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RESUMO

A microgravidade causa danos aos 0ssos ao prejudicar os osteoblastos e
diminuir a densidade 6ssea ao longo do tempo. O periosteo contém células
osteogénicas que tém fungdes importantes na homeostase dssea, mas ainda
nao foram estudadas em condigdes de microgravidade. Este estudo teve como
objetivo avaliar o comportamento de células osteolike do periosteo palatino
humano cultivadas em microgravidade simulada. Células-tronco mesenquimais
derivadas do peridsteo foram induzidas a diferenciacdo osteogénica. Células
osteolike do peridsteo foram entdo expostas a microgravidade simulada (SMG)
usando um clinostato 3D por até 48 horas. Como controle, células osteolike
derivadas do periésteo foram mantidas em condi¢gbes idénticas, mas sem
exposi¢cao a microgravidade. A viabilidade celular, os analitos relacionados a
osteogénese e a expressao génica foram analisados em 3, 24 e 48 horas. A
viabilidade celular sob microgravidade foi menor do que em controles de
gravidade normal apds 3 horas, mas foi significativamente maior apds 24 horas.
N&o houve diferenga entre os grupos em 48 horas. Houve uma maior expressao
de vias associadas a inflamacado em 3 horas, que foi atenuada em 24 horas e
neutralizada em 48 horas. Notavelmente, células osteolike derivadas do
periosteo cultivadas em microgravidade demonstraram trés caracteristicas, pelo
menos em um dos trés momentos, que podem corroborar um comportamento
pré-osteogénico: (1) niveis mais elevados de osteoprotegerina, um inibidor de
osteoclastos, e insulina, que facilitam a deposicao da matriz 6ssea; (2) niveis
mais baixos de DKK1 e TNF, o que favorece a diferenciacdo dos osteoblastos;
e (3) regulacéo positiva de genes relacionados a osteogénese. Nossos dados
sugerem que células osteolike derivadas do peridsteo exibem comportamento
pro-osteogénico incrementado em microgravidade simulada.

Palavras-Chave: Osteogénese; Periosteo; Células osteogénicas;
Microgravidade simulada; Express&o génica; Secretoma



ABSTRACT

Microgravity causes damage to bones by impairing osteoblasts and decreasing
bone density over time. Periosteum contains osteogenic cells that have important
functions in bone homeostasis but has not yet been studied under microgravity
conditions. This study aimed to evaluate the behavior of osteoblast-like cells from
the human palatal periosteum cultured under simulated microgravity. Periosteum
derived mesenchymal stem cells were induced to osteogenic differentiation.
Periosteum osteoblast-like cells were then exposed to simulated microgravity
(SMG) using a 3D clinostat for up to 48 hours. As a control, periosteum-derived
osteoblast-like cells were maintained under identical conditions but without
microgravity exposure. Cell viability, osteogenesis-related analytes and gene
expression were analyzed at 3, 24 and 48 hours. Cell viability under microgravity
was lower than in normal gravity controls after 3 hours but was significantly higher
after 24 hours. There was no difference between the groups at 48 hours. There
was a higher expression of pathways associated with inflammation at 3 hours,
which was attenuated by 24 hours and neutralized at 48 hours. Notably,
osteoblast-like cells derived from the periosteum cultivated under microgravity
demonstrated three characteristics, at least in one of the three timepoints, that
may support a pro-osteogenic behavior: (1) higher levels of osteoprotegerin, an
osteoclast inhibitor, and insulin, which facilitate bone matrix deposition; (2) lower
levels of DKK1 and TNF, that favor osteoblast differentiation; and (3) upregulation
of genes related to osteogenesis. Our data suggest that periosteum-derived
osteoblast-like cells exhibit enhanced pro-osteogenic behavior in simulated
microgravity.

Keywords: Osteogenesis; Periosteum; Osteogenic cells; Simulated
microgravity; Gene expression; Secretome
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DIVULGAGAO E TRANSFERENCIA DO CONHECIMENTO

A microgravidade é a influéncia mais significativa ao organismo humano
no espago, impactando negativamente o tecido 6sseo. Essa condigdo afeta
células responsaveis pela formagdo Ossea (osteoblastos) e contribui para a
diminuicdo da densidade dssea ao longo do tempo. No entanto, apenas
osteoblastos provenientes do interior do osso (enddsteo) haviam sido estudados
em microgravidade até o presente momento. Contudo, também existem células
O0sseas na membrana que reveste a parte externa do osso (peridsteo) que ainda
nao haviam sido estudadas neste ambiente. Com isso, o nosso grupo de
pesquisa, apoiado pela Faculdade Sao Leopoldo Mandic, pela ANADEM e pelo
Kennedy Space Center International Academy (KSCIA), obteve permissao para
estudar o comportamento de células semelhantes ao osteoblasto (osteolike)
provenientes do peridésteo em um simulador de microgravidade (clinostato),
dentro do Laboratério de Ciéncias da Vida Espacial (Space Life Sciences Lab)
do Kennedy Space Center (Merritt Island, EUA) e da Universidade da Florida
(Gainesville, EUA). As células foram mantidas por um periodo de até 48 horas
nos clinostatos, sendo o seu comportamento comparado ao de células mantidas
fora do equipamento (em uma condigdo de gravidade normal). Os resultados
mostraram que as células osteolike do peridsteo performaram de uma maneira
diferente daquilo que ja conheciamos sobre as células provenientes do
enddsteo. Além da viabilidade das células do peridésteo nao ter sido diminuida
apos 48 horas em microgravidade simulada, elas produziram niveis mais
elevados de proteinas que inibem a reabsor¢cdo dOssea e de proteinas que
facilitam a deposicdo da matriz 6ssea. Além disso, as células do peridsteo
cultivadas em microgravidade simulada apresentaram uma express&o maior de
genes relacionados a formacao 6ssea. Com isso, nossos dados sugerem que as
células osteolike derivadas do peridsteo exibem comportamento que favorece a
formagao 6ssea quando da permanéncia em microgravidade simulada (por um
periodo de 48 horas). A geracdo deste conhecimento pode contribuir com o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para tratamento de
condigbes que culminam com a diminuicdo da densidade éssea, tais como

viagens espaciais de longa duragéo, pacientes acamados e osteoporose.
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1 INTRODUGAO

Os osteoblastos sao células 6sseas que possuem o potencial de depositar
matriz 6ssea e podem ser provenientes do endosteo/medula 6ssea ou do
periosteo (Ten Cate et al., 2008). Essas células vém sendo estudadas em
ambientes microgravitacionais, ja que € consensual o entendimento de que
viagens espaciais de longa duragdo levam a uma significativa reducado da
densidade Ossea. Apesar de algumas células apresentarem um potencial
aumentado em microgravidade, tais como células progenitoras endoteliais, as
quais revelam aumento da capacidade angiogénica no ambiente de
microgravidade (Grimm et al., 2020), a literatura cientifica vem mostrando que
as células osteoblasticas sdo afetadas negativamente pela microgravidade
(Sonawane et al., 2025). Segundo Shi et al. (2025), a exposi¢cdo de células
O0sseas a microgravidade reduziu a expressdo de marcadores de diferenciagcéo
de osteoblastos e promoveu a fissdo mitocondrial, conforme indicado por um
aumento nas mitocondrias puntiformes, uma diminuicdo no comprimento

mitocondrial e uma reducio na densidade das cristas.

A microgravidade vem sendo associada a um risco aumentado de fraturas
Osseas (Baran et al., 2022), pois leva a uma diminuigao tanto do numero quanto
da fungado dos osteoblastos envolvidos no processo de formagao 6ssea (Hughes-
Fulford & Lewis, 1996). Essa redug&o na formacgao éssea, associada a regulagao
prejudicada da reabsor¢cdo Ossea pelos osteoclastos (Nabavi et al., 2011),
resulta em perda 6ssea. Wang et al. (2025), ao estudarem o comportamento de
osteoblastos provenientes do enddsteo de ratos cultivados em microgravidade
simulada, observaram a ocorréncia de piroptose, a qual € um tipo de morte
celular programada que se distingue da apoptose por ser um processo
inflamatorio. No entanto, os estudos sobre microgravidade tradicionalmente se
concentram exclusivamente em células osteoblasticas provenientes do interior
do tecido 6sseo (enddsteo/medula éssea), sem qualquer énfase na investigagcéo

do desempenho de células osteoblasticas derivadas do periosteo.

O periésteo € uma membrana altamente vascularizada que reveste a

superficie externa dos ossos, servindo como uma regido de transigao entre o
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osso cortical e o tecido mole ou musculatura suprajacente. Ele é composto por
duas camadas distintas: uma externa fibrosa e uma interna rica em células
progenitoras osteogénicas. Essa estrutura desempenha um papel crucial na
regeneragao 6ssea, servindo como uma fonte significativa de células-tronco
mesenquimais com alto potencial osteogénico. Estudos recentes destacam o
periésteo como uma fonte primaria de células-tronco esqueléticas essenciais
para a reparagao o0ssea. Essas células demonstram uma capacidade notavel de
diferenciagdo em linhagens osteogénicas e condrogénicas, contribuindo
significativamente para a regeneragao do osso e da medula éssea apos lesdes
(Ono, 2022).

O periosteo possui extrema contribuicdo no processo de cicatrizagao
0ssea, sendo o principal responsavel pela formacédo do calo ésseo quando da
cicatrizagdo de uma fratura 0ssea (Lin et al., 2014). Alguns dados sugerem que
as células derivadas do peridésteo possuem maior potencial de regeneragéo
ossea do que células da medula 6ssea (Groeneveldt et al., 2020). Zhu et al.
(2006) compararam, em um estudo em modelo animal, o potencial osteogénico
de células da medula éssea, do osso alveolar e do peridsteo, e verificaram que
as ceélulas periosteais apresentaram o maior potencial para regeneragéo éssea.
Neste sentido, Pranskunas et al. (2021) evidenciaram que proteinas secretadas
por ceélulas-tronco derivadas do periosteo podem estimular a osteogénese,

neurogénese e angiogénese, além de ter propriedades imunoldgicas.

Tecidos provenientes de ossos craniofaciais tendem a apresentar maior
turnover, envelhecimento mais lento, e possuir mais marcadores osteoblasticos
quando comparados com tecidos esqueletais apendiculares, como os da tibia
(Groeneveldt et al., 2020). Células-tronco periosteais promovem osteoblastos
responsaveis pela formagdo Ossea e favorecem a regeneragdo de vasos
sanguineos e nervos. O periosteo é facilmente acessivel por meio de uma
camada superficial na cavidade oral por toda a vida, o que representa uma
vantagem com relac¢ao ao tecido fonte (Nagata et al., 2012). Células obtidas do
periésteo oral demonstraram forte comprometimento com a linhagem
osteoblastica em cultura (Ceccarelli et al., 2016; Pelegrine et al., 2024). Em geral,

células-tronco derivadas do peridosteo de regides craniofaciais apresentam
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maiores taxas de renovacio, niveis elevados de marcadores 0sseos € um
processo de senescéncia mais lento em comparagdo as células-tronco
provenientes de tecidos esqueléticos apendiculares, tais como a tibia
(Pranskunas et al., 2021).

Por ser uma membrana localizada externamente ao tecido mineralizado
e de ndo ter uma funcgdo estrutural como a do 0sso, o peridsteo € obviamente
menos sujeito ao estresse mecanico (ou auséncia de carga mecanica). Dessa
forma, como a exposigao a microgravidade tem sido associada a perda Ossea
semelhante a osteoporose, principalmente devido a redugédo da carga mecanica
no esqueleto (Nabavi et al., 2011), nosso grupo levantou a hipétese de que
células semelhantes a osteoblastos de tecidos menos expostos a carga
mecanica, tal como o peridsteo, podem exibir respostas diferentes daquelas
localizadas em areas de alta carga. Nesse contexto, como o periosteo € uma
membrana que contém células osteogénicas intimamente associadas ao tecido
0sseo, mas nao inseridas nele, com total auséncia de componentes estruturais
ou mineralizados, € concebivel que células osteolike do peridsteo possam ser

mais resistentes aos efeitos deletérios da microgravidade.

Como muitos tecidos adjacentes apresentam um mecanismo
homeostatico, onde células de um tecido frequentemente compensam o déficit
de outro tecido correlacionado, é plausivel especular que células periosteais
semelhantes a osteoblastos (osteolike) podem até mesmo exibir potencial
osteogénico aumentado sob microgravidade para contrabalangar danos as
células endosteais. Esta hipétese € apoiada por evidéncias de que o peridsteo
pode aumentar a sua espessura, potencialmente levando ao aumento do osso
cortical subjacente, em resposta a estimulos traumaticos (Tufts et al., 1982; Arni
et al., 2009), infecciosos/inflamatérios (Hovmark et al., 1986) e farmacologicos
(Hosokawa et al., 2020), indicando que € um tecido extremamente reativo. O
estabelecimento dessa hipotese foi o principal motivo para o desenvolvimento
do presente estudo, onde comparamos a performance de células osteolike
derivadas do periosteo cultivadas em normogravidade com o comportamento

dessas células cultivadas em ambiente de microgravidade simulada.
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Com isso, para este estudo foi selecionado como tecido fonte o peridsteo
do palato, seguindo-se metodologias de coleta e cultivo celular previamente
validados cientificamente pelo nosso grupo (Pelegrine et al., 2024). A
confirmacao da hipétese de que o cultivo de células osteolike provenientes do
periosteo em microgravidade possa gerar um incremento no potencial
osteogénico dessas células podera abrir um novo campo de estudo para
tratamento de desordens 6sseas como a osteoporose, a qual afeta 1 em cada
10 pessoas com mais de 50 anos nos EUA (Wright et al., 2014).
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2 ARTIGO

Comportamento pré-osteogénico aprimorado em células semelhantes a
osteoblastos derivadas do periéosteo sob microgravidade simulada

INTRODUGCAO

O peridosteo é um tecido que reveste a superficie externa dos ossos e
serve como zona de transigcdo entre o osso cortical e os tecidos moles e
musculos circundantes. Ele contém células osteogénicas que regulam a forma
externa do osso e se coordenam com o enddsteo cortical interno para controlar
a espessura cortical, bem como o tamanho e o posicionamento espacial do
osso[1]. As células-tronco mesenquimais derivadas do peridésteo (P-MSCs)
contribuem para a regeneragao 0ssea e tém sido consideradas superiores as
células derivadas da medula 6ssea nesse aspecto[2]. Além disso, o peridsteo é
a principal fonte de formacao de calo durante a consolidagao ésseal3] e, devido
a sua alta vascularizagéo, abriga muitos pericitos endoteliais[4].

De acordo com Pranskunas et al.[5], as proteinas secretadas pelas P-
MSCs podem estimular a osteogénese, a neurogénese e a angiogénese, além
de apresentar propriedades imunoldgicas. Foi descoberto que xenoenxertos
bioceramicos implantados com proteinas secretadas pelas P-MSCs aumentam
a formagao de novo osso. As P-MSCs foram isoladas de diversas localizagdes
anatémicas, incluindo o joelho[6], o osso mastoide[7], a tibia[8], o fémur[9] e
varios sitios orais[10,11]. Células obtidas do periosteo oral exibiram um forte
comprometimento com a linhagem osteoblastica em cultura[10,11]. Em geral, as
P-MSCs de regibes craniofaciais apresentam maiores taxas de renovacao,
niveis elevados de marcadores 6sseos e um processo de senescéncia mais lento
em comparagdo com as P-MSCs derivadas de tecidos esqueléticos
apendiculares, como a tibia[5].

O robusto potencial osteogénico e o perfil fisiologico distinto das P-MSCs,
gquando comparados a outras fontes de células mesenquimais, podem oferecer
vantagens unicas em contextos em que a homeostase 6ssea € comprometida,

como em condigdes de microgravidade encontradas durante voos espaciais.
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Com a crescente énfase na saude dos astronautas durante missdes espaciais
de longa duragéo, a pesquisa em biologia espacial tem se concentrado cada vez
mais em questdes de saude associadas a microgravidade[12-14]. Em termos de
tecido 6sseo, a microgravidade esta associada a um risco aumentado de
fraturas[15], principalmente devido a diminuigdo do numero e da fungdo dos
osteoblastos envolvidos na formacédo Ossea[16]. Essa reducdo na formacéao
Ossea, aliada a regulacdo prejudicada da reabsor¢do O&ssea pelos
osteoclastos[17], resulta em perda Ossea. No entanto, estudos sobre
microgravidade tradicionalmente se concentram exclusivamente em células
osteoblasticas derivadas de tecido Osseo (enddsteo/medula Ossea), sem

investigar o desempenho de células osteoblasticas derivadas do periosteo.

Dado que a exposigdo a microgravidade tem sido associada a perda
ossea semelhante a osteoporose, principalmente devido a redugédo da carga
mecanica sobre o esqueleto[17], nosso grupo levantou a hipotese de que células
osteoblasticas de tecidos menos expostos a carga mecanica podem apresentar
respostas diferentes daquelas localizadas em areas de alta carga. Nesse
contexto, como o peridosteo € uma membrana contendo células osteogénicas
intimamente associadas ao tecido 6sseo, mas nao inseridas nele, carecendo de
componentes estruturais ou mineralizados, € concebivel que células periosteais
semelhantes a osteoblastos possam ser mais resistentes aos efeitos deletérios
da microgravidade.

O periésteo e o enddsteo, ambos considerados fontes primarias de
células formadoras de osso durante a regeneragao[18], ocupam compartimentos
diferentes separados pelo osso cortical, contribuindo, assim, de forma diferente
para a fisiologia 6ssea, mantendo pools celulares distintos[19]. Com base no
principio da homeostase entre tecidos correlacionados, onde células de um
tecido frequentemente compensam o déficit de um tecido adjacente, é plausivel
especular que células periosteais semelhantes a osteoblastos podem até mesmo
exibir potencial osteogénico aumentado sob microgravidade para contrabalangar
os danos as células endosteais. Essa hipétese € provisoriamente apoiada por
achados na dentina, que é outro tecido mineralizado. Esta bem estabelecido que
a polpa dentaria, um tecido conjuntivo dindmico circundado por dentina,

desempenha um papel protetor ao induzir a dentinogénese, com deposigéo de



17

dentina terciaria em resposta a lesbes, como carie, trauma ou infiltracdo
microbiana[20]. Como resultado, varios estudos tém tentado desenvolver
produtos terapéuticos que mimetizem a formagao fisioldgica da dentina terciaria,
por exemplo, no tratamento da hipersensibilidade dentinaria em casos de perda
de dentina[21-23]. Se o peridsteo, assim como a polpa dentaria, um tecido
conjuntivo dinamico adjacente a estruturas mineralizadas, responder a desafios
externos (como a microgravidade) de maneira semelhante, promovendo a
mineralizagdo, ele também pode servir de base para o desenvolvimento de
novos farmacos para tratar disturbios 6sseos. Essa hipétese é corroborada por
evidéncias de que o periosteo pode engrossar, potencialmente levando ao
aumento do osso cortical subjacente, em resposta a estimulos
traumaticos[24,25], infecciosos/inflamatérios[26] e farmacologicos[27], indicando
que se trata de um tecido extremamente reativo. Embora numerosos estudos
tenham avaliado o comportamento de células derivadas do enddsteo e da
medula O6ssea em microgravidade, até o momento, nenhuma publicacéo

investigou células periosteais nesse contexto.

Portanto, se a hipotese for confirmada — de que o cultivo de células
osteoblasticas derivadas do peridosteo em microgravidade simulada aumenta seu
potencial osteogénico — uma nova linha de pesquisa pode surgir para o
tratamento de disturbios 6sseos como a osteoporose, que afeta um em cada dez
individuos com mais de 50 anos nos Estados Unidos[28]. Além disso,
considerando a perda significativa de densidade Ossea experimentada por
astronautas durante voos espaciais prolongados[15], o uso do estressor
ambiental microgravidade como uma ferramenta potencial para a regeneragéo
O0ssea pode representar uma dicotomia fascinante. Apesar da reconhecida
importancia do peridsteo no metabolismo e reparo d6sseo, e dos efeitos
prejudiciais da microgravidade na densidade 0ssea[29], a falta de estudos que
avaliem o comportamento de células osteoblasticas derivadas do peridosteo em
microgravidade chamou a atengao do nosso grupo de pesquisa. Este estudo teve
como objetivo avaliar células semelhantes a osteoblastos derivadas do peridsteo

palatino humano, cultivadas em condigdes simuladas de microgravidade.
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MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade Sao Leopoldo Mandic (Campinas, Brasil) sob o protocolo CAAE n°
56896122.3.0000.5374.

Cultura de Células-Tronco Mesenquimais Derivadas do Periosteo

Células-tronco mesenquimais adultas de um unico doador foram isoladas do
periosteo palatino, cultivadas, validadas e criopreservadas pela R-Crio Criogenia
S.A. (Campinas, SP, Brasil), seguindo uma metodologia previamente
publicada[11]. As células foram semeadas a uma densidade de 110 células/mm?
em frascos de cultura de 25 cm? (Sarstedt, Hildesheim, Alemanha) contendo
DMEM de baixa glicose (Life Technologies Corporation, Carlsbad, EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Life Technologies Corporation,
Carlsbad, EUA), 100 Ul/mL de penicilina, 50 uyg/mL de estreptomicina (Sigma,
St. Louis, EUA) e 100 uM de acido ascorbico (Sigma St. Louis, EUA). O meio de
cultura foi substituido a cada dois dias, e a progresséo da cultura foi monitorada
usando um microscéopio de contraste de fase invertido até que as células
atingissem 80% de confluéncia.

Diferenciagao Osteogénica

As células foram semeadas a uma densidade de 110 células/mm?® em meio
DMEM suplementado com 10% de SFB, 1% de penicilina/estreptomicina, 7 mM
de B-glicerofosfato, 0,1 yM de dexametasona e 50 yM de acido ascoérbico
(Sigma, St. Louis, EUA), e mantidas por 14 dias.

Ambiente de Microgravidade Simulada (SMG)

A microgravidade foi simulada utilizando um clinostato 3D RPM 2.0 (Yuri Gravity,
Meckenbeuren, Alemanha) no Laboratorio de Ciéncias da Vida Espacial (SLSL -
Merritt Island, FL, EUA). Os frascos de cultura foram cuidadosamente
preenchidos com meio, garantindo a auséncia de bolhas de ar para evitar a
tensao de cisalhamento do fluido. Os frascos foram selados com uma tampa sem
filtro, para evitar vazamentos, o que impediu a troca gasosa durante o

experimento. Os frascos foram fixados na plataforma do dispositivo e, em
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seguida, colocados em uma incubadora de CO, (Thermo Fisher, Waltham, EUA).
Células osteoblasticas derivadas do peridésteo foram expostas a um ambiente de
SMG (<1073g) por até 48 horas a 37°C. Como controle, células osteoblasticas

derivadas do periésteo foram mantidas em condi¢cbes idénticas, mas sem

exposi¢c&o a microgravidade (1g) (Figura 1).

Figura 1. Imagem dos frascos contendo as células utilizadas no estudo,
dispostos dentro da incubadora. Os frascos do grupo controle (1 g) foram
colocados na prateleira superior, e os frascos do grupo teste (microgravidade)
foram posicionados na prateleira inferior, dentro do dispositivo clinostato 3D
RPM 2.0.

Viabilidade Celular

Células osteoblasticas cultivadas em diferentes condi¢des foram avaliadas
quanto a viabilidade celular utilizando o ensaio de MTT. 3, 24 e 48 horas ap0s o
plaqueamento celular, 10 pL de solugdo de MTT (5 mg/mL) diluida em solugéo
isenta de soro (DMEM Sigma, St. Louis, EUA) foram adicionados as culturas
tratadas, que foram entdo incubadas por 3 horas a 37°C. Apds o periodo de
incubagéo, 100 yL de solucdo de DMSO (dimetilsulféxido) a 10%, LGC, Sé&o
Paulo, Brasil) foram adicionados. Apds a solubilizagcdo dos cristais, a
absorbancia foi medida a 590 nm utilizando um leitor de microplacas ELX800

(Epoch Biotek Instruments, Vermont, EUA). Os valores de densidade optica
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foram registrados. Todos os experimentos foram realizados em duplicatas
bioldgicas e triplicatas técnicas para cada ponto temporal.

Analise de Analitos Relacionados a Osteogénese

Apos 3, 24 e 48 horas, o sobrenadante foi coletado para ambas as condigdes (1
g e <1072 g) e armazenado a -20 °C para analise subsequente. Todas as analises
foram realizadas no Centro Interdisciplinar de Pesquisa em Biotecnologia (ICBR)
da Universidade da Florida, FL, EUA. Os niveis de 12 biomarcadores humanos
relacionados aos ossos — horménio adrenocorticotréfico (ACTH), dickkopf-1
(DKK-1), IL-6, insulina, leptina, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
osteoprotegerina (OPG), osteocalcina (OC), osteopontina (OPN), esclerostina
(SOST), IL-1B, horménio da paratireoide (PTH) e fator de crescimento de
fibroblastos 23 (FGF-23) — foram medidos usando um imunoensaio multiplex
baseado em esferas fluorescentes com kits disponiveis comercialmente
(Milliplex® Human Cytokine/Chemokine/Growth Factor Panel A, HCYTA-60K,
EMD Millipore Corporation, Billerica, EUA; Milliplex® Human Bone Magnetic
Bead Panel, HBNMAG-51K, EMD Millipore Corporation, Billerica, EUA) e um
leitor de placas (Magpix®, EMD Millipore Corporation, Billerica, EUA), seguindo
o instrugbes do fabricante. Os resultados foram relatados como concentragéo
total de analito (pg/mL) por célula, destacando as diferengas entre as condi¢des
e 0s pontos temporais.

Analise da Expressao Génica

O RNA total foi extraido de células osteoblasticas derivadas do peridsteo
cultivadas e preparado utilizando o Kit de Preparacédo de Bibliotecas de mRNA
Stranded TruSeg® lllumina (lllumina, San Diego, EUA), que inclui selegao de
poli(A) para enriquecimento de mMRNA e incorporacdo de informagdes
especificas da fita. As bibliotecas foram quantificadas, agrupadas e
sequenciadas em uma plataforma Illumina NovaSeqX para gerar leituras de 150
pb pareadas. Os dados de sequenciamento de RNA bruto foram processados
utilizando um pipeline padrdo de RNA-seq, conforme descrito abaixo. A
qualidade das leituras foi avaliada utilizando FastQC (v0.11.9), e as leituras de

baixa qualidade e as sequéncias adaptadoras foram aparadas utilizando fastp.
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As leituras de alta qualidade foram entdo alinhadas ao genoma de referéncia
humano GRCh38 utilizando o alinhador STAR (v2.7.10a).

A quantificagcdo génica foi realizada utilizando featureCounts para produzir
matrizes de contagem bruta para cada amostra. A analise de expresséo
diferencial foi avaliada usando DESeq2, aplicando normalizagdo do tamanho da
biblioteca e um modelo linear generalizado binomial negativo para identificar

alteragdes transcricionais estatisticamente significativas entre as condi¢des.

A visualizagao dos dados foi conduzida em R, incluindo analise de componentes
principais (ACP) para avaliar o agrupamento de amostras, mapa de calor para
representar perfis de expressao global e volcano plot para destacar genes com
alteracdes significativas de expressao.

Analise Estatistica

Para a viabilidade celular e a analise do analito, apds a realizagao de avaliacbes
descritivas e exploratérias dos dados, e apos a verificagdo de que os
pressupostos para a aplicagdo de um modelo linear geral n&o foram atendidos,
modelos lineares generalizados foram ajustados para avaliar os principais efeitos
de grupo, tempo e sua interagdo. Todas as analises foram realizadas no software
R, com nivel de significancia de 5%.

Para a expressdo génica, a analise da expressdo diferencial foi realizada
utilizando o pacote DESeq2 (v1.38.0) em R. As matrizes de contagem bruta
foram normalizadas utilizando o método interno do DESeq2, que estima fatores
de tamanho para ajustar as diferencas no tamanho da biblioteca e na
profundidade do sequenciamento. Um modelo linear generalizado binomial
negativo foi ajustado para cada gene para comparar a expressao entre as
condi¢cdes experimentais em cada ponto no tempo. Os valores de p resultantes
foram ajustados utilizando o método de Benjamini-Hochberg para controlar a
taxa de falsa descoberta. Genes com valor de p ajustado (padj) < 0,05 e variagao
absoluta do log, vezes (|log,FCJ|) > 2 foram considerados significativamente

diferencialmente expressos.
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RESULTADOS

Viabilidade Celular

Os resultados de viabilidade celular para células-tronco mesenquimais
diferenciadas no fendtipo osteoblastico sdo apresentados na Tabela 1.
Observou-se uma diminuigdo na viabilidade celular em condi¢gdes simuladas de
microgravidade (SMG) em comparagao com normogravidade (NG) apos 3 horas
de exposicao. Apds 24 horas, foi detectada maior viabilidade celular em SMG
(<1073g) em comparagado com NG (1g). Em 48 horas, ndo foram observadas

diferencas significativas na viabilidade celular entre as condi¢des estudadas.

Tabela 1. Média (desvio padrao) de absorbancia (densidade 6ptica a 590
nm) obtida do ensaio de MTT celular, usado para avaliar a viabilidade de
(valores de absorbéancia) para células semelhantes a osteoblastos em
normogravidade (1g) e microgravidade simulada (<1073g) em diferentes
pontos de tempo.

Condigdo Experimental
Tempo NG (1g) SMG (<1073g)
Média (DP) Média (DP)
Baseline 2.29 (0.19) -
3 horas 2.36 (0.06) Ac 2.25 (006) Bb
24 horas *2.64 (0.06) Bb *2.84 (0.11) Aa
48 horas *2.93 (0.07) Aa *2.89 (0.14) Aa

*Diferente do grupo avaliado em baseline (p<0,05). p(grupo)=0,8495;
p(tempo)<0,0001; p(interagdo)=0,0002. Letras diferentes (maiusculas na
horizontal e minusculas na vertical) indicam diferengcas estatisticamente

significativas (p<0,05). NG = Normogravidade; SMG = Microgravidade simulada.

Expressao de Analitos Relacionados a Osteogénese

Os resultados do fenotipo osteogénico estdo resumidos na Tabela 2. Células
osteolike expostas a SMG (<1073g) exibiram consistentemente niveis mais
elevados de osteoprotegerina (OPG) em todos os momentos, em comparagéo
com os controles NG (1g) (p < 0,05). Em 24 e 48 horas, os niveis de insulina

também aumentaram significativamente sob SMG (<1073g) em comparagdo com
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NG (p <0,05). Em 48 horas, as células em SMG (<1073g) apresentaram secre¢ao

reduzida de DKK1 e TNF, juntamente com niveis reduzidos de interleucina-6 (IL-
6) em 24 e 48 horas, em relagdo a NG (p < 0,05).

Tabela 2. Média e desvio padrao das concentragées de analito (pg/mL)

associadas ao fenétipo osteogénico medido pelo ensaio Luminex em

células semelhantes a osteoblastos cultivadas em condigées de

normogravidade (1g) e microgravidade simulada (<1073g).

Experimental Condition

Variavel Tempo NG SMG
Meédia (DP) Meédia (DP)

Baseline 2.26 (0.03) -

3 horas 2.22 (0.06) Aa 2.18 (0.02) Aa
ACTH

24 horas 2.20 (0.17) Aa 2.36 (0.09) Aa

48 horas 2.41(0.10) Aa *3.56 (2.24) Aa
p-Values p(grupo)=0.2853; p(tempo)=0.1228; p(interagdo)=0.4107; p(grupo controle)=0.0469

Baseline 26.68 (3.71) -
KK 3 horas %5.62 (0.40) Ac *4.89 (0.80) Ab

24 horas *420.40 (13.64) Ab *514.41 (113.42) Aa

48 horas *741.15 (18.41) Aa *468.87 (59.53) Ba
p-Values p(grupo)=0.0256; p(tempo)<0.0001; p(interagdo)=0.0002; p(grupo controle)<0.0001

Baseline 26.25 (2.21) -
L6 3 horas *138.08 (24.43) Ac *178.24 (17.58) Aa

24 horas *558.54 (229.98) Aa *195.04 (20.69) Ba

48 horas *325.90 (37.40) Ab *214.40 (26.66) Ba
p-Values p(grupo)=0.0243; p(tempo)<0.0001; p(interagdo)=0.0003; p(grupo controle)<0.0001

Baseline 80.37 (22.85) -

. 3 horas 104.30 (1.97) Aa 104.73 (1.29) Aa

Insulina

24 horas *58.56 (13.54) Ba 107.03 (2.94) Aa

48 horas 69.92 (21.25) Bb *135.86 (48.08) Aa
p-Values p(grupo)<0.0001; p(tempo)=0.0378; p(interacdo)=0.0055; p(grupo controle)=0.0005

Baseline 35.37 (0.51) -

) 3 horas 34.82 (0.63) Ac 35.33 (0.41) Ac

Leptina

24 horas 36.64 (1.17) Ab 36.64 (0.55) Ab

48 horas *41.26 (1.36) Aa *43.32 (1.77) Aa
p-Values p(grupo)=0.1255; p(tempo)<0.0001; p(interagao)=0.3383; p(grupo controle)<0.0001
TNF Baseline 0.28 (0.13) -
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3 horas 0.12 (0.00) Ab 0.15 (0.00) Aa

24 horas 0.76 (0.08) Ab %0.99 (0.09) Aa

48 horas *3.19 (1.14) Aa 0.72 (0.04) Ba
p-Values p(grupo)=0.0148; p(tempo)<0.0001; p(interagdo)<0.0001; p(grupo controle)<0.0001

Baseline 1,885.17 (32.08) -
0P 3 horas *467.55 (30.63) Be *562.36 (43.33) Ac

24 horas 1,970.55 (159.59) Bb 2,144.50 (429.76) Ab

48 horas *4,183.37 (322.27) Ba *6,089.38 (1,333.15) Aa
p-Values p(grupo)=0.0418; p(tempo)<0.0001; p(interagao)=0.3798; p(grupo controle)<0.0001

Baseline 167.51 (35.33) -

. 3 horas 129.72 (22.24) Ab 134.05 (8.17) Ab

Osteocalcina

24 horas *343.23 (142.03) Aa *324.61 (130.79) Aa

48 horas *328.20 (66.03) Aa *525.74 (110.99) Aa
p-Values p(grupo)=0.5392; p(tempo)<0.0001; p(interagao)=0.3480; p(grupo controle)<0.0001

Baseline 84.95 (28.28) -

. 3 horas 61.35 (43.56) Ab 78.59 (26.71) Ab

Osteoponting .\ ras 127.01 (38.21) Aa 152.74 (0.58) Aa

48 horas 130.07 (59.78) Aa *342.91 (106.00) Aa
p-Values p(grupo)=0.1263; p(tempo)=0.0013; p(interagao)=0.6046; p(grupo controle)=0.0002

Baseline 68.55 (16.23) -
SOST 3 horas 44.85 (5.91) Ab 56.07 (11.50) Ab

24 horas 47.10 (6.40) Ab 58.37 (7.88) Ab

48 horas 69.74 (36.39) Aa *113.15 (60.78) Aa
p-Values p(grupo)=0.1027; p(tempo)=0.0109; p(interagao)=0.9724; p(grupo controle)=0.0107

Baseline 0.23 (0.01) -

3 horas 0.15 (0.02) Ab 0.18 (0.01) Ab
IL1-beta

24 horas 0.35 (0.08) Aa *0.41 (0.08) Aa

48 horas 0.31(0.02) Aa *0.80 (0.82) Aa
p-Values p(grupo)=0.1555; p(tempo)=0.0004; p(interagdo)=0.4864; p(grupo controle)<0.0001

Baseline 5.72 (0.22) -

3 horas 5.49 (0.15) Aa 5.67 (0.38) Aa
EGF23

24 horas 5.69 (1.09) Aa 6.39 (0.28) Aa

48 horas 5.26 (2.22) Aa *9.89 (4.91) Aa
p-Values p(grupo)=0.0918; p(tempo)=0.4711; p(interagdo)=0.2335; p(grupo controle)=0.0286

*Diferente do grupo avaliado em baseline (p<0,05). Letras diferentes

(maiusculas na horizontal e minusculas na vertical) indicam diferencas

estatisticamente significativas (p<0,05). NG = Normogravidade; SMG =

Microgravidade simulada.
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Expressao Génica

A anadlise de mapa de calor dos 1.000 genes mais variaveis revelou mudangas
transcricionais dinamicas ao longo dos pontos temporais sob SMG (Figura 2).
Da esquerda para a direita, as amostras correspondem a 3 horas, 48 horas e 24
horas. Em 3 horas, um conjunto distinto de genes foi regulado positivamente sob
SMG em comparagdo com NG, enquanto outro conjunto foi regulado
negativamente. Em 24 horas, os genes inicialmente regulados positivamente
apresentaram expressdao reduzida, e o0s genes inicialmente regulados
negativamente tornaram-se regulados positivamente, indicando uma reverséo
nos padrdes de expressdo. De 24 a 48 horas, muitos desses mesmos genes
exibiram uma segunda mudanga, sugerindo um processo complexo de
adaptacdo transcricional. Essas mudancgas dindmicas podem refletir uma
resposta celular precoce a microgravidade que se remodela ou atenua ao longo

do tempo.
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Figura 2. Mapa de calor da expressao génica em células semelhantes a
osteoblastos em trés pontos de tempo sob condigcoes de NG e SMG. As
amostras foram agrupadas com base nos 1.000 genes mais variaveis. O mapa
de calor exibe uma matriz de correlagdo entre as amostras, com agrupamento
hierarquico e dendrogramas associados representando similaridade
transcricional. Cada coluna representa uma amostra e as linhas representam

genes. Os grupos de amostras s&o codificados por cores: B (vermelho): NG em
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3 horas; C (azul): SMG em 3 horas; D (verde): NG em 24 horas; E (roxo): SMG
em 24 horas; F (laranja): NG em 48 horas e G (amarelo): SMG em 48 horas.
Barras de anotacéo adicionais indicam condi¢do de gravidade (NG = cinza; SMG
= verde) e ponto de tempo (3 h = verde; 24 h = amarelo; 48 h = roxo). NG =

Normogravidade; SMG = Microgravidade simulada.

Os padrdes de agrupamento da expressao génica observados no mapa de calor
foram ainda corroborados pela Analise de Componentes Principais (ACP). Apés
3 horas, a ACP revelou uma clara separacgéo entre as amostras de NG e SMG,
com PC1 representando 93,16% da variancia total. Essa tendéncia continuou
apos 24 horas (PC1 = 95,29%) e permaneceu alta apos 48 horas (PC1 =
87,66%), reforgando o forte impacto da SMG no perfil transcricional global ao

longo do tempo (Figura 3).
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Figura 3. ACP para os pontos de tempo de 3 horas (A), 24 horas (B) e 48
horas (C). [NG = Normogravidade; SMG = Microgravidade simulada]

Os volcano plots destacaram genes diferencialmente expressos (padj < 0,05,
|log.FoldChange| > 2) entre NG e SMG nos trés momentos. Um numero
substancial de genes foi regulado significativamente em 3 horas, seguido por
uma redugao em 24 horas, indicando uma resposta transcricional robusta, porém
transitéria, a SMG. Esse declinio acentuado na responsividade transcricional ao
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longo do tempo sugere uma estabilizagdo ou adaptagdo do programa de
expressao génica em resposta a exposi¢ao prolongada a microgravidade (Figura
4).
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Figura 4. Volcano plots para os pontos de tempo de 3 horas (A) e 24 horas

(B).

A SMG modulou a expressdo de genes associados a sinalizagéo
osteogénica e a remodelagédo da matriz extracelular. GREM1, um antagonista de
BMP envolvido no desenvolvimento esquelético e na diferenciacdo de
osteoblastos, foi regulado positivamente. MMP3, que contribui para a
degradacgéo da matriz extracelular e a remodelagédo 6ssea, também apresentou
expressdo aumentada. Em contraste, SCUBE3, um modulador da via de BMP,
e PDGFC, um fator de crescimento ligado ao recrutamento de células
mesenquimais e ao reparo tecidual, foram regulados negativamente. SMURF2,
um regulador da sinalizagdo de TGF-B/BMP, cuja auséncia resulta em redugéo
da massa dssea, também foi mais expresso sob SMG. Alguns genes-chave
relacionados a osteogénese (colageno, RUNX2, SOX9, BMP2, TGF- e FGF)
foram mais expressos sob SMG em pelo menos um dos trés momentos
avaliados.

Em 3 horas, a SMG induziu uma resposta transcricional pronunciada em
células semelhantes a osteoblastos, caracterizada pela regulagdo positiva de
genes associados ao estresse celular, inflamagéo e diferenciagao precoce. Os
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fatores de transcricdo EGR1 (log,FC = 3,59), EGR2 (log,FC = 4,89), EGR3
(logFC = 3,03) e JUNB (log,FC = 4,24) foram significativamente
suprarregulados. Também foi observada expressdo aumentada para os
mediadores inflamatorios IL6 (log,FC = 4,17), IL11 (log,FC = 4,48), LIF (log,FC
= 3,95) e TNFSF9 (log,FC = 3,34). Genes envolvidos na sinalizagdo do
crescimento e na proliferagdo celular, incluindo HBEGF (log,FC = 3,64) e RGS16
(log,FC = 4,14), também foram suprarregulados. MMP3 (log,FC = 2,17) e PLAU
(log,FC = 3,62), associados a remodelagédo da matriz extracelular, apresentaram
expressdo aumentada, assim como o regulador de cromatina KDMG6B (log,FC =
2,92).

Em 24 horas, a SMG modulou a expressdo de genes associados a
inflamacgéao, remodelagao da matriz e sinalizagao do crescimento. Os mediadores
pré-inflamatérios 1L24 (log,FC = 5,61) e IL1RN (log,FC = 4,89) foram
significativamente suprarregulados, juntamente com CXCL6 (log,FC = 5,37),
uma quimiocina envolvida na remodelagdo tecidual. A MMP3, uma
metaloproteinase da matriz, também apresentou suprarregulagdo sustentada
(log,FC =4,31), consistente com a atividade continua de remodelagao da matriz
extracelular. O FGF18, um fator de crescimento de fibroblastos implicado na
diferenciagdo dos osteoblastos, foi suprarregulado com um log,FC de 2,69. O
WNT2, também envolvido na diferenciagdo dos osteoblastos, foi suprarregulado
com um log,FC de 2,26. Os genes subrregulados incluiram GAS2L3 (log,FC = -
3,19), associado a regulagao citoesquelética e a mitose.

Apos 48 horas, a SMG induziu uma resposta transcricional reduzida em
células semelhantes a osteoblastos em comparacdo aos momentos anteriores
(3 horas e 24 horas). Nao foram detectados genes diferencialmente expressos
associados a sinalizagdo osteogénica, remodelacdo da matriz ou vias
inflamatorias neste momento, sugerindo uma potencial estabilizagdo ou
adaptagdo do programa transcricional apds exposicdo prolongada a
microgravidade.

A Analise de Enriquecimento de Conjuntos de Genes de conjuntos de
genes caracteristicos revelou modulagdo transcricional dependente do tempo
em resposta a SMG. Em 3 horas, a SMG levou a um enriquecimento robusto de
vias associadas a inflamacéo (por exemplo, sinalizagdo de TNF-a via NF-kB,
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sinalizagdo de IL6/JAK/STAT3), apoptose e hipoxia, indicando uma forte
ativacdo precoce de programas de sinalizagdo imunoldgica e responsiva ao
estresse (Figura 5A). Em 24 horas, vias semelhantes permaneceram
enriquecidas, embora a magnitude geral do enriquecimento tenha sido atenuada,
sugerindo resolugdo parcial ou regulagao da resposta inicial (Figura 5B). Em 48
horas, o enriquecimento do conjunto de genes foi acentuadamente diminuido, e
o agrupamento entre os grupos NG e SMG foi menos distinto, refletindo
divergéncia transcriptdmica reduzida e apoiando a interpretagdo de adaptacéo
ou estabilizagc&o transcricional ao longo da exposi¢céo prolongada (Figura 5C).
Esses achados em nivel de via reforcam a dinamica temporal observada nas

analises de expressao diferencial em nivel de gene.
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Figura 5: Mapa de calor de enriquecimento dos conjuntos de genes
Hallmark da GSEA em pontos de tempo de 3 horas (A), 24 horas (B) e 48
horas (C). [NG = Normogravidade; SMG = Microgravidade simulada]
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DISCUSSAO

Pela primeira vez foram examinados os efeitos da microgravidade
simulada (SMG) em células osteoblasticas derivadas do periosteo. Nossos
dados sugerem que a resposta das células osteolike periosteais a
microgravidade pode torna-las mais uteis para uso em engenharia de tecidos em

um ambiente de baixa gravidade do que células osteolike de outras fontes.

Esta bem estabelecido que as células-tronco mesenquimais derivadas da
medula 6ssea (BM-MSCs) e as células-tronco mesenquimais derivadas do
periosteo (P-MSCs) contribuem de forma diferente para a manutengéo e o reparo
o0sseo. Diferentes tipos de lesdes Osseas sao reparadas por células
osteoprogenitoras de fontes distintas: as células periosteais sdo as principais
responsaveis pela regeneragdo do estroma 6sseo e da medula éssea apos
fraturas instaveis, enquanto as lesbes por perfuracdo Ossea sao reparadas
principalmente por células osteoprogenitoras derivadas da medula 6ssea[30].
Como a microgravidade pode ser vista como uma forma de desestabilizagdo
tecidual/celular causada pela redugdo da forga gravitacional, levantamos a
hipétese de que as P-MSCs podem desempenhar um papel mais proeminente
na osteogénese sob microgravidade quando comparadas as células endosteais
ou da medula 6ssea. Embora a literatura inclua estudos relatando uma reducéao
no potencial osteogénico em pré-osteoblastos derivados de tecido 6sseo[31,32]
e da medula 6ssea[33,34] sob microgravidade, ha uma completa falta de estudos
avaliando o comportamento de células osteolike derivadas do periosteo neste
contexto. O presente estudo empregou um clinostato 3D conhecido como
Maquina de Posicionamento Aleatério (RPM), que muda continuamente a
orientagdo das amostras em relagdo ao vetor de gravidade e € comumente
usado para simular condigdes de microgravidade[35]. Os resultados deste
estudo apoiam a hipotese de que células semelhantes a osteoblastos derivadas
do periosteo desenvolvem maquinaria molecular que favorece a osteogénese

em microgravidade.
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Embora a viabilidade das células osteoblasticas derivadas do periosteo
tenha sido reduzida apdés 3 horas sob microgravidade, essas células
apresentaram maior viabilidade do que aquelas em normogravidade apods 24
horas. Em 48 horas, nao foi observada diferenga significativa na viabilidade entre
as duas condigdes. Além disso, crescimento celular evidente ocorreu dentro do
periodo de 48 horas para os grupos tanto em normogravidade como em
microgravidade (ver Tabela 1). Esse comportamento contrasta com o de
osteoblastos derivados de osso e medula 6ssea cultivados em microgravidade,
que tipicamente apresentam uma redugao acentuada na viabilidade[16,33].

A anadlise de analitos relacionados a osteogénese mostrou que o cultivo
de células osteoblasticas derivadas do peridsteo em microgravidade aumentou
a secrecao de insulina, que € conhecida por auxiliar na formag¢ao e manutencao
o0ssea. Além de seu papel no controle glicémico, a insulina afeta diretamente os
osteoblastos, promovendo atividade anabdlica e facilitando a deposi¢cao da
matriz o6ssea. Ela desempenha um papel critico na homeostase 06ssea,
modulando o equilibrio entre a formacéo e a reabsorcédo 6ssea[36]. Individuos
com resisténcia a insulina ou diabetes frequentemente apresentam densidade
O0ssea e metabolismo prejudicados, aumentando significativamente o risco de

fraturas e outras complica¢des esqueléticas[37].

A microgravidade também aumentou a secregdo de osteoprotegerina
(OPG), que desempenha um papel fundamental na regulacdo da reabsorgéo
0ssea, atuando como um receptor chamariz para o RANKL (Receptor Ativador
do Ligante do Fator Nuclear-kB), bloqueando assim a ativagdo dos
osteoclastos[38]. Ao manter o equilibrio entre a formacgao e a reabsorgao 6ssea,
a OPG é fundamental para a prevencao de condicdes como a osteoporose, na
qual a reabsor¢ao excede a formacao[39]. Os resultados atuais contrastam
fortemente com os achados em osteoblastos derivados do osso, onde a
microgravidade demonstrou reduzir a secrecdo de OPG[32] e prejudicar a
regulacdo da reabsorgdo Ossea pelos osteoclastos[17]. Apoiando o efeito
anabodlico das células periosteais semelhantes a osteoblastos em
microgravidade, a redugao observada na expressao de DKK1 e TNF contribui

para o aumento da regeneragao 6ssea, uma vez que ambas as moléculas s&o
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conhecidas inibidoras da via de sinalizagdo Wnt, que regula a diferenciacao e a
funcéo dos osteoblastos[40].

Além disso, a secreg¢ao de IL-6 foi reduzida apdés 24 e 48 horas de
exposi¢cao a microgravidade. A IL-6 € uma citocina pré-inflamatéria com efeitos
pleiotrépicos nas respostas imunes, incluindo a ativagado de células imunes e a
inducéo da secrecdo de fator de crescimento[41]. Ela também desempenha um
papel fundamental na homeostase 6ssea, estimulando a produgdo de RANKL
nas células estromais da medula 6ssea, promovendo assim a reabsorcao
0ssea[42]. Portanto, a reducao de IL-6 observada neste estudo pode representar
um mecanismo de protecdo contra a reabsorcdo 6ssea. Novamente, esses
achados contradizem estudos anteriores com osteoblastos derivados do
endosteo, nos quais a microgravidade aumentou a secrec¢ao de IL-6[32,43].

ACP, volcano plots e mapas de calor demonstraram que a SMG exerceu
forte influéncia na expressdo génica em comparagdo a normogravidade. Os
resultados apdés 3 horas revelaram uma resposta celular imediata a
microgravidade, incluindo alteracbes em genes relacionados ao estresse,
inflamatdrios e metabdlicos. A ativacio precoce das vias de resposta ao estresse
sugere que as ceélulas percebem e reagem rapidamente ao novo ambiente. Os
resultados apds 24 horas mostram efeitos sustentados, potencialmente
indicando regulagdo adaptativa e o envolvimento de vias adicionais. Em 48
horas, as células pareciam ter atingido um estado estavel sob microgravidade,
possivelmente refletindo adaptagédo celular ou reprogramacgao metabolica. A
auséncia de viabilidade celular reduzida nesse momento descarta a morte
celular extensa. Assim, os dados de ACP, volcano plot e mapa de calor sugerem
que a microgravidade induz uma resposta rapida de expresséo génica — iniciada
ja em 3 horas — que persiste em 24 horas, mas diminui significativamente em
48 horas, implicando adaptacao celular ou diferenciacdo em um novo fendtipo
adaptado a microgravidade.

Essas observacdées em nivel de gene foram ainda mais apoiadas pela
analise em nivel de via usando a Analise de Enriquecimento de Conjuntos de

Genes. Em 3 horas, conjuntos de genes caracteristicos associados a sinalizag&o
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inflamatoria (por exemplo, TNF-a via NF-kB, IL6/JAK/STAT3), apoptose e
hipdxia estavam altamente enriquecidos em células expostas a SMG, refletindo
estresse precoce e ativagdo imunolodgica. Em 24 horas, muitas dessas vias
permaneceram ativas, mas apresentaram enriquecimento atenuado, sugerindo
adaptacado parcial. Em 48 horas, os padrdes de enriquecimento diminuiram
amplamente, indicando estabilizagdo transcricional sob microgravidade
prolongada. Essa mudanga temporal na ativacdo da via se alinha com
descobertas anteriores que mostram que o estresse precoce e as respostas
inflamatadrias frequentemente precedem a adaptagao funcional em células-tronco

ou progenitoras sob ambientes mecanicos alterados[44].

A andlise de RNA-seq revelou regulacdo dependente do tempo de
reguladores osteogénicos essenciais em células osteoblasticas derivadas do
periosteo expostas a SMG. Em 3 horas, genes como Sox9, BMP2, TGF-3s1/2/3
e multiplas isoformas de colageno foram significativamente suprarregulados,
sugerindo comprometimento precoce com a diferenciagdo osteogénica. Em 24
horas, o FGF18, um conhecido estimulador da proliferacdo osteoblastica,
apresentou expressao aumentada e, em 48 horas, o RUNX2 foi suprarregulado,
indicando progresséo para estagios posteriores da programagao osteogénica.
Esses resultados diferem de estudos anteriores que relataram supressao de
genes osteogénicos em microgravidade[45,46] e, em vez disso, corroboram um
modelo no qual as células periosteais retém e até aumentam o potencial

osteogénico nessas condig¢des.

A expressao elevada de Sox9, BMP2, TGF-B1, TGF-f2 e genes
relacionados ao colageno em 3 horas sugere que células semelhantes a
osteoblastos derivadas do periosteo iniciam a programacdo da maturagéo
precocemente, enquanto a secregdo de proteinas relacionadas a osteogénese
foi detectada apenas em 24 e 48 horas. A regulagéo positiva continua dos genes
do colageno em 24 e 48 horas, e de Runx2 e FGFs em 48 horas, pode indicar
estimulagdo osteogénica sustentada, correlacionando-se com aumento da
secrecdo de insulina, diminuicdo de IL-6 e regulagdo negativa significativa de
DKK1 e TNF — todos associados a efeitos promotores da osteogénese.



34

Dados de RNA-seq também mostram claramente uma resposta imediata
ao estresse em 3 horas, com regulagdo positiva de genes inflamatérios e
metabolicos (IER3, HBEGF, IL6, BHLHE40, RGS16, IL11, LIF, JUNB, EGR2,
TNFSF9, PDK4). Em 24 horas, as células parecem se envolver em ajustes
regulatorios e adaptagao. Embora a expressao do gene IL-6 tenha sido elevada
em 3 horas, sugerindo ativagao da via inflamatoria NF-kB, a analise do nivel de
proteina n&o revelou diferenga na IL-6 entre os grupos neste momento e, de fato,
uma diminui¢cdo significativa em 24 e 48 horas. Essa discrepancia pode ser
devido a rapida traducéo e degradacgao de citocinas ou a regulagao limitada na
fase inicial. Em 24 horas, o aumento da expressdo de MMP-3 sugere
remodelamento da matriz extracelular e possivel modulacdo da diferenciacao
osteogénica. Nenhum gene relacionado a osteogénese ou marcador inflamatorio
foi regulado significativamente neste momento, sugerindo estabilizacédo

transcricional celular ou adaptacao apds a resposta inicial.

Em resumo, os resultados indicam que as P-MSCs exibem uma resposta
adaptativa inicial a SMG envolvendo sinalizac&o inflamatoria e remodelacéo da
matriz extracelular, potencialmente apoiando a osteogénese. Os dados apoiam
a hipotese de que essas células desenvolvem programas moleculares favoraveis
a osteogénese sob microgravidade, transitando de um perfil inflamatério para um
pré-osteogénico. No entanto, é importante afirmar que usamos células de
peridsteo derivadas do palato e que células de peridsteo de outros locais podem
ter potenciais diferentes, pois, em condi¢ées de microgravidade, a densidade
mineral éssea diminui nas extremidades inferiores, mas aumenta no cranio[47].
Além disso, também é conhecido que as P-MSCs de regides craniofaciais
apresentam maiores taxas de renovacéo, niveis elevados de marcadores 6sseos
e um processo de senescéncia mais lento em comparacdo com as P-MSCs
derivadas de tecidos esqueléticos apendiculares, como a tibia [5]. Nesse sentido,
estudos adicionais s&o necessarios para validar esses achados, fortalecer a
hipétese proposta e esclarecer como as células osteoprogenitoras derivadas do
periosteo e os processos de regeneragdao O0ssea se comportam in vivo sob
condigbes prolongadas de microgravidade. Além disso, como o0s sinais
hormonais e as interagdes complexas entre tecidos podem afetar as respostas

celulares em sistemas vivos, a pesquisa in vivo pode fornecer resultados mais
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confidveis. Também ¢é essencial avaliar o comportamento celular em
microgravidade real, pois os modelos baseados em clinostato apresentam
limitagdes, incluindo aceleragdo residual, estresse de cisalhamento e mistura
constante do meio[48]. Se confirmados in vivo, nossos achados podem abrir
novos caminhos para o tratamento de doencas 6sseas, como a osteoporose,
usando o secretoma dessas células. Além disso, dada a crescente demanda por
missdes espaciais de longo prazo, culturas de células periosteais derivadas dos
préprios astronautas podem ser potencialmente usadas durante voos espaciais
para mitigar a perda éssea induzida pela microgravidade.
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3. CONSIDERAGOES FINAIS

A metodologia de cultivo de células osteolike do peridsteo palatino em
microgravidade avaliada neste estudo pode representar uma nova alternativa
para a producdo de biofarmacos relacionados a problematica da perda éssea.
Isso pode vir a ser valido tanto para o tratamento dos processos de perda dssea
por traumas, exodontias e infecgbes, como também para a tratamento da
diminuicdo da densidade &ssea decorrente da osteoporose e de viagens
espaciais de longa duragao, as quais representam um dos maiores empecilhos
organicos para a colonizagao de outros planetas.

De forma antagbnica aquilo que a literatura cientifica vem demonstrando
com relagédo as células osteoblasticas provenientes do enddsteo e da medula
Ossea, as células periosteais produzem proteinas ligadas ao aumento da
osteogénese e diminuicdo da osteoclase quando cultivadas em microgravidade
simulada. No presente estudo, a expressao destes analitos foi consubstanciada
pelo padrdo de expresséo génica, levando o nosso grupo a conclusédo de que o
grupo celular estudado no presente trabalho, quando cultivado em

microgravidade, exibe comportamento pro-osteogénico.

Esses achados destacam o potencial desta metodologia para ampliar as
opgdes terapéuticas no campo da engenharia de tecidos, oferecendo uma
alternativa terapéutica promissora aos tratamentos padréo, tais como o uso de
bisfosfonatos na osteoporose. Esses medicamentos, apesar de contribuirem
para 0 aumento da densidade éssea no tratamento da osteoporose, podem
apresentar importantes efeitos colateriais (e.g. osteonecrose dos maxilares) por
atuarem especialmente na inibicdo da osteoclase. Neste sentido, o
desenvolvimento de um produto que farmacodinamicamente, além de inibir a
reabsorcdo Ossea, estimule a formacado éssea, parece representar um futuro

promissor para a sociedade.

Se esse comportamento for comprovado in vivo, pode-se abrir uma nova
frente para tratamento de doencas désseas que afetam milhdes de pessoas ao

redor do mundo, seja por meio da utilizagao de células vivas ou seja por meio do
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uso do secretoma dessas células. Além disso, frente a demanda crescente para
viagens espaciais de longa duragao, o cultivo de células periosteais dos proprios
astronautas no ambiente microgravitacional, durante as missdes espaciais, pode
vir a servir de alento ao tratamento da perda de densidade 6ssea mineral
enfrentado por eles. Dessa forma, o “veneno” pode eventualmente tornar-se a

“cura”.
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