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RESUMO
Introducéo: As caracteristicas da plasticidade inerentes das células de fibroblastos
humanos os tornam uma ferramenta importante para avaliar os efeitos da microgravidade
em um nivel celular. Este estudo analisou 0 comportamento dos fibroblastos fragmento de
pele humanas em um ambiente de microgravidade simulada. Métodos: células de
fibroblasto humanos em 8% e 172 passagem, cultivadas em condi¢cBes normais em

incubadora a 37° C com 5% de CO, foram submetidos a microgravidade simulada em um

clinostato-3D por um periodo de 24h e 40h. Ap6s a exposicao, as células de cada passagem
foram analisadas e comparadas com o grupo de controle (1G) ensaios de proliferacao
celular (population doubling), ensaios de passagem e analise microscopica, bem como a
andlise de PCR para a deteccdo de variacGes na expressdao de genes relacionados com o
ciclo celular (p21, pl6). Resultado: Antes da exposicdo microgravidade, células
pertencentes a passagem 172 apresentaram caracteristicas de células num estado apoptotico.
Depois de 24h e 40h de microgravidade, as células de ambos 0s grupos se mostraram mais
confluentes e alongadas. A analise de PCR demonstrou que a expressdo de p2l foi
diminuida enquanto p16 aumentou. Além disso, a andlise PCR mostrou a diferenca na
expressao de genes p21 e p16 entre as amostras 24h e 40h. Discussdo: A presente pesquisa
mostrou que as células de 172 passagem tornaram- se mais confluentes e alongadas apos a
exposi¢do microgravidade, uma caracteristica das células com menor numero de passagens,
sugerindo alteracdes no seu citoesqueleto . Este resultado foi confirmado por analise de
PCR, onde foi demonstrado uma diminui¢do na expressao de p21. Esse resultado confirma
descobertas anteriores de que entre 588 genes testados, 0 gene p2l apresentou uma
expressao negativa. Por outro lado, o gene pl6 mostrou uma expressdo positiva. Uma vez
que ambos os genes P21 e P16 estdo relacionadas com o ciclo celular, estes resultados
sugerem a hipdtese de alteracfes importantes tenham ocorrido no citoesqueleto celular e,
consequentemente, uma provavel alteracdo na producdo de proteinas reguladoras do ciclo
celular (ciclinas). Alem disso, a anélise de RT-PCR demonstrou uma diferenga na expressao
do gene p21 e pl6 entre as amostras 24h e 40h, indicando a necessidade de uma
comparacdo mais detalhada entre os tempos de exposicdo. Foram também percebidas
alteracdes no nivel de plasticidade dos fibroblastos de 172 passagem e 82 passagem, devido
a expressdo de marcadores de pluripoténcia Oct4, Nanog.

PALAVRAS CHAVE: microgravidade, fibroblastos, ciclo celular, PCR, population
doubling



ABSTRACT

Introduction: The inherent characteristics of plasticity of human fibroblast cells makes it
an important tool for evaluating the effects of microgravity at a cellular level. This study
analyzed the behavior of human skin fragment fibroblasts in a simulated microgravity
environment. Methods: Human fibroblast cells in the 8" and 17" passage, cultured under
standard incubator conditions at 37° C with 5% CO2, were submitted to simulated
microgravity in a 3D-clinostat for a period of 24h and 40h. After exposure, both passage
cells were analyzed and compared with the control group (1G) in population doubling
assays, tests of passage and microscopic analysis, as well as PCR analysis for detection of
variations in the gene expression related to the cell cycle (p21, p16). Results: Before
microgravity exposure, cells belonging to the 17th passage presented characteristics of cells
in an apoptotic state. After 24h and 40h of microgravity, the cells of both groups showed
themselves to be more confluent and elongated. PCR analysis demonstrated that p21
expression was decreased while pl16 increased. In addition, PCR analysis showed a
difference in expression of p21 and pl6 genes between the 24h and 40h samples.
Discussion: The present research showed cells to be more confluent and elongated after
microgravity exposure, a characteristic of cells with fewer passages, suggesting alterations
in their cytoskeleton. This result was confirmed by PCR analysis where a decrease in p21
expression was demonstrated. This result corroborates previous findings that among 588
genes tested, the p21 gene presented a negative expression. Conversely, the pl6 gene
showed a positive expression. Since both the p21 and p16 genes are related to the cell cycle,
these results suggest the hypothesis of important changes having occurred in the cellular
cytoskeleton and, consequently, a probable alteration in the production of cell cycle
regulatory proteins (cyclins). Furthermore, RT-PCR analysis demonstrated a difference in
p21 and pl16 gene expression between the 24h and 40h samples, indicating the need for a
more detailed comparison between the exposure times. Also pluripotency markers were
found, Oct4 and Nanog, which suggests alterations in plasticity levels.

Keywords: fibroblasts, microgravity, cell cycle, PCR, population doubling
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1.INTRODUCAO

Todos os organismos do Planeta Terra se adaptaram para sobreviver orientados pela
forca da gravidade *. E notério e documentado o entendimento de que a alteracio da forca
gravitacional exerce influéncia em inumeros aspectos do organismo humano e de outras
espécies, bem como em sementes e plantas *. Esses achados cientificos, tanto os realizados
em simulacdo de microgravidade como no Espaco propriamente dito, possibilitam a
discussdo e o uso desta ferramenta para um melhor entendimento da biologia bésica
essencial para a vida em solo terrestre 2.

A realizacdo de ensaios em voos parabélicos e em estacdes espaciais € de dificil
alcance, face ao custo envolvido e a baixa disponibilidade. Assim, o uso de modelos
experimentais de simulacdo de microgravidade em Terra, torna-se uma ferramenta essencial
para 0 entendimento de eventos que ocorram no ambiente espacial. Neste contexto é
empregado o equipamento Clinostato 3D, cujo viés funcional é baseado no principio de
alteragdo do vetor gravitacional 3. Considerando a gravidade um vetor, essa possui
magnitude e direcdo e, desta forma, o efeito causado pelos movimentos do simulador, faz
com que a posi¢do das amostras em estudo sofra uma mudanga randémica, o que cria uma
simulacio de ambiente microgravitacional. E relevante salientar que a similaridade entre a
microgravidade real e a sua simulacdo produzida pela clinorrotagdo do Clinostato 3D ja foi
comprovada matematicamente “.

O primeiro experimento utilizando instrumentos para manipulagdo da gravidade foi
realizado por Thomas Andrew Knight em 1806 2. Nos processos bioldgicos, seu valor tem
sido demonstrado atraves de pesquisas que incluem: avaliar o crescimento e a viruléncia de
microorganismos, no intuito de auxiliar no isolamento de genes relevantes para o
desenvolvimento de vacinas; avaliar a permeabilidade de farmacos em células de epitélio
pulmonar e cultivar tecidos de diferentes espécies tendo em vista que, em microgravidade,
eles se desenvolvem de forma tridimensional, o que beneficia a fidelidade do efeito
produzido por farmacos °. Recentemente, muitos métodos de clinorrotagdo vém sendo
desenvolvidos e utilizados para examinar os efeitos da exposi¢do das células e tecidos a
simulagdo microgravidade .

Com o uso do Clinostato 3D, bem fundamentado e estabelecido, descobertas e
resultados relacionados ao estudo e utilizagdo da simulagdo microgravidade vem chamando a
atencdo da comunidade académica e cientifica®. A investigacdo de possiveis alteracdes

genéticas e morfologicas causadas pela microgravidade real e simulada em alguns tipos



12

celulares esta sendo conduzida de forma bastante ascendente ’. Exemplo disso sdo os
experimentos realizados na Estacdo Espacial Internacional, em érbita desde 1996, a qual
abriga em sua estrutura, o Laboratério Columbus, onde séo realizadas pesquisas com células
e plantas, além de ensaios de biologia molecular. Tendo em vista que os resultados obtidos
em Orbita podem ser complementados, corroborados ou confrontados com os realizados em
Terra, o tema apresenta grande cunho investigativo e relevante.

Atualmente, j& se sabe que a utilizacdo da simulacdo de microgravidade resulta em
uma alteracdo ndo somente na forma das células cultivadas nesse ambiente, mas também na
expressdo de proteinas especificas. Além disso, € sabido que a referida simulacdo pode
aumentar o nivel de diferenciacdo das células-tronco mesenquimais, aumentando o

potencial de diferenciacdo em neurdnios, 0 que sugere ser uma nova estratégia de

tratamento para doencas do sistema nervoso central 5.

Complementarmente, tem-se a reprogramacdo celular. Essa técnica cria células em
um estado de indiferenciacdo -pluripotentes- com auxilio de manipulacdo genética, através
da transducédo de fibroblastos primarios humanos com vetores virais expressando 0s genes
Oct4, C-Myc, KlIf4 e Sox2. As células resultantes desse processo sdo as chamadas células
tronco pluripotentes induzidas (iPSC) °. Essas células expressam marcadores de células
pluripotentes e sdo capazes de se diferenciar in vivo e in vitro em tecidos derivados dos trés
folhetos embrionarios. Assim os fibroblastos mostram-se interessantes alvos de estudo no
campo da biologia celular e molecular, representando dessa maneira, um importante
avanco no caminho evolutivo da medicina regenerativa. Além disso, é importante salientar
que experimentos com a simulacdo de microgravidade tem demonstrado alteragfes na
forma celular. Bem como nos processos do ciclo celular *°. Dado o exposto, torna-se
instigante o estudo e andlise das possiveis alteracdes morfoldgicas e de expressao génica
nos fibroblastos de pele humana cultivados sob a influéncia da microgravidade simulada.

O termo fibroblasto é tradicionalmente empregado para identificar o membro da
familia de células de origem mesenguimal que sintetiza os componentes fibrilares (colageno
e elastina), e ndo fibrilares (glicoproteinas e proteoglicanos) da matriz extracelular do tecido
conjuntivo. O fibroblasto, como célula imatura com e caracteristicas de ceélulas
mesenquimais, é reconhecido como um tipo celular versétil dos tecidos conjuntivo 1. Além
de ser responsavel pela formacao e remodelacéo dos tecidos classificados histologicamente
como conjuntivos propriamente ditos, participa de modo ativo nos processos de cicatrizagdo

e de fibrose em determinadas doencas. Uma vez diferenciados, os fibroblastos ainda exibem
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diversidade considerdvel no que diz respeito as caracteristicas morfoldgicas, expressdo de
receptores de superficie celular especifica e capacidade de renovacio celular 2,

Estudos recentes com fibroblastos de pele humana submetidos & cultura em
clinorrotacdo 3D demonstraram alteragdes em 21 diferentes genes 8. Percebe-se assim que
no contexto atual de ida do homem a Marte, as pesquisas com microgravidade simulada e
experimentos na Estagdo Espacial Internacional, alcangaram um maior destaque em ambito
internacional. Esse novo cenario, que compreende a conjuncdo dos conhecimentos das
Ciéncias Bioldgicas com os principios da Fisica estimulou a realizacdo da presente
pesquisa, tendo como objetivo principal analisar as possiveis alteracdes morfoldgicas, e de
expressao génicas das células sob a influéncia da microgravidade simulada, com o emprego

de um Clinostato 3D.



14

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta revisdo serdo apresentados 0s principais aspectos/conceitos envolvidos no
desenvolvimento desta dissertacéo.

2.1 Efeitos da Microgravidade nos Organismos e em Tipos Celulares

Na Terra, 0s organismos estdo permanentemente sujeitos a acdo da gravidade 4, a
qual produz um conjunto de estimulacbes mecanicas essenciais para o funcionamento
normal dos tecidos e células. Essa forga gravitacional desempenha um papel fundamental
na orientacdo espacial em terra. Dessa forma, muitos aspectos desse ambiente terrestre,
incluindo a conformacéo do corpo humano, sdo gravitacionalmente polarizados 2.

Contudo, ja é documentado que 0s voos espaciais e a simulacdo de microgravidade
violam os paradigmas referenciais de orientagdo caracteristicos da superficie terrestre 4, Ja
que a gravidade é uma aceleracdo linear, a sua falta/reducédo, exerce uma forte influéncia no
comportamento e correta funcdo dos orgdos. Exemplos classicos dessa perda de vetor
gravitacional no organismo sdo o enjoo de movimento, ou cinetose, e a desorientacdo
espacial 2. Outro fendmeno bastante conhecido é o deslocamento do fluxo sanguineo e dos
fluidos corporais dos membros inferiores para a parte superior do corpo, causando um

aumento desse fluxo nos membros superiores °.

No inicio da era Espacial, a gravidade ndo era um assunto de grande interesse na area
da Biologia *. Porém, com a observacio da desmineralizagio 6ssea e a atrofia muscular dos
primeiros astronautas e cosmonautas, surgiram as primeiras hipoteses de que o sistema
organico poderia envelhecer mais rapidamente em condigbes de microgravidade ’. Com a
divulgacdo dessa teoria, em conjunto com os efeitos ja percebidos anteriormente, a
comunidade cientifica percebeu que os organismos vivos, como um todo, e em nivel celular,
eram suscetiveis a adaptacGes quando em contato com a microgravidade. Desta forma,
estudos com esse enfoque, tomaram uma proporcao e evidéncia maiores, analisando, assim,
de forma mais minuciosa essas alteracdes. Rodionova e Oganov em 2002, verificaram a
morfologia e a osteometria de bidpsias de o0sso iliaco de macacos, as quais permaneceram
em Orbita por 14 dias. As amostras em situacdo de microgravidade preservaram a estrutura
tipica em relacdo as amostras controle, porém como uma adaptacdo a falta de forca
gravitacional, lacunas foram formadas e preenchidas com fibras de colageno em alguns
ostedcitos jovens. J& nos ostedcitos maduros, foi percebido um aumento no volume no
Complexo de Golgi e nos lisossomos, 0 que foi correlacionado, em um primeiro momento,
com uma atividade osteolitica dos osteocitos e a reabsor¢do da matriz mineralizada das
lacunas 6sseas. Como consequéncia da destruicdo dos ostedcitos confirmou-se um aumento
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da quantidade de lacunas do tecido 6sseo sem preenchimento &,

A exposicdo a microgravidade esta associada a inUmeras mudancas fisioldgicas nos
astronautas incluindo perda éssea do tipo osteoporose. Apesar de muitos estudos in vivo e in
vitro terem sido realizados, 0 mecanismo pelo qual esse fendmeno ocorre ainda ndo esta
esclarecido 7. Segundo Nabavi e Khandani (2011) , osteoclastos expostos a cinco dias de
microgravidade possuem microtubulos mais curtos e ondulados, menos e menores adesdes
focais, e fibras de actina corticais mais finas e estressadas. Os osteoblastos submetidos a
voos espaciais apresentam um formato celular mais alongado, e o nicleo condensado 7.
Portanto, a reducdo de gravidade causa um aumento de reabsorcdo 0ssea pelos osteoclastos,
e uma diminuicdo da integridade celular dos osteoclastos. Tanto a microgravidade real como
sua simulacdo sdo conhecidas por romper com o equilibrio normal da atividade dos
osteoclastos em geral, o que pode resultar em uma perda 6ssea evidente ',

Hoje, sabe-se que essas alteracGes do tecido 6sseo sdo um dos mais relevantes
assuntos, no que se refere a estudos relativos a organismos animais e humanos, conduzidos
sob a influéncia da microgravidade 8. Como a gravidade ¢ um fator constante em todo o
periodo de evolucdo da vida na Terra, ela moldou a arquitetura de todos os sistemas
biolégicos °. Questdes sobre como as fungbes moleculares e celulares se adaptam, e
portanto dependem da gravidade é objeto de muito interesse. Levando-se em consideracdo o
descrito, e além das alteracGes do organismo ja citadas, tem-se a desregulacdo do sistema
imune 2°, Em meados de 1970, 15 dos 29 astronautas da Apollo contrairam infeccdes virais
e bacterianas durante o voo ou logo apos retornarem. Desde entdo alguns experimentos
foram feitos, tanto em simuladores como em microgravidade real. Segundo a revisdo de
2014 dos autores Hauschild e Tauber foram encontrados resultados interessantes nas
pesquisas com células T humanas *°. Nas dGltimas trés décadas, estudos in vitro com
linfocitos isolados em microgravidade real e simulada confirmaram os efeitos da reducéo da
gravidade em nivel celular e produziram evidéncias de que as alteracbes dos mecanismos
moleculares e 0s processos de sinalizacdo transducional sdo um resultado direto da
gravidade alterada. De acordo com os autores a exposi¢do a microgravidade simulada
também diminuiu a expresséo de genes de reparacdo de DNA, genes de ciclo celular e anti e
pré apoptéticos de células T humanas submetidas a microgravidade simulada por periodos
de 4 horas, 72 horas e 7 dias. Com a perda do vetor gravitacional a falta de sedimentacéo
das celulas imunes pode levar a uma reducdo da interacdo célula-célula e célula-substrato, o
que por sua vez pode contribuir para uma reduzida resposta proliferativa ao estimulo

mitdtico observado na microgravidade alterada °. Seguindo esse tdpico, atualmente na
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Estacdo Espacial Internacional, uma pesquisa analisa 0 comportamento de células imunes,
linfécitos do tipo células T em contato com virus. Ap6s um ano, 0s pesquisadores irdo
comparar 0s resultados desse experimento entre irmdos gémeos, 0s astronautas Scott, em
Orbita na Estacdo Espacial Internacional e Mark Kelly em terra. O objetivo do estudo é
verificar se ao retornar para a Terra, o sistema imune de Scott sofreu alteragbes
significativas. Apesar de muitas investigacfes terem sido realizadas, pouco se sabe, até o
presente momento sobre 0s reais mecanismos que levam as mudangas no sistema imune.
Borchers e colegas (2002) citam outros fatores que podem estar associados a modulacéo
desse sistema, tais como o estresse, devido ao ambiente de confinamento, uma vez que
horménios relacionados ao estado de desequilibrio no organismo, encontram-se aumentados
durante e apds o0 voo, e a radiagio cdsmica 2.

No trabalho apresentado por Martinelli e colegas em 2007, utilizando o mesmo
simulador Clinostato 3D, foi visto que a microgravidade pode produzir alteragdes na
performance do sistema imune, atuando nos linfécitos e mondcitos. A diminuicdo de
gravidade suprime as funcbes linfocitarias envolvidas nos processos imunes como
locomocgdo celular e expressdo de antigenos. Os resultados obtidos indicaram uma
diminuicdo ndo significativa na proliferacdo e viabilidade celular ap6s 24h de
micrograviadade simulada. No entanto um decréscimo significativo na proliferacdo e
viabilidade celular foi observado apds 48 horas de exposicdo. O estudo mostra que a
alteracdo do sistema imune durante um voo espacial, ndo esta apenas associada com o0s
estresses psicoldgiocos e fisioldgicos a que 0s astronautas estdo sujeitos, mas também
parece ser causada pela microgravidade real, pois afeta diretamente a viabilidade e
proliferacdo celular 2.

2.2 Medicina Regenerativa e Microgravidade

Estudos em modelos animais e em seres humanos expostos a microgravidade real ou
simulada, podem prover uma nova compreensdo acerca de varios aspectos da saude
humana, assim como o aumento do conhecimento a respeito da cultura de células e tecidos
nesses ambientes, apresentando assim um forte impacto biotecnologico para a medicina
regenerativa®. Aliada & essa tendéncia, as células tronco humanas sdo um importante objeto
de estudo e de trabalho nessa area, justamente pelo fato de possuirem caracteristicas
inerentes que as permitem transformar-se em qualquer célula do corpo. Porém o
entendimento do papel da gravidade no desenvolvimento e diferenciacdo de células-tronco
ainda é incipiente 24,

Assim, a peculiaridade essencial para que a diferenciacdo celular se torne possivel é a célula
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encontrar-se em estado de pluripoténcia ou multipoténcia. No entanto, esta diferenciagéo
pode ser afetada de forma significativa por estimulos mecanicos, bioquimicos ou interacdes
celulares %. Diversos estudos envolvendo células-tronco pluripotentes,  multipotentes
associados a microgravidade ja foram conduzidos, tendo sido percebidos resultados bastante
instigantes e interessantes. Estudos em microgravidade simulada realizados por Yuge e
colegas (2006), demonstraram que culturas de células-tronco mesenquimais humanas
possuem uma forte caracteristica de proliferar e reter a sua habilidade de diferenciar-se em
cartilagem hialina ap0s transplante °. Nesta mesma linha, a pesquisa de Gershovich e colegas
(2009), demonstrou que mudancas no nivel de expressdo de alguns genes associados aos
microfilamentos de actina do citoesqueleto e marcadores de células- tronco, sao
supostamente um dos mecanismos que contribuem para a adaptacdo das células na presenca
da microgravidade, o que pode responder a questdo por qual mecanismo genémico a
simulacdo da mesma reduz a diferenciacdo osteogénica das células tronco mesenquimais °.
Versari e colegas (2012), utilizaram tecidos de células-tronco derivadas do tecido adiposo
cultivadas em simulacdo de microgravidade, em incubadora padrdo de laboratério, que
resultou na diferenciacdo e proliferacdo alteradas. Os autores concluiram que o nivel de
oxigénio pode modular a sinalizacéo celular e a aderéncia das celulas, com a ciéncia de que a
simulacdo de microgravidade, por si s6, pode afetar a forma da célula e também a
organizagao do citoesqueleto .

Por outro lado, mas ainda com o viés da medicina regenerativa a reprogramacao de
células somaticas adultas em células tronco iPSC pluripotentes vem atraido consideravel
atencdo das comunidades publicas e cientificas. Essa atencdo se da devido a importancia
dessas células reprogramadas no screening de farmacos, modelagem de doencas, terapia
celular e medicina regenerativa 2°. Células somaticas de diferentes espécies: macaco, rato,
camundongo, humana tem sido reprogramadas pela superexpressdo de fatores de
transcricdo de pluripoténcia, tais como Oct4, Sox2, c-Myc e KIf4 em camundongos e Oct4,
Sox2, Nanog e Lin28 em células humanas. As iPSC humanas sdo uma importante fonte
celular alternativa para terapia celular em pacientes especificos, devido a sua habilidade de
auto regeneracéo ilimitada e pluripoténcia 2. Porém, sabe-se que a reprogramacao celular é
um processo considerado ineficiente, por muitos, devido ao seu alto custo do processo,
baixa reprodutibilidade. E sabido que redes regulatorias dos genes das células somaéticas
protegem as células de alteracbes mais importantes, e caracterizam barreiras a uma

reprogramacao eficiente 2.
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2.3 Plasticidade dos Fibroblastos na Reprogramacao e suas Caracteristicas.

A integridade do organismo humano depende de certo grau de estabilidade
fenotipica das células que formam seus tecidos . Do contrario, a instabilidade de
diferenciacdo marcada pela transformacdo de um fendtipo celular em outro, € uma das
caracteristicas relativas as mudancas que ocorrem na embriogénese, na cicatrizacdo, e
durante as adaptacdes fisiologicas. Essas mudancas sdo conhecidas como transdiferenciacdo
ou diferenciacgo celular, e refletem a plasticidade tipica das células .

Os fibroblastos sdo também bem conhecidos por desempenhar um papel importante
na cicatrizagdo de feridas, por conduzir a conversdo miogénica e induzir a expressao de
genes associados a pluripoténcia. No entanto, pouco foi relatado sobre sua propria
plasticidade na diferenciacdo direta, particularmente em relacdo a células pluripotentes
induzidas iPSC 2. Em um estudo conduzido por Osonoi e colegas de 2011, foi mostrado
que os fibroblastos conseguem se diferenciar diretamente nas derivativas das camadas
embrionarias: neurbnios (ectoderme), musculo-esqueléticas (mesoderme), e células
produtoras de insulina (endoderme). Os autores cultivaram fibroblastos de pele humana em
placas de petri cobertas com poli-L-lisina em condi¢des hipdxicas e normais. Em ambas as
condicgdes foram obtidos resultados positivos para transdiferenciagdo. Em apenas dois dias
de cultura induzida foram observados neur6nios com marcacao positiva para o marcador
neuronal beta Il tubulina. Ja na inducdo de cultura de fibroblastos para obtencao de células
musculo-esqueléticas, os fibroblastos cultivados apresentaram uma fusdo gradual e
formacdo e miotubos. Com relacdo a inducdo de conversdo dos fibroblastos em células
produtoras de insulina de células, grupos de células foram observados e a presenca de
insulina nesses agregados foi detectada no final do processo de diferenciacdo, assim como
algumas células isoladas também foram encontradas. No 21° dia foram observados
miotubos imaturos e quase maduros. Desta forma, segundo os autores, os fibroblastos de
pele humana sdo dotados de uma maior plasticidade do que o previamente estabelecido, e
em comparacao com as células tronco mesenquimais. Esse resultado demonstra o potencial
desses fibroblastos para serem utilizado como célula precursora em terapia celular, definido

com bases empiricas.

As células-tronco mesenquimais e fibroblastos maduros compartilham diversas
caracteristicas morfologicas e funcionais, até mesmo caracteristicas peculiares de
classificacdo estabelecidas pela Iniciativa Internacional de Células Tronco (do inglés
International Stem Cell Initiative ), como a adesdo ao plastico, expressdo de moléculas
CD73 e CD75 e auséncia de expressdo das moléculas CD14, CD34 e CD45, além da
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diferenciagdo induzida para linhagem osteogénica e adipogénica 2. Diversas similaridades
entre os fibroblastos e as células-tronco mesenquimais ja foram descritas, como a
localizacdo dessas células em todos os 6rgdos do corpo, sendo elas de origem endotelial,
epitelial e hematopoiético, com capacidade de sintetizar e remodelar a matriz extra celular
% Adicionalmente, caracteristicas de células indiferenciadas ja foram atribuidas aos
fibroblastos maduros, como por exemplo, mecanismos de estresse tecidual e inflamacao.
Alguns fibroblastos atuam no local de ferimentos através de migracédo, proliferando para
restabelecer a homeostasia dos tecidos reduzindo a inflamagdo local 2°. Porém, o reparo
associado aos fibroblastos em um eventual dano continuado, pode causar inflamacéo
cronica e a formacdo de fibrose, diferente do que é associado ao tratamento de lesbes
utilizando células-tronco mesenquimais *°.

Além disso, os fibroblastos sdo células do estroma mesenquimal e ocorrem em todos
os tecidos, e a plasticidade inerente desse tipo celular o fez ser escolhido para o
desenvolvimento desta pesquisa.

2.4 Alteractes no Ciclo, Expressao Génica Celular e sua relagdo com a Microgravidade

Uma nova perspectiva acerca da fisiologia humana e animal sob condigOes
extremas, como a microgravidade, pode também contribuir para um melhor entendimento
da fisiologia das doencas existentes na Terra, como por exemplo, a osteoporose, doencas
cardiovasculares, atrofias musculares e disfuncdes do sistema imune 3!. Muitos eventos em
nivel celular, vias metabdlicas, e vias de sinalizacdo vem sendo determinadas em células em
condigdes de microgravidade, incluindo ciclo celular, sobrevivéncia celular e apoptose 2.

A continuidade do ciclo celular ¢ regulada por interagdes entre ciclinas e CDK’s
especialmente no que se refere a transicdo da fase G1 para S, que € regulada pela familia de
reguladores negativos do ciclo celular CDKI’s. Faz parte dessa familia o grupo CIP KIP e
INK4. A proteina p21 faz parte da familia CIP-KIP, e em células diferenciadas ela pode ter
um papel crucial no interrompimento do ciclo celular 2. A proteina p27 inibidora da ciclina
quinase dependente é também um regulador crucial do ciclo celular na fase de transi¢cdo G1
para S e também ¢ responsavel por manter a integridade dos microtibulos . Ambas as
proteinas sdo inibidores ndo seletivos do ciclo celular, atuando nos diversos tipos de
complexos ciclina CDK. Outro regulador negativo do ciclo celular € a proteina p16, que ao
ligar-se a CK4 e CK6, causa sua inibicdo e consequente fosforilagdo da proteina Rb
(retinobastoma) bloqueando, desta forma, a progressio do ciclo celular 3.

Os efeitos da clinorrotacdo foram analisados por Arase e colegas, com auxilio de

um clinostato 3D, 0s quais investigaram a variacdo da expressdo génica em fibroblastos de
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pele humana de fetos. Apds as culturas celulares serem expostas a 24 h de exposi¢do a
microgravidade simulada, foram avaliados mais de 588 genes representativos, 0s quais
foram comparados aos Atlas de cDNAs humanos através de ensaio de PCR. Desses, cinco
genes tiveram uma expressdo aumentada e oito uma expressdo diminuida. Segundo o0s
achados, houve uma expressdo aumentada XRCC1 , e uma expressdo diminuida do ERB-
B12 e p21, o que foi confirmado pelo ensaio de PCR. Segundo os autores, os resultados
sugerem que a expressdo desses genes sdo moduladas pela variacdo do vetor gravitacional,
causada pelo simulador de microgravidade. Desta forma, esses dados podem servir de base
para estudos bioldgicos de culturas 3D 8.

Thiel e Paulsen, em 2012, realizaram uma pesquisa com o objetivo de identificar os
mecanismos de reacdo a alteracdo da gravidade em células de mamiferos, para melhor
compreender como a alteracdo do vetor gravitacional € percebida em um nivel celular.. Os
autores, em uma combinacéo de experimentos utilizando um clinostato 2D e microgravidade
real em voos parabolicos identificaram as reacGes imediatas que a microgravidade pode
causar no mecanismo de regulacdo do ciclo celular dos linfécitos T. Na simulacdo de
microgravidade, foi detectado um aumento na expressdo da p21, em minutos apos a
exposicao e menor expressdo da proteina cdc 25 C, em comparagdo com 0s grupos controle.
Adicionalmente, ocorreu um atraso e diminuicdo de fosforilacdo de Tyr-15 em relagdo aos
grupos controle. Nas células T priméarias CD3/CD28, CD4+ e células Jurkat a expressdo de
MRNA da p21, reguladora negativa de ciclo celular foi aumentada depois de 20 segundos de
microgravidade real, em compara¢do com o grupo controle. Com base nesses resultados os
autores sugerem que a expressdo de proteinas regulatérias do ciclo celular nos linfocitos T
requerem a gravidade terrestre, e que a desregulacdo da expressdo dessas proteinas podem
ser responsaveis pelas interferéncias no sistema imune que ocorre no espaco 2.

Sokolovskaya e Ignashkova, em 2013, verificaram os efeitos da microgravidade no
ciclo celular em células endoteliais. Foram analisados alteracdes no ciclo de células
endoteliais de linhagem EAhy 926 expostas a microgravidade simulada em um simulador
RPM. Utilizando citometria de fluxo, os autores verificaram um aumento de porcentagem
de celulas em fase GO/G1, apds 24 e 94 horas de exposi¢cdo em comparagcdo com 0 grupo
controle. No entanto, nenhuma diferenca significativa foi encontrada apds 120 horas de
exposicdo a microgravidade simulada. Com relagdo a fase S, o percentual de células
diminuiu significativamente apds 24 e 96 horas de exposicdo. Os autores demonstraram,
entdo que a simulagdo inibe a progressdo do ciclo celular de GO/G1 para a fase S. Foi

também observado um efeito de hibernagdo quando o crescimento das células no simulador
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diminuia, mas ndo parava. Além desses resultados, foi constatado que a microgravidade
simulada também interferiu na adesdo celular e alterou a expressdo de alfa tubulinas 3.
Tendo em vista as alteracBes génicas, morfoldgicas e estruturais celulares geradas pela
modificacdo do vetor gravitacional, como acima descrito, acredita-se que a utilizacdo do
Clinostato 3D seja uma ferramenta que viabilize o aprofundamento de estudos e pesquisas

da Biologia Celular e Molecular.
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3. OBJETIVOS GERIAS

Analisar a influéncia da exposicdo de fibroblastos de pele humana a microgravidade
simulada, através do uso de um clinostato 3D, em relacdo as alteragdes morfoldgicas,
capacidade de crescimento, e expressao génica durante dois diferentes periodos de
exposicao.
3.1 Objetivos Especificos.

e Determinar o protocolo étimo de exposi¢do dos fibroblastos de pele humana a
microgravidade simulada para analise microscopica, genética, testes de passagem, e
ensaio de proliferacdo celular.

e Estimar o Crescimento Populacional- PDL ( do inglés -population doubling-level).

e Realizar testes de passagem, contando o numero de vezes que as células foram
recultivadas.

e Detectar, atraves de gRT-PCR, a presenca de genes relacionados a ciclo celular e
senescéncia celular.

e Detectar a presenca de marcadores de pluripoténcia Oct4, Nanog.
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4. METODOLOGIA
4.1 Obtencéo dos Fibroblastos

Os fibroblastos foram obtidos de bidpsias de pele de um paciente maior de idade,
saudavel, livre de doencas infecciosas, atendido no Programa de Cirurgia Plastica do
Hospital S&o Lucas da PUCRS. Esse procedimento foi realizado ap0s a assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido, TCLE, conforme Apéndice A, pelo paciente. A
coleta foi realizada através de bidpsia de fragmentos de pele residuais da cirurgia de
abdominoplastia, realizada pelo cirurgido responsavel. Esse material somente foi utilizado
para esta pesquisa apés o recebimento de uma carta de autorizacdo do Chefe de Servico de
Cirurgia Geral do HSL-PUCRS. Essa pesquisa foi realizada apds a aprovacdo do Comité de
ética em Pesquisa do PUCRS, protocolo n® CAAE45548315.

Os fragmentos de pele foram conduzidos ao Centro de Terapia Celular do Instituto
de Pesquisas Biomédicas da PUCRS, onde foram fragmentados em pedacos de 10
milimetros quadrados. Os fragmentos foram colocados em uma placa de Petri, na qual
foram adicionados 20 mL de meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino,
100 U/mL de penicilina, 100 U/mL de estreptomicina, 100 pg/mL de gentamicina e 20
ng/mL de fator de crescimento de fibroblastos (FGF). Os fragmentos foram mantidos em

incubadora a 37° C com 5% COz por cerca de 15 dias e ap6s, foram retirados e a camada de

células que estava aderida na placa foi mantida em cultura sob as mesmas condicdes até o

momento do experimento (Figura 1).

Figura 1. Disposicao dos fragmentos de pele em placa de Petri de 60 mm.

Fonte: Ismael Plentz
A placa é inicialmente preparada com ranhuras para fixacdo do fragmento de pele

4.2 Preparacdo das Culturas Celulares para Exposi¢ao a Microgravidade Simulada:
As garrafas de cultura celular foram preparadas um dia antes da exposicdo a
microgravidade simulada, visto que, as células devem ja estar aderidas ao fundo da garrafa

para que o experimento possa ser realizado. No ensaio, células de 7% e 162 passagem foram
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utilizadas. As mesmas estavam previamente preparadas e mantidas em cultura padréo em
garrafas de cultura, como anteriormente descrito. Para o inicio do procedimento, as células
foram devidamente tripsinizadas e recultivadas em oito garrafas de cultura, com area de
crescimento de 25 cm?, e com densidade celular de 2,5.10° células. Quatro garrafas foram
submetidas & microgravidade simulada e o restante foi utilizado como grupo controle, em
condi¢cGes normais de cultura celular na mesma estufa imida a 37° C, suplementada com
5% de CO,. Apds o processo de tripsinizagdo, os fibroblastos foram recultivados em 5 mL
de meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de estreptomicina e 0,1%
de gentamicina. Apds 24 horas, essas mesmas garrafas de cultura foram observadas em
microscopio invertido, e estando as células devidamente aderidas, o meio de cultura da
garrafa foi trocado e, diferentemente das culturas padrdo em garrafas, foi adicionado o
volume total da garrafa de 25 cm? de area de crescimento, ou seja 50 mL de meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de streptomicina e 0,1 % de gentamicina,
afim de que as células permanecessem em contato como meio de cultura em questdo por
durante todo o processo.

E importante salientar que esta pesquisa foi realizada no Instituto de Pesquisas
Biologicas (IPB) com células de fibroblasto humano e que apenas as 72 e 162 passagens

provenientes de culturas primarias foram disponibilizadas para a realizacéo deste projeto.

4.3 Simulagéo da Microgravidade

Para a simulacdo de microgravidade foi empregado um clinostato tridimensional
construido no Centro de Microgravidade FENG/ PUCRS. O clinostato gira a uma
velocidade de rotacdo e de revolugdo constantes de 1,6 rpm (Figura 2). Foram preparadas,
quatro garrafas de cultura celular, de vinte e cinco cm? de area de crescimento,com
fibroblastos de pele humana. As garrafas do grupo amostra foram inicialmente colocadas no
clinostato por 5 horas, 20 horas, 24horas e 40horas, sendo esse o protocolo inicial de
exposi¢do a microgravidade. O Clinostato 3D e as amostras ja devidamente dispostas no
aparelho foram colocadas no interior de uma estufa padrao de cultura celular, em condicgdes

previamente preconizadas, com temperatura de 37° graus centigrados e fluxo de 5% de COa.
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Figura 2. Figura representativa do clinostato tridimensional

Fonte: Adaptado de Santos, 2006

4.4 Analise Morfoldgica das Células

Logo apds a exposicdo das células ao Clinostato 3D, por 24 horas e 40 horas, foi
realizada uma andlise morfologica das células em microscopio invertido Zeiss, com
aumento de duzentas vezes, com o objetivo de perceber alteragdes significativas em sua
morfologia e confluéncia. Antes da analise microscopica, 0 meio de cultura em excesso foi
aspirado, para permitir uma melhor visualizacdo das células. A andlise foi feita tanto nos
grupos amostra, quanto nos grupos controle.
4.5 Realizagao do Ensaio de Viabilidade Celular

Para cada periodo de tempo analisado, foram preparadas placas de 96 pogos com
200pL de meio DMEM suplementado contendo 4,5.10° células para cada pogo. As células
foram cultivadas por 24 horas e apds esse periodo foram lavadas com DPBS® (Dulbeco’s
Phosphate Buffer Saline). Apos a lavagem, as células foram expostas ao meio, obedecendo
ao sistema de triplicata. Como Controle Negativo, livre de toxicidade, foram mantidos
pocos apenas com cultivos celulares. As células foram entdo cultivadas por 24h sob as
mesmas condic@es iniciais de cultivo.

Ap0s esse periodo, 0 meio de cultura foi aspirado e foi adicionado 200uL de solugdo
MTT na concentragdo de 5mg/mL em meio DMEM suplementado. As células foram entéo
incubadas por 4 horas a 37 °C, em estufa com 5% de CO,. O MTT foi entéo solubilizado
em 200uL de dimetil sulféxido (DMSO) para realizagdo da leitura. As Densidades Oticas
foram, medidas em um comprimento de onda de 570 nm em leitor de ELISA (Bio-Rad
Benchmark, Hercules, USA). A viabilidade celular foi entéo calculada, através da seguinte
férmula: Viabilidade Celular (%) = Média DO do grupo teste X 100 / Média DO do grupo

controle.
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4.6 Realizacdo dos Testes de Passagem

Para realizacdo dos testes de passagem, as células foram recultivadas em placas de
seis po¢os, logo apds o término da exposi¢do a microgravidade simulada. O conteddo das
garrafas foi devidamente tripsinizado, o nimero de células foi contado com auxilio de uma
Camara de Neubauer, e apds a contagem uma densidade 2.10° células foi inoculada, em
cada poco, assim como o grupo controle. O experimento foi realizado em duplicata, sempre
sendo inoculados dois pogos de cada passagem e cada tempo. As tripsinizagdes e passagens,
foram feitas sem levar em consideracdo o numero de células, ou seja, nesse ensaio néo foi
realizada contagem.

4.7 Realizacdo dos Ensaios de Crescimento Populacional.

Para realizacdo dos ensaios de Crescimento Populacional, as células também foram
recultivadas em placas de seis pogos da marca TPP, logo ap6s o término da exposicéo a
microgravidade simulada. O contedo das garrafas foi devidamente tripsinizado, o nimero
de células também contado com auxilio da Camara de Neubauer, e apds a contagem uma
densidade de 2.10° células foi inoculada em cada pogo. O experimento foi realizado em
triplicata, nesse caso, para que uma média de taxa de crescimento fosse obtida. Apds o
plagueamento, foram realizadas contagens com intervalos de entre trés e seis dias, a analise
visual de necessidade de tripsinizacdo das células, em virtude de sua confluéncia. O célculo
para obtencdo do valor de PDL- (do inglés Population Doubling Level) fornece uma
estimativa do nimero de dias em que a cultura celular levaria para duplicar sua populacéo,
haja vista que a cada tripsinizacdo € inoculado metade da densidade que foi trispsizada. No
experimento, cada poco foi tripsinizado e ressuspenso em 1000 uL, sendo que 500 pL
desses eram novamente inoculados. apenas com cultivos celulares. As células foram entéo
cultivadas por 24h sob as mesmas condicdes iniciais de cultivo.

Apds esse periodo, 0 meio de cultura foi aspirado e foi adicionado 200uL de solugédo
MTT na concentragdo de 5mg/mL em meio DMEM suplementado. As células foram entdo
incubadas por 4 horas a 37 °C, em estufa com 5% de CO,. O MTT foi entéo solubilizado
em 200uL de dimetil sulfoxido (DMSO) para realizacdo da leitura.

As Densidades Oticas foram, medidas em um comprimento de onda de 570 nm em
leitor de ELISA (Bio-Rad Benchmark, Hercules, USA). A viabilidade celular foi entdo
calculada, através da seguinte férmula: Viabilidade Celular (%) = Média DO do grupo teste
X 100 / Média DO do grupo controle.
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4.8 Realizacdo da Analise Molecular através de qRT-PCR

Foi realizada analise molecular de genes relacionados ao ciclo celular e a
senescéncia celular, tanto das células que foram expostas a microgravidade simulada como
de seus controles. O RNA foi extraido utilizando kit RNA SV-Total (Promega). As
amostras foram expostas a um tampdo de lise, aquecidas a 70°C por 3 minutos e
centrifugadas a 12000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e adicionado e
ele 200 pL de &lcool 95%. O conteudo foi transferido para uma coluna de silica e
centrifugado a 12000 g por 1 minuto. Adicionalmente foi acrescentado 600 pL de tampéo e
novamente centrifugado a 12000 g por 1 minuto. Foi adicionado enzima DNAse diluida em
tampéo e cloreto de manganés (MgClz) e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente
foi adicionado tampéo de blogueio da enzima e as colunas foram novamente centrifugadas a
12000 g por 1 minuto. As colunas foram entdo lavadas com tampao de lavagem e 0 RNA
retido na silica foi eluido com 100 pL de &gua livre de RNAse através de centrifugacdo a
12000 g por 2 minutos. O RNA extraido foi quantificado utilizando o fluordmetro Qubit
2.0 (Life Technologies) conforme orientacdo do fabricante. Aliquotas e 5 puL de cada
amostra de RNA extraido foram adicionados a 195
ML de tampéo contendo uma sonda RNA HS Assay (Life Technologies) e realizada a leitura
para quantificacao.

A sintese de cDNA foi realizada utilizando SuperScript VILO MasterMix (Life
Technologies) conforme orientacdo do fabricante. Foi adicionado 16 pL de RNA em 4 pL
da master mix SuperScript VILO e expostas aos ciclos térmicos (25°C por 10 minutos,
42°C por 60 minutos e 85°C por 5 minutos) utilizando termociclador Verit (Life
Technologies). O DNA complementar ao RNA extraido foi quantificado utilizando o
fluordmetro Qubit 2.0 (Life Technologies) conforme orientacdo do fabricante. Aliquotas e 1
pL de cada amostra de cDNA foram adicionados a 199 uL de tampéo contendo uma sonda
ssDNA Assay (Life Technologies) e realizada a leitura para quantificacéo.

Para analise da expressdo génica, foi realizada técnica da reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) em tempo real utilizando equipamento StepOne Plus (Life Techologies).

Foram realizadas amplificagdes a partir de 20 ng de cDNA para cada amostra. Os ensaios

foram realizados em placas individuais para cada gene utilizando o gene GAPDH como
controle enddégeno de expressdo. Para analise do ciclo celular e senescéncia, foram
utilizados primers complementares a sequencia dos mRNAs dos seguintes genes: pl6,

p21, p27. As sequencias de primers utilizadas estdo descritas na tabela 1. Para a anélise de
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dados referentes a expressdo génica foi utilizado o método de quantificacdo relativa 2-Act,
sendo o controle enddgeno o gene GAPDH, e posteriores andlises utilizando o teste
ANOVA do software Graphpad Prim 5.

Tabela 1. Sequéncia

P16 F: 5-GGAGCAGCATGGAGCCTTCG-3’ R:5-TCCCCTGCAAACTTCGTCCTC-3’
P21 F: 5-CCCGTGAGCGATGGAACT-3*  R:5’-CCTGCCTCCTCCCAACTCAT -3’
P27 F: 5-CCGACGATTCTTCTACTCAA-3’  R: 5-ATGCTACATCCAACGCTTT -3’
GAPDH F: 5-GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC-3'R:5’-AGAGTTAAAAGCAGCCCTGGT-3’

4.9 Imunofluorescéncia

O meio de cultura indutor foi aspirado e as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% por 15 minutos. As culturas foram entdo lavadas duas vezes com
tampdo DBPS e foi adicionado 1 mL por poco de solucdo de bloqueio (Soro Fetal Bovino
e Albumina Sérica Bovina) (Life Technologies), incubado por uma hora a temperatura
ambiente. Apds a incubacdo, foram adicionados ou anticorpos anti-Oct4 e anti-Nanog
conjugados com FITC ambos marcadores de superficie para pluripoténcia celular. As
culturas foram incubadas a temperatura ambiente por duas horas. As amostras foram
lavadas duas vezes com tampdo DPBS e adicionado DAPI a 0,01% para marcagéo
nuclear. Imagens das células foram capturadas através de microscopio confocal Zeiss
LSM-5 exciter utilizando comprimento de onda de excitacdo de 488 nm para a marcagéo

do anticorpo e 405 nm para a marcagéo nuclear por DAPI.
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Efeito da Microgravidade simulada sobre Fibroblastos de Pele Humana

Abstract: The inherent characteristics of plasticity of human fibroblast cells makes it an
important tool for evaluating the effects of microgravity at a cellular level. This study
analyzed the behavior of human skin fragment fibroblasts in a simulated microgravity
environment. Methods: Human fibroblast cells in the 8th and 17th passage, cultured under
standard incubator conditions at 37°C with 5% CO, were submitted to simulated
microgravity in a 3D-clinostat for a period of 24h and 40h. After exposure, both passage
cells were analyzed and compared with the control group (1G) in population doubling
assays, tests of passage, microscopic and confocal microscopy analysis for immune
fluorescence assay, as well as PCR analysis for detection of variations in the gene expression
related to the cell cycle (p21, pl6, p27). Results: Before microgravity exposure, cells
belonging to the 17th passage presented characteristics of cells in an apoptotic state. After
24h and 40h of microgravity, the cells of both groups showed themselves to be more
confluent and elongated. PCR analysis demonstrated that p21 expression was decreased
while pl16 increased. However, alterations on the p27 expression couldn’t be seen. In
addition, PCR analysis showed a difference in expression of p21 and p16 genes between the
24h and 40h samples. Discussion: The present research showed cells to be more confluent
and elongated after microgravity exposure, a characteristic of cells with fewer passages,
suggesting alterations in their cytoskeleton. This result was confirmed by PCR analysis
where a decrease in p21 expression was demonstrated. This result corroborates previous
findings that among 588 genes tested, the p21 gene presented a negative expression.
Conversely, the p16 gene showed a positive expression. Since both the p21 and pl16 genes
are related to the cell cycle, these results suggest the hypothesis of important changes having
occurred in the cellular cytoskeleton and, consequently, a probable alteration in the
production of cell cycle regulatory proteins (cyclins). Furthermore, RT-PCR analysis
demonstrated a difference in p21 and p16 gene expression between the 24h and 40h samples,
indicating the need for a more detailed comparison between the exposure times. Also,
pluripotency markers were found, Oct4 and Nanog, which suggest alterations on plasticity
levels of the fibroblasts exposed to simulated microgravity.

Keywords: microgravity, fibroblasts, cell cycle, pcr, population doubling
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Resumo: As caracteristicas da plasticidade inerentes das células de fibroblastos humanos os
tornam uma ferramenta importante para avaliar os efeitos da microgravidade em nivel
celular. Este estudo analisou o comportamento dos fibroblastos de pele humanas em
microgravidade simulada. Métodos: células de fibroblasto humanas de 82 e 172 passagem,
cultivadas em condig¢Bes normais em incubadora a 37°C com 5% de CO., foram submetidas
a microgravidade simulada em um clinostato-3D por um periodo de 24h e 40h. Apds a
exposicdo, as culturas experimentais foram analisadas e comparadas com o grupo controle
(1G) em ensaios de proliferacdo celular (population doubling), ensaios de passagem e
analise microscépica, bem como por anélise de PCR para a detecgdo de variagbes na
expressao de genes relacionados ao ciclo celular (p21, pl6, p27). Resultado: Antes da
exposicdo a microgravidade simulada, as células pertencentes a passagem 172 apresentaram
caracteristicas de células em estado apopt6tico. Ap6s 24h e 40h de microgravidade
simulada, as células de ambos os grupos se mostraram mais confluentes e alongadas. A
analise de PCR demonstrou que a expressao de p21 foi diminuida enquanto a expressao p16
aumentou. Porém a expressdo de p27 nao apresentou alteracfes. Além disso, a analise em
PCR mostrou uma diferenga na expressao dos genes p21 e p16 entre as amostras expostas
por 24h e 40h. Discussdo: A presente pesquisa mostrou que apds a exposicdo a
microgravidade simulada, as células apresentaram-se mais confluente e de formato
alongado, caracteristica esta presente em células com um menor numero de passagens,
sugerindo que a microgravidade simulada provoca alteracbes no seu citoesqueleto. Este
resultado foi confirmado através da analise de PCR, onde foi demonstrada uma diminui¢do
na expressao de p2l1. Esse resultado corrobora descobertas anteriores de que entre 588
genes testados, 0 gene p21 apresentaram uma expressdo negativa. Por outro lado, o gene
pl6 mostrou uma expressao positiva. Uma vez que ambos os genes p2l e pl6 estdo
relacionados com o ciclo celular, estes resultados sugerem a hipdtese de que alteragdes
importantes ocorreram no citoesqueleto celular e, consequentemente, uma provavel
alteracdo na producdo de proteinas reguladoras do ciclo celular (ciclinas). Além disso, a
analise de RT-PCR demonstrou uma diferenca na expressdo do gene p21 e pl6 entre as
amostras 24h e 40h, indicando a necessidade de uma comparacdo mais detalhada entre os
tempos de exposi¢cdo. Foram também percebidas alteragdes no nivel de plasticidade dos
fibroblatos de 8%xpostos a microgravidade simulada, nos testes de imunofluorescéncia,
devido a presenca de marcadores de pluripotencia Oct4, Nanog.

PALAVRAS CHAVE: microgravidade, fibroblastos, ciclo celular, PCR, population
doubling.
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1. Introducéo:

Na terra os organismos estdo permanentemente sujeitos & agdo da gravidade *, a qual produz
um conjunto de estimulagdes mecanicas essenciais para um funcionamento normal dos
tecidos e células. Essa forca gravitacional desempenha um papel fundamental na orientacéo
espacial em terra. Dessa forma, muitos organismos, incluindo os seres humanos sao
gravitacionalmente polarizados?. O primeiro experimento utilizando instrumentos para
manipulacdo da gravidade e, com isso obter conhecimento sobre o impacto de sua for¢a em
sistemas bioldgicos, foi realizado por Sir. Thomas Andrew Knight em 1806 3. Nos
processos biologicos, seu valor tem sido demonstrado atraves de pesquisas que incluem:
avaliar o crescimento e a viruléncia de microrganismos, no intuito de auxiliar no isolamento
de genes relevantes para o desenvolvimento de vacinas, avaliar a permeabilidade de
farmacos em células de epitélio pulmonar # e cultivar tecidos de diferentes espécies, tendo
em vista que, em microgravidade, eles se desenvolvem de forma tridimensional,
melhorando, por exemplo, a fidelidade do efeito produzido pelos farmacos.

O termo fibroblasto é tradicionalmente empregado para identificar 0 membro da
familia de células de origem mesenguimal gque sintetiza os componentes fibrilares (coldgeno
e elastina), e ndo fibrilares (glicoproteinas e proteoglicanos) da matriz extracelular do tecido
conjuntivo. O fibroblasto, como célula “imatura” ou de caracteristica mesenquimal, ¢
reconhecido como tipo celular versatil dos tecidos conjuntivos. Além de ser responsavel
pela formacéo e remodelacgdo dos tecidos classificados, histologicamente, como conjuntivos
propriamente ditos, participa de modo ativo nos processos de cicatrizacdo e de fibrose em
determinadas doencas. Uma vez diferenciados como subtipos celulares “maduros”, os
fibroblastos ainda exibem diversidade consideravel no que diz respeito as caracteristicas
morfoldgicas, expressdo de receptores de superficie celular especifica e capacidade de
renovacdo celular.

Chen e colegas em 2011 demonstraram que a simulacdo de microgravidade resulta
em uma alteragdo ndo somente na forma das células cultivadas, mas também na liberagéo
de proteinas especificas, além de aumentar o nivel de diferenciacdo das células-tronco
mesenquimais em neurdnios. Esse resultado, segundo os autores, pode se tornar uma nova
estratégia de tratamento para doencas do sistema nervoso central °.

Levando em consideragdo que estudos prévios relacionam alteragdes na forma
celular, bem como nos processos do ciclo celular em simulacdo de microgravidade, e que 0s
fibroblastos mostram-se tipo celulares dotados de “plasticidade”, mesmo quando maduros ,

A presente pesquisa utilizou células oriundas de sobras de pele de cirurgia plastica
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abdominal, com o objetivo de analisar se ocorrem altera¢cbes morfoldgicas, no crescimento
e também na expressdo génica em células cultivadas em Clinostato-3D, e comparar seu
comportamento com o cultivo do mesmo tipo celular em cultura celular padrdo (em estufa
Umida a 37°C com 5% COy).

O Clinostato 3D é um equipamento validado pela comunidade cientifica como
modelo para simular a microgravidade . O Clinostato 3D empregado neste experimento
apresenta dois eixos de movimentacdo, um que € chamado de eixo de rotagdo e o segundo é
0 eixo de revolucdo. O movimento criado no eixo de rotacdo caracteriza-se por fazer o
recipiente da amostra girar em torno de um eixo paralelo ao seu proprio eixo. O eixo de
revolugdo é perpendicular ao eixo do recipiente da amostra, fazendo com que esse, hora
esteja de cabeca para cima e hora de cabeca para baixo. Assim, para simular a
microgravidade, o recipiente contendo a amostra é disposto na estrutura interna do
Clinostato-3D, que através da composicdao do movimento entre as rotagdes nos dois eixos,
desorienta as células, de tal maneira que essas perdem a referéncia do vetor gravitacional,
gerando, consequentemente, um estresse sobre as mesmas por desorientagio 8.

2. Metodologia
2.1 Obtencao dos Fibroblastos

Os fibroblastos foram obtidos de biopsias de pele de um paciente maior de idade,
saudavel, livre de doencas infecciosas, atendido no Programa de Cirurgia Plastica do
Hospital Sdo Lucas da PUCRS. Esse procedimento foi realizado ap6s a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, TCLE, pelo paciente. A coleta foi realizada
atraves de biopsia de fragmentos de pele residuais da cirurgia de abdominoplastia, realizada
pelo cirurgido responsavel. Esse material somente foi utilizado para esta pesquisa ap0s o
recebimento de uma carta de autorizacdo do Chefe de Servico de Cirurgia Geral do HSL-
PUCRS. Essa pesquisa foi realizada ap6s a aprovacdo do Comité de ética em Pesquisa do
PUCRS, protocolo n®° CAAE45548315.

Os fragmentos de pele foram conduzidos ao Centro de Terapia Celular do Instituto
de Pesquisas Biomédicas da PUCRS, onde foram separados em pedacos de 10 milimetros
quadrados. Os fragmentos foram colocados em uma placa de Petri, na qual foram
adicionados 20 mL de meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100
U/mL de penicilina, 100 U/mL de estreptomicina, 100 pg/mL de gentamicina e 20 ng/mL
de fator de crescimento de fibroblastos (FGF). Os fragmentos foram mantidos em

incubadora a 37° C com 5% CO; por cerca de 15 dias e ap6s, foram retirados e a camada de
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células que estava aderida na placa foi mantida em cultura sob as mesmas condicdes até o
momento do experimento. Figura 1.

Figura 1. Disposicao dos fragmentos de pele em placa de Petri de 60 mm.

Fonte: Ismael Plentz

A placa é inicialmente preparada com ranhuras para fixacdo do fragmento de pele.
2.2 Preparacdo das Culturas Celulares para Exposicdo a Microgravidade Simulada:

As garrafas de cultura celular foram preparadas um dia antes da exposicdo a
microgravidade simulada, visto que, as células devem ja estar aderidas ao fundo das
mesmas para que o experimento possa ser realizado. No ensaio, células 72 e 162 passagem
provenientes de culturas priméarias foram utilizadas. As mesmas estavam previamente
preparadas e mantidas em cultura padrdo em garrafas de cultura, como anteriormente
descrito. Para o inicio do procedimento, as células foram devidamente tripsinizadas e
recultivadas em oito garrafas de cultura, com éarea de crescimento de 25 cm? e com
densidade celular de 2,5.108 células. Quatro garrafas foram submetidas a microgravidade
simulada e o restante foi utilizado como grupo controle, em condi¢cGes normais de cultura

celular na mesma estufa tmida a 37° C, suplementada com 5% de CO». Apds o processo de

tripsinizacdo, os fibroblastos foram recultivados em 5 mililitros de meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de estreptomicina e 0,1% de gentamicina.
Apbs 24 horas, essas mesmas garrafas de cultura foram observadas em microscopio
invertido (grupo reservado para o0 experimento e grupo controle), e estando as células
devidamente aderidas, 0 meio de cultura da garrafa foi trocado e, diferentemente das
culturas padrdo em garrafas, foi adicionado o volume total da garrafa de 25 centimetros
quadrados de area de crescimento, ou seja 50 mL de meio DMEM suplementado com 10%

de soro fetal bovino, 1% de streptomicina e 0,1 % de gentamicina, afim de que as células
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permanecessem em contato como meio de cultura em questdo por durante todo o processo.
E importante salientar que esta pesquisa foi realizada no Instituto de Pesquisas Bioldgicas
(IPB) com células de fibroblasto humano e que apenas as 82 e 172 passagens provenientes
de culturas primarias foram disponibilizadas para a realizacdo deste projeto.
2.3 Simulacéo da Microgravidade

Para a simulacdo de microgravidade foi empregado um clinostato tridimensional
construido no Centro de Microgravidade FENG/ PUCRS. O clinostato gira a uma
velocidade de rotacdo e de revolugdo constantes de 1,6 rpm (Figura 2). Foram preparadas,
quatro garrafas de cultura celular, de vinte e cinco centimetros quadrados de &rea de
crescimento, com fibroblastos de pele humana. As garrafas do grupo amostra foram
inicialmente colocadas no clinostato por 5 h, 20 h, 24h e 40h, sendo esse o protocolo inicial
de exposicdo a microgravidade. O Clinostato 3D e as amostras ja devidamente dispostas no
aparelho foram colocadas no interior de uma estufa padrdo de cultura celular, em condigdes
previamente preconizadas, com temperatura de 37 graus centigrados e fluxo de 5% de CO-..

Figura 2. Figura representativa do clinostato tridimensional

Fonte: Adaptado de Santos, 2006
2.4 Analise Morfologica das Células
Logo apds a exposicao das células ao Clinostato 3D, por 24 horas e 40 horas, foi
realizada uma andlise morfologica das células em microscépio invertido Zeiss, com
aumento de duzentas vezes, com o objetivo de perceber alteracdes significativas em sua
morfologia e confluéncia. Antes da analise microscopica, 0 meio de cultura em excesso foi
aspirado, para permitir uma melhor visualizacdo das células. A analise foi feita tanto nos
grupos amostra, quanto nos grupos controle.
2.5 Realizacéo do Ensaio de Viabilidade Celular
Para cada periodo de tempo analisado, foram preparadas placas de 96 po¢os com
200pL de meio DMEM suplementado contendo 4,5.10° células em cada pogo. As células
foram mantidas por 24 horas e apés esse periodo foram lavadas com DPBS® (Dulbeco’s

Phosphate Buffer Saline). Apds a lavagem, as células foram suplementadas novamente com
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meio DMEM. O experimento foi realizado em triplicata. Como Controle Negativo, foi
empregada solucédo DPBS .

Ap0s esse periodo, 0 meio de cultura foi aspirado e foi adicionado 200uL de solugdo
MTT na concentragdo de 5mg/mL em meio DMEM suplementado. As células foram entdo
incubadas por 4 horas a 37 °C, em estufa com 5% de CO,. O MTT foi entéo solubilizado
em 200uL de dimetil sulfoxido (DMSO) para realizacdo da leitura. As Densidades Oticas
foram, medidas em um comprimento de onda de 570 nm em leitor de ELISA (Bio-Rad
Benchmark, Hercules, USA). A viabilidade celular foi entdo calculada, através da seguinte
férmula: Viabilidade Celular (%) = Média DO do grupo teste X 100 / Média DO do grupo
controle.
2.6 Realizacdo dos Testes de passagem

Para realizacdo dos testes de passagem, as células foram recultivadas em placas de
seis pocos, logo apos o término da exposicdo a microgravidade simulada. O contetdo das
garrafas foi devidamente tripsinizado, o nimero de células foi contado com auxilio de uma
Camara de Neubauer. Apds a contagem uma densidade 2.10° células foi inoculada, em cada
poco. Este mesmo procedimento foi realizada com o grupo controle. O experimento foi
realizado em duplicata, ou seja, sempre sendo inoculados dois pocos de cada passagem e
cada tempo. As tripsinizacbes e passagens subsequentes, foram feitas sem levar em
consideracdo o numero de células, ou seja, nesse ensaio nao foi realizada contagem do
namero de células
2.7 Realizacéo dos ensaios de Crescimento Populacional.

Para realizacdo dos ensaios de Crescimento Populacional, as células também foram
recultivadas em placas de seis pogos da marca TPP®, logo ap6s o término da exposicdo a
microgravidade simulada. O contetdo das garrafas foi devidamente tripsinizado, 0 niUmero
de células contado com auxilio da Camara de Neubauer, e apds a contagem uma densidade
de 2.10° células foi inoculada em cada pogo. O experimento foi realizado em triplicata,
nesse caso, para que uma média de taxa de crescimento fosse obtida. Apds o
plagueamento, as células foram ali mantidas até que mediante analise visual houvesse a
necessidade de tripsinizacdo, em virtude de sua confluéncia. Assim, as contagens celulares
foram realizadas com intervalos de entre trés e seis dias. O calculo para obtengédo do valor
de PDL- (do inglés Population Doubling Level) fornece uma estimativa do nimero de dias
em que a cultura celular levaria para duplicar sua populacdo, haja vista que a cada
tripsinizacdo foi inoculada a metade da densidade que foi trispsizada. No experimento, cada

poco foi tripsinizado e ressuspenso em 1000 puL, sendo que 500 pL desses eram novamente
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inoculados.

Férmula representativa do Crescimento Populacional PDL.:

PdI=Numero de dias entre as contagens Log N x 2 / Log N do numero final de células+
ndmero inicial de células.

Fonte: ATCC Animal Cell Culture Guide.

2.8 Realizacdo da Analise Molecular através de gqRT-PCR

Foi realizada andlise molecular de genes relacionados ao ciclo celular e a
senescéncia celular, tanto das células que foram expostas a microgravidade simulada como
de seus controles. O RNA foi extraido utilizando kit RNA SV-Total (Promega). As
amostras foram expostas a um tampdo de lise, aquecidas a 70°C por 3 minutos e
centrifugadas a 12000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e adicionado e
ele 200 pL de alcool 95%. O conteddo foi transferido para uma coluna de silica e
centrifugado a 12000 g por 1 minuto. Adicionalmente foi acrescentado 600 pL de tampéo e
novamente centrifugado a 12000 g por 1 minuto. Foi adicionado enzima DNAse diluida em
tampéo e cloreto de manganés (MgClz) e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente
foi adicionado tampéo de blogueio da enzima e as colunas foram novamente centrifugadas a
12000 g por 1 minuto. As colunas foram entdo lavadas com tampéo de lavagem e o RNA
retido na silica foi eluido com 100 pL de &gua livre de RNAse através de centrifugacao a
12000 g por 2 minutos. O RNA extraido foi quantificado utilizando o fluorémetro Qubit 2.0
(Life Technologies) conforme orientacdo do fabricante. Aliquotas e 5 UL de cada amostra
de RNA extraido foram adicionados a 195 pL de tampdo contendo uma sonda RNA HS
Assay (Life Technologies) e realizada a leitura para quantificacao.

A sintese de cDNA foi realizada utilizando SuperScript VILO MasterMix (Life
Technologies) conforme orientacdo do fabricante. Foi adicionado 16 puL de RNA em 4 L
da master mix SuperScript VILO e expostas aos ciclos térmicos (25°C por 10 minutos,
42°C por 60 minutos e 85°C por 5 minutos) utilizando termociclador Verit (Life
Technologies). O DNA complementar ao RNA extraido foi quantificado utilizando o
fluordmetro Qubit 2.0 (Life Technologies) conforme orientacdo do fabricante. Aliquotas e
1 pL de cada amostra de cDNA foram adicionados a 199 pL de tampédo contendo uma
sonda ssDNA Assay (Life Technologies) e realizada a leitura para quantificacdo Para
analise da expressdo génica, foi realizada técnica da reagdo em cadeia de polimerase (PCR)
em tempo real utilizando equipamento StepOne Plus (Life Techologies).Foram realizadas

amplificacOes a partir de 20 ng de cDNA para cada amostra. Os ensaios foram realizados
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em placas individuais para cada gene utilizando o gene GAPDH como controle endégeno
de expressdo. Para andlise do ciclo celular e senescéncia, foram utilizados primers
complementares a sequencia dos mMRNAs dos seguintes genes: pl6, p2l, p27. As
sequencias de primers utilizadas estdo descritas na tabela 1. Para a analise de dados
referentes a expressdo génica foi utilizado o método de quantificacéo relativa 2-Act, sendo o
controle enddgeno o gene GAPDH, e posteriores andlises utilizando o teste ANOVA do
software Graphpad Prim 5.

Tabela 1. Sequéncias de primers utilizadas na avaliagdo da expressdo de genes
relacionados ao ciclo celular.

Primer Sequéncia

P16 F: 5>-GGAGCAGCATGGAGCCTTCG-3 R: 5’-TCCCCTGCAAACTTCGTCCTC-3’
P21 F: 5’-CCCGTGAGCGATGGAACT-3’ R: 5’-CCTGCCTCCTCCCAACTCAT -3’
P27 F: 5’>-CCGACGATTCTTCTACTCAA-3> R:5-ATGCTACATCCAACGCTTT -3°
GAPDH F: 5>-GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC-3’R:5’-AGAGTTAAAAGCAGCCCTGGT-3’

2.9 Imunofluorescéncia

O meio de cultura indutor foi aspirado e as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% por 15 minutos. As culturas foram entdo lavadas duas vezes com
tampédo DBPS e foi adicionado 1 mL por poco de solucéo de bloqueio (Soro Fetal Bovino
e Albumina Sérica Bovina) (Life Technologies), incubado por uma hora a temperatura
ambiente. Apds a incubacdo, foram adicionados ou anticorpos anti-Oct4 e anti-Nanog
conjugados com FITC ambos marcadores de superficie para pluripoténcia celular. As
culturas foram incubadas a temperatura ambiente por duas horas. As amostras foram
lavadas duas vezes com tampdo DPBS e adicionado DAPI a 0,01% para marcagdo
nuclear. Imagens das células foram capturadas através de microscopio confocal Zeiss
LSM-5 exciter utilizando comprimento de onda de excitacdo de 488 nm para a marcagédo

do anticorpo e 405 nm para a marcacgdo nuclear por DAPI.

3. Resultados

3.1 Anélise Morfologica: Os fibroblastos em 172 passagem apresentaram alteracdo em sua
morfologia apds 24 horas de exposicdo & microgravidade (figura 4); as células mostraram-
se mais confluentes e alongadas, quando comparadas com o grupo controle (figura 3),
caracteristicas predominantes de celulas com menor ndmero de passagem. O mesmo
resultado foi verificado em 40 horas de exposi¢do a microgravidade (figura 5). No entanto,
0 mesmo ndo foi observado nas células de 82 passagem (figuras 7, 8), as quais, quando
visualizadas ao microscopio éptico sugerem a mesma estrutura morfoldgica anterior a

exposicdo ou seja, igual ao grupo controle 1G ( figura 6).
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Figura 3. Cultura de fibroblastos de pele em 172 passagem (1G), aumento de 40x

Figura 4. Fibroblastos de pele em 17 @ passagem com 24 h de
exposicdo a microgravidade simulada, aumento de 40x

Figura 5 .Fibroblastos de pele em 172 passagem 40 h de exposicdo a microgravidade
simulada, aumento 40x.
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Figura 6. Cultura de fibroblastos de pele em 82 passagem (1G), aumento 40x

Figura 7. Fibroblastos de pele em 8% passagem com 24 horas de exposi¢cdo a
microgravidade simulada.

Figura 8. Fibroblastos de pele em 82 passagem com 40 horas de exposi¢do a microgravidade
simulada.

3.2 Teste de Viabilidade Celular
Os resultados relacionados a viabilidade celular ap6s exposicdo ao clinostato apresentaram

indices de 100% de viabilidade nos fibroblastos de ambas as passagens (82 e 172) em analise
24 h e 40 h de exposicéo (Figura 9,10).
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Figura 9. Viabilidade Celular
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3.3 Testes de Passagem

As culturas celulares foram mantidas em condi¢Ges padrdo de cultura celular, ou
seja, em estufa a 37° C, com 5% de CO2. As células de 172 passagem com 40 horas e 24
horas de exposi¢cdo a microgravidade foram mantidas em cultivo até a 412 passagem,
enguanto os seus respectivos controles (1G) foram mantidos apenas até a 222 passagem. As
células de 82 passagem submetidas a 24 horas de microgravidade simulada foram mantidas
até a 372 passagem, enquanto seu respectivo controle (1G), apenas a 24? passagem. No
entanto, as células de 82 submetidas a 40 horas de microgravidade simulada forma mantidas
por um periodo de tempo um pouco menor, ou seja, até 33 passagem e, seu controle, (1G)

sobreviveu até a 252 passagem.
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3.4 Ensaio de Crescimento Populacional PDL

O ensaio de crescimento populacional ndo apresentou diferencga significativa nas

andlises ap0s 24 horas e 40 horas de exposicdo ao Clinostato-3D tanto para os fibroblastos

em 82 passagem quanto para os fibroblastos em 172 passagem (Figura 11).

Figura 11. Crescimento Populacional
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Figura 11. Gréfico (a) representa o crescimento populacional das células de fibroblasto em 82
passagem, apds 24 horas de exposi¢cdo ao clinostato. Gréfico (b), representa o crescimento
populacional das células de fibroblasto humano do grupo controle de 8% passagem (1G).
Gréafico (d) representa o crescimento populacional das células de fibroblasto em 172
passagem, apds 24 horas de exposi¢do ao clinostato. Grafico (d), representa o crescimento
populacional das células de fibroblasto humano do grupo controle de 172 passagem (1G).

A meédia em dias para que a populagéo celular dobre a sua quantidade foi de 5 (DP)
dias para os fibroblastos em 82 passagem e 4,5 (DP) dias para os fibroblastos em 82 passagem
apos a exposicdo ao clinostato. Os fibroblastos em 172 passagem apresentaram uma média
em dias para que a populacdo celular dobre sua quantidade de 6,5 (DP) e 11,5 (DP) apés a
exposicdo ao clinostato (Figura 12). Os fibroblastos em 172 passagem ap0s a exposi¢do ao

clinostato apresentaram uma redugdo no potencial de proliferacdo celular, porém sem
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diferenca estatisticamente significativa quando comparado a fibroblastos de mesma
passagem sem exposicao ao clinostato.
Figura 12. Andlise do ensaio de crescimento populacional
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O gréfico representa o tempo em dias para que as células dobrassem sua quantidade inicial.
As células em 172 passagem apresentaram um maior tempo necessario para alcancarem o
dobro da popula¢des porém sem diferenca estatisticamente significativa.

3.5 Anélise Molecular através de qRT-PCR

Ap6s 24 horas de exposicdo ao Clinostato 3D, os fibroblastos em 82 passagem
apresentaram um aumento de 51,5 vezes a expressao relativa do gene p16 e ap6s 40 horas
de exposicdo um aumento de 55,4 vezes. Os fibroblastos que estavam em 172 passagem
apresentaram um aumento na expressao relativa de pl6 de 7.785 vezes apds 24 horas de
exposi¢do ao clinostato e 19.421 vezes ap06s 40 horas de exposicao (Figura 13)

Figura 13 . Expressédo de P16
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Resultado da quantificacéo relativa através de qRT-PCR do gene p16.
A andlise do gene p27 ndo apresentou alteragdo na expresséo relativa em ambos dos tempos
de exposicdo ao clinostato, tanto em fibroblastos em 82 passagem quanto em fibroblastos

em 17%passagem (Figural4).
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Figura 14. Expressao de p27

P27

10 ~

Gene expression
o
" 1 N
Iz
<2

Resultado da quantificaco relativa através de gRT-PCR do gene p27.

Em analise do gene p21, os fibroblastos em 82 passagem apresentaram um aumento
de 42 vezes a expressdo do gene p2l apds 24 horas de exposicdo ao clinostato e um
aumento de 30 vezes ap6s 40 horas de exposicao. Os fibroblastos em 172 passagem apos 24
horas de exposicdo ao clinostato apresentaram expressdo relativa de p21 34 vezes menor
quando comparado ao fibroblasto controle e ap6s 40 horas de exposi¢do 0s niveis de
expressdo relativa de p21 foram indetectéveis. (figura 15)

Figura 15. Expressao de p21

P21
604

404

20

D

Gene expression

-204

-40- 3 D )

Resultado da quantificacdo relativa através de gRT-PCR do gene p21.
3.6 Imunofluorescéncia

Foram encontradas positividades para os marcadores de pluripoténcia Oct4 e Nanog
através de imunoflurescéncia nos fibroblastos em 8° passagem apds 24 horas e 40 horas de
exposicdo ao clinostato. N&o foi possivel realizar quantificacdo de &rea ou intensidade de
fluorescéncia, pois os achados positivos foram insélitos. A distribuicdo da marcacao
florescente e a morfologia das células positivas foram bastante atipicas para cultivos

primarios de fibroblastos.
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Figura 16. Captura de imagem da caracterizacdo da imunofluorescéncia através de
microscopia confocal

Marcagéo nuclear (azul) com DAPI. Marcagdo positiva para Nanog (verde) por FITC.

Figura 17. Captura de imagem da caracterizacdo da imunofluorescéncia através de
microscopia confocal.

Marcacdo nuclear (azul) com DAPI. Marcacdo positiva para Oct4 (verde) por FITC.
4.Discusséo

Os fibroblastos humanos tem uma habilidade finita de se replicar in vitro, o que
interfere no potencial de population doubling dessas células, fato que segundo Wistrom e
Villeponteau ° esta inversamente relacionada a idade do doador °. E também sabido que,
células com maior nimero de passagens foram submetidas a um maior nimero de processos
de tripsinizacdo do que células com menor nimero de passagens. Desta forma, a cada
processo de tripsinzacdo, as células entram em contato com a tripsina, que € uma protease, e
que portanto, hidrolisa proteinas *°. A cada contato com a enzima, as proteinas que fixam a
célula ao frasco de cultura séo clivadas, permitindo que se possam ser ressuspendé-las em
uma nova solucéo e transferi-las para outro frasco de cultura, o que caracteriza 0 processo

de passagem celular. Porém, nesse procedimento como as células também entram em
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contato com a enzima, as proteinas das mesmas sdo hidrolisadas, causando, portanto, dano
as proteinas constituintes da estrutura celular . As células de fibroblasto, empregadas
nesse estudo foram provenientes de um paciente de 41 anos de idade. Foi entdo observado
que ao ser utilizada a 8% passagem houve uma reducdo de 0,5 dia no population doubling
time em comparacdo com o grupo controle. No entanto, quando o experimento foi
realizado com fibroblastos de 172 passagem o population doubling time aumentou em
relacdo o controle, de 5 dias para 11 dias, sugerindo que as informacdes supracitadas
seriam as responsaveis pelos diferentes population doubling time resultantes das passagens
empregadas. De acordo com Rabinovitch, os fibroblastos humanos exibem discrepancia em
tempos estimados de population doubling, os quais se mostram bastante afetados em
células com numero de passagens maiores, quando as mesmas atingem seus limites de
crescimento proliferativo 2,

Os fibroblastos humanos cessam seu crescimento ap6s um numero finito de
population doublings, e a determinacdo do nivel de dano de DNA é possivel de ser
analisada utilizando como marcadores a 8-oxoguanina e a 8-0x0-2’-deoxiguanina. Um dos
produtos mais freqientes da oxidacdo do DNA € a 7,8-dihidro-8- oxoguanina (8-
oxoguanina). Essa lesdo danifica a estrutura por fazer com que a guanina oxidada possa
parear erroneamente com uma adenina, 0 que ocasiona uma mutagdo por transversdo do par
de bases. Esse reparo por excisdo de base é um processo celular indispensavel na remocao
da 8-oxoguanina. O reparo por excisdo de base cliva apenas a base, deixando no DNA o
esqueleto de acucar-fosfato e um sitio basico, a 8-oxoguanina que é removida pela 8-
oxoguanina DNA glicosilase, 0 que permite que outras enzimas adicionem uma guanina
normal subtituindo a guanina oxidada **. Desta forma os autores relacionam esse dano
como causa do interrompimento do crescimento de fibroblastos humanos IMR-90. As
células senescentes excisam 4 vezes mais 8-oxoguanina do DNA, por dia, do que células
mais jovens. Os niveis de 8-oxo- 2'- deoxiguanosina sdo 35% maiores em células
senescentes do que em células jovens 3. Os resultados desse estudo sugerem a hipétese de
que o dano oxidativo ao DNA contribui para o fim da replicacdo das células de fibroblasto
humano 3. Baseado nesse trabalho, muitos dos primeiros pesquisadores acreditavam que
células normais, e cultivadas in vitro, seriam imortais e que os fatores de inibicdo no soro
seriam as possiveis causa do envelhecimento in vivo.

Em estudos mais recentes foi provado que os fibroblastos humanos e de galinha tem

uma capacidade proliferativa limitada in vitro °°. Hoje em dia ja é aceito que as células



48

eucaridticas normais tem uma capacidade proliferativa limitada in vitro que ndo é
dependente do meio de cultura celular. Os autores Wistrom e Villeponteau realizaram testes
com culturas de linhagem de fibroblastos MRC- 5, cultivados em DMEM F-12 |,
suplementado com 1% de soro fetal bovino e com 10% de modo comparativo, € nao
verificaram diferenca no tempo de vida Gtil das células cultivadas sob essas condigdes °.

Os fibroblastos, como dito anteriormente, tem um tempo de vida limitado em
cultura, e tem se tornado um modelo valioso para a analise das bases moleculares do
envelhecimento em nivel celular . Os resultados encontrados nessa pesquisa, sugerem que
a exposicdo dos fibroblastos a microgravidade simulada néo altera o tempo estimado de
population doubling das células. Um discreto melhor tempo de population doubling pode
ser percebido nas células de 82 passagem com 24 horas de exposi¢do a microgravidade .Os
resultados obtidos no ensaio de population doubling demonstram essa diferenca no nimero
estimado de dias para que a populacdo dobre, visto que as células de 172 passagem tiveram
uma média de dias de 6,5 (DP) e 11,5 (DP) apds a exposi¢do ao clinostato. No presente
estudo ndo foi possivel detectar qual o limite de crescimento proliferativo, pois para tal
presuncao seriam necessarios testes em cada passagem celular, ou seja, todas as passagens
entre as 8% e 172 passagens. Para tal andlise, por motivos de logistica e resultados mais
acurados, a realizacdo do ensaio de Population Doubling utilizando Citometria de Fluxo
garantiria resultados mais concisos e precisos.

O tempo de vida in vitro define o nimero de population doublings que as células de
cultura primaria podem ter em cultura segundo Rizzo e Evangelista, 0s quais reportaram
que células de fibroblasto embriénica de rato (MEF), submetidas a um protocolo de
passagens da linhagem de fibroblastos 6T3, de passagens realizadas a cada trés dias
conseguem alcancar quatro population doublings antes que a célula adquira o status de
célula senescente. Os autores perceberam que com a alteracdo desse regime para o 6T15,
com passagens a cada 15 dias, as MEF tiveram uma desaceleracdo no crescimento, no
inicio, sem alcancar uma completa proliferacdo celular, e recomecaram essa proliferacéo
celular apds a 3?2 passagem. Foi também observado um aumento da expressao da proteina
p21 que, segundo os autores, sugere uma provavel ativagdo da proteina p53, o que
favoreceria a interrupcdo do ciclo celular. Interessante notar que a expectativa de vida in
vitro da MEF foi entendida tanto em termos de population doubling quanto em termos de
dias em cultura. E importante levar-se em consideracio a hipotese de que a ativagio de p53,
induz, dessa forma, a quiescéncia mais do que a senescéncia, podendo assim, aumentar o

tempo de vida atil da célula, ou seja, a sua imortalizacdo, sugerindo, portanto, que esse
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processo ndo depende somente do nimero de population doublings e ou do tempo que a
célula permanece em cultura *'.

Os fibroblastos cultivados para os testes de passagem, em 172 passagem,
permaneceram em cultivo até o fina dessa pesquisa, e apresentaram um tempo de vida
maior que os fibroblastos expostos a microgravidade pelo mesmo tempo, porém com um
numero de passagens menor (82 passagem). Os Ultimos permaneceram sob cultivo até 372 e
332 passagem depois de 24 horas e 40 horas de exposicdo a microgravidade simulada
respectivamente. Pode-se inferir, nesse caso que a exposicdo a essas condi¢des possa ter
alterado o ciclo celular, de tal forma que sua capacidade proliferativa e de crescimento
também tenha sido afetada, sugerindo uma certa tendéncia a imortalizagdo 1718,

Tanto a microgravidade real como a simulada, tem mostrado induzir alteracdes na
expressdo génica de varios tipos celulares 1°. No estudo de Arase e Nomura de 2002, células
de fibroblasto humano foram expostas a microgravidade simulada, com o auxilio de um
Clinostato 3D. O gene da proteina p21, importante regulador negativo do ciclo celular
apresentou uma regulacdo negativa, indo ao encontro do resultado encontrado na presente
pesquisa.

O ciclo celular é governado por complexos de quinase formados por uma
subunidade catalitica, a CDK (quinase dependente de ciclina) e uma subunidade regulatéria,
a ciclina. As ciclinas ativam as CDK’s formando complexos moleculares ciclinas-CDK que
regulam a atividade de outras proteinas cruciais no ciclo celular, fosforilando-as nos seus
locais reguladores. A fosforilagdo funciona como um interruptor para a atividade enzimatica
e as quinases sao responsaveis por ligar e/ou desligar este interruptor, de modo a permitir o
retorno ao nivel anterior de estimulacdo quando o sinal hormonal termina. Desta forma, ndo
€ necessario sempre degradar proteinas e transcrever/traduzir novas proteinas toda vez que a
célula precisa alterar seu metabolismo: basta apenas ativar ou inibir as proteinas de acordo
coma necessidade ndo havendo uma regra para qual estado é o ligado, ou seja, uma
fosforilagdo pode tanto ativar quanto desativar uma proteina 2°. A p21, por ser reguladora
negativa do ciclo, pode interferir no crescimento celular, justamente por controlar a
progressdo do ciclo ° ja que é uma proteina inibidora de CDK. A mesma controla a
transicdo entre as fases do ciclo celular, é do tipo especifica, pois é seletiva sobre os
complexos ciclina D-CDK4 e ciclina D-CDK6 que atuam na fase G1 7. A expessdo
negativa de p21 sugere uma possivel inativagcdo funcional de p53, visto que a expressdo de
p21 é regulada e expressa pela p53 2. O resultado desse estudo também ssugere uma

tendéncia da célula a imortalizacdo, pois a caracteristica mais notavel de uma célula
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imortalizada é sua expressdao negativa de p2l, o que pode estar associada a uma
instabilidade gendmica ou alteracdes epigenéticas art 1’

Os fibroblastos humanos em senescéncia tem um tempo de vida proliferativo finito,
0 que faz com que as células ndo entrem em fase S devido a estimulacdo mitogénica da
célula, mesmo que ela permaneca viva por varios meses 2. Ou seja, os fibroblastos de pele
tem seu crescimento irreversivelmente cessado ap6s um nimero finito de divisdes 2.

Ja a pl6, proteina reguladora negativa do ciclo celular especifica, apresentou uma
expressdo positiva. Em culturas de fibroblastos de passagens menores, a expressao de pl16 é
baixa mesmo quando os teldmeros sdo relativamente longos. E de conhecimento da
comunidade cientifica que a p21 inicia a parada do ciclo celular, enquanto que a pl6 é a
responsavel por manter a parada desse ciclo. No entanto, a relacdo precisa entre o tempo de
vida replicativo da célula, o status das vias p53 e pl6 ainda ndo estd claro, no que diz
respeito aos fibroblastos 2. Sabe-se que a p16 é induzida por varios estimulos, incluindo
dano ao DNA, reacdes oxidantes e alguns farmacos quimioterapicos. Nesses casos a pl16
media uma resposta de senescéncia celular independente de telomerase, o que pode ser
determinado como senescéncia prematura ou acelerada. J& € de conhecimento que muitos
estimulos como o referido dano ao DNA e 0 estresse oxidativo podem causar uma parada
no crescimento celular, com um fendtipo de célula senescente, independentemente do
tamanho de teldmero ou sua estrutura. Teldmeros disfuncionais, se assemelham ao dano de
DNA e, portanto, também desencadeiam uma expressao de p53, como resposta a esse dano.
De acordo com essa idéia, em células de fibroblasto humano senescentes a expressao de
p53 esta alterada e a expressdo de p21, por consequéncia também.

Na presente pesquisa, os fibroblastos de pele de 172 passagem, submetidos a 40h de
microgravidade simulada, apresentaram uma expressao positiva de pl6, e uma expressao
negativa de p21, quando comparadas com o grupo controle. O que sugere gque possa ter
ocorrido uma tendéncia da célula a imortalizacdo celular, com algum nivel de estresse
mecanico capaz de desencadear uma expressdo aumentada de p16, mas sem causar qualquer
disfuncdo nos teldmeros, ou um possivel dano ao DNA, o que causaria um aumento de
expressdo de p53, e um consequente aumento de p21.

A expressdo do gene p27, ndo apresentou diferenca em relacdo ao grupo controle.
p27 também é um regulador negativo do ciclo celular, porém inespecifica, pois atua em
varios tipos de complexos ciclina CDK 2%, Um estudo realizado por Fabris e Berton
mostrou que a p27 controla a ativacdo da via MAPK, responsavel pela producdo das

ciclinas responsaveis pelo controle do ciclo celular. De um ponto de vista molecular, foi
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observado que a p27, controlando a estabilidade dos microtibulos do citoesqueleto,
restringindo, dessa forma, a total ativacdo da via. O eixo regulatrio que modula a
transicdo de fase G1-S é dependente da regulacdo da estabilidade dos microtibulos pela
p27, controlando, assim, a ativagdo da via de sinalizagdo Ras - MAPK 2425,

A relagdo causa e efeito de uma resposta celular andbmala e a estrutura do
citoesqueleto em ambiente de microgravidade ainda ndo esta totalmente esclarecida. A
descoberta da importancia da gravidade na conformagdo dos microtibulos sustenta a nova
evidéncia de que respostas celulares anormais, na auséncia de gravidade, estdo ligadas a
mudancas na dinamica, estrutura e funcdo do citoesqueleto. Os microtdbulos parecem estar
alterados em células que foram expostas a microgravidade. Lewis et al em 1998,
verificaram que os Linfocitos T ( Jurkat) tinham os microtubulos do citoesqueleto alterados
apos 4 horas de exposicao a microgravidade. Analisando esses estudos, pode-se inferir que
as mudangas na actina e microtibulos do citoesqueleto podem estar envolvidas nas
alteragbes na expressdo de genes dos osteoblastos . Essas informagfes levam a um
entendimento que ha uma diminui¢do do estimulo anabdlico na auséncia de gravidade, pois
existem varios sinais anabolicos que sdo regulados pelo estresse mecanico, e esses sinais
podem estar negativamente regulados na microgravidade 2’

As alteracbes morfoldgicas, notadas nos fibroblastos expostos a 24 horas e 40 horas
microgravidade simulada dessa pesquisa, podem estar relacionadas a essas mudancas no
citoesqueleto das células, percebidas em estudos anteriores. Culturas de células de endotélio
vascular mostraram-se alteradas apos a exposicio a clinorrotacdo 8. Ja é de entendimento
que a microgravidade altera a organizacdo do citoesqueleto, os mecanismos de sinalizacdo
intracelular, e possui efeitos controversos sobre a apoptose celular 7.

A marcacdo positiva para os anticorpos especificos de células pluripotentes permite
sugerir que o grau de plasticidade celular dos fibroblastos foi alterado pela exposi¢do ao
clinostato. Ndo existem critérios minimos de exigéncia para caracterizacdo de células
pluripotentes, assim como s3o tratadas as células-tronco mesenquimais, por exemplo 25;
entretanto, alguns marcadores sdo essenciais para que se possa confirmar a pluripoténcia

A Inciativa Internacional de Células-tronco (ISCI) sugeriu um conjunto de
marcadores para celulas pluripotentes baseado no que ja foi verificado como caracteristica
de pluripoténcia em 59 linhagens de células embrionarias humanas. Sdo eles: NANOG,
TDGF, Oct4, GABRB3, DNMT3B, TRA-1-60, TRA-1-81, SSEA3 e SSEA4 [3]. Além desses
marcadores, células embrionarias também podem ser caracterizadas atraves da deteccdo de

SOX2, Rexl, expressdo da hTERT, bem como a atividade da fosfatase alcalina 2°. Os
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anticorpos Oct4 e Nanog utilizados nesse estudo fazem parte da lista de sugestdo de
marcadores para caracterizacdo de pluripoténcia. A imunofluorescéncia dos cultivos de
fibroblastos pos exposicido ao clinostato partiram de um plagueamento de 2.10° células por
cm? em placas de seis pogos, perfazendo um total de 2,7.10° células plaqueadas em cada
po¢o. Somente um ndmero pouco expressivo e qualitativo de células foi positivo para o0s
marcadores de pluripoténcia. A efetividade dos protocolos de geracGes de pluripoténcia a
células somaticas por transfeccao viral sdo bastante reduzidas, variando na escala de 1 a
0,1% do total de células expostas 3* 3L As células positivas para os marcadores de
pluripoténcia também apresentaram alteraces na morfologia, sendo essa caracteristica
também considerada nos protocolos de caracterizacdo de pluripoténcia 2. Acredita-se que
nesse estudo possivelmente algumas células expostas ao clinostato alteraram seu nivel de
plasticidade, tornando-se mais indiferenciadas do que inicialmente se apresentavam.
Protocolos de isolamento das células positivas para os marcadores Oct4 e Nanog e/ou com
alteracdo morfoldgica podem ser utilizados para manter o cultivo unificado das células que
alcancaram esse nivel de plasticidade, estudando dessa forma a populacdo celular alterada
pela exposicdo ao Clinostato 3D de forma isolada.
5. Concluséo: De acordo com os resultados encontrados nessa pesquisa, € possivel sugerir
que culturas priméarias de fibroblastos expostas a microgravidade simulada podem estar
sujeitas a alteracdes morfoldgicas e de expressao dos genes relacionados ao controle de ciclo
celular p16, p21, p27, e alteragcbes no nivel de plasticidade expressando marcadores de
pluripoténcia. A exposi¢do a microgravidade em células de 172 passagem apresentou uma
possivel tendéncia a um aumento de longevidade celular através do teste de passagens. No
que diz respeito ao seu potencial de crescimento populacional, a exposi¢do a clinorrotagéo
ndo causou alteracfes na taxa de PDL (do inglés population doubling level) . As alteracGes
morfoldgicas nas células em 172 passagem foram bem expressivas quando comparadas com o
grupo controle, bem como a alteracdo na expressdo dos genes correlatos ao ciclo celular.
Importante destacar que os testes de imunofluorescéncia ndo foram realizados com as células
em 172 passagem. As células em 8% passagem ndo apresentaram alteracGes em sua morfologia,
nem apresentaram uma possivel tendéncia a um aumento de sua longevidade. Porém, a
expressao dos genes relacionados ao ciclo celular e os niveis de plasticidade celular

mostraram-se alterados.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

No atual contexto histérico, onde a Biologia e os conceitos da Fisica respaldam o
campo de estudo da Biologia Espacial, a presente pesquisa vem complementar e incentivar
questionamentos para uma melhor compreensdo da Biologia basilar celular em Terra e no
espaco, de forma complementar e reciproca.

Os resultados encontrados apontam, que € possivel sugerir que culturas primarias de
fibroblastos expostas a microgravidade simulada podem estar sujeitas a alteragdes
morfoldgicas e de expressdo dos genes relacionados ao controle de ciclo celular pl16, p21,
p27, e alteragdes no nivel de plasticidade expressando marcadores de pluripoténcia. O que
torna uma analise mais minuciosa acerca dos componentes fundamentais do citoesqueleto
celular, bem como de anticorpos associados a essas estruturas, e dos genes associados ao
ciclo celular e senescéncia, necessaria para uma resposta mais concreta.

A exposicdao a microgravidade em células de 172 passagem apresentou uma possivel
tendéncia a um aumento de longevidade celular através do teste de passagens. No que diz
respeito ao seu potencial de crescimento populacional, a exposicdo a clinorrotagdo ndo causou
alteracdes na taxa de PDL (do inglés population doubling level) .

Dessa maneira, cada resultado aqui alcancado instiga uma analise mais profunda e
pontual em cada aspecto abordado na biologia molecular e celular. Nasce a impeto pela
continuidade dessa pesquisa, que vem ao encontro do atual anseio por novas terapias

celulares, e seu estudo e pesquisa aliado a microgravidade simulada.
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