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1. INTRODUCAO

A Estimulacdo Transcraniana Magnética Estatica e a Estimulacao Elétrica
Transcraniana de Corrente Continua s@o técnicas consideradas nao invasivas,
econdmicas e faceis de aplicar, sendo utilizadas com a finalidade de reduzir a
excitabilidade cortical (MATSUMOTO et al., 20230). Ambas formas de estimulacéo
vem ganhando espag¢o como tratamento para diferentes patologias que afetam o
sistema nervosa central, como, depressao, Parkinson, epilepsia e dor neuropatica
(CRESPO et al., 2023; RIVADULLA et al., 2023).

Apesar de serem praticas ja aplicadas na clinica, os efeitos em células de
forma isolada ainda ndo sdo bem compreendidos, tanto em culturas saudaveis
guanto em cultivos com insultos patolégicos. Dentre as linhagens disponiveis para
0 estudo em cultivo primario estdo os astrocitos que desempenham papel
fundamental na homeostase cerebral. Portanto, o presente estudo teve como
objetivo demonstrar os efeitos da Estimulacdo Magnética Estatica (EME) em cultivo
celular primério de astrécitos normais/saudaveis e propor a continuidade desses
estudos com um outro método de estimulagéo, a Estimulacéo Elétrica de Corrente
Continua (ECC).

2. METODOLOGIA
2.1 CULTURA PRIMARIA DE ASTROCITOS

Foram utilizados o cortex de ratos Wistar neonatos (1 a 3 dias de vida)
obtidos no Biotério Central da Universidade. Os cortex foram dissecados
mecanicamente e adicionados a uma solugdo tampdo que foi submetida a
centrifugacéo a 1400 rpm por 7 minutos e o pellet ressuspendido com meio DMEM
(enriquecido com soro fetal bovino a 10%, gentamicina e anfotericina B, antibidtico
e antifangico, respectivamente) (FUNCHAL et al., 2014; SCHILDGE et al., 2013).

2.2 EME EM CULTURA PRIMARIA DE ASTROCITOS

Foram utilizadas placas de 24 poc¢os previamente impregnadas com poli-L-
lisina. Em cada pogo foi semado um total de 70.000 células; em seguida as placas
foram acondicionadas em incubadora com temperatura e CO:2 controlados (37°C e
5%, respectivamente). A cada 3 ou 4 dias foi realizada a troca do meio DMEM das
placas e apoés cerca de 18 dias, ap0s as culturas atingirem a confluéncia foi iniciado
0 processo de estimulag&o. Para isso, foram dividas em 5 grupos, Controle (ndo
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estimulado), 5 min, 15 min, 30 min e 40 min de estimulagdo. Cada placa foi
submetida ao respectivo tempo de EME 1 vez ao dia por 7 dias consecutivos. Apos
o ultimo dia de estimulacdo foram analisadas as enzimas catalase (CAT) e
superoxido dismutase (SOD), a capacitade antioxidante total (ACAP), os niveis de
sulfidrila (SH) e os niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)
(AEBI, 1984; AKSENOV & MARKESBERY, 2001; AMADO et al., 2009; FEDERICI
et al., 2007; MISRA & FRIDOVICH, 1972).

O dispositivo de EME foi construido exclusivamente pelo Laboratério de
Engenharia Biomédica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre para testar a
aplicacado de EME em culturas celulares. O aparelho consiste em uma placa suporte
de 24 pocos com imas com forma cilindrica de 12x6 mm (didmetro x altura) e a
forca da estimulacdo foi de 305 mT (2% de tolerancia), que é um campo
moderado.

2.3 ECC EM CULTURA PRIMARIA DE ASTROCITOS

Os ensaios com a ECC ocorrerdo da mesma forma que da EME descrita
acima. Os mesmos parametros serdo avaliados a fim de realizar comparacdes
entre as técnicas. As Unicas diferencas serdo as placas que nesse caso serdao
utilizadas de 12 pocos sendo semeadas 300.000 células por poco, sendo divididas
em 5 grupos, controle (ndo estimulado), 5 min, 15 min, 30 min e 40 min de
estimulacdo, apods atingirem a confluéncia, cada placa serd4 submetida ao
respectivo tempo de ECC 1 vez ao dia por 7 dias consecutives e 24h apé o ultimo
dai passaram pelos ensaio de CAT, SOD, ACAP, SH e TBARS.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 A EME DESFAFORECE O EQUIL’iBRIO OXIDATIVO DA CULTUTA DE
ASTROCITOS

A defesa antioxidante € fundamental para a manutencao e sobrevivéncia dos
astrocitos e algumas enzimas desempenham um papel importante nessa funcao,
dentre elas, destacam-se CAT e a SOD. Além disso, a ACAP, o grupamento SH e
os niveis TBARS também sao relevantes para a complementacdo dos achados
guanto ao equilibrio oxidativo.

A EME provocou algumas alteracdes nesse equilibrio. A ACAP apresentou
diminuicao nos tempos de estimulacéo de 5 e 40min, enquanto os niveis de TBARS
aumentaram em todos os tempos de exposicdo a EME quando comparado ao
grupo controle (CT). Em contrapartida, as enzimas CAT, SOD e o grupo SH néao
apresentaram resultados estatisticamente significativos (tab. 1).

Tabela 1. Resultados da EME em cultivo de astrocitos

Parametros CT 5min 15min 30min 40min
ACAP - 1 - - 1
CAT - - - - -
SOD - - - - -
SH - - - - -

TBARS i 1 1 1 1
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Andlise de ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey. Resultados
significativos com p<0,05.

Foi observado que houve uma desconexao entre os resultados de estresse
oxidativo, havendo ao mesmo tempo, aumento de peroxidacao lipidica e reducéo
da capacidade total antioxidante indicando a presenca elevada de espécies
reativas ao oxigénio enquanto as enzimas antioxidantes mantiveram seus niveis
normais entre os grupos. Esses resultados indicam uma desestabilizacdo do
equilibrio oxidativo.

Uma possivel justificativa para esse perfil de resultados pode ser em relagéo
ao possivel envolvimento de outras vias antioxidants ndo avaliadas. Além disso,
nao se pode desconsiderar totalmente a hipotese de que a EME pode ter causado
uma ativacao dessas células tornando-as reativas podendo levar a esse efeito de
aumento de espécies reativas (BOLANOS, 2016; MCBEAN, 2017).

3.2 EME E ECC EM CULTURAS PRIMARIAS DE ASTROCITOS E A
UTILIZACAO DE CELULAS SAUDAVEIS.

Tanto a EME j& utilizada em culturas de astrocitos quanto a ECC séo
utilizadas em cultivos de células normais/saudaveis, mas qual seria o intuito dessa
andlise se poderiam ser utilizadas como método de tratamento frente a insultos e
visto que ja sao utilizadas em praticas pré-clinicas e clinicas? Atualmente, existem
alguns estudos em roedores e humanos avaliando a acédo da EME e da ECC como
tratamento de doencas que afetam o cérebro (BEROS et al., 2024, LI et al., 2022;
SALEHINEJAD et al., 2022; SOTO-LEON et al., 2022) Entretanto, a nivel celular
ainda sao escassas as pesquisas quanto aos efeitos de ambas as estimulacfes. A
partir do cultivo em células especificas do cérebro € possivel elucidar mais
precisamente mecanismos fisiolégicos e bioquimicos principalmente em linhagens
saudaveis para que a partir disso seja possivel aplicar em cultivos de células
induzidas a diferentes patologias. A utilizacdo prévia em culturas
normais/saudaveis permite determinar com mais precisao esses efeitos do que
quando apenas utilizado um grupo controle em experimentos, principalmente
guando se esta utilizando como método terapéutico de protocolos e doencas ainda
nao estudas em culturas.

4. CONCLUSOES

Dado o exposto, se conclui que os resultados obtidos por meio da EME em
cultivo primario de astrocitos sdo inovadores, mostrando a nivel celular algumas
das alteragcbes que podem ser causadas e auxiliando na determinagdo do
delineamento de novas pesquisas e protocolos. Da mesma foram sera realizado
com a ECC sendo possivel fazer uma comparacgéo de resultados.
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