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APRESENTACAO

A colecao “Topicos Multidisciplinares em Ciéncias Biolégicas” € uma obra composta
por estudos de diferentes areas das ciéncias bioldgicas e da saude. A obra foi ampliada e
recebeu mais 47 capitulos distribuidos em trés volumes. Os e-books foram organizados
por trabalhos resultantes de pesquisas, ensaios teodricos e vivéncias dos autores.

As ciéncias biologicas englobam areas do conhecimento relacionadas as ciéncias
da vida e incluem a biologia, a saude humana e a saude animal. Nesta obra, apresento
textos completos e atuais sobre estudos desenvolvidos durante a formagdo académica
ou na pratica profissional. Os autores séao filiados a diversos cursos de graduacéo e de
pds-graduacdo em ciéncias biologicas, saude, tecnologia e areas afins.

Em seus 17 capitulos o volume 4 € uma coletdnea com temas relevantes para a
saude publica. De forma categorizada, os trabalhos de pesquisas, relatos de experiéncias,
revisbes narrativas e ensaios teodricos transitam nos varios caminhos da integracao
ciéncias biologicas e saude. Neste volume vocé encontra textos sobre doencas tropicais,
infecciosas, degenerativas, cronicas nédo transmissiveis, educacdo em saude e muito
mais.

Espero que as experiéncias compartilhadas neste volume contribuam para o
enriquecimento de novas praticas profissionais em saude com olhares multidisciplinares
para as ciéncias biolégicas e suas areas afins. Agradeco aos autores que tornaram essa
edicéo possivel e desejo uma étima leitura a todos.

Edson da Silva
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RESUMO: O envelhecimento celular é um
processo que causa parada do crescimento da
célula e liberacéo de fatores inflamatérios que
produzem uma condicao tecidual que propicia
o desenvolvimento de canceres e processos
neurodegenerativos. Em trabalhos anteriores
mostramos que o carbonato de litio (Li,CO,), em
baixas doses, estabilizou a memdéria e reduziu
as caracteristicas neuropatoldgicas da doenca
de Alzheimer em seres humanos e em modelos
animais. Alem disso, verificamos que o Li,CO,
também protege astrocitos derivados de células
pluripotentes induzidas humanas (iPSCs) da
liberagcédo espontédnea de fatores associados
ao envelhecimento celular. Portanto, o objetivo
desse trabalho foi verificar se Li,CO, protege
astrécitos da morte celular e do envelhecimento
causado por um agente promotor de estresse
oxidativo. Astrocitos humanos, provenientes
de linhagem celular de glioblastoma (U343)
foram cultivados em meio DMEM contendo
10% de soro fetal bovino e 2% de antibi6tico e
antimicético. Diferentes densidades de células
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foram incubadas com 200 yM de H,O, durante 2h e 24h, seguidas de ensaio de viabilidade
celular por reducdo de tetrazdlio (MTT). Em seguida, outras amostras de células foram
incubadas com 200 yM de H,O, por 2 horas e tratadas, logo depois, Li,CO, (2,5 uM, 10 uM e
25 uM). Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallys, seguido do teste de Dunn’s.
Foi verificado que a incubagéo de H,0, durante 2h ndo promoveu morte celular significativa
das células, como esperado, uma vez que com esses parametros o H,0, deve somente
promover a liberagcdo de marcadores de envelhecimento celular. Por outro lado, a incubagao
da mesma concentracdo por 24h promoveu reducao significativa de 41,4% da viabilidade
celular (P < 0,01) em amostras com 10* células. Nas concentracdes de 2,5 yM e 10 yM, o
litio n&o alterou a viabilidade celular na auséncia ou presenca de H,O,. Por outro lado, na
concentracao de 25 yM houve reducéo significativa da viabilidade, indicando um aumento
de toxicidade. Em amostras com 200 x 108 células, a incubagcdo da mesma concentracéo
de H,O, durante 2h promoveu pequena redugéo e desorganizagdo das células, que foram
revertidas com as doses mais baixas de Li,CO,. A falta de efeito com a dose mais alta de
Li,CO, (25 uM) esta sob investigagao.

PALAVRAS-CHAVE: Envelhecimento celular; Doenca de Alzheimer; litio em microdose.

EFFECTS OF MICRODOSING LITHIUM FOR VIABILITY OF IMORTALIZED HUMAN
ASTROCYTES

ABSTRACT: Cellular senescence is a process that causes growth arrest and the release
of inflammatory factors that lead to the development of cancers and neurodegenerative
processes. In previous works we showed that lithium carbonate (Li,CO,), in low dose,
stabilized the memory and reduced the neuropathological characters of Alzheimer’s disease
in both humans and animal models. Besides that, we verified that Li,CO, also protected human
astrocytes derived from induced pluripotent stem cells (iPSCs) from spontaneous release of
senescence-associated secreted phenotypes. The aim of this work was to verify if Li,CO,
can protect astrocytes from cellular death and cell senescence caused by an oxidative stress
agent. Human astrocytes, from a glioblastoma cell line (U343), were cultivated in DMEM with
10% bovine serum albumin and 2% antibiotic and antimicotic. Different cell densities were
incubated with 200 yM H,O, during 2h and 24h, followed by cell viability assay with MTT.
Following that, other cell samples were incubated with 200 yM H,O, for 2h and treated, soon
after, with Li,CO, (2,5 yM, 10 uM and 25 yM). Data were analyzed by Kruskal-Wallys test,
followed by Dunn’s test. It was verified that incubation with H,0, during 2h did not promote
significant cell death, as expected, once with this parameters, H,0, may only promote release
of senescence-associated factors. However, incubation of the same concentration for 24h
promoted significant reduction of 41.4% of cell viability (P < 0.01) in samples with 10 x 103
cells. With 2.5 yM and 10 pyM, there was no change in cell viability in the absence or presence
of H,O,. However, with 25 yM a significant reduction in the viability was observed, suggesting
an increase in toxicity for cells. In samples with 200 x 10° cells, incubation with the same
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H,O, concentration during 2h promoted little reduction and disorganization of cells, that were
reverted with the lower Li,CO, doses. The lack of effect with the highest concentration (25
UM) is under investigation.

KEYWORDS: Cell senescence; Alzheimer disease, microdising lithium

11 INTRODUCAO

Durante as ultimas décadas a velhice tem se tornado uma das fases da vida mais
marcantes para o fendbmeno do envelhecimento. No mundo todo, o investimento em
pesquisas relacionadas a gerontologia tem ganhado espacgo, isso acontece devido a
demanda que esses temas tem apresentado na sociedade, e a necessidade de responder
diversos questionamentos antes inesistentes. Essas pesquisas rodeiam conceitos de
senescéncia e senilidade e se tornaram base e suporte para a compreensao de modelos
de envelhecimento considerados normais e modelos de envelhecimento relacionados a
doencas (respectivamente).

A deméncia é um processo de doenca, associado ao envelhecimento, que resulta
em prejuizo das fungdes cognitivas e intelectuais do individuo idoso. Segundo o instituto
brasileiro de geografia e estatistica (IBGE) do ano de 2010, 14,5 milhdes de brasileiros
tem 60 anos ou mais. A doenca de Alzheimer (DA) acomete de 5% a 10% dos pacientes
acima de 60 anos e 20% a 40% dos acima de 80 anos.

O envelhecimento celular € um fendmeno multifacetado que funciona principalmente
no desenvolvimento de doencgas pro-inflamatérias relacionadas a idade (Vicente et
al.,2016). E caracterizado por um estado celular alterado que é ativado em resposta ao
DNA, provocado por diversos estimulos como o encurtamento telomérico, ativacdo da
oncogénese, estresse oxidativo e fusdo célula-célula (Biran et al.,2017).

As principais alteragcdes celulares incluem nucleos irregulares, mitocondrias
pleomérficas, reticulo endoplasmatico reduzido e aparelho de Golgi distorcido (Barbon
et.al.,2016). Além disso, o estado de envelhecimento celular faz com que a célula adquira
efeitos benéficos ou prejudiciais nos tecidos em que se encontram (Biran et al.,2017).

Em trabalhos anteriores mostramos que o carbonato de litio (Li,CO,), em baixas
doses, estabilizou a meméria e reduziu as caracteristicas neuropatolégicas da doenca
de Alzheimer em seres humanos e em modelos animais (Nunes et al.,, 2013; Nunes et
al., 2015). Além disso, verificamos que o Li,CO, também reduziu a neuroinflamagéo em
hipocampos de camundongos com envelhecimento acelerado (Toricelli et al., submetido?)
e protegeu astrocitos derivados de células pluripotentes induzidas humanas (iPSCs) da
liberacdo espontédnea de fatores associados ao envelhecimento celular (Viel et al., em
fase final de redacao?).

1 Toricelli M, Evangelista SR, Buck HS, Viel TA. Microdose lithium treatment reduced inflammatory factors and neurodegen-

eration in organotypic hippocampal culture of old SAMP-8 mice. Submetido a Cellular and Molecular Neurobiology.
2 Viel TA, Chinta S, Rane A, Chamoli M, Buck HS, Andersen JK. Microdose lithium reduced cellular senescence in human

Topicos Multidisciplinares em Ciéncias Biologicas 4 Capitulo 13



A utilizagao terapéutica inicial do Litio foi em 1840, na forma de carbonato, usada
para tratamento da gota. Hoje seu uso estd bem estabelecido para transtornos bipolares,
além de outras condi¢bes como autismo, doencas de Parkinson e Alzheimer e para
esclerose lateral amiotréfica (Mintz and Hollenberg 2019, Moors et al. 2017, Wilson et al.
2020, Limanagqi et al. 2019).

Uma vez que o envelhecimento celular € um processo que causa parada do
crescimento da célula e liberacéo de fatores inflamatorios que produzem uma condicéo
tecidual que propicia o desenvolvimento de cénceres e processos neurodegenerativos, a
hipétese do presente projeto € que o tratamento com ions de litio em microdose protege
as células do sistema nervoso central, refreando o envelhecimento celular.

2| OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o envelhecimento de astrécitos de
linhagem U343 apos a incubagédo com perdxido de hidrogénio e verificar se o Li,CO, em
microdose, protege esses astrocitos da morte celular e do envelhecimento causado pela

inducéo do agente promotor de estresse oxidativo.

3 | MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagem de astrécitos

Foram utilizadas células de linhagem de glioblastoma humano U343. A aliquota foi
gentilmente cedida pela Prof* Dr? Carolina Demarchi Munhoz do Instituto de Ciéncias
Biomédicas (ICB) da Universidade de Sdo Paulo. As células foram mantidas em meio de
cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2mM de L-glutamina, 0,1mM
de aminoacidos nao essenciais e 1,0mM de sbdio-piruvato (Laezza et al., 2015). Mantidas
em incubadora a 37°C e 5% de CO,, em uma atmosfera imida.

3.2 Ensaio de viabilidade celular pela formacao mitocondrial (MTT)

As células foram expandidas, e cultivadas em trés passagens diferentes (passagem
16, 17 e 19) para a realizacdo da avaliacdo de viabilidade celular, utilizando o ensaio
de MTT. Esse ensaio consiste em avaliar a citotoxicidade das fun¢gdes mitocondriais,
analisando a capacidade das células viaveis de reduzirem metabolicamente o sal
MTT [3-(4,5-dimetiltiazol, 2-il)- 2,5-difenil brometo de tetrazolium], que é um composto
hidrossoluvel facilmente incorporavel pelas células viaveis (Bochnie et al., 2016). Esse
composto é reduzido pelas enzimas desidrogenases, que estdo associadas ao NADPH
e ao NADH (doadores de elétrons). Quando reduzido, o MTT é convertido em cristais de
formazan, de cor azul escuro, que ficam armazenados no citoplasma celular.

iPSCs-derived astrocytes. Em fase final de redagéo.
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Para o reconhecimento e validagao do ensaio, ele foi realizado em triplicata técnica
e biolégica. Em trés placas de 96 pocos foram acomodadas quatro diferentes densidades
celulares, foram elas: 5 mil células, 10 mil células, 20 mil células e 50 mil células. As
células foram lavadas e coletadas com adicédo de tripsina (2,5 %) da garrafa de cultivo,
foram contadas, e entdo semeadas nas placas de 96 pocos, de acordo com as densidades.
As placas foram mantidas na incubadora com 200ul por po¢o de meio de cultura DMEM
suplementado por 24 horas antes de iniciar a incubacéo.

Apds esse periodo, as células foram incubadas com perdxido de hidrogénio na
concentracao de 200pM e a placa foi mantida na incubadora por 24 horas. No dia seguinte,
outros trés pocos de cada densidade celular e de cada placa foram incubados com H202
(200uM) por 2 horas.

Apéds o término dos dois periodos de incubacao, o meio de cultura foi retirado e todos
os pocos foram preenchidos com 100yl de solugdo MTT (5mg/ml) e incubados por um
periodo de 2 horas, a 37°C. Apds esse periodo, o volume foi removido e substituido por
200ul de DMSO, que foi incubado por 10 minutos em incubadora a 37 °C.

ApoOs as incubagdes foi realizada a homogeneiza¢éo do contetudo de cada pocgo e a
leitura da absorbancia foi realizada no equipamento de espectrofotometria, a 570nm.

3.3 Ensaio de inducao de envelhecimento celular e tratamento com carbonato de litio

(Li2COs)

Para a realizacédo deste ensaio, as células foram semeadas na densidade de 10*
células/pogo, em triplicata. Apds 24h de estabilizacdo, parte delas foi tratada com H,O,
por duas horas para inducdo do envelhecimento celular. Logo em seguida, algumas
células foram tratadas com litio nas concentracdes de 2,5 yM, 10uM e 25 yM, de acordo
com trabalho anterior do grupo (Viel et al., em fase final de redacao). Dessa forma, os
seguintes tratamentos foram estabelecidos: Controle (apenas o meio de cultura), H202,
H20:2 + Li2COs3 2,5uM, H202 + Li2CO3 10uM e H20:2 + Li2CO3 25uM. Os tratamentos foram
mantidos por 5 dias e o meio de cultura, contendo ou ndo Li2COs, foi trocado a cada
2-3 dias. No 5° dia o meio de cultura foi trocado por meio 0% FBS, com o objetivo de
causar estresse nas células, e consequentemente, aumentar a liberagcdo dos fendtipos
associados ao envelhecimento (Mota et al., 2014).

O potencial protetor do litio também foi observado macroscopicamente a partir de
células semeadas em garrafas T-25 na densidade de 200 x 108 células. O protocolo de
indugéo de envelhecimento celular com 200 yM de H,O, e tratamento com diferentes

concentragdes de Li,CO, foi realizado como o descrito acima.
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4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaio de viabilidade celular pelo MTT

O peroxido de hidrogénio (H,O,) € um conhecido estressor celular, sendo amplamente
utilizado para induzir o envelhecimento celular (Gambino et al., 2013). No presente
experimento, inicialmente, foi avaliada a relagao entre a densidade de células e o tempo de
incubagao com H,0, em células de linhagem de astrocitos U343. Para esse experimento,
esperavamos que o H,0, na concentracdo de 200M causasse diminuicdo da viabilidade
celular entre 50- 60% em duas variaveis de tempo.

Apéds duas horas de incubacéo nao foi observada alteracdo da morte celular, como
descrito anteriormente para astrécitos derivados de células pluripotentes humanas,
incuabadas com a mesma concentracdo de H,O, e pelo mesmo tempo (Bhat, 2012)

(Figura 1).
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Figura 1. Viabilidade celular de astrécitos U343 apés incubagdo com H,0, 200 yM. A incubacao
das células por 24 horas promoveu morte celular, que foi estatisticamente significativa em pogcos com

10* células. Os simbolos, histogramas e barras verticais sdo os valores, as médias e erros-padréo,
respectivamente.

4.2 Ensaio de viabilidade celular na presenca de H,0, e diferentes concentracoes de
litio.

As células semeadas em densidade de 10* foram inicialmente tratadas com as
diferentes concentragées de Li,CO, (2,5uM, 10uM e 25uM) para verificar se o proprio metal
poderia causar reducdo da viabilidade celular. Foi verificado que apenas a concentracao
de 25 yM promoveu reducao significativa de 54,15% (P < 0,05) na viabilidade celular, em

relacdo ao grupo Controle (Figura 2A).
Em outro conjunto de células, com densidade semelhante, foi feita incubacéo de
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200 pM de H,O, por 2h e, em seguida, com Li,CO, durante 24 horas nas diferentes
concentragdes (2,5uM, 10uM e 25uM).

Como verificado anteiormente, a incubagéo de 200 M de H,O, por duas horas néo
alterou a viabilidade das células (Figura 2B). Da mesma forma, as doses de 2,5uM e
10pM de litio, na presenga de H,O,, ndo alteraram a viabilidade celular (Figura 2B). Por
outro lado, a incubagéo de 25uM de Li,CO, promoveu reducéo significativa de 54,2% (P
< 0,05) da viabilidade em comparag&o ao grupo incubado apenas com H,O,, mostrando
um efeito téxico.
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Figura 2. A. Analise da viabilidade celular na presenca de diferentes concentracoes do Litio (A) e
frente a incubacéo prévia de 200 uM de H,0,. Apenas a concentrag¢ao de 25 yM de Li,CO, promoveu
redugéo da viabilidade celular na auséncia ou na presenca de H,0O,, indicando um efeito toxico dessa
concentracéo.

Até o momento ainda néo existe na literatura informacéo relacionada a doses tao

baixas de litio em astrécitos humanos com relagéo a viabilidade celular.

4.3 Analise macroscoépica do potencial protetor do litio em microdose para astrocitos

humanos

A observacdo macroscépica da protecdo de astrécitos humanos frente a inducéao
de envelhecimento celular foi realizada em células semeadas na densidade de 200 x 103
células, em garrafas T-25.

Ao compararmos o grupo H202 com o grupo controle, € possivel verificar que as
células com inducao de envelhecimento aparentemente estavam maiores e em menor
quantidade, apresentando uma desorganizacgéao, causada pela incubagao de H,O,.

Quando iniciado o tratamento com Litio, foi possivel observar alteracées nas
caracteristicas celulares de acordo com cada concentragao utilizada. As células incubadas
com as concentracdes de 2,5¢uM e 10uM de Litio foram as que apresentaram imagens

que mais se aproximaram da imagem do grupo controle, apresentando conformacao,
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organizagdo e densidade celular bem parecida. Por outro lado, as células incubadas
com a maior concentracao de Litio (254M) mantiveram caracteristicas morfoldgicas muito
parecidas com as células incubadas com H202, apresentando maior desorganizacao,
aparente diminuicdo de densidade celular e conformagdo um pouco maior e espacada
entre as células. Esses dados estdo em conformidade com experimentos realizados
anteriormente pelo grupo, onde o envelhecimento celular espontdneo observado em
astrécitos humanos (Bhat et al., 2012) foi revertido com a incubacdo das mesmas
concentracgoes de litio (2,5 uM e 10 uM) (Viel et al., em fase final de redacao?).

H,0, " 5uM Li H, 0+ 1ML 'o +25uM L

Figura 3. Imagens representativas da diferenca entre os grupos de tratamento em comparacao
ao grupo controle e grupo sem tratamento. A) No controle pudemos observar uma organizagao
celular. B) No grupo H202 vimos uma aparente diminui¢do de densidade celular, mudanca de
conformagédo e desorganizagao celular. C) No H,O,+Li 2,5,M as células demonstram certa
reorganizagéo. D) O grupo H202+Li 10pM também apresentou uma maior organizagéo celular. E) No

grupo H,0_+Li 25M observamos aparente diminui¢&o e desorganizagéo celular.

51 CONCLUSAO

Em conclusao, foi verificado que a concentragédo de 200uM de H,O, incubada por
2 horas ndo causou morte celular. Porém, causou uma aparente desorganizacédo dos
astrocitos, que pode estar relacionada a inducéo do envelhecimento celular. A presenca
das doses mais baixas de litio também néo alterou a viabilidade celular, diferente do
observado com a dose mais alta, que aparentemente é toxica.
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