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APRESENTACAO

Trata-se de um Trabalho de Curso de Graduagao, elaborado pelo académico Vinicius Pierdona
Lima, como requisito parcial para a obtencdo do grau de Bacharel em Medicina pela
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), campus Passo Fundo, RS, sob a orientagdo da
Prof.® Dr.? Jossimara Polettini. Esta em conformidade com as normas do Manual de Trabalhos
Académicos da UFFS e com o Regulamento de TC do Curso, sendo composto pelo projeto de
pesquisa, relatério de atividades e artigo cientifico, tendo sido desenvolvido ao longo de trés
semestres do curso de Medicina da UFFS. Esse trabalho objetiva investigar os efeitos do
estresse oxidativo promovido pela fumaga de cigarro na ativagao de vias moleculares e celulares
relacionadas a senescéncia em células epiteliais amnidticas imortalizadas de humanos. O
primeiro capitulo consiste no projeto de pesquisa, desenvolvido no componente curricular de
Trabalho de Curso I, no primeiro semestre de 2025. O segundo capitulo consiste no relatério de
Pesquisa, compreendendo o desenvolvimento dos experimentos ocorridos durante o segundo
semestre de 2025. Por fim, o terceiro capitulo traz o artigo cientifico, seus resultados e
discussao, desenvolvido durante o componente curricular de Trabalho de Curso III. Consta,
pois, de um estudo, quantitativo e experimental, desenvolvido em parceria com Laboratorio de
Imunologia da Relacdo Materno-Fetal, da Universidade Estadual Paulista, UNESP, Botucatu,
SP.



RESUMO NA LINGUA VERNACULA

A exposi¢do gestacional a fumaca de cigarro estd associada a diversos desfechos adversos,
como malformacgdes fetais e parto prematuro. No entanto, os mecanismos moleculares que
explicam esses efeitos ainda ndo sdo totalmente compreendidos. A senescéncia celular tem sido
apontada como um possivel fator na perda da homeostase dos tecidos gestacionais, afetando a
func¢do placentaria e comprometendo a manutencao da gestagdo. O desequilibrio redox surge
como um elo comum entre estressores oxidativos e a indugdo de senescéncia celular, podendo
representar um mecanismo-chave nessa interacdo. Neste contexto, o presente trabalho tem
como objetivo investigar os efeitos do estresse oxidativo na ativagdo de vias moleculares e
celulares relacionadas a senescéncia em cé¢lulas placentarias de humanos. Para tanto, o estudo
adota uma abordagem quantitativa e experimental, estruturada em duas fases complementares.
Inicialmente, realiza-se uma simula¢do computacional in silico por meio de redes ldgicas
assincronas, com o intuito de prever alteragdes moleculares associadas a exposicao,
corroborada pela anélise de transcriptoma de células placentarias de gestantes expostas ou nao
a fumaca de cigarro. Essa abordagem integrada visa ampliar a compreensdao dos mecanismos
celulares envolvidos nos efeitos da fumaga de cigarro sobre o ambiente gestacional,
contribuindo para o desenvolvimento de estratégias preventivas e terapéuticas. Verificou-se,
por meio de modelagem computacional e validagdo por transcriptoma, a ativagdo da via p53,
associada a dano ao DNA e apoptose, em resposta a exposi¢do a fumaca de cigarro. Dessa
forma, esse trabalho fornece evidéncias de que a fumaca de cigarro induza senescéncia a células
placentdrias extraembriondrias através de um programa composto por dano oxidativo a

macromoléculas, resposta de dano ao DNA, ativagdo da via de p53 e apoptose.

Palavras-chave: Senescéncia Celular; Estresse Oxidativo; Envelhecimento; Amnio



RESUMO NA LINGUA INGLESA

Gestational exposure to cigarette smoke is associated with several adverse outcomes, including
fetal malformations and preterm birth. However, the molecular mechanisms underlying these
effects remain incompletely understood. Cellular senescence has been proposed as a potential
contributor to the loss of homeostasis in gestational tissues, affecting placental function and
compromising pregnancy maintenance. Redox imbalance emerges as a common link between
oxidative stressors and the induction of cellular senescence and may represent a key mechanism
in this interaction. In this context, the present study aimed to investigate the effects of oxidative
stress on the activation of molecular and cellular pathways related to senescence in human
placental cells. To this end, we adopted an integrated approach comprising two complementary
phases. First, an in silico computational simulation was performed using asynchronous logical
networks to predict exposure-associated molecular alterations. These findings were then
compared with transcriptomic data from placental tissue of pregnant women exposed or not
exposed to cigarette smoke. This integrated strategy aimed to broaden the understanding of the
cellular mechanisms involved in the effects of cigarette smoke on the gestational environment,
contributing to the identification of potential preventive and therapeutic targets. Through
computational modeling and transcriptomic validation, activation of the p53 pathway,
associated with DNA damage and apoptosis, was observed in response to cigarette smoke
exposure. Thus, this study provides evidence that cigarette smoke may induce senescence in
extraembryonic placental cells through a program involving oxidative macromolecular damage,

DNA damage response, p53 pathway activation, and apoptosis.

Keywords: Cellular Senescence; Oxidative Stress; Aging; Amnion
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1 INTRODUCAO

Tradicionalmente, em termos moleculares, a gestagdo cursa com um aumento fisioldgico
na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que se da devido ao correspondente
aumento da demanda metabolica e intensa atividade celular placentaria. Quando essa produgao
ultrapassa a capacidade dos sistemas antioxidantes de neutraliza-las, instala-se um quadro de
estresse oxidativo. Esse desequilibrio pode desencadear uma série de efeitos nocivos aos tecidos
maternos e fetais, favorecendo o surgimento de complicagdes gestacionais, como pré-

eclampsia, restricdo do crescimento intrauterino e parto prematuro (Dutta et al., 2015; Ibrahim

et al., 2024; Menon et al., 2013; Polettini; Da Silva, 2020).

A exposi¢do a fumaca de cigarro ¢ um potente e bem conhecido estressor oxidativo e,
durante a gestacdo, esta associada a uma série de desfechos negativos no desenvolvimento
embrionario ¢ fetal, incluindo restricdo do crescimento intrauterino (Bernstein et al., 2005;
Lewandowska et al., 2020), baixo peso ao nascer, parto prematuro (Soneji; Beltrdn-Sanchez,
2019) e malformacgdes (Cevik et al.,, 2023; Malik et al., 2008). Apesar de amplamente
documentados, os mecanismos moleculares subjacentes a esses efeitos ainda ndo sao
completamente compreendidos, especialmente no que diz respeito ao impacto direto sobre
células do ambiente intrauterino. Neste contexto, a senescéncia celular — um estado de parada
do ciclo celular associado a alteragdes morfologicas e funcionais — surge como um possivel

mecanismo de resposta celular frente a insultos ambientais como a fumaca de cigarro.

A senescéncia celular no ambiente gestacional tem ganhado atengdo como um possivel
fator de comprometimento do desenvolvimento fetal. Estudos recentes sugerem que a ativagao
precoce de vias de senescéncia em tecidos gestacionais pode interferir na funcdo placentdria
(Biron-Shental et al., 2010) e no crescimento fetal (Heazell et al., 2011; Miranda et al., 2014).
Além disso, ha evidéncias de que insultos ambientais como poluicdo (Bové et al., 2019;
Carvalho et al., 2016; Van den Hooven et al., 2012), dieta materna desequilibrada (Francis et
al., 2022) e exposicao ao tabaco (Von Chamier et al., 2021) podem induzir a formacao de um
microambiente pro-inflamatorio e pro-oxidativo em células intrauterinas, podendo afetar
diretamente o desenvolvimento embrionario. Nesse contexto, o estudo da senescéncia em
células amnidticas pode oferecer perspectivas importantes sobre os mecanismos de

programacao fetal adversa.

Um dos principais mecanismos moleculares envolvidos na indug@o da senescéncia celular
pela fumaca de cigarro ¢ o estresse oxidativo (Nyunoya et al., 2006). A fumaca contém uma

12



mistura complexa de compostos pro-oxidantes que geram ROS dentro das células, levando a
oxidacdo de proteinas, lipidios e, principalmente, ao dano ao DNA (La Maestra et al., 2011; La
Maestra; De Flora; Micale, 2015). A atividade genotoxica desses compostos leva a respostas
de reparo de dano ao DNA e parada do ciclo celular, mediada por vias como a da p53/p21, que,

quando persistente, culmina na ativacao do programa de senescéncia (Herbig et al., 2004).

A presente pesquisa propoe a utilizagdo de um modelo computacional baseado em redes
logicas para a andlise das dindmicas moleculares e celulares evocadas frente estimulos
miméticos aos da fumaca de cigarro. A partir da andlise in silico, espera-se identificar as
potenciais vias de sinalizagdo associadas a senescéncia celular deflagrada pela fumaca de
cigarro em células amnidticas e, posteriormente, validar in vitro os principais marcadores
moleculares identificados. Essa abordagem integrada visa ampliar o entendimento dos
mecanismos celulares envolvidos nos efeitos do estresse oxidativo sobre o ambiente gestacional

e contribuir para o desenvolvimento de estratégias preventivas e terapéuticas.

13



2  DESENVOLVIMENTO
2.1 PROJETO DE PESQUISA

2.1.1 Tema

Determinacdo das vias moleculares associadas a senescéncia em células amnioticas

expostas a fumaca de cigarro.

2.1.2 Problemas

Quais vias de sinalizagao e marcadores moleculares associados a senescéncia celular

sao ativados em células amnidticas expostas ao estresse oxidativo?

Qual o papel do estresse oxidativo e do dano ao DNA na indugdo de senescéncia celular

por fumaca de cigarro em células amnioticas?

Os marcadores de senescéncia previstos por simulacdo computacional sdo confirmados

experimentalmente em células amnioticas expostas a fumaga de cigarro?

De que forma a exposi¢do a fumaca de cigarro pode alterar o perfil molecular de células

amnioticas e comprometer processos gestacionais por meio da senescéncia celular?

2.1.3 Hipoteses

A exposicao ao estresse oxidativo ativard vias classicas de senescéncia celular em
células amnidticas, como as vias p53/p21 e pl6™K4/Rb, acompanhada pelo aumento de

marcadores como SA-B-gal, yv-H2AX e secrecdo de fatores pro-inflamatérios do SASP.

O estresse oxidativo induzido pela fumaca de cigarro levara a danos persistentes no
DNA, especialmente quebras de fita dupla, ativando vias de resposta ao dano genético, que

culminardo na indugdo da senescéncia celular.

Os marcadores moleculares de senescéncia celular previstos pelo modelo computacional

baseado em redes logicas serdo confirmados nos ensaios in vitro.

A exposi¢do a fumaca de cigarro alterara o perfil transcricional de células amnidticas,
promovendo um estado senescente, afetando negativamente processos gestacionais como a

troca de nutrientes ¢ a sinalizacao fetal-materna.
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2.1.4 Objetivos

2.1.4.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos do estresse oxidativo na ativacdo de vias moleculares e celulares

relacionadas a senescéncia em células epiteliais amnidticas imortalizadas de humanos.

2.1.4.2 Objetivos Especificos

Determinar, em modelo computacional, o perfil de expressao génica de células expostas

a fumaca de cigarro em comparagdo a um grupo controle.

Avaliar o perfil de expressdo génica em linhagem de células amnidticas expostas a

fumaca de cigarro em compara¢do a um grupo controle.

Identificar a ativacdo de marcadores moleculares associados as vias de estresse

oxidativo, dano ao DNA em resposta a exposic¢ao.

Correlacionar a expressdo dos marcadores com possiveis alteragdes morfologicas e

funcionais nas células.

2.1.5 Justificativa

A exposicdo materna ao estresse oxidativo durante a gestacdo ¢ um fator de risco
amplamente reconhecido para complicagdes obstétricas e alteragdes no desenvolvimento fetal.
No entanto, os mecanismos celulares e moleculares que mediam esses efeitos ainda ndo foram
completamente elucidados. A identificacdo desses mecanismos ¢ fundamental para
compreender os desfechos adversos associados ao tabagismo gestacional e propor estratégias
de prevencao mais eficazes. A senescéncia celular, por sua vez, desponta como um potencial

elo entre a exposi¢do a agentes toxicos ambientais e a disfunc¢ao tecidual durante a gestagao.

Nesse contexto, o uso de células amniodticas como modelo representa uma oportunidade
relevante para avaliar do estresse oxidativo, através da estimulagdo com fumacga de cigarro
sobre o ambiente intrauterino. Além disso, a aplicacdo de ferramentas computacionais baseadas
em simulacdo de expressdo génica permite uma analise sistematica das alteracdes moleculares
induzidas por esse estimulo, otimizando recursos e direcionando a selecdo de marcadores a
serem validados experimentalmente. A integragdo entre modelagem in silico e validagdo in
vitro oferece uma abordagem promissora para explorar os efeitos da exposi¢do ambiental no

contexto gestacional.
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2.1.6 Referencial tedrico

2.1.6.1 Senescéncia celular: Conceitos e mecanismos

A senescéncia celular caracteriza-se como o estado de parada estavel e, frequentemente,
irreversivel do ciclo celular associado a manutengdo metabdlica (Hernandez-Segura; Nehme;
Demaria, 2018; Lopez-Otin et al., 2023). Essa resposta pode ser desencadeada por uma
variedade de estressores endogenos e exogenos, que, apesar de distintos em sua natureza,
convergem para um fendtipo celular comum de parada proliferativa irreversivel. Entre os
principais agentes indutores, destacam-se a erosdo telomérica, o dano persistente ao DNA, a
ativagdo de oncogenes, o estresse oxidativo e disfungdes mitocondriais (Hernandez-Segura et

al., 2018).

A senescéncia, no entanto, ndo caracteriza um fendtipo homogéneo, mas sim um grupo
de fendtipos, ou programas de senescéncia, evocados sob diferentes estimulos e agrupados em
grandes grupos (Hernandez-Segura et al., 2017). Desses, destaca-se principalmente a
senescéncia replicativa, conceituada pela parada do ciclo replicativo induzida pela erosdo dos
telomeros apos sucessivas divisdes celulares (Allsopp et al., 1992; D’Adda Di Fagagna, 2008;
Hadj Salem et al., 2015; Herbig et al., 2004). Este processo ativa vias de resposta ao dano ao
DNA (DDR), que culminam na sinalizagdo via ativacdo da proteina tumoral p53 (TP53) e
subsequente inducdo do inibidor de quinases dependentes de ciclina p21 (p21©P"), promovendo
o bloqueio do ciclo celular (Herbig et al., 2004). Em paralelo, observa-se a promog¢do da
transcricdo do gene CDKN2A, com aumento da expressdo da proteina inibidora de quinases
dependentes de ciclina pl16 (p16™%4) reforcando a inibi¢do das ciclinas D associadas a
quinases dependentes de ciclina 4 e 6 (CDK4/6) e, consequentemente, a ativacdo da via da
proteina do retinoblastoma (RB) (Baker et al., 2011; Beauséjour et al., 2003; Serrano et al.,

1997).

Outra categoria particularmente relevante do ponto de vista fisiopatologico ¢ a
senescéncia induzida por estresse oxidativo. Esse processo ¢ desencadeado pelo acumulo
intracelular de espécies reativas de oxigénio, que podem surgir como subprodutos do
metabolismo mitocondrial, por exposicdo a agentes toxicos ou como resposta a alteragdes
inflamatorias cronicas. O ambiente intracelular pro-oxidativo induz dano macromolecular ao
DNA, proteinas intracelulares e lipidios, além de comprometimento funcional das organelas
celulares, especialmente mitocondrias e lisossomos, o que ativa vias de resposta ao dano

(Correia-Melo et al., 2014; Dumont et al., 2000; Gambino et al., 2013; Mas-Bargues et al.,
16



2017; Ota et al., 2008; Xiang et al., 2022). Entre os principais mediadores moleculares dessa
via, destacam-se a ativacao da proteina quinase ativada por mitogeno 14 (MAPK14 ou p38) e

o aumento da expressao de p21°P! e p16™K4a

, culminando na parada do ciclo celular. Assim, a
senescéncia oxidativa representa ndo apenas uma resposta adaptativa a lesdes celulares agudas,
mas também uma via de contribui¢do relevante para o envelhecimento e para doengas cronicas

associadas a inflamagao persistente, disfun¢do metabodlica e envelhecimento precoce.

Mecanismos adicionais, como a exposi¢do a agentes genotoxicos ou disturbios da
proteostase, também podem induzir senescéncia, frequentemente associada a alteragdes
cromaticas estaveis e formagdo de focos de heterocromatina (SAHF) (Gorgoulis et al., 2019).
Assim, pode-se afirmar que a senescéncia constitui um conjunto heterogéneo de programas

celulares, cuja indugdo ¢ sensivel a multiplas perturbagdes fisioldgicas ou patologicas.

2.1.6.2 Aspectos moleculares e celulares da senescéncia

Em termos morfofuncionais, as células senescentes apresentam um conjunto de
caracteristicas que, em conjunto, permitem sua identificacdo, ainda que nenhum marcador
isolado seja exclusivo ou universal. Morfologicamente, células em senescéncia costumam
assumir uma morfologia aumentada, achatada e vacuolizada, com incremento do volume
citoplasmatico e nuclear (Mufioz-Espin; Serrano, 2014). Ademais, passam a apresentar
atividade da enzima [-galactosidase associada a senescéncia (SA-B-gal), uma enzima
lisossomal cuja expressdo ¢ aumentada em pH 4acido e que constitui um dos métodos
histoquimicos mais utilizados para detec¢ao de células senescentes, especialmente em modelos
in vitro (Dimri et al., 1995). Outros marcadores amplamente descritos incluem a expressao de
pl6™K4a ¢ p21CP! 3 presenca de focos de SAHF, e a ativagdo de vias de resposta ao dano ao

DNA, como a fosforilagdo da histona H2AX (YH2AX) (Gorgoulis et al., 2019).

Além disso, células senescentes exibem alteragdes metabolicas e secretorias
significativas. Em particular, observa-se o desenvolvimento de um fendtipo secretorio
inflamatério, conhecido como fendtipo secretor associado a senescéncia (SASP), composto por
citocinas, fatores de crescimento e metaloproteinases da matriz extracelular (Basisty et al.,
2020; Coppé et al., 2010). Esses fatores ndo apenas atuam de maneira autdcrina, mas também
exercem efeitos paracrinos sobre células vizinhas, modulando processos como inflamagao e
remodelamento tecidual (Gorgoulis et al., 2019). Essa combinacdo de caracteristicas, embora

heterogénea e dependente do tipo celular e do estimulo indutor, ¢ fundamental para a
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identificacdo e compreensdo do papel fisiopatologico das células senescentes em diversos

contextos bioldgicos.

2.1.6.3 Estresse oxidativo e dano ao DNA na senescéncia

O estresse oxidativo ¢ uma condicdo resultante do desequilibrio entre a producgdo de
ROS e a capacidade antioxidante da célula. Classicamente, a producao de ROS elenca entre os
principais agentes exogenos de dano ao DNA, proteinas e lipidios, levando a disfuncao celular
(Harman, 1956). Desse modo, a relag@o entre estresse oxidativo e senescéncia celular perpassa,
necessariamente, a ativacao das vias de resposta ao dano no DNA. Desse modo, a producao de
ROS e a ativagdo de DDR caracterizam uma dindmica de retroalimenta¢do positiva, na qual a
promocao de estresse oxidativo induz danos gendmicos e, simultaneamente, ¢ intensificada pela
ativacao de vias celulares que reforcam o estado senescente. Essa interacdo estabelece um ciclo
vicioso que contribui para a manutengdo e estabilidade do fenotipo senescente (Correia-Melo

et al., 2014; Faraonio, 2022; Hanson & Batchelor, 2022; Proctor & Kirkwood, 2002).

Estudos demonstram que, a ativagdo de vias de DDR — seja por encurtamento
telomérico, lesdes oxidativas ou exposicao a estressores genotdxicos —, promove um aumento
significativo na producdo de ROS, tanto por fontes mitocondriais quanto por mecanismos nao
mitocondriais, como a ativagdo da NADPH oxidase. Esse aumento ¢ mediado por reguladores
como p53, p21 e pl6, que ndo apenas conduzem a parada do ciclo celular, mas também

modulam vias pro-oxidativas (Correia-Melo et al., 2014; Faraonio, 2022).

Nesse sentido, o trabalho de Correia-Melo et al. (2014) destaca que o gene p21 atua
como um elo critico nessa relagdo. Sua ativag@o estd associada ao aumento progressivo dos
niveis de estresse oxidativo, que, por sua vez, induz dano a macromoléculas. Dentre essas
macromoléculas, destaca-se, nesse contexto, 0 DNA. Essa retroalimentacao ¢ sustentada por
altera¢des mitocondriais funcionais, como perda da eficiéncia respiratdria e comprometimento
da biogénese mitocondrial, frequentemente reguladas negativamente pela atividade de p53

sobre os coativadores do receptor gama ativado por proliferadores de peroxissoma (PGC-1a/p).

Ademais, o ciclo DDR-ROS também tem efeito deletério nas células circundantes.
Nesse sentido, a secre¢do de elementos do SASP, como citocinas pro-inflamatdria, podem agir
de forma paracrina sobre células vizinhas, induzindo danos ao DNA e ativando vias

semelhantes de senescéncia via ROS (Basisty et al., 2020; Coppé et al., 2010; Giroud et al.,
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2023). Tal fenomeno, conhecido como efeito bystander, amplia o impacto do estresse oxidativo

no microambiente tecidual (Correia-Melo et al., 2014).

Diante da estreita relagdo entre estresse oxidativo, dano ao DNA e senescéncia celular,
estratégias voltadas a modulagao redox tém ganhado destaque como potenciais abordagens para
prevenir, retardar ou até mesmo reverter o fenotipo senescente em contextos fisiopatologicos.
A manipulagdo dos niveis de ROS por meio de antioxidantes exdgenos, compostos reguladores
da atividade mitocondrial ou intervengdes genéticas constitui uma linha promissora de

investigacdo no campo da gerontologia (Faraonio, 2022).

Diversos estudos indicam que a reposi¢do de NAD" — um cofator essencial em
processos redox e substrato da enzima Sirtuina 1 (SIRT1) — € capaz de atenuar a senescéncia
induzida por agentes oxidativos, como o D-galactose ou o peroxido de hidrogénio (H20-)
(Wang et al., 2021). O aumento dos niveis intracelulares de NAD* promove a ativagdo de
SIRT1, a qual estd associada a protecdo contra danos oxidativos e a melhora da funcao
mitocondrial em células-tronco mesenquimais. Essa via também estimula a autofagia —

processo que contribui para a remocao de organelas danificadas e, assim, reduz a carga

oxidativa intracelular.

Outros compostos, como o inibidor de NAMPT FK866, demonstraram capacidade de
reduzir a senescéncia prematura em células da polpa dentaria humana ao suprimir a produgao
de ROS e regular negativamente a expressao de fatores pro-inflamatorios associados ao SASP,
como as interleucinas (IL) IL-1a, IL-6, IL-8 e o Fator de Necrose Tumoral a (TNF- a), por

meio da inibicdo da via de sinalizacdo Fator Nuclear kappa B (NF-xB) (Ok et al., 2021).

Além disso, compostos como a camforquinona também mostraram eficidcia na
atenuagao de marcadores de senescéncia em modelos celulares e animais, atuando via ativagao
de SIRTI e promog¢do da autofagia (Maharajan & Cho, 2021). Em outro modelo, o
silenciamento da enzima mitocondrial Arginase 2 (ARG2) — associada a inibi¢ao da autofagia
— resultou na redu¢do de marcadores senescentes em fibroblastos cutaneos humanos tratados
com H:O:. Essa resposta foi mediada pela microRNA miR-1299, que regula negativamente
ARG2, sugerindo o envolvimento de eixos ndo codificantes como potenciais alvos terapéuticos

para o controle da senescéncia redox-induzida (Kim et al., 2021).

19



2.1.6.4 Fumaga de cigarro como agente pro-senescéncia

A fumaca de cigarro ¢ composta por mais de 7.000 substancias quimicas, incluindo
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, metais pesados, aldeidos reativos e radicais livres.
Diversos desses componentes possuem potencial pré-oxidante elevado, capazes de induzir
estresse oxidativo intenso em células expostas (La Maestra et al., 2011; La Maestra; De Flora;
Micale, 2015). Essa sobrecarga oxidativa desencadeia danos diretos ao DNA, como quebras de
fita dupla, ativando mecanismos cléssicos de reparo e sinalizacdo do dano, como as vias
pS3/p21 e pl6/Rb (Das et al., 2023; Hanson & Batchelor, 2022). Quando esses danos ocorrem
de maneira cronica ou excedem a capacidade de controle homeostatico da célula, ocorre a
ativacdo do programa de senescéncia como mecanismo de protecdo contra transformagdo

maligna.

Além disso, achados sugerem que a exposi¢do cronica a fumaca de cigarro ndo apenas
promove a senescéncia celular, como também consolida um padrao secretdrio pro-inflamatdrio
condizente ao SASP (Wu et al., 2022), promovendo um microambiente pré-inflamatério e
contribuindo para alteragdes teciduais, disfungdes metabolicas e envelhecimento precoce em
diferentes modelos bioldgicos (Li et al., 2023; Liu et al., 2022). Tais evidéncias refor¢cam a

fumaga de cigarro como um indutor potente e multifatorial de senescéncia celular.

Durante a gravidez, a exposicdo materna ao cigarro estd associada a um aumento
significativo na produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), o que pode resultar em danos
celulares e moleculares em tecidos fetais e placentéarios (Dutta et al., 2015; La Maestra et al.,
2015; Soneji & Beltran-Sanchez, 2019). Tais efeitos sdo particularmente criticos no liquido
amnidtico, cuja composi¢ao bioquimica reflete o estado metabolico e inflamatério do ambiente
intrauterino. Em estudo conduzido por Menon et al. (2011), gestantes fumantes apresentaram
concentragdes cerca de trés vezes maiores de F2-isoprostanos (F2-IsoP) no liquido amnidtico,
independentemente da idade gestacional ou da etnia. Os F2-IsoP sdo produtos da peroxidagao
lipidica ndo enzimatica do 4cido araquidonico e constituem um relevante biomarcador de
estresse oxidativo in vivo. Essa elevagao nos niveis de F2-IsoP ¢ indicativa de uma intensa
atividade oxidativa induzida diretamente pela exposi¢do ao cigarro, sugerindo que esse fator
ambiental compromete significativamente o equilibrio redox no ambiente gestacional (Menon

etal., 2011).

Além do aumento de F2-IsoP, outros eicosanoides pré-inflamatorios como PGE: e

PGD: também foram encontrados em maiores concentragdes no liquido amnidtico de fumantes.
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Esses compostos, derivados enzimaticamente do acido araquidonico, estdo envolvidos na
regulagdo do inicio do parto e na ativagdo de vias inflamatorias. Ainda que sua relagdo com
partos prematuros nao tenha sido conclusiva neste estudo, sua elevacao em gestantes expostas
ao cigarro reforca a hipotese de um ambiente intrauterino pré-inflamatorio e pro-oxidativo

(Menon et al., 2011).

O achado mais relevante, no entanto, foi a associagdo clara entre tabagismo materno e
ativacdo de vias oxidativas especificas capazes de induzir dano celular — o que pode favorecer
o estabelecimento de senescéncia celular precoce em tecidos fetais expostos. Em particular,
tecidos altamente sensiveis ao estresse oxidativo, como as membranas fetais e as células do
liquido amniotico, podem apresentar aumento de apoptose, acimulo de DNA danificado, como
mostrado em experimentos complementares com culturas celulares estimuladas com extrato de

fumaca de cigarro (Dutta et al., 2015; Menon et al., 2011, 2013; Sheller-Miller et al., 2019).

Esses resultados corroboram a hipotese de que o cigarro, por meio da indugao de estresse
oxidativo intenso, atua como um potencial agente indutor de senescéncia celular no ambiente

gestacional.

2.1.6.5 Senescéncia no desenvolvimento embriologico

A senescéncia celular ¢ atualmente reconhecida como um processo fisiologico essencial
nos tecidos gestacionais, especialmente a medida que a gestagdo se aproxima do termo. Nesse
contexto, observa-se um acimulo progressivo de estresse oxidativo, que desencadeia a ativagao
de vias moleculares relacionadas a senescéncia e promove o encurtamento dos telomeros —
marcador classico de envelhecimento celular. Essas alteragdes induzem modificacdes
morfologicas e funcionais nas membranas fetais e na placenta, contribuindo para a sinaliza¢ao
e o inicio do trabalho de parto (Behnia et al., 2015; Menon et al., 2014). Dentre esses processos,
destaca-se a liberag@o de citocinas inflamatérias como IL-6 e IL-8, elementos importantes do
SASP que parecem desempenhar um papel importante na indu¢do da contratilidade uterina

durante o parto (Freund et al., 2010; Menon, 2016).

Contudo, diferentes fatores como exposi¢cdo a agentes quimicos, poluicdo, infecgdes,
obesidade ou tabagismo parecem resultar na exacerbagdo da producao de ROS, podendo
promover uma ativagdo prematura das vias de senescéncia celular, o que pode levar a ruptura
precoce das membranas fetais e ao parto prematuro. Corroborando, observou-se que

membranas fetais obtidas de partos com ruptura prematura das membranas fetais apresentam
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comprimento telomérico semelhante ao observado em partos a termo, além de marcadores de
senescéncia, como p38MAPK, aumentados, sugerindo o papel do encurtamento telomerico e
da senescéncia celular nos processos envolvidos na prematuridade (Dutta et al., 2015; Menon

et al., 2012; Polettini et al., 2015; Polettini & da Silva, 2020).

Reforcando a hipotese do envelhecimento celular precoce como fator determinante na
dindmica dos tecidos gestacionais, estudos demonstraram que o comprimento dos teldmeros
apresenta correlacdo negativa com a idade gestacional, indicando um processo progressivo de
encurtamento telomérico conforme o avango da gestagdo (Gielen et al., 2014). Ainda, foi
observado que células epiteliais amniotica, quando submetidas a estresse oxidativo in vitro a
partir da exposicdo a extrato de fumaga de cigarro, passam a secretar no meio €x0Ssomos
contendo fragmentos de teldmeros fetais e proteinas associadas ao dano celular, como a
HMGBI1. Esses exossomos, por sua vez, sdo capazes de induzir senescéncia em células
adjacentes através da ativacdo da via p38MAPK e do aumento da expressdo da proteina p21.
Tais achados reforcam o papel funcional dos telomeros e da senescéncia celular como
componentes da sinalizagdo fisioldgica do parto, além de sugerirem sua possivel contribui¢ao

em mecanismos patologicos associados ao parto prematuro (Sheller-Miller et al., 2019).
2.1.7 Metodologia

2.1.7.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo experimental de natureza basica, compreendendo andlise in silico
através de modelagem computacional de redes logicas e experimentagdo in vitro em linhagens

celulares amnioticas imortalizadas de humanos.

2.1.7.2 Local e periodo de realizagao

O presente estudo sera realizado no Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), campus Passo Fundo — RS, e contard com a
colaboragdo do Laboratorio de Imunologia da Relagdo Materno-Fetal, da Universidade
Estadual Paulista, UNESP, Botucatu, SP. As atividades de simulagdo computacional serdo
conduzidas na UFFS, enquanto a execucao dos ensaios laboratoriais de validacao in vitro seréd
dividida entre as duas institui¢cdes, conforme a disponibilidade de infraestrutura e equipamentos
especificos. A execucdo do projeto estd prevista para ocorrer entre agosto de 2025 e julho de

2026.
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2.1.7.3 Modelo Experimental e Estratégia de Amostragem

O sistema-modelo adotado neste estudo ¢ composto por linhagem de células amnioticas
humanas imortalizadas fornecidas pelo Laboratorio de Imunologia da Relagdo Materno-Fetal,
da Universidade Estadual Paulista, UNESP, Botucatu, SP. A amostragem serd nao
probabilistica e intencional, com selecao de amostras baseadas em critérios técnicos, como
viabilidade celular, e disponibilidade de material bioldgico compativel com os objetivos do
estudo. Serdo utilizadas trés réplicas biologicas independentes por condicdo experimental
(grupo controle e grupo exposto) e trés réplicas técnicas, a fim de garantir a reprodutibilidade

e validade estatistica dos achados.

Na fase in silico, as analises serdo realizadas por meio do software PseudoCell, uma
rede regulatoria logica multivalorada projetada para simular os principais programas de
senescéncia celular. Nesse contexto, populacdo refere-se ao conjunto teorico de estados de
ativacdo possiveis da rede regulatoria sob diferentes estimulos. Como a dindmica de atualizagao
da rede ¢ estocastica, diferentes trajetorias sao possiveis mesmo sob a mesma condicdo inicial,
justificando o uso de multiplas amostras para caracterizar adequadamente a resposta média da
rede. Cada condigdo experimental sera simulada multiplas vezes com diferentes ordens de
atualizagdo dos nos (random order asynchronous update), de forma a capturar a variabilidade
intrinseca do sistema. Neste contexto, cada repeti¢do da simulacdo constitui uma amostra
computacional, € o conjunto de repeticdes para uma mesma condi¢do ¢ considerado um
experimento. Serdo realizadas ao menos 30 simulacdes por condig¢do (n = 30), valor comumente
adotado em estudos computacionais baseados em redes logicas, garantindo variabilidade
suficiente para a analise estatistica das diferencas de ativacdo dos nos regulatorios. O nimero
de simulagdes foi definido com base em recomendagdes da literatura e replicabilidade

observada em estudos anteriores utilizando a mesma ferramenta.

2.1.7.4 Analise in silico de Ativacao Diferencial

A analise de ativagao diferencial sera conduzida in silico com o auxilio da ferramenta
PseudoCell. Para a realizacdo das andlises, serdo definidas condi¢des experimentais
computacionais mediante a estimulacao de nos de entrada da rede que mimetizem os impactos
pro-oxidativos e pro-inflamatorios conhecidos da fumaca de cigarro. A rede sera atualizada por
meio de um esquema assincrono de atualizagdo com ordem aleatoria dos nds, permitindo
capturar a variabilidade estocastica do sistema. Cada condi¢do serd simulada por 1.000 ciclos

de atualizagdo e repetida 30 vezes (n = 30) para geragdo de uma matriz de dados representativa.
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Os resultados de cada simulagdo serdo expressos em termos de Node Activity Frequency
(NAF), uma medida que representa a frequéncia relativa de ativagdo de cada n6é ao longo da
simulacdo. Apds a execucao das simulagdes, sera gerada uma matriz (CSV) com os NAFs de
todos os nos em cada repeticdo experimental. Esses dados serdo analisados por meio da
linguagem R, utilizando os pacotes /imma e clusterProfiler, para identificagdo de nds com
ativacao diferencial entre grupos controle e expostos, com aplicacdo de testes estatisticos como
limma-moderated t-test. O critério de significancia sera estabelecido em p < 0,05, com corre¢ao

de multiplas comparagdes por False Discovery Rate (FDR), quando aplicavel.

A partir da lista de nos diferencialmente ativados, serdo realizadas analises de
enriquecimento funcional para identificacdo de vias moleculares moduladas em resposta ao
estimulo. As vias serdo agrupadas conforme categorias de Gene Ontology (GO) e KEGG
Pathways, com posterior correlagdo dos achados computacionais com os dados obtidos nos

ensaios in vitro.

2.1.7.5 Cultura Celular e Estimulo com Extrato de Fumaca de Cigarro

Para os estudos laboratoriais in vitro, serdo utilizadas cultura de células amnidticas
epiteliais imortalizadas, estimuladas com estressores a fim de gerar danos oxidativos,
utilizando-se técnica previamente descrita (Menon et al., 2013). As células amnidticas serdo
gentilmente cedidas e os experimentos serdao realizados pelo Laboratorio de Imunologia da

Relagao Materno-Fetal, da Universidade Estadual Paulista, UNESP, Botucatu, SP.

As células serdo ressuspendidas em meio de cultura completo (Keratinocyte serum-free
medium (KSFM) (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA)) suplementado com Primocina
(InvivoGen, San Diego, CA, USA) e transferidas para garrafas de cultura, T25 ou T75,
contendo meio de cultura KSFM, com troca de meio apds 24 horas, mantidas a condi¢oes ideais
de CO2 (5%) e temperatura (37 °C) por 24h para verificagcdo de viabilidade celular. Quando
80-90% da confluéncia celular for atingida, ocorrerd a tripsinizacdo, ressuspensao e realocacao

celular em placas de 24 pocos, onde os experimentos de tratamento celular serdo realizados.

As células serdo estimuladas com o estressor oxidativo: meio de cultura tratado com
extrato aquoso de fumaca de cigarro. Essa solucdo sera preparada borbulhando fumaga de um
unico cigarro comercial aceso (Camel sem filtro; R.J. Reynolds Tobacco Co., Winston Salem,
NC) em 50 mL do meio de cultura acima referido. O extrato sera esterilizado por filtragdo em

um filtro de 0,22 mm (Millipore, Bedford, MA) para remover microrganismos contaminantes
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e particulas insoluveis. As células serdo estimuladas com a solu¢do na diluicdo 1:10 por 24
horas (Menon et al., 2014). Culturas sem estimulo, incubadas apenas com o meio de cultura,

serdo usadas como controle negativo.

2.1.7.6 Analise de Expressdo Génica por qPCR

A analise da expressdao génica sera realizada por meio de Reacdo em Cadeia da
Polimerase quantitativa em tempo real (qQPCR), com o objetivo de validar os achados da etapa
in silico. Serdo selecionados genes-alvo identificados como diferencialmente ativados nas
simulagdes computacionais, com base no critério de maior relevancia funcional e frequéncia de
ativacdo nos nos da rede logica. As sequéncias de primers serdo desenvolvidas a partir dos

genes encontrados, com auxilio do software BLAST.

As células amnioticas de humanos, apos exposicao ao extrato de fumaga de cigarro por
tempo e concentragdo previamente definidos, serdo lisadas para extragdo de RNA total,
utilizando reagentes comerciais como o TRIzol® (Invitrogen). A qualidade e integridade do

RNA serfo avaliadas por espectrofotometria (260/280 nm) e eletroforese em gel de agarose.

O RNA sera entdo convertido em cDNA por meio de transcri¢do reversa com enzimas
comerciais, seguindo os protocolos do fabricante. As reacdes de qPCR serdo realizadas com
primers desenhados para genes-alvo, utilizando sistemas de detec¢io baseados em intercalantes
fluorescentes como o SYBR Green. A quantificagdo relativa serd realizada pelo método

2-AACt

comparativo , utilizando genes de referéncia estaveis como controles endogenos.

Todas as reacdes serdao realizadas em triplicata técnica, com ao menos trés réplicas
bioldgicas por grupo experimental, e a andlise estatistica dos niveis de expressao sera realizada
por meio de testes paramétricos (t de Student ou ANOVA), com significancia estatistica

considerada para p < 0,05.

2.1.7.7 Variaveis, instrumentos e coleta de dados

Na etapa in silico, as variaveis independentes correspondem aos diferentes estimulos
aplicados aos nos da rede (ex: ativagdo de mediadores oxidativos), definidos por suas
frequéncias de ativacao (%). As varidveis dependentes sdo os niveis de ativacdo dos nos da
rede, expressos em NAF, ao longo das simulac¢des. Os dados gerados serdo exportados em

formato CSV, contendo as matrizes de ativa¢ao de cada no por repeticdo. A analise estatistica
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sera realizada em linguagem R, com auxilio dos pacotes clusterProfiler, limma e ggplot2 para

identificacdo de alteracdes significativas nos perfis de ativagdo entre grupos.

Na etapa in vitro, linhagens de células amnidticas humanas imortalizadas serdo
cultivadas em condigdes controladas e expostas ao extrato de fumaga de cigarro padronizado.
As varidveis independentes incluem o tempo e a concentra¢ao da exposi¢cdo ao estimulo. As
varidveis dependentes incluem a expressdo de marcadores moleculares de senescéncia, como
y-H2AX, p21°™! p16™K4 e marcadores do SASP, além de alteragdes morfoldgicas observadas
por microscopia Optica e/ou fluorescéncia. A coleta de dados serd feita por meio de técnicas de
gPCR e/ou imunoensaios, a depender da disponibilidade de reagentes e equipamentos. As

analises serdo realizadas em triplicata biologica por condi¢do experimental.

2.1.7.8 Processamento, controle de qualidade e analise dos dados

Os dados brutos gerados pelo software PseudoCell serdo exportados em formato CSV,
contendo os valores de NAF para cada nd da rede em todas as repeti¢cdes simuladas. O controle
de qualidade envolvera a verificagao de outliers, através de método de Tukey, e falhas de leitura
e execucao, através da avaliagdo computacional da razao linhas/colunas esperada por arquivo
CSV. A andlise estatistica serd conduzida na linguagem R, utilizando os pacotes /imma para
deteccao de ativagdo diferencial entre grupos, com aplicagdao de moderated t-test e ajuste por
FDR. Em seguida, serd realizada andlise de enriquecimento funcional com clusterProfiler,
explorando os termos GO e as vias do KEGG associadas aos nds diferencialmente ativados. As
visualizagdes serdo geradas por meio dos pacotes ggplot? e pheatmap, facilitando a

interpretagdo grafica dos resultados.

Os dados provenientes da quantificagdo da expressao génica por qPCR serdo submetidos
a controle de qualidade mediante anélise da pureza e integridade do RNA (260/280 nm) sendo
consideradas aceitaveis as razoes entre 1.8 e 2.1, e andlise de curvas de amplificagdo. O célculo
da expressdo relativa dos genes-alvo sera feito com base no método 222, normalizando os
resultados em relagdo aos genes de referéncia. A analise estatistica sera realizada no software
GraphPad Prism com aplicagdo de testes t de Student (quando comparando dois grupos) ou

ANOVA (para multiplas condi¢des), considerando significancia estatistica para p < 0,05.

2.1.7.9 Aspectos éticos

O presente estudo ndo envolve experimentacdo com seres humanos ou animais vivos,
mas utiliza linhagens celulares estabelecidas de humanos, fornecidas de institui¢do
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devidamente autorizada e mantida em conformidade com as normas de biosseguranca e manejo

celular. Por essa razdo, o trabalho nio requer submissao prévia ao Comité de Etica em Pesquisa

com Seres Humanos (CEP) nem ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), conforme

previsto na Resolugao CNS n°® 466/2012 e na legislagdo brasileira vigente.

Todos os procedimentos laboratoriais seguirdo as normas de Boas Praticas de

Laboratdrio e biosseguranga, conforme estabelecido pela Comissao Interna de Biosseguranca

da Universidade Federal da Fronteira Sul e pelo laboratdrio parceiro.

2.1.8 Recursos

Quadro 1 - Or¢gamento

Quadro 1. Orcamento

Item Quantidade Valor Unitario Total
Notebook 1 R$ 3.149,00 R$ 3.149,00
Pacote Office 1 R$ 80,00 R$ 80,00
Total R$ 3.229,00

Fonte: autor (2024).

Para a realizagdo dos experimentos previstos neste trabalho, os custos serdo de

responsabilidade da equipe de pesquisa.

2.1.9 Cronograma

Cronograma de atividades compreendendo o periodo entre agosto de 2025 e julho de

2026.

Atividade/ Més

10 | 11

12

Revisdo da

literatura

Coleta de dados

Processamento e

analise dos dados

Redacédo e
divulgacao dos

resultados
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2.2 RELATORIO DE PESQUISA

Este Trabalho de Curso, intitulado “Determinacao de desfechos e vias moleculares ¢
celulares associadas a senescéncia induzida por fumaca de cigarro em células amnioticas”, tem
por objetivo investigar os efeitos do estresse oxidativo induzido pela fumaga de cigarro sobre a
ativacdo de vias moleculares e celulares de senescéncia em células epiteliais amnidticas
humanas imortalizadas. Para tanto, adota-se um desenho em duas etapas complementares:
Modelagem computacional in silico, baseada em redes logicas assincronas, para prever a
modulagdo de nds regulatérios e a ativacao diferencial de vias classicas de senescéncia, e
validagdo in vitro desses achados por meio de cultivo celular e andlises de expressdo génica
(qPCR) e de marcadores de dano ao DNA e SASP. Ao correlacionar assinaturas transcricionais
e fenotipos celulares, o estudo busca elucidar mecanismos pelos quais a exposi¢ao ao tabaco
pode precipitar senescéncia no ambiente gestacional, fornecendo subsidios para estratégias

preventivas e terap€uticas voltadas a redu¢do de desfechos obstétricos adversos.

O projeto foi redigido no primeiro semestre de 2025, sob orientacdo da Prof* Dr*
Jossimara Polettini ao longo do Componente Curricular de Trabalho de Curso I, de acordo com

as normas do Manual de Trabalhos Académicos da UFFS e do Regulamento de TC do Curso.
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A escolha do tema decorre da relevancia clinica do tabagismo materno como fator
potencialmente modificavel associado a desfechos gestacionais adversos e do crescente
interesse em compreender como o estresse oxidativo aciona vias de senescéncia em tecidos
extraembrionarios. Investigar a interface entre dano oxidativo e a ativacdo de eixos de
senescéncia nesse contexto contribui para esclarecer mecanismos plausiveis de fragilizagdo
tecidual no ambiente gestacional. Tal enfoque dialoga com prioridades de saude publica, ao

fornecer bases tteis para agdes de prevencao e aconselhamento pré-natal.

As etapas computacionais e in silico foram realizadas de agosto a novembro de 2025 ao
longo do Componente Curricular de Trabalho de Curso II. As simulagdes foram conduzidas
através do software PseudoCell, composto por uma rede regulatoria 16gica multi-valorada
voltada ao estudo de programas de senescéncia, que permite definir a frequéncia de estimulo
externo aplicada a nds especificos ao longo de ciclos de atualizacdo. Neste trabalho, aplicou-se
um estimulo de 20% ao nd Superoxide, mantendo constantes os demais parametros entre
grupos, e adotou-se como variavel métrica o valor de Node Activity Frequency (NAF), definido
como o somatério dos estados de ativacdo do né ao longo da simulagdo dividido pelo tempo
total. As atualizacdes da rede ocorrem em ordem aleatoria e de forma assincrona, de modo a

refletir a natureza estocastica do sistema.

O desenho comparou a condicao estimulada (Superoxide 20%) a controles sem estimulo.
As saidas do PseudoCell foram exportadas em arquivos CSV contendo uma matriz amostras
por nds com as NAF de cada amostra e um registro do estado de todos os nds a cada ciclo, o
que possibilitou inspecionar o estado estacionario e garantir reprodutibilidade entre execugoes.
O pos-processamento foi realizado em linguagem R através da interface de programagao
RStudio. A partir da matriz de NAF, efetuou-se a comparacao entre grupos para identificar nds

diferencialmente ativados.

Devido a impossibilidades estruturais, os experimentos in vitro com células amnidticas
nao puderam ser conduzidos como previamente intencionado. Dessa forma, a fim de validar
externamente os achados realizou-se a anélise do transcriptoma publico GSE18044, disponivel
na base de dados Gene Expression Omnibus. Esse transcriptoma contém perfis de expressao
génica de placentas humanas de 76 gestantes que deram a luz no Hospital Infantil de Motol, em
Praga, expostas ou ndo a fumaca do tabaco durante a gravidez. A partir desse conjunto de dados,
analisou-se a expressao diferencial dos genes modulados pela fumaca de cigarro e determinou-
se as vias de sinalizacdo e os desfechos celulares por eles alterados.
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Ao término das etapas experimentais, ¢ mediante a aprovacdo do TC pela banca
examinadora os resultados serdo organizados e estruturados para submissdo em conformidade
com as instrucdes aos autores — https://www.sciencedirect.com/journal/placenta/publish/guide-

for-authors - do periddico Placenta (Elsevier).

36



3 ARTIGO CIENTIFICO

Determinacio de Desfechos e Vias Moleculares e Celulares Associadas a Senescéncia

Induzida por Fumaca de Cigarro em Células Placentarias
Vinicius Pierdona!, Jossimara Polettini'*

1 Faculdade de Medicina da Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Passo Fundo,

Passo Fundo, Rio Grande do Sul, 99010-200, Brasil.

* Autor correspondente: Prof.? Dr.* Jossimara Polettini. Universidade Federal da Fronteira
Sul, R. Cap. Aratijo, 20 - Centro, Passo Fundo — RS, CEP 99010-200. E-mail:

jossimara.polettini@uffs.edu.br.
Resumo

A exposicao materna a fumaca de cigarro constitui importante fonte de estresse oxidativo no
ambiente gestacional e esta associada a disfun¢do placentaria, parto prematuro e restricdo do
crescimento fetal. Entretanto, os mecanismos celulares que conectam esse insulto ambiental a
senescéncia em tecidos gestacionais ainda permanecem pouco esclarecidos. Neste estudo,
investigamos vias moleculares e celulares associadas a senescéncia induzida por estimulo pro-
oxidativo mimético a fumaga de cigarro em células placentaria. Para isso, combinamos
modelagem computacional baseada em rede logica multivalorada e validagdo externa em
transcriptoma placentario humano de gestantes expostas ao tabaco. O estimulo pro-oxidativo
promoveu reorganiza¢do coordenada da rede, caracterizada pela ativagdo de mediadores de
dano ao DNA e modulaciao de componentes relacionados a parada do ciclo celular, apoptose e
controle proliferativo. A andlise de enriquecimento revelou ativagdo positiva da via p53,
associada a modulacao de elementos como H2AX, ATM, CHEK2, BAX, CASP3 e FAS/FASL.
De forma convergente, a andlise transcricional demonstrou enriquecimento da mesma via em
placentas de gestantes fumantes, com genes associados principalmente a sinalizacdo apoptdtica
e parada do ciclo celular. Em conjunto, os resultados indicam que estimulos pro-oxidativos
relacionados ao tabaco podem levar a ativagdao do eixo ROS-dano ao DNA-—p53 em células
placentéarias, favorecendo um estado pro-senescente e potencialmente contribuindo para

alteracdes da homeostase placentaria.

Palavras-chave: Cellular Senescence; Oxidative Stress; Aging.
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3.1 INTRODUCAO

A gestacao constitui um estado biolégico marcado por intensas adaptagdes metabolicas,
endocrinas e imunologicas, acompanhadas por aumento fisioldgico na produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), sobretudo em razdo da elevada atividade placentaria e da demanda
energética materno-fetal [1,2]. Embora esse fenomeno integre a dindmica normal da gravidez,
o desequilibrio entre a geragao de ROS e a capacidade antioxidante do organismo pode culminar
em um microambiente intrauterino pro-oxidante, com repercussdes deletérias sobre o
desenvolvimento fetal. Esse quadro tem sido associado a diferentes complicagdes obstétricas e
desfechos perinatais adversos, incluindo pré-eclampsia, restrigdo do crescimento intrauterino e
parto prematuro, reforgando a relevancia do controle redox sobre a manuten¢ao da homeostase

gestacional [3-6].

Entre os fatores ambientais capazes de exacerbar esse desequilibrio, destaca-se a
exposicdo materna a fumaga de cigarro, reconhecida como importante fonte exdgena de
estressores oxidativos e compostos genotdxicos [7,8]. como os eixos proteina supressora
tumoral p53 (p53)/inibidor de quinase dependente de ciclina 1A (p21) e inibidor de quinase
dependente de ciclina 2A (p16™4?)/proteina do retinoblastoma (Rb) [9-11]. Adicionalmente,
receptores de nicotina identificados no tecido placentario [12], podem contribuir para os efeitos
adversos de vasoconstri¢ao e diminui¢do da reepiteliza¢ao, aumento da calcificagdo e apoptose,
observados nas placentas de mulheres fumantes [13]. Nesse contexto, a senescéncia celular
emerge como um mecanismo biologicamente plausivel de resposta a essa exposicao,
caracterizando-se pela parada estavel do ciclo celular, alteragdes morfofuncionais e aquisi¢ao
de um fenotipo secretor pro-inflamatorio caracteristico (Fendtipo Secretor Associado a
Senescéncia, SASP) [14]. Longe de representar um fendmeno homogéneo, a senescéncia
compreende programas celulares distintos, sensiveis a natureza do estimulo desencadeante, e
tem sido progressivamente reconhecida como elemento central na interface entre injuria

ambiental, inflamac¢ao e disfunc¢ao tecidual [15].

No contexto gestacional, a senescéncia celular assume particular interesse, uma vez que
participa de processos fisioldgicos relacionados a maturagdo das membranas fetais e ao inicio
do trabalho de parto, mas também pode ser induzida de forma prematura por condi¢des
patologicas. Evidéncias recentes sugerem que a intensificagdo do estresse oxidativo em tecidos
gestacionais pode favorecer ativagao precoce de vias senescentes, comprometendo a fungao

placentaria, a integridade das membranas fetais e o desenvolvimento fetal [3,5]. Assim, o estudo
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da senescéncia induzida por estimulos miméticos a fumaga de cigarro em células de tecido
placentério pode oferecer novas perspectivas sobre os mecanismos envolvidos na programagao

fetal adversa.

A luz dessas consideragdes, o presente estudo tem como objetivo investigar as vias
moleculares associadas a senescéncia celular induzida pela fumaga de cigarro em células
placentérias, combinando modelagem computacional baseada em redes 16gicas com posterior
validagdo externa. Essa estratégia permite ndo apenas a exploracdo sistematica das interagdes
entre estresse oxidativo, dano ao DNA e programas de senescéncia, mas também a selecdo de
marcadores moleculares com potencial relevancia biologica. Desse modo, espera-se contribuir
para melhorar a compreensdo dos mecanismos celulares pelos quais a exposi¢cao ambiental ao

tabaco pode impactar o ambiente gestacional e, consequentemente, o desenvolvimento fetal.
3.2 METODOS

3.2.1 Analise in silico de Ativacao Diferencial

A analise in silico foi realizada com auxilio do software PseudoCell [16], composto por
uma rede logica célula-agnostica e multivalorada criada para avaliar diferentes programas de
senescéncia. Para determinar a ativagdo diferencial dos nds da rede frente ao estimulo pro-
oxidativo mimético a fumaca de cigarro, estimulou-se o n6 correspondente a formacao de
superoxido em uma frequéncia de 20%. A rede foi atualizada por meio de um esquema
assincrono de atualizagdo com ordem aleatoria dos nos, mantida por 1.000 ciclos de atualizacao

e repetida 30 vezes para geracdo de uma matriz de dados representativa.

Os resultados de cada simulagdo foram expressos em termos de Node Activity
Frequency (NAF), representando a frequéncia relativa de ativagdo de cada n6 ao longo da
simulacdo. Apds a execucao das simulagdes, os resultados foram analisados dentro do ambiente
estatistico R, utilizando o pacote /imma [17], a partir de uma abordagem de modelagem linear
para identificacdo de nos com ativacdo diferencial entre grupos controle e expostos. Foram
considerados significativos aquelas relagdes em p < 0,05 apds correcao por False Discovery

Rate (FDR), e uma variagao relativa (fold change) > 0,0005.

3.2.2 Analise de enriquecimento funcional por Gene Set Enrichment Analysis

A andlise de enriquecimento funcional foi conduzida por Gene Set Enrichment Analysis

(GSEA) [18] com base na colecdo Hallmark da base de dados Molecular Signatures Database

39



(MSigDB) [19,20], a fim de identificar programas biologicos coordenadamente modulados pelo
estimulo pro-oxidativo. Inicialmente, os componentes da rede logica resultantes da analise
diferencial foram filtrados para manutengdo apenas daqueles correspondentes a simbolos
génicos humanos validos, excluindo-se nos representativos de espécies quimicas, estados
celulares ou entidades logicas compostas. Em seguida, os genes foram ordenados de acordo
com a estatistica t, permitindo avaliar se conjuntos génicos funcionalmente relacionados
apresentavam distribuicao nao aleatéria ao longo da lista ordenada. A analise foi conduzida no
ambiente R, utilizando os pacotes clusterProfiler [21] e msigdbr [22], com correcdo para
multiplas comparagdes pelo método de Benjamini-Hochberg. Conjuntos génicos com valor de

p ajustado < 0,05 foram considerados significativamente enriquecidos.

3.2.3 Validacao externa em transcriptoma placentario humano

Para validagdo externa dos achados obtidos no modelo 16gico, foi utilizado o conjunto
de dados publico GSE18044 [23], disponivel na base de dados Gene Expression Omnibus. Esse
transcriptoma contém perfis de expressdo génica de placentas humanas de gestantes expostas
ou ndo ao tabaco durante a gestagdo, gerados pela plataforma [llumina HumanRef-8 v2.0
Expression BeadChip. No ambito desse trabalho as amostras classificadas originalmente como
light smokers e heavy smokers foram agrupadas em uma Unica categoria. Ademais, a fim de
reduzir possivel viés relacionado a alteragdes metabolicas e inflamatorias associadas ao excesso
de peso, gestantes ndo fumantes com indice de massa corporal > 25 kg/m? foram excluidas da
analise. Os dados foram obtidos e processados no ambiente R para andlise de expressao
diferencial utilizando os pacotes GEOquery [24] e limma [17]. Genes com valor de p < 0,05

foram considerados significativamente modulados.

3.2.4 Anailise de enriquecimento funcional no transcriptoma placentario GSE18044

Para avaliar a convergéncia entre os achados obtidos no modelo logico e dados
transcriptomicos humanos independentes, foi realizada uma andlise de enriquecimento
funcional utilizando os resultados obtidos na andlise de expressdo diferencial para o
transcriptoma GSE18044. Apos a andlise de expressao diferencial os genes foram ranqueados
de acordo com a estatistica t. Antes do ranqueamento, as sondas foram anotadas para simbolos
génicos humanos e convertidas para identificadores Entrez, utilizando o pacote org. Hs.eg.db
[25]. Em casos de multiplas sondas associadas ao mesmo gene, foi mantida a sonda com maior

valor absoluto da estatistica t.
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A analise de enriquecimento foi conduzida por GSEA utilizando a colecdo Hallmark da
base de dados MSigDB [18-20], obtida no R por meio do pacote msigdbr [22] e clusterProfiler
[21]. O método de Benjamini-Hochberg foi empregado para ajuste dos valores de p e controle
da taxa de falsas descobertas. Os conjuntos génicos com Normalized Enrichment Score (NES)
positivo foram determinados como enriquecidos no grupo exposto ao tabaco, enquanto
conjuntos com NES negativo foram interpretados como enriquecidos no grupo ndo exposto.
Para caracterizacao funcional dos genes responsaveis pelo enriquecimento da via de P53, foi
extraido o subconjunto de genes leading edge obtido pela analise GSEA. Esses genes foram

submetidos a analise de enriquecimento funcional por GO Biological Process.

3.2.5 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 9 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, EUA). A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-
Wilk. Para comparagdes entre dois grupos, utilizou-se o teste t de Student para dados com
distribuicdo normal e o teste de Mann-Whitney para dados sem distribuicdo normal. Os dados
foram apresentados como mediana e intervalo interquartil (IQR), conforme especificado na
descri¢do de cada figura. Salvo indicacdo em contrario, diferengas com p < 0,05 foram

consideradas estatisticamente significativas.

3.3 RESULTADOS

A exposicdo ao estimulo pro-oxidativo promoveu a reorganizacdo da rede logica,
marcada pelo aumento significativo da ativacdo de nds associados a producdo de espécies
reativas de oxigénio, ativagdo de mediadores de dano ao DNA, enriquecimento funcional da
via de p53, indugdo de componentes pro-apoptoticos e reducdo de reguladores da progressao
do ciclo celular, com destaque para proteina quinase mutada na ataxia-telangiectasia (ATM),
variante da histona H2A.X (H2AX), quinase de checkpoint 2 (CHEK2), proteina quinase
ativada por mitégeno 14/p38a (MAPK14), proteina ligadora da proteina tumoral p53 2
(TP53BP2), proteina X associada a BCL-2 (BAX), caspase-3 (CASP3), fator nuclear kappa B
(NF-«xB) (Figura 1). Em conjunto, esse perfil sugere que o estimulo mimético ao efeito da
fumaca de cigarro desencadeia uma resposta celular coordenada de resposta de dano ao DNA
compativel com a instalagdo de um estado pro-senescente associado ao controle proliferativo e

ativagao de vias apoptoticas.
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Figura 1. Determinacio in silico de elementos moleculares e celulares modulados
pelo estimulo pro-oxidativo mimético a fumaca de cigarro em modelo légico. A. Mapa de
densidade representando alteragdes no valor de NAF entre o grupo estresse oxidativo e controle.
B. Grafico de vulcao representando no6s com ativacdo diferencial entre o grupo estresse
oxidativo em comparagdo com o controle. Circulos vermelhos indicam nés com valor de p <
0,01 e variagao relativa (fold change) > 0,0005. Circulos amarelos representam nds apenas com
valor de p < 0,01 e ndo foram considerados diferencialmente ativos. Circulos cinzas
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representam nos considerados ndo diferencialmente ativos. C. Nos representativos daqueles
modulados pelo estimulo pré-oxidativo. Os dados sdo apresentados como mediana e IQR.
Diferencas significativas consideradas quando p < 0,0001 (****). NAF: Frequéncia de

Ativagao do No.

E possivel verificar também a separagdo global entre os grupos controle e superdxido
(Figura 1A), indicando que a perturbacdo alterou o estado de ativagdo de um conjunto
coordenado de componentes da rede, e ndo apenas de nods isolados. Ademais, os elementos do
grupo superdxido tendem a se agrupar e a exibir aumento de atividade de elementos ligados as
vias dano ao DNA e resposta ao estresse oxidativo, como ATM, H2AX, CHEK2 ¢ NF«B
(Figura 1B-C). Em paralelo, componentes associados a proliferacdo celular, como Survivin,
tem sua atividade relativamente reduzida (Tabela Suplementar 1S). Esse padrdo corrobora com
a ideia de que o estimulo deslocou a rede de um estado mais homeostatico para um estado de

vigilancia gendmica e resposta de dano ao DNA.

Ademais, a analise de GSEA revelou o enriquecimento positivo da via p53 na condicao
submetida ao estimulo pré-oxidativo (Figura 2A). Nessa andlise o running enrichment score,
representado pela linha verde no grafico, determina a pontuacdo acumulada de enriquecimento
calculada ao percorrer a lista ordenada, enquanto sua elevacao indica a concentragdo dos genes
da via entre os componentes mais positivamente associados a condi¢do experimental. Nesse
sentido, a concentragdo dos genes da via na por¢ao superior da lista ranqueada, acompanhada
de elevagdo precoce do running enrichment score, sugere a ativagdo coordenada de genes
associados a resposta ao dano celular, consistente com o engajamento do eixo p53 no contexto

de estresse oxidativo.
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Figura 2. Enriquecimento da via p53 e principais componentes associados a
resposta ao dano celular no modelo légico. A. Curva de enriquecimento por GSEA da via de
p53, demonstrando enriquecimento positivo da via entre os componentes mais ativados na
condicdo submetida ao estimulo pré-oxidativo. As barras verticais indicam a posi¢ao dos genes
pertencentes a via p53 ao longo da lista ranqueada, enquanto a curva verde representa o running
enrichment score. A faixa colorida representa a dire¢do da associagdo dos genes ao longo do
ranqueamento, em que vermelho indica a ativagdo positiva na condi¢do estimulada, e azul
indica associagdo com o grupo controle. As barras cinzas inferiores correspondem a

contribuicdo de cada gene para o ranqueamento utilizado no GSEA. B. Principais genes
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verificados no enriquecimento da via de p53, ordenados de acordo com a estatistica t obtida na

analise diferencial.

O enriquecimento positivo das vias associadas a P53 foi impulsionado principalmente
por genes associados a resposta ao dano no DNA, incluindo o complexo MRE11-RAD50-NBN
(complexo MRN), H2AX, ATM e CHEK2, bem como por mediadores ligados a parada do ciclo
celular e apoptose, como BAX, receptor de morte FAS (FAS) e caspases efetoras (Figura 2B).
Em conjunto, esse perfil sugere a ativagao funcional do eixo p53 em resposta ao estimulo pro-

oxidativo associado a dois desfechos principais, apoptose e senescéncia celular.

Nesse sentido, corroborando os resultados verificados nas analises com o modelo logico,
a andlise de GSEA realizada no transcriptoma placentdrio GSE18044 também revelou
enriquecimento positivo da via p53 no grupo de gestantes fumantes em comparagdo as nao
fumantes (Figura 3A). A curva de enriquecimento demonstrou concentragdo de genes dessa via
na por¢do inicial da lista ranqueada, sugerindo associa¢do dessa assinatura com a exposi¢ao
materna ao tabaco. Para caracterizar os componentes funcionais responsaveis por esse
enriquecimento, os genes que mais contribuiram para sua significancia foram submetidos a
analise de enriquecimento funcional (Figura 3B). Essa analise evidenciou termos relacionados
principalmente a regulacdo positiva de apoptose e regulacao negativa da proliferacdo celular,
ou senescéncia. Em conjunto, esses achados sugerem que a assinatura de p53 observada no
transcriptoma placentario de fumantes ¢ predominantemente sustentada por genes associados a

resposta ao dano celular, apoptose e senescéncia.
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Figura 3. A analise transcriptomica de tecido placentiario humano evidencia
ativacio de programas relacionados a via p53, dano ao DNA, apoptose e parada do ciclo
celular em placentas de gestantes fumantes. A. Curva de enriquecimento por GSEA da via
de p53, demonstrando enriquecimento positivo da via entre os componentes mais ativados na
condi¢do submetida ao estimulo pré-oxidativo. As barras verticais indicam a posi¢ao dos genes
pertencentes a via p53 ao longo da lista ranqueada, enquanto a curva verde representa o running
enrichment score. A faixa colorida representa a direcdo da associacdo dos genes ao longo do

ranqueamento, em que vermelho indica a ativagdo positiva na condi¢do estimulada, e azul
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indica associagdo com o grupo controle. As barras cinzas inferiores correspondem a
contribui¢do de cada gene para o ranqueamento utilizado no GSEA. B. Analise funcional dos
genes da via p53, com destaque para processos relacionados a sinalizagdo apoptotica e parada

do ciclo celular.

3.4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos sugerem que o estimulo pré-oxidativo empregado no modelo foi
capaz de induzir uma resposta molecular coordenada, marcada pela ativacdo de componentes
associados ao estresse oxidativo, a resposta ao dano no DNA e a parada do ciclo celular. Em
conjunto, esse perfil ¢ consistente com a hipotese de que estimulos miméticos a exposicao a
fumaca de cigarro possam deslocar células placentarias para um estado de estresse celular
intenso, com ativagdo de vias compativeis com parada proliferativa, senescéncia precoce e
apoptose. Mais especificamente, o tabagismo durante a gravidez ja foi associado a danos
significativos por quebra de dupla fita do DNA no sinciciotrofoblasto [26]. Adicionalmente,
diversos estudos demonstraram o efeito do estresse oxidativo em desfechos gestacionais
adversos, como pré-eclampsia, restricdo de crescimento intrauterino e prematuridade [27-28],
no entanto, ndo ha ainda uma defini¢do de qual ou quais vias sdo ativadas, e tal conhecimento
se torna necessario para o desenvolvimento de mecanismos de bloqueio ou inativagdo molecular

para evitar os desfechos desfavoraveis.

A fim de transpor os resultados observados para o contexto dos tecidos placentarios,
considerando que a técnica empregada no presente estudo € tipo célula-agnostica, torna-se
importante ressaltar dados especificos nesses tecidos que também demonstram atividade
semelhante sob estimulo oxidativo. Dentre as primeiras observagdes nesse contexto, Menon et
al (2011), em estudo in vitro, demonstraram que a exposi¢cdo de membranas fetais humanas ao
meio de cultura tratado com fumaga de cigarro resultou em uma producgdo significativamente
maior de Isoprostano (F2-IsoP), diminuicdo na expressdao de Bcl2 e aumento de caspase 3
(moléculas indutoras de dano oxidativo e aumento de apoptose, respectivamente) em
comparac¢do aos controles ndo estimulados [29]. Dados in vivo com camundongas CD-1 prenhes
e submetidas a minilaparotomia para injecdo de extrato de fumaca de cigarro, diluido em
solucdo salina entre o segundo e terceiro saco gestacional, demonstram peroxidacao lipidica e
marcadores de estresse oxidativo, como beta galactosidase em tecido do saco amnidtico e

placentério [30]. Outro estudo in vivo mostrou indugdo de apoptose e parada do ciclo celular
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em trofoblastos de camundongas prenhas ap6s injecdo de etoposideo e irradiagdo gama de 5

Gy, potentes indutores de danos ao DNA [31].

Dentre os nossos resultados merece destaque a ativagdo de elementos classicos da
resposta ao dano no DNA, como a quebra de fita dupla de DNA (DSB), MRN, H2AX, proto-
oncogene ABL1 (ABL1) e lisina acetiltransferase 5 (KATSY), frente o estimulo pro-oxidativo.
A convergéncia desses componentes sustenta a interpretagdo de que o estresse oxidativo
induzido foi suficiente para promover dano a macromoléculas com potencial de comprometer
a integridade do genoma. Esse resultado reforca a hipotese de que a agressao pro-oxidativa no
ambiente gestacional ndo se limita a altera¢do do estado redox celular, mas que pode deflagrar
vias de sinalizagdo associadas a interrupg¢ao do ciclo celular e a redefini¢cao do desfecho celular.
Em concordancia, estudo prévio demonstrou aumento de expressdo de H2ZAX em placentas de
maes fumantes, associado a uma resposta de reparo de DNA prejudicada, a qual foi avaliada
pela proteina 53BP1 (proteina 1 de ligagcdo a p53), um sensor e regulador critico na resposta a

danos no DNA [26].

A andlise das vias moduladas pelo ambiente pro-oxidativo corrobora essa no¢ao ao
demonstrar enriquecimento positivo da via de P53. Nesse sentido, ¢ importante notar que a
ativacao da via de p53 constitui um mecanismo central de resposta ao dano oxidativo e ao dano
ao DNA, podendo atuar como elemento conector entre a exposi¢ao pro-oxidativa e a indugao
de parada proliferativa e senescéncia celular [32]. Notavelmente, o enriquecimento da via ndo
parece depender exclusivamente da expressdao de TP53 como gene isolado, mas da ativacdo
coordenada de multiplos componentes a montante ¢ a jusante da rede regulada por ele. Esse
padrdo ¢ compativel com a natureza multifacetada da resposta mediada por p53, cuja atividade
frequentemente ¢ determinada por mecanismos pds-transcricionais [33]. Em revisdo recente,
Kobayashi et al (2025) reuniram evidéncias de que a via p53 esteja intrinsecamente envolvida
na regulagdo da senescéncia celular, autofagia, metabolismo energético e decidualiza¢do no
endométrio, e que desempenhe um papel fundamental na manuten¢do da fungdo reprodutiva

feminina [34].

A fim de consolidar os achados aplicados aos tecidos placentéarios, observou-se que a
analise do transcriptoma GSE18044 forneceu suporte externo a centralidade do eixo p53
identificado no modelo 16gico na resposta ao tabaco. O transcriptoma de gestantes fumantes
apresentou enriquecimento positivo da via p53, enquanto a analise funcional dos genes que
mais contribuiram para esse enriquecimento, demonstrou que eles se relacionam principalmente
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com desfechos celular associados a sinaliza¢ao apoptotica e regulacdo negativa da proliferagao
celular. Tal padrao corrobora os resultados do modelo l6gico, no qual o estimulo pro-oxidativo
mimético a fumaga de cigarro. Assim, os dados transcriptomicos humanos reforcam a
plausibilidade de que a via p53 represente um eixo funcional relevante na interface entre

exposicao ao tabaco, dano oxidativo e comprometimento da homeostase placentaria.

Ademais, os achados sugerem que a rede ativada pelo superdxido se encontra em uma
zona de decisdo entre diferentes desfechos celulares, na qual coexistem sinais de parada
proliferativa e de ativagdo apoptotica. Essa dualidade é coerente com a literatura, segundo a
qual a resposta celular frente a um estimulo exdgeno toxico a célula € composta por uma mistura
de diferentes desfechos, cuja propor¢ao ira depender do tipo, da intensidade, duracdo e contexto
do dano [35]. Assim, os achados aqui observados sugerem que a exposi¢do ao tabaco pode
desencadear uma resposta complexa, na qual a célula tenta inicialmente conter e reparar o dano,
mas que ja apresenta, simultaneamente, sinais de ativacao de vias efetoras de morte celular ou

senescéncia.

3.5 CONCLUSAO

Em conjunto, esses resultados sustentam a hipdtese de que o programa de senescéncia
induzida pelos estimulos pro-oxidativos associados a fumaca de cigarro perpassa a produgao de
dano oxidativo a macromoléculas, ativagdo de DDR, engajamento da via de p53, supressao da
progressdo do ciclo celular e sinalizagdo pro-apoptotica. No contexto gestacional, tais
alteragcdes podem ter implicagdes importantes, uma vez que o acimulo precoce de dano
oxidativo e de respostas senescentes em tecidos fetais € membranas amnioticas tem sido
associado a disfun¢do placentéria, inflamacao intrauterina e desfechos adversos, como parto

prematuro e restricdo do crescimento fetal.
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4 CONCLUSOES OU CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou que o estimulo pro-oxidativo mimético a fumacga de
cigarro foi capaz de induzir, em modelo logico de células amnidticas, uma resposta molecular
coordenada compativel com dano oxidativo, ativacao de resposta ao dano no DNA, modulagao
da via de p53, apoptose e senescéncia. A ativagdo de componentes relacionados a producgdo de
espécies reativas de oxigénio, associada a ativagdo de mediadores como MRN, H2AX, ATM,
CHEK2, MAPK14, BAX, CASP3 e FAS/FASL, sugere que a exposi¢ao pro-oxidativa desloca

a rede celular para um estado bimodal de senescéncia e apoptose.

A analise de enriquecimento funcional refor¢ou a centralidade da via p53 na construgao
desse programa de senescéncia, indicando que o estimulo oxidativo mobiliza uma resposta
integrada com participacdo dos mecanismos de resposta ao dano celular, parada do ciclo celular
e apoptose. Esse perfil ¢ compativel com a instalagdo de um estado pro-senescente, no qual
coexistem mecanismos de parada proliferativa e sinais de ativagao de morte celular, refletindo

a complexidade da resposta celular frente a insultos ambientais intensos.

Além disso, a andlise externa do transcriptoma placentario humano GSE18044 evidenciou
enriquecimento positivo dessa via em placentas de gestantes fumantes, corroborando os
achados no modelo l6gico e reforcando a plausibilidade bioldgica de que a exposicao
gestacional ao tabaco ative um eixo funcional ROS—dano ao DNA-p53 em tecidos

extraembrionarios.

Em conjunto, os achados indicam que a fumaca de cigarro pode contribuir para a perda da
homeostase placentdria e amnidtica por meio da inducgdo de dano oxidativo a macromoléculas,
ativacdo da resposta ao dano genomico e engajamento de vias associadas a senescéncia e
apoptose. Dessa forma, este estudo contribui para a compreensao dos mecanismos moleculares
pelos quais o tabagismo gestacional pode comprometer o ambiente intrauterino e favorecer
desfechos adversos da gestagdo. Futuras investigagcdes experimentais, especialmente em
modelos celulares amnioticos e placentarios, serdo fundamentais para validar diretamente os
marcadores identificados e aprofundar a caracterizagdo funcional da senescéncia induzida pela

fumaca de cigarro.
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