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RESUMO

A senescéncia celular € um processo bioldgico caracterizado pela interrup¢do permanente do
ciclo celular, frequentemente associado ao envelhecimento e a disfuncdes teciduais. Esse
fendmeno pode ser desencadeado por diversos fatores, como danos ao DNA, estresse oxidativo
e alteracbes metabdlicas, desempenhando um papel fundamental tanto em processos
fisioldgicos, como o reparo tecidual e a supressdo tumoral, quanto em condigdes patoldgicas,
incluindo o envelhecimento e o desenvolvimento de doencas cronicas. No sistema imunoldgico,
a senescéncia celular pode afetar o timo, érgéo linfoide primario responsavel pela maturacao
de linfécitos T. Com o0 avanco da idade, esse 6rgao sofre involugdo progressiva, caracterizada
pela reducdo das células epiteliais timicas (TECs), aumento da fibrose e infiltracdo de tecido
adiposo, resultando na perda da competéncia imunoldgica. Dessa forma, compreender 0s
mecanismos envolvidos na senescéncia celular das TECs é essencial para elucidar os fatores
que impulsionam a involugéo timica e suas consequéncias para a imunossenescéncia. Por isso,
0 objetivo principal deste estudo foi investigar as alteraces moleculares e celulares na
senescéncia celular induzida pela D-galactose (D-gal) em TECs, utilizando técnicas tradicionais
de biologia celular e espectroscopia Raman. Foram avaliadas a viabilidade, a proliferacéo, a
morfologia celular e as alteracdes bioquimicas em células tratadas com D-gal. Os resultados
demonstraram que a exposicdo a D-gal reduziu significativamente a viabilidade e a proliferacéo
celular, além de provocar desorganizacdo da rede celular, perda da adesdo entre as células,
alteracdo no tamanho celular, achatamento da morfologia e presenca de vacuolos. Além disso,
essas alteracdes foram acompanhadas por um aumento na presenca de células apoptéticas—um
achado inesperado, dada a resisténcia tipica das células senescentes a apoptose. A anélise
espectroscépica revelou danos bioquimicos em componentes celulares como DNA, proteinas e
lipidios, evidenciando a sensibilidade da espectroscopia Raman na deteccdo de alteracGes
associadas a senescéncia. Este estudo reforga a relevancia do modelo experimental com D-gal
para a investigacdo do envelhecimento celular e destaca a necessidade de pesquisas adicionais
para aprofundar os mecanismos moleculares envolvidos e a relagéo entre senescéncia celular e
apoptose no timo humano. Além disso, ressalta a espectroscopia Raman como uma abordagem
versatil e promissora para o estudo da senescéncia celular, oferecendo vantagens em relacéo as
técnicas tradicionais.

Palavras-chave: Envelhecimento celular; Involucdo timica; Alteragcdes bioquimicas; Timo;
Apoptose; Espectroscopia Raman.



ABSTRACT

Cell senescence is a biological process characterized by the permanent arrest of the cell cycle,
often associated with aging and tissue dysfunction. This phenomenon can be triggered by
various factors, such as DNA damage, oxidative stress, and metabolic alterations, playing a
fundamental role in both physiological processes, such as tissue repair and tumor suppression,
and pathological conditions, including aging and the development of chronic diseases. In the
immune system, cell senescence can affect the thymus, a primary lymphoid organ responsible
for the maturation of T lymphocytes. With aging, the thymus undergoes progressive involution,
marked by the reduction of thymic epithelial cells (TECs), increased fibrosis, and infiltration of
adipose tissue, ultimately leading to a decline in immune competence. Therefore, understanding
the mechanisms involved in TEC senescence is essential to elucidate the factors driving thymic
involution and its consequences for immunosenescence. Thus, this study aimed to investigate
the molecular and cellular alterations in the cell senescence induced by D-galactose (D-gal) in
TECs using traditional cell biology techniques and Raman spectroscopy. Cell viability,
proliferation, morphology, and biochemical changes were evaluated in D-gal-treated cells. The
results showed that exposure to D-gal significantly reduced cell viability and proliferation,
while also causing disorganization of the cellular network, loss of cell adhesion, changes in cell
size, morphological flattening, and the presence of vacuoles. Additionally, these alterations
were accompanied by an increased presence of apoptotic cells—an unexpected finding, given
the typical resistance of senescent cells to apoptosis. Spectroscopic analysis revealed
biochemical damage in cellular components such as DNA, proteins, and lipids, highlighting the
sensitivity of Raman spectroscopy in detecting senescence-associated changes. This study
reinforces the relevance of the D-gal experimental model for investigating cell aging and
underscores the need for further research to deepen the understanding of the molecular
mechanisms involved and the relationship between cell senescence and apoptosis in the human
thymus. Additionally, it highlights Raman spectroscopy as a versatile and promising approach
for studying cellular senescence, offering advantages over traditional techniques.

Keywords: Cellular aging; Thymic involution; Biochemical alterations; Thymus; Apoptosis;
Raman spectroscopy.
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1. Introducéo

A senescéncia celular é um processo caracterizado pela interrupcdo permanente do ciclo
celular, associado ao envelhecimento e a disfungdes teciduais (Van Deursen, 2014). No timo,
orgdo essencial para a maturacdo dos linfocitos T e a regulacdo da resposta imunoldgica, a
senescéncia das TECs pode comprometer a homeostase imunoldgica e contribuir para a
imunossenescéncia, aumentando a vulnerabilidade do organismo a infec¢bes e doencas
relacionadas a idade (Leal et al., 2022).

Nesse contexto, a D-gal tem sido amplamente utilizada como modelo experimental para
inducdo do envelhecimento celular, uma vez que seu excesso favorece o acumulo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), a formacéo de produtos de glicacdo avancada (AGES) e alteracdes
bioguimicas que mimetizam o envelhecimento normal (Azman e Zakaria, 2019). Quando
aplicada as TECs, essa substancia pode comprometer sua morfologia e funcionalidade,
impactando diretamente a maturacéo e selecédo de linfécitos T no timo (Guo et al.,2020).

Diante disso, este estudo investiga os efeitos da senescéncia celualr induzida pela D-gal
sobre as TECs humanas, analisando sua viabilidade, proliferacdo e perfil bioquimico. A
hipdtese central é que esse tratamento induz senescéncia celular, promovendo mudancas
estruturais e funcionais nessas células. Além disso, busca-se avaliar a espectroscopia Raman
como ferramenta para a detec¢do dessas alteracdes, comparando-a com métodos tradicionais de

biologia celular,
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2. Referencial Tebrico

2.1 Timo

O timo é um 6rgdo linfoide primério localizado na regido toracica, atras da extremidade
superior do esterno, préximo ao coracéo e aos grandes vasos da base (Lima e Carneiro-Sampaio,
2007; James et al., 2024). Ele desempenha um papel crucial no sistema imunolégico, sendo
responsavel pela maturacdo e desenvolvimento dos linfdcitos T, células essenciais para a
resposta imune adaptativa (Thapa e Farber, 2019; Gulla, et al., 2023). E composto por dois
lobos revestidos por uma capsula delgada, que se projeta no 6rgédo através de septos de tecido
conjuntivo, dividindo o timo em I6bulos menores. Cada l6bulo possui um estroma formado por
uma rede de TECs, macrdfagos e células dendriticas, que criam um microambiente essencial
para a migracdo, interacdo e maturacdo dos timocitos, células precursoras dos linfécitos T
maduros (Rezzani et al., 2014). Além disso, o timo é fundamental para a selecdo de células T,
garantindo que apenas aquelas que reconhecem antigenos estranhos e que nao reagem contra

0s proprios tecidos do corpo sejam liberadas para a circulagdo (Cowan et al., 2020).

Figura 1 - Representacgdo gréfica da anatomia de timo neonatal
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Fonte: https://www.studocu.com/
No processo de selecdo e maturacdo dos linfécitos T, as TECs sdo indispensaveis e

desempenham papéis essenciais no microambiente do timo. Essas células se dividem em duas
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subpopulacdes principais, localizadas em regifes especificas e com fun¢des complementares
na maturacdo dos linfocitos T (Kadouri et al., 2019). No cortex timico, as TECs corticais
(cTECSs) sdo cruciais para a selecdo positiva, permitindo a sobrevivéncia dos timdcitos que
reconhecem corretamente 0s complexos de peptideo-MHC (Complexo Principal de
Histocompatibilidade), etapa essencial para a funcionalidade imunoldgica (Veneziani, 2020).
Ap0s essa fase inicial, os timdcitos migram para a medula timica, onde as TECs medulares
(mTECs) séo responsaveis pela selecdo negativa. Expressando uma ampla variedade de
autoantigenos, promovem a eliminacdo de linfocitos T autorreativos ou seu redirecionamento
para funcbes reguladoras, garantindo a autotolerdncia e a homeostase imunoldgica. Dessa
forma, a agdo coordenada das cTECs e mTECs assegura que apenas linfocitos T maduros,
funcionais e ndo autorreativos sejam liberados para a circulacdo, contribuindo para a eficiéncia
do sistema imunologico adaptativo (Ohigashi et al., 2016).

No entanto, o timo ndo mantém sua funcionalidade inalterada ao longo da vida. Segundo
Hale et al. (2021), ele sofre mudancas morfoldgicas e funcionais significativas com o
envelhecimento. Durante a infancia, apresenta alta atividade, mas, progressivamente, passa por
um processo de involugdo, caracterizado pela substituicdo do tecido funcional por tecido
adiposo e pela reducdo na producao de novos linfécitos T (Liang et al., 2022; Tong et al., 2020).
Esse declinio, que se acentua apds a puberdade, compromete a eficiéncia do sistema
imunologico adaptativo, uma vez que reduz a populacdo de TECs e, consequentemente, a
geracao de linfocitos T virgens e autotolerantes (Macena, Hermano e Costa, 2018; Cowan et
al., 2020). Como resultado, a involugdo timica est4 associada a uma maior suscetibilidade a
infeccBes, menor eficacia vacinal e aumento da incidéncia de doencas relacionadas a idade,
como o cancer.

Diante desse cenario, diversas pesquisas vém explorando estratégias para rejuvenescer
0 timo e restaurar a producdo de linfécitos T, visando aprimorar a imunidade em individuos
idosos (Fujimori e Ohigashi, 2024). Nesse contexto, evidéncias cientificas indicam que a atrofia
timica resulta da interagdo de multiplos mecanismos, incluindo estresse oxidativo, alteraces
hormonais, modifica¢Bes bioquimicas e infeccdes, sendo o estresse oxidativo e 0 acimulo de
danos moleculares nas TECs fatores centrais nesse processo (Barbouti, 2020). Esses achados
reforcam a importancia de investigar os mecanismos envolvidos na regressdo timica e possiveis

intervencges terapéuticas para mitigar seus efeitos (Teixeira e Guariento, 2010).
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2.2 Senescéncia celular

A senescéncia celular € um processo biologico que envolve a interrupgdo permanente
do ciclo celular, resultando na perda da capacidade de diviséo e proliferacédo celular. Esse estado
pode ser induzido por diversos estressores, como danos ao DNA, disfungdo mitocondrial,
encurtamento dos teldmeros e ativacdo de oncogenes. Apesar de atuar como um mecanismo de
defesa contra a proliferacdo de células cancerigenas, contribuindo para a supressdo tumoral, a
cicatrizacdo de feridas e a protecdo contra fibrose, a senescéncia também esta associada ao
acumulo de células senescentes nos tecidos ao longo do envelhecimento (Regulski, 2017;
Martini e Passos, 2022; Inocéncio, de Oliveira e de Souza, 2024).

Esse acumulo de células senescentes desempenha um papel importante no
envelhecimento do organismo, promovendo disfunc@es teciduais e condicGes relacionadas a
idade, como a remodelacdo do tecido e o declinio orgénico (Guo et al., 2022). Células
senescentes, embora metabolicamente ativas, acumulam danos moleculares e alteragoes
estruturais que comprometem a homeostase tecidual, contribuindo para a deterioracao funcional
dos tecidos em que se encontram (Campisi, 2021).

O envelhecimento, por sua vez, € um processo dindmico, universal e progressivo,
caracterizado por alteragdes morfoldgicas, funcionais, bioquimicas e psicoldgicas, que reduzem
a capacidade adaptativa e favorecem o surgimento de doengas crénicas, impactando
significativamente a saude e a qualidade de vida (Silva e Ferrari, 2011). Entre 0s mecanismos
envolvidos nesse processo, destaca-se 0 aumento de danos causados por espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio provenientes do metabolismo mitocondrial, que levam & oxidagdo de
macromoléculas como proteinas, lipideos, carboidratos e DNA, conforme a teoria dos radicais
livres (Molina e Soldrzano, 2021). Contudo, nem sempre individuos idosos apresentam maior
estresse oxidativo em comparacgdo aos jovens (Silva e Ferrari, 2011).

De acordo com da Silva e da Silva (2005), entre os principais fatores que contribuem
para o envelhecimento celular est&o:

e Danos ao DNA: Lesbes no material genético, como quebras de fita dupla, desencadeiam
mecanismos de reparo que nem sempre sao eficientes, acumulando mutacGes ao longo
do tempo.

e Teldmeros encurtados: A cada ciclo de divisdo celular, os telémeros, estruturas que
protegem as extremidades dos cromossomos, encurtam-se, sinalizando a senescéncia

celular.
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e Acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS): O desequilibrio entre a producao
de ROS e os mecanismos antioxidantes acelera o dano celular, promovendo a ativagédo

de vias pro-senescentes.

No esquema a seguir (figura 2), sdo destacadas as nove marcas do envelhecimento
descritas por Lépez-Otin et al. (2013), que sintetizam os principais mecanismos subjacentes,
desde a instabilidade gendmica até a comunicacdo intercelular alterada, oferecendo uma viséo

integrada das alteragdes que moldam esse fendmeno.

Figura 2 - Marcas do envelhecimento

Instabilidade
Genomica

Engtamento =
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Senescéncia Alteracdes
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Fonte: Adaptado de The hallmarks of aging, Lopez-Otin et al., Cell 2013.

De acordo com Gonzalez-Puertos e colaboradores (2015), as células senescentes
apresentam caracteristicas distintas, como aumento de tamanho, aspecto aplanado e presenca
de vacuolos. Embora sejam metabolicamente ativas, tém expressao génica perturbada e nédo
respondem adequadamente a estimulos que promovem a divisdo celular ou a morte celular
programada. Um marcador do estado senescente é o aumento da enzima B-galactosidase, que
esta associada a atividade lisossomal e ao envelhecimento celular, refletindo uma elevagéo da
massa lisossomal durante a senescéncia (Lee et al., 2006). Além disso, essas células exibem
modificagOes na heterocromatina, conhecidas como "focos de heterocromatina” associados a

senescéncia, que ajudam a silenciar genes promotores de proliferagéo (Aird e Zhang, 2013).
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No contexto do sistema imunoldgico, o envelhecimento esta associado a um fenbmeno
complexo e multifatorial conhecido como imunossenescéncia, que se refere a deterioracédo
progressiva da estrutura e funcao imunoldgica ao longo do tempo (Santoro, Bientinesi e Monti,
2021). Esse processo envolve diversas alterac@es, incluindo a remodelagéo dos érgaos linfoides
e a reducdo da eficcia das respostas imunes, resultando em maior suscetibilidade a infeccdes,
doengas autoimunes e neoplasias (Lian et al., 2020).

Com o avanco da idade, ocorrem mudangas significativas no sistema imune, como a
diminuicdo da producdo de anticorpos especificos e a reducdo da proliferacdo de linfécitos T.
Essas modificacGes comprometem a eficiéncia da resposta imunolégica, aumentando a
morbidade e mortalidade entre os idosos (Esquinazi, 2009). Além disso, a deteriora¢do do
sistema imune estd diretamente relacionada ao fenédmeno do "inflammaging"”, um estado de
inflamacdo crénica de baixo grau caracterizado por niveis elevados de marcadores
inflamatorios (Liu et al., 2023). Esse ambiente prd-inflamatério agrava ainda mais a disfuncéo
das defesas do organismo, intensificando seus efeitos negativos (Zhu et al., 2023; Pajak,
Nowicka e Szepietowski, 2023).

Embora tradicionalmente vista como um processo degenerativo, essa reconfiguracdo do
sistema imunolégico tem sido interpretada, em estudos recentes, como uma adaptacdo as
demandas acumuladas ao longo da vida (Alves e Bueno, 2019). Esse ajuste funcional pode ser
uma resposta a carga antigénica persistente, permitindo ao organismo lidar com a exposigédo
continua a diversos patdgenos (Accardi e Caruso, 2018).

O avanco no entendimento desse fendmeno tem impulsionado a busca por estratégias
para reduzir o declinio imunoldgico relacionado & idade. No entanto, as interagdes entre a
senescéncia celular e os componentes do sistema imune ainda ndo sdo completamente
compreendidas, exigindo mais pesquisas para o desenvolvimento de intervencdes eficazes
(Lian et al., 2020).

2.3 Estresse oxidativo induzido por D-galactose

A D-galactose (D-gal) € um monossacarideo redutor que ocorre naturalmente como um
epimero C-4 da glicose. Esse agucar € um dos componentes da lactose, o principal dissacarideo
encontrado no leite e seus derivados (Umbayev et al., 2020), distribuido em diversos alimentos,
como frutas, vegetais e hortaligas, laticinios, mel e produtos fermentados (Shwe et al., 2018).
Além disso, alimentos enriquecidos, como chocolate e amendoim, também séo fontes de D-gal.

O xarope de hidrolisado de lactose, utilizado como adocante em biscoitos, confeitaria e
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sobremesas lacteas, destaca-se como uma fonte significativa de galactose na forma

monossacaridica (Bo-Htay et al., 2018).

Figura 3 - Estrutura molecular da D-Galactose
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Fonte: Sigma-Aldrich

Estudos indicam que a galactose, presente nesses produtos, estd associada a diversos
distdrbios relacionados ao envelhecimento, incluindo doenca de Alzheimer, catarata,
inflamacdes cronicas e envelhecimento precoce (Xu et al., 2018). Esse acucar induz danos
celulares e moleculares por meio de trés vias principais: 0 acumulo de galactitol e estresse
oxidativo, que gera espécies reativas de oxigénio (ROS) e contribui para a inflamacédo e
senescéncia imunoldgica; a formacao de produtos de glicagdo avancada (AGES), resultante da
reacdo com grupos de aminoacidos livres, ativando respostas inflamatorias por meio de
receptores especificos; e a disfuncdo colinérgica, caracterizada pelo aumento da
acetilcolinesterase (AChE), o que agrava os danos inflamatorios (Ruan et al., 2013). Quando
presente em niveis elevados, a galactose também pode ser metabolizada pela enzima galactose
oxidase, formando compostos como D-galacto-exodialdose e hidroperdoxido, que contribuem
ainda mais para o0 aumento do estresse oxidativo (Remigante, 2021). Esses processos nao apenas
impactam a funcdo celular e o sistema imunologico, mas também resultam em
neurodegeneracdo, disfungdes neurovasculares e estdo associados a diversas condicOes
patoldgicas (Wei et al., 2020).

No timo, a substancia é utilizada como modelo experimental para estudar a involucao
timica, acelerando esse processo por meio da reducdo da viabilidade das TECs, o que interfere
na selecdo e maturacdo dos linfécitos T. Como resultado, compromete a tolerancia imune

central e aumenta o risco de doencas autoimunes (Guo et al., 2020). Esses efeitos simulam a
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involucdo timica associada ao envelhecimento natural, que envolve a perda progressiva da
funcdo timica, e estdo diretamente relacionados a imunossenescéncia. Assim, a substancia se
destaca como um modelo valioso para investigar os impactos do envelhecimento no sistema

imunoldgico e explorar possiveis intervencdes terapéuticas (Du et al., 2019).

2.4 A espectroscopia RAMAN

A espectroscopia Raman é uma técnica analitica baseada no espalhamento ineléstico da
luz, fendbmeno descrito por Raman em 1928, no qual fotons interagem com moléculas de uma
amostra, resultando em mudangas na energia da luz espalhada (Alcantara Jr, 2002). Essas
alteracdes energéticas, classificadas como Stokes ou anti-Stokes, fornecem informacgdes
detalhadas sobre as vibracOes e rotagcdes moleculares, permitindo a caracterizacdo precisa da
estrutura, composicéo e interacbes moleculares de diferentes materiais (Liendl et al., 2020).

Diferenciando-se por ser ndo destrutiva e ndo exigir reagentes, a espectroscopia Raman
tem aplicacdes crescentes nas areas de biologia e medicina, como a quantificacdo de
biomoléculas, imagens moleculares hiperespectrais de células e tecidos, diagndstico médico e
caracterizacdo de tecidos tumorais (Auner et al., 2018). Cada amostra possui um perfil
espectroscépico Unico, permitindo a discriminacdo precisa de diferentes tipos de tecidos e a
andlise in vivo, como na identificacdo de células tumorais circulantes e na avaliagdo de tecidos
cancerigenos (Alcantara Jr, 2002; Shipp, Sinjab e Notingher, 2017).

O método espectroscopico destaca-se como uma técnica analitica versatil e poderosa,
capaz de medir a composicdo quimica de amostras e fornecer informaces bioldgicas detalhadas
(de Faria et al., 2002). Com espectros caracteristicos para diversos materiais, a técnica possuli
aplicacdes estabelecidas em &reas como geologia, ciéncia dos materiais e polimeros. Na
biologia, sua utilizacdo tem se expandido rapidamente, gracas a capacidade de obter
informacgfes quimicas e estruturais sem preparacdo extensiva de amostras ou necessidade de
rotulagem, além de ser pouco afetada por moléculas de dgua (Butler et al., 2016).

Recentemente, a espectroscopia Raman tem impulsionado avangos em biologia
quimica, aproveitando efeitos dpticos que refletem diretamente as condi¢cdes quimicas e
estruturais de moléculas em células e tecidos vivos (Alvarez et al., 2017). Sua independéncia
das capacidades de fluorescéncia das moléculas possibilita a visualizacdo direta de respostas
quimicas em amostras bioldgicas. Um exemplo é o uso de etiquetas Raman, que, por meio de
vibracGes moleculares Unicas, permitem rastrear pequenas moléculas em células vivas sem 0s

inconvenientes associados a fluoroforos volumosos (Dodo, Fujita e Sodeoka, 2022).



19

No entanto, até 0 momento, ndo ha relatos na literatura sobre sua aplicacdo especifica
na investigacdo da senescéncia celular no timo. Este estudo inova ao explorar a espectroscopia
Raman como uma ferramenta inédita para analisar alteragcdes biomoleculares associadas ao
envelhecimento timico, oferecendo uma nova perspectiva para a compreensdo dos processos
envolvidos na senescéncia celular nesse 6rgdo. Ao possibilitar a identificagdo de assinaturas
espectroscopicas caracteristicas da senescéncia, essa abordagem tem potencial para abrir novos

caminhos na pesquisa sobre o envelhecimento imunoldgico.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar as alteragdes moleculares e celulares de TEC humana ap6s a inducdo da

senescéncia celular com a D-galactose in vitro.

3.2 Objetivos Especificos:

e Analisar a morfologia das TEC humanas ap6s a inducdo de senescéncia com D-
galactose.

e Avaliar a viabilidade, taxas de morte celular e capacidade proliferativa das TEC
humanas envelhecidas in vitro com D-galactose.

e Avaliar através da espectroscopia Raman, alteracdes bioquimicas das TEC humanas

envelhecidas in vitro com D-galactose.



21

4. Material e Métodos

4.1 Cultivo Celular

Para a realizacdo dos experimentos, utilizou-se a linhagem de TECs p6s-natal THPN
(Fernandéz et al., 1994, gentilmente cedidas pelo Laboratério de Pesquisas sobre o timo,
FIOCRUZ). As células foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Gibco), suplementado com 10%
de soro bovino fetal (SBF) (Gibco), 1% de L-glutamina (Sigma-Aldrich) e 0,02% dos
antibidticos estreptomicina e penicilina (Gibco), sob condic¢Ges de 37 °C em atmosfera com 5%
de CO.. As passagens das células foram realizadas utilizando uma solugdo de Tripsina-EDTA

(Sigma-Aldrich) quando necessario.

4.2 Inducéo da senescéncia celular com D-galactose

As TECs foram submetidas a um protocolo experimental para inducdo do
envelhecimento in vitro. Para isso, foram divididas em dois grupos: controle e tratado com D-
gal (Sigma-Aldrich). Um dia ap6s o plaqueamento, o meio de cultura foi substituido por RPMI
suplementado com 2% de SBF, com a adi¢do de D-gal no grupo tratado.

4.3 Ensaio de viabilidade celular

Para verificar a viabilidade celular, foi utilizado o método colorimétrico de reducdo do
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) (Sigma-Aldrich) em
formazan. As células THPN (7x108 células/pog¢o) foram cultivadas em placas de 96 pocos com
RPMI contendo 2% de SBF e tratadas com D-gal nas concentragcfes de 10, 20 e 40 mg/mL
durante 24 e 48 horas, a fim de determinar as concentragdes e o tempo de tratamento ideal. As
células mantidas nas mesmas condi¢Ges, mas sem tratamento, foram consideradas como
controle. Apds o periodo de incubacéo, a absorbancia foi mensurada a 540 nm no equipamento
Polaris Celer, e os valores obtidos foram utilizados para calcular o percentual de viabilidade

celular, considerando o controle como 100%.
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4.4 Ensaio de morte celular

As células THPN (1x10* células/pogo) foram cultivadas em placas de 24 pocos
contendo laminulas de vidro de 13 mm e submetidas & senescéncia celular in vitro com D-gal,
na concentracdo de 40 mg/mL, por 24 h e 48 h. Logo apos, a avaliacdo da morte celular foi
realizada por meio da coloracdo fluorescente dupla de laranja de acridina/iodeto de propidio
(LA-IP) (Sigma-Aldrich) na concentra¢ao de 5 pg/mL, visualizada sob um microscopio de
fluorescéncia (Nikon Eclipse 50i). A analise foi conduzida qualitativamente a partir de imagens
de fluorescéncia, utilizando o programa ImageJ para a contagem celular, baseada em referéncias
morfoldgicas das prdprias células. Essa metodologia permitiu identificar se o tratamento com
D-galactose (40 mg/mL) por 48 horas causaria alteracdes na membrana e no nlcleo das células
THPN, associadas a apoptose ou necrose. Os dados obtidos foram utilizados para calcular a
porcentagem de células vidveis, apoptoticas e necrdticas em relacdo ao numero total de células

analisadas por campo.

4.5 Proliferacéo celular

As células THPN (1x10* células/pogo) foram cultivadas em placas de 48 pocos ¢
submetidas a inducdo do envelhecimento celular in vitro com D-gal na concentracdo de 40
mg/mL por 24 e 48 horas. Apés o tratamento, as células foram coradas com Trypan Blue
(Gibco) para exclusdo de células mortas e, em seguida, contadas em uma camara de Neubauer
utilizando um microscopio de luz invertido (Nikon Eclipse TS100), permitindo a avaliacdo da
proliferacdo celular. A contagem foi realizada em quatro quadrantes, aplicando-se o célculo x/4

=Y, seguido da multiplicacdo pela formula padrdo da cdmara de Neubauer:
Y x 10%x 2 (fator de dilui¢dao) x volume total da suspensdo

Esse procedimento permitiu estimar a densidade celular e comparar a proliferacdo entre 0s

grupos experimentais.

4.6 Morfologia celular

As células THPN (1x10* células/poco) foram cultivadas em placas de 24 pocgos e
submetidas a inducdo do envelhecimento celular in vitro com D-gal (40 mg/mL) por 24 e 48
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horas. Apds o tratamento, foram fixadas com paraformaldeido a 4% e coradas com cristal
violeta para analise morfologica. A observacao foi realizada em um microscépio éptico de luz
acoplado a camera digital (Olympus IX 70, aumento 20x), permitindo a avaliacdo inicial das
alteragdes celulares.

Para a andlise por MEV, as células foram cultivadas em placas de 24 pocos contendo
laminulas de vidro de 13mm. Apés o tratamento, foram lavadas com PBS e fixadas com
glutaraldeido a 0,5% por 5 minutos. Em seguida, as laminulas foram submetidas ao processo
de secagem e metalizacdo, permitindo a obtencdo de imagens de alta resolucdo. A analise foi
realizada em um microscopio eletrénico de varredura (Shimadzu, modelo Superscan SSX-550)
acoplado ao sistema de energia dispersiva de raios-X (EDS), possibilitando uma avaliagdo

detalhada da arquitetura celular e das alteracGes morfoldgicas associadas a senescéncia.

4.7 Anélise de espectroscopia RAMAN

As células THPN (1x10* células/poco) foram cultivadas em placas de 24 pocos
contendo laminulas de vidro de 13mm e submetidas a senescéncia celular in vitro com D-gal,
na concentracdo de 40 mg/mL, por 48h. Apds a exposicao, as células foram lavadas com PBS
e fixadas com glutaraldeido a 0,5% em PBS por 5 minutos. Apds secagem, as células foram
analisadas no espectrdmetro XploRA (Horiba) acoplado a um microscopio Olympus, e
equipado com um laser de 532nm focalizado na regido nuclear das células através de uma
objetiva de 100x, por onde também foi coletada a luz espalhada ap6s a interagdo com a amostra.
Foram medidas 100 células de cada grupo de tratamento na faixa espectral de 700 — 1800 cm-
1 (Miranda et al., 2022).

4.8 Analises estatisticas

Para as analises estatisticas dos dados obtidos e confeccdo dos gréficos, foi utilizado o
programa de computador GraphPad Prism verséo 8.00 (GraphPad Prism Software, Inc.). Os
resultados estdo representados como média e erro-padrdo da média (EPM), e avaliados
estatisticamente através do teste t ou atraves do teste ANOVA, com um nivel de significancia
selecionado para p<0,05. A Andlise de Componentes Principais (PCA) foi utilizada para

identificar e visualizar as diferencas na composicdo bioquimica entre os grupos celulares.
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5. Resultados

5.1 Viabilidade das células THPN ap0os exposicédo a D-galactose

Ao analisar o percentual de células viaveis tratadas com D-gal nas concentrag@es de 10,
20 e 40 mg/mL, foi observado que todas as concentracdes resultaram em uma reducdo
significativa na viabilidade celular em comparacdo com o grupo de controle ndo tratado
(Figuras 4A e 4B). Apds 24 horas de tratamento (Figura 4A), as médias de viabilidade celular
foram de 70,84% para 10 mg/mL, 66,11% para 20 mg/mL e 47,96% para 40 mg/mL. J& apds
48 horas (Figura 4B), os valores foram de 72,79% para 10 mg/mL, 60,71 % para 20 mg/mL e
57,24% para 40 mg/mL.

A concentracdo de 40 mg/mL demonstrou a maior reducdo percentual em ambos os
tempos, indicando seu impacto mais expressivo na viabilidade celular. Esses resultados
sugerem que 40 mg/mL de D-gal € mais eficiente na simulacdo dos aspectos naturais do
envelhecimento celular, reduzindo a viabilidade das TECs em até metade. Por esse motivo, essa

concentracéo foi escolhida para o restante do trabalho.

Figura 4- Efeito da D-Galactose na viabilidade das células epiteliais timicas humanas
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O gréfico representa a média * erro-padrao do percentual médio de viabilidade celular de TECs humanas
pos-natais ap0s 24 e 48h de exposicdo a D-galactose. ST = grupo sem tratamento. As diferencas
estatisticas foram determinadas pelo teste ANOVA seguido de Tukey (com (*) p < 0.05), onde (*) p <
0,05; (**) p <0,001; e (****) p < 0,0001 em comparacao ao grupo ST.

5.2 Analise da morfologia das células THPN apds exposicdo a D-galactose
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Na analise morfoldgica (Figuras 5A-D), utilizando a coloragéo de cristal violeta, foram
avaliadas células apds tratamento com D-gal por 24h e 48h. No grupo sem tratamento (Figuras
5A e 5B), as células apresentaram formato caracteristico, com bordas bem definidas, ndcleos
arredondados e organizacdo em rede. Em contrapartida, no grupo tratado com D-gal (Figuras
5C e 5D), as células exibiram alteracdes progressivas conforme o tempo de exposicdo,
caracterizadas por um formato mais alongado, irregularidades no tamanho e na morfologia,

além de uma reducdo no namero de células por campo.

Figura 5- Morfologia das células THPN ap6s exposi¢cdo a D-galactose por 24 horas através

de coloragéo com cristal violeta

Fotomicroscopias das células epiteliais timicas humanas coradas com cristal violeta. (A) Controle 24h;
(B) Controle 48h; (C) D-GAL 24h; (D) D-GAL 48h. Aumento 200x.

Também foi realizada a analise morfologica por MEV (Figuras 6A-D) ap6s tratamento
com a D-GAL por 24h e 48h. Nas figuras 6A e 6B, observamos células pertencentes ao grupo
sem tratamento, apresentando morfologia caracteristica com formato bem definido, aparéncia
rugosa e com relevos proeminentes. Nas figuras 6C e 6D, observamos células pertencentes ao
grupo tratado com a D-GAL, apresentando-se mais alongadas, achatadas, com delimitacGes e

superficies sombreadas, além de auséncia de relevos.
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Figura 6- Morfologia das células THPN ap6s exposicdo a D-galactose atraves de microscopia

eletrbnica de varredura
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Fotomicrografias eletrénicas de varredura de células THPN sob diferentes condicBGes experimentais,
com aumento de 450x. (A) Controle 24h; (B) Controle 48h; (C) D-GAL 24h; (D) D-GAL 48h.

5.3 Proliferacéo das células THPN apds exposi¢cao a D-galactose

O ensaio de proliferacdo celular (Figura 7) demonstrou uma reducéo significativa no
crescimento de mais da metade da populacdo de células tratadas com D-gal em comparacédo
com as células ndo tratadas apds 24 horas de exposi¢do. Apos 48 horas de tratamento,
observamos que as células do grupo controle continuam a proliferar de forma consistente,
enquanto as células do grupo tratado mantém niveis de proliferacdo semelhantes aos registrados

nas primeiras 24 horas.
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Figura 7- Proliferacdo das células THPN apds exposicao a D-galactose
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O gréfico representa a média + erro-padrao do valor total médio da proliferagdo celular de THPN, apds
tratamento com a D-GAL por 24 e 48 horas. Os valores de significancia estatistica foram determinados
pelo teste t, sequido do pos-teste de Sidak, onde (*) p < 0,05; (**) p < 0,001; e (****) p < 0,0001 em
comparagao ao grupo ST (sem tratamento).

5.4 Ensaio de morte celular com Laranja de acridina e lodeto de Propidio apo6s exposi¢ao
a D-galactose

Dando continuidade as analises, foi verificado que os resultados obtidos no ensaio de
morte celular corroboram os dados observados no ensaio de proliferacdo. Tanto em 24 horas
quanto em 48 horas de tratamento, constatou-se uma reducéo significativa na porcentagem de
células viaveis no grupo tratado comparado ao grupo controle sem tratamento (Figura 8A).

Além disso, foi visto um aumento significativo no percentual de células apoptéticas no
grupo tratado com D-gal (Figura 8B), em comparacdo ao grupo controle. Paralelamente, foi

detectada a presenca de poucas células necroéticas no grupo tratado (Figura 8C).
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Figura 8- Ensaio para avaliar taxa de morte celular com Laranja de acridina e lodeto de

Propidio ap0s exposicdo a D-galactose
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O gréfico representa a média + erro-padrdo do valor total médio da taxa de morte celular em células
THPN ap0s tratamento com D-GAL na concentragdo de 40 mg/mL. (A) % de celulas viaveis; (B) % de
células apoptoticas; (C) % de células necréticas. Os valores de significancia estatistica foram
determinados pelo teste t, sequido do pds-teste de Sidak, onde (*) p < 0,05; (**) p < 0,001; e (****) p <
0,0001 em comparagao ao grupo controle.

5.5 Andlise do perfil bioquimico atraves de espectroscopia Raman

Ap0s 48 horas de tratamento, quando se compara 0 grupo controle com o grupo exposto
a D-gal (Figura 9, linha vermelha e linha azul, respectivamente) é possivel observar que as
principais mudangas nas bandas Raman correspondem ao estiramento de moléculas presentes
no DNA (fosfato, citosina, timina) em 818 cm-, onde foi observada uma reducéo consideravel
no grupo de células tratadas com D-gal. Da mesma forma, pode ser observada reducédo na banda
referente ao estiramento C—C na regido de 927 cm? de proteinas/lipidios. J& nas bandas
centradas em 1003 cm e em 1097 cm-! relacionadas aos estiramentos de fenilalanina e fosfatos,
respectivamente, pode ser observado aumento consideravel da sua intensidade no grupo de
células tratadas com D-gal.

Ainda pode ser observado nestes espectros Raman diferencas de intensidade relativa
nos picos na regido espectral de 1243 — 1321 cm-. Esta regido é uma parte complexa dos
espectros, pois muitas frequéncias vibracionais relacionadas as proteinas, aos lipidios e aos
acidos nucleicos se sobrepdem. Por fim, também é observada diferenca de intensidade no pico
de 1578 cm referente aos acidos nucleicos e do pico relacionado as vibracdes na banda da

amida | centrada em 1662 cm-.
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Figura 9- Espectro Raman de células THPN ap0s exposicdo a D-galactose
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Espectro Raman dos grupos de THPN: células controle (linha vermelha) e células expostas a D-GAL
(linha azul)

Como mostra a Figura 10, 32,3% das células do grupo D-GAL (pontos azuis) comegcam
a se distinguir do grupo controle (pontos vermelhos) pelos dois primeiros PCs, representando
48,4% da variancia, indicando diferencas espectrais significativas entre os grupos. O principal
discriminante foi o escore do PC1, onde o grupo controle apresentou escores negativos e o

grupo D-gal, escores positivos, aparentando duas populagdes distintas.

Figura 10 - Analise de componente principal (PCA)
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6. Discussao

Os resultados do ensaio de viabilidade celular (Figuras 4) demonstraram que a
concentracdo de 40 mg/mL da D-gal reduz significativamente a viabilidade das células THPN,
possivelmente devido ao comprometimento metaboélico causado pelo estresse oxidativo gerado
pelo excesso do aclcar (Xu et al., 2018).

Dados da literatura indicam que a D-gal em excesso pode levar a producéo elevada de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e a formacdo de produtos finais de glicacdo (AGES),
resultando em estresse oxidativo, inflamacéo e apoptose (Du et al., 2019; Cai et al., 2022). A
correlagdo entre os efeitos observados e os dados obtidos sugere que a diminuicdo da
viabilidade celular esta associada a disfuncdo mitocondrial, que amplifica a producéo de ROS
e 0 estresse oxidativo.

Esses processos ativam vias de sinalizacdo ligadas a senescéncia celular, promovendo a
interrupcéo do ciclo celular e a secre¢do de mediadores pro-inflamatorios (Shwe et al., 2018).
Embora os efeitos observados apds 24 e 48 horas sejam semelhantes, o periodo mais prolongado
possibilita uma analise mais abrangente de possiveis alteracdes cumulativas ou progressivas na
funcdo celular. Esses achados indicam que a concentracdo utilizada e 0 modelo experimental
sdo adequados para induzir alteragdes celulares associadas a senescéncia, embora sejam
necessarios estudos adicionais, como analise da producdo de ROS e avaliacdo de marcadores
genéticos, para auxiliar na validacao dessas observacdes.

A anélise morfoldgica com cristal violeta das células tratadas com D-gal, conforme
apresentado na figura 5, revelou alteragdes estruturais significativas associadas ao
envelhecimento celular. As células tratadas apresentaram-se mais alongadas, com tamanhos e
formas irregulares, além de exibirem uma rede desorganizada e menor densidade celular por
campo em comparagao ao grupo controle, que manteve a morfologia caracteristica das células
epiteliais timicas, com aparéncia uniforme e bem organizada. Normalmente, essas células
exibem forma poligonal alongada, nucleos ovais ou arredondados centralizados e
prolongamentos citoplasmaticos que formam uma rede tridimensional interconectada,
conhecida como "rede timica™ (Fernandez et al., 1994).

Essas alteracOes s@o consistentes com caracteristicas descritas na literatura para células
envelhecidas. Segundo Rico-Rosillo, Oliva-Rico e Vega-Robledo (2018), células senescentes
apresentam uma morfologia mais aplanada, aumento na propor¢éo nucleo-citoplasma e maior
numero de vacuolos. Essas caracteristicas estdo alinhadas com os sinais de degeneracédo

descritos por Mufioz-Espin e Serrano (2014), como aumento do tamanho celular, deformacdes
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nucleares, vacuolizagdo do citoplasma e danos em organelas, incluindo o reticulo
endoplasmatico e as mitocdndrias. Essas mudancas estruturais contribuem para a aparéncia
irregular e desorganizada das celulas, conforme confirmado nos experimentos realizados.

Complementando essas observacdes, a analise por MEV (Figura 6) corrobora com as
alteracGes observadas anteriormente. As células do grupo controle exibiram bordas bem
definidas, superficie rugosa e relevos proeminentes, caracterizando uma morfologia preservada.
Ja as células tratadas com D-gal apareceram mais alongadas e achatadas, com delimitagdes
menos precisas, auséncia de relevos e superficie sombreada e escura. Esses achados reforcam
que o tratamento com D-gal induz alteracbes morfoldgicas caracteristicas da senescéncia
celular, afetando tanto a estrutura individual quanto a organizacdo em rede das células epiteliais
timicas.

Os ensaios de proliferacédo celular (Figura 7) evidenciaram o impacto do tratamento com
D-gal na capacidade proliferativa. Ap6s 24 horas de exposi¢do, houve uma reducdo
significativa no crescimento celular. No grupo tratado, observou-se uma sutil proliferacéo entre
24 e 48 horas, sugerindo que nem todas as células cessaram a divisdo e algumas ainda tentam
reparar os danos causados pela D-gal. Enquanto isso, as células do grupo controle continuaram
a proliferar normalmente.

Paralelamente, os ensaios de morte celular utilizando Laranja de Acridina e lodeto de
Propidio (Figura 8) confirmaram um aumento significativo na proporcéao de células apoptoticas
e uma reducdo na fracao de células viaveis no grupo tratado. Esses resultados sugerem que a
exposi¢do a D-gal interfere na capacidade das celulas de completar ciclos celulares regulares,
caracteristica marcante da senescéncia celular (Wyld et al., 2020).

Além disso, 0 aumento de células apoptéticas no grupo tratado indica que o provavel
estresse oxidativo gerado pela D-gal pode induzir apoptose nas células THPN apds 24 e 48
horas de tratamento, em conformidade com estudos de Barbouti et al. (2020), que observou um
aumento de TECs com marcadores de apoptose durante o envelhecimento do timo. Embora
células senescentes geralmente sejam resistentes a apoptose devido a expressdo de proteinas
antiapoptéticas, como descrito por Hu et al. (2022), o estresse oxidativo causado pela D-
galactose parece superar essa resisténcia nas condi¢fes experimentais. 1sso indica que o
tratamento induz tanto caracteristicas de senescéncia quanto processos apoptoticos,
evidenciando a complexidade das vias envolvidas no envelhecimento celular.

Grivicich, Regner e da Rocha (2007) ressaltam que a apoptose, além de desempenhar
um papel crucial na manutencdo da homeostase, atua como um mecanismo de defesa, sendo

ativada em circunstancias de invasdo por agentes patogénicos ou como resposta a danos no
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DNA. Instabilidades nesse processo, como a reducdo da proliferacdo celular e o aumento da
apoptose, estdo frequentemente ligadas ao acumulo de estresse oxidativo, que desempenha um
papel essencial na mediacdo de danos ao DNA, disfun¢do mitocondrial e ativacdo de vias
apoptaticas. No caso das TECs, esse processo pode contribuir para a disfuncéo timica associada
ao envelhecimento, refletindo-se na diminui¢do da renovacdo celular e no comprometimento
da selecdo e maturacdo de linfocitos T.

A espectroscopia Raman revelou alteracdes significativas no perfil bioquimico das
células tratadas, indicando danos em componentes fundamentais, como DNA, proteinas e
lipidios. Esses achados estdo em consonancia com a literatura, que destaca a sensibilidade da
espectroscopia Raman para detectar mudangas estruturais e metab6licas em componentes
celulares (Eberhard et al., 2017). A analise multivariada (PCA) complementou esses resultados,
evidenciando diferencas bioguimicas robustas entre os grupos controle e tratado.

Enguanto as técnicas bioldgicas tradicionais oferecem informacgdes detalhadas sobre
processos celulares, a espectroscopia Raman apresenta a vantagem de fornecer uma visao
global e rapida das alteracfes bioquimicas, sem necessidade de prepara¢des complexas ou uso

de reagentes.
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7. Conclusao

Os resultados deste trabalho evidenciaram os impactos significativos da inducédo de
senescéncia celular com D-gal em células epiteliais timicas humanas, destacando alteracdes na
viabilidade, proliferagdo e morfologia celular, além de danos bioquimicos detectados por
espectroscopia Raman. Observou-se uma reducdo expressiva na viabilidade e proliferagéo
celular, acompanhada de importantes modificacdes morfoldgicas, como variagdes no tamanho,
delimitacdo celular e estrutura do citoplasma. Paralelamente, foram identificadas alteracoes
bioquimicas em componentes essenciais, incluindo DNA, proteinas e lipidios, evidenciando o
amplo impacto da senescéncia induzida.

Verificou-se também um aumento na porcentagem de células apoptéticas no grupo
tratado, um aspecto relevante, visto que celulas senescentes sdo geralmente descritas como
resistentes a apoptose. Embora as razdes para esse comportamento ainda ndo estejam
completamente esclarecidas, tais observacdes destacam a importancia do modelo de indugéo de
senescéncia com D-galactose como ferramenta promissora para investigar 0s mecanismos do
envelhecimento celular e suas implicacdes no microambiente timico.

O estudo também permitiu um comparativo entre técnicas bioldgicas tradicionais e a
espectroscopia Raman. Enquanto os métodos convencionais forneceram dados detalhados sobre
viabilidade, proliferacdo e morfologia celular, a espectroscopia Raman demonstrou-se uma
alternativa mais versatil e eficiente para analises integradas, permitindo a detec¢édo néo invasiva
e sensivel de alteracdes bioquimicas associadas a senescéncia.

Os achados ressaltam a necessidade de estudos futuros para analisar marcadores
especificos de senescéncia e a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que podem
estar envolvidos nos mecanismos observados. Além disso, € fundamental aprofundar a
compreensdo das vias moleculares associadas a inducdo da senescéncia e sua relacdo com o0s
processos de apoptose e estresse oxidativo. Essas investigagdes poderdo ampliar o
entendimento sobre os mecanismos do envelhecimento celular e explorar o potencial da
espectroscopia Raman como ferramenta complementar ou alternativa no estudo da senescéncia

celular.
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8. Perspectivas

Este estudo abre novas perspectivas para a aplicacdo da espectroscopia Raman na
pesquisa da senescéncia celular no timo, um 6rgdo essencial para a defesa do organismo. A
auséncia de estudos prévios nessa area reforca a necessidade de investiga¢fes adicionais para
consolidar essa técnica como uma ferramenta bioquimica sensivel e ndo invasiva.

Futuramente, pesquisas devem investigar os mecanismos moleculares da senescéncia
induzida pela D-gal no envelhecimento timico. Isso inclui a analise de marcadores genéticos,
avaliacdo de ROS, estudo da expressdo genética e das vias de sinalizacdo, e investigacdo da
relacdo entre senescéncia celular e apoptose. Essas investigacbes podem fornecer
esclarecimentos sobre os mecanismos que regulam a involucdo timica e contribuir para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas.

Comparar a espectroscopia Raman com outras técnicas bioquimicas pode validar sua
precisdo na deteccdo de alterag@es celulares e impulsionar seu uso como ferramenta diagnostica.
Assim, este estudo ndo apenas contribui para o conhecimento da senescéncia celular no timo,
mas também abre caminho para novas aplicacdes da espectroscopia Raman na biologia celular

e no envelhecimento.
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