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RESUMO

O consumo de élcool € um fator de risco significativo para diversas doencas
neurodegenerativas, sendo sua toxicidade um tema relevante na pesquisa bioldgica.
Este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos citotoxicos do etanol em células da
linhagem SH-SY5Y, um modelo amplamente utilizado para estudos de neurobiologia.
Como muitas linhagens celulares derivadas de tumores, a SH-SY5Y € intrinsecamente
heterogénea, exibindo caracteristicas tanto de células progenitoras quanto de células
diferenciadas. Para abordar essa limitacdo, pesquisadores frequentemente
implementam protocolos de diferenciacdo que induzem a maturacdo das células SH-
SY5Y, promovendo sua transicdo para um fendtipo mais desenvolvido e
funcionalmente comparavel ao neuronal. Um dos métodos mais comumente usados
e bem caracterizados para inducéo de diferenciacdo em células SH-SY5Y € a adicéo
de acido retinoico (AR) ao meio de cultura, um derivado da vitamina A. Com o intuito
de analisar a toxicidade do etanol sobre o sistema nervoso humano, as células foram
expostas a diferentes concentracdes de alcool, seguidas pela realizacdo de ensaio de
viabilidade mitocondrial utilizando resazurina e analises por citometria de fluxo para
guantificacdo de eventos de morte celular. O alcool gerou um aumento dose-
dependente na morte celular, contribuindo para elucidar os mecanismos subjacentes
a neurotoxicidade induzida pelo alcool. Os resultados deste estudo podem fornecer
subsidios para futuras pesquisas sobre os efeitos do alcool no sistema nervoso e
potenciais estratégias de mitigacao de seus danos.

Palavras-Chave: Neuroblasto, alcoolismo, neurotoxicidade.



ABSTRACT

Alcohol consumption is a significant risk factor for several neurodegenerative diseases,
and its toxicity is a relevant topic in biological research. This study aims to evaluate the
cytotoxic effects of ethanol on SH-SY5Y cell lines, a widely used model for
neurobiology studies. Like many tumor-derived cell lines, SH-SY5Y is intrinsically
heterogeneous, exhibiting characteristics of both progenitor cells and differentiated
cells. To address this limitation, researchers frequently implement differentiation
protocols that induce maturation of SH-SY5Y cells, promoting their transition to a more
developed phenotype that is functionally comparable to neurons. One of the most
commonly used and well-characterized methods for inducing differentiation in SH-
SY5Y cells is the addition of retinoic acid (RA) to the culture medium, a derivative of
vitamin A. In order to analyze the toxicity of ethanol on the human nervous system,
cells were exposed to different concentrations of alcohol, followed by mitochondrial
viability assays using resazurin and flow cytometry analyses to quantify cell death
events. Alcohol generated a dose-dependent increase in cell death, contributing to
elucidating the mechanisms underlying alcohol-induced neurotoxicity. The results of
this study may provide support for future research on the effects of alcohol on the
nervous system and potential strategies for mitigating its damage.

Keywords: Neuroblast, alcoholism, neurotoxicity
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1. INTRODUCAO

A exposicdo a substancias quimicas com potencial toxico € uma preocupacao
constante em diversas areas da biologia e da saude. O etanol ou alcool etilico,
substancia licita e psicoativa com propriedades que causam dependéncia, tem sido
amplamente utilizado em muitas culturas durante os séculos. Seu uso nocivo tem um
grande peso na carga de doencas, além do 6nus social e econémico para as
sociedades, afeta as pessoas e as sociedades de muitas formas, sendo que 0s seus
efeitos sdo determinados por fatores como o volume consumido, os padrdes de
consumo e a qualidade do alcool (OPAS, 2020).

O consumo excessivo de alcool esta associado a diversas consequéncias adversas
a saude e a qualidade de vida, aumentando a frequéncia de morbidades que causam
morte ou limitagbes funcionais, como cirrose, alguns tipos de cancer, acidente
vascular cerebral, entre outros (COSTA et al.,, 2004). No ano de 2021, foram
registrados 336.407 internacdes e 69.054 oObitos relacionados ao uso nocivo de alcool
no Brasil de acordo com o Centro de Informag6es sobre Saude e Alcool (CISA), com
dados do Datasus. Ainda assim, de acordo com o “Global Status Report on Alcohol
and Health 2014” da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o uso nocivo do alcool
causou aproximadamente 3,3 milhdes de mortes todos os anos (ou 5,9% de todas as
mortes no mundo), 4% das quais sdo causadas por transtornos neuropsiquiatricos.

Certas caracteristicas quimicas do etanol traduzem seu comportamento no
organismo, como 0 seu baixo peso molecular e solubilidade em agua, o alcool pode
ser distribuido para quase todos os tecidos, inclusive sendo capaz de atravessar a
barreira hematoencefalica (BHE) e atingir o sistema nervoso central (SNC), o que
pode causar efeito neurotéxico (ZUO et al., 2017). O mecanismo de neurotoxicidade
associado ao transtorno do uso de etanol foi estudado nas ultimas décadas,
abordando questdes como alteracbes no metabolismo cerebral e disfuncéo
mitocondrial (PEREIRA; ANDRADE; VALENTAO, 2015). A neurodegeneracao e a
deplecdo de neurbnios no cérebro, que contribuem para algumas anormalidades
comportamentais observadas no transtorno do espectro alcodlico fetal, sdo as
consequéncias mais devastadoras da exposicdo ao etanol durante o desenvolvimento
(LUO, 2014).

O alcool interfere nas vias de comunicacéo do cerebro e pode afetar a aparéncia e
o funcionamento do mesmo (National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism,
2022), incluindo a disfungcdo mitocondrial, apoptose e danos ao DNA (CREWS;
NIXON, 2009). Aléem disso, o consumo excessivo pode levar a déficits cognitivos e
motores, como dificuldades de coordenacgdo, visao turva, fala arrastada, tempo de
resposta retardado e comprometimento da memoria (CISA, 2020).

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 limitagcdo imposta pela cultura
de células neuronais priméarias (KOVALEVICH; SANTERRE, 2021).
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A linhagem celular SH-SY5Y é derivada de um neuroblastoma humano e foi
originalmente isolada pela bidpsia de um tumor metastatico de medula 6ssea, sendo
considerada uma sublinhagem da linhagem parental SK-N-SH. As células SK-N-SH
passaram por trés processos de clonagem; inicialmente para SH-SY; na sequéncia
para SH-SY5 e por fim para SH-SY5Y, foram depositadas na American Type Culture
Collection (ATCC) em 1970 por June L. Biedler (KOVALEVICH; SANTERRE, 2021).

Em cultura, se apresentam como células tanto aderentes quanto flutuantes, sendo
ambas vidveis para cultivo e realizacdo de ensaios. No entanto, a grande maioria dos
estudos utiliza apenas as células aderentes, descartando as flutuantes durante as
trocas de meio de cultura. Ainda assim, tanto as células SH-SY5Y néo diferenciadas,
com caracteristicas morfolégicas como corpos celulares semelhantes a neuroblastos,
nao polarizados, com expressdo de marcadores neuronais imaturos e proliferacao
continua com formacéo de aglomerados, quanto as diferenciadas, com o tratamento
de agentes indutores de diferenciacdo, morfologicamente mais proximas a neurénios
primarios, sdo amplamente utilizadas em experimentos in vitro que requerem células
semelhantes a neur6nios (KOVALEVICH; SANTERRE, 2021).

Esta linhagem celular foi amplamente utilizada como modelo de sistema nervoso
para estudar toxicidade, doencas neurodegenerativas e biologia basica neuronal
(SHIPLEY; MANGOLD; SZPARA, 2016), visto a capacidade de expansdo em larga
escala antes da diferenciagéo, com relativa facilidade e baixo custo para cultura em
comparacdo aos neurbnios primarios (KOVALEVICH; SANTERRE, 2021). Sua
utilizac@o pode fornecer informacgdes valiosas sobre os impactos do alcool em células
neuronais, contribuindo para o entendimento dos mecanismos de toxicidade e para o
desenvolvimento de estratégias preventivas e terapéuticas.

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 elucidagéo dos
mecanismos pelos quais o etanol induz danos as células neuronais pode contribuir
para um melhor entendimento de suas repercussfes na saude e para 0
desenvolvimento de estratégias de prevencédo e mitigacao de seus efeitos adversos.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo desse estudo foi avaliar a neurotoxicidade do etanol ao investigar os
mecanismos envolvidos nos processos de morte neuronal, com énfase na
quantificacdo celular, por meio do uso de cultura de células de neuroblastoma humano
SH-SY5Y.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a atividade mitocondrial das células SH-SY5Y expostas ao alcool
utilizando o ensaio de resazurina com analise pelo espectrofotdmetro.
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e Quantificar a taxa de morte celular induzida pelo alcool por meio de citometria
de fluxo.

e Comparar os efeitos toxicos do alcool nos diferentes parametros avaliados,
correlacionando os resultados obtidos nas duas metodologias.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Etanol

O élcool etilico (pela nomenclatura sistematica, etanol) tem a férmula estrutural H3C
— CH2 — OH e pertence a grande familia dos compostos organicos conhecidos como
alcoois, ele pode ser obtido pela fermentacdo de acucares e é o alcool das bebidas
alcoolicas. A fermentacdo € usualmente realizada pela adicdo de levedura a uma
mistura de acucares e agua. A levedura contém enzimas que promovem uma longa
série de reacdes gue resulta na conversdo de um acgucar mais simples (CsH1206) nNO
alcool etilico e no diéxido de carbono. No Brasil, a cana de acucar é a matéria-prima
de importancia nas usinas de producao de aclcar e do alcool etilico (PEREIRA et al.,
2007).

O alcool na fase inicial do seu consumo produz como efeito um certo grau de
relaxamento e desinibicdo do usuario, podendo ser, erroneamente, considerado como
atil para o convivio social. Todavia, com 0 aumento de sua concentracao no sangue,
seus efeitos adversos diminuem a consciéncia, memoria e sensibilidade, prejudicando
a percepcdao do individuo, devido a acédo dessa droga sobre o sistema nervoso central
(COSTA, 2003).

Nos ultimos anos, evidéncias cientificas tém apontado a importancia de conhecer o
padrdo de uso de alcool, que, dependendo da forma, elevaria o risco de
desenvolvimento de problemas de saude, familiares, ocupacionais, entre outros. Os
problemas de salde estdo entre as principais consequéncias relacionadas ao uso de
alcool de desenvolvimento agudo ou cronico (DE ANDRADE; DE OLIVEIRA, 2009),
sendo que ha acdo direta sobre o sistema nervoso central, entorpecendo-o e
diminuindo os reflexos (COSTA, 2003).

3.2 Linhagem SH-SY5Y

E uma sublinhagem da linhagem celular SK-N-SH, que foi estabelecida em cultura
em 1970 a partir de uma biépsia de medula 6ssea de um neuroblastoma metastatico
de uma menina de 4 anos e passou por trés rodadas de selecéo clonal. A fonte mais
relatada para acesso a linhagem celular SH-SY5Y é a Colecdo Americana de Culturas
de Tipos (ATCC, CRL-2266, depositada por JL Biedler) (XICOY; WIERINGA;
MARTENS, 2017).

Esta linhagem celular tem sido amplamente utilizada como modelo de neurdnios
desde o inicio da década de 1980, como em areas da neurociéncia, incluindo
pesquisas sobre doenca de Alzheimer, neurotoxicidade, isquemia ou Esclerose
Lateral Amiotrofica, entre outras (XICOY; WIERINGA; MARTENS, 2017), pois essas
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células possuem muitas propriedades bioquimicas e funcionais dos neurénios, como
exibir atividade enzimatica marcadora neuronal (tirosina e dopamina-g-hidroxilases),
expressar uma ou mais proteinas de neurofilamento, além de expressarem receptores
opioides, muscarinicos e de fator de crescimento nervoso (XIE; HU; LI, 2010).

Além disso, as células SH-SY5Y possuem a capacidade de proliferar em cultura
por longos periodos sem contaminag&o, um pré-requisito para o desenvolvimento de
um modelo celular in vitro (XIE; HU; LI, 2010). O fenétipo das células SH-SY5Y pode
ser manipulado pela inducdo de diferentes programas de diferenciacdo neural
terminal, entre os estudos que relatam diferenciacdo forcada, 0 método mais comum
empregado € a adicéo de acido retinoico (AR) (XICOY; WIERINGA; MARTENS, 2017).

A variabilidade no crescimento celular e a sensibilidade a varios compostos,
dependendo do meio e substrato usados para o crescimento de células SH-SY5Y, ja
foram relatadas (XICOY; WIERINGA; MARTENS, 2017), logo, o desenvolvimento de um
método confiavel para gerar culturas neuronais humanas é fundamental para permitir
gue pesquisadores realizem experimentos translacionais que modelem com precisao
o sistema nervoso humano (SHIPLEY; MANGOLD; SZPARA, 2016).

4. METODOLOGIA
4.1 Cultura de células SH-SY5Y

As células de neuroblastoma humano SH-SY5Y foram gentilmente cedidas pelo
Laboratério de Neurobiologia da Universidade Federal de S&o Paulo, cultivadas no
Laboratério de Biologia Celular e Tecidual da Universidade do Vale do Paraiba com
uso de metodologia prépria da orientacdo deste trabalho, em meio de crescimento
basico de Meio de Eagle modificado por Dulbecco / Mistura de nutrientes de Ham F-
12, suplementado com 5% de soro fetal bovino com solucdo de antibidtico e
antimicético 1% , totalizando 4 mL por frasco de cultivo (Figura 01). As células séo
mantidas em um frasco de cultura a 37°C e 5% de CO2 em estufa (Panasonic, MCO-
170AICUV) e o meio de cultura foi trocado a cada 48 horas.

Figura 01 - Células SH-SY5Y em frasco T-75 vistas em microscopio.

Fonte: Autora, 2025.
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4.2 Subcultivos das células SH-SY5Y

As passagens foram realizadas ao se atingir uma confluéncia celular de 70-80%
(Figura 02) por meio do processo de tripsinizacado. Para passar as células de um frasco
T-75, foi aspirado o meio de cultura, adicionado 1 mL de Trypsina-EDTA 0,05% (1x)
(Figura 03) e incubado na estufa (Panasonic, MCO-170AICUV) por 2-3 minutos sendo
necessario inclinar suavemente para soltar as células da superficie do frasco. O
conteudo foi retirado e transferido para um tubo falcon de 15 mL, adicionadol mL de
meio DMEM/F12 e centrifugado por 5 minutos a 1.000 xg (FANEM, Centrifuga Excelsa
Baby I), o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de Meio de
Crescimento Basico. ApGs o processo, o contetdo foi diluido no formato adequado
para o experimento, distribuindo para o cultivo normal em frasco T-75, congelamento
ou para o processo de diferenciagéo.

Fonte: Autora, 2025.
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4.3 Congelamento e descongelamento das células SH-SY5Y

Ap6s o processo de tripsinizacao, as células ndo diferenciadas foram congeladas
em meio de congelamento contendo 50% de Meio DMEM/F12, 40% de soro fetal
bovino e 10% de DMSO (Figura 04), o qual deve representar 30% do volume a ser
colocado em uma aliquota para congelamento. Inicialmente, as aliquotas de 1 ml
(Figura 05) corretamente rotuladas com a identificacdo das células, exibindo a
passagem e data de congelamento, foram congeladas a -80°C no freezer (SANYO,
Vip Series) depois, se necessério, deve-se transferir para o nitrogénio liquido para
armazenamento a longo prazo.

Para o descongelamento das células tanto o meio de cultura completo, quanto as
ampolas com o contetdo congelado foram descongelados em um banho-maria a 37
°C (FANEM, Modelo 12) durante aproximadamente 1 minuto. As células foram
ressuspendidas em 1 mL de Meio DMEM/F12 em um tubo cénico de 15 ml e depois
foi centrifugado por 5 minutos a 1.000 x g (FANEM, Centrifuga Excelsa Baby I). O
sobrenadante foi aspirado com cuidado para ndo perturbar as células no pellet, o qual
foi ressuspendido suavemente em 1 mL de meio DMEM/F12. As células foram
plantadas em um frasco T-75 e adicionado meio suficiente para completar.

Figura 04 - Aliguota pronta com meio de congelamento e células SH-SY5Y.

L / \
- Fonte: Autora, 2025.

Figura 05 - Aliquotas armazenadas em freezer -80°C.

Fonte: Autora, 2025.
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4.4 Plagueamento e contagem celular

Apo6s o cultivo celular atingir a confluéncia desejada realizou-se o processo de
tripsinizacdo e, com o auxilio de um contador de células (Invitrogen, T10791) (Figura
06), com 25 pl da suspenséao de células em cada extremidade da lamina inserida no
aparelho, obteve-se o valor em ul/células da suspensédo de 5.45 X 10° células/ml
(Figura 07) que foram distribuidas proporcionalmente em uma placa com 48 pocos
com o meio de crescimento basico (Figura 08 e Figura 09), sendo encubadas por 24
horas para fixagao.

Figura 06 - Insercdo da lamina no contador de células.

Fonte: Autora, 2025.

Figura 07 - Resultado exibido pelo contador de células do valor em ul/células.

Conc. % cells # cells
Live: 545X10e5 celis/mL 100, 1652
Dead; 0.00X10e4 calls/mL 0% 0

Avernge cell size: B um
# of cells counted: 1852
Total cell conc.: 5 45X10e5 cells/ml

Fonte: Autora, 2025.

Figura 08 - Proporc¢@es e resultados para o plaqueamento das células nos pogos.

. ‘,I,“l | l. w> 'S N

e W Compietar para volume ae 2400 41 (34 pogon

440 ) cabiben o0 papenasda + 1080 o o0 mels bkseo

" 48n
A CONTROLE  <fmem
B NOAEL 10mM  <(ems
0 LOAEL 100mM <em

Plagueamento em pacas 48
pogos com 190 ¢l cada

Created in BloRender.com blo

Fonte: Autora, 2025.
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Figura 09 - Plaqueamento de 100 pL da solucéo de células e meio de cultura.

Fonte: Autora, 2025.
4.5 Diferenciacdo das células SH-SY5Y

O processo ocorre atraves da substituicdo do meio por meio neurobasal
suplementado com 10 uM de &cido retinoico (Figura 10), deve-se manter as células
sob diferenciacdo por no maximo 5 dias. Apds o periodo de diferenciacdo, o meio
contendo AR é substituido por meio livre de AR, sendo ideal utiliza-las logo apos a
diferenciacéo para evitar perda de caracteristicas neuronais ou morte celular.

Figura 10 - Acido retinoico.

3

4.6 Exposicao das células SH-SY5Y ao etanol

Fonte: Autora, 2025.

Para esta etapa do experimento foram utilizadas as células ainda nao diferenciadas
para uma verificac&o inicial, sendo o teste com as concentracdes de etanol sobre as
células diferenciadas uma etapa a ser realizada futuramente para comparacao.

O meio de cultura inicial foi retirado e adicionado o meio contendo as concentracdes
NOAEL (N) Nivel Sem Efeitos Adversos Observaveis e LOAEL (L) Nivel Minimo Com
Efeitos Adversos Observaveis de etanol (Figura 11), respectivamente, 10mM e
100mM (PEREIRA, 2020). Ambas as doses de etanol (10mM e 100mM) passaram por
periodos de 24 horas e 48 horas de exposicao (Figura 12).



19

Figura 11 - Concentragdes NOAEL e LOAEL de etanol em meio basico.

Fonte: Autora; 2025.

Figura 12 - Placa com células SH-SY5Y expostas ao etanol.

A 545 10° -V — 1 x 10° - 2400 v+. \ U o
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Fonte: Autora, 2025.
4.7 Ensaio de Resazurina

As células que foram semeadas em placas de cultura e expostas as concentracdes
de etanol NOAEL (N) e LOAEL (L) pelos periodos de 24 e 48 horas (N24h, L24h, N48h
E L48h) e as controle (Figura 13) tiveram 0 meio substituido por solucéo de resazurina
a 10% diluida em meio de diferenciacdo neuronal (Figura 14). As células sao
incubadas a 37 °C e 5% de Di6xido de Carbono, por 1 h em estufa (Panasonic, MCO-
170AICUV). Posteriormente, a solucdo de cada poco é transferida para uma nova
placa de 96 pocos (Figura 15) para medicdo de fluorescéncia usando um leitor de
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microplacas (leitura de fundo; excitacdo: 544 nm; emissdo: 570 nm) (Packard,
SpectraCount). Os resultados sdo apresentados como uma porcentagem do controle.

Figura 13 - Organizac¢édo do plagueamento celular e exposicao ao etanol.

Fonte: Autora, 2025.

Figura 14 - Pipetagem da resazurina nos pogos.

Fonte: Autora, 2025.

Figura 15 - Placa de 96 pocos no leitor de microplacas.

Fonte: Autora, 2025.
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4.8 Citometria de Fluxo

Foram plaqueadas 1x 10° células SH-SY5Y por poco em placas de 24 pogos com
1 mL de meio DMEM/F12. As células foram incubadas por 24 horas a 37°C com 5%
CO, para aderéncia. Preparou-se as concentracfes de etanol desejadas (10mM e
100mM) diluindo em meio de cultura. O meio das células foi substituido pelo meio
contendo etanol, seguida da incubacao por 24 e 48 horas. Ap0Os o tratamento, para
controle de morte uma fileira da placa de 24 pocos foi exposta a alta dose de DMSO.
Todas as células foram coletadas utilizando o processo de tripsinizacdo, além das
células suspensas, 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 (Figura 16), as quais foram lavadas com PBS 1X
e solugcdo tampéo, preparada com tampéo de ligacdo 5X annexin-binding buffer
(Figura 17) com 9 partes de 4gua destilada, para a etapa seguinte de centrifugacao a
400 g por 5 min a 4°C. O pellet foi ressuspendido em PBS 1X e prosseguiu-se para a
coloragéo.

Para a coloracdo com Anexina V-FITC (Figura 18), preparou-se a solugcéao de 570ul
de tampdo de ligacdo com 30ul de anexina, distribuindo 100ul para cada uma das
ampolas, as quais foram incubadas por 15 min no escuro e temperatura ambiente. Foi
adicionado em cada ampola 2 mL de tampéao de ligacdo, com nova centrifugacao e
ressuspensdo do pellet em 200 ul da propria solugcdo tampdo. Foi preparada uma
solucéo de 1.200ul de solucdo tampdo com 30ul de iodeto, distribuida igualmente
entre as ampolas, com incubagéo de 5-15 minutos em temperatura ambiente. As
amostras foram processadas dentro de 30 min para evitar degradagdo da
fluorescéncia. A leitura foi realizada no Citdmetro de Fluxo BD Accuri-Central (Flow
Cytometer, BD Accuri C6) (Figura 19) do Laboratério Multiusuario do Instituto de
Pesquisa e Desenvolvimento (IPD-UNIVAP) para obter porcentagem de células vivas,
apoptoticas e necragticas.

Figura 16: Ampolas com células SH-SY5Y apds exposicdo ao etanol.

Fonte: Autora, 2025.
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Figura 17: Tampé&o de ligagéo 5X annexin-binding buffer concentrado.

Fonte: Autora, 2025.

Figura 18: Corante Anexina V-FITC.

Fonte: Autora, 2025.

Figura 19: Analise das células SH-SY5Y tratadas com etanol em citbmetro.

Fonte: Autora, 2025.

5. RESULTADOS

A avaliagdo da atividade mitocondrial foi realizada por meio do ensaio de
resazurina, corante azul que mediu a atividade metabdlica das células SH-SY5Y
devido a conversdo do reagente em resorufina, corante rosa, nas mitocondrias
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celulares ativas, apds exposicao ao etanol nas concentragdes de 10 mM e 100 mM,
por 24 h e 48 h. Os controles apresentaram valores de absorbéncia consistentes com
a viabilidade basal, servindo como referéncia para a comparacdo com 0S grupos
tratados, sendo possivel obter os valores médios de absorbancia (Tabela 01).

Tabela 01 — Resultados obtidos apds analise de absorbancia por meio do espectrofotémetro.

Grupo Absorbincia média
Controle 23h 0.50%
Alcoo! 10 mM 24h 0454
Alcool 100 mM 24h 0.782
Controle 42h 0671
Alcool 10 mM 42h 0737

Alcool 100 mM 48h 0777

Fonte: Autora, 2025.

Com base nesses dados, a concentragéo de 10 mM de etanol ndo causou reducgao
significativa da atividade metabdlica, sendo considerada como o NOAEL (No
Observed Adverse Effect Level), definido como a maior concentracdo testada que néo
induz efeitos téxicos observaveis em comparacédo ao controle, para este modelo. Ja a
concentracdo de 100 mM apresentou aumento inesperado em ambos os valores de
absorbancia, mas com alta variacdo entre réplicas (Grafico 01). Nao foi possivel
identificar um efeito toxico claro com base apenas neste primeiro ensaio do trabalho,
portanto, a classificacdo de LOAEL (Lowest Observed Adverse Effect Level), neste
momento, depende da resolucdo apresentada pelo outro teste seguinte.

Grafico 01 — Atividade Metabdlica da SH-SY5Y apds tratamento com etanol.
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Fonte: Autora, 2025.
Ainda assim, a citometria de fluxo demonstrou prevaléncia de células necroticas

(mortas), calculo estatistico conduzido pelo software GraphPad Prisma ANOVA one-
way, seguido do teste Bonferroni valor de p<0,05 (Grafico 02), fato que ratifica a
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classificacdo NOAEL e LOAEL de etanol utilizados e corrobora a hipotese de que o
etanol induz efeitos celulares.

Grafico 02: Células necréticas da SH-SY5Y em % apds exposicéo ao etanol.
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Fonte: Autora, 2025.
6. DISCUSSAO

O consumo de alcool é uma realidade global estando associado a diversas doencas
neurodegenerativas e disfungbes cognitivas. Seus efeitos adversos sobre o
organismo, especialmente no sistema nervoso central (SNC), tém sido amplamente
documentados, mas ainda ha lacunas no entendimento dos mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na neurotoxicidade do etanol. A compreenséao detalhada dos
efeitos do alcool ainda requer mais investigacdes, especialmente utilizando modelos
celulares que permitam a avaliacdo da toxicidade em condicBes e quantificacbes
controladas.

A diferenciacdo de células de neuroblastoma SH-SY5Y em células com um fenétipo
neuronal mais especializado, utilizando estratégias de manipulacdo do meio de
cultura, tém sido fundamentais para avancos significativos no campo da neurociéncia.
Essa abordagem possibilitou a obtencdo de modelos celulares mais representativos,
ampliando a compreensao dos mecanismos moleculares e funcionais envolvidos em
processos neuroldgicos e em patologias associadas.

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 citotoxico progressivo, com reducgéo da viabilidade celular ao longo do tempo de
exposicdo. Esse achado é consistente com estudos prévios que relacionam a
neurotoxicidade induzida pelo etanol a mecanismos como altera¢cdes no metabolismo

cerebral e disfung&o mitocondrial (PEREIRA; ANDRADE; VALENTAO, 2015).

Além disso, a disfuncdo mitocondrial observada pode refletir ndo apenas a perda
de viabilidade celular, mas também uma reducg&o na capacidade funcional das células
sobreviventes.

Os resultados obtidos por meio da citometria de fluxo reforcam as observacdes do
ensaio de viabilidade mitocondrial, evidenciando um aumento significativo na
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proporcdo de células necrodticas em resposta a exposicdo ao etanol. A andlise
estatistica confirmou a relevancia dessas diferencas entre 0s grupos experimentais.

Dessa forma, a aplicagdo de mais de uma metodologia laboratorial sobre o
experimento permite uma analise detalhada dos efeitos do etanol, fornecendo dados
guantitativos e qualitativos sobre morte celular de forma comparativa. Esse achado
corrobora a classificacdo dos valores de NOAEL e LOAEL estabelecidos para as
concentracOes de etanol testadas, sugerindo que, a partir de determinado limiar, o
etanol é capaz de induzir morte celular significativa.

Esses resultados reforcam a hipétese de que o consumo continuo de alcool etilico,
mesmo em concentragdes moderadas, altera a homeostase celular, promovendo
danos estruturais e funcionais que culminam em morte celular. A associag¢ao entre 0s
dados de viabilidade nas mitocondrias (resazurina) e citometria de fluxo demonstra de
forma complementar a intensidade dos efeitos citotoxicos do etanol sobre as células
SH-SY5Y, validando a utilizacdo conjunta dessas metodologias para a caracterizacao
do perfil de toxicidade.

Este estudo se torna relevante ao buscar ampliar o conhecimento sobre os efeitos
do etanol em células neuronais, visto que é fundamental elucidar os mecanismos da
neuroapoptose induzida pelo etanol para desenvolver abordagens terapéuticas
eficazes para melhorar a neurotoxicidade do etanol (LUO, 2014), fornecendo
evidéncias que podem contribuir para a compreenséo da neurotoxicidade do alcool e
seus impactos sobre diferentes condi¢ces e periodos.

7. CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou os efeitos citotéxicos do etanol sobre células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y, modelo amplamente utilizado em estudos de
neurotoxicidade.

Através do ensaio de resazurina, para evidenciar o comprometimento da atividade
mitocondrial induzido pelo etanol, verificou-se que a exposi¢cao a 10 mM de etanol ndo
provocou alteracdes significativas na atividade metabdlica das células,
caracterizando-se como NOAEL, ou seja, a concentragdo mais elevada que nao gerou
efeitos toxicos observaveis em comparacao ao controle. Em contraste, a concentracao
de 100 mM apresentou valores de absorbancia inesperadamente maiores,
acompanhados de consideravel variacdo entre as réplicas, o que inviabilizou a
definicdo imediata de um LOAEL com base apenas nesse ensaio, tornando
necessaria a utilizacado de analises complementares.

A citometria de fluxo, utilizada em seguida, possibilitou uma analise mais detalhada
dos efeitos do etanol sobre a integridade celular, evidenciando um aumento
expressivo na proporgdo de células necréticas em concentragdes mais elevadas, o
que confirmou a acgéo citotdéxica do etanol e permitiu consolidar a classificacdo de
NOAEL e LOAEL para este modelo experimental.

Em conjunto, esses achados fornecem evidéncias consistentes dos efeitos nocivos
do etanol em células neuronais, corroborando sua acao neurotoxica em nivel celular.
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Esses achados reforcam a importancia de compreender os mecanismos moleculares
envolvidos na exposi¢cdo ao etanol, contribuindo para o avanco de estratégias
preventivas e terapéuticas voltadas a reducéo dos impactos do consumo de alcool no
sistema nervoso central e futuras pesquisas na area da neurociéncia e toxicologia.
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