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RESUMO

A senescéncia celular € um fendmeno natural associado ao envelhecimento,
podendo ser induzida pelo encurtamento dos telébmeros (senescéncia replicativa),
apos multiplas divisdes celulares ou por diferentes formas de estresse (senescéncia
prematura), como a exposicdo a espécies reativas de oxigénio (ERO), radiacao
ultravioleta (UV), quimioterapia, entre outros. O estado senescente & caracterizado
pela parada do ciclo celular, expansdo do tamanho celular e aumento da atividade
da enzima [B-galactosidase, além de uma elevada secrecdo de quimiocinas e
citocinas proé-inflamatérias como a interleucina (IL)-6, o ligante de quimiocina 2
(CCL2, do inglés, chemokine (C-C motif) ligand 2 ) e o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF, do inglés vascular endothelial growth factor). O acumulo
de células senescentes nos tecidos contribui para o estabelecimento de uma
inflamacgédo crénica “estéril” (inflammaging), associada ao envelhecimento, que
manifesta-se devido a secrecdo ininterrupta de mediadores proé-inflamatérios,
metaloproteinases e outras moléculas sinalizadoras que, coletivamente, sao
denominadas fendtipo secretor associado a senescéncia (SASP, do inglés
Senescence-associated secretory phenotype) e induzem senescéncia em células
vizinhas. A manutencdo deste estado inflamatorio de forma prolongada pode
contribuir para o desenvolvimento de doencas cronico-degenerativas como a artrite
reumatdide, a doenca de Alzheimer e o cancer. O melhor entendimento de
mecanismos envolvidos no processo de senescéncia celular € de fundamental
importancia para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas que possam mitigar
ou eliminar o estabelecimento destas doencas. Dessa forma, o objetivo desse
estudo foi padronizar e estabelecer uma técnica para a determinacdo de
senescéncia celular prematura induzida por peréxido de hidrogénio em células de
linhagem de fibroblastos murinos.

Palavras chaves: Senescéncia Celular. Inflammaging. Envelhecimento. Doencas.
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ABSTRACT

Cellular senescence is a natural phenomenon associated with aging and can be
induced by telomere shortening (replicative senescence), after multiple cell divisions,
or by different forms of stress (premature senescence), such as exposure to reactive
oxygen species (ROS), ultraviolet (UV) radiation, chemotherapy, among others. The
senescent state is characterized by cell cycle arrest, expansion of cell size, and
increased activity of the p-galactosidase enzyme, in addition to increased secretion
of chemokines and pro-inflammatory cytokines such as interleukin (IL)-6, chemokine
(C-C motif) ligand 2 (CCL2), and vascular endothelial growth factor (VEGF). The
accumulation of senescent cells in tissues contributes to the establishment of a
chronic “sterile” inflammation (inflammaging), associated with aging, which manifests
itself due to the uninterrupted secretion of pro-inflammatory mediators,
metalloproteinases and other signaling molecules that, collectively, are called
senescence-associated secretory phenotype (SASP) and induce senescence in
neighboring cells. The prolonged maintenance of this inflammatory state can
contribute to the development of chronic degenerative diseases such as rheumatoid
arthritis, Alzheimer's disease and cancer. A better understanding of the mechanisms
involved in the process of cellular senescence is of fundamental importance for the
development of therapeutic strategies that can mitigate or eliminate the
establishment of these diseases. Thus, the objective of this study was to standardize
and establish a technique for the determination of premature cellular senescence
induced by hydrogen peroxide in murine fibroblast cells.

Keywords: Cellular Senescence, Inflammaging, Aging, Diseases.
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1 INTRODUCAO
1.1 ENVELHECIMENTO

A Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) define envelhecimento como

um processo sequencial, individual, acumulativo, irreversivel, universal,
nao patoldgico, de deterioracdo de um organismo maduro, proprio a todos
0s membros de uma espécie, de maneira que o tempo 0 torne menos
capaz de fazer frente ao estresse do meio-ambiente e, portanto, aumente
sua possibilidade de morte. (REISBERG et al., 2011).

Desse modo, o envelhecimento pode ser entendido como um fenémeno
fisiolégico, que ocorre comumente em varios 6rgdos e tecidos, culminando em
alteracdes morfologicas e cinéticas dependentes da idade. Estas alteracdes estéo
associadas ao desenvolvimento de diversas doencas, devido ao declinio funcional
gradual nas funcdes desses 6rgaos e tecidos, gerando uma reducéo da qualidade de
vida (MACHADO, 2020; SOUZA, SANTOS e REIS, 2021).

O progresso tecnoldgico, social e da medicina, juntamente com a diminui¢ao
da taxa de natalidade e fecundidade, e o declinio na taxa de mortalidade sdo eventos
que proporcionaram o aumento da expectativa de vida, resultando em uma populacéo
proporcionalmente mais idosa. Em contrapartida, o crescimento da populagdo com 60
anos ou mais nao tem assegurado que essas pessoas alcancem idades mais
avancadas mantendo a saude (CAMARGO; PASINATO, 2010; MACHADO, 2020;
SOUZA, SANTOS e REIS, 2021).

No Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), do
ano de 2010 a 2022, a parcela de pessoas com 60 anos ou mais passou de 11,3%
(22,3 milhdes) para 14,7% (31,2 milhdes) da populagdo, crescendo 39,8% no periodo
(Figura 1). Nas proximas décadas, o pais devera vivenciar um processo acentuado e
rapido de envelhecimento (IBGE, 2023).
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Figura 1 - Populagédo residente (%) no Brasil por grupos de idade.
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Fonte: Censo Demografico 2022: Populagéo por idade e sexo - Resultados do universo; IBGE- Censo

Demografico 2010.

Uma maior expectativa de vida ndo se traduz necessariamente em viver de
forma mais saudavel ou com mais qualidade de vida. Dessa forma, a medida que o
aumento da populacéo idosa ocorre em todo o mundo, a necessidade de pesquisar e
desenvolver estratégias para um envelhecimento saudavel torna-se cada vez mais
relevante (MASTELLA, 2018).

Assim, o prolongamento da vida humana tem motivado grupos de pesquisa a
procurarem abordagens para esclarecer as respostas bioldgicas ligadas ao processo
de envelhecimento, além de identificar elementos com potencial para retarda-lo
(CRUZ, 2014; LOPES, ARAUJO e NASCIMENTO, 2016).
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1.1.2 Fenbmenos bioldgicos relacionados ao processo de envelhecimento

As alteragbes decorrentes do processo de envelhecimento ocorrem como
consequéncia de eventos intrinsecos que consistem em mudancas geneticamente
programadas e eventos extrinsecos que decorrem de um acumulo de danos
ambientais como a exposicdo a radiacdo ultravioleta, o sedentarismo, o0 estresse,
entre outras. Nesse contexto, o envelhecimento ocorre como resposta adaptativa as
situacdes ambientais. A medida que ocorre um acumulo progressivo de lesdes
celulares, a prevaléncia de células senescentes persistentes aumentam. Este
processo € responsavel por desencadear o fenétipo de envelhecimento (KAIM e
BACKES, 2019).

Em consonancia, alguns estudos sugerem que a senescéncia € percebida
como um estado celular ativado em resposta a danos persistentes ao DNA. Dentre os
estimulos responsaveis por esse estado, destaca-se o encurtamento dos telébmeros e

os danos oxidativos (DEKKER et al., 2011, BIRAN et al., 2017).

1.2 SENESCENCIA CELULAR

Em 1961, Hayflck e Moorhead demonstraram em um estudo in vitro a
alteracdo da fisiologia e a consequente reducdo da capacidade proliferativa de
fibroblastos primarios isolados da pele de galinaceos, denominando esse fendmeno
como senescéncia. Posteriormente, compreendeu-se que este limite maximo no
namero de divisbes celulares, esta associado ao encurtamento progressivo dos
telomeros (BLACKBURN E GALL 1978), sendo conhecido como “limite de Hayflick”
(HAYFLICK; MOORHEAD, 1961; TEIXEIRA e GUARIENTO, 2010).

Os teldmeros sao estruturas presentes nas extremidades dos cromossomos
com sequéncias curtas de nucleotideos que se repetem ao longo do DNA, com
comprimento variando entre 5 e 15 kb (quilobases = mil nucleotideos). Eles
desempenham um papel crucial para garantir que, a cada novo ciclo celular, os
cromossomos tenham seu material genético protegido contra fusdo ou degradacéo
(KUMAR, ABBAS e ASTER, 2018; WHITTEMORE et al., 2019).

O encurtamento progressivo dos telomeros ocorre devido a reducdo da
atividade da telomerase, enzima responséavel pela adicdo de sequéncias especificas e
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repetitivas de DNA a extremidade 3' dos cromossomos. Quando o teldbmero atinge um
comprimento critico ocorre a perda dessa capacidade protetiva e, consequentemente,
a indugéo de uma resposta de dano no DNA (DDR, do inglés DNA damage response).
Como resultado ocorre a parada do ciclo celular, sendo este o mecanismo da
senescéncia replicativa (RS, do inglés replicative senescence) devido a finita
capacidade replicativa celular (HARLEY; FUTCHER; GREIDER, 1990; ALLSOPP;
HARLEY, 1995; KUILMAN et al., 2010).

Diferentes mecanismos foram sugeridos como responsaveis pelo encurtamento
telomérico. Uma variedade de fatores ambientais, como tabagismo, obesidade,
etilismo, niveis de estresse e atividade fisica, alimentacdo e qualidade do sono, que
podem modular o comprimento dos telébmeros, juntamente com o envelhecimento
cronoldgico (TURNER, VASU e GRIFFIN, 2019).

A constatacdo de que o0 encurtamento telomérico pode aumentar
significativamente, chegando até dez vezes, em condigfes de estresse oxidativo
também foi sugerida por Von Zglinicki et al. (1995). Essa colocacéo foi confirmada por
meio de um estudo in vitro, no qual fibroblastos submetidos a condi¢gdes de cultura em
condi¢bes hiperoxicas apresentaram um encurtamento telomérico de até 500 pb
(pares de base) por divisdo celular. Esse valor é consideravelmente superior ao
encurtamento telomérico de aproximadamente 20-50 pb por divisdo em condi¢cdes
normoxicas.

A senescéncia celular também pode ser desencadeada por diferentes tipos de
estresses, como 0 aumento do estresse oxidativo, agentes alquilantes (TIAN et al.,
2011), disfuncdes mitocondriais (WILEY et al., 2016), disfuncdes metabdlicas (LEE et
al., 2006, MORGUNOVA et al., 2015), disturbios epigenéticos (NARITA et al., 2003,
COLLADO; SERRANO, 2010; KUILMAN et al., 2010; DI MICCO et al.,, 2021),
radiaces ionizantes/ultravioleta e processo de traducéo alterado (CHAINIAUX et al.,
2002, DEBACQ-CHAINIAUX et al., 2005, PAYEA et al., 2021).

Os danos intrinsecos e/ou extrinsecos sdo capazes de provocar uma resposta
direta ou indiretamente de danos ao DNA, interrompendo a proliferacao celular e
tornando as células senescentes. Este tipo de senescéncia € denominada prematura
induzida por estresse (SIPS, do inglés stress induced premature senescence)
(TOUSSAINT; MEDRANO; VON ZGLINICKI, 2000; DI MICCO et al., 2021).

O fendtipo senescente é caracterizado por um conjunto de marcadores que,

juntos, permitem sua identificacdo, estando entre eles: parada permanente do ciclo
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celular, marcadores moleculares e celulares, como alterac6es morfoldgicas, rearranjo
da cromatina ou modulacdo da autofagia; reprogramacao metabdlica; aumento da
atividade e expressdo da enzima B-galactosidase (B-gal) associada a senescéncia
(SA-B gal), amplamente utilizada como um dos principais marcadores de senescéncia
celular combinada com outros marcadores para aumentar a precisdo da identificacédo
de células senescentes; e secrecdo de citocinas e quimiocinas que compdem o
fenotipo secretor associado a senescéncia (SASP, do inglés senescence-associated
secretory phenotype). (DUTTA GUPTA; PAN, 2020)

1.2.1 Fendtipo secretor associado a senescéncia (SASP)

O acumulo de células senescentes nos tecidos contribui para o
estabelecimento de uma inflamacdo crénica “estéril” (inflammaging) associada ao
envelhecimento, que se manifesta devido a secrecao ininterrupta de mediadores pré-
inflamatorios, como metaloproteinases, quimiocinas, citocinas e outras moléculas
sinalizadoras que, coletivamente, sdo denominadas “fenétipo secretor associado a
senescéncia” (SASP). Este fendtipo promove um aumento na secregéo de citocinas
pré-inflamatérioas IL-1 (a e B), IL-6 e IL-8, além de TNF-a e IL-12 e da citocina
regulatéria IL-10 (normalmente associada a atenuacdo da resposta pré inflamatdéria).
Além disso, ocorre uma elevada secrecéo de fatores de crescimento, como a CCL2
(do inglés, chemokine (C-C motif) ligand 2) e do fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF, do inglés Vascular Endothelial Growth Factor) (FORSBERG, 2017;
HERNANDEZ-SEGURA et al., 2018; BIRCH; GIL, 2020; DUTTA GUPTA; PAN, 2020;
WANG, et al., 2020). O fator de transcricdo NF-kB desempenha um importante papel
na regulacdo do perfil SASP durante a senescéncia celular. Sua ativacdo ocorre em
resposta a danos ao DNA, estresse oxidativo e outros estimulos senescentes,
culminando na secrecdo de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento que
alteram o microambiente tumoral, regulando a expressdo de genes relacionados a
inflamacdo e resposta imune, impedindo desta forma a proliferacdo de células
danificadas. Contudo, sua ativacdo prolongada propicia um ambiente inflamatorio
(MINYOUNG LEE, 2014).

Sendo assim, estado senescente pode ser compreendido por meio da
regulacdo positiva de inibidores do ciclo celular p53, pl6 e p21, ou através da
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producdo de interleucinas 6 e 8 (IL-6 e IL-8), a fim de deter permanentemente células
danificadas (YUN; DAVAAPIL; BROCKES, 2015; MCHUGH; GIL, 2018).

As moléculas do perfil SASP contribuem para a degradacdo da matriz
intercelular e induzem senescéncia em células vizinhas, chamada de senescéncia
paracrina (UNGERLEIDER et al., 2021), intensificando a persisténcia de células
senescentes. O acumulo de células senescentes € frequentemente observado em
cérebros de idosos, corroborando que a senescéncia celular esta inserida na
ocorréncia ou agravamento de doencas neurodegenerativas e deficiéncias cognitivas
(SI; SUN; WANG, 2021; UNGERLEIDER et al., 2021), devido a fragilidade e maior
vulnerabilidade ao desenvolvimento destas injurias, resultando em uma série de
doencas cronicas relacionadas a idade, como cancer, aterosclerose, fibrose hepatica,
obesidade, Doenca de Parkinson, Alzheimer, artrite reumatoide, entre outras (CHEN
et al. 2022).

Sugere-se, portanto, que a senescéncia pode representar uma escolha viavel
para retardar o curso do processo de envelhecimento e tratar ou retardar doencas

relacionadas a idade.

1.2.2 Resposta ao dano no DNA

O ciclo celular é composto por duas grandes fases: a interfase e a mitose
(divisdo da célula). A interfase € composta pelas fases G1 (crescimento pré-sintético),
S (sintese de DNA) e G2 (crescimento pré-mitético). A mitose, conhecida como fase
M (mitética), € composta pela profase, metafase, anafase, teléfase. O processo de
ciclo celular é regulado por diversos inibidores e ativadores que realizam o controle de
qualidade da replicacédo (checkpoints). Dessa forma, para uma préxima etapa do ciclo
ocorrer sem erros, é necessario que a etapa anterior seja concluida com a ativacao
dos fatores correspondentes. Se a replicacio do DNA nédo for realizada
adequadamente ou se houver falta de cofatores, a interrupcéo ocorrera em diversos
pontos de transicdo (KUMAR, ABBAS e ASTER, 2018).

Os danos ao DNA séo detectados através de uma cascata de amplificacéo de
sinal conhecida como resposta a danos no DNA (DDR), que ocorre quando as células
respondem a captacdo do dano ao DNA, interrompendo a progressao do ciclo celular
a fim de iniciar a tentativa de reparacdo. A proliferacdo ndo é retomada até que haja
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reparacdo do dano. Quando as les6es no DNA ndo séo reparadas, ou seja, a DDR é
prolongada, ocorre a parada permanente da proliferacdo, culminando em uma
senescéncia celular. Nesta condicéo, as células se mantém vivas, contudo, incapazes
de proliferar devido a sinalizacdo DDR incessante causada pelo dano persistente ao
DNA (D’ADDA DI FAGAGNA, 2008).

A ativacdo da DDR é iniciada pela ativacdo das quinases sensoras de dano ao
DNA ataxia telangiectasia mutada (ATM, do inglés ataxia-telangiectasia mutated) e
pela via ATM referente a Rad-3 (ATR, do inglés ATM- and Rad3-Related), ativando a
proteina tumoral p53 (TP53, do inglés tumor protein 53) e induzindo a parada do ciclo
celular. A TP53 regula a ativacao de proteinas inibidoras de cinases dependentes de
ciclina (CDK, do inglés cyclin-dependent kinases), como a pl5 (CDKN2B), a pl6
(CDKN2A), a p21 (CDKN1A) e a p27 (CDKN1B), responséaveis por sinais de parada
do ciclo celular. Uma vez fosforilada (ativada) a p53 induz a ativacdo da p21, que
atua inibindo as ciclinas-dependentes de quinases, impedindo a progresséo do ciclo
celular. A interrupcdo da progressao do ciclo celular, também pode ocorrer pela
ativacdo da pl6, que inibe as CDK4 e CDK6. Esse processo resulta da represséo
continua dos genes pertencentes a familia E2 de fatores de transcricdo ligantes ao
DNA (E2F, do inglés promoter binding factor), essenciais para a transicdo da fase G1
para a fase S do ciclo celular, onde ocorre a replicacdo (WAAIJER et al., 2012;
MUNOZ-ESPIN; SERRANO, 2014; VAN DEURSEN, 2014).
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Figura 2 - Via de sinalizacéo da senescéncia prematura

Fonte: A imagem foi retirada do artigop BMB Rep.2014 Feb; 47(2): 51-59. Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4163898/.

As células senescentes ndo apresentam, necessariamente, todos o0s
marcadores mencionados na literatura. Sendo assim, como mencionado
anteriormente, a identificacdo se da por um conjunto dessas caracteristicas
correspondentes ao seu fendtipo senescente, bem como proteinas que estejam
associadas a progressdo do ciclo celular, aumento e atividade da expressao da
enzima B-galactosidase, citocinas e mediadores pré inflamatoérios (WAAIJER et al.,
2012; CAMPISI, 2013).

1.3 O ESTRESSE OXIDATIVO E A SENESCENCIA

A senescéncia celular provocada pelo estresse oxidativo tem sido reconhecida
como um modelo in vitro valioso para investigar o processo de envelhecimento, haja

visto que é um processo altamente prejudicial ao DNA. A teoria do envelhecimento


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4163898/
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causado por radicais livres sugere que as espécies reativas de oxigénio (EROSs)
geradas durante o metabolismo aerébico normal danificam as biomoléculas,
culminando na parada das funcdes dos tecidos e ao envelhecimento (HARMAN,
2001).

As EROs sdo metabdlitos téxicos capazes de desencadear diferentes
patologias e englobam tanto radicais livres de oxigénio, como o0 superoxido e a
hidroxila, quanto outras espécies reativas nao radicais, como o peroxido de hidrogénio
(H20,) e o oxigénio singlete (BECKMAN; AMES, 1998). Estes radicais aparecem
devido a instabilidade de seus elétrons desemparelhados, resultando em um alto
potencial de reatividade com as moléculas bioldégicas. Contudo, em baixas
concentracdes, ou em niveis considerados 6timos/adequados, possuem importante
atuacdo na manutencédo do equilibrio celular. Nesse contexto, existem substancias,
tanto naturais quanto sintéticas, com capacidade antioxidante, as quais tém a funcéo
de estabilizar ou neutralizar as EROs antes que estas possam ocasionar dano celular
(DA; GOUVEIA; LIMA, 2017).

Existem numerosas evidéncias que sustentam a teoria das EROs, resultando
em uma extensa investigagdo do papel do estresse oxidativo no processo de
envelhecimento (BOKOV; CHAUDHURI; RICHARDSON, 2004; SADIQ, 2021).
Diferentes tipos de estresses oxidativos tém sido utilizados para induzir senescéncia
prematura em modelos celulares, como: luz ultravioleta (UV) (TOUSSAINT,;
HOUBION; REMACLE, 1992), terc-butil hidroperoxido (RODEMANN et al., 1989),
hiperoxia (VON ZGLINICKI et al.,, 1995) e a exposicdo a peréxido de hidrogénio
(CHEN; AMES, 1994), sendo este ultimo o indutor mais frequentemente utilizado.

1.3.1 Inducéo de senescéncia por H,0;

O uso difundido do peroxido de hidrogénio visa provocar a senescéncia
prematura em um intervalo de tempo reduzido de forma teldmero-dependente pela
exposicao ao estresse oxidativo leve (BEN-PORATH; WEINBERG, 2004; DUAN et al.,
2005), por conta das quebras de fita simples nas regides telomeéricas, 0 que ocasiona
o0 encurtamento acelerado dos teldmeros (VON ZGLINICKI; PILGER; SITTE, 2000;
VON ZGLINICKI, 2002). As células senescentes resultantes desse processo exibem

marcadores semelhantes as células senescentes replicativas, tornando-se assim,
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uma ferramenta in vitro valiosa para estudos sobre o envelhecimento mediante
estresse oxidativo, por se tratar de um potente processo capaz de produzir danos ao
DNA (VON ZGLINICKI et al., 1995).

Em 2012, Kiyoshima e colaboradores avaliaram o efeito que o0 estresse
oxidativo induzido por H,O, gerou em fibroblastos gengivais murinos. Foram
investigadas as mudancas no numero de células dependentes da idade, assim como
as mudancas no comportamento biolégico apés estimulo com H;0,. O estudo
demonstrou que o estresse oxidativo gerado, induziu uma diminuicdo no nimero de
células murinas cultivadas, além do aumento da proporcao de células positivas para
SA-B-gal (do inglés, senescence-associated [(-galactosidase), um conhecido
marcador de senescéncia celular, que catalisa a hidrolise de [B-galactosideos em
monossacarideos somente em células senescente, viabilizando o desenvolvimento de
estudos in vitro voltados para a investigacdo de potenciais agentes inibidores desse

processo.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Obijetivo geral

Estabelecer e padronizar uma técnica para a inducdo e deteccdo de
senescéncia celular usando peroxido de hidrogénio na linhagem de fibroblastos

murinos L929.

1.4.2 Objetivos especificos

> Induzir a senescéncia celular com H,O, em fibroblastos murinos da
linhagem L929.

> Observar as alteragdes morfologicas induzidas por H,O, em fibroblastos
murinos da linhagem L929.

> Avaliar a proliferacdo das células L929 apos o estimulo com H,0O, pelo

ensaio de clonogenicidade.
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> Analisar a modulacdo da expressdo de marcadores de senescéncia
celular (p21 e p53) e envolvidos no processo inflamatério (fator de transcrigdo
NFkB) e da proteina constitutiva GAPDH (do inglés, glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase) por western blot em fibroblastos murinos.
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2 DESENVOLVIMENTO
21 METODOLOGIA

2.1.1 Manutenc¢éo e passagem das células L929

As células da linhagem L929 de fibroblastos murinos foram cultivadas em meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich, EUA), contendo 10% de
soro fetal bovino (SFB - Cultilab, Brasil) e 50 ug/mL de gentamicina (Gibcol/Life
Technologies, EUA) e mantidas em estufa a 37 °C e 5 % de CO,. Ap0s atingirem
subconfluéncia (aproximadamente 80%) em garrafa de 25 cm? (T-25, Corning) as
células foram removidas por acdo enzimatica com solucéo de tripsina-EDTA [0,25% -
0,02% em tampao salino-fosfato (PBS, do inglés phosphate buffer saline) (Sigma-
Aldrich, EUA). As células foram incubadas com 5% de CO, por 5 minutos a 37 °C
para acdo enzimatica. ApOs este periodo, a reagdo proteolitica da tripsina foi
paralisada pela adicdo de 5 mL de DMEM suplementado com 10% SFB. As células
foram centrifugadas a 127xg , a temperatura ambiente, por 10 minutos para remocao
da tripsina. Apés centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 1 mL de DMEM suplementado com 10% de SFB. As células
viaveis foram contadas em camara de Neubauer em microscépio 6tico de campo claro
(Zeiss, aumento de 100 x) pelo método de exclusédo por azul de tripan a 0,4 % para

posterior utilizagao.

2.1.2 Inducdo de senescéncia celular com H,O, em células L929 e andlise

morfologica

A inducéo de senescéncia celular foi realizada apos plagueamento das células
L929 em placas de 24 pocos (1x10°/ poco; Corning, EUA) e incubadas por 24h em
estufa a 37 °C e 5 % de CO, para adesdo. Apoés periodo de incubacao, as células
foram submetidas ao estresse oxidativo com diferentes concentracdes (0; 25; 50 e
100 uM) de H,0O, por 2 h, exclusivamente neste primeiro experimento. Apos este
periodo, a solugdo de H,O, foi removida e as células L929 foram lavadas trés vezes
com 500 pL PBS. Em seguida, foram adicionados 500 uL de DMEM suplementado e

as células incubadas por 48 h.
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Nos demais experimentos, para coleta de proteinas do extrato celular, as
células L929 foram semeadas (1x10°/ poco) em placas de 6 pocos (Costar 3516) e
submetidas ao estresse oxidativo com diferentes concentraces de H,O, (0; 25; 50 e
100 pM), por 1 h em estufa a 37 °C e 5 % de CO,. ApoGs este periodo, a solucéo de
H,O, foi removida e as células L929 foram lavadas por trés vezes com 2 mL de PBS.
Em seguida, foi adicionado 2 mL DMEM suplementado e incubadas por 48 h. Apéds
este periodo, os sobrenadantes foram coletados para posterior quantificacdo de
citocinas pro inflamatorias e foi realizado o extrato de proteinas totais para avaliacdo
da expressdo de proteinas associadas a senescéncia por western blot. De forma
alternativa, as células foram coletadas e contadas pelo método de exclusédo por azul
de tripan 0,4 % para ensaio de clonogenicidade.

A morfologia das células L929 estimuladas com H;O, foi avaliada em
microscopio invertido Nikon Eclipse TS-100 utilizando a camera Moticam 5.0 (Motic,
China) em um aumento de 100x e 400x ap6s 10 dias de plagueamento e inducao de

senescéncia.

2.1.3 Ensaio de clonogenicidade

Ap6s lavagem e contagem, as células foram semeadas (2x10% /poco) em
placa de 6 pocos contendo 2 mL de DMEM suplementado e incubadas por 7 dias em
estufa a 37 °C e 5 % de CO, para proliferacdo. Apds o término da incubacao, as
células foram lavadas com PBS por 3 vezes. Em seguida, as células foram coradas
com o kit panético rapido (Laborclin, Brasil), composto por 3 solugdes, sendo elas:

» Solucéo de triarilmetano 0,1 % (fixador)
» Solucdo de xantenos 0,1 % (corante aciddfilo)

» Solucéo de tiazinas 0,1 % (corante basdfilo)

Cada solucéo foi adicionada no poco na ordem de 1 a 3 e mantida por 30
segundos. Em seguida, as células foram lavadas com PBS por 3 vezes. Apés
coloragédo e secagem das células, foram obtidas imagens e a contagem do numero

de col6nias formadas foi avaliada pelo software no ImageJ (NIH, EUA).
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2.1.4 Extrato de proteinas de lisatos celulares

Apos inducdo de senescéncia com H,O,, o sobrenadante das células foi
removido e os pocos lavados por 3 vezes com 1 mL de PBS. Apds lavagens foram
adicionados 60 pL de tampéo RIPA (do inglés Radio Immuno Precipitation Assay; Tris
a 50 mM pH 8,0; NaCl a 150 mM; NP-40 a 1%; SDS a 0,1 %; desoxicolato de sédio a
0,5%; PMSF a 1 mM e inibidores de fosfatase MS-SAFE 1X em cada po¢o. Com o
auxilio de um scraper, o fundo do poco foi raspado, o extrato foi coletado e sonicado
por 5 min em agua com gelo. Em seguida, o lisato celular foi centrifugado a 14.000
rpm por 10 min a 4°C e o sobrenadante com as proteinas solUveis coletados e
armazenados no ultrafreezer (-80°C) até o momento em que foi feita a dosagem de
proteinas e western blot.

2.1.5 Determinacédo de proteinas totais em lisatos celulares pelo método de Lowry

A curva padrao de proteinas foi preparada a partir de uma solugcédo estoque de
albumina sérica bovina (BSA, do inglés bovine serum albumin) & 20 mg/mL. O
primeiro ponto da curva (2 mg/mL) foi preparado a partir da diluicdo 1:10 da solugao
estoque. Em seguida, foi realizada uma diluicdo seriada pela diluicdo 1:3 a partir do
primeiro ponto da curva para obtencdo dos demais pontos da curva. Para dosagem
de proteinas foi utilizado o kit (DC Protein Assay) da Bio-Rad. De forma resumida, em
uma placa de 96 pocos de fundo chato foram colocados 5 pL de cada concentragao
da curva padrdo e 5 pL de cada amostra. Em seguida, foram adicionados o0s
reagentes do kit conforme instru¢bes do fabricante (25uL da solucdo de reagente
A+S e 200puL do reagente B), dos reagentes de Lowry da Bio-Rad. Apds 15 minutos
de incubacdo em ambiente protegido da luz, a leitura foi realizada em leitor de
microplacas com um comprimento de onda de 750 nm (SpectraMax 190, Molecular
Devices).
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2.1.6 Identificacdo de proteinas em lisatos celulares por meio de immunoblotting

Apéds a dosagem, foi calculado o volume necessario para que o carregamento
de proteinas fosse de 30 ug/raia. Antes de adicionar o conteudo a cada raia, ao
volume de proteinas calculado foram adicionados 20% do tampdo de amostra
Laemmli (Tris-HCI a 50 mM, pH 6,8; SDS a 1%; 2-mercaptoetanol a 5 %; glicerol a 10
% e azul de bromofenol a 0,001%). Depois, as proteinas foram submetidas a um
aguecimento a 95°C por 5 minutos para desnaturacdo. As proteinas foram
transferidas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, do inglés sodium
dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis). O gel de separacdo foi
preparado a 10% e o gel de entrada foi preparado a 5%. As condi¢cdes de corrida
foram: 150V e 50 mA por 1 h e 30 min. Ap6s a corrida, as proteinas foram
transferidas para a membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF, do inglés
polyvinylidene fluoride) em sistema semi-seco (transblot semi-dry) utilizando tampéao
de transferéncia (Tris a 48 mM e Glicina a 39 mM).

A membrana foi corada com a solucdo de vermelho Ponceau para confirmacao
da transferéncia das proteinas do gel para a membrana. O blogueio de sitios
inespecificos foi realizado com solugao TBST (Tris-HCl a 50 mM, pH 7,4; NaCl a 150
mM; Tween 20 a 0,1%) contendo 5% Milk (leite em p6 desnatado) por 2 h a
temperatura ambiente sob agitacdo. A solucdo de bloqueio foi desprezada e a
membrana foi incubada com o anticorpo contra as proteinas de interesse (p21, p53,
NF-kB e GAPDH).

Apés periodo de incubacdo, as membranas foram lavadas cinco vezes com
TBST por 5 min a cada lavagem, e posteriormente incubadas com o anticorpo (ac)
conjugado a HRP anti-IgG (secundario contra camundongo ou coelho dependendo do
anticorpo primario) por 1 h. Apés a incubagdo, as membranas foram lavadas trés
vezes com TBST e duas vezes com TBS. A revelacéo foi realizada usando o sistema
de quimiluminescéncia ECL e as membranas expostas a filme para contraste
Hyperfilm ECL (GE Healthcare). A bandas reveladas foram digitalizadas e os niveis
relativos de expressao de proteinas foram quantificados utilizando o programa
ImageJ (NIH).



Tabela 1 - Anticorpos utilizados para as marcacfes de westernblot.

Marcacéo Concentracéo Fabricante

Ac. Primério GAPDH 1:2000 Fitzgerald
Ac. Secundario anti-camundongo 1:10000 Sigma Aldrich

Marcacéo Concentracéo Fabricante
Ac. Primério p21 1:1000 Cell Signaling
Ac. Secundario anti-coelho 1:5000 Sigma Aldrich

Marcacéo Concentracéo Fabricante

Ac. Primério p53 1:500 Santa Cruz
Ac. Secundario anti-camundongo 1:10000 Sigma Aldrich

Fonte: A Autora (2024).

2.1.7 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados pelo teste ANOVA/Bonferroni e expressos
como meédia * erro padrao da média (E.P.M.). Valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Analise morfologica apos estresse oxidativo com H,O, em células L929

A morfologia das células L929 estimuladas com H,O, foi avaliada em
microscopio invertido Nikon Eclipse TS-100 utilizando a camera Moticam 5.0 (Motic,
China) em um aumento de 100x e 400x apo6s 10 dias de plagueamento e inducdo de
senescéncia.

Como pode ser observado na Figura 2, as células incubadas com as maiores
concentracbes de H,O, (50 e 100 uM) apresentaram caracteristicas fenotipicas de
células senescentes (aumento do tamanho das células e do ndcleo). Além disso, foi
observado um menor numero de colbnias formadas em relacdo ao grupo nao

estimulado (Figura 2C e 2D).
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Figura 3 - Alteracdo morfoldgica induzida em fibroblastos murinos da linhagem L-929 com
diferentes concentracdes de peroxido de hidrogénio.

-

Legenda: Fibroblastos da linhagem L929 foram plaqueados (1><105/pogo) em placa de 24 pocgos e
tratados por 2 h com diferentes concentrag8es de peréxido de hidrogénio: (A) 0 uM; (B) 25 pM; (C) 50
uM; (D) 100 uM. As imagens foram adquiridas em microscoépio invertido com contraste de fase Nikon
Eclipse TS-100 utilizando a camera Moticam 5.0 (Motic, China) em um aumento de 100x. Barra de
escala = 100 ym. Fonte: A Autora (2024).

2.2.2 Avaliagdo quantitativa de colonias apds inducdo de senescéncia por H,O, em
células L929

s

Considerando que a senescéncia celular prematura € caracterizada pela
interrupcdo do ciclo celular, foi realizado o ensaio de clonogenicidade apos
tratamento de 1 h com diferentes concentragbes de H,0O, (25-100 uM), a partir da
quantificacdo do numero de coldnias formadas apos 7 dias de plaqueamento.

Foi observado que existe uma relacdo inversamente proporcional entre a
formacdo de colonias e a concentracdo de H,0O,, ou seja, quanto maior a
concentracdo de H,O,, menor € o numero de colbnias formadas (Figura 3). A

quantificacdo do numero de colbnias foi realizada pelo programa de andlise de
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imagens Image J (NIH) (Figura 4) e plotados em grafico no programa Prism versao

5.3 (Figura 5).

Figura 4 - Avaliagdo do efeito do peroxido de hidrogénio sobre a formagéo de coldnias de

células da linhagem L929.
.

Legenda: Apos incubacdo com diferentes concentragdes de peroxido de hidrogénio (0-100 pM) por 1h,
as células foram avaliadas quanto a sua capacidade de formacgéo de colbnias. Imagem representativa
da formacdo de coldnia das células por células L929 10 dias apdés o estimulo com diferentes
concentracdes de perdxido de hidrogénio (H,O,): (A) 0 uM; (B) 25 pM. (C) 50 uM (D) 100 pM. Fonte: A
Autora (2024).
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Figura 5 - Analise do numero de colbnias formadas apds incubacao com peroxido de
hidrogénio por 1h.

Legenda: Imagem da mascara criada pelo software ImageJ (NIH) para a contagem do numero de
colénias formadas apés o estimulo com diferentes concentra¢des de peréxido de hidrogénio (H,O,):
(A) 0 uM); (B) 25 pM. (C) 50 pM (D) 100 pM. Fonte: A Autora (2024).

Figura 6 - Avaliagdo quantitativa de colénias ap6s indugéo de senescéncia por H,O, em

células L929.
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Legenda: Quantificacdo de coldnias de 7 dias ap06s tratamento com H,0O,. Os resultados obtidos
sdo representativos de dois experimentos realizados em simplicata. Os resultados estdo expressos
como a média * erro padrdo da média (EPM). Fonte: A Autora (2024).
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2.2.3 Avaliacdo de expressao das proteinas associadas a senescéncia
2.2.3.1 Expressao da proteina p21 em células L929 apos estimulo com H,0,

A proteina p21 esta envolvida na regulacdo do ciclo celular. O aumento da
expressao desta proteina indica uma paralisacdo da divisdo celular e a entrada em
estado senescéncia celular. A incubagdo com HyO, foi capaz induzir, na maior
concentracdo, um leve aumento na expressao de p21, no entanto ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos estimulados ou ndo com peroxido de hidrogénio
(Figura 6).

Figura 7 - Efeito do H,O, sobre a expressio do marcador de senescéncia p21 em células da
linhagem, L929.
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Legenda: A expressao de p21 1 h apés tratamento com H,0,. O immunoblot é representativo de dois
experimentos independentes em simplicata. O grafico em barra representa os resultados da expressao
da p21 expressos como a média + 0 EPM dos dois experimentos. Fonte: A Autora (2024).
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2.2.3.2 Expressao da proteina p53 em células L929 apds estimulo com H,0,

O mesmo padrédo de expressdo pode ser observado ao ser avaliada a
expressao da proteina p53, que também esta envolvida na regulacdo do ciclo celular
(Figura 7).

Figura 8 - Efeito do H,O, sobre a expressao do marcador de senescéncia p53 em células da
linhagem L929.
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Legenda: A expressao de p53 1 h apds tratamento com H,O,. O immunoblot é representativo de trés
experimentos independentes em simplicata. O grafico em barra representa os resultados da expresséo
da p53 expressos como a média + o EPM dos trés experimentos. Fonte: A Autora (2024).

2.2.3.3 Expresséo de NFkB em células L929 apos tratamento com H,0,

O processo de senescéncia celular induz uma resposta inflamatdria estéril, com
ativacdo de fatores de transcricdio como o NFkB, envolvido na transcricdo de

mediadores inflamatorios. Dessa forma, a fim de investigar se o estimulo com
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peroxido de hidrogénio também seria capaz de ativar esta via do processo
inflamatorio, avaliamos a expressao do NFkB em células L929 (Figura 8).

Os dados obtidos sugerem que assim como a p21 e p53, ha um indicativo que
o tratamento com as maiores concentracdes de H,O, (50-100 uM) é capaz de induzir

expressao deste marcador da inflamacao no extrato celular total.

Figura 9 - Efeito do H,O5 sobre a expressdo do marcador inflamatério NFKB em células

da linhagem L929.
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Legenda: Expressdo de NFkB em extratos celulares totais 1 h ap6s tratamento com H,0,. O
immunoblot é representativo de dois experimentos independentes em simplicata. O grafico em
barra representa os resultados da expresséo da NFkB expressos como a média + o EPM dos dois
experimentos. Fonte: A Autora (2024).
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3 CONCLUSAO

Neste estudo, foi possivel identificar a presenca de importantes marcadores de
senescéncia celular, como o aumento da expressao de p21, p53 e NFkB, além da
interrupcdo da proliferacdo celular, caracterizando o bloqueio do ciclo celular. Para
complementar a analise e confirmar a inducdo da senescéncia, serdo avaliados outros
marcadores, como a atividade da [(-galactosidase, e a produgcédo de mediadores
inflamatérios, incluindo IL-6, CCL2 e o fator de crescimento VEGF, sob o mesmo
protocolo experimental.

Os resultados obtidos até o0 momento sdo promissores e sugerem novas
oportunidades para futuras investigacdes no Laboratério de Farmacologia Aplicada,
especialmente no uso dessa técnica em ensaios futuros. Ressalta-se que os
marcadores p21, p53 e NFkB, amplamente reconhecidos na literatura cientifica,
desempenham papéis cruciais na resposta ao estresse celular e no bloqueio do ciclo
celular. A expressao aumentada de p21 e p53, em particular, confirma o papel dessas
proteinas no bloqueio do ciclo celular diante de danos ao DNA, enquanto o NFkB
regula as respostas inflamatérias ligadas ao fendtipo secretor associado a
senescéncia (SASP).

A andlise posterior de outros marcadores, como a B-galactosidase, e de
mediadores inflamatérios, como IL-6 e VEGF, sera igualmente importante, dado que
esses componentes estao intimamente associados ao processo de senescéncia e a
inflamacédo crbnica, comum em doencas relacionadas ao envelhecimento. Estudar
esses mecanismos em maior profundidade permitira o desenvolvimento de
intervencdes terapéuticas voltadas a mitigacdo ou ao retardamento da progresséo de
doencas relacionadas ao envelhecimento, seja por meio da eliminagdo ou modulacao

das células senescentes e seus efeitos deletérios.
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