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Resumo

O consumo de alcool é um fator de risco para diversas doengas neurodegenerativas, sendo sua
toxicidade tema relevante na pesquisa bioldgica. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
citotdxicos do alcool etilico em células da linhagem SH-SY5Y. As células foram expostas a diferentes
concentragdes de alcool, seguidas pela realizagao de ensaio de viabilidade celular utilizando resazurina
e citometria de fluxo para quantificagdo da morte celular. A concentragdo de 10 mM de etanol foi
estabelecida como NOAEL, pois ndo resultou em reducdo significativa da atividade metabdlica,
enquanto que em 100 mM, observou-se aumento na absorbancia, porém com alta variabilidade entre
réplicas, no teste de resazurina, ja a citometria demonstrou predominancia de células mortas em ambas
as concentragdes de etanol, sendo necessario e previsto a realizagao de testes adicionais, como ensaio
cometa, para ratificagdo mais precisa da toxicidade do etanol. Os resultados deste estudo podem
fornecer subsidios para futuras pesquisas sobre os efeitos do alcool no sistema nervoso e potenciais
estratégias de mitigagdo de seus danos.
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Introdugao

A exposicdo a substancias quimicas com potencial téoxico € uma preocupagdo constante em
diversas areas da biologia e da saude. O etanol ou alcool etilico, substancia licita e psicoativa com
propriedades que causam dependéncia, tem importancia significativa na carga de doengas devido ao
seu uso nocivo, sendo que os seus efeitos sao determinados por fatores como o volume consumido,
os padrdes de consumo e a qualidade do alcool (OPAS, 2020). No ano de 2021, foram registrados
69.054 6bitos relacionados ao uso nocivo de alcool no Brasil de acordo com o Centro de Informagdes
sobre Saude e Alcool (CISA), com dados do Datasus. De acordo com o “Global Status Report on
Alcohol and Health 2014” da Organizagao Mundial da Saude (OMS), o uso nocivo do alcool causou
aproximadamente 3,3 milhdes de mortes todos os anos, 4% das quais sdo causadas por transtornos
neuropsiquiatricos.

Certas caracteristicas quimicas do etanol traduzem seu comportamento no organismo, como o seu
baixo peso molecular e solubilidade em agua, sendo capaz de atingir o sistema nervoso central (SNC),
0 que pode causar efeito neurotoxico (ZUO et al., 2017). O alcool interfere nas vias de comunicagéo do
cérebro e pode afetar o funcionamento do mesmo (National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism,
2022), incluindo a disfungédo mitocondrial, apoptose e danos ao DNA (CREWS; NIXON, 2019).

A fim de investigar os efeitos neurotdxicos do etanol, algumas linhagens celulares neuronais como
as derivadas de tumores malignos, apesar de algumas ressalvas, podem ser
diferenciadas/transformadas em células neuronais, constituindo assim uma via alternativa para que
estudos in vitro ultrapassem a limitagdo imposta pela cultura de células neuronais primarias
(KOVALEVICH; SANTERRE, 2021). A linhagem celular SH-SY5Y é uma sublinhagem da linhagem
celular SK-N-SH, estabelecida em cultura em 1970 a partir de biépsia de neuroblastoma metastatico e
passou por trés rodadas de selecao clonal (XICOY; Wieringa; Martens, 2017).

Em cultura, se apresentam como células tanto aderentes quanto flutuantes, sendo ambas viaveis
para cultivo e realizagdo de ensaios. Ainda assim, tanto as células SH-SY5Y néo diferenciadas, com
caracteristicas morfolégicas como corpos celulares semelhantes a neuroblastos, com expressao de
marcadores neuronais imaturos e proliferacdo continua de aglomerados, quanto as diferenciadas,
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morfologicamente mais proximas a neurdnios primarios, sdo amplamente utilizadas em experimentos
in vitro que requerem células semelhantes a neurdnios (KOVALEVICH; SANTERRE, 2021). Esta
linhagem celular foi amplamente utilizada como modelo de sistema nervoso para estudar toxicidade,
doencgas neurodegenerativas e biologia basica neuronal (SHIPLEY; Mangold; Szpara, 2016).

Diante do crescente consumo de alcool e dos impactos negativos associados a sua toxicidade no
sistema nervoso, torna-se essencial o desenvolvimento de estudos que investiguem suas
consequéncias em modelos celulares apropriados. A elucidagao dos mecanismos pelos quais o etanol
induz danos as células neuronais pode contribuir para um melhor entendimento de suas repercussdes
na saude e para o desenvolvimento de estratégias de prevencéo e mitigacao de seus efeitos adversos.

Metodologia

Células SH-SY5Y foram gentilmente cedidos pelo Laboratério de Neurobiologia da Universidade
Federal de Sao Paulo, cultivadas no Laboratério de Biologia Celular e Tecidual da Universidade do Vale
do Paraiba com metodologia do préprio laboratério, em meio de crescimento basico DMEM/F12
suplementado com 5% de soro fetal bovino e 1% de AA antibiético e antimicético, totalizando 4 mL por
frasco de cultivo. As células sao mantidas em um frasco T-75 a 37°C e 5% de CO2 em estufa
(Panasonic, MCO-170AICUV) e o meio de cultura foi trocado a cada 48 horas.

As passagens foram realizadas ao se atingir uma confluéncia celular de 70-80% (Figura 01) por
meio do processo de tripsinizagdo. Para propagacdo das células, foi aspirado o meio de cultura,
adicionado 1 mL de Trypsina-EDTA 0,05% (1x) e incubado na estufa (Panasonic, MCO-170AICUV) por
2-3 minutos. A suspensao de células foi retirada e transferida para um tubo falcon de 15 mL, adicionado
1 mL de Meio de Crescimento Basico e centrifugado por 5 minutos a 1.000 x g (FANEM, Centrifuga
Excelsa Baby 1), o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em meio DMEM/F12. As
células obtidas foram distribuidas em garrafas ou placas para o cultivo normal , para o processo de
diferenciagdo ou em ampolas para congelamento .

Figura 01 - Células SH-SY5Y em frasco T-75 vistas em mlcroscoplo
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A: Células SH-SY5Y em inicio de cultura.
B: Células SH-SY5Y em alta confluéncia.

Fonte: Autora, 2025.

Apos atingir a confluéncia desejada, as células foram submetidas a tripsinizagdo. A quantificagéo
celular foi realizada utilizando um contador automatico de células (Invitrogen, T10791), com 25 pL da
suspensao celular posicionados em cada extremidade da lamina do dispositivo, permitindo a
determinacao da concentracao celular (uL/célula) (Figura 02). Em seguida, as células foram distribuidas
proporcionalmente em uma placa de 48 pogos, contendo meio de crescimento basico, e incubadas por
24 horas para fixagao.

Figura 02 - Resultado exibido pelo contador de células do valor em ul/células.

Conc. % cells # cells
Live: 5.45X10e5 cells/mL 100% 1652
Dead: 0.00X10e4 cells/mL 0% 0

Fonte: Autora, 2025.

Para a etapa de exposicao das células ao etanol foram utilizadas as células ainda nao diferenciadas
para uma verificagdo inicial, sendo o teste com as concentragbes de etanol sobre as células
diferenciadas uma etapa a ser realizada futuramente para comparagédo. O meio de cultura inicial foi

' XXIX Encontro Latino Americano de Iniciagédo Cientifica, XXV Encontro Latino Americano de Pés-Graduagao e
XV Encontro de Iniciagao a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2025 P



retirado e adicionado o meio contendo as concentragdbes NOAEL “N” e LOAEL “L” de etanol,
respectivamente, 10mM e 100mM (PEREIRA, 2020). Ambas as doses de etanol passaram por periodos
de 24 horas e 48 horas de exposicao (Figura 03).

Figura 03 - Placa com células SH-SY5Y expostas ao etanol.

CVi=C-V, .
e 5,45 % 10° - V; =1 % 10° - 2400 ‘ ) .i \ i I

V- 2400 - 10° Completar para volume de 2400 ul (24 pogos)
f 545 - 10°

440 ul células de suspensdo + 1960 ul de meio basico Plaqueamento em placas 48
Vi = 44037 pL pogos com 100 ul cada

24h 48h Etanol puro: 17,1 M
Etanol 70 % v/v - 0,70x17,1M = 11,99 M

Para 10mM (800 uL):
A'CONTROLE  -<mumt LVl = 2. V2

B:NOAEL 10mM < 11,99- V1 - 0,01-08 = V1 = 0,000667 L — 0,667 uL
C: LOAEL 100mM - Diluir 0,667 uL de etanol 70% em 799,3 uL de meio

Para 100 mM (800 uL):
11.99-V1—=0,1-08 - V1 =0,00667L — 6,67 L
Diluir 6,67 uL de etanol 70% em 793, 3 pL de meio

Fonte: Autora, 2025.

Para o ensaio da Resazurina, as células que foram semeadas em placas de cultura e expostas as
concentragdes de etanol (N24h, L24h, N48h E L48h) e as controle devem ter o meio foi substituido por
solugéo de resazurina a 10% diluida em meio de diferenciagéo neuronal. As células séo incubadas a
37 °C e 5% de Dioxido de Carbono, por 1 h em estufa (Panasonic, MCO-170AICUV). Posteriormente,
a solugao de cada poco é transferida para uma nova placa de 96 pogos para medigao de fluorescéncia
usando um leitor de microplacas (Figura 04) (leitura de fundo; excitagdo: 544 nm; emissao: 570 nm)
(Packard, SpectraCount). Os resultados sdo apresentados como uma porcentagem do controle.

A: Pipetagem da resazurina nos pocos.
B: Leitura no espectrofotémetro.

Fonte: Autora, 2025.

Para a analise na citometria de fluxo foi repetida a fase de plagueamento celular, seguida de
diferenciagao utilizando meio basico suplementado com 10ul de acido retinoico durante cinco dias e
exposicao as concentragoes NOAEL e LOAEL de etanol durante 24 e 48 horas. Apds o tratamento,
para controle de morte uma fileira da placa de 24 pogos foi exposta a alta dose de DMSO. Todas as
células foram coletadas utilizando o processo de tripsinizagdo em ampolas de 5 ml (CM como controle
morte; CV para células vivas; 10mM de etanol 24hr; 10mM de etanol 48hr; 100mM de etanol 24hr;
100mM de etanol 48hr), totalizando 6 ampolas, as quais foram lavadas com PBS 1X e solugédo tampéao,
preparada com tampéo de ligagdo 5X annexin-binding buffer com 9 partes de agua destilada, para a
etapa seguinte de centrifugagédo a 400 g por 5 min a 4°C. O pellet foi ressuspendido em PBS 1X. Para
a coloragdo com Anexina V-FITC, preparou-se a solu¢ao de 570ul de tampao de ligagdo com 30ul de
anexina, distribuindo 100ul para as ampolas, as quais foram incubadas por 15 min no escuro. Foi
preparada uma solucao de 1.200ul de solugédo tampéao com 30ul de iodeto, distribuida igualmente entre
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as ampolas, com incubacao de 5 minutos. As amostras foram processadas dentro de 30 min para evitar
degradagéo da fluorescéncia. A leitura foi realizada no Citdbmetro de Fluxo BD Accuri-Central (Flow
Cytometer, BD Accuri C6).para obter porcentagem de células vivas, apoptéticas e necréticas.

Resultados

A avaliagdo da atividade mitocondrial e citoplasmatica foi realizada por meio do ensaio de
resazurina, corante azul ndo fluorescente que mediu a atividade metabdlica das células SH-SY5Y
devido a conversdo do reagente em resorufina, corante rosa fluorescente, nas mitocdndrias celulares
ativas, apds exposi¢ao ao etanol nas concentragdes de 10 mM e 100 mM, por 24 h e 48 h. Os controles
apresentaram valores de absorbancia consistentes com a viabilidade basal, servindo como referéncia,
sendo possivel obter os valores médios de absorbancia.

Com base nos dados obtidos, a concentracdo de 10 mM de etanol ndo causou redugéo significativa
da atividade metabdlica, sendo considerada como o NOAEL (No Observed Adverse Effect Level),
definido como a maior concentragao testada que ndo induz efeitos téxicos observaveis em comparagao
ao controle, para este modelo. Ja a concentragao de 100 mM apresentou aumento inesperado nos
valores de absorbancia, mas com alta variagédo entre réplicas (Figura 05). Nao foi possivel identificar
um efeito toxico claro com base apenas neste ensaio, portanto, a classificagdo de LOAEL (Lowest
Observed Adverse Effect Level) ainda depende da confirmagao por outros testes.

Figura 05 — Atividade Metabdlica da SH-SY5Y apos tratamento com etanol.
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Fonte: Autora, 2025.

Atividade Metabolica (%)

Ainda assim, a citometria de fluxo demonstrou prevaléncia de células necréticas (mortas), calculo
estatistico conduzido pelo software GraphPad Prisma ANOVA one-way, seguido do teste Bonferroni
valor de p<0,05 (Figura 06), fato que ratifica a classificacdo NOAEL e LOAEL de etanol utilizados e
corrobora a hipétese de que o etanol induz efeitos celulares.

Figura 06 — Células necroéticas da SH-SY5Y em % apds exposigao ao etanol.
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Fonte: Autora, 2025.
Discussao

Nos ultimos anos, evidéncias cientificas tém reforgado a importancia de compreender o padrao de
uso do alcool, considerando que os problemas de salde estdo entre as principais consequéncias
relacionadas ao seu consumo (DE ANDRADE; DE OLIVEIRA, 2009). O etanol exerce agao direta sobre
o sistema nervoso central, causando efeitos como entorpecimento e redugédo dos reflexos (COSTA,
2003). Para investigar a toxicidade dessa substancia em células neuronais humanas, diversos estudos
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utilizam a linhagem SH-SY5Y, amplamente empregada como modelo experimental em pesquisas
neurobiolégicas, sendo que a variabilidade no crescimento e a sensibilidade a compostos podem variar
conforme o meio e o substrato de cultivo, o que ja foi relatado na literatura (XICOY; WIERINGA;
MARTENS, 2017).

No presente estudo, o ensaio de resazurina foi utilizado para avaliar a atividade metabdlica das
células SH-SY5Y expostas ao etanol. Os resultados sugerem um efeito citotéxico progressivo, com
reducdo da viabilidade celular ao longo do tempo de exposigdo. Esse achado é consistente com
estudos prévios que relacionam a neurotoxicidade induzida pelo etanol a mecanismos como alteragdes
no metabolismo cerebral e disfungao mitocondrial (PEREIRA; ANDRADE; VALENTAO, 2015).

A disfungado mitocondrial observada pode refletir ndo apenas a perda de viabilidade celular, mas
também uma redugcdo na capacidade funcional das células sobreviventes. Esse comprometimento
funcional reforca a necessidade de andlises complementares para elucidar os mecanismos de
toxicidade do etanol, incluindo a avaliagdo do tipo de morte celular e a verificagdo de danos ao DNA,
etapas fundamentais para a compreenséo integral dos efeitos neurotdxicos dessa substancia.

Conclusao

O presente trabalho avaliou os efeitos citotdxicos e genotéxicos do etanol sobre células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y, empregando, inicialmente, o ensaio de resazurina para mensurar
da resposta mitocondrial das células.

Como continuidade do estudo, esta prevista analise complementar utilizando teste cometa, que
permitira a avaliagdo do dano ao DNA. Essa etapa é essencial para a compreensao aprofundada dos
mecanismos de toxicidade do etanol em células neuronais, contribuindo para o avango do
conhecimento sobre seus efeitos neurotoxicos.

Dessa forma, espera-se que os resultados obtidos fornegam evidéncias concretas sobre os efeitos
negativos do etanol em células neuronais, contribuindo para uma melhor compreensao de seus
mecanismos de toxicidade.
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