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RESUMO

O cancer ¢ uma das causas mais comuns de morte mundialmente. Os tratamentos disponiveis
sdo associados a numerosos efeitos adversos, aliado a pequena porcentagem de pacientes que
atingem a completa remissdo, instigando a necessidade de novas estratégias terapé€uticas. Tendo
isto em vista, a utilizacdo de imas estaticos no sistema nervoso central surge como uma técnica
de neuromodulacdo ndo invasiva que oferece novas possibilidades de tratamento, sendo
necessaria, porém, uma compreensao completa dos mecanismos de acdo subjacentes a resposta
celular. O principal objetivo desta tese foi investigar os efeitos da Estimulagdo Magnética
Estatica (EME) sobre a viabilidade, morte, ciclo e proliferacao celular, e autofagia e quantidade
de mitocondrias. Inicialmente foram testados diferentes tempos de estimulacdo (6, 12, 24, 36h,
72 horas e 6 dias) com intensidade de 0,3T na linhagem de neuroblastoma SH-SYS5Y em
cultura. Para verificar a resposta celular a EME, os parametros de viabilidade celular (MTT),
morte e ciclo celular (coloragdo de anexina-V/PI e analise de iodeto de propidio,
respectivamente), proliferacao celular (CFSE), autofagia (laranja de acridina) e quantidade total
mitocondrial (MitoTracker™ Verde) foram analisados. Verificou-se que a exposicdo a EME
0,3T por 24h e 6 dias, reduziu a viabilidade celular das células SH-SY5Y (P<0,05), sem
alteragdes nas células da linhagem HMVII, utilizadas como comparagao para outro tipo tumoral.
Nenhuma diferenca foi encontrada nos parametros de morte celular ou parada do ciclo celular
em SH-SYSY (P>0,05). Adicionalmente, houve redu¢do da autofagia e proliferagao celular apos
6 dias de exposicao e diminui¢gdo do nimero de mitocondrias em ambos os tempos (P<0,05).
Em conclusdao, a EME reduziu a viabilidade celular (0,3T/24h e 6 dias), a proliferagdo, a
autofagia (0,3T/6 dias) e o numero de mitocondrias em células SH-SYS5Y (0,3T/24h e 6 dias),

mostrando ser uma potencial terapia adjuvante no tratamento de tumores neuronais.

Palavras chave: Estimulagdo Magnética Estatica, Cancer, Proliferacdo, Autofagia,

Mitocdndrias



ABSTRACT

Cancer is one of the most common causes of death worldwide. Available treatments are
associated with numerous adverse effects, coupled with the small percentage of patients who
achieve complete remission, prompting the need for new therapeutic strategies. With this in
mind, the use of static magnets in the central nervous system emerges as a non-invasive
neuromodulation technique that offers new treatment possibilities, however, a complete
understanding of the mechanisms of action underlying the cellular response is necessary. The
main objective of this thesis was to investigate the effects of Static Magnetic Stimulation (SMS)
on cell viability, death, cell cycle and proliferation, and autophagy and number of mitochondria.
Initially, different stimulation times were tested (6, 12, 24, 36h, 72 hours and 6 days) with an
intensity of 0.3T in the SH-SYS5Y neuroblastoma lineage in culture. To verify the cellular
response to SMS, the parameters of cell viability (MTT), cell death and cell cycle
(annexin-V/PI staining and propidium iodide analysis, respectively), cell proliferation (CFSE),
autophagy (acridine orange) and total mitochondrial amount (MitoTracker™ Green) were
analyzed. It was found that exposure to SMS 0.3T for 24h and 6 days reduced the cell viability
of SH-SYS5Y cells (P<0.05), with no changes in cells of the HMVII lineage, used as a
comparison for another tumor type. No difference was found in cell death or cell cycle arrest
parameters in SH-SYS5Y (P>0.05). Additionally, there was a reduction in autophagy and cell
proliferation after 6 days of exposure and a decrease in the number of mitochondria at both
times (P<0.05). In conclusion, SMS reduced cell viability (0.3T/24h and 6 days), proliferation
and autophagy (0.3T/6 days) and the number of mitochondria in SH-SYS5Y cells (0.3T/24h and

6 days), showing to be a potential adjuvant therapy in the treatment of neuronal tumors.

Key-words: Static Magnetic Stimulation, Cancer, Proliferation, Autophagy, Mitochondria
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1. APRESENTACAO

Este trabalho compdem a tese de doutorado intitulada “Efeito da Estimulacdo Magnética
Estatica em cultura celular de neuroblastoma”, apresentada ao Programa de Pds-Graduacao em
Medicina: Ciéncias Médicas, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O trabalho ¢
apresentado em trés partes, na seguinte ordem: (1) Introducdo, Revisdo da Literatura,
Justificativa e Objetivos; (2) dois Artigos Cientificos e (3) Conclusdes, Consideragdes Finais e
Perspectivas Futuras.

Na primeira parte ¢ feita uma revisdo sobre o tema, abordando o que se sabe sobre
Estimulacdo Magnética Estatica (EME) e seus efeitos em células tumorais. A revisdao de
literatura demonstra a caréncia de estudos que busquem o entendimento do mecanismo de acao
e efeitos EME em células de neuroblastoma, um céancer infantil agressivo. Com o intuito de
elucidar estas questdes, dois artigos foram desenvolvidos.

O primeiro artigo, intitulado "Static Magnetic Stimulation Induces Cell-type Specific
Alterations in the Viability of SH-SY5Y Neuroblastoma Cell Line" (Estimulagdo Magnética
Estatica induz alteracdes do tipo célula especificas na viabilidade da linha celular de
neuroblastoma SH-SYS5Y) objetivou estabelecer um método de Estimulacdo Magnética Estatica
em cultura celular e avaliar o efeito de diferentes protocolos de exposi¢do de campo estatico em
culturas celulares de neuroblastoma humano SH-SY5Y, de SH-SYS5Y diferenciadas, de
Melanoma Vaginal (HMV II) e de mesenquimais derivadas de adipocitos, utilizando parametros
de toxicidade, morte, divisao celular e neuroplasticidade. Este artigo estd publicado no Journal
Anticancer Research (2020).

O segundo artigo, intitulado "Static Magnetic Stimulation decreases viability, proliferation
and autophagy of the SH-SY5Y cells" (Estimulagdao Magnética Estatica diminui a viabilidade,
proliferagao e autofagia das células SH-SYS5Y), segue a linha de investigagao do primeiro artigo
buscando complementar os dados referentes ao  potencial efeito da EME. Neste estudo foi
desenvolvida uma curva de tempo de estimulagdo, utilizando a mesma intensidade utilizada no
primeiro artigo, a fim de analisar se a resposta do EME ¢ tempo-dependente. Adicionalmente
foram avaliados os parametros a seguir: viabilidade, morte, ciclo e proliferagdo celular, assim
como autofagia e quantidade mitocondrial.

Apos a apresentagdo dos dois artigos, hd uma conclusdo geral e algumas consideracgdes finais
com perspectivas futuras. Em sequéncia, os anexos mais significativos sao apresentados. Dessa
forma, a tese procura contribuir para a compreensao da relagao entre a EME em cultura celular

e, principalmente, em células de neuroblastoma, como uma potencial ferramenta terapéutica.

11



2. INTRODUCAO

Estudos eletrofisiologicos tém aumentado muito o entendimento da atividade cerebral normal e
em condic¢des de doenga. Os avangos tecnologicos podem ser observados em pesquisas de ponta
em diversas areas como neurologia, psiquiatria, psicologia e no incremento de terapias
farmacologicas e ndo farmacoldgicas. Um dos grandes achados, a partir de estudos utilizando
eletrofisiologia, tem sido a utilizacdo de estimulagdo central (Noohi e Amirsalari, 2016).

Por mais de uma década, a estimulacdo cerebral ndo invasiva (NIBS, da sigla em inglés) tem
sido utilizada para o tratamento de diversas doencas (Zhu et al., 2015). Nas tltimas décadas tem
havido um crescimento no uso de NI/BS tais como Estimulacao Magnética Transcraniana (EMT)
ou Estimula¢do Transcraniana por Corrente Continua (ETCC) (Huang et al., 2005). No entanto,
essas técnicas apresentam alguns efeitos colaterais que algumas vezes podem ser
desconfortaveis aos pacientes (Nitsche et al., 2008). Consequentemente, tém sido investigadas
outras alternativas ndo farmacoldgicas como a Estimulagdo Magnética Estatica transcraniana
(EMEt), uma nova técnica de neuromodulacdo que poderia superar alguns dos problemas
apresentados pelas técnicas citadas anteriormente, entre eles o alto custo econdmico.

A técnica de Estimulacio Magnética Transcraniana baseia-se na geracdo de um campo
magnético por meio de uma bobina acoplada a um gerador. Este campo magnético aplicado no
escalpo produz uma corrente elétrica capaz de despolarizar a membrana neuronal (Barker et al.,
1985; Rossi et al., 2009). O estimulo magnético atinge aproximadamente 2cm de profundidade,
podendo variar de acordo com a bobina utilizada (Zangen et al., 2005). No entanto, este
estimulo, além de atingir regides corticais, pode influenciar também, de forma indireta, a
atividade neuronal em regides subcorticais (Lefaucheur, 2006).

A ETCC, por sua vez, requer dois eletrodos, um anodo e um céatodo, que geralmente sao
colocados sobre o couro cabeludo. Seus efeitos sdo variaveis e dependem de varios fatores,
como tamanho e montagem do eletrodo, duracdo da estimulagdo, densidade de corrente e
caracteristicas do tecido cerebral sob os eletrodos (Zettin et al., 2021). Busca-se com essa
técnica produzir alteragdo no limiar de potencial de repouso da membrana plasmatica e,
consequentemente, modificacdes na plasticidade sinaptica dos neuronios, ocorrendo portanto, a
ativacao do sistema inibitorio (Cioato et al., 2016).

O uso de imas estaticos no Sistema Nervoso Central (SNC) ¢ uma técnica emergente de
neuromodula¢do ndo invasiva que oferece novas possibilidades de tratamento. Sua aplicagdo ¢
simples, econdmica e reversivel. Traduzida para o contexto clinico, parece ser uma ferramenta
segura ¢ promissora no tratamento de doengas neurologicas (Viudes-Sarrion et al., 2021). Na
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Figura 1 podemos ver como as técnicas agem a nivel fisioldgico e quais seus modos de agao.
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Figura 1. Diferengas entre EMT, ETCC e EME. Fonte:Viudes-Sarrion et al., 2021.

2.1. Efeitos da EME (Estimulagao Magnética Estatica) sobre modelos de cultura de células

Pouco se sabe sobre o efeito da EME, sendo necessarios mais estudos para esclarecer seu
efeito em nivel molecular, celular e sistémico. Foi proposto que uma mudanga nas cargas
positivas e negativas dos fosfolipidios da membrana ocorra durante a EME (Cavopol et al.,
1995). Isso pode ser causado pela reorientagdo molecular de proteinas da membrana devido as
forgas de torque magnético homogéneo da EME em moléculas de membrana diamagnéticas e
anisotropicas (Lu et al., 2015; McLean et al., 2008). Por outro lado, Schenck argumentou que a
maioria dos processos in vitro relacionados a geracdo de forgas de torque por suscetibilidade
anisotropica sao despreziveis em condicdes in vivo (Schenck, 2000).

Alguns experimentos com animais sugerem que a alteracdo da fun¢do do canal i6nico da
membrana pode explicar, pelo menos parcialmente, os efeitos dos EME alterando a velocidade
do limiar de ativagdo dos canais de sddio dependentes de voltagem (Coots et al., 2004; Luet al.,
2015; Rosen, 2003a, b) e dos canais de calcio (Lu et al., 2015; Rosen, 1996). Acredita-se que o
influxo lento de cdlcio e o aumento das reservas intracelulares de ions de célcio desencadeados

pela impedancia dos canais de célcio desencadeiam a depressdo de longa duracdo (do inglés,
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long term depression - LTD) nas células (Nakano et al., 2004; Paulus, 2011).

De maneira propicia, diversas metodologias envolvendo estimulagdes eletromagnéticas sao
aplicadas com o intuito de inibir a proliferacdo exacerbada de células, caracteristica de doengas
neoplésicas, como o cancer (Spyridopoulou et al., 2018). A utilizagdo de técnicas de
estimulacdo como a terapia de tratamento de campos (do inglés, Tumor Treating Fields -
TTFields) ¢ estudado sobre modelos tumorais in vitro e in vivo (Tatarov et al., 2011),
demonstrando resultados positivos na inibi¢ao da divisdo celular tumoral. 77Fields atuam sobre
a telofase e a citocinese, impedindo a formacdao de fuso mitético funcional, inibindo a
proliferacdo e gerando disrupgdo mitotica (Kirson et al., 2007; Zimmerman et al., 2012), além
de exacerbar instabilidades genomicas (Harris et al., 2002), todas caracteristicas de células

cancerosas ¢ de rapida divisao.

2.2. Propriedades Tumorais do Céncer

O cancer ¢ uma patologia que tem sua origem no acimulo de altera¢des adquiridas ao longo do
tempo, envolvendo fatores de risco como predisposi¢cdo genética e exposicao a fatores de risco
(radiagdo ionizante, deficiéncia do sistema imunologico, exposigdes ambientais, ocupacionais €
obesidade) (American Cancer Society, 2019). Essas alteracdes, quando somadas, mudam o
comportamento celular, fazendo com que muitos dos controles e caracteristicas normais da
célula sejam perdidos ou perturbados. Proliferagdo celular descontrolada e capacidade de
sobrevivéncia alterada sdo aspectos comuns a maioria dos tipos de cancer. Geralmente
apresentam também defeitos morfologicos e propriedades migratorias/invasivas, de acordo com
o estagio de progressdo da doenga, podendo se tornar metastaticos e invadir outros tecidos (Hall,
2009; Piana et al., 2013).

A perda das caracteristicas normais de uma cé€lula e a aquisicao de propriedades tumorais -
como sinalizagdo proliferativa sustentada, resisténcia a morte celular, imortalidade, inducao de
angiogénese e metastase — ¢ denominada tumorigénese e ¢ passivel de atingir diversos tipos de
tecidos do corpo humano (Hanahan and Weinberg, 2011). Os tumores do sistema nervoso
central, por exemplo, sdo formados pelo crescimento de células anormais nos tecidos
localizados no encéfalo e na medula espinhal, com maior incidéncia de novos casos ocorrendo
no encéfalo (Instituto Nacional de Cancer Jos¢ Alencar Gomes da Silva, 2019). Apesar de ser
um tumor predominantemente adulto (gliomas), podem ser encontrados em criangas

(meduloblastoma e neuroblastoma) (Stewart and Wild, 2014).

2.3. Epidemiologia do Cancer de Sistema Nervoso
14



Em termos de incidéncia mundial, o cancer do sistema nervoso central ocupa a décima terceira
posi¢do entre os homens e a décima sexta posi¢ao entre as mulheres (Ferlay et al., 2019). Em
2018, ocorreram 162 mil casos novos em homens e 134 mil em mulheres, correspondendo a um
risco estimado de 4,2/100 mil homens e 3,6/100 mil mulheres. As maiores taxas de incidéncia
de cancer do sistema nervoso central estdo nos paises do Centro-Norte Europeu, em homens, e
nos paises do Sul da Europa e na América do Norte, em mulheres (Bray et al., 2018).

Em relacdo a mortalidade por neoplasia no Brasil, em 2019 ocorreram, 5.049 6bitos em
homens, correspondendo ao risco de 5,0/100 mil e 4.663 obitos em mulheres com risco de
4,6/100 mil (INCA, 2019). Os tratamentos utilizados s@o: quimioterapia multiagente com
doxorrubicina, ciclofosfamida, uma droga de platina e etoposideo e o sucesso das terapias varia
de acordo com o grau de risco da doenga. O niimero de ciclos de quimioterapia ¢ baseado em
fatores de risco clinicos e bioldgicos tumorais e na resposta a terapia (Twist et al., 2019). Em
casos mais graves, além da quimioterapia podem ser utilizados cirurgia, radioterapia, terapia
mieloablativa e, muitas vezes, transplante de células-tronco (Irwin et al., 2021).

Pacientes de risco baixo ou intermedidrio, com caracteristicas tumorais biologicas favoraveis,
apresentam altas taxas de sobrevida. Contudo, apesar dos avangos no conhecimento da biologia
molecular e nas estratégias de tratamento, pacientes de alto risco ainda tém um progndstico
muito ruim (Bagatell et al., 2011; Berlanga et al., 2017; Carpenter and Moss¢, 2012; Schulte et
al., 2013)

Mundialmente, o cancer ¢ uma das causas mais comuns de morte, com tratamentos disponiveis
associados a numerosos efeitos adversos, aliado a pequena porcentagem de pacientes que
atingem a completa remissdo, promovendo a necessidade de novas estratégias terapéuticas

(Bray et al., 2018).

2.4. Efeitos da EM sobre modelos tumorais

Campos magnéticos exercem sua funcao em multiplos alvos. Uma revisdo de literatura recente
mostrou que o uso de campos magnéticos apresenta efeitos antitumorais por inibicdo da
proliferagdo celular, indugdo de interrup¢ao no ciclo celular, apoptose e autofagia (Xu et al.,
2021).

A autofagia, um processo intracelular auto degradativo, ¢ um mecanismo essencial da célula
que facilita a renova¢ao ou remocao de moléculas celulares, equilibrando assim o consumo de
energia da célula e mantendo a homeostase (Rahman e Rhim, 2017; Rahman et al., 2020a). No
entanto, a desregulacdo da autofagia ¢ agora considerada uma das caracteristicas mais

definidoras para a progressao do tumor (White, 2015). Recentemente, foi revelado que a
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supressao da autofagia combinado de quimioterapicos ¢ um potencial tratamento para o cancer
(Perez-Hernandez et al., 2019), embora isso dependa do contexto e do tipo de cancer. A
expressao do marcador de autofagia, LC3-II, detectado por Western blotting, mostrou que EM
(0,4T, 7,5 Hz, 4 h/dia) induziu a morte celular autofagica e suprimiu o crescimento do cancer em
in vitro e in vivo (Xu et al., 2017).

As mitocondrias sdo a primeira linha de defesa das células sob varios estresses. As
mitocondrias disfuncionais podem ser reparadas por um conjunto complexo de respostas
adaptativas, como biogé€nese mitocondrial, fissdo/fusdo mitocondrial e mitofagia (Quiles and
Gustafsson, 2020). A mitofagia tem como alvo as mitocondrias danificadas através da
fagocitose do autofagossomo e degradacdo lisossomal para garantir que elas sejam eliminadas
antes que se tornem toxicas para as células (Wang et al., 2022). Ja a mitofagia deficiente e
excessiva estdo implicadas na patogénese de varias doencas associadas ao cancer, lesdao
miocérdica, diabetes, doencas hepaticas (Doblado et al., 2021).

Outro estudo, de 2011, analisou o ciclo celular ap6s o uso de EME em leucemia mieloide,
associado a adriamicina, e demonstrou que a propor¢do da fase G2/M aumenta, enquanto a
concentragdo celular na fase S diminui significativamente, fazendo com que a célula ndo entre
em divisao (Hao et al., 2011).

O tempo e intensidade escolhidos para EME sdo fundamentais, visto que o aumento da
intensidade e do tempo de exposicdo a EME exibe uma diminui¢do acentuada na taxa de
proliferagdo em células HelLa (adenocarcinoma) em comparagao com células de fibroblastos.
Aumentando a intensidade e o tempo, a taxa de proliferagdo diminuiu, sendo os tempos e
intensidades 5, 10, 20 e 30 mT e 24, 48, 72 ¢ 96 h (Zafari et al., 2015).

Desta forma, a avalia¢ao dos efeitos da EME em modelo de linhagem celular de neuroblastoma
se tornou o alvo de investigacao para a prospeccao, desenvolvimento e aplicagdo de diferentes
metodologias de técnicas de estimulagdo central com potencial terapéutico para o tratamento de
neoplasias. Fazendo-se necessarios o desenvolvimento de estudos pré-clinicos in vitro e in vivo
buscando clucidar as vias envolvidas nos efeitos neuromoduladores das técnicas de estimulagao
como a EME. Considerando a relevancia do tema, o objetivo desta tese foi investigar os efeitos
da Estimulacdo Magnética Estatica (EME) sobre a viabilidade, morte, ciclo e proliferagao
celular, e autofagia e quantidade mitocondrial , testados em diferentes tempos de estimulagao (6,
12, 24, 36h, 72 horas e 6 dias) com intensidade de 0,3T na linhagem de neuroblastoma
SH-SYS5Y em cultura.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Estratégias para localizar e selecionar as informacoes

Nesta revisao de literatura, buscou-se ressaltar os principais aspectos relacionados ao campo
magnético estatico, cancer, neuroblastoma e proliferagdo celular. A estratégia envolveu busca de
referéncias nas seguintes bases de dados: PubMed, SciELO e LILACS, utilizando artigos com
datas de publicacao entre 1990 e 2022.

Refinando-se a busca, com cruzamentos entre as palavras-chave, foi encontrado um reduzido

numero de artigos, sendo desenvolvida a revisdo sistematica esquematizada na Figura 2.

Palavras Chave
I. Static Magnetic

Ficld
. Cancer

N

v

PubMed
1 96 artigos
2 SR7.757 artigos
- 3364 artigos
1 74.234 artigos
1,2: 13 artigos
1,2,3: 0 artigos
1.2,4: 0 artigos
1.2.3.4: 0 artigos
1,3: 1 artigos
1,4: 5 artigos

ad fed —

I

N

Scielo
l: 6 artigos
: 7.745 artigos

fad I

: 40 artigos

: 1890 artigos
1,2: 0 artigos
1,2.3: 0 artigos
1,2,4: 0 artigos
1,2,3.,4: 0 artigos
1,3: 0 artigos
1.4:1 artigo

=

LILACS
1: 27 artigos
2: 54 357 artigos
3: 493 artigos
4: 4. 418 artigos
1,2: 4 artigos
1,2,3: 0 artigos
1,2.4: 0 artigos
1,2.3.4: 0 artigos
1,3: 0 artigos
1,4: 3 artigos

Figura 2 — Estratégias para localizar e selecionar as informagoes
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4. MARCO CONCEITUAL

Primeiramente desenvolvemos um dispositivo para realizar a Estimulacdo Magnética
Estatica, ap6s utilizamos trés intensidades magnéticas e escolhemos uma para testar durante
24h e avaliar o efeito da EME, imediatamente e 24h apds a exposi¢ao, com intuito de avaliar

o efeito a longo tempo. Na figura 3, estd o resumo de como foi elaborado o Artigo 1.

—————————— [ 0,3 T por 24hs ]

|

| shsysy )| SH-SY5Y

| SH-SYSY Diferenciada | | | SH-SYSY Diferenciada
p— g — l

- I

_ |[ HMV-II Mesenquima[] ( HMV-II HMesenquimal]
I 1| |
I

©

Testes

Estimulagao
Magnética

Testes

24hs
apds

imediata
mepte

Figura 3. Marco conceitual exemplificando o Artigo 1.

A segunda parte do experimento foi realizada analisando a viabilidade celular em diversos
tempos de exposi¢do ao campo magnético estatico de 0,3T. O mesmo teste foi realizado nas
células de Melanoma Maligno Vaginal Humano. Prosseguiu-se entdo, com a investigacdo dos
efeitos da EME em células de neuroblastoma, a fim de elucidar os mecanismos dos efeitos
observados nos tempos de 24 horas e 6 dias, utilizando intensidade de 0,3T.

Na figura abaixo (Figura 3) estd o marco conceitual que explica como as ideias se
relacionam entre si ¢ a forma que o Artigo 2 foi pensado. Desta maneira ¢ possivel ter uma

visdo condensada da propria investigagdo e de seus elementos essenciais.
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Figura 4. Marco conceitual exemplificando o Artigo 2.
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5. JUSTIFICATIVA

O uso de imas estaticos no Sistema Nervoso Central (SNC) ¢ uma técnica emergente de
neuromodulacdo ndo invasiva que oferece novas possibilidades de tratamento. Sua aplicacdo ¢é
simples, econdmica e reversivel. Traduzida para o contexto clinico, parece ser uma ferramenta
segura e promissora no tratamento de doencas neuroldgicas (Viudes-Sarrion et al., 2021). Desta
forma e considerando dados prévios do grupo que demonstram diminui¢do na viabilidade
celular de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y frente a EME, novos estudos se fazem
necessarios para um melhor entendimento dos mecanismos de acdo da EME sobre células em
cultura (Medeiros et al., 2020). A escassez de estudos relacionados a cultura celular frente as
técnicas de estimulagdo magnética reveste de fundamental importancia avaliar a toxicidade e as
vias envolvidas nos efeitos desencadeados pela EME em cultura celular de neuroblastoma.
Esta tese veio a colaborar com uma melhor compreensdo dos mecanismos relacionados a
resposta celular induzida pela EME em células tumorais, sugerindo um potencial translacional

como terapia adjuvante no tratamento de neuroblastoma.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo primario

O presente projeto objetivou avaliar o efeito da exposicdo a Estimulacdo Magnética Estatica
em cultura celular. Para tanto foi investigado os efeitos da Estimulagdo Magnética Estatica
(EME) sobre a viabilidade, morte, ciclo e proliferagdo celular, e autofagia e quantidade

mitocondrial.

6.2 Objetivos Artigo 1

1. Desenvolver um modelo de placas magnéticas compativeis com placas de cultura celular
para exposi¢do das células ao campo magnético estatico.

2. Avaliar a viabilidade celular ap6s 24h de exposi¢cdo a 0,3 T logo apds o teste e 24h depois da
EME em culturas de células de neuroblastoma humano SH-SYS5Y, de melanoma vaginal, de
neuroblastoma diferenciado em células neuronais e de mesenquimais derivadas de adipocitos,
utilizando ensaio de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di-fenil brometo de tetrazolina).

3. Avaliar a morte e ciclo celular apés 24h de exposi¢cdo a 0,3 T logo ap6s o teste e 24h depois
da EME em culturas de células de neuroblastoma humano SH-SYS5Y, utilizando ensaio de
Hoescht33342 e PI (Iodeto de Propideo).

4.  Avaliar expressdao do gene Trk-f em culturas de células de neuroblastoma humano

SH-SYS5Y e de neuroblastoma diferenciado em células neuronais (PCR em Tempo Real).

6.3 Objetivos Artigo 2

1. Avaliar os efeitos da intensidade do campo magnético de 0,3 T a diferentes tempos de
exposicao sobre a viabilidade celular das células de neuroblastoma e células de mucosa vaginal,
utilizando ensaio de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di-fenil brometo de tetrazolina).

2. Avaliar os efeitos da intensidade do campo magnético de 0,3 T a 24h e 6 dias de exposi¢ao
sobre a morte celular das células de neuroblastoma, utilizando o ensaio de Anexina-V/PI.

3. Avaliar os efeitos da intensidade do campo magnético de 0,3 T a 24h e 6 dias de exposi¢ao
sobre o ciclo celular das células de neuroblastoma, utilizando o ensaio de marcacgao de PIL.

4. Avaliar os efeitos da intensidade do campo magnético de 0,3 T a 24h e 6 dias de exposi¢ao
sobre a proliferagdo celular das células de neuroblastoma, utilizando o ensaio de CFSE
(Carboxifluoresceina succinimidil éster).

5. Avaliar os efeitos da intensidade do campo magnético de 0,3 T a 24h e 6 dias de exposi¢do

sobre a autofagia celular das células de neuroblastoma, utilizando o ensaio de Laranja de
21



Acridina.

6. Avaliar os efeitos da intensidade do campo magnético de 0,3 T a 24h e 6 dias de exposi¢ao

sobre a quantidade total de mitocondrias das células de neuroblastoma, utilizando o ensaio

Mitotracker.
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8. RESULTADOS
8.1 ARTIGO 1
Static Magnetic Stimulation Induces Cell-type Specific Alterations in the
Viability of SH-SYSY Neuroblastoma Cell Line
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Abstract. Background/Aim: Magnetic stimulation is used in the treatment of a diversity of
diseases, but a complete understanding of the underlying mechanisms of action requires further
investigation. We examined the effect of static magnetic stimulation (SMS) in different cell
lines. Materials and Methods: A culture plate holder with attached NeFeB magnets was
developed. Different magnetic field intensities and periods were tested in tumoral and non-
tumoral cell lines. To verify the cellular responses to SMS, cell viability, cell death, cell cycle
and BDNF expression were evaluated. Results: Exposure of SH-SYS5Y cells to SMS for 24
hours led to a decrease in cell viability. Analysis 24 h after stimulation revealed a decrease in
apoptotic and double-positive cells, associated with an increase in the number of necrotic cells.

Conclusion: The effects of SMS on cell viability are cell type-specific, inducing a decrease in
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cell viability in SH-SYSY cells. This suggests that SMS may be a potential tool in the treatment

of neuronal tumors.
Key Words: Static magnetic stimulation, neuroblastoma, cell viability, cell death, cell cycle.
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INTRODUCTION

Over the years, several electrophysiological studies have expanded the understanding of normal
brain activity and its pathological conditions. Technological advances have been an important
part of the improvement of therapies and research in several areas such as neurology,
psychology, and psychiatry (1). Brain stimulation is a tool for modulating brain function,
allowing the association of activity patterns and cognitive function to establish
cause-consequence relations (2). Brain stimulation techniques are usually divided into two
different types: invasive and non-invasive (NIBS) techniques. Whereas invasive techniques
involve greater risk for patients, as demonstrated by studies that compare the impact of different
procedures (3, 4), non- invasive techniques have shown favorable results together with lower
risks (3, 5). Indeed, NIBS’s application has been described in different scenarios: 1. Cognitive
improvement on depression (6, 7); 2. Improvement in post-stroke recovery (8); 3. Improvement
of the memory and the quality of life of patients with Alzheimer’s disease (9, 10); 4. Relief of
chronic pain (11, 12). These findings, alongside a reduction in induced adverse effects, set NIBS

as promising alternatives for the treatment of several diseases and neurological disorders (13).

Recently, in vitro studies reporting stimulation using non- invasive techniques have been
reported. Potential uses and effects of magnetic stimulation over cellular processes have been
described, particularly using static magnetic stimulation (SMS). Apart from physiological and
homeostatic events, such as wound healing (14), SMS has shown effects in cancer models of
glioblastoma (15), adenocarcinoma (16) and leukemia (17), where it has been shown to control
the cell cycle, reduce drug resistance to cisplatin and enhance natural killer cell cytotoxicity

against tumor cells, respectively.

SMS, unlike repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS) — in which changes in the

magnetic field create an electric current through electromagnetic induction - does not induce
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electric currents; however, it has been shown to influence a variety of biological systems (18).
Transcranial stimulation with a static magnetic field applied in humans reduces the excitability
of the motor cortex for a few minutes after the end of the stimulation (19). Few studies have
explained the effects of SMS on nervous cells. A comparison between renal cells and cortical
astrocytes in rats showed that SMS decreases proliferation and increases apoptosis and necrosis
in renal treated cells, while the opposite effect was seen in cortical astrocytes; stimulated cells
showed more proliferation and less cell death (20). These results suggest that different cell types
can respond differently to SMS.

Immortalized cell lines are widely used models for in vitro studies, for their ease of
maintenance, high proliferative rates, highly homogenous and reproducible results (21). In this
context, the human neuroblastoma cell line SH-SY5Y is often used for neuronal cell studies,

since SH-SYS5Y cells can be differentiated in dopaminergic neurons (22).

This study aimed to establish a method for in vitro SMS, to investigate its effects on cell
viability, cell death and the cell cycle of different cell lines, and determine whether the

responses are cell type specific.
MATERIALS AND METHODS

Cell culture and differentiation. Adipose-derived mesenchymal stem cells, human vaginal
malignant melanoma HMVII cell line and human neuroblastoma SH-SYSY cell line, were
obtained from the Banco de Células do Estado do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Brazil).
Mesenchymal stem cells were maintained in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
supplemented with 20% heat- inactivated Fetal Bovine Serum (FBS) (GIBCO) and 1%
Penicillin/Streptomycin (GIBCO) at 37°C and 5% CO2. HMVII cells were maintained in
Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI) 1640 (GIBCO) supplemented with 10%
heat-inactivated FBS and 1% penicillin/streptomycin (GIBCO) at 37°C and 5% CO2. SH-SYS5Y
cells were maintained in 1:1 Ham’s F12 and DMEM Low Glucose (GIBCO) supplemented with
10% heat-inactivated FBS (GIBCO), and 1% penicillin/streptomycin (GIBCO) at 37°C and 5%
CO2. Cells were passaged at 80-90% confluency. Cells were seeded in 24-well plates (using
only 6 wells per plate, according to Figure 1) at a density of 1x106 cells per well and kept at
37°C and 5% CO?2. Differentiation was induced 24 h after plating using 1:1 Ham’s F12 and
DMEM Low Glucose (GIBCO) supplemented with 1% heat-inactivated FBS (GIBCO), 1%
penicillin/streptomycin (GIBCO) and 10 uM Retinoic Acid (RA). The RA-containing culture

medium was replaced every three days until day 10. Evaluation of cell morphology and
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differentiation was done using phase-contrast light microscopy.

Static magnetic stimulation (SMS). Stimulation with SMS was done using a specially
designed stand for attachment of standard 24 well plates. Each stand contains six NdFeB
(neodymium-iron-boron) magnets with cylindrical shape (12 mm diameter and 6 mm height),
spaced out so that the magnetic fields do not interact (Figures 1 and 2). The distribution of the
magnets is made so that they are coupled exactly to 6 wells of a 24-well plate. Each 24-well
plate, therefore, is seeded in only 6 wells. There is an adjustment for the distance between the
culture plate and the stand to guarantee the strength of the magnetic field. The magnetic field
traversed a layer or several layers of cells, in the same way, i.e., cell grouping, or density does
not change the field’s intensity. The adjustment of the magnetic field was performed with a
customized screw, and the measurement of the magnetic field was done using a Hall Effect
Gaussmeter (Wuntronic GmbH, Germany), available at the HCPA Biomedical Engineering
Laboratory. Stimulation for the initial MTT assay using only the SH-SY5Y cell line was done
using intensities of 0.1 T, 0.2 T and 0.3 T (£2% tolerance), for 60 min. The remaining
stimulations were performed for 24 h from plating, with an intensity of 0.3 T. Control groups

did not receive stimulation. The 48-h group received stimulation during the first 24 h only.
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Figure 1. Schematic for the static magnetic stimulation device.
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Figure 2. Cell culture plate placed on SMS device.

MTT assay. The MTT assay 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide
(MTT) (Sigma Aldrich, Brazil) is a colorimetric assay that reflects cell viability. Immediately
and 24 h after SMS exposure, cells were incubated with MTT in saline (132 mM NaCl, 4 mM
KCI, 1 mM CaCl2, 6 mM glucose, 10 mM HEPES, pH 7.4). Without removing the medium
from the cells, 0.75 mg/ml MTT was added, incubated for 1 h at 37°C and dimethyl sulfoxide
(DMSO) was added for cell disruption. The absorbance was determined at a wavelength of 570
nm, using a wavelength of 620 nm as a reference in a spectrophotometer. Cell viability was

expressed as a percentage relative to the absorbance determined in the control cells.

Cell death (PI/Hoechst staining). Viable and dying cells were identified after staining of the
nuclei with Propidium Iodide (PI) (Thermo Fischer, Carlsbad, CA, USA) and Hoechst 33342
(HO) (Sigma Aldrich, Willow Creek Road, Eugene, EUA). The cells were incubated in a
solution containing PI and HO 5 mg/ml for 15 min and visualized by fluorescence microscopy.
To quantify the number of dead/alive cells, ten photos per well were taken, randomly chosen.

Images were analyzed using ImagelJ software.

Cell death (Annexin-V/PI staining). Annexin-V/PI staining was performed to obtain a more
detailed profiling of SH-SYS5Y cell death. Apoptotic cells lose the asymmetric disposition of
membrane components and proteins, such as phosphatidylserine residues, usually found on the
inside sheet of the plasma membrane. Upon entering apoptosis, these proteins are exposed to the
outer sheet of the plasma membrane, where it is made available for Annexin-V-FITC staining.
On the other hand, necrotic cells lose membrane integrity and are, therefore, positively stained
using PI. In this manner, the different events surrounding cell death can be distinguished from
one another according to different staining profiles. Double-positive cells do not have a clear
phenotype. These cells can be either late-stage apoptotic or necrotic cells. Apoptotic cells

(Annexin-V+/PI-), necrotic cells (Annexin-V—/PI+), and alive cells (Annexin-V—/PI-) are
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quantified through flow cytometry. After treatments, the samples were washed with PBS,
resuspended in 100 pl of Annexin-V Binding Buffer 1X and incubated with 2.5 pl of Annexin-V
FITC for 15 min, at room temperature, protected from light. The samples were incubated in
Propidium Iodide solution (2 pug/ml), an additional fluorescent marker, in Annexin-V Binding
Buffer 1X for 5 min at 4°C protected from light. Alive cells show membrane integrity, which
prevents PI from entering the cell and staining nucleic acids (RNA and/or DNA). The samples
were immediately analyzed by flow cytometry using the Attune® Acoustic Focusing Cytometer
(Applied Biosystem- Life- Thermo). As an experimental control, apoptosis was induced using

20% DMSO for 15 min and necrotic cells were obtained by heating the cells at 70°C for 15 min.

BDNF expression. Total RNA was extracted as recommended by the manufacturer using the
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Austin, TX, USA). Complementary DNA was synthesized from 1 pg
RNA using SuperScriptVILOtm (Invitrogen, Brazil). PCR reactions were prepared using
MasterMix TagMan (Applied Biosystems, Germantown, MD, USA) and StepOne™ Real-Time
PCR System (Applied Biosystems). Real-time PCR was optimized to run under the initial
incubation conditions of 95°C for 2 min, denaturation at 95°C for 15 s, annealing at 60°C for 1
min, for 45 cycles. The expression of the BDNF gene was normalized with the

Glyceraldyehyde-3-phosphate Dehydrogenase (GAPDH) with AACT correlation.

Statistical analysis. The first analyses were normality and lognormality to choose between a
parametric or non-parametric test. For parametric samples, data are presented as mean+SD and
analyzed using Student’s t-test. For non-parametric samples, data are presented as median
(interquartile 25; interquartile 75) and analyzed using Kruskal-Wallis followed by
Mann—Whitney test. Values of p<0.05 were considered significant. All analyses were performed

using the statistical software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
RESULTS

Cell viability and cell death. MTT was performed to evaluate the SMS effects on the cell
viability (Figure 3). SH-SY5Y cells were stimulated with SMS for 60 min in three different
intensities (0.1 T, 0.2 T and 0.3 T). There was no significant difference between control cells
and cells exposed to the three different SMS intensities (0.1 T, 0.2 T and 0.3 T) (Kruskal—
Wallis, p>0.05). Based on these results, the highest intensity (0.3 T) and longer exposure time
(24 h) were chosen for further analysis of cell viability (Figure 4). SH-SYS5Y cells, evaluated
immediately after 24 h of SMS exposure, presented a significant decrease in viability when

compared to the control group (Student’s t-test, p<0.05). Stimulated SH-SYS5Y cells evaluated
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24 h after SMS exposure did not present a significant difference in viability when compared to
the control group (Kruskal-Wallis p>0.05). In differentiated SH- SYSY, adipose-derived
mesenchymal and HMVII cells, no difference in viability was found after SMS exposure for
both evaluated periods (immediately and after 24 h of SMS exposure) (Student’s t-test or
Kruskal-Wallis, p>0.05). In SH-SYSY cells, PI/HO analysis of cell death (Figure 5) showed no
significant difference after SMS exposure, suggesting there was no increase in cell death in
these cells (Student’s t-test or Kruskal-Wallis, p>0.05). Similarly, in differentiated SH-SY5Y no
difference was found (Student’s t-test or Kruskal-Wallis p>0.05). Annexin-V/PI evaluation
(Figure 6) showed a decrease in apoptotic (Annex+/PI) (1.594% to 0.004%, Figure 6B) and
double-positive (Annex+/PI+) cells (0.086% to 0.190%, Figure 6D), and an increase in necrotic
(Annex-/PI+) (0.359% to 1.580%, Figure 6C) SH-SYSY cells exposed to SMS for 24 h and
analyzed 24 h after the stimulation (48 h) (Kruskal-Wallis, p<0.05, Figure 6). In groups
evaluated immediately after 24 h of exposure to SMS (24 h), there was a decrease in double-

positive (Annex+/PI+) cells (0.150% to 0.130%, Figure 6D).
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Figure 3. Cell viability of SH-SYSY cells exposed to different intensities of SMS. Cells were
exposed to 0.1 T, 0.2 T, 0.3 T SMS for 60 min and analyzed using MTT. Results are presented in

nm. Results are presented in nm. Data are expressed as medians (interquartile 25; interquartile

75) (Kruskal-Wallis, p>0.05).
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Figure 4. Cell viability of SH-SYS5Y, differentiated SH-SY5Y, HMV II and MSCh cells exposed
to 0.3 T (305 mT) SMS. MTT analysis was done immediately after SMS exposure (24 h) and 24
h after SMS exposure (48 h). Results are presented as nm. In the MSCh, SH Dif and SH groups,
data are expressed as meantSD. In the HMV II group, data are expressed as medians
(interquartile 25; interquartile 75). *Indicates significant difference when compared to the 24 h

(-SMS) group (Student’s t-test, p<0.05).
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Figure 5. Cell death of SH-SYSY, differentiated SH-SY5Y, HMVII and MSCh cells evaluated
by PI/HO staining, immediately after SMS exposure (24 h) or 24 h after SMS exposure (48 h).
Results are presented as percentages. In all groups, data are expressed as mean+SD. There was

no difference between groups (Student’s t-test, p>0.05).

Cell cycle (PI staining). Cell cycle analysis (Figure 7) of SH- SY5Y cells showed no difference
in the percentage of cells in sub-G1, G1, S, G2 and >4N phases in both periods analyzed
(Student’s t-test, p>0.05), suggesting that exposure to SMS does not alter cell cycle distribution.
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Figure 6. Cell death of SH-SYS5Y cells evaluated by Annexin-V/PI staining, immediately after
SMS exposure (24 h) or 24 h after SMS exposure (48 h). A) Live cells (Annex-/PI-). B)
Apoptotic cells (Annex+/PI-). C) Necrotic cells (Annex-/PI+). D) Double-positive cells
(Annex+/PI+). *Indicates significant difference when compared to the 24 h (-SMS) group
(Kruskal-Wallis, p<0.05). #Indicates significant difference when compared to the 48 h (-SMS)
group (Student’s t-test, p<0.05). Data are expressed as mean+SD/Data as expressed as median

(interquartile 25; interquartile 75).
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Figure 7. Cell cycle analysis of SH-SYSY cells evaluated by PI staining, immediately after SMS
exposure (24 h) or 24 h after SMS exposure (48 h). Results are presented as percentages. Data
are expressed as meantSD. There was no difference between the different times (Student’s

t-test, p>0.05).

BDNF expression. In SH-SYSY cells, even though detection of BDNF was successful (Figure
8), there was no difference in cells exposed to SMS for both periods when compared to control
groups (Kruskal-Wallis, p>0.05). Although there was no difference in BDNF expression
between the stimulated cells and the control, there was a difference between the stimulated

groups, which is expected, due to analysis in different periods.
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Figure 8. Gene expression analysis of BDNF gene in SH-SY5Y cells after SMS exposure (24 h)

or 24 h after SMS exposure (48 h). Data are expressed as median (interquartile 25; interquartile
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75). @Indicates significant difference between cells exposed to 24 h of SMS and cells exposed
to 48 h of SMS (Kruskal-Wallis, p<0.05).

DISCUSSION

Our results demonstrated that SH-SYSY cells exposed to SMS for 24 h show a decrease in cell
viability immediately after the exposure (24 h). A previous study using glioblastoma cells
submitted to SMS for 24 h corroborates these findings regarding cell viability (15). This effect
on cell viability, however, was not long-lasting, since 24 h after exposure treated groups were
not different from the control group. SH- SYSY cells did not show alterations in cell viability
after exposure to magnetic stimulation, emphasizing that magnetic stimulation has cell

type-dependent effects on cell viability.

PI/HO and Annexin-V/PI staining were performed in order to evaluate cell death. Evaluation of
cell death 24 h after SMS exposure showed small differences compared to control cells
(showing a decrease in apoptotic and double-positive cells, associated with an increase in
necrotic cells). Alongside cell death, cell cycle profiling was performed, which indicated no

changes in cell cycle distribution.

Our results indicated that SMS effects may also extend beyond the modulation of neuronal
proliferation and plasticity. Neurotrophins, such as the brain-derived growth factor (BDNF),
regulate the plasticity of the nervous system and are overexpressed in several types of cancer
(27, 28). In fact, BDNF was initially characterized in oncogenic neuroblastoma, a type of cancer
in nervous tissue (28). Even though the effects of SMS on nerve cells and brain tissues have
been extensively described (23, 29-37), we found no difference in BDNF expression in

SH-SYS5Y cells exposed to SMS with the exception of an expected difference from 24 to 48 h.

When comparing our findings on undifferentiated and differentiated nerve cell lines only
undifferentiated SH-SYSY cells were influenced by SMS. Both SH-SY5Y cell subsets show
differences ranging from polarization, number and length of the processes to proliferation (21,
38, 39), which may be distinctively affected by SMS. The difference in cell viability responses
to SMS may not be due to the selectivity of action upon excitability (23) or other membrane
channel- related effects (18, 40, 41), but may also influence other cellular processes. Indeed,
SMS induces alterations in the viability of SH-SYSY cells in response to cisplatin (24), having a
modulatory effect on the cell’s response to several pharmacological treatments, (42-47). Other
effects of exposure to SMS have already been described in other cellular functions, such as ROS

production (24), modulation of redox- related enzymes (25), pro- and anti-inflammatory
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cytokine release (24) and improvement in the killing function of NK cell (17). Given the
diversity of the processes affected by SMS, changes in cell viability probably involve processes
in addition to cell death, cell cycle distribution and neurotrophin production. Future studies,
using higher intensities, as well as a longer exposure times, are necessary to evaluate if this

technique induces or inhibits cell death.
CONCLUSION

The different effects exerted by exposure to SMS provide valuable information regarding the
application potential of SMS. This study demonstrated that, considering the analyzed
parameters, SMS is a potentially safe technique, at least in the utilized protocol (0.3 T SMS/24
h). The decrease in SH-SYSY cell viability also shows potential for treatment of neuronal
tumors with SMS. Also, our results showed that the effect of SMS is cell type specific. It is
important to note that this is one of the first studies showing SMS as a potential tool in the
treatment of neuronal tumors. Further investigations in this area are still necessary to better

understand the effects of SMS exposure on cultured cells and in vivo models.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de um suporte adequado para EME, atingiu o objetivo de que todas as
células recebam a mesma intensidade magnética. O suporte desenvolvido ¢ pratico e de facil
manuseio, muito diferente dos descritos na literatura.

O fato da EME alterar a viabilidade celular das células SH-SYS5Y apos a exposi¢cdo de 24h,
deve ser mais bem investigado, visto que foram encontradas poucas alteracdes. J& no grupo
estimulado por 6 dias, encontramos diversos resultados que se complementam entre si,
mostrando que o tempo de estimulagdo ¢ um fator fundamental. Vimos que, quando analisadas
as cé¢lulas HMVII, os mesmos resultados ndo foram encontrados, indicando que, utilizando os
tempos e a intensidade escolhidos, o feito da EME ¢ célula-especifica, sendo necessario
analisar outros tipos celulares para confirmar essa hipotese .

Por fim, este estudo contribuiu para o desenvolvimento de um modelo de Estimulagao
Magnética Estatica in vitro, o que subsidiara a realizagao de outros estudos buscando um melhor

entendimento dos efeitos e mecanismos de agdo da EME em cultura celular.
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10. PERSPECTIVAS FUTURAS

Apbs o desenvolvimento do suporte magnético estatico definindo o tempo e intensidade
proposto, iremos avaliar ciclinas, e ver sua interferéncia no ciclo celular, canais de calcio,
interleucinas e outros testes para entendermos ainda mais sobre essa técnica.

Em futuros estudos também buscaremos avaliar os efeitos da EME em longo prazo, e avaliar a
resposta de outros tipos celulares a exposicdo da EME , como as células da glia e cultura
primaria de outros tipos celulares do SNC. Adicionalmente, pretendemos desenvolver
experimentos in vivo por meio do implante de células tumorais em ratos..

A escassez de estudos relacionados a cultura celular frente as técnicas de EME demonstra a
necessidade de estimular novos estudos que avaliem o funcionamento intrinseco destas técnicas,
para que sejam utilizadas com seguranca tanto em pesquisa clinica como no tratamento de

doengas.
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