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RESUMO

A exposicdo a microgravidade acarreta alteracdes na atividade do
sistema imunolégico a nivel celular, bem como na maioria dos sistemas
fisiologicos do organismo. O ambiente desprovido de forca gravitacional inibe
funcBes linfocitarias envolvidas no processo de defesa imune do corpo
humano, como locomocédo celular e expressdo de antigenos. O clinostato é
uma das ferramentas utilizadas para simular microgravidade na Terra e estudar
os seus efeitos em diversas fungdes fisiolégicas do corpo humano. O presente
estudo visou aperfeicoar o terceiro protétipo do Clinostato 3D do Centro de
Microgravidade/PUCRS, através da adicdo de componentes eletrénicos, como,
por exemplo, microcontrolador, sensor de velocidade rotacional, sensor de
temperatura e umidade e transceiver Radio Frequéncia, a fim de aumentar o
seu desempenho e simplificar a sua operacdo. Este estudo também objetivou
validar a nova versdo do Clinostato 3D. Para tanto, realizou-se um estudo
referente a processos imunolégicos, o qual incluiu uma avaliacao dos efeitos da
microgravidade simulada sobre a proliferacdo e viabilidade de linfécitos T
humanos em estimulacdo ao mitdégeno fitohemaglutinina. O terceiro objetivo
deste trabalho foi o de estudar o crescimento de células cancerigenas,
utilizando-se o Clinostato 3D do Centro de Microgravidade como simulador de
microgravidade. Os resultados do aperfeicoamento do clinostato mostraram
gue os componentes eletrbnicos implementados aumentaram o desempenho
do Clinostato 3D e facilitaram a sua operacdo. No estudo de validac&do, néao
houve decréscimo na proliferacédo e viabilidade celular em 24h de simulacéo de
microgravidade (p=0,146). Entretanto, ocorreu uma diminuicdo significativa
(p=0,012) na proliferacdo e viabilidade celular apés 48h de rotacdo no
clinostato, o que corrobora pela literatura cientifica. A comparacdo dos
resultados obtidos na clinorrotacdo em 24h e 48h revelou uma diferenca
significativa entre eles (p=0,003). Estes resultados validam o Clinostato 3D do
Centro de Microgravidade como uma ferramenta capaz de simular
microgravidade na Terra. O presente trabalho indica que a depressao
imunolégica associada aos vOos espaciais ndo esta somente relacionada ao
estresse fisico e psicolégico que o0 astronauta esta sujeito, mas que esta pode
ser causada pela microgravidade em si, a qual afeta a proliferacdo e a

viabilidade celular. Os resultados do experimento com células tumorais K562



mostraram um crescimento significativo em relagcdo ao controle estatico
(p=0,007), indicando que mais estudos na area de imunidade a tumores em

microgravidade sdo necessarios.

Palavras-chave: microgravidade, clinostato, validagéo, linfocitos T, células
K562.



ABSTRACT

Exposure to microgravity produces changes in the immunological system
at cellular level, as well as in the major physiological systems of the body.
Weightlessness suppresses lymphocytic functions involved in the immunity
process, such as cell locomotion and expression of antigen. The present study
aimed at improving the third prototype of the Microgravity Center/PUCRS 3D-
Clinostat, a device used to simulate microgravity environment on Earth, by
adding to it electronic components, such as a microcontroller, a rotating speed
sensor, temperature and humidity sensors and a Radio Frequency transceiver.
These were intended to simplify the operation and increase the performance of
the device. The present study also aimed to validate this new version of the 3D-
Clinostat by investigating whether the proliferation and viability of lymphocytes
are reduced by exposure to rotation, used to simulate microgravity for cells.
The third objective of this study was to evaluate the growth of K562 tumor cells
in simulated microgravity. The results demonstrated that the electronic
components added to the Clinostat improved its performance. The validation
study indicated a non-significant change in the proliferation and cellular viability
to the mitogen stimulation in 24h of simulated weightlessness (p=0.146). There
was, however, a significant decrease (p= 0.012) in proliferation and viability
after 48h rotation in the 3D-Clinostat with is in accordance with the current
scientific literature. A comparison between 24h and 48h of clinorotation
indicated a difference between the results (p=0.003). These findings validated
the Microgravity Center 3D-Clinostat as a tool capable of simulating
weightlessness on Earth. The results also suggested that the immunological
depression associated with spaceflight is not just related to the psychological
and physical stresses that the astronaut experiences to during a space mission,
but it seems to it also be caused by microgravity per se, which affects the
proliferation and cellular viability of immune cells. The results of the experiment
with K562 cells showed an increase in their growth (p=0.007) during
microgravity simulation in relation to control values. Future studies have to be

done to better clarify the effects of microgravity on tumor immunology.

Key-words: microgravity, clinostat, validation, T cells, K562 cells.
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CAPITULO 1

1.1-Introducéo

Este trabalho ird abordar temas importantes para a continuidade da
exploracéo espacial e para o planejamento de missdes mais longas, como, por
exemplo, os efeitos da microgravidade no sistema imunolégico do astronauta.

No espaco, os astronautas experimentam diferentes tipos de estresses,
incluindo mudangas na forga gravitacional, isolamento, confinamento, conflito
psico-social, ansiedade e deprivacdo do sono (Kaur, 2005). Nessas missdes, 0
estresse acaba afetando diversos aspectos da fisiologia humana, incluindo o
sistema imune (Mehta, 2001).

Uma vez que a microgravidade altera diferentes funcdes do corpo
humano, é necessario estudar-se mais detalhadamente essas mudancas para
se determinar a intensidade com que elas se processam.

Serdo abordados nessa dissertacao topicos referentes a métodos de
simulacdo de microgravidade em Terra, 0s quais constituem ferramentas
importantes para o estudo dos efeitos da reducdo da forca gravitacional
terrestre nas funcbes fisiologicas humanas e celulares. Dentre essas
ferramentas, encontra-se o Clinostato 3D, usado para simular a microgravidade
para células, plantas e pequenos animais. Essa dissertacdo apresentara o
Clinostato 3D projetado e desenvolvido no centro de microgravidade, sua
evolucdo, incluindo os primeiros protétipos, e os estudos que o validam como
um equipamento capaz de simular a microgravidade para células humanas em

Terra.



1.2-Justificativa

Esse estudo justifica-se por se tratar de um trabalho de carater inovador
no Brasil, visando a promover a area de pesquisa espacial no pais e incentivar
a interacdo das areas da saude com é&reas da engenharia, através do
desenvolvimento de projetos inéditos e de grande valia.

A fim de pesquisar o efeito da microgravidade no sistema imunolégico do
ser humano, utilizou-se o método de clinorrotacao. O Clinostato 3D foi
desenvolvido inteiramente no Centro de Microgravidade/PUCRS, Brasil, porém
nunca tinha sido testado em solo nacional, uma vez que protétipos anteriores
foram utilizados em experimentos no Reino Unido em estudos de validagéo dos
mesmos.

Este trabalho apresenta as modificacdes feitas no Clinostato 3D, a fim de
melhorar o desempenho do aparelho e facilitar a sua operacédo, além de
implementar um sistema computacional que permita o seu uso em diferentes
protocolos de pesquisa.

Este trabalho também serve para discutir a validacdo do Clinostato 3D do
Centro de Microgravidade/PUCRS como uma ferramenta capaz de simular o
ambiente de microgravidade em Terra.

A medida que vdos espaciais (Figura 1.1) estdo se tornando cada vez
mais frequentes, € necessario um aumento de pesquisas dos efeitos do
ambiente de microgravidade sobre as funcdes fisioldgicas. Estudos prévios
mostraram que mudancas dos fluidos corporais e atrofia muscular e dssea
ocorrem em seres humanos expostos a falta de gravidade. Embora estas
alteracoes fisiologicas grosseiras sugiram que outros sistemas fisiolégicos e

metabdlicos no corpo humano possam também ser afetados pela



microgravidade, elas ndo predizem necessariamente como ird se processar a
reacdo a uma infeccao durante uma situacdo de reducao ou auséncia da forca

gravitacional terrestre (Lu et al, 2002).

Figura 1.1: Pré-lancamento do 6nibus espacial Atlantis em agosto de 2006
Fonte: www.nasa.gov

A influéncia da gravidade na funcéo celular pode auxiliar o entendimento
de eventos correspondentes na Terra, bem como projetar os efeitos a longo
prazo a nivel celular que podem dificultar, restringir ou mesmo impedir a
exploracéo espacial e interplanetéaria futura (Piepmeier et al, 1997).

E plausivel pensar-se que as alteracdes que ocorrem em plantas, células
e organismos secundarias "a exposi¢cdo a ambientes onde a forca gravitacional
€ virtualmente nula, como em uma nave espacial, s6 podem ser comprovadas

durante a missdo em si, as quais, porém, sdo de acesso muito limitado e



possuem um alto custo. Isto estimula o uso de métodos de simulacdo de
microgravidade em terra.

O estudo de fungdes imunoldgicas no espaco se justifica pelo fato de
existir o risco de se contrair uma infeccdo numa misséo espacial, uma vez que
os tripulantes, entre 5 e 8 por missdo, convivem e trabalham num ambiente
fechado que utiliza ar e agua reciclados.

Com o aumento da duracdo dos voos espaciais de 20 dias, em média, na
era dos Onibus espaciais, para mais de seis meses na Estacdo Espacial
Internacional (Figura 1.2), o risco potencial para a saude da tripulacdo também
€ esperado que aumente (Mehta, 2001). Alem disso, sabe-se que a
microgravidade age em certos microrganismos aumentando a sua viruléncia,
como, por exemplo, a Salmonella entérica, ou aumentando a produgcdo de
toxinas, como foi comprovada que ocorre na Escherichia coli. Esses estudos
sdo essenciais para o melhor entendimento da interacdo entre bactérias e
hospedeiro, particularmente no contexto tanto de vdos espaciais quanto de

col6nias espaciais (Chopra, 2006).

Figura 1.2: Ultima configuracdo da Estacdo Espacial Internacional, 2005
Fonte: www.spaceflight.esa.int



1.3-Objetivos

O primeiro objetivo deste trabalho foi o de aperfeicoar o terceiro prototipo
do clinostato do Centro de Microgravidade para implementar um método de
controle da rotacdo e comunicacdo com o computador, o qual permitira a
visualizacdo de seu funcionamento.

O segundo objetivo visou a validacdo do uso do clinostato como
ferramenta para simular a microgravidade em Terra no Brasil. Para tanto,
realizou-se um estudo referente a processos imunoldgicos, o qual incluiu uma
avaliacdo dos efeitos da microgravidade simulada sobre a proliferacdo e
viabilidade de linfécitos T humanos em estimulacdo ao mitdégeno
fitohemaglutina.

O terceiro objetivo deste trabalho foi o de estudar o crescimento de
células cancerigenas, utilizando-se o Clinostato 3D do Centro de
Microgravidade como simulador de microgravidade.

O proximo capitulo se concentrard na revisdo bibliografica referente a
microgravidade e seus métodos de simulacdo em Terra. Ainda, ele abordara
uma revisdo sobre o uso do clinostato em pesquisas. Por fim, aspectos do
sistema imunoldgico humano pertinentes a esta dissertacdo também seréo

abordados.



CAPITULO 2 - Revisdo Bibliografica

2.1-Microgravidade

A microgravidade pode ocorrer de trés maneiras. A primeira € encontrada
ao se observar um corpo qualquer em um ponto hipotético do espaco cdésmico,
tdo longe de qualquer corpo celeste, que os efeitos das forcas gravitacionais
entre ele e os outros astros seriam completamente despreziveis. Assim, este
corpo estaria livre de aceleracdes e manteria um estado de movimento natural
(Halliday, 1993).

A segunda maneira seria posicionar um corpo em pontos estratégicos
entre dois corpos celestes, como, por exemplo, entre a Terra e a Lua. Nestes
pontos, conhecidos como Pontos Lagrangianos, existe um equilibrio entre as
forcas gravitacionais da Terra e da Lua, com cada uma anulando os efeitos da
outra reciprocamente. Estes pontos foram previstos teoricamente no século
XVIII pelo matematico francés Lagrange. O exemplo mais conhecido é o dos
asterdides troianos, que, ocupando pontos lagrangianos entre dois corpos
celestes, permanecem em equilibrio relativo a ambos os astros (Barcelos Neto,
2004).

A terceira e mais comum maneira de se observar a microgravidade é
visualizando um corpo em queda livre. Um exemplo classico desta situacéo € a
do elevador cujo cabo de sustentacdo é rompido. Quando isto acontece, o
elevador comeca a acelerar em dire¢cdo ao centro de massa da Terra com uma
intensidade ou médulo igual a 9,81m/s?. Desta forma, um passageiro que

estiver dentro do elevador ndo sofrerd mais a acdo da forca normal gerada pelo



assoalho do mesmo e passard a cair também, com 0 mesmo vetor de
aceleracéo g (Barcelos Neto, 2004).

Outro exemplo comum de queda livre, onde os efeitos da microgravidade
podem ser visualizados por periodos ilimitados de tempo, sdo os veiculos
espaciais em érbita do nosso planeta. Erroneamente, pensa-se que eles estao
livres da forga gravitacional da Terra, ao se observar os astronautas flutuando
dentro destes veiculos, por ndo apresentarem nenhum peso aparente (Serway,

2004).

O fato dos astronautas flutuarem dentro das espaconaves € analogo ao
caso do elevador. Uma vez que a nave esta em Orbita ao redor do planeta, a
gravidade ndo acelera apenas sua tripulacdo em direcdo ao piso da nave, ela
acelera os tripulantes e a nave com 0 mesmo vetor correspondente a
aceleracéo gravitacional. De tal forma, tanto a espaconave, como cada objeto
solto em seu interior, tera sua propria oOrbita ao redor do planeta.

O termo microgravidade vem do fato de nado existir um ambiente de
gravidade zero dentro de um veiculo orbital. Uma série de efeitos produz
aceleracbes diferentes para cada objeto. Somente se o0 objeto estiver
localizado exatamente no centro de massa da nave, ele tera a mesma Orbita
desta. A atmosfera residual existente na altitude da orbita ira exercer um efeito
de freamento na nave e, como um objeto no seu interior ndo esta sujeito a esta
desaceleracado, havera uma aceleracao aparente minima do objeto em relacéo
a nave (Agéncia Espacial Brasileira, 2004).

Os vbos parabolicos também sdo exemplos de microgravidade por queda
livre, porém por um periodo de tempo limitado, ao contrario dos astronautas

nos veiculos espaciais. Durante estes voos, 0 avido efetua primeiro uma subida



vertiginosa, a 47°, de 20 mil a 28 mil pés, o que gera uma aceleracéo de 1,89

(ou seja, 1,8 vezes a aceleracdo da gravidade terrestre) durante 20 segundos.

O piloto reduz progressivamente a velocidade de 800 Km/h para 390 Km/h,

fazendo com que o avido descreva uma parédbola. O avido continua a subir até

atingir o ponto de inflexdo da pardbola, e logo depois comeca a descer. Na

curva da parabola, tudo que esta no interior do avido fica flutuando, devido a

gueda livre criada pela queda livre do avido. Quando o angulo com a horizontal

atinge os 45°, o piloto acelera novamente e o avidao retoma o voo horizontal

estavel. Estas manobras sao repetidas 30 vezes por véo. A Figura 2.1 ilustra a

parabola realizada pelo avido a fim de reproduzir a microgravidade

8.500 m

7.500 m

390 km/h

810 km/h

6.000 m|-—=- W IgE 0= oo AL gge o
Steady Horizontal ) ) Steady Horizontal
Flight Hypergravity Microgravity Hypergravity Flight
1g 15-18g 0g 15-18g 19
| 20 Seconds 20 Seconds 20 Seconds

Figura 2.1: V6os parabdlicos — microgravidade por queda livre

Fonte: Adaptado de figura da Agéncia Espacial Européia (www.esa.int)

Na Terra, existem alguns métodos de simular a microgravidade em

humanos, como a cama de simulacdo de microgravidade. Esta cama utiliza a

técnica de inverséo postural, Head Down Tilt (HDT). Existem ainda a imerséo


http://www.esa.int/
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na &gua, criando um sistema de flutuabilidade neutra, a suspenséo corporal
total ou parcial e, para pequenos organismos, o clinostato.

A cama de simulacdo de microgravidade utiliza o principio da inversao
postural ou Head Down Tilt (HDT) (Figura 2.2) para simular a microgravidade
em varios sistemas fisioldgicos do corpo humano. Este tipo de cama apresenta
um sistema que possibilita a inclinagdo do voluntario num angulo
convencionado como negativo, pois 0s pés do voluntario ficam situados acima

da cabeca, em um determinado angulo.

Figura 2.2: Cama de inversdo postural do Centro de microgravidade
Fonte: www.pucrs.br/feng/microg

Para cada sistema do corpo humano e dependendo do protocolo de
pesquisa a ser utilizado, sdo aplicados diferentes angulos para simular a
microgravidade.

No caso do sistema cardiovascular, a técnica de HDT é usada por
causar uma redistribuicdo de fluidos corporais e do sangue simular a que se
passa na microgravidade. A Figura 2.3 mostra uma visdo esquematica da

distribuicdo de fluidos corporais na Terra (1), na insercdo na microgravidade
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(2), na adaptacdo ao espaco — perda de fluido corporal (3) e no retorno a

gravidade terrestre

Figura 2.3: Redistribuicdo dos fluidos em microgravidade e no retorno a
Terra (Charles & Lathers, 1991).

A inversdo postural proporciona uma nova distribuicdo dos fluidos
corporais, principalmente do sangue, 0s quais migram para a parte superior do
corpo, simulando o mesmo efeito que ocorre no corpo de um astronauta
chegando ao espaco. A Figura 2.4 mostra a mudanca nos volumes de sangue

nos membros superiores e inferiores ao longo do voo espacial.
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Figura 2.4: Modificacdo no volume de sangue nos membros
Fonte: Adaptado de Charles & Lathers (1991)
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Outra forma de simulacdo de microgravidade é um sistema de
flutuabilidade neutra, demonstrado na Figura 2.5, ou seja, um corpo imerso
num liquido produz empuxo, que € a reacdo ao peso do liquido deslocado
causado pela presenca do corpo imerso, determinada pela lei de Arquimedes.
Se a massa do corpo for regulada para que esse empuxo anule o peso, tem-se

um sistema que ira flutuar ainda que imerso.

Figura 2.5: Laboratorio de flutuabilidade neutra
Fonte: www.nasa.gov

Esta técnica é utilizada por varias agéncias espaciais para simular as
condi¢cBes de microgravidade em Atividades Extra-Veiculares (EVA, sigla em
inglés para Extra Vehicular Activities). As maiores piscinas ja construidas no
mundo sdo utilizadas para este fim. Nestas, maquetes de naves espaciais e
satélites em tamanho real sdo imersas totalmente para que 0s astronautas,
vestindo seus trajes espaciais, possam fazer treinamentos especificos para

cada misséao.
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Na técnica de suspensdo corporal total faz-se uso do principio da
anulagéo de forgas para simular a microgravidade. No caso da Suspensao
Corporal Total, vista na Figura 2.6, tem-se um voluntério fixado num sistema de
contrapesos, o qual é regulado para o peso do proprio voluntario, criando-se

assim um sistema no qual ndo existe forga resultante.

Figura 2.6: Suspenséo corporal total do Centro de Microgravidade
Fonte: www.pucrs.br/feng/microg
A Suspensao Corporal Total é utilizada principalmente para simulacéo
de microgravidade em atividades que requerem uma interacdo do voluntario
com outras pessoas ou objetos sem que este tenha seus movimentos restritos
pelo meio ou pela posicdo em que se encontra.
2.2-Clinostato
A prética de rodar plantas em torno de um eixo horizontal como meio de
estudar o geotropismo tem sua origem no final do século XVIII. Aparelhos que

realizam essa manipulagdo mecénica sdo chamados de clinostato, termo
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somente estabelecido em 1882 (Klaus, 2001, Audus, 1962). O ambiente criado
na Terra com o clinostato é chamado de microgravidade simulada e pode ser
usada sem restricdo de tempo. Clinostatos podem ser de rotacdo lenta ou
rapida com um ou dois eixos. Os clinostatos de rotacdo lenta devem rodar com
uma velocidade angular constante, ao redor de 2 rpm a 4 rpm, e as plantas ou
células devem estar suficientemente bem centralizadas nos dois eixos do
clinostato para evitar o efeito de centrifugacao (Dedolfph e Dipert, 1971).

O Clinostato 3D desenvolvido no Centro Microgravidade/PUCRS (Figura
2.7) é o tema central desta dissertacao e sera detalhado no capitulo referente a
materiais e métodos. Em termos gerais, no entanto, ele apresenta dois eixos de
movimentac&do, um que sera chamado de eixo de rotacdo e o segundo sera o
eixo de revolugdo. Para simular a microgravidade, frascos contendo uma
determinada cultura celular ou microorganismos sdo dispostos na estrutura
interna do clinostato, que através da composicao entre rotacées nos dois eixos
desorienta 0 objeto em teste de tal maneira que se perde a referéncia do vetor
gravitacional. Esta desorientacdo é responsavel pela ndo adaptacdo quanto ao
vetor gravitacional de toda a cultura de célula que se encontra dentro dos
frascos, causando, por consequéncia, a simulacdo de microgravidade, ja que,
Nno espaco, esses organismos néo iriam se adaptar a gravidade por esta la ndo
existir.

O movimento criado no eixo de rotacdo caracteriza-se por fazer o frasco
girar em torno do préprio eixo longitudinal. O eixo de revolucéo é responsavel
pelo movimento do frasco ao longo do seu eixo longitudinal, fazendo com que o

frasco hora esteja de “cabecga para cima” e hora de “cabeca para baixo”.



Eixo de Revolucéo

Eixo de Rotacgéo

L -

Figura 2.7: Clinostato 3D do Centro de Microgravidade/PUCRS
Fonte: www.pucrs.br/feng/microg
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Clinostatos, entretanto, ndo podem reproduzir completamente a falta de

deformacéo estrutural, o deslocamento de componentes, tanto intracelulares

guanto intercelulares, e/ou reducdo nos processos de transferéncia no meio

extracelular que ocorre na real falta de peso (Forraz et al, 2004). Apesar disto,

sdo diversas as aplicacfes do clinostato para a realizacdo de estudos em

microgravidade simulada, indo desde os mais variados tipos de células e

microrganismos (virus e bactérias), passando por pequenos animais, plantas,

alimentos, farmacos, proteinas, enzimas, DNA, até a pesquisa da associacao

do efeito da radiacdo cosmica em espécimes bioldégicas com a microgravidade

(Dedolfph e Dipert, 1971).
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Diversos estudos ja foram realizados utilizando-se tanto clinostato de alta
rotagao quanto o clinostato de baixa rotagéo. O clinostato de alta rotagdo tem
sido empregado em biologia gravitacional desde 1965 para investigar os efeitos
da microgravidade simulada. Usando-se um microscépio, o0 comportamento das
células e suas organelas sobre condicbes de microgravidade podem ser
diretamente observados durante a rotacdo. Experimentos com diversas células
mamarias e organismos unicelulares mostraram que diferentes funcbes sao
afetadas em microgravidade simulada, como um aumento do crescimento de
microrganismos em simulacdo de microgravidade, porém néo foi observada
nenhuma mudanga no desenvolvimento biologico dessas amostras (Cogoli,
1992).

Para culturas de células suspensas, um estado denominado de
microgravidade funcional pode ser alcancado, rodando-se um frasco cheio com
liquido numa velocidade constante em um clinostato. Apés um curto periodo
inicial, a velocidade de rotacdo da parede do frasco é transferida radial e
internamente até que nao exista mais movimento do fluido. Ele entdo passa a
rodar como um corpo rigido com suas particulas suspensas sendo distribuidas
de forma aleatéria enquanto percorrem pequenos caminhos circulares
(Dedolfph e Dipert, 1971).

O clinostato € um dos aparelhos utilizados para simular o ambiente de
microgravidade na Terra. Outros aparelhos incluem a maquina de
posicionamento aleatoério, 0 vaso de rotacdo e a maquina de queda livre. A
Tabela | mostra um resumo destes aparelhos com 0s seus principios para

alcancar a microgravidade, principais qualidades e defeitos (Manti, 2006).
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Tabela | - Sinopse dos principais aparelhos usados para simular
microgravidade em Terra. (Manti, 2006)
Aparelho Principio de operacéo Principais Qualidades Defeitos
Clinostat rotacgéo axial ambiente fluido sem troca gasosa

Random Positioning randomizacgéo direcional
Machine
Rotating Wall Vessel rotagdo de corpos sélidos

Free Fall Machine Queda livre por tempo
Limitado

Centrifuge Free Fall Queda livre acoplada com

Machine centrifugacéo

Chemostat neutralizacdo dindmica
da sedimentacédo

Neutral Byouancy neutralizacéo estatica da
sedimentacao

ambiente fluido

baixa deformacao de corpos

condi¢bes de queda livre

possivel gravidade parcial

pequena dependéncia do

tamanho da célula

pequena dependéncia do
tamanho da célula

sem troca gasosa

aceleracédo oscilatéria

estresse mecanico

tempo reduzido

criacdo de bolhas

crescimento
celular baixo

Clinostatos ja foram utilizados

por Colla (2007) para avaliar o

crescimento e a qualidade dos tomates-cereja em condi¢cfes de microgravidade

simulada. As caracteristicas morfologicas e de crescimento destes tomates

foram modificadas durante a clinorrotacdo. O rendimento da fruta, o peso e o

tamanho da raiz dos tomates em microgravidade simulada foram menores do

gue o controle.

A fim de estudar o crescimento de plantas no ambiente espacial,

amostras de pélen de plantas recém florescidas foram coletadas e testadas em

simulacdo de microgravidade. Ap6s o periodo de simulacdo, o percentual de

germinacao e a direcdo de crescimento do tubo do pdlen foram observados. Os

resultados indicaram que a microgravidade afeta o desenvolvimento do tubo e
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que a selecao de espécies através de experimentos com o clinostato pode ser
uma ferramenta util para o crescimento de plantas no espaco (De Micco, 2006).

Zhang (2003), utilizando o clinostato para simular microgravidade, estudou
seu efeito em embrides de galinhas, especificamente na atividade da fosfatase
alcalina e da ATP sintase mitocondrial, € na concentracao de célcio intracelular
e na formacdo do citoesqueleto celular. Os resultados sugeriram que a
microgravidade simulada prejudica a formacéo do citoesqueleto celular e pode
afetar a atividade da fosfatase alcalina, entretanto ndo houve modificacdes
significativas na atividade da ATP sintase mitocondrial, indicando que o

metabolismo energético ndo foi afetado pela microgravidade celular.

2.3-Imunidades Inata e Adaptativa — células mononucleares

Sabe-se que fatores fisicos, como a gravidade, sao reguladores
importantes no desenvolvimento fisioldgico. Entretanto, como as células do
organismo humano sentem estes sinais e o0s traduzem em respostas
bioquimicas ainda é desconhecido. Estudos em células imunolégicas
realizados em vOos espaciais e em microgravidade simulada indicam
alteracoes na formacédo do citoesqueleto, na motilidade celular, e expressao de
moléculas de adesédo (Buravkova, 2005). Sonnenfeld (1999) observou uma
diminuicdo na blastogénese de linfocitos, na producdo de citoquinas e na
atividade das células natural killers em v6os espaciais. Entretanto, ainda ha
diversos aspectos do sistema imune que nao foram estudados em
microgravidade, como por exemplo, a producdo de anticorpos, o que torna

discutivel a realizacédo de missdes espaciais de longa duracéo.
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Qualquer resposta imune envolve, primeiramente, o reconhecimento do
patdgeno ou outro material estranho e, em segundo lugar, a elaboracédo de
uma reacdo dirigida a este elemento, com a finalidade de elimina-lo do
organismo. De uma maneira mais ampla, os diferentes tipos de resposta imune
enquadram-se em duas categorias: respostas inatas (ou ndo adaptativas) e
respostas imunes adaptativas (Janeway, 2002).

A principal diferenca entre estes dois tipos de resposta € que a resposta
imune adaptativa é altamente especifica para um dado patdgeno. Além disto,
embora a resposta inata ndo se altere mediante exposi¢cao repetida a um dado
agente infeccioso, a resposta adaptativa torna-se mais eficiente apds cada
encontro subsequiente com o mesmo agressor. Na realidade, o sistema imune
‘memoriza” o agente infeccioso, evitando, desta forma, que este mesmo
patdgeno venha posteriormente causar a doenca. Por exemplo, doengcas como
sarampo e difteria induzem respostas imunes adaptativas que geram uma
imunidade prolongada apos a infeccdo. Sendo assim, as duas principais
caracteristicas de uma resposta imune adaptativa sdo a memoéria e a
especificidade (Paul, 1993).

As respostas imunes sao elaboradas primariamente pelos leucdcitos,
gue compreendem varios tipos celulares diferentes. As células do sistema
imunoldgico se dividem em células polimorfonucleares, como por exemplo, os
neutrofilos, eosindfilos e basofilos e células mononucleares, como os linfocitos
e mondacitos.

Entre as mononucleares, também chamadas de agranuldcitos, a
principal célula é o linfécito. Os linfécitos possuem um papel importantissimo na

imunidade adaptativa. Eles sédo divididos em linfécitos T que se maturam no
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timo e linfécitos B que se maturam na medula 6ssea. Outro tipo de células
mononucleares sdo 0os mondcitos, envolvidos em diversas fungbes da defesa

humana.

2.3.1-Fagécitos e as respostas imunes inatas

Um grupo importante de leucocitos compreende as células fagocitarias,
como o0s monécitos, macréfagos e neutrofilos polimorfonucleares. Os
mondcitos e macrdéfagos ligam-se aos microrganismos, englobam estes
agentes e o0s destroem e, uma vez que se utilizam de sistemas de
reconhecimento primitivos e inespecificos, eles sdo responsaveis pelas
respostas imunes inatas. Com efeito, eles agem como nossa primeira linha de
defesa contra as infecgoes.

2.3.2-Linfocitos e as respostas imunes adaptativas

Um outro grupo importante de células mononucleares sédo os linfécitos.
Estas sdo as células centrais das respostas imunes adaptativas, uma vez que
reconhecem, especificamente, patdgenos individuais quer eles estejam
localizados no interior das células do hospedeiro quer se situem nos fluidos
teciduais ou no sangue. Existem varios tipos diferentes de linfocitos, os quais
podem ser enquadrados em duas categorias basicas: linfocitos T (ou células T)
(Figura 2.8) e linfécitos B (ou células B). Os linfécitos B combatem patdégenos
extracelulares e seus produtos através da liberacdo do anticorpo, uma
molécula que, especificamente, reconhece uma determinada molécula alvo,
chamada antigeno, que se liga a ele. Esse, por sua vez, pode ser uma
molécula na superficie de um patégeno ou uma toxina produzida pelo

patégeno. Ja os linfécitos T possuem uma ampla variedade de atividades.
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Assim, alguns estdo envolvidos no controle do desenvolvimento dos linfécitos B
e na producdo de anticorpos, outros interagem com as células fagocitarias,
auxiliando-as na destruicdo dos patdgenos capturados e um terceiro grupo de
linfécitos reconhece e destréi células infectadas por virus (Knight e Stagg,

1993).

Figura 2.8: Visualizacdo de linfécito T por microscopia eletronica
Fonte: www.hipocampo.org

Para exercerem sua funcdo na imunidade adaptativa, linfocitos
especificos para antigenos raros devem proliferar extensamente antes de se
diferenciarem em células efetoras funcionais, visando a gerar quantidade
suficiente de células efetoras de uma dada especificidade (Weir, 1996). Assim,
a analise da proliferacéo linfocitica induzida é um tema central no estudo do
efeito da microgravidade sobre as células mononucleares.

Uma vez testada a proliferacdo linfocitica em microgravidade,
experimentos com células “anormais” do corpo humano podem ser realizados,
como testes com células tumorais. A linhagem celular K562 (Figura 2.9) € uma
linhagem de células de eritroleucemia derivadas de um paciente com leucemia

mieldide cronica em crise blastica (Klein, 1976).


http://www.hipocampo.org/
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Figura 2.9: Linhagem celular K562
Fonte: www.orangelab.org

Neste capitulo, foram abordados os conteudos referentes ao tema da
dissertacdo que serdo necessarios para a compreensdao dos objetivos,
resultados e discussdo da mesma. Assim, a revisdao bibliografica contém
aspectos referentes a microgravidade e seus métodos de simulacdo em Terra.
Ainda, ele aborda uma revisao sobre o uso do clinostato em pesquisas. Por fim,
aspectos imunoldégicos referentes a dissertacao foram revisados aqui.

No capitulo seguinte, serdo descritos em detalhes os materiais e o0s

métodos utilizados nessa dissertacao.


http://www.orangelab.org/
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CAPITULO 3

3.1-Evolugéo do Clinostato 3D do Centro de Microgravidade

3.1.1-Primeiro  Protétipo do Clinostato 3D do Centro de
Microgravidade

O primeiro protétipo do Clinostato 3D desenvolvido no Centro de
Microgravidade possuia as dimensfes 490mm X 270mm X 170mm. Seus
materiais predominantes eram a madeira e o plastico, o que tornava inviavel
seu uso prolongado em estufas. Ele ndo possuia nenhum tipo de sistema de
engrenagens ou correias e sua velocidade era superior a 10 rpm, ndo havendo
possibilidade de altera-la para uso em diferentes protocolos. Esse prot6tipo foi

um modelo experimental, ndo tendo sido utilizado em nenhum estudo (Figura

3.1).
Eixo de
rotacao
Eixo de
revolucéo
Motor de
passo

Figura 3.1: Primeiro protétipo do Clinostato 3D do Centro de
Microgravidade
Fonte: www.pucrs.br/feng/microg
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3.1.2-Segundo  Protétipo do Clinostato 3D do Centro de
Microgravidade
O segundo modelo de Clinostato 3D do Centro de Microgravidade
apresentava melhorias em relacdo ao primeiro (Figura 3.2). Um sistema de
engrenagens foi adicionado ao clinostato, suas dimensdes foram reduzidas,
tornando seu uso mais préatico, e o material foi modificado de madeira para
aluminio, a fim de evitar deterioracdo quando usado em estufas com alto teor

de umidade (Figura 3.2).

-\ e

Material feito
de aluminio

Sistema de

Suporte para engrenagens

as amostras

Figura 3.2: Segundo protétipo do Clinostato 3D do Centro de Microgravidade
Fonte: www.pucrs.br/feng/microg
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Figura 3.3: Segunda verséo do clinostato em uso na Kingston University
Fonte: www.pucrs.br/feng/microg

Em um estudo realizado pelo Grupo de Terapia de Células Tronco da
Universidade de Kingston, Londres, RU, utilizando-se o segundo protétipo do
Clinostato 3D de baixa rotacado, verificou-se o crescimento de 4 tipos de células
cancerigenas e células tronco do corddo umbilical (CBSC). Apés 19 horas de
rotacdo a 37° C com uma atmosfera umidificada e com 5%CO,, o Clinostato 3D
aumentou significamente o potencial de proliferacdo de todos os tipos de
células testadas, quando comparadas com culturas estaticas. As células
hematopoiéticas HL60 e as células hepaticas Chang mostraram um
crescimento duas vezes (Figura 3.4) e 4,1 vezes superior a cultura estatica,

respectivamente.
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Figura 3.4: Crescimento de hepatécitos em microgravidade e controle
Fonte: Adaptado de um poster para o 44th American Society for Cell

Biology Annual Meeting, 2004

Ambas as células neurais (NB100 e U251) mostraram um crescimento

de 3,3 (Figura 3.5) e 4,1 respectivamente, superiores a cultura estatica.
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Figura 3.5: Crescimento de células neurais em microgravidade e controle
Fonte: Adaptado de um poster para o 44th American Society for Cell Biology

Annual Meeting, 2004

Depois de apenas cinco dias, a analise microscépica de alta definicdo
revelou que todas as CBSC cresceram e sobre estimulacdo apropriada

diferenciaram-se em hepatdcitos (Russomano, 2005).
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3.1.3-Terceiro  Protétipo do Clinostato 3D do Centro de
Microgravidade

O terceiro protétipo do Clinostato 3D foi primeiramente concebido
fazendo-se a sua modelagem no software de CAD SolidWorks. Isto foi
realizado para tentar minimizar a complexidade do projeto mecanico,
reduzindo-se assim o0 numero de pecas e realizando um estudo prévio de cada
uma delas. A Figura 3.6 representa todas as pecas modeladas apods a

montagem virtual do clinostato tridimensional.

Figura 3.6: Modelagem em CAD do Clinostato Tridimensional
Fonte: www.pucrs/feng/microg
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A estrutura externa tem 385mm de largura com 324,5mm de altura e
220mm de profundidade, com dois eixos rotatérios. Ela € construida numa
estrutura solida, com trés partes principais. Todas as partes foram feitas com
PVC expandido de 8mm de espessura, conferindo uma boa estabilidade e
resisténcia a corrosao.

A estrutura interna, onde estdo os frascos de amostras, é de formato
retangular de 288mmx209mm. Os suportes para as amostras sao feitos de um
tubo de PVC de 32mm de diametro no qual parte dele foi cortado para criar
uma presilha do tipo clipe. Eles estdo dispostos em quatro clipes presos no
eixo rotatorio, estando o centro de cada tubo a 19,9mm deste eixo. A estrutura
externa do suporte € uma estrutura em forma de V oposto de 383,5mx220mm.
A velocidade de rotacdo de ambos os eixos foi fixada em 1,6 rpm ou 0,168rad/s
como velocidade angular. A distancia entre os centros dos tubos Falcon
utilizados nos experimentos ao centro do eixo de rotacdo € de 2,55cm. Com o
conhecimento desses valores, pode-se calcular a aceleracdo centripeta atraves
da equacéo abaixo.

Ac= w’. R

Ac= aceleracao centripeta; w= velocidade angular; R=raio

Portanto a Ac calculada no movimento rotacional possui uma aceleracao
centripeta variando de zero a 10* g, de acordo com a posicédo dos tubos
Falcon. Estes valores sdo muito menores do que a gravidade real, 9.81 m/s?.

O movimento de rotacdo € obtido através do uso de dois motores de
3,8rpm a 24V de corrente continua (CC). Para transmissao dos movimentos, 0s
motores foram acoplados em sistemas de engrenagens. Para o movimento de

revolucdo da estrutura interna, uma correia sincronizadora € usada para
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transferir o movimento rotacional do motor que esta embaixo do suporte
externo. Para o movimento rotacional do suporte das amostras, sao usadas
duas outras correias sincronizadoras, onde ambos 0s eixos de rotagdo sao
acoplados a mesma polia acionadora que esta fixa no eixo do motor.

A Divisdo de Pesquisa em Ciéncias Farmacéuticas do King's College
de Londres, utilizando o terceiro prototipo do Clinostato 3D, o qual serviu de
base para esta dissertacdo, testou células humanas do epitélio brédnquico para
modelar o epitélio da via nasal.

A terceira versdo do clinostato tridimensional também foi utilizada na
tese de doutorado da Profa Marlise Araujo dos Santos, intitulada “The
Development and Evaluation of an Intranasal Scopolamine Formulation for
Space Motion Sickness”, defendida e aprovada em dezembro de 2006, no
King's College, Londres, Inglaterra.

A resisténcia elétrica transepitelial (TER) foi usada para monitorar o
desenvolvimento da permeabilidade da camada celular. Através da medida da
TER a camada celular foi avaliada para verificar o fluxo de manitol (como
medida da permeabilidade do soluto).

O crescimento celular na gravidade terrestre (controle) e sob

microgravidade simulada formaram camadas com valores de TER acima de

350Qcm2 apds 12 e 20 dias, respectivamente. As células em confluéncia
transferidas para camara de difusdo do clinostato mantiveram uma alta TER
apos 24h ou 48h no Clinostato 3D.

As camaras de difusdo do clinostato, neste sentido, mostraram-se

apropriadas para o crescimento de células epiteliais confluentes e desta forma
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possibilitar a investigacéo de sua permeabilidade in vitro durante simulagéao de

microgravidade no Clinostato 3D (Santos, 2006).

3.2-Materiais e Métodos

3.2.1-Descrigéo do Clinostato 3D

O Clinostato 3D é composto por varios sistemas separados. A parte de
construgcdo mecanica esta relacionada a todos os componentes que dao as
caracteristicas mecanicas ao equipamento. Os sistemas eletro-eletrdnicos sao
responsaveis por funcdes como comunicacao, leitura de sensores e modulacdo
de sinais de controle de velocidade. Esse projeto baseou-se no terceiro
prototipo do Clinostato 3D e sua descricdo detalhada encontra-se no item 3.1.3.
A seguir estdo descritos os componentes que foram implementados no

Clinostato 3D.

3.2.2-Microcontrolador

Como controlador das funcdes digitais deste projeto, utilizou-se o0 micro-
controlador da Texas Instruments modelo MSP430f149 (MSP430 Datasheet).
Entre as funcdes que este desempenha, tem-se: configuracdo e escrita do
display de caracteres; comunicacdo serial RS232 e com o transceiver;
modulacao do sinal de PWM; configuracéo e leitura do sensor de temperatura e
umidade.

Utilizou-se este microcontrolador por apresentar muitas caracteristicas e
periféricos interessantes ao desenvolvimento deste projeto. Com o intuito de se
manter um baixo custo para a realizacdo do projeto, fez-se uso de um

compilador em linguagem C de licengca GPL, com disponibilidade de amostras
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provenientes do fabricante, e uma prévia experiéncia na utilizacdo deste.
Quanto aos periféricos, ele incorpora um Timer com capacidade de
configuracédo para uso como modulador de PWM em seis canais de até 16bits
de resolugdo, maquina de estado para comunicacdo serial, sistema de
interrupgdo externa com 16 entradas, entre outras. Na Figura 3.7, tem-se o

diagrama de blocos fornecido pelo fabricante
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Figura 3.7: Diagrama de blocos do MSP430f149

Durante a fase de testes, utilizou-se a placa de desenvolvimento projetada
e confeccionada pelo Centro de Microgravidade (Figura 3.8). Ela possibilita o
acesso a todas as funcdes do microcontrolador, além de apresentar um driver
para comunicacdo serial RS232, saida para display de LCD e circuitos de

gravacao (JTAG e BSL) do micro-controlador.
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Figura 3.8: Montagem da placa de desenvolvimento
Fonte:www.pucrs.br/feng/microg

3.2.3-Sensor de Umidade e Temperatura

Para a monitoracdo do ambiente ao qual o Clinostato 3D esta sujeito,
alguns sensores foram adicionados. O clinostato operou principalmente dentro
de uma estufa climatizada, onde a condi¢cédo de temperatura era de 37°C e a de
umidade ficou proxima de 95%. Para se manter registros destes parametros de
ambiente, que sdo essenciais para a realizacdo de testes com células,
escolheu-se o sensor de temperatura e umidade da Sensirion modelo SHT71

(SHT71 Datasheet) (Figura 3.9).

Figura 3.9: Sensor de temperatura e umidade SHT71
Fonte: http://www.sensirion.com/en/pdf/product_information
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O SHT71 possui comunicacao digital, evitando assim que seu sinal sofra
interferéncia das varidveis de ambiente durante o envio das leituras. Ele
também apresenta resolugcbes de 14bits para temperatura e 12bits para
umidade, caracterizando-se num sensor de boa resolugéo, e apropriado para
experimentos biomédicos. A comunicacdo é feita através de um protocolo
préprio composto por sete fases, sdo elas: inicio de transmissdo, envio do
endereco e comando, recebimento do sinal de acknowledge, espera da
converséao, recebimento dos 4 bits mais significativos, envio de um sinal de
acknowledge, recebimento dos 8 bits menos significativos sem enviar outro

sinal de acknowledge.

3.2.4-Transceiver de Radio Frequéncia
O sistema de comunicacao remota foi idealizado fazendo-se uso do transceiver
de radio frequéncia da Wenshing modelo TRW24G(TRW24G — Datasheet)
(Figura 3.10). Este produto apresenta baixo custo, operacéo simplificada e bom
alcance, justificando-se seu uso neste projeto.

O TRW24G baseia-se no circuito integrado da Nordic nRF2401 que
disponibiliza apenas as entradas e saidas para operacdo. A Wenshing optou
por um cristal de 16MHz, sendo a unica variavel ndo configuravel do
transceiver. Outras caracteristicas do tranceiver sdo: taxas de transmisséo de
até 1Mbps, operacdo Multicanal (125 canais), enderecos de até 40bits,
possibilidade da presenca de Cyclic Redundancy Check, CRC, recepcéo

simultanea em dois canais, operacao a partir de 2,4GHz, alcance de até 280m.
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Figura 3.10: Montagem final do adaptador transceiver Radio Frequéncia

Fonte:www.pucrs.br/feng/microg

Segue na Figura 3.11 o diagrama de blocos do nRF2401, fornecido pelo

fabricante.
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Figura 3.11. Diagrama de Blocos do nRF2401

3.2.5- Sensor de Velocidade Rotacional
Para medir a velocidade rotacional, escolheu-se o sensor da Philips
Semicondutores modelo KMI15/4 (KMI15/4 — Datasheet). Este sensor utiliza o

principio de um elemento magnético resistivo acoplado a um ima permanente e
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um condicionador de sinais. Utilizou-se este sensor por poder medir
velocidades tdo baixas quanto as que estao envolvidas neste projeto.

Na figura 3.12 tem-se o sensor KMI15/4 em detalhes, mostrando o ima
permanente no topo, 0 sensor acoplado a ele e a localizagdo do circuito

condicionador de sinais.
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Figura 3.12: Detalhes do sensor de velocidade rotacional
Fonte:www.pucrs.br/feng/microg

No clinostato tridimensional usou-se o circuito de aplicacdo sugerido

pelo fabricante, Figura 3.13. O sinal é coletado medindo-se a tensdo em cima
do RL.
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Figura 3.13. Esquematico elétrico da ligacdo do sensor
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3.2.6-Tubo Modificado

Para o uso experimental do clinostato, € necessario que este permita
troca gasosa sem que o0 meio de cultura seja derramado durante a rotacéo
(Figura 3.14). Devido ao fato de ndo haver um tubo com essas caracteristicas
disponivel no mercado, foi necesséario desenvolver-se um a partir de um tubo
Falcon de 50ml. Na tampa do tubo, trés pequenos orificios (um de 8,5mm e
dois de 6,5mm) foram feitos para permitir a troca de gases entre o meio interno
e 0 meio ambiente. Entre a tampa do tubo e o tubo em si, uma membrana foi
colocada para evitar que o meio de cultura derramasse. Essa membrana,
chamada Microtex, foi feita a base de poliéster pela Mont Blanc. O conjunto
final possui 118 mm de comprimento por 28 mm de diametro interno e, apés o

fechamento, é posto numa autoclave para esterilizacéo (Figura 3.15a e 3.15b).

Figura 3.14: Tubos modificados posicionados no Clinostato 3D
Fonte: www.pucrs.br/feng/microg


http://www.pucrs.br/feng/microg
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Figura 3.15a: Tubo Falcon modificado para estudo com Clinostato 3D
Fonte:www.pucrs.br/feng/microg

Orificios
para troca
gasosa

Figura 3.15b: Vista superior, com os orificios que possibilitam a troca gasosa
Fonte: www.pucrs.br/feng/microg

3.2.7-Estufa NuAire US Autoflow
A estufa NuAire foi projetada para fornecer um ambiente controlado
confiavel para crescimento otimizado de cultura celulares. O exterior da estufa

é feito de aco inoxidavel, o que minimiza a perda de calor e fornece
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estabilidade ao crescimento de células sensiveis a vibragdes (Figura 3.16). O
controle eletrénico da estufa NuAire é baseado num microcomputador
projetado especificamente para os requerimentos precisos do ambiente para o
crescimento celular ideal. O controle do fluxo de diéxido de carbdnico (CO,)
utiliza um analisador de gases Unicos para medir os niveis de CO, e esta

medida independe das variagbes de umidade e temperatura.

Figura 3.16: Estufa NuAire do Laboratoério de Imunologia/PUCRS
Fonte: www.pucrs.br/uni/inst/ipb

3.3-Ensaios sobre proliferacdo e viabilidade celular em
microgravidade simulada — validacédo do Clinostato 3D

O estudo dos efeitos da microgravidade simulada em células do sistema
imune e em células tumorais foi realizado tanto para validar o Clinostato 3D do
Centro de Microgravidade da PUCRS como para estudar esses efeitos em
processos importantes da defesa humana como a proliferacdo de linfocitos,

bem como o crescimento de células K562. Aqui estdo descritos os métodos
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utilizados nesses dois experimentos, bem como as ferramentas para a analise

dos dados.

3.3.1-Etica
O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital S&o
Lucas. Todos os voluntarios estavam de acordo com o protocolo e assinaram 0

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do projeto.

3.3.2-Sujeitos

Foram selecionados 10 voluntarios saudaveis livres de estresses. Os
critérios de exclusdo incluiram: infeccbes, doencas do coracdo, anemia,
leucopenia, neoplasias, depresséo, contaminacao pelo virus HIV, doencas da

tiredide e diabetes.

3.3.3-Coleta de sangue periféerico e isolacdo das células
mononucleares do sangue periférico

Vinte mililitros de sangue periférico foram coletados por venopunc¢do no
periodo da manha (entre 9h e 10h) e as amostras, armazenadas em tubos
heparinizados contendo litio antes das analises. As amostras foram coletadas
no mesmo periodo do dia para evitar variacbes circadianas. As células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram isoladas por centrifugacéo
num gradiente (900g, 30min) na Ficoll-Hypaque (Sigma). As células foram
contadas por microscopia (100x) com viabilidade acima de 95%.

Apés a coleta, a amostra de células foi dividida em dois tubos, um tubo

ficou em rotacdo para avaliar o efeito da simulacdo de microgravidade nas
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células mononucleares, enquanto o segundo tubo serviu de controle para o
teste. Ambos os tubos permaneceram na estufa durante o teste. A figura 3.17
sumariza de forma esquematica os passos referentes ao teste de proliferacédo

celular das PBMCs em simulag&o de microgravidade.

37°C, 5%CO,

Células T
Simulacéo de
microgravidade

Controle 1G
24h e 48h

Figura 3.17: Roteiro do teste de proliferacao celular em microgravidade
Fonte: www.pucrs.br/feng/microg

3.3.4-Culturas celulares em microgravidade simulada

Depois de separadas, as células ficaram expostas a microgravidade
simulada por um periodo de 24h e outro de 48h. Logo apds, as PBMCs foram
cultivadas em microplacas de 96 tubos de fundo achatado numa concentracdo
final de 1.5x10° células/poco num meio de cultura completo (suplementado
com gentamicina 0.5%, glutamina 1%, fungizona 0.1%, HEPES 1% e soro fetal
bovino inativado pelo calor 10%, todos da Sigma) por 96h a 37°C numa
atmosfera de 5% CO,. A estimulacéo pelo mitdgeno fitohemaglutinina seletiva

da célula T (PHA 2, 1 e 0.5%; Gibco, USA) foi realizada em triplicatas (100
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pL/tubo). Esse mitdgeno estimula a proliferacdo das células clones dos
linfécitos T através do receptor CD3. Nas culturas ndo estimuladas, o mitdgeno

foi substituido pelo meio de cultura.

3.3.5-Ensaio da proliferagao/viabilidade celular

As respostas proliferativas foram determinadas por um ensaio
colorimétrico modificado (Collaziol, 2002, Mosmann, 1983). Nas ultimas 4h de
cultura, 100 uL do sobrenadante foi gentilmente descartado e foram
adicionados 40 uL do preparado MTT (3-(4,5-diametil 2-tiazolil) 2,5 difenil-2H-
tetrazolium, Sigma) solucéo (5 mg/mL em RPMI-1640) em cada um dos pogos.
As enzimas desidrogenases nas células metabolicamente ativas convertem
esse substrato em formazam, produzindo um precipitado azul escuro. As
culturas celulares foram incubadas por 4h a 37°C numa atmosfera de 5% CO,.
Apés completada a remocao do sobrenadante, 100 pyL de dimetil sulfoxido
(Sigma) foi adicionado em cada tubo. A densidade Optica (OD) foi determinada
usando-se um leitor de placa Biorad ELISA com comprimento de onda de
570nm e 630nm. A proliferacaol/viabilidade é expressa em AOD (OD da cultura

estimulada — OD da cultura ndo estimulada).

3.3.6-Estudo com células tumorais K562 em simulacdo de
microgravidade

Também foram estudados os efeitos da microgravidade simulada no
crescimento de células tumorais K562. Esse estudo consistiu em expor quatro
amostras de células K562 a microgravidade simulada pelo clinostato por

periodos de tempos (24h, 48h, 72h e 96h) junto com o respectivo controle. Ao
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término do tempo de microgravidade o crescimento celular foi determinado pelo
mesmo ensaio colorimétrico modificado utilizado no teste com células
mononucleares. Nas Ultimas 4h de cultura, foram adicionados 40 pL do
preparado MTT (3-(4,5-diametil 2-tiazolil) 2,5 difenil-2H-tetrazolium, Sigma)
solugdo (5 mg/mL em RPMI-1640) em cada um dos pogos. As amostras foram
incubadas por 4h a 37°C numa atmosfera de 5% CO, Apéds completada a
remocao do sobrenadante, 100 pyL de dimetil sulfoxido (Sigma) foi adicionado
em cada tubo. A densidade éptica (OD) foi determinada usando-se um leitor de
placa Biorad ELISA com comprimento de onda de 570nm e 630nm. O
crescimento celular é expresso em AOD (OD da cultura estimulada — OD da

cultura n&o estimulada).

3.3.7-Anélise Estatistica
A analise dos dados foi realizada através das médias e desvio padréo dos
resultados e de testes t-pareados. O nivel de significancia empregado foi de

p<0,05.

Nesse capitulo, foi descrita uma breve revisdo sobre a evolucdo dos
clinostatos projetados e construidos no Centro de Microgravidade da PUCRS,
mostrando seus aperfeicoamentos e estudos de validacdo ao longo das
versdoes. Foram ainda descritos os materiais e métodos utilizados para o
melhoramento da ultima versédo do Clinostato 3D e sua validacdo, através da
realizacao de testes com células humanas em microgravidade simulada.

O proximo capitulo abordara os resultados encontrados sobre o

aperfeicoamento do clinostato e os obtidos nos testes com células humanas.
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CAPITULO 4
Resultados

4.1-Aperfeicoamento do Clinostato 3D

ApOs varios testes feitos, através de ensaios reais e outros apenas de
bancada, pode-se dizer que o Clinostato 3D concebido e desenvolvido pelo
Centro de Microgravidade é um equipamento plenamente funcional e resistente
as condicbes de uso.

Esta ultima versdo do Clinostato 3D foi implementada com transceiver
Radio Frequéncia, sensor de velocidade rotacional, sensor de umidade e
temperatura, um software de controle, além do microcontrolador, responsavel
pela modulagdo do sinal PWM, comunicagdo serial RS232 e leitura dos

sensores de umidade e temperatura (Figura 4.1).

Transceiver
Radio
Frequéncia

Fonte de
Alimentacéo

Driver de
Poténcia

Microcontrolador

-4

Controlador

Figura 4.1: Microcontrolador, transceiver radio frequéncia
implementados no clinostato 3D
Fonte: www.pucrs.br/feng/microg
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4.1.1- Transceiver Radio Freqguéncia

Durante os testes com o Clinostato 3D dentro da estufa do Laboratério de
Imunologia, o transceiver Réadio Frequéncia funcionou de acordo com o
esperado, enviando os dados obtidos pelos sensores implementados ao

computador do operador.

4.1.2-Sensor de velocidade rotacional

O parametro velocidade rotacional € um dos mais importantes aspectos
deste projeto. Como cada tipo de célula ou organismo requer uma combinacao
de velocidades diferentes, a mensuragéo desta variavel € muito importante.

Através do sensor de velocidade rotacional implementado no Clinostato
3D, pode-se monitorar e controlar sua velocidade de rotacdo. Esse sensor foi
capaz de medir a velocidade rotacional ao longo dos experimentos com o

Clinostato 3D sem que houvesse falha no envio das medidas.

4.1.3-Sensor de umidade e temperatura

Os sensores de umidade e temperatura mostram as condi¢cdes que o
Clinostato 3D esta submetido, a fim de monitorar essas variaveis para que as
mesmas nédo influenciem nos resultados dos testes com células. A tabela Il
mostra as temperaturas medidas tanto pelo sensor da estufa quanto pelo
sensor do clinostato a fim de comparar a eficacia do mesmo ao longo de uma
hora. Quando essas variaveis obtidas pelos sensores foram analisadas, nao foi

observada nenhuma variacao significativa entre as medidas (p=0,338).
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Tabela II- Medidas das temperaturas com o sensor do clinostato e da

estufa ao longo de uma hora

Temperatura (°C)
Tempo Estufa Clinostato
1min 37,1 34,86
10min 37,0 36,88
20min 36,9 37,04
30min 37,0 36,94
40min 37,0 37,06
50min 37,0 37,00
60min 37,1 37,08
Média 37,01 36,69
DP 0,004 0,66
p 0,338

4.1.4-Software de controle

A Figura 4.2 apresenta o ambiente visual desenvolvido em linguagem

Delphi para interagéo remota do usuario com o Clinostato 3D. Nesse ambiente

grafico, tem-se a visualizacdo dos registros de temperatura e umidade, bem

como o sentido e velocidade de rotacéo nos dois eixos.

Opcoes

£ Controle Clinostato

FPainel de Controle do Movimento

Temperatura
T emp'//

Velocidade PwM Quadro (%) PwM Eixos (%)
de Rotacao 000,00°C
00 |45 U mid:
%

Sentid Sentide 000,00

e & Hordric Iriciar Leituia Umidade
;e?tidf) de * Ant-Horano " Ant-hordno

oacao " Paiar " Parar
Desconectar l
v Independéntes
Conectado Arquivo de Log nao definido

Figura 4.2: Ambiente visual de monitoragao e controle
Fonte: www.pucrs.br/feng/microg
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O Clinostato 3D, durante os testes, permaneceu em rotagcao por até quatro
dias ininterruptos na estufa sem que houvesse falha de seus componentes ou
deterioracao por causa da umidade.

Aqui acabam os resultados sobre o aperfeicoamento do Clinostato 3D, e a
discussao sobre esses resultados se encontra capitulo 5 da dissertagdo. Os
proximos resultados séo referentes ao estudo da microgravidade simulada e
seus efeitos na proliferacdo e viabilidade das células mononucleares do sangue

periférico (PBMCs), experimentos utilizados para validar o clinostato 3D.
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4.2- Validacéo do tubo Falcon modificado

Foi realizado um teste para avaliar a capacidade de troca gasosa do tubo
a ser utilizado nos experimentos com as células mononucleares. Nesse
experimento, foram cultivadas PBMCs em microgravidade simulada no tubo
modificado, no controle a 1G também no tubo modificado e numa placa de
fundo achatado que serviria de controle para verificar a troca gasosa dos tubos.

A Figura 4.3 a seguir mostra os resultados obtidos neste teste.

Teste de validacéo do tubo

1.00- _ _
- & - Microgravidade
- 1G
0.75- P |
— —»— Placa controle

N‘___—————A

Proliferacdo (OD)
o
a1
O

L]

L]

L] n u
...l-...------ ||

0.00+ T T T T '
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5

PHA (%)

Figura 4.3 — Experimento de validacéo dos tubos modificados

Os resultados obtidos no teste mostraram que os tubos modificados com a
membrana impermeavel permitiram a troca gasosa entre o meio de cultura
dentro dos tubos e o interior da estufa, indicando que esses tubos foram
capazes de realizar troca gasosa e podem ser utilizados nos experimentos de

proliferacéo celular.
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4.3-Proliferagéo e viabilidade celular das PBMCs em simulagdo de
microgravidade

Este estudo objetivou avaliar os efeitos da microgravidade simulada sobre
a proliferacdo e viabilidade de linfocitos T humanos em estimulacdo ao
mitégeno fitohemaglutina.

Os resultados foram expressos em densidade Optica, indicando a
proliferacdo das células mononucleares em simulagdo de microgravidade e
controle estatico.

A tabela Ill mostra as médias e os desvios padrao da proliferacéo celular
na estimulacéo por mitdgeno. Essas médias pertencem as amostras em 24h e
48h de simulacdo de microgravidade e representam o crescimento das células
mononucleares nas condicdes de microgravidade simulada em relacdo a
guantidade de mitdgeno a qual a amostra foi exposta. Os resultados individuais

estdo apresentados no Anexo 8.1.

Tabela Ill — Média e desvio padrdao das amostras em 24h e 48h de

simulacdo de microgravidade na estimulacao por mitégeno (n=10)

24h 48h
PHA |média |DP media |DP
0.0 0.138 [0.071 (0.076 [0.027
0.5 0.182 (0.091 (0.134 (0.034
1.0 0.208 (0.138 (0.171 [0.061
2.0 0.204 [0.196 (0.144 [0.059

Resultados dos testes com as PBMCs durante 24h de simulacdo de
microgravidade e do controle estdo apresentados na Figura 4.4. Esses
resultados expressam a proliferacdo e viabilidade celular das células

mononucleares em 24h de simulacé&o de microgravidade.
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Figura 4.4: Proliferagdo das PBMCs ap0s 24h de microgravidade simulada
p=0,146

Figura 4.5 mostra os resultados de proliferacdo celular obtidos durante

48h de clinorrotacéo.
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Figura 4.5: Proliferacdo das PBMCs apds 48h de microgravidade simulada
p=0,012*

* - Resultado significativo
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Figura 4.6 mostra uma comparacao entre a proliferacdo e a viabilidade
celular em 24 h e 48h de simulacdo microgravidade. Essa figura ilustra a
diferenca dos resultados obtidos em 24h e 48h de clinorrotagdo e serve para
mostrar que essa diferenca foi causada pelo efeito da microgravidade nas

células mononucleares.
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Figura 4.6: Comparacao entre as culturas celulares durante 24h e 48h em

microgravidade simulada p=0,003*

Aqui acabam os resultados sobre o estudo da microgravidade simulada
na proliferacdo das PBMCs, e a discussdo sobre esses resultados se encontra
capitulo 5 da dissertacdo. Os proximos resultados séo referentes ao estudo dos
efeitos da microgravidade simulada através do Clinostato 3D no crescimento de

células tumorais K562 ao longo de quatro dias.

* - Resultado significativo
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4.3-Crescimento das células tumorais K562 em simulacdo de
microgravidade

O objetivo deste trabalho foi testar o crescimento de células tumorais
K562 utilizando-se o Clinostato 3D do Centro de Microgravidade como
simulador de microgravidade.

Os resultados foram expressos em densidade Optica, indicando o
crescimento das células tumorais K562 em simulacdo de microgravidade e
controle estatico.

A tabela IV mostra as médias e os desvios padrao do crescimento celular
em microgravidade simulada e no controle. Essas médias pertencem as
amostras em 24h, 48h, 72h e 96h de simulacdo de microgravidade e os
respectivos controles, e representam o crescimento das células K562 nas

condicBes de microgravidade. Os dados individuais estdo no Anexo 8.2.

Tabela IV - Média e desvio padrdo das amostras em 24h, 48h, 72h e 96h

de simulacéo de microgravidade e no controle (n=3).

Microgravidade Controle

Tempo | média DP meédia DP
24h 0,314 0,0038 0,110 0,0003
48h 0,249 0,0003 0,143 0,0004
72h 0,271 0,0014 0,123 0,0009
96h 0,431 0,0041 0,188 0,0032
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A Figura 4.7 mostra a curva de crescimento celular das células K562 em

microgravidade simulada e no controle ao longo de quatro dias.
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Figura 4.7: Crescimento celular das células tumorais K562 ao longo de quatro

dias p=0,007*

Nesse capitulo, foram apresentados os resultados do aperfeicoamento
do Clinostato 3D, bem como os resultados referentes aos dois testes realizados
com o mesmo, o teste de proliferacdo celular com PBMCs e o teste de
crescimento celular com as células K562 em simulacédo de microgravidade. O

préximo capitulo sera sobre a discussao dos resultados obtidos.

* - Resultado significativo
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CAPITULO 5
5- Discussao

5.1-Aperfeicoamento do Clinostato 3D

Os resultados obtidos nos ensaios reais e de bancada mostram que o0
Clinostato 3D apresentou melhorias significativas no seu controle e
funcionamento, gracas a presenca do microcontrolador (Figura 4.1) que é
responsavel pela leitura dos sensores de umidade e temperatura, pela
modulacdo do sinal PWM e pela comunicacao serial com o computador do
operador. A presenca desse microcontrolador justificou-se pelo fato dele
desempenhar diversas funcdes e possuir um baixo custo ao projeto.

A implementacdo do Transceiver Radio Frequéncia possibilitou a
monitoracdo remota do funcionamento do clinostato, uma vez que atraves
desse sistema o operador pode controlar suas fun¢cdes como, por exemplo, a
velocidade e o sentido de rotacdo com o auxilio da interface grafica (Figura
4.2).

Em relacédo as versdes anteriores, o clinostato mostrou uma evolucdo no
guesito de resisténcia dos materiais aos efeitos da temperatura e umidade
dentro da estufa. O Clinostato 3D, ap6s permanecer quatro dias ininterruptos
dentro da estufa do Laboratorio de Imunologia do IPB-PUCRS, néo sofreu
nenhuma deterioracdo dos seus componentes, indicando que com esses
aperfeicoamentos, o Clinostato 3D pode ser utilizado em testes que necessitem
de um tempo maior de microgravidade simulada sem que haja uma perda de

eficacia do aparelho em si.
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As modificacdes feitas nos materiais do Clinostato 3D permitiram que ele
ficasse em operacdo pelo tempo necessério para o estudo em questéao,
simulando o ambiente de microgravidade indefinidamente, ao contrario de
outros aparelhos utilizados para simular microgravidade em Terra, onde o
tempo é um fator limitante, como, por exemplo, a Free Fall Machine ou a
Centrifuge Free Fall Machine (Manti, 2006).

O Clinostato 3D, ap0s esses aperfeicoamentos, também pode operar
como uma Random Positioning Machine, uma vez que agora se podem variar
no clinostato os parametros de velocidade e sentido rotacdo durante a
execucdo do protocolo de pesquisa, através do microcontrolador
implementado. Essa possibilidade faz com que o clinostato desenvolvido no
Centro de Microgravidade da PUCRS possua caracteristicas que outros

clinostatos disponiveis no mercado ndo possuem (Klaus, 2001).

5.2-Ensaio de proliferacdo e viabilidade das células mononucleares
do sangue periférico

Os resultados indicam um resultado ndo significativo na proliferacdo e
viabilidade celular na estimulacdo ao mitdogeno fitohemaglutinina em 24h de
microgravidade simulada (p=0,146). Estes dados sugerem que para as células
mononucleares do sangue periférico, 24h de clinorrotacdo nédo séo suficientes,
talvez pelo fato que a proliferacdo das PBMCs ocorre apés 24h.

No estudo realizado por Walther et al em 1998, testou-se a expressao

génica da IL-2 e de seu receptor com a tecnologia da RT-PCR (reacdo em
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cadeia da polimerase com transcriptase reversa). As condicdes de
microgravidade foram simuladas com um clinostato de alta rotagdo. Esse
estudo mostrou que a expressao de interleucina-2, uma citocina envolvida na
resposta proliferativa, é reduzida em 85% apds 46h de clinorrotacdo. Os dados
indicam que a falha na expressao do receptor de interleucina-2 é responsavel
pela perda da atividade e que a microgravidade pode ser usada como um
inibidor ndo invasivo da ativacdo celular. Foi entdo, no presente estudo,
necessario cultivar as células mononucleares em 48h de simulacdo de
microgravidade (Figura 5.1) e os resultados confirmam a diminuicdo da

proliferacéao e viabilidade celular (p=0,012).

Figura 5.1: 48h de clinorrotacéo no Lab de Imunologia/IPB

A Figura 4.7 representa uma comparacao entre as culturas em 24h e 48h

de simulacdo de microgravidade, a qual sugere que 48h é o tempo apropriado
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para promover os efeitos esperados da microgravidade nas células
mononucleares. Vinte e quatro horas de clinorrotagdo ndo devem ser
suficientes para este objetivo. Acredita-se, portanto, que a proliferacdo das
PBMCs diminui enquanto o tempo de exposi¢cdo a microgravidade aumenta. O
proximo passo sera determinar se este decréscimo da proliferacdo continua a
medida que o tempo de microgravidade simulada aumenta.

O decréscimo da proliferacdo das PBMCs pode ocorrer por diversos
motivos. Hashemi et al (1999) descobriram que a estimulacdo das PBMCs ao
mitdgeno PHA em clinorrotacdo mostrou uma inibicdo da expressdo de CD25
(o receptor da IL-2), CD69 e CD71 e que a auséncia da expressao de CD25 em
microgravidade certamente prejudica a resposta das células T para a citocina
IL-2, um evento necessario para a resposta proliferativa. A clinorrotacéo
bloqueia a transcricdo do fator de ativacéo das células T (Figura 5.2) e também
inibe a ligacdo da transcricdo dos fatores necessarios para producao de IL-2
(Morrow, 2006).

Outros estudos indicam que a diminuicdo in vitro esta relacionada
somente aos efeitos gravitacionais a nivel celular, enquanto os in vivo seriam
também causados pelo estresse fisico e psicologico de um vdo espacial, o qual
afetaria o sistema imune através do sistema neuroendocrino.

A interacdo homeostatica entre o hipotalamo, a glandula hipodfise e a
glandula supradrenal constitui o eixo HPA (Figura 5.2), a principal parte do
sistema neuroenddcrino que controla as reacfes ao estresse e regula diversos
processos do corpo humano, incluindo a digestéo, o sistema imune, o humor e

a sexualidade (Taylor, 1993).
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Figura 5.2: Diagrama esquematico do eixo HPA, descrevendo a regulacéo
e o feedback negativo (-), do cortisol por via dos receptores de Glicocorticoides
(RG) (AVP- vasopressina, ACTH- hormdnio adrenocorticotrépico)
Fonte: www.scielo.br/img/revistas

O volume plasmatico diminui consideravelmente nos vbéos espaciais, e,
por conseguinte, os constituintes enddcrinos e imunoldgicos do sangue estao
modificados pela influéncia da forca gravitacional (Tipton, 1996). Por outro lado,
os niveis dos hormonios adrenocorticotropico, aldosterona e anti-diurético
mantém-se elevados e as concentracdes de angiotensina e cortisol aumentam
em relacdo ao controle em Terra (Tipton, 1996).

O cortisol € um hormbénio corticosteréide produzido pelo cértex da
glandula adrenal, muitas vezes referido como horménio do estresse. Ele

aumenta a pressao sangiinea, os niveis de acucar no sangue e possui acao

imunossupressora. Em niveis normais, o cortisol (como outros glicocorticéides)
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possui uma gama de acbes, como ajudar a restaurar a homeostase apos o
estresse e diminuir a atividade do sistema imune. O cortisol inibe a proliferacéo
das células T pela diminuicdo da producado de interleucina-2 e pela ineficacia
de produzir o fator de crescimento de células T. Esse fato reflete na
redistribuicdo de leucdcitos para os linfonodos, medula espinhal e pele
(Palécios, 1982).

Walther (1999) mostrou que a funcéo dos linfécitos T é alterada, tendo sua
atividade diminuida em mais de 50% dos membros dos vbéos espaciais,
indicando que tal efeito € devido ao estresse do voo do que a falta de peso em
si. Entretanto, quando os linfocitos T do sangue periférico foram testados em
condicBes similares a microgravidade real com a Random Positioning Machine,
os resultados mostraram os efeitos deletérios da microgravidade simulada na
expressdo génica da IL-2 e de seu receptor. Por outro lado, pouco se sabe
sobre os efeitos da microgravidade nos linfocitos B, no seu crescimento e na
producédo de anticorpos (Figura 5.3) (Suganuma, 2001). Acredita-se, porém,
gue os voos espaciais estdo associados com a reducao dos niveis de linfécitos
T, eosindfilos e células do tipo natural killers (NK) e com o aumento do nimero

de neutrdfilos no sangue periférico (Mehta, 2001).
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Figura 5.3: Representacdo ilustrativa da estrutura basica de um anticorpo,
mostrando as quatro cadeias polipeptidicas, sendo duas leves e duas pesadas
Fonte: www.rbi.fmrp.usp.br

Kulkarni (2005) relatou que uma suplementacdo nutricional de
nucleotideos possui 0 potencial para servir como uma contramedida para as
disfungcbes imunolégicas observadas em viagens espaciais. Esse estudo
demonstrou que a proliferacéo celular estimulada por PHA, a diminuicdo dos
niveis de IL-2 e interferon-y e outras fungdes imunoldgicas podem ser
restauradas através de uma dieta de nucleotideos (Figura 5.4). Uma diminuicéo
dos niveis de corticosterdides, através de uma suplementacdo por
nucleotideos, pode ser um dos possiveis mecanismos responsaveis pela

restauracdo do sistema imunoldgico.


http://www.rbi.fmrp.usp.br/

60

MH
B = adenine
S'end H—( |
PR W= o=
"'D.—ﬁ'—D—EHE
oA
phosphate

deoxyribose ” Y

Figura 5.4: Férmula estrutural de um nucleotideo, sendo uma
pentose(representada em azul), uma base nitrogenada (verde) e pelo menos
um grupamento fosfato (vermelho)

Fonte: www.virtual.epm.br

A microgravidade também afeta outras fungbes imunoldgicas, como a
locomocédo dos linfocitos, que é um aspecto importante da resposta imune.
Durante o crescimento, maturacao, diferenciacao linfocitaria, € essencial que
os linfécitos atravessem a matriz extracelular. Condicbes que afetem a
locomocdo podem ter conseqiéncias adversas para a defesa do organismo.
Sundaresan (2002) mostrou que a locomocao dos linfocitos foi inibida em 73%
durante 21h de cultura em microgravidade, quando comparada com as células
em cultura a 1G. Uma diminuicdo na producédo e funcionamento de certo tipos
de citocinas, como interferon-y, IL-1 e IL-2, também é observado em simulacéo

de microgravidade (Sonnenfeld & Miller, 1993).
O presente estudo confirma que o efeito da microgravidade no sistema
imune ndo é devido somente ao estresse fisico e psicolégico do véo espacial,

mas é causado pela microgravidade em si, afetando a proliferacdo e viabilidade

celular, indicando que o efeito da falta de peso deve ocorrer a nivel celular.



61

5.3-Ensaio do crescimento de células K562 em simulacdo de
microgravidade

Os resultados dos testes realizados com as células K562 mostraram um
aumento significativo do crescimento celular quando comparado ao controle
estatico ao longo de quatro dias de cultivo (p= 0,007) (Figura 4.9).

Os efeitos de um ambiente de microgravidade no crescimento de células
tumorais e em sua carcinogénese ainda ndo estdo totalmente esclarecidos.
Wang (2003) investigou os efeitos da falta de peso simulada através de um
clinostato na diferenciacdo da expressao génica de células de osteosarcoma
em ratos e observou que a diferenciacado dessas células é reduzida apos 72h
de simulacéo de microgravidade.

Russomano et al (2005) testaram o crescimento de quatro tipos de
células cancerigenas e células tronco do corddo umbilical (CBSC). As células
tumorais testadas foram células hematopoiéticas HL60, células neurais NB100
e U251 e células hepaticas Chang. Os resultados indicaram que a
microgravidade simulada aumentou significamente o potencial de proliferacédo
de todos os tipos de células testadas, quando comparadas com culturas
estaticas. Esses resultados estéo de acordo com os resultados obtidos com as
células K562, onde também houve um crescimento superior das células
testadas em simulagcédo de microgravidade do que no controle estatico.

Vbos espaciais envolvem inimeros estressores bioldgicos que podem
afetar a incidéncia de cancer a longo prazo e o comportamento tumoral. Taga

et al (2006) estudaram o crescimento de melanomas, a producdo de melanina
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e a apoptose dessas células em microgravidade simulada, utilizando o Rotating
Wall Vessel, e constataram que, apdés 48h de exposicdo, houve uma
diminuicdo de 50% no tamanho do tumor. Entretanto, a produ¢cdo de melanina
aumentou em 24h e 48h de simulagéo de microgravidade e a tumorogenicidade
das células, quando comparada ao controle estatico. Os resultados desse
estudo indicam que a microgravidade altera o crescimento das células tumorais
e aumenta a sua invasividade, talvez pelo fato de que a cultura em
microgravidade selecione as células com maior tumorogenicidade, apesar de
diminuir o crescimento celular.

Diversos estudos, tanto em roedores quanto em humanos, mostram uma
diminuicdo da resisténcia as infec¢cdes bacterianas e virais em condi¢cfes de
microgravidade (Hashemi, 1999 e Morrow, 2006). Entretanto, o efeito das
condi¢des dos voos espaciais na imunidade a tumores ainda nao foi totalmente
esclarecido. A fim de se testar o crescimento e a imunidade as células tumorais
S1509a, foi utilizado uma técnica de suspensdo corporal pelos membros
posteriores de roedores como simulacdo de microgravidade. Os resultados
mostraram um aumento significativo do crescimento do tumor e uma
diminuicdo da resposta imune aos antigenos dos tumores, quando comparados
aos controles, indicando que a imunidade antitumoral é inibida em suspensfes
antiortostatica (Lee 2005).

Nesse capitulo foram discutidos o0s resultados obtidos no
aperfeicoamento do Clinostato 3D, no teste de proliferacdo celular com células
mononucleares e no teste com células K562, ambos 0s experimentos
realizados em microgravidade simulada. O préximo capitulo abordara as

conclusdes obtidas referentes a cada um dos itens discutidos nesse capitulo.
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CAPITULO 6

Concluséo

Esta dissertacdo concentrou-se em trés focos de trabalho: 1) O
aperfeicoamento do Clinostato 3D, com a implementacdo de componentes para
melhorar o desempenho do clinostato; 2) A validagédo do Clinostato 3D em solo
nacional com a utilizacdo de células do sistema imunoldgico; 3) O estudo do

efeito da microgravidade simulada no crescimento de células tumorais K562.

6.1- Aperfeicoamento do Clinostato 3D do Centro de Microgravidade

O aperfeicoamento do Clinostato 3D foi realizado com base na
implementacédo de componentes eletrénicos que permitiram que o Clinostato
3D tenha um desempenho superior em relacdo as suas outras versoes. O
microcontrolador MSP430 implementado é responsavel pelas func¢des digitais
do clinostato.

O sensor de velocidade rotacional mede com exatidao a velocidade, uma
vez que esse parametro € um dos mais importantes aspectos deste projeto e a
mensuracao desta varidvel € muito importante para o estudo com células
humanas.

Uma vez que o clinostato operou principalmente dentro de uma estufa
climatizada, onde a condicéo de temperatura era de 37°C e a de umidade ficou
proxima de 95%, sensores de temperatura e umidade foram implementados no
Clinostato 3D. Esses sensores medem com confiabilidade essas variaveis para
se manter os registros destes parametros de ambiente, que sdo essenciais

para a realizacdo de testes com células.
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O sistema de comunicacdo remota foi possivel através do uso do
Transceiver Radio Freqiéncia. Esse sistema de comunicacdo € responsavel
pelo envio de das leituras obtidas pelo sensor de velocidade e do sensor de
temperatura e umidade. A comunicagcao entre 0os sensores e 0 computador do
operador, onde encontrava-se o software de controle e monitoragdo remota,
apresentou resultados mais que satisfatorios.

Com base nos dados obtidos a partir da implementacdo dos componentes
mencionados, pode-se afirmar que o Clinostato 3D do Centro de
Microgravidade possui agora um desempenho superior, uma confiabilidade

maior e a sua operacéo tornou-se mais simplificada.

6.2- Validacado do Clinostato 3D do Centro de Microgravidade

O Clinostato 3D foi capaz de “desorientar” as células do sistema
imunologico e simular, assim, os efeitos encontrados quando expostas ao
ambiente de microgravidade.

Os resultados obtidos nos testes de proliferacdo e viabilidade celular em
24h e 48h de microgravidade simulada validam o Clinostato 3D do Centro de
Microgravidade como uma ferramenta capaz de simular microgravidade na
Terra.

O presente estudo mostrou que a diminuicdo da atividade imunoldgica em
relacdo aos vdos espaciais ndo esta somente associada ao estresse fisico e
psicologico que o astronauta esta submetido, ja que essa diminuicdo parece
ser causada pela microgravidade per se, a qual afeta proliferacédo e viabilidade

celular.
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Os resultados encontrados mostram que a resposta proliferativa "a
estimulacdo por mitdgeno diminui em 48h de clinorrotacdo, o que pode
prejudicar o sistema imune de um individuo exposto ao ambiente de

microgravidade.

6.3- O efeito da microgravidade simulada no crescimento de células
tumorais K562

Os resultados obtidos no teste com células tumorais K562 em
microgravidade simulada mostraram um crescimento superior das amostras em
relacdo ao controle. Esse crescimento foi constante ao longo dos quatro dias
de testes e demonstra uma preocupac¢ao para as missdes espaciais, uma vez
elas envolvem inUmeros estressores biologicos que podem afetar a incidéncia
de cancer a longo prazo e o comportamento tumoral.

Sabe-se que os efeitos de um ambiente de microgravidade no
crescimento de células tumorais e em sua carcinogénese ainda ndo estéao
totalmente esclarecidos, necessitando-se de um maior aprofundamento dos

estudos nos efeitos das condi¢cbes dos voos espaciais na imunidade a tumores.
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Anexo 8
Anexo 8.1
com células

Dados individuais do teste de proliferacdo celular

mononucleares em simulagdo de microgravidade

Tabela 1.A - Dados completos dos voluntarios 1 e 2 no teste de proliferacao

celular.

Voluntario 1 2
Idade 25 21
Sexo Masc Fem
Duracéo do teste 24h 24h
OD microg
PHA 0% 0,046 | 0,078 | 0,059 | 0,161 | 0,118 | 0,153
PHA 0,5% 0,071 | 0,123 | 0,088 | 0,085 | 0,132 0,15
PHA 1% 0,057 | 0,087 | 0,086 | 0,095 | 0,116 | 0,135
PHA 2% 0,06 0,063 | 0,067 | 0,091 | 0,048 | 0,053
OD controle
PHA 0% 0,105 | 0,143 | 0,185 | 0,097 | 0,098 | 0,098
PHA 0,5% 0,434 | 0,322 | 0,207 | 0,135 | 0,139 | 0,147
PHA 1% 0,173 | 0,293 | 0,357 | 0,098 | 0,123 | 0,119
PHA 2% 0,224 | 0,186 | 0,146 | 0,103 | 0,095 | 0,095

Tabela 1.B - Dados completos dos voluntarios 3 e 4 no teste de proliferacéao

celular.
Voluntario 3 4
Idade 23 26
Sexo Masc Fem
Duracdo do teste 24h 24h
OD microg
PHA 0% 0,041 | 0,044 | 0,046 | 0,216 | 0,237 | 0,238
PHA 0,5% 0,113 | 0,113 | 0,083 0,35 0,153 | 0,316
PHA 1% 0,057 | 0,094 | 0,06 0,453 | 0,355 | 0,224
PHA 2% 0,047 | 0,047 | 0,112 | 0,255 | 0,476 0,68
OD controle
PHA 0% 0,039 | 0,055 | 0,045 | 0,233 | 0,262 | 0,223
PHA 0,5% 0,11 0,1 0,088 | 0,228 | 0,298 | 0,316
PHA 1% 0,065 | 0,126 | 0,078 0,78 0,739 | 0,558
PHA 2% 0,051 | 0,048 | 0,051 | 0,448 | 0,395 0,59




Tabela 1.C - Dados completos dos voluntarios 5 e 6 no teste de proliferacao

celular.
Voluntario 5 6
Idade 20 27
Sexo Fem Masc
Duracéo do teste 24h 48h
OD microg
PHA 0% 0,126 | 0,127 0,16 0,055 | 0,057 | 0,048
PHA 0,5% 0,251 | 0,259 | 0,183 | 0,145 | 0,118 | 0,188
PHA 1% 0,414 | 0,245 | 0,248 | 0,172 | 0,201 | 0,196
PHA 2% 0,266 | 0,173 | 0,202 | 0,205 | 0,202 | 0,218
OD controle
PHA 0% 0,141 | 0,167 | 0,204 | 0,094 | 0,092 | 0,115
PHA 0,5% 0,255 | 0,209 | 0,249 | 0,613 | 0,398 | 0,413
PHA 1% 0,428 | 0,259 | 0,288 | 0,415 | 0,392 0,42
PHA 2% 0,252 | 0,225 | 0,245 | 0,354 0,45 0,42

Tabela 1.D - Dados completos dos voluntarios 7 e 8 no teste de proliferacéo

celular.
Voluntario 7 8
Idade 25 28
Sexo Fem Masc
Duracéo do teste 48h 48h
OD microg
PHA 0% 0,062 | 0,113 | 0,083 | 0,077 | 0,106 | 0,133
PHA 0,5% 0,152 | 0,118 | 0,138 | 0,154 | 0,138 | 0,185
PHA 1% 0,23 0,215 | 0,223 | 0,169 0,2 0,225
PHA 2% 0,143 | 0,098 | 0,183 | 0,208 | 0,156 0,12
OD controle
PHA 0% 0,152 | 0,185 | 0,201 | 0,279 0,18 0,301
PHA 0,5% 0,264 | 0,279 | 0,291 | 0,415 | 0,597 | 0,366
PHA 1% 0,32 0,338 | 0,341 | 0,574 | 0,293 | 0,414
PHA 2% 0,288 | 0,226 | 0,274 | 0,447 0,86 0,494




Tabela 1.E - Dados completos dos voluntérios 9 e 10 no teste de proliferacado

celular.
Voluntario 9 10
Idade 28 24
Sexo Masc Fem
Duracgéo do teste 48h 48h
OD microg
PHA 0% 0,046 | 0,078 | 0,059 | 0,078 | 0,107 | 0,047
PHA 0,5% 0,071 | 0,123 | 0,088 | 0,155 | 0,137 | 0,069
PHA 1% 0,057 | 0,087 | 0,086 | 0,168 | 0,201 | 0,058
PHA 2% 0,066 | 0,063 | 0,067 | 0,208 | 0,154 | 0,066
OD controle
PHA 0% 0,105 | 0,143 | 0,185 | 0,281 | 0,106 | 0,299
PHA 0,5% 0,224 | 0,186 | 0,146 | 0,411 | 0,223 | 0,368
PHA 1% 0,173 | 0,293 | 0,357 | 0,577 | 0,172 | 0,416
PHA 2% 0,434 | 0,322 | 0,287 | 0,443 | 0,435 | 0,498

75



76

Anexo 8.2
Dados individuais do teste de crescimento de células K562 em

simulag&o de microgravidade.

Tabela 2.A - Resultados completos do crescimento celular ao longo de 4 dias
em simulacdo de microgravidade.

Amostra K562
Tempo Microgravidade Controle
24h 0,354 | 0,345 | 0,243 | 0,12 0,12 0,09
48h 0,24 | 0,237 | 0,27 0,15 0,16 0,12
72h 0,246 | 0,315 | 0,252 | 0,09 0,153 0,126
96h 0,357 | 0,471 | 0,465 | 0,123 | 0,227 0,215




