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Litio cronico potencializa a sobrevivéncia de novas
células induzida por enriquecimento ambiental no
hipocampo de camundongos adultos®

Chronic lithium potentiates enrichment-induced
survival of new cells in the hippocampus
of adult mice
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RESUMO: Com a descoberta nas ultimas décadas de que neu-
rogénese (nascimento de novos neurdnios) persiste no cérebro
adulto, surgiu a hipotese de que doengas neurodegenerativas
como a doenga de Alzheimer poderiam ser superadas, ou pelo
menos melhoradas, uma vez que a geragdo de novos neurdénios
poderia ajudar a compensar a perda de neurdnios nessas doen-
¢as. De fato, a neuroproliferacdo estda aumentada no cérebro
de sujeitos com doenga de Alzheimer, mas os novos neurdénios
falham em sobreviver e se diferenciar em células maduras. O
objetivo deste trabalho foi examinar o efeito isolado bem como
o efeito combinado de carbonato de litio (2,0 g/kg de ragdo) e
enriquecimento ambiental (com estimulagio cognitiva e fisica)
sobre a sobrevivéncia de novas células geradas no hipocampo
de camundongos adultos. Camundongos C57B1/6 de 3 meses de
idade no inicio do estudo foram submetidos por 4 semanas a uma
das seguintes condigdes de tratamento: (a) Ambiente Convencio-
nal sem Litio (n = 7); (b) Ambiente Convencional mais Litio (n=
7); (¢c) Ambiente Enriquecido sem Litio (n = 7); ¢ (d) Ambiente
Enriquecido mais Litio (n = 6). Imediatamente antes do inicio
dos tratamentos, os animais receberam injegdo intraperitoneal
de BrdU, um marcador de proliferagdo celular. Vinte ¢ seis dias
apos o inicio dos tratamentos, foi coletado sangue da cauda dos

animais para medidas de litemia. Vinte e oito dias ap6s a injegdo
de BrdU, os animais foram sacrificados através de perfusao in-
tracardiaca seguida por fixacdo com paraformaldeido 4%, para
verificagdo da sobrevivéncia de células proliferativas. Os cérebros
fixados foram cortados em criostato em cortes seriais adjacentes
de 60 pm, e os cortes foram processados para marca¢do imuno-
histoquimica para BrdU. O numero de células BrdU-positivas
(BrdU+) foi contado no giro denteado do hipocampo com o uso
de um microscopio de luz e objetiva de imersao (aumento 100x).
O tratamento com carbonato de litio por 4 semanas resultou em
litemia média de 0,65 mmol/L, portanto, dentro da faixa terapéu-
tica que ¢ entre 0,5 e 1,0 mmol/L. O numero de células BrdU+
aumentou significativamente no hipocampo de animais expostos
ao Ambiente Enriquecido sem Litio (142423 células; p < 0,01)
e ao Ambiente Enriquecido mais Litio (174+£28 células; p <
0,001) em comparacdo ao Ambiente Convencional sem Litio
(10521 células). A exposicdo ao Ambiente Convencional mais
Litio (95+16 células) ndo alterou o niimero de células BrdU+
em comparacdo ao Ambiente Convencional sem Litio (p > 0,1).
No entanto, a exposi¢cdo ao Ambiente Enriquecido mais Litio
resultou em um numero significativamente maior de células
BrdU+ em comparagdo ao Ambiente Enriquecido sem Litio (p
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< 0,05). Os resultados sugerem que o tratamento créonico com
litio acentua a sobrevivéncia de novas células induzida por enri-
quecimento ambiental no hipocampo de camundongos adultos,
provavelmente proporcionando um ambiente favoravel para os
estimulos ambientais exercerem um efeito protetor mais forte.
O tratamento combinado com litio e enriquecimento ambiental
(com estimulagdo cognitiva e fisica) poderia constituir uma
estratégia para promover a sobrevivéncia de novos neurdnios

INTRODUCAO

A suposicdo secular de que novas células nervosas
ndo se originam apds o desenvolvimento embrionario foi
suplantada com a descoberta de que neurogénese (nasci-
mento de novos neurdnios) ocorre constitutivamente no
cérebro de mamiferos adultos'. Com essa descoberta, a
neurogénese adulta no cérebro danificado de sujeitos com
doenca de Alzheimer (DA) tem se tornado foco de inte-
resse e os estudos tém mostrado que a neuroproliferagao
esta aumentada no cérebro com DA?3, mas que 0s novos
neurdnios falham em sobreviver e se diferenciar em células
maduras®*. Assim, medidas para estimular a sobrevivén-
cia e o amadurecimento de novos neurénios poderiam
constituir novas estratégias terapéuticas para promover a
recuperacdo da circuitaria neuronal no cérebro danificado
de sujeitos com DA. Nesse sentido, duas perspectivas que
se destacam na literatura so o litio®® e o enriquecimento
ambiental® 4,

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi examinar o efeito
combinado de carbonato de litio e enriquecimento am-
biental sobre a sobrevivéncia de novas células geradas
no hipocampo de camundongos adultos, em comparagao
com o efeito isolado dessas duas estratégias promotoras de
neurogénese adulta.

METODOS

Vinte e oito camundongos C57B1/6 machos de 3
meses de idade foram injetados no peritonio com bromo-
deoxiuridina (BrdU; analogo da timidina que se incorpora
ao DNA de células em proliferacdo) e submetidos a um
dos seguintes tratamentos por 28 dias (n = 7 por grupo):
(a) ambiente padrao contendo dieta controle; (b) ambien-
te padrdo contendo dieta com carbonato de litio (2,0 g/
kg de racdo); (c) ambiente enriquecido (com objetos de
estimulagdo cognitiva e fisica) contendo dieta controle; e
(d) ambiente enriquecido contendo dieta com carbonato de
litio. Os animais foram sacrificados por perfusdo intracardi-
aca e os cérebros coletados 28 dias pos-BrdU para analise
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e assim melhorar a funcdo cognitiva na doenga de Alzheimer,
especialmente em estagio inicial.

DESCRITORES: Litio; Hipocampo; Carbonato de litio; Neu-
ronios; Doencga de Alzheimer; Camundongos.

KEY-WORDS: Lithium; Hippocampus; Lithium carbonate;
Neurons; Alzheirmer disease; Mice.

de sobrevivéncia das células que incorporaram BrdU. Os
cérebros foram cortados ao longo do hipocampo inteiro em
criostato, e cada trés cortes foram marcados por imunohis-
toquimica para BrdU. O nimero de células positivas para
BrdU (BrdU") foi contado no giro denteado do hipocampo
em cada trés cortes com o uso de um microscépio de luz
comum e objetiva de 100%, e o numero total de células
BrdU" no giro denteado inteiro foi estimado multiplicando-
se o numero de células contadas por 3.

RESULTADOS

O numero total estimado de células BrdU" no giro
denteado do hipocampo estava significativamente aumenta-
do em animais expostos ao ambiente enriquecido contendo
dieta controle e ao ambiente enriquecido contendo dieta
com litio quando comparado com animais expostos ao
ambiente padrao contendo dieta controle e ao ambiente
padrao contendo dieta com litio (ANOVA/Tukey: p <
0,001). Nao foram observadas diferengas no nimero de
células BrdU™ entre animais expostos ao ambiente padrao
contendo dieta controle e ao ambiente padrao contendo
dieta com litio (ANOVA/Tukey: p > 0,5). No entanto, o
numero de células BrdU™ estava significativamente maior
em animais expostos ao ambiente enriquecido contendo
dieta com litio quando comparado com animais expostos
ao ambiente enriquecido contendo dieta controle (ANOVA/
Tukey: p <0,05).

CONCLUSAO

Os resultados sugerem que o tratamento cronico
com litio potencializa a sobrevivéncia de novas células
induzida por enriquecimento ambiental no hipocampo de
camundongos adultos, provavelmente proporcionando um
ambiente favoravel para os estimulos ambientais exercerem
um efeito protetor mais forte. Deste modo, o tratamento
combinado com litio e enriquecimento ambiental (com
estimulacdo cognitiva e fisica) poderia constituir uma es-
tratégia para promover a sobrevivéncia de novos neurdnios
e assim melhorar a fung¢do cognitiva na DA, especialmente
em estdgio inicial.
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