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APRESENTAÇÃO 

 

Trata-se de um Trabalho de Curso de Graduação, elaborado pelo acadêmico Vinícius Pierdoná 

Lima, como requisito parcial para a obtenção do grau de Bacharel em Medicina pela 

Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), campus Passo Fundo, RS, sob a orientação da 

Prof.ª Dr.ª Jossimara Polettini. Está em conformidade com as normas do Manual de Trabalhos 

Acadêmicos da UFFS e com o Regulamento de TC do Curso, sendo composto pelo projeto de 

pesquisa, relatório de atividades e artigo científico, tendo sido desenvolvido ao longo de três 

semestres do curso de Medicina da UFFS. Esse trabalho objetiva investigar os efeitos do 

estresse oxidativo promovido pela fumaça de cigarro na ativação de vias moleculares e celulares 

relacionadas à senescência em células epiteliais amnióticas imortalizadas de humanos. O 

primeiro capítulo consiste no projeto de pesquisa, desenvolvido no componente curricular de 

Trabalho de Curso I, no primeiro semestre de 2025. O segundo capítulo consiste no relatório de 

Pesquisa, compreendendo o desenvolvimento dos experimentos ocorridos durante o segundo 

semestre de 2025. Por fim, o terceiro capítulo traz o artigo científico, seus resultados e 

discussão, desenvolvido durante o componente curricular de Trabalho de Curso III. Consta, 

pois, de um estudo, quantitativo e experimental, desenvolvido em parceria com Laboratório de 

Imunologia da Relação Materno-Fetal, da Universidade Estadual Paulista, UNESP, Botucatu, 

SP. 
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RESUMO NA LÍNGUA VERNÁCULA 

 

A exposição gestacional à fumaça de cigarro está associada a diversos desfechos adversos, 

como malformações fetais e parto prematuro. No entanto, os mecanismos moleculares que 

explicam esses efeitos ainda não são totalmente compreendidos. A senescência celular tem sido 

apontada como um possível fator na perda da homeostase dos tecidos gestacionais, afetando a 

função placentária e comprometendo a manutenção da gestação. O desequilíbrio redox surge 

como um elo comum entre estressores oxidativos e a indução de senescência celular, podendo 

representar um mecanismo-chave nessa interação. Neste contexto, o presente trabalho tem 

como objetivo investigar os efeitos do estresse oxidativo na ativação de vias moleculares e 

celulares relacionadas à senescência em células placentárias de humanos. Para tanto, o estudo 

adota uma abordagem quantitativa e experimental, estruturada em duas fases complementares. 

Inicialmente, realiza-se uma simulação computacional in silico por meio de redes lógicas 

assíncronas, com o intuito de prever alterações moleculares associadas à exposição, 

corroborada pela análise de transcriptoma de células placentárias de gestantes expostas ou não 

à fumaça de cigarro. Essa abordagem integrada visa ampliar a compreensão dos mecanismos 

celulares envolvidos nos efeitos da fumaça de cigarro sobre o ambiente gestacional, 

contribuindo para o desenvolvimento de estratégias preventivas e terapêuticas. Verificou-se, 

por meio de modelagem computacional e validação por transcriptoma, a ativação da via p53, 

associada a dano ao DNA e apoptose, em resposta à exposição à fumaça de cigarro. Dessa 

forma, esse trabalho fornece evidências de que a fumaça de cigarro induza senescência a células 

placentárias extraembrionárias através de um programa composto por dano oxidativo a 

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

 

Palavras-chave: Senescência Celular; Estresse Oxidativo; Envelhecimento; Âmnio 
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RESUMO NA LÍNGUA 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 INTRODUÇÃO 

Tradicionalmente, em termos moleculares, a gestação cursa com um aumento fisiológico 

na produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), que se dá devido ao correspondente 

aumento da demanda metabólica e intensa atividade celular placentária. Quando essa produção 

ultrapassa a capacidade dos sistemas antioxidantes de neutralizá-las, instala-se um quadro de 

estresse oxidativo. Esse desequilíbrio pode desencadear uma série de efeitos nocivos aos tecidos 

maternos e fetais, favorecendo o surgimento de complicações gestacionais, como pré-

eclâmpsia, restrição do crescimento intrauterino e parto prematuro (Dutta et al., 2015; Ibrahim 

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

A exposição à fumaça de cigarro é um potente e bem conhecido estressor oxidativo e, 

durante a gestação, está associada a uma série de desfechos negativos no desenvolvimento 

embrionário e fetal, incluindo restrição do crescimento intrauterino (Bernstein et al., 2005; 

Lewandowska et al., 2020), baixo peso ao nascer, parto prematuro (Soneji; Beltrán-Sánchez, 

2019) e malformações (Cevik et al., 2023; Malik et al., 2008). Apesar de amplamente 

documentados, os mecanismos moleculares subjacentes a esses efeitos ainda não são 

completamente compreendidos, especialmente no que diz respeito ao impacto direto sobre 

células do ambiente intrauterino. Neste contexto, a senescência celular — um estado de parada 

do ciclo celular associado a alterações morfológicas e funcionais — surge como um possível 

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

A senescência celular no ambiente gestacional tem ganhado atenção como um possível 

fator de comprometimento do desenvolvimento fetal. Estudos recentes sugerem que a ativação 

precoce de vias de senescência em tecidos gestacionais pode interferir na função placentária 

(Biron-Shental et al., 2010) e no crescimento fetal (Heazell et al., 2011; Miranda et al., 2014). 

Além disso, há evidências de que insultos ambientais como poluição (Bové et al., 2019; 

Carvalho et al., 2016; Van den Hooven et al., 2012), dieta materna desequilibrada (Francis et 

al., 2022) e exposição ao tabaco (Von Chamier et al., 2021) podem induzir a formação de um 

microambiente pró-inflamatório e pró-oxidativo em células intrauterinas, podendo afetar 

diretamente o desenvolvimento embrionário. Nesse contexto, o estudo da senescência em 

células amnióticas pode oferecer perspectivas importantes sobre os mecanismos de 

programação fetal adversa. 

Um dos principais mecanismos moleculares envolvidos na indução da senescência celular 

pela fumaça de cigarro é o estresse oxidativo (Nyunoya et al., 2006). A fumaça contém uma 
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mistura complexa de compostos pró-oxidantes que geram ROS dentro das células, levando à 

oxidação de proteínas, lipídios e, principalmente, ao dano ao DNA (La Maestra et al., 2011; La 

Maestra; De Flora; Micale, 2015). A atividade genotóxica 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 ativação do programa de senescência (Herbig et al., 2004). 

A presente pesquisa propõe a utilização de um modelo computacional baseado em redes 

lógicas para a análise das dinâmicas moleculares e celulares evocadas frente estímulos 

miméticos aos da fumaça de cigarro. A partir da análise in silico, espera-se identificar as 

potenciais vias de sinalização associadas à senescência celular deflagrada pela fumaça de 

cigarro em células amnióticas 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 terapêuticas. 
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2 DESENVOLVIMENTO 

2.1 PROJETO DE PESQUISA 

2.1.1 Tema 

Determinação das vias moleculares associadas à senescência em células amnióticas 

expostas a fumaça de cigarro. 

2.1.2 Problemas 

Quais vias de sinalização e marcadores moleculares associados à senescência celular 

são ativados em células amnióticas expostas ao estresse oxidativo? 

Qual o papel do estresse oxidativo e do dano ao DNA na indução de senescência celular 

por fumaça de cigarro em células amnióticas? 

Os marcadores de senescência previstos por simulação computacional são confirmados 

experimentalmente em células amnióticas expostas à fumaça de cigarro? 

De que forma a exposição à fumaça de cigarro pode alterar o perfil molecular de células 

amnióticas e comprometer processos gestacionais por meio da senescência celular? 

2.1.3 Hipóteses 

A exposição ao estresse oxidativo ativará vias clássicas de senescência celular em 

células amnióticas, como as vias p53/p21 e p16INK4a/Rb, acompanhada pelo aumento de 

marcadores como SA-β-gal, γ-H2AX e secreção de fatores pró-inflamatórios do SASP. 

O estresse oxidativo induzido pela fumaça de cigarro levará a danos persistentes no 

DNA, especialmente quebras de fita dupla, ativando vias de resposta ao dano genético, que 

culminarão na indução da senescência celular. 

 Os marcadores moleculares de senescência celular previstos pelo modelo computacional 

baseado em redes lógicas serão confirmados nos ensaios in vitro. 

A exposição à fumaça de cigarro alterará o perfil transcricional de células amnióticas, 

promovendo um estado senescente, afetando negativamente processos gestacionais como a 

troca de nutrientes e a sinalização fetal-materna. 
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2.1.4 Objetivos 

2.1.4.1 Objetivo Geral 

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

relacionadas à senescência em células epiteliais amnióticas imortalizadas de humanos. 

2.1.4.2 Objetivos Específicos 

Determinar, em modelo computacional, o perfil de expressão gênica de células expostas 

à fumaça de cigarro em comparação a um grupo controle. 

Avaliar o perfil de expressão gênica em linhagem de células amnióticas expostas à 

fumaça de cigarro em comparação a um grupo controle. 

Identificar a ativação de marcadores moleculares associados às vias de estresse 

oxidativo, dano ao DNA em resposta à exposição. 

Correlacionar a expressão dos marcadores com possíveis alterações morfológicas e 

funcionais nas células. 

2.1.5 Justificativa 

A exposição materna ao estresse oxidativo durante a gestação é um fator de risco 

amplamente reconhecido para complicações obstétricas e alterações no desenvolvimento fetal. 

No entanto, os mecanismos celulares e moleculares que mediam esses efeitos ainda não foram 

completamente elucidados. A identificação desses mecanismos é fundamental para 

compreender os desfechos adversos associados ao tabagismo gestacional e propor estratégias 

de prevenção mais eficazes. A senescência celular, por sua vez, desponta como um potencial 

elo entre a exposição a agentes tóxicos ambientais e a disfunção tecidual durante a gestação. 

Nesse contexto, o uso de células amnióticas como modelo representa uma oportunidade 

relevante para avaliar do estresse oxidativo, através da estimulação com fumaça de cigarro 

sobre o ambiente intrauterino. Além disso, a aplicação de ferramentas computacionais baseadas 

em simulação de expressão gênica permite uma análise sistemática das alterações moleculares 

induzidas por esse estímulo, otimizando recursos e direcionando a seleção de marcadores a 

serem validados experimentalmente. A integração entre modelagem in silico e validação in 

vitro oferece uma abordagem promissora para explorar os efeitos da exposição ambiental no 

contexto gestacional. 
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2.1.6 Referencial teórico 

2.1.6.1 Senescência celular: Conceitos e mecanismos 

A senescência celular caracteriza-se como o estado de parada estável e, frequentemente, 

irreversível do ciclo celular associado à manutenção metabólica (Hernandez-Segura; Nehme; 

Demaria, 2018; López-Otín et al., 2023). Essa resposta pode ser desencadeada por uma 

variedade de estressores endógenos e exógenos, que, apesar de distintos em sua natureza, 

convergem para um fenótipo celular comum de parada proliferativa irreversível. Entre os 

principais agentes indutores, destacam-se a erosão telomérica, o dano persistente ao DNA, a 

ativação de oncogenes, o estresse oxidativo e disfunções mitocondriais (Hernandez-Segura et 

al., 2018). 

A senescência, no entanto, não caracteriza um fenótipo homogêneo, mas sim um grupo 

de fenótipos, ou programas de senescência, evocados sob diferentes estímulos e agrupados em 

grandes grupos (Hernandez-Segura et al., 2017). Desses, destaca-se principalmente a 

senescência replicativa, conceituada pela parada do ciclo replicativo induzida pela erosão dos 

telômeros após sucessivas divisões 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 sinalização via ativação da proteína tumoral p53 (TP53) e 

subsequente indução do inibidor de quinases dependentes de ciclina p21 (p21Cip1), promovendo 

o bloqueio do ciclo celular (Herbig et al., 2004). Em paralelo, observa-se a promoção da 

transcrição do gene CDKN2A, com aumento da expressão da proteína inibidora de quinases 

dependentes de ciclina p16 (p16INK4a), reforçando a inibição das ciclinas D associadas a 

quinases dependentes de ciclina 4 e 6 (CDK4/6) e, consequentemente, a ativação da via da 

proteína do retinoblastoma (RB) (Baker et al., 2011; Beauséjour et al., 2003; Serrano et al., 

1997). 

Outra categoria particularmente relevante do ponto de vista fisiopatológico é a 

senescência induzida por estresse oxidativo. Esse processo é desencadeado pelo acúmulo 

intracelular de espécies reativas de oxigênio, que podem surgir como subprodutos do 

metabolismo mitocondrial, por exposição a agentes tóxicos ou como resposta a alterações 

inflamatórias crônicas. O ambiente intracelular pró-oxidativo induz dano macromolecular ao 

DNA, proteínas intracelulares e lipídios, além de comprometimento funcional das organelas 

celulares, especialmente mitocôndrias 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., 
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2017; Ota et al., 2008; Xiang et al., 2022). Entre os principais mediadores moleculares dessa 

via, destacam-se a ativação da proteína quinase ativada por mitógeno 14 (MAPK14 ou p38) e 

o aumento da expressão de p21Cip1 e p16INK4a, culminando na parada do ciclo celular. Assim, a 

senescência oxidativa representa não apenas uma resposta adaptativa a lesões celulares agudas, 

mas também uma via de contribuição relevante para o envelhecimento e para doenças crônicas 

associadas à inflamação persistente, disfunção metabólica e envelhecimento precoce. 

Mecanismos adicionais, como a exposição a agentes genotóxicos ou distúrbios da 

proteostase, também podem induzir senescência, frequentemente associada a alterações 

cromáticas estáveis e formação de focos de heterocromatina (SAHF) (Gorgoulis et al., 2019). 

Assim, pode-se afirmar que a senescência constitui um conjunto heterogêneo de programas 

celulares, cuja indução é sensível a múltiplas perturbações fisiológicas ou patológicas. 

2.1.6.2 Aspectos moleculares e celulares da senescência 

Em termos morfofuncionais, as células senescentes apresentam um conjunto de 

características que, em conjunto, permitem sua identificação, ainda que nenhum marcador 

isolado seja exclusivo ou universal. Morfologicamente, células em senescência costumam 

assumir uma morfologia aumentada, achatada e vacuolizada, com incremento do volume 

citoplasmático e nuclear (Muñoz-Espín; Serrano, 2014). Ademais, passam a apresentar 

atividade da enzima β-galactosidase associada à senescência (SA-β-gal), uma enzima 

lisossomal cuja expressão é aumentada em pH ácido e que constitui um dos métodos 

histoquímicos mais utilizados para detecção de células senescentes, especialmente em modelos 

in vitro (Dimri et al., 1995). Outros marcadores amplamente descritos incluem a expressão de 

p16INK4a e p21Cip1, a presença de focos de SAHF, e a ativação de vias de resposta ao dano ao 

DNA, como a fosforilação da histona H2AX (γH2AX) (Gorgoulis et al., 2019). 

Além disso, células senescentes exibem alterações metabólicas e secretórias 

significativas. Em particular, observa-se o desenvolvimento de um fenótipo secretório 

inflamatório, conhecido como fenótipo secretor associado à senescência (SASP), composto por 

citocinas, fatores de crescimento e metaloproteinases da matriz extracelular (Basisty et al., 

2020; Coppé et al., 2010). Esses fatores não apenas atuam de maneira autócrina, mas também 

exercem efeitos parácrinos sobre células vizinhas, modulando processos como inflamação e 

remodelamento tecidual (Gorgoulis et al., 2019). Essa combinação de características, embora 

heterogênea e dependente do tipo celular e do estímulo indutor, é fundamental para a 



18 

 

identificação e compreensão do papel fisiopatológico das células senescentes em diversos 

contextos biológicos. 

2.1.6.3 Estresse oxidativo e dano ao DNA na senescência 

O estresse oxidativo é uma condição resultante do desequilíbrio entre a produção de 

ROS e a capacidade antioxidante da célula. Classicamente, a produção de ROS elenca entre os 

principais agentes exógenos de dano ao DNA, proteínas e lipídios, levando à disfunção celular 

(Harman, 1956). Desse modo, a relação entre estresse oxidativo e senescência celular perpassa, 

necessariamente, a ativação das vias de resposta ao dano no DNA. Desse modo, a produção de 

ROS e a ativação de DDR caracterizam uma dinâmica de retroalimentação positiva, na qual a 

promoção de estresse oxidativo induz danos genômicos e, simultaneamente, é intensificada pela 

ativação de vias celulares que reforçam o estado senescente. Essa interação estabelece um ciclo 

vicioso que contribui para a manutenção e estabilidade do fenótipo senescente (Correia-Melo 

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

Estudos demonstram que, a ativação de vias de DDR — seja por encurtamento 

telomérico, lesões oxidativas ou exposição a estressores genotóxicos —, promove um aumento 

significativo na produção de ROS, tanto por fontes mitocondriais quanto por mecanismos não 

mitocondriais, como a ativação da NADPH oxidase. Esse aumento é mediado por reguladores 

como p53, p21 e p16, que não apenas conduzem à parada do ciclo celular, mas também 

modulam vias pró-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 crítico nessa relação. Sua ativação está associada ao aumento progressivo dos 

níveis de estresse oxidativo, que, por sua vez, induz dano a macromoléculas. Dentre essas 

macromoléculas, destaca-se, nesse contexto, o DNA. Essa retroalimentação é sustentada por 

alterações mitocondriais funcionais, como perda da eficiência respiratória e comprometimento 

da biogênese mitocondrial, frequentemente reguladas negativamente pela atividade de p53 

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

Ademais, o ciclo DDR-ROS também tem efeito deletério nas células circundantes. 

Nesse sentido, a secreção de elementos do SASP, como citocinas pró-inflamatória, podem agir 

de forma parácrina sobre células vizinhas, induzindo danos ao DNA e ativando vias 

semelhantes de senescência via ROS (Basisty et al., 2020; Coppé et al., 2010; Giroud et al., 



19 

 

2023). Tal fenômeno, conhecido como efeito bystander, amplia o impacto do estresse oxidativo 

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

Diante da estreita relação entre estresse oxidativo, dano ao DNA e senescência celular, 

estratégias voltadas à modulação redox têm ganhado destaque como potenciais abordagens para 

prevenir, retardar ou até mesmo reverter o fenótipo senescente em contextos fisiopatológicos. 

A manipulação dos níveis de ROS por meio de antioxidantes exógenos, compostos reguladores 

da atividade mitocondrial ou intervenções genéticas constitui uma linha promissora de 

investigação no campo da gerontologia (Faraonio, 2022). 

Diversos estudos indicam que a reposição de NAD⁺ — um cofator essencial em 

processos redox e substrato da enzima Sirtuina 1 (SIRT1) — é capaz de atenuar a senescência 

induzida por agentes oxidativos, como o D-galactose ou o peróxido de hidrogênio (H₂O₂) 

(Wang et al., 2021). O aumento dos níveis intracelulares de NAD⁺ promove a ativação de 

SIRT1, a qual está associada à proteção contra danos oxidativos e à melhora da função 

mitocondrial em células-tronco mesenquimais. Essa via também estimula a autofagia — 

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

oxidativa intracelular. 

Outros compostos, como o inibidor de NAMPT FK866, demonstraram capacidade de 

reduzir a senescência prematura em células da polpa dentária humana ao suprimir a produção 

de ROS e regular negativamente a expressão de fatores pró-inflamatórios associados ao SASP, 

como as interleucinas (IL) IL-1α, IL-6, IL-8 e o Fator de Necrose Tumoral α (TNF- α), por 

meio da inibição da via de sinalização Fator Nuclear kappa B (NF-κB) (Ok et al., 2021). 

Além disso, compostos como a camforquinona também mostraram eficácia na 

atenuação de marcadores de senescência em modelos celulares e animais, atuando via ativação 

de SIRT1 e promoção da autofagia (Maharajan & Cho, 2021). Em outro modelo, o 

silenciamento da enzima mitocondrial Arginase 2 (ARG2) — associada à inibição da autofagia 

— resultou na redução de marcadores senescentes em fibroblastos cutâneos humanos tratados 

com H₂O₂. Essa resposta foi mediada pela microRNA miR-1299, que regula negativamente 

ARG2, sugerindo o envolvimento de eixos não codificantes como potenciais alvos terapêuticos 

para o controle da senescência redox-induzida (Kim et al., 2021). 
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2.1.6.4 Fumaça de cigarro como agente pró-senescência 

A fumaça de cigarro é composta por mais de 7.000 substâncias químicas, incluindo 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, metais pesados, aldeídos reativos e radicais livres. 

Diversos desses componentes possuem potencial pró-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 clássicos de reparo e sinalização do dano, como as vias 

p53/p21 e p16/Rb (Das et al., 2023; Hanson & Batchelor, 2022). Quando esses danos ocorrem 

de maneira crônica ou excedem a capacidade de controle homeostático da célula, ocorre a 

ativação do programa de senescência como mecanismo de proteção contra transformação 

maligna. 

Além disso, achados sugerem que a exposição crônica à fumaça de cigarro não apenas 

promove a senescência celular, como também consolida um padrão secretório pró-inflamatório 

condizente ao SASP (Wu et al., 2022), promovendo um microambiente pró-inflamatório e 

contribuindo para alterações teciduais, disfunções metabólicas e envelhecimento precoce em 

diferentes modelos biológicos (Li et al., 2023; Liu et al., 2022). Tais evidências reforçam a 

fumaça de cigarro como um indutor potente e multifatorial de senescência celular. 

Durante a gravidez, a exposição materna ao cigarro está associada a um aumento 

significativo na produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), o que pode resultar em danos 

celulares e moleculares em tecidos fetais e placentários (Dutta et al., 2015; La Maestra et al., 

2015; Soneji & Beltrán-Sánchez, 2019). Tais efeitos são particularmente críticos no líquido 

amniótico, cuja composição bioquímica reflete o estado metabólico e inflamatório do ambiente 

intrauterino. Em estudo conduzido por Menon et al. (2011), gestantes fumantes apresentaram 

concentrações cerca de três vezes maiores de F2-isoprostanos (F2-IsoP) no líquido amniótico, 

independentemente da idade gestacional ou da etnia. Os F2-IsoP são produtos da peroxidação 

lipídica não enzimática do ácido araquidônico e constituem um relevante biomarcador de 

estresse oxidativo in vivo. Essa elevação nos níveis de F2-IsoP é indicativa de uma intensa 

atividade oxidativa induzida diretamente pela exposição ao cigarro, sugerindo que esse fator 

ambiental compromete significativamente o equilíbrio redox no ambiente gestacional (Menon 

et al., 2011). 

Além do aumento de F2-IsoP, outros eicosanoides pró-inflamatórios como PGE₂ e 

PGD₂ também foram encontrados em maiores concentrações no líquido amniótico de fumantes. 
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Esses compostos, derivados enzimaticamente do ácido araquidônico, estão envolvidos na 

regulação do início do parto e na ativação de vias inflamatórias. Ainda que sua relação com 

partos prematuros não tenha sido conclusiva neste estudo, sua elevação em gestantes expostas 

ao cigarro reforça a hipótese de um ambiente intrauterino pró-inflamatório e pró-oxidativo 

(Menon et al., 2011). 

O achado mais relevante, no entanto, foi a associação clara entre tabagismo materno e 

ativação de vias oxidativas específicas capazes de induzir dano celular — o que pode favorecer 

o estabelecimento de senescência celular precoce em tecidos fetais expostos. Em particular, 

tecidos altamente sensíveis ao estresse oxidativo, como as membranas fetais e as células do 

líquido amniótico, podem apresentar aumento de apoptose, acúmulo de DNA danificado, como 

mostrado em experimentos complementares com culturas celulares estimuladas com extrato de 

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

Esses resultados corroboram a hipótese de que o cigarro, por meio da indução de estresse 

oxidativo intenso, atua como um potencial agente indutor de senescência celular no ambiente 

gestacional. 

2.1.6.5 Senescência no desenvolvimento embriológico 

A senescência celular é atualmente reconhecida como um processo fisiológico essencial 

nos tecidos gestacionais, especialmente à medida que a gestação se aproxima do termo. Nesse 

contexto, observa-se um acúmulo progressivo de estresse oxidativo, que desencadeia a ativação 

de vias moleculares relacionadas à senescência e promove o encurtamento dos telômeros — 

marcador clássico de envelhecimento celular. Essas alterações induzem modificações 

morfológicas e funcionais nas membranas fetais e na placenta, contribuindo para a sinalização 

e o início do trabalho de parto (Behnia et al., 2015; Menon et al., 2014). Dentre esses processos, 

destaca-se a liberação de citocinas inflamatórias como IL-6 e IL-8, elementos importantes do 

SASP que parecem desempenhar um papel importante na indução da contratilidade uterina 

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

Contudo, diferentes fatores como exposição a agentes químicos, poluição, infecções, 

obesidade ou tabagismo parecem resultar na exacerbação da produção de ROS, podendo 

promover uma ativação prematura das vias de senescência celular, o que pode levar à 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 

senescência, como p38MAPK, aumentados, sugerindo o papel do encurtamento telomerico e 

da senescência celular nos processos envolvidos na prematuridade (Dutta et al., 2015; Menon 

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

Reforçando a hipótese do envelhecimento celular precoce como fator determinante na 

dinâmica dos tecidos gestacionais, estudos demonstraram que o comprimento dos telômeros 

apresenta correlação negativa com a idade gestacional, indicando um processo progressivo de 

encurtamento telomérico conforme o avanço da gestação (Gielen et al., 2014). Ainda, foi 

observado que células epiteliais amniótica, quando submetidas a estresse oxidativo in vitro a 

partir da exposição a extrato de fumaça de cigarro, passam a secretar no meio exossomos 

contendo fragmentos de telômeros fetais e proteínas associadas ao dano celular, como a 

HMGB1. Esses exossomos, por sua vez, são capazes de induzir senescência em células 

adjacentes através da ativação da via p38MAPK e do aumento da expressão da proteína p21. 

Tais achados reforçam o papel funcional dos telômeros e da senescência celular como 

componentes da sinalização fisiológica do parto, além de sugerirem sua possível contribuição 

em mecanismos patológicos 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 básica, compreendendo análise in silico 

através de modelagem computacional de redes lógicas e experimentação in vitro em linhagens 

celulares amnióticas imortalizadas de humanos. 

2.1.7.2 Local e período de realização 

O presente estudo será realizado no Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular da 

Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), campus Passo Fundo – RS, e contará com a 

colaboração do Laboratório de Imunologia da Relação Materno-Fetal, da Universidade 

Estadual Paulista, UNESP, Botucatu, SP. As atividades de simulação computacional serão 

conduzidas na UFFS, enquanto a execução dos ensaios laboratoriais de validação in vitro será 

dividida entre as duas instituições, conforme a disponibilidade de infraestrutura e equipamentos 

específicos. A execução do projeto está 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 é composto por linhagem de células amnióticas 

humanas imortalizadas fornecidas pelo Laboratório de Imunologia da Relação Materno-Fetal, 

da Universidade Estadual Paulista, UNESP, Botucatu, SP. A amostragem será não 

probabilística e intencional, com seleção de amostras baseadas em critérios técnicos, como 

viabilidade celular, e disponibilidade de material biológico compatível com os objetivos do 

estudo. Serão utilizadas três réplicas biológicas independentes por condição experimental 

(grupo controle e grupo exposto) e três réplicas técnicas, a fim de garantir a reprodutibilidade 

e validade estatística dos achados. 

Na fase in silico, as análises serão realizadas por meio do software PseudoCell, uma 

rede regulatória lógica multivalorada projetada para simular os principais programas de 

senescência celular. Nesse contexto, população refere-se ao conjunto teórico de estados de 

ativação possíveis da rede regulatória sob diferentes estímulos. Como a dinâmica de atualização 

da rede é estocástica, diferentes trajetórias são possíveis mesmo sob a mesma condição inicial, 

justificando o uso de múltiplas amostras para caracterizar adequadamente a resposta média da 

rede. Cada condição experimental será simulada múltiplas vezes com diferentes ordens de 

atualização dos nós (random order asynchronous update), de forma a capturar a variabilidade 

intrínseca do sistema. Neste contexto, cada repetição da simulação constitui uma amostra 

computacional, e o conjunto de repetições para uma mesma condição é considerado um 

experimento. Serão realizadas ao menos 30 simulações por condição (n = 30), valor comumente 

adotado em estudos computacionais baseados em redes lógicas, garantindo variabilidade 

suficiente para a análise estatística das diferenças de ativação dos nós regulatórios. O número 

de simulações foi definido com base em recomendações da literatura e replicabilidade 

observada em estudos anteriores utilizando a mesma ferramenta. 

2.1.7.4 Análise in silico de Ativação Diferencial  

A análise de ativação diferencial será conduzida in silico com o auxílio da ferramenta 

PseudoCell. Para a realização das análises, serão definidas condições experimentais 

computacionais mediante a estimulação de nós de entrada da rede que mimetizem os impactos 

pró-oxidativos e pró-inflamatórios conhecidos da fumaça de cigarro. A rede será atualizada por 

meio de um esquema assíncrono de atualização com ordem aleatória dos nós, permitindo 

capturar a variabilidade estocástica do sistema. Cada condição será simulada por 1.000 ciclos 

de atualização e repetida 30 vezes (n = 30) para geração de uma matriz de dados representativa. 
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Os resultados de cada simulação serão expressos em termos de Node Activity Frequency 

(NAF), uma medida que representa a frequência relativa de ativação de cada nó ao longo da 

simulação. Após a execução das simulações, será gerada uma matriz (CSV) com os NAFs de 

todos os nós em cada repetição experimental. Esses dados serão analisados por meio da 

linguagem R, utilizando os pacotes limma e clusterProfiler, para identificação de nós com 

ativação diferencial entre grupos controle e expostos, com aplicação de testes estatísticos como 

limma-moderated t-test. O critério de significância será estabelecido em p < 0,05, com correção 

de múltiplas comparações por False Discovery Rate (FDR), quando aplicável. 

A partir da lista de nós diferencialmente ativados, serão realizadas análises de 

enriquecimento funcional para identificação de vias moleculares moduladas em resposta ao 

estímulo. As vias serão agrupadas conforme categorias de Gene Ontology (GO) e KEGG 

Pathways, com posterior correlação dos achados computacionais com os dados obtidos nos 

ensaios in vitro. 

2.1.7.5 Cultura Celular e Estímulo com Extrato de Fumaça de Cigarro 

Para os estudos laboratoriais in vitro, serão utilizadas cultura de células amnióticas 

epiteliais imortalizadas, estimuladas com estressores a fim de gerar danos oxidativos, 

utilizando-se técnica previamente descrita (Menon et al., 2013). As células amnióticas serão 

gentilmente cedidas e os experimentos serão realizados pelo Laboratório de Imunologia da 

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

As células serão 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 após 24 horas, mantidas a condições ideais 

de CO2 (5%) e temperatura (37 °C) por 24h para verificação de viabilidade celular. Quando 

80-90% da confluência celular for atingida, ocorrerá a tripsinização, ressuspensão e realocação 

celular em placas de 24 poços, onde os experimentos de tratamento celular serão realizados.  

As células serão estimuladas com o estressor oxidativo: meio de cultura tratado com 

extrato aquoso de fumaça de cigarro. Essa solução será preparada borbulhando fumaça de um 

único 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 será esterilizado por filtração em 

um filtro de 0,22 mm (Millipore, Bedford, MA) para remover microrganismos contaminantes 
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e partículas insolúveis. As células serão estimuladas com a solução na diluição 1:10 por 24 

horas (Menon et al., 2014). Culturas sem estímulo, incubadas apenas com o meio de cultura, 

serão usadas como controle negativo. 

2.1.7.6 Análise de Expressão Gênica por qPCR 

A análise da expressão gênica será realizada por meio de Reação em Cadeia da 

Polimerase quantitativa em tempo real (qPCR), com o objetivo de validar os achados da etapa 

in silico. Serão selecionados genes-alvo identificados como diferencialmente ativados nas 

simulações computacionais, com base no critério de maior relevância funcional e frequência de 

ativação nos nós da rede lógica. As sequências de primers serão desenvolvidas a partir dos 

genes encontrados, com auxílio do software BLAST. 

As células amnióticas de humanos, após exposição ao extrato de fumaça de cigarro por 

tempo e concentração previamente definidos, serão lisadas para extração de RNA total, 

utilizando reagentes comerciais como o TRIzol® (Invitrogen). A qualidade e integridade do 

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

O RNA será então convertido em cDNA por meio de transcrição reversa com enzimas 

comerciais, seguindo os protocolos do fabricante. As reações de qPCR serão realizadas com 

primers desenhados para genes-alvo, utilizando sistemas de detecção baseados em intercalantes 

fluorescentes como o SYBR Green. A quantificação relativa será realizada pelo método 

comparativo 2-ΔΔCt, utilizando genes de referência estáveis como controles endógenos. 

Todas as reações serão realizadas em triplicata técnica, com ao menos três réplicas 

biológicas por grupo experimental, e a análise estatística dos níveis de expressão será realizada 

por meio de testes paramétricos (t de Student ou ANOVA), com significância estatística 

considerada para p < 0,05. 

2.1.7.7 Variáveis, instrumentos e coleta de dados 

Na etapa in sílico, as variáveis independentes correspondem aos diferentes estímulos 

aplicados aos nós da rede (ex: ativação de mediadores oxidativos), definidos por suas 

frequências de ativação (%). As variáveis dependentes são os níveis de ativação dos nós da 

rede, expressos em NAF, ao longo das simulações. Os dados gerados serão exportados em 

formato CSV, contendo as matrizes de ativação de cada nó por repetição. A análise estatística 
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será realizada em linguagem R, com auxílio dos pacotes clusterProfiler, limma e ggplot2 para 

identificação de alterações significativas nos perfis de ativação entre grupos. 

Na etapa in vitro, linhagens de células amnióticas humanas imortalizadas serão 

cultivadas em condições controladas e expostas ao extrato de fumaça de cigarro padronizado. 

As variáveis independentes incluem o tempo e a concentração da exposição ao estímulo. As 

variáveis dependentes incluem a expressão de marcadores moleculares de senescência, como 

γ-H2AX, p21CIP1, p16INK4a, e marcadores do SASP, além de alterações morfológicas observadas 

por microscopia óptica e/ou fluorescência. A coleta de dados será feita por meio de técnicas de 

qPCR e/ou imunoensaios, a depender da disponibilidade de reagentes e equipamentos. As 

análises serão realizadas em triplicata biológica por condição experimental. 

2.1.7.8 Processamento, controle de qualidade e análise dos dados 

Os dados brutos gerados pelo software PseudoCell serão exportados em formato CSV, 

contendo os valores de NAF para cada nó da rede em todas as repetições simuladas. O controle 

de qualidade envolverá a verificação de outliers, através de método de Tukey, e falhas de leitura 

e execução, através da avaliação computacional da razão linhas/colunas esperada por arquivo 

CSV. A análise estatística será conduzida na linguagem R, utilizando os pacotes limma para 

detecção de ativação diferencial entre grupos, com aplicação de moderated t-test e ajuste por 

FDR. Em seguida, será realizada análise de enriquecimento funcional com clusterProfiler, 

explorando os termos GO e as vias do KEGG associadas aos nós diferencialmente ativados. As 

visualizações serão geradas por meio dos pacotes ggplot2 e pheatmap, facilitando a 

interpretação gráfica dos resultados. 

Os dados provenientes da quantificação da expressão gênica por qPCR serão submetidos 

a controle de qualidade mediante análise da pureza e integridade do RNA (260/280 nm) sendo 

consideradas aceitáveis as razões entre 1.8 e 2.1, e análise de curvas de amplificação. O cálculo 

da expressão relativa dos genes-alvo será feito com base no método 2-ΔΔCt, normalizando os 

resultados em relação aos genes de referência. A análise estatística será realizada no software 

GraphPad Prism com aplicação de testes t de Student (quando comparando dois grupos) ou 

ANOVA (para múltiplas condições), considerando significância estatística para p < 0,05. 

2.1.7.9 Aspectos éticos 

O presente estudo não envolve experimentação com seres humanos ou animais vivos, 

mas utiliza linhagens celulares estabelecidas de humanos, fornecidas de instituição 
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devidamente autorizada e mantida em conformidade com as normas de biossegurança e manejo 

celular. Por essa razão, o trabalho não requer submissão prévia ao Comitê de Ética em Pesquisa 

com Seres Humanos (CEP) nem ao Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA), conforme 

previsto na Resolução CNS nº 466/2012 e na legislação brasileira vigente. 

Todos os procedimentos laboratoriais seguirão as normas de Boas Práticas de 

Laboratório e biossegurança, conforme estabelecido pela Comissão Interna de Biossegurança 

da Universidade Federal da Fronteira Sul e pelo laboratório parceiro. 

2.1.8 Recursos 

Quadro 1 - Orçamento 

Quadro 1. Orçamento 

Item Quantidade Valor Unitário 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 realização dos experimentos previstos neste trabalho, os custos serão de 

responsabilidade da equipe de pesquisa. 

2.1.9 Cronograma 

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

2026. 

Atividade/ Mês 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Revisão da 

literatura 
X X X X X X X X X X X X 

Coleta de dados X X X X X        

Processamento e 

análise dos dados 
  X X X X X X     

Redação e 

divulgação dos 

resultados 

       X X X X  
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2.2 RELATÓRIO DE PESQUISA 

Este Trabalho de Curso, intitulado “Determinação de desfechos e vias moleculares e 

celulares associadas à senescência induzida por fumaça de cigarro em células amnióticas”, tem 

por objetivo investigar os efeitos do estresse oxidativo induzido pela fumaça de cigarro sobre a 

ativação de vias moleculares e celulares de senescência em células epiteliais amnióticas 

humanas imortalizadas. Para tanto, adota-se um desenho em duas etapas complementares: 

Modelagem computacional in silico, baseada em redes lógicas assíncronas, para prever a 

modulação de nós regulatórios e a ativação diferencial de vias clássicas de senescência, e 

validação in vitro desses achados por meio de cultivo celular e análises de expressão gênica 

(qPCR) e de marcadores de dano ao DNA e SASP. Ao correlacionar assinaturas transcricionais 

e fenótipos celulares, o estudo busca elucidar mecanismos pelos quais a exposição ao tabaco 

pode precipitar senescência no ambiente gestacional, fornecendo subsídios para estratégias 

preventivas e terapêuticas voltadas à redução de desfechos obstétricos adversos. 

O projeto foi redigido no primeiro semestre de 2025, sob orientação da Profª Drª 

Jossimara Polettini ao longo do Componente Curricular de Trabalho de Curso I, de acordo com 

as normas do Manual de Trabalhos Acadêmicos da UFFS e do Regulamento de TC do Curso. 
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A escolha do tema decorre da relevância clínica do tabagismo materno como fator 

potencialmente modificável associado a desfechos gestacionais adversos e do crescente 

interesse em compreender como o estresse oxidativo aciona vias de senescência em tecidos 

extraembrionários. Investigar a interface entre dano oxidativo e a ativação de eixos de 

senescência nesse contexto contribui para esclarecer mecanismos plausíveis de fragilização 

tecidual no ambiente gestacional. Tal enfoque dialoga com prioridades de saúde pública, ao 

fornecer bases úteis para ações de prevenção 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 simulações foram conduzidas 

através do software PseudoCell, composto por uma rede regulatória lógica multi-valorada 

voltada ao estudo de programas de senescência, que permite definir a frequência de estímulo 

externo aplicada a nós específicos ao longo de ciclos de atualização. Neste trabalho, aplicou-se 

um estímulo de 20% ao nó Superoxide, mantendo constantes os demais parâmetros entre 

grupos, e adotou-se como variável métrica o valor de Node Activity Frequency (NAF), definido 

como o somatório dos estados de ativação do nó ao longo da simulação dividido pelo tempo 

total. As atualizações da rede ocorrem em ordem aleatória e de forma assíncrona, de modo a 

refletir a natureza estocástica do sistema. 

O desenho comparou a condição estimulada (Superoxide 20%) a controles sem estímulo. 

As saídas do PseudoCell foram exportadas em arquivos CSV contendo uma matriz amostras 

por nós com as NAF de cada amostra e um registro do estado de todos os nós a cada ciclo, o 

que possibilitou inspecionar o estado estacionário e garantir reprodutibilidade entre execuções. 

O pós-processamento foi realizado em linguagem R através da interface de programação 

RStudio. A partir da matriz de NAF, efetuou-se a comparação entre grupos para identificar nós 

diferencialmente ativados. 

Devido a impossibilidades estruturais, os experimentos in vitro com células amnióticas 

não puderam ser conduzidos como previamente intencionado. Dessa forma, a fim de validar 

externamente os achados realizou-se a análise do transcriptoma público GSE18044, disponível 

na base de dados Gene Expression Omnibus. Esse transcriptoma contém perfis de expressão 

gênica de placentas humanas de 76 gestantes que deram à luz no Hospital Infantil de Motol, em 

Praga, expostas ou não à fumaça do tabaco durante a gravidez. A partir desse conjunto de dados, 

analisou-se a expressão diferencial dos genes modulados pela fumaça de cigarro e determinou-

se as vias de sinalização e os desfechos celulares por eles alterados. 
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Ao término das etapas experimentais, e mediante a aprovação do TC pela banca 

examinadora os resultados serão organizados e estruturados para submissão em conformidade 

com as instruções aos autores – https://www.sciencedirect.com/journal/placenta/publish/guide-

for-authors - do periódico Placenta (Elsevier). 
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Sul, R. Cap. Araújo, 20 - Centro, Passo Fundo – RS, CEP 99010-200. E-mail: 

jossimara.polettini@uffs.edu.br. 

Resumo 

A exposição materna à fumaça de cigarro constitui importante fonte de estresse oxidativo no 

ambiente gestacional e está associada a disfunção placentária, parto prematuro e restrição do 

crescimento fetal. Entretanto, os mecanismos celulares que conectam esse insulto ambiental à 

senescência em tecidos gestacionais ainda permanecem pouco esclarecidos. Neste estudo, 

investigamos vias moleculares e celulares associadas à senescência induzida por estímulo pró-

oxidativo mimético à fumaça de cigarro em células placentária. Para isso, combinamos 

modelagem computacional baseada em rede lógica multivalorada e validação externa em 

transcriptoma placentário humano de gestantes expostas ao tabaco. O estímulo pró-oxidativo 

promoveu reorganização coordenada da rede, caracterizada pela ativação de mediadores de 

dano ao DNA e modulação de componentes relacionados a parada do ciclo celular, apoptose e 

controle proliferativo. A análise de enriquecimento revelou ativação positiva da via p53, 

associada a modulação de elementos como H2AX, ATM, CHEK2, BAX, CASP3 e FAS/FASL. 

De forma convergente, a análise transcricional demonstrou enriquecimento da mesma via em 

placentas de gestantes fumantes, com genes associados principalmente à sinalização apoptótica 

e parada do ciclo celular. Em conjunto, os resultados indicam que estímulos pró-oxidativos 

relacionados ao tabaco podem levar a ativação do eixo ROS-dano ao DNA–p53 em células 

placentárias, favorecendo um estado pró-senescente e potencialmente contribuindo para 

alterações da homeostase placentária. 

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

A gestação constitui um estado biológico marcado por intensas adaptações metabólicas, 

endócrinas e imunológicas, acompanhadas por aumento fisiológico na produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS), sobretudo em razão da elevada atividade placentária e da demanda 

energética materno-fetal [1,2]. Embora esse fenômeno integre a dinâmica normal da gravidez, 

o desequilíbrio entre a geração de ROS e a capacidade antioxidante do organismo pode culminar 

em um microambiente intrauterino pro-oxidante, com repercussões deletérias sobre o 

desenvolvimento fetal. Esse quadro tem sido associado a diferentes complicações obstétricas e 

desfechos perinatais adversos, incluindo pré-eclâmpsia, restrição do crescimento intrauterino e 

parto prematuro, reforçando a relevância do controle redox sobre a manutenção da homeostase 

gestacional [3-6]. 

Entre os fatores ambientais capazes de exacerbar esse desequilíbrio, destaca-se a 

exposição materna à fumaça de cigarro, reconhecida como importante fonte exógena de 

estressores oxidativos e compostos genotóxicos [7,8]. como os eixos proteína supressora 

tumoral p53 (p53)/inibidor de quinase dependente de ciclina 1A (p21) e inibidor de quinase 

dependente de ciclina 2A (p16NK4a)/proteína do retinoblastoma (Rb) [9-11]. Adicionalmente, 

receptores de nicotina identificados no tecido placentário [12], podem contribuir para os efeitos 

adversos de vasoconstrição e diminuição da reepitelização, aumento da calcificação e apoptose, 

observados nas placentas de mulheres fumantes [13]. Nesse contexto, a senescência celular 

emerge como um mecanismo biologicamente plausível de resposta a essa exposição, 

caracterizando-se pela parada estável do ciclo celular, alterações morfofuncionais e aquisição 

de um fenótipo secretor pró-inflamatório característico (Fenótipo Secretor Associado à 

Senescência, SASP) [14]. Longe de representar um fenômeno homogêneo, a senescência 

compreende programas celulares distintos, sensíveis à natureza do estímulo desencadeante, e 

tem sido progressivamente reconhecida como elemento central na interface entre injúria 

ambiental, inflamação e disfunção tecidual [15]. 

No contexto gestacional, a senescência celular assume particular interesse, uma vez que 

participa de processos fisiológicos relacionados à maturação das membranas fetais e ao início 

do trabalho de parto, mas também pode ser induzida de forma prematura por condições 

patológicas. Evidências recentes sugerem que a intensificação do estresse oxidativo em tecidos 

gestacionais pode favorecer ativação precoce de vias senescentes, comprometendo a função 

placentária, a integridade das membranas fetais e o desenvolvimento fetal [3,5]. Assim, o estudo 
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da senescência induzida por estímulos miméticos à fumaça de cigarro em células de tecido 

placentário pode oferecer novas perspectivas sobre os mecanismos envolvidos na programação 

fetal adversa. 

À luz dessas considerações, o presente estudo tem como objetivo investigar as vias 

moleculares associadas à senescência celular induzida pela fumaça de cigarro em células 

placentárias, combinando modelagem computacional baseada em redes lógicas com posterior 

validação externa. Essa estratégia permite não apenas a exploração sistemática das interações 

entre estresse oxidativo, dano ao DNA e programas de senescência, mas também a seleção de 

marcadores moleculares com potencial relevância biológica. Desse modo, espera-se contribuir 

para melhorar a compreensão dos mecanismos celulares pelos quais a exposição ambiental ao 

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

3.2 MÉTODOS 

3.2.1 Análise in silico de Ativação Diferencial  

A análise in silico foi realizada com auxílio do software PseudoCell [16], composto por 

uma rede lógica célula-agnóstica e multivalorada criada para avaliar diferentes programas de 

senescência. Para determinar a ativação diferencial dos nós da rede frente ao estímulo pró-

oxidativo mimético à fumaça de cigarro, estimulou-se o nó correspondente à formação de 

superóxido em uma frequência de 20%. A rede foi atualizada por meio de um esquema 

assíncrono de atualização com ordem aleatória dos nós, mantida por 1.000 ciclos de atualização 

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

Os resultados de cada simulação foram expressos em termos de Node Activity 

Frequency (NAF), representando a frequência relativa de ativação de cada nó ao longo da 

simulação. Após a execução das simulações, os resultados foram analisados dentro do ambiente 

estatístico R, utilizando o pacote limma [17], a partir de uma abordagem de modelagem linear 

para identificação de nós com ativação diferencial entre grupos controle e expostos. Foram 

considerados significativos aquelas relações em p < 0,05 após correção por False Discovery 

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

3.2.2 Análise de enriquecimento funcional por Gene Set Enrichment Analysis 

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

(GSEA) [18] com base na coleção Hallmark da base de dados Molecular Signatures Database 
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(MSigDB) [19,20], a fim de identificar programas biológicos coordenadamente modulados pelo 

estímulo pró-oxidativo. Inicialmente, os componentes da rede lógica resultantes da análise 

diferencial foram filtrados para manutenção apenas daqueles correspondentes a símbolos 

gênicos humanos válidos, excluindo-se nós representativos de espécies químicas, estados 

celulares ou entidades lógicas compostas. Em seguida, os genes foram ordenados de acordo 

com a estatística t, permitindo avaliar se conjuntos gênicos funcionalmente relacionados 

apresentavam distribuição não aleatória ao longo da lista ordenada. A análise foi conduzida no 

ambiente R, utilizando os pacotes clusterProfiler [21] e msigdbr [22], com correção para 

múltiplas comparações pelo método de Benjamini-Hochberg. Conjuntos gênicos com valor de 

p ajustado < 0,05 foram considerados significativamente enriquecidos. 

3.2.3 Validação externa em transcriptoma placentário humano 

Para validação externa dos achados obtidos no modelo lógico, foi utilizado o conjunto 

de dados público GSE18044 [23], disponível na base de dados Gene Expression Omnibus. Esse 

transcriptoma contém perfis de expressão gênica de placentas humanas de gestantes expostas 

ou não ao tabaco durante a gestação, gerados pela plataforma Illumina HumanRef-8 v2.0 

Expression BeadChip. No âmbito desse trabalho as amostras classificadas originalmente como 

light smokers e heavy smokers foram agrupadas em uma única categoria. Ademais, a fim de 

reduzir possível viés relacionado a alterações metabólicas e inflamatórias associadas ao excesso 

de peso, gestantes não fumantes com índice de massa corporal ≥ 25 kg/m² foram excluídas da 

análise. Os dados foram obtidos e processados no ambiente R para análise de expressão 

diferencial utilizando os pacotes GEOquery [24] e limma [17]. Genes com valor de p < 0,05 

foram considerados significativamente modulados. 

3.2.4 Análise de enriquecimento funcional no transcriptoma placentário GSE18044 

Para avaliar a convergência entre os achados obtidos no modelo lógico e dados 

transcriptômicos humanos independentes, foi realizada uma análise de enriquecimento 

funcional utilizando os resultados obtidos na análise de expressão diferencial para o 

transcriptoma GSE18044. Após a análise de expressão diferencial os genes foram ranqueados 

de acordo com a estatística t. Antes do ranqueamento, as sondas foram anotadas para símbolos 

gênicos humanos e convertidas para identificadores Entrez, utilizando o pacote org.Hs.eg.db 

[25]. Em casos de múltiplas sondas associadas ao mesmo gene, foi mantida a sonda com maior 

valor absoluto da estatística t. 
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A análise de enriquecimento foi conduzida por GSEA utilizando a coleção 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 gênicos 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 não exposto. 

Para caracterização funcional dos genes responsáveis pelo enriquecimento da via de P53, foi 

extraído o subconjunto de genes leading edge obtido pela análise GSEA. Esses genes foram 

submetidos a análise de enriquecimento funcional por GO Biological Process.  

3.2.5 Análise Estatística 

As análises estatísticas 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 comparações entre dois grupos, utilizou-se o teste t de Student para dados com 

distribuição normal e o teste de Mann-Whitney para dados sem distribuição normal. Os dados 

foram apresentados como mediana e intervalo interquartil (IQR), conforme especificado na 

descrição de cada figura. Salvo indicação em contrário, diferenças com p < 0,05 foram 

consideradas estatisticamente significativas. 

3.3 RESULTADOS 

A exposição ao estímulo pró-oxidativo promoveu a reorganização da rede lógica, 

marcada pelo aumento significativo da ativação de nós associados à produção de espécies 

reativas de oxigênio, ativação de mediadores de dano ao DNA, enriquecimento funcional da 

via de p53, indução de componentes pró-apoptóticos e redução de reguladores da progressão 

do ciclo celular, com destaque para proteína quinase mutada na ataxia-telangiectasia (ATM), 

variante da histona H2A.X (H2AX), quinase de checkpoint 2 (CHEK2), proteína quinase 

ativada por mitógeno 14/p38α (MAPK14), proteína ligadora da proteína tumoral p53 2 

(TP53BP2), proteína X associada a BCL-2 (BAX), caspase-3 (CASP3), fator nuclear kappa B 

(NF-κB) (Figura 1). Em conjunto, esse perfil sugere que o estímulo mimético ao efeito da 

fumaça de cigarro desencadeia uma resposta celular coordenada de resposta de dano ao DNA 

compatível com a instalação de um estado pró-senescente associado ao controle proliferativo e 

ativação de vias apoptóticas. 
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Figura 1. Determinação in silico de elementos moleculares e celulares modulados 

pelo estímulo pró-oxidativo mimético à fumaça de cigarro em modelo lógico. A. Mapa de 

densidade representando alterações no valor de NAF entre o grupo estresse oxidativo e controle. 

B. Gráfico de vulcão representando nós com ativação diferencial entre o grupo estresse 

oxidativo em comparação com o controle. Círculos vermelhos indicam nós com valor de p < 

0,01 e variação relativa (fold change) > 0,0005. Círculos amarelos representam nós apenas com 

valor de p < 0,01 e não foram considerados diferencialmente ativos. Círculos cinzas 
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representam nós considerados não diferencialmente ativos. C. Nós representativos daqueles 

modulados pelo estímulo pró-oxidativo. Os dados são apresentados como mediana e IQR. 

Diferenças significativas consideradas quando p < 0,0001 (****). NAF: Frequência de 

Ativação do Nó. 

É possível verificar também a separação global entre os grupos controle e superóxido 

(Figura 1A), indicando que a perturbação alterou o estado de ativação de um conjunto 

coordenado de componentes da rede, e não apenas de nós isolados. Ademais, os elementos do 

grupo superóxido 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 e NFκB 

(Figura 1B-C). Em paralelo, componentes associados à proliferação celular, como Survivin, 

tem sua atividade relativamente reduzida (Tabela Suplementar 1S). Esse padrão corrobora com 

a ideia de que o estímulo deslocou a rede de um estado mais homeostático para um estado de 

vigilância genômica e resposta de dano ao DNA. 

Ademais, a análise de GSEA revelou o enriquecimento positivo da via p53 na condição 

submetida ao estímulo pró-oxidativo (Figura 2A). Nessa análise o running enrichment score, 

representado pela linha verde no gráfico, determina a pontuação acumulada de enriquecimento 

calculada ao percorrer a lista ordenada, enquanto sua elevação indica a concentração dos genes 

da via entre os componentes mais positivamente associados à condição experimental.  Nesse 

sentido, a concentração dos genes da via na porção superior da lista ranqueada, acompanhada 

de elevação precoce do running enrichment score, sugere a ativação coordenada de genes 

associados à 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 à 

resposta ao dano celular no modelo lógico. A. Curva de enriquecimento por GSEA da via de 

p53, demonstrando enriquecimento positivo da via entre os componentes mais ativados na 

condição submetida ao estímulo pró-oxidativo. As barras verticais indicam a posição dos genes 

pertencentes à via p53 ao longo da lista ranqueada, enquanto a curva verde representa o running 

enrichment score. A faixa colorida representa a direção da associação dos genes ao longo do 

ranqueamento, em que vermelho indica a ativação positiva na condição estimulada, e azul 

indica associação com o grupo controle. As barras cinzas inferiores correspondem a 

contribuição 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 estatística t obtida na 

análise diferencial. 

O enriquecimento positivo das vias associadas a P53 foi impulsionado principalmente 

por genes associados à resposta ao dano no DNA, incluindo o complexo MRE11-RAD50-NBN 

(complexo MRN), H2AX, ATM e CHEK2, bem como por mediadores ligados à parada do ciclo 

celular e apoptose, como BAX, receptor de morte FAS (FAS) e caspases efetoras (Figura 2B). 

Em conjunto, esse perfil sugere a ativação funcional do eixo p53 em resposta ao estímulo pró-

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

Nesse sentido, corroborando os resultados verificados nas análises com o modelo lógico, 

a análise de GSEA realizada no transcriptoma placentário GSE18044 também revelou 

enriquecimento positivo da via p53 no grupo de gestantes fumantes em comparação às não 

fumantes (Figura 3A). A curva de enriquecimento demonstrou concentração de genes dessa via 

na porção inicial da lista ranqueada, sugerindo associação dessa assinatura com a exposição 

materna ao tabaco. Para caracterizar os componentes funcionais responsáveis por esse 

enriquecimento, os genes que mais contribuíram para sua significância foram submetidos a 

análise de enriquecimento funcional (Figura 3B). Essa análise evidenciou termos relacionados 

principalmente à regulação positiva de apoptose e regulação negativa da proliferação celular, 

ou senescência. Em conjunto, esses achados sugerem que a assinatura de p53 observada no 

transcriptoma placentário de fumantes é predominantemente sustentada por genes associados à 

resposta ao dano celular, apoptose e senescência. 
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Figura 3. A análise transcriptômica de tecido placentário humano evidencia 

ativação de programas relacionados à 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 

condição submetida ao estímulo pró-oxidativo. As barras verticais indicam a posição dos genes 

pertencentes à via p53 ao longo da lista ranqueada, enquanto a curva verde representa o running 

enrichment score. A faixa colorida representa a direção da associação dos genes ao longo do 

ranqueamento, em que vermelho indica a ativação positiva na condição estimulada, e azul 
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indica associação com o grupo controle. As barras cinzas inferiores correspondem a 

contribuição de cada gene para o ranqueamento utilizado no GSEA. B. Análise funcional dos 

genes da via p53, com destaque para processos relacionados à sinalização apoptótica e parada 

do ciclo celular. 

3.4 DISCUSSÃO 

Os resultados obtidos sugerem que o estímulo pró-oxidativo empregado no modelo foi 

capaz de induzir uma resposta molecular coordenada, marcada pela ativação de componentes 

associados ao estresse oxidativo, à resposta ao dano no DNA e à parada do ciclo celular. Em 

conjunto, esse perfil é consistente com a hipótese de que estímulos miméticos à exposição à 

fumaça de cigarro possam deslocar células placentárias para um estado de estresse celular 

intenso, com ativação de vias compatíveis com parada proliferativa, senescência precoce e 

apoptose. Mais especificamente, o tabagismo durante a gravidez já 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-eclâmpsia, restrição de crescimento intrauterino e prematuridade [27-28], 

no entanto, não há ainda uma definição de qual ou quais vias são ativadas, e tal conhecimento 

se torna necessário para o desenvolvimento de mecanismos de bloqueio ou inativação molecular 

para evitar os desfechos desfavoráveis.  

A fim de transpor os resultados observados para o contexto dos tecidos placentários, 

considerando que a técnica empregada no presente estudo é tipo célula-agnostica, torna-se 

importante ressaltar dados específicos nesses tecidos que também demonstram atividade 

semelhante sob estímulo oxidativo. Dentre as primeiras observações nesse contexto, Menon et 

al (2011), em estudo in vitro, demonstraram que a exposição de membranas fetais humanas ao 

meio de cultura tratado com fumaça de cigarro resultou em uma produção significativamente 

maior de Isoprostano (F2-IsoP), diminuição na expressão de Bcl2 e aumento de caspase 3 

(moléculas indutoras de dano oxidativo e aumento de apoptose, respectivamente) em 

comparação aos controles não estimulados [29]. Dados in vivo com camundongas CD-1 prenhes 

e submetidas à minilaparotomia para injeção de extrato de fumaça de cigarro, diluído em 

solução salina entre o segundo e terceiro saco gestacional, demonstram peroxidação lipídica e 

marcadores de estresse oxidativo, como beta galactosidase em tecido do saco amniótico e 

placentário [30]. Outro estudo in vivo mostrou indução de apoptose e parada do ciclo celular 
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em trofoblastos de camundongas prenhas após injeção de etoposídeo e irradiação gama de 5 

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

Dentre os nossos resultados merece destaque a ativação de elementos clássicos 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 (KAT5), frente o estímulo pró-oxidativo. 

A convergência desses componentes sustenta a interpretação de que o estresse oxidativo 

induzido foi suficiente para promover dano a macromoléculas com potencial de comprometer 

a integridade do genoma. Esse resultado reforça a hipótese de que a agressão pró-oxidativa no 

ambiente gestacional não se limita à alteração do estado redox celular, mas que pode deflagrar 

vias de sinalização associadas à interrupção do ciclo celular e à redefinição do desfecho celular. 

Em concordância, estudo prévio demonstrou aumento de expressão de H2AX em placentas de 

mães fumantes, associado a uma resposta de reparo de DNA prejudicada, a qual foi avaliada 

pela proteína 53BP1 (proteína 1 de ligação a p53), um sensor e regulador crítico na resposta a 

danos no DNA [26]. 

A análise das vias moduladas pelo ambiente pro-oxidativo corrobora essa noção ao 

demonstrar enriquecimento positivo da via de P53. Nesse sentido, é importante notar que a 

ativação 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 exposição pró-oxidativa e a indução 

de parada proliferativa e senescência celular [32]. Notavelmente, o enriquecimento da via não 

parece depender exclusivamente da expressão de TP53 como gene isolado, mas da ativação 

coordenada de múltiplos componentes a montante e a jusante da rede regulada por ele. Esse 

padrão é compatível com a natureza multifacetada da resposta mediada por p53, cuja atividade 

frequentemente é determinada por mecanismos pós-transcricionais [33]. Em revisão recente, 

Kobayashi et al (2025) reuniram evidências de que a via p53 esteja intrinsecamente envolvida 

na regulação da senescência celular, autofagia, metabolismo energético e decidualização no 

endométrio, e que desempenhe um papel fundamental na manutenção da função reprodutiva 

feminina [34]. 

A fim de consolidar os achados aplicados aos tecidos placentários, observou-se que a 

análise do transcriptoma GSE18044 forneceu suporte externo à centralidade do eixo p53 

identificado no modelo lógico na resposta ao tabaco. O transcriptoma de gestantes fumantes 

apresentou enriquecimento positivo da via p53, enquanto a análise funcional dos genes que 

mais contribuíram para esse enriquecimento, demonstrou que eles se relacionam principalmente 
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com desfechos celular associados à sinalização apoptótica e regulação negativa da proliferação 

celular. Tal padrão corrobora os resultados do modelo lógico, no qual o estímulo pró-oxidativo 

mimético à fumaça de cigarro. Assim, os dados transcriptômicos humanos reforçam a 

plausibilidade de que a via p53 represente um eixo funcional relevante na interface entre 

exposição ao tabaco, dano oxidativo e comprometimento da homeostase placentária. 

 Ademais, os achados sugerem que a rede ativada pelo superóxido se encontra em uma 

zona de decisão entre diferentes desfechos celulares, na qual coexistem sinais de parada 

proliferativa e de ativação apoptótica. Essa dualidade é coerente com a literatura, segundo a 

qual a resposta celular frente a um estímulo exógeno tóxico à célula é composta por uma mistura 

de diferentes desfechos, cuja proporção irá depender do tipo, da intensidade, duração e contexto 

do dano [35]. Assim, os achados aqui observados sugerem que a exposição ao tabaco pode 

desencadear uma resposta complexa, na qual a célula tenta inicialmente conter e reparar o dano, 

mas que já apresenta, simultaneamente, sinais de ativação de vias efetoras de morte celular ou 

senescência. 

3.5 CONCLUSÃO 

Em conjunto, esses resultados sustentam a hipótese de que o programa de senescência 

induzida pelos estímulos pró-oxidativos associados à fumaça de cigarro perpassa a produção de 

dano oxidativo a macromoléculas, ativação de DDR, engajamento da via de p53, supressão da 

progressão do ciclo celular e sinalização pró-apoptótica. No contexto gestacional, tais 

alterações podem ter implicações importantes, uma vez que o acúmulo precoce de dano 

oxidativo e de respostas senescentes em tecidos fetais e membranas amnióticas tem sido 

associado a disfunção placentária, inflamação intrauterina e desfechos adversos, como parto 

prematuro e restrição do crescimento fetal. 
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4 CONCLUSÕES OU CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O presente trabalho demonstrou que o estímulo pró-oxidativo mimético à fumaça de 

cigarro foi capaz de induzir, em modelo lógico de células amnióticas, uma resposta molecular 

coordenada compatível com dano oxidativo, ativação de resposta ao dano no DNA, modulação 

da via de p53, apoptose e senescência. A ativação de componentes relacionados à produção de 

espécies reativas de oxigênio, associada à ativação de mediadores como MRN, H2AX, ATM, 

CHEK2, MAPK14, BAX, CASP3 e FAS/FASL, sugere que a exposição pró-oxidativa desloca 

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

A análise de enriquecimento funcional reforçou a centralidade da via p53 na construção 

desse programa de senescência, indicando que o estímulo oxidativo mobiliza uma resposta 

integrada com participação dos mecanismos de resposta ao dano celular, parada do ciclo celular 

e apoptose. Esse perfil é compatível com a instalação de um estado pró-senescente, no qual 

coexistem mecanismos de parada proliferativa e sinais de ativação de morte celular, refletindo 

a complexidade da resposta celular frente a insultos ambientais intensos. 

Além disso, a análise externa do transcriptoma placentário humano GSE18044 evidenciou 

enriquecimento positivo dessa via em placentas de gestantes fumantes, corroborando os 

achados no modelo lógico e reforçando a plausibilidade biológica de que a exposição 

gestacional ao tabaco ative um eixo funcional ROS–dano ao DNA–p53 em tecidos 

extraembrionários. 

Em conjunto, os achados indicam que a fumaça de cigarro pode contribuir para a perda da 

homeostase placentária e amniótica por meio da indução de dano oxidativo a macromoléculas, 

ativação da resposta ao dano genômico e engajamento de vias associadas à senescência e 

apoptose. Dessa forma, este estudo contribui para a compreensão dos mecanismos moleculares 

pelos quais o tabagismo gestacional pode comprometer o ambiente intrauterino e favorecer 

desfechos adversos da gestação. Futuras investigações experimentais, especialmente em 

modelos celulares amnióticos e placentários, serão fundamentais para validar diretamente os 

marcadores identificados e aprofundar a caracterização funcional da senescência induzida pela 

fumaça de cigarro. 


