflamatérias em OTBs
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Legenda: Os OTBs foram pré-tratados com A779, LOS, AVE ou DIZE (0,1 uM, 10 uM, 0,1
MM e 0,1 uM, respectivamente) por 2 horas (A779 e LOS) ou 3 horas (DIZE e AVE),
seguidos pela adi¢cao da proteina Sp do SARS-CoV-2 (100 ng/mL). Grupos adicionais
receberam apenas estimulagdo com Ang Il (100 nM) ou sensibilizagdo com Ang Il (100 nM)
apos os pré-tratamentos, 1 hora antes da estimulagdo com Sp. As concentragées de TNF-a
(A), IL-1B (B), CCL-2 (C) e IL-8 (D) foram medidas no sobrenadante de cultura celular 6
horas apds a estimulagdo com Sp. Os graficos de barras representam a média de pelo
menos 3 organoides + SEM. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via
seguida pelo teste post hoc de Sidak. Diferengas em relagdo ao controle sao indicadas por
#(p < 0,05), e diferengas entre os grupos de tratamento sao indicadas por *p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001 e ****p < 0,0001.

5 DISCUSSAO
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Desde o inicio da pandemia de 2020, intensos esforgos de pesquisa tém se
concentrado na glicoproteina Sp, devido ao seu papel central na mediagao da entrada
do SARS-CoV-2 nas células. Nossos resultados demonstraram a montagem bem-
sucedida de um modelo tridimensional de organoide de bronquiolo, gerado a partir de
uma co-cultura de células pulmonares humanas, capaz de produzir componentes
locais do SRA. Os OTBs responderam a proteina Sp, regulando positivamente a
expressao génica de AT1R e MASR, bem como a das citocinas pro-inflamatérias TNF-
a, IL-8 e CCL-2, enquanto a expressao proteica de ECA2 foi reduzida. Apenas a
estimulagdo com Ang Il foi capaz de aumentar o RNAmM de REN e AT1R e a liberagéo
de IL-18 e, quando adicionada 1 hora antes da Sp, alterou as respostas dos OTBs a
Sp, aumentando a expressao génica de ECA2 e diminuindo a do MASR, em relagéo

ao grupo estimulado apenas com Sp.

Diversos fatores dificultam os estudos laboratoriais da COVID-19, incluindo a
escassez de modelos in vitro adequados e as limitagdes associadas ao uso de
animais, devido a questbes éticas e a necessidade de trabalhar sob rigorosas
condigbes de biosseguranga (Seixas et al., 2023). Nesse contexto, modelos
pulmonares 3D tém-se estabelecido como ferramentas valiosas para o estudo do
SARS-CoV-2 (Han et al., 2022). Considerando isso, optamos por utilizar um modelo
de bronquiolo para investigar se a Ang Il modula as respostas induzidas pela proteina
Sp, com foco especial no equilibrio entre os eixos inflamatério e anti-inflamatério do
SRA.

A REN é uma enzima fundamental dentro do SRA, ela inicia as sequenciais
reacgoes cataliticas dentro do sistema pela conversdo de AGT em Ang |. Observamos
que o estimulo com Sp nao alterou os niveis de RNAmM de REN, sugerindo que a
proteina Sp nao regula a expressao desse gene nos OTBs. Em contrapartida, a
expressao génica de REN aumentou tanto no grupo estimulado apenas com Ang |l
guanto no grupo previamente sensibilizado com Ang Il. Estudos anteriores mostraram
que a Ang Il é capaz de aumentar a expressdo de REN em células endoteliais e em
células tubulares renais (Gonzalez et al., 2011; Ide et al., 2008); porém, até onde
sabemos, somos os primeiros a demonstrar que a Ang Il regula positivamente a REN
em células pulmonares. Supomos que a Ang I, ao sustentar a liberagao de citocinas
no pulmé&o por meio da ativacdo do AT1R, possa, indiretamente, aumentar a
expressdo de REN. Nesse sentido, ja foi demonstrado que células epiteliais
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pulmonares elevam a expressdo de REN em resposta a estimulos inflamatorios (Ye;
Liu, 2020). Dessa forma, o aumento da expressdo de REN poderia intensificar a
atividade local do SRA durante a inflamacgédo induzida pela Sp, favorecendo a
producdo local de Ang Il. Ademais, a auséncia de efeitos significativos dos pré-
tratamentos com AVE e DIZE sobre a expressdo de REN sugere que o MASR néo

participa da regulagao desse gene no contexto da estimulagao por Sp.

O AGT ¢é o substrato inicial do SRA; além de seu papel sistémico, € expresso
localmente por diferentes células fora do figado, incluindo células epiteliais alveolares
e miofibroblastos pulmonares (Li et al., 2006). De fato, a elevagao da transcrigao de
AGT pode ser considerada um evento significativo em processos patogénicos como a
fibrose pulmonar, por contribuir para o aumento local de Ang Il (Uhal et al., 2012).
Nesse sentido, ja foi demonstrado ativagdo do AT1R pela Ang Il, é capaz de induzir a
producado de AGT em células musculares lisas vasculares, por meio da via NF-kB e
Rho quinase (Miyata et al., 2014; Ruiz-Ortega et al., 2000). Similarmente, citocinas
inflamatdrias, como IL-6 e TNF-a, também podem estimular a expressédo de AGT (Uhal
et al., 2012).

No contexto da COVID-19, o AGT ja foi apontado como fator de risco para a
doenga, e alguns alelos especificos podem estar correlacionados a um grau maior de
gravidade (Kouhpayeh et al., 2021). Além disso, a concentracdo de AGT & mais
elevada no soro de pacientes com a forma mais grave da doenca (Tepasse et al.,
2022). Entretanto, em nosso estudo in vitro ndo observamos alteragcées na expressao
de RNAmM de AGT em resposta a estimulagao por Sp e/ou Ang Il. Esse resultado pode
estar relacionado ao fato de nossas analises terem sido realizadas na fase aguda da
resposta celular (6 horas). No entanto, a sinalizagao do MASR regulou negativamente
os niveis de RNAm de AGT nos OTBs sob estimulo com Sp, uma vez que os pré-
tratamentos com DIZE e AVE reduziram a expressdo de AGT. Estudos anteriores
demonstraram que o TGF-B1 pode aumentar a expressao de AGT em células
tubulares renais e fibroblastos pulmonares (Abdul-Hafez; Shu; Uhal, 2009;
Brezniceanu et al., 2006); em contrapartida, a expressado de TGF-31 pode ser reduzida
pelo MASR por meio da Ang 1-7 (Zhang et al., 2015). Até onde sabemos, nosso estudo
€ o primeiro a demonstrar que a ativacido do MASR pode reduzir a transcricao de AGT
sob estimulacdo com Sp. Uma explicagdo plausivel para esse efeito é que a
diminuicao da expressao de TGF-B1, induzida pela ativacdo do MASR, reduz a
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expressao basal de AGT. Embora essa hipotese necessite de confirmacgao adicional,
uma vez que o bloqueio do MASR com A779 nao alterou a expressao de AGT, o que
sugere que a sinalizagdo basal desse receptor pode ser insuficiente para modificar a
expressdo de AGT. No grupo sensibilizado com Ang Il antes da exposi¢céo a Sp,
apenas o efeito inibitério do AVE sobre a transcricdo de AGT permaneceu, mas ndo o
do DIZE, indicando que a sinalizacao via MASR continua exercendo um efeito inibitorio
sobre AGT mesmo na presenga de Ang Il. Esses achados sugerem que a ativagéao do
MASR pode limitar a disponibilidade local de Ang Il por meio da redu¢do da expressao
de AGT.

A estimulacdo com Sp nao alterou significativamente a expressao constitutiva
do RNAm da ECA, indicando que os efeitos induzidos pela Sp sobre o SRA ocorrem
independentemente da regulagdo transcricional dessa enzima. Notavelmente, sob
estimulo com Sp, o bloqueio do MASR com A779 aumentou a expressao de ECA, um
efeito que nao foi observado nos OTBs sensibilizados com Ang Il. Isso sugere que a
sinalizagao basal do MASR pode exercer um efeito inibitério sobre a transcricdo da
ECA, a qual é suprimida pela sinalizagdo da Ang Il. Embora esse mecanismo ainda
precise ser melhor investigado, seu impacto parece limitado, uma vez que a ativagao
do MASR por AVE ou DIZE ndo modificou a transcricdo da ECA.

Embora o AT1R seja essencial para a regulagdo homeostatica da pressao
arterial, ele tem sido fortemente associado a inflamacao nas vias aéreas e a doengas
pulmonares, incluindo a COVID-19 (Ashour, 2022; Braga et al., 2025; Gupta et al.,
2021; Yue et al., 2022). Por meio dele, ja foi demonstrado que Ang Il € capaz de
modular interagdes entre a Sp e outros receptores além da ECA2, aumentando, por
exemplo, a afinidade de ligacdo da Sp ao receptor tirosina-quinase AXL,
abundantemente expresso em células respiratorias com baixa expressdo de ECA2
(Oliveira et al., 2025). Paralelamente, a Ang IV, um peptideo derivado da Ang I,
também pode aumentar a ligagdo da Sp a ECA2, favorecendo a entrada viral
(Gagliardi et al., 2025; Oliveira et al., 2025). Em concordancia com nossos resultados,
ja foi demonstrado que a proteina Sp aumenta indiretamente a expressdo de AT1R
ao inibir a expressao da proteina de membrana ECA2, elevando, consequentemente,
a producgao endogena de Ang Il, que é capaz de induzir a expressao de AT1R por

autorregulagao positiva (Gong et al., 2023; Patra et al., 2020).
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Observamos uma intensa marcacao fluorescente da proteina AT1R quando os
OTBs foram estimulados com Sp. Quando o pré-tratamento com LOS foi realizado,
observou-se apenas uma discreta marcacédo no AT1R. De forma semelhante, embora
sem significancia estatistica, observou-se uma tendéncia de redugédo na expresséo
génica de AT1R (p=0,13). Além disso, apesar dos pré-tratamentos com DIZE e AVE
nao terem alterado significativamente a expressao de AT1R, o A779 potencializou o
aumento de AT1R induzido pela Sp, sugerindo que a sinalizagéo basal do MASR pode
restringir a transcricdo do RNAm de AT1R. Sabe-se que AT1R e MASR podem ser
coexpressos e se associar, formando heterodimeros localizados na membrana celular
(Kostenis et al., 2005; Rivas-Santisteban et al., 2021). Essa associacao fisica entre os
receptores exerce um efeito negativo sobre a sinalizagao do AT1R, atuando como um
mecanismo de modulagdo antagdnica (Burghi et al., 2019; Rivas-Santisteban et al.,
2021). Dessa forma, a ativagdo basal do MASR provavelmente inibe a ativagdo do

AT1R, impedindo sua autorregulacéo positiva por meio da ligagao a Ang Il.

A estimulacdo com Ang Il aumentou tanto a expressdo génica quanto a
marcacao fluorescente de AT1R. Quando a Sp foi adicionada apds a sensibilizacao
com Ang Il, o aumento de AT1R foi ainda maior do que o observado com Sp
isoladamente. Esse resultado indica que a Ang Il pré-condiciona as células dos OTBs
e, em seguida, amplifica a resposta dessas células a Sp. De fato, o pré-tratamento
com LOS reduziu o aumento da expressdo do RNAm de AT1R induzido pela Ang Il e
Sp. Da mesma forma, os pré-tratamentos com AVE e DIZE reduziram a expressao
génica de AT1R nos grupos sensibilizados com Ang Il, provavelmente por meio da
ativacdo do MASR, exercendo, assim, um efeito antagbnico sobre a sinalizagado do

AT1R e inibindo sua autorregulagéo positiva.

Em contraste com a resposta observada ao pré-tratamento com A779 sob o
estimulo apenas com Sp, em que houve aumento da expressao de RNAm de AT1R,
o grupo tratado com A779 e previamente sensibilizado com Ang Il antes da exposi¢ao
a Sp apresentou reducdo acentuada na transcricao de AT1R. Em relagao aos dados
proteicos, observou-se intensa marcagao de AT1R no grupo que recebeu A779 e Ang
Il antes da Sp. Dessa forma, sugerimos que, em um primeiro momento (anterior a 6
horas), o efeito combinado do A779, Ang Il e Sp aumentou a expressdo de RNAm de
AT1R, o que se refletiu na elevada marcacgao fluorescente observada apds 6 horas.
Logo, no ponto temporal de 6 horas, a expressdo de RNAmM de AT1R se encontrava
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reduzida nesse mesmo grupo (A779 + Ang Il + Sp), refletindo um menor estimulo pré-
transcricional para AT1R, possivelmente em decorréncia de sua hiperativagao pela
combinagdo dos estimulos e do pré-tratamento. Efeitos semelhantes ja foram
descritos em outros modelos celulares, nos quais a Ang Il foi capaz de reduzir a
expressédo de AT1R, em condi¢des de hiperativagado do receptor (Chen et al., 2002;
Zhang; Sun, 2006). Isto ocorre devido a ativagdo prolongada do AT1R, que pode
induzir sua fosforilagdo e dessensibilizagao, reduzindo, em seguida, suas respostas
(Garcia-Caballero et al., 2001). Assim, as respostas observadas no grupo A779 + Sp
+ Ang Il podem representar um mecanismo de limitagdo da expresséo de AT1R apés

sua ativagao prolongada.

O AT1R também parece desempenhar um papel importante na produgcao de
citocinas induzida pela Sp nos OTBs. A estimulagdo com Ang Il aumentou a liberagéo
de IL-1p8, enquanto o pré-tratamento com LOS reverteu essa resposta. O antagonismo
de AT1R por LOS também reduziu os niveis de TNF-a e IL-8 induzidos pela Sp, bem
como liberagdo de CCL-2 nos OTBs sensibilizados com Ang Il. E amplamente
reconhecido que a Ang Il promove respostas pré-inflamatérias e pré-fibréticas por
meio da ativagdo de AT1R (Kanugula et al.,, 2023b). De fato, estudos anteriores
demonstraram que a LOS pode reduzir os niveis de citocinas pro-inflamatérias em
culturas celulares, inclusive em modelos estimulados com Sp (Hermawan et al., 2023;
Sripratak et al., 2024). Estudos prévios in vitro e in silico demonstraram que a molécula
de LOS possui elevada afinidade de ligacao a ECA2 e é capaz de reduzir a afinidade
entre a Sp e a ECA2 ao se ligar diretamente a enzima (Kelaidonis et al., 2023; Nejat;
Sadr, 2020). Isso sugere que a LOS também pode atenuar a liberagédo de citocinas
induzida pela Sp, independentemente de sua interagdo com o AT1R. Além disso, nos
grupos em que a sensibilizacdo com Ang Il precedeu a exposicdo a Sp, os pré-
tratamentos com LOS, DIZE e AVE reduziram a liberagao de TNF-a, IL-13 e CCL-2,
bem como a expressao génica de AT1R. Considerando que estudos anteriores
demonstraram que citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-13, podem estimular
a transcricdo de AT1R por meio do NF-kB (Cowling et al., 2002; Peng et al., 2002),
propomos que a Ang Il amplifica o aumento de AT1R induzido pela Sp nos OTBs, néo
apenas por intensificar a autorregulagado positiva do receptor, mas também por

favorecer a liberagao de citocinas. Essas citocinas, por sua vez, estimulam ainda mais
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a expressao de AT1R, estabelecendo um ciclo de retroalimentagéo positiva no qual o

AT1R contribui continuamente para a producgéo de citocinas induzida pela Sp.

Em relacdo a ECA2, embora sua expressao tenha sido detectada nas células
A549 e BSMC (mas nao nas células MRC-5), os OTBs apresentaram niveis de RNAm
de ECA2 superiores aos observados em cada tipo celular isoladamente. Sabe-se que
células pulmonares apresentam baixa expressdo de ECA2 (Gheware et al., 2022); no
entanto, ja foi observado aumento da expressédo dessa enzima em culturas celulares
em interface ar-liquido e em organoides de células alveolares (Gandikota et al., 2024;
Sasaki et al., 2021b). Além disso, € conhecido que a proteina Sp pode se ligar as
células e desencadear respostas inflamatdrias, independentemente da ECAZ2,
inclusive em células que ndo expressam essa proteina ou a expressam em niveis
minimos, como as células MRC-5 (Anderson et al., 2025; Cai et al., 2023; Khan et al.,
2021).

Observamos baixa marcacao fluorescente de ECA2 apds a estimulacido com
Sp ou Ang I, inclusive nos grupos sensibilizados com Ang Il antes da Sp, apesar do
aumento da expressao génica de ECA2 nessa ultima condi¢do. Embora a redugao da
proteina ECA2 induzida por Ang Il ou Sp esteja bem estabelecida na literatura
(Deshotels et al., 2014; Gao et al., 2022; Xiao; Haack; Zucker, 2013), os efeitos da Sp
sobre a transcricdo de ECA2 permanecem inconsistentes. Em células pulmonares em
cultura, a proteina Sp ja foi associada tanto ao aumento (Lee et al., 2022; Sui et al.,
2021) quanto a reducao (Gao et al., 2022) da expressdao de RNAm de ECA2. Em
nosso trabalho, demonstramos que, pelo menos inicialmente, a reduc¢do da proteina
ECA2 ocorre independentemente de alteracbes em sua transcricdo. Estudos
anteriores mostraram que tanto a Sp quanto a Ang |l podem, isoladamente, aumentar
a expressao génica de ECA2 (Caputo et al., 2022; Robles et al., 2022; Zhou et al.,
2021). Considerando que, nos OTBs, a Sp foi capaz de induzir o aumento da
transcricdo de ECA2 apenas sob sensibilizacdo com Ang Il, sugerimos que a Ang |l
modula a resposta dos OTBs a estimulagao com Sp acerca da expressao génica de
ECA2. Nos propomos que a perda precoce de proteina ECA2 induzida por Ang Il e
Sp desloca o equilibrio SRA local em dire¢ao ao eixo pré-inflamatério, aumentando a
producado endogena de Ang Il e a liberagao de citocinas. Em resposta, a sinalizagéao
autécrina das proprias citocinas e da Ang Il pode desencadear uma regulagao
compensatéria nos OTBs, resultando no aumento da transcricdo de ECA2. Essa
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hipotese é consistente com evidéncias de que citocinas como TNF-a e IL-13 podem
induzir o aumento da expressao génica de ECA2 (Coperchini et al., 2021; Fignani et
al., 2020). O pré-tratamento com AVE e LOS esteve associado a redugao da produgao
de citocinas, incluindo TNF-q, IL-1B8 e CCL-2, bem como a menores niveis de RNAm
e de fluorescéncia de ECA2, indicando que, uma vez reduzida a liberagdo dessas
citocinas, também diminui o estimulo & transcrigdo de ECA2. E importante destacar
que o pré-tratamento com DIZE, um conhecido ativador de ECA2, também esteve
associado a reducao da liberacdo de TNF-a, CCL-2, IL-1B e IL-8. O DIZE é
reconhecido por exercer efeitos anti-inflamatoérios no pulméo, por aumentar a atividade
da ECA2 e por prevenir sua clivagem mediada pela ADAM-17 (Wang et al., 2021).
Além disso, o DIZE apresenta efeitos antivirais complementares que podem contribuir
para a atenuacgao da liberacéo de citocinas induzida por Sp e por Ang Il. Analises in
silico e in vitro demonstraram que o DIZE pode interagir com a proteina Sp, inibindo a
interacdo entre seu RBD e a ECA2, de forma dependente da concentragcao
(Matsoukas et al., 2022; Santos et al., 2022).

Sabe-se que os efeitos vasoconstritores e inflamatorios mediados pelo AT1R
podem ser contrabalancados pelo MASR. Ele é um receptor acoplado a proteina G
codificado pelo proto-oncogene MAS1, que exerce agdes vasodilatadoras e anti-
inflamatdrias por meio da inibigdo da via NF-kB e da ativagao da via ERK1/2 (Jiang et
al., 2019; Kuriakose; Montezano; Touyz, 2021). No contexto da COVID-19, relatou-se
que os pacientes apresentam subativacdo do MASR e de seu eixo protetor (Rivas-
Santisteban et al., 2021). Considerando a resposta inflamatdéria desencadeada pela
estimulagcdo com Sp, e que essa mesma glicoproteina causou um aumento da
expressao de MASR nos OTBs, nds supomos que essa elevagao de expressao possa
ser um mecanismo celular compensatério, como uma tentativa de reestabelecer o
balanco homeostatico pulmonar, por regular positivamente o eixo ECA2/Ang 1-
7/IMASR do SRA, o qual exerce fungdes protetoras no pulméo (Gopallawa; Uhal, 2016;
Shen et al., 2023; Thiruvenkataramani et al., 2020). O mecanismo responsavel por
mediar essa resposta compensatoria pode envolver a coexpressdo e a
heterodimerizagao entre MASR e AT1R, discutidas anteriormente, em que o aumento
da expressdo de MASR acompanha o aumento da expressao de AT1R, induzida pela
Sp. Os pré-tratamentos com AVE e DIZE promoveram a ativagdo do MASR,

evidenciada pelo aumento da expressao de RNAm e de proteina desse receptor nos
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grupos estimulados com Sp. De fato, a autorregulagdo positiva do MASR ja foi
descrita, na qual a Ang 1-7, produto enzimatico da ECA2, é capaz de aumentar a
expressao desse receptor (Huang et al., 2019). Observou-se uma redugao significativa
na expressao de RNAm de MASR no grupo sensibilizado com Ang Il, em comparagao
com o grupo que recebeu apenas Sp. Nenhum dos pré-tratamentos administrados,
incluindo LOS, AVE e DIZE, foi capaz de modificar essa resposta. Entretanto,
observou-se intensa marcacao fluorescente da proteina MASR apdés o pré-tratamento
com LOS. Até onde sabemos, nosso estudo € o primeiro a demonstrar que a
sinalizacao via AT1R, promovida pela Ang Il e, indiretamente, pela Sp, pode impedir
o0 aumento compensatorio da expressao génica de MASR em resposta a Sp, afetando

negativamente a ativagao do eixo anti-inflamatdrio do SRA.

O AVE reduziu a liberagdo de TNF-a, IL-13 e CCL-2, mesmo na presenca de
sensibilizagao por Ang Il. O papel anti-inflamatério do MASR em células pulmonares
€ bem documentado, como demonstrado pela redugcédo da produgdo de CCL-2 em
células epiteliais brénquicas estimuladas com LPS e tratadas com AVE (Hong et al.,
2021). De forma semelhante, a Ang 1-7 pode reduzir a expresséo de IL-8 e IL-6 em
células epiteliais brénquicas estimuladas pela subunidade S1 da Sp (Shen et al.,
2023), além de atenuar a liberagcdo de TNF-a e IL-18 em células endoteliais
pulmonares estimuladas por LPS (Li et al., 2015). Adicionalmente, observou-se
aumento de TNF-a nos OTBs estimulados com Sp e previamente tratados com A779,
indicando que a sinalizagdo basal do MASR exerce um efeito inibitério sobre a

expressao constitutiva de TNF-a.

Em conjunto, nossos resultados experimentais reforgam o papel do eixo
ECA2/Ang 1-7/MASR na atenuacéao da liberagao de citocinas induzida por Sp e Ang
Il, por meio da ativagdao farmacolégica do MASR e da ECA2. Desde o inicio da
pandemia, a modulagdo farmacoldgica do SRA pelos bloqueadores do receptor de
angiotensina (BRAs) e pelos inibidores da ECA (iECAs) tem sido considerada uma
estratégia terapéutica promissora para o tratamento da COVID-19 (Bavishi; Maddox;
Messerli, 2020). Entretanto, os resultados de ensaios clinicos recentes que avaliam o
uso de BRAs em pacientes com COVID-19 tém sido divergentes. Enquanto alguns
estudos demonstram que BRAs e iECAs estdo associados a reducao da pneumonia
induzida pelo SARS-CoV-2, outros apresentam resultados neutros ou inconclusivos
(Camelo et al., 2025; Felber et al., 2024). Esses autores sugerem que tais
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inconsisténcias podem decorrer de diferengas na farmacodindmica dos moduladores
do SRA, nos desenhos experimentais dos estudos ou na gravidade da doenga
apresentada pelos pacientes. Como alternativa, agonistas do MASR, como a 20-
hidroxiecdisona, tém demonstrado potencial de beneficio clinico em pacientes
hospitalizados com COVID-19, sugerindo que a ativacdo do MASR pode representar
uma abordagem terapéutica viavel (Lobo et al., 2024). Considerando que os dados
clinicos atualmente disponiveis permanecem inconclusivos quanto a eficacia
terapéutica dos moduladores do SRA na COVID-19, nossos resultados reforcam as
possiveis vantagens da estimulagao farmacolégica do eixo ECA2/Ang 1-7/MASR na
COVID-19. Ainda assim, estudos adicionais in vivo sao necessarios para confirmar
essas respostas e determinar se a ativacdo de MASR e ECA2 pode efetivamente se

traduzir em beneficios clinicos.

Em suma, demonstramos que os OTBs constituem um modelo de cultura
tridimensional funcional para o estudo das interagdes entre a proteina Sp e o SRA.
Além disso, mostramos que a sensibilizagdo prévia com Ang |l potencializa diversas
respostas induzidas pela Sp, incluindo aumento da expressédo de AT1R, altera¢gdes na
expressdo de ECA2 e a liberacao de citocinas pro-inflamatérias. Por outro lado, a
ativacao farmacolégica do eixo ECA2/Ang 1-7/MASR, por meio do AVE e do DIZE, foi
capaz de atenuar a liberacédo de citocinas e modular a expressdo de componentes-
chave do SRA. Esses achados reforcam a importancia do equilibrio entre os eixos
SRA no pulmdo e destacam o potencial terapéutico do restabelecimento desse
equilibrio na COVID-19.

6 CONCLUSAO

Em suma, dentro dos limites do nosso estudo, demonstramos que a Ang Il
modula a resposta a proteina Sp em um modelo de organoide de bronquiolo,
aumentando a expressao de AT1R, contribuindo para a liberagdo de citocinas,
promovendo reducdo da expressao proteica de ECA2 e prevenindo o aumento
compensatoério da expressao génica do MASR. Além disso, nosso estudo fornece
novas informacdes sobre como os moduladores do SRAA, particularmente os
ativadores de MASR e de ACE2, podem modificar a fisiopatologia da COVID-19.
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