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RESUMO

OTOFUJI, G. Avaliacdo do estresse oxidativo na neurotoxicidade induzida por
cetamina, etanol e a associacdo de ambas as substancias em células SH-SY5Y.
2020. no. 45. Trabalho de Concluséo de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2020.

Palavras-chave: cetamina, etanol, estresse oxidativo, SH-SY5Y, associacgéao.

INTRODUCAO: A cetamina € um anestésico muito utilizado de forma ilegal por
adolescentes e jovens adultos em festas e raves, devido ao fato de apresentar agdes
psicotrépicas diversas associadas a intensificacdo da interacao social. O etanol, por
sua vez, € uma substancia legal e seu consumo é socialmente aceito, o que pode
favorecer seu uso abusivo, bem como a associacdo com outras substancias, como a
cetamina, podendo causar danos irreversiveis ao sistema nervoso central.
OBJETIVO: Assim, 0 presente projeto visa investigar a presenca de estresse oxidativo
em células de neuroblastoma humano SH-SY5Y expostas a cetamina, etanol e
associacdo de ambas as substancias. MATERIAIS E METODOS: Foram realizadas
curvas de concentracdo-resposta para as substancias por meio de ensaios de
viabilidade celular utilizando o teste de MTT, padronizadas as atividades das enzimas
envolvidas no estresse oxidativo (glutationa peroxidase, GPx; glutationa redutase, GR;
glutationa S-transferase, GST), com as determinacdes das concentracdes ideais de
células para cada enzima, e realizadas as determinacdes das suas atividades apés
exposicdo de 3 e 6 horas com cetamina, etanol e ambas as substancias.
RESULTADOS: Por meio dos ensaios de MTT foram obtidos os valores de maior
concentracdo sem efeito toxico (NOAEL) e menor concentracdo em que ha efeito
téxico (LOAEL) para a cetamina e o etanol, sendo eles 0,1 e 1,0 mM para cetamina e
10 e 100 mM para etanol, respectivamente, que foram utilizadas nas exposi¢cdes para
0s experimentos desse trabalho. Determinou-se, por meio dos ensaios de
padronizacdo, a concentracdo de 1x10° células/mL para a realizacdo dos
experimentos de determinacdo de atividade enzimatica. Verificou-se o aumento
significativo de atividade de GPx no grupo associacao KT. e ETn tanto em relacéo ao
grupo controle quanto aos compostos isolados nas mesmas concentragdes no periodo
de exposicdo de 3 horas, porém, o mesmo grupo ndo apresentou alteracdo na
atividade de GR, sugerindo prejuizo na reducdo da GSSG em GSH e consequente



comprometimento na capacidade antioxidante quando da exposicdo a esta
associacdo. CONCLUSAO: Sendo assim, tendo em vista que ambas as substancias
em estudo nesse projeto apresentam acao por meio da inibicdo ndo competitiva dos
receptores NMDA, é possivel que, quando utilizadas em associacdo, haja um

sinergismo para inducdo da neurotoxicidade.
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1. INTRODUCAO

Club drugs séo substancias de abuso utilizadas tipicamente por adolescentes
e jovens adultos, em ambientes de festas noturnas e raves, que apresentam diversas
acOes psicotropicas, dentre elas, o aprimoramento da experiéncia social desses
eventos (GAHLINGER, 2004; PARKS & KENNEDY, 2004; WU, SCHLENGER &
GALVIN, 2006). Segundo o National Institute of Drug Abuse (NIDA), compdem o grupo
das club drugs a metilenodioximetanfetamina (MDMA), a metanfetamina, o acido
lisérgico dietilamida (LSD), o gama-hidroxibutirato (GHB), o flunitrazepam e a
cetamina (GUERREIRO et al., 2011). Elas sao utilizadas com fins recreativos de
intensificar as experiéncias sociais nas festas, por proporcionar a impressao de
reducdo das sensacdes negativas, potenciacdo das sensacdes positivas e maior
disposicéo para dancar por longos periodos (SMITH, LARIVE & ROMANELLI, 2002;
Guerreiro et al., 2011). Wu, Schlenger e Galvin (2006) relatam em estudo
observacional (n = 19084) que 20% dos adolescentes e jovens adultos, de 16 a 23

anos, estadunidenses ja utilizaram ao menos uma club drug ao longo da vida.

A popularizacao das club drugs pode ser associada ao fato de se apresentarem
em diversas formulac¢des, como pilulas ou solu¢des, que podem ser administradas via
oral, e a baixos precos, bem como o fato de que o publico que as consome acredita
que elas sao inofensivas e seguras (SMITH, LARIVE & ROMANELLI, 2002;
GAHLINGER, 2004, PARKS & KENNEDY, 2004). Além disso, diversos estudos
relatam que o uso das club drugs é predominantemente associado a contextos sociais
de festas e raves, fato que levou ao cunho do termo que nomeia a classe, relacionando
as substancias ao padrédo de uso e nao as caracteristicas quimicas ou efeitos
desejados (GABLE, 2004; GAHLINGER, 2004; PARKS & KENNEDY, 2004).

Ha diversos relatos do uso das club drugs em associa¢cdo com etanol ou outras
drogas para intensificar seus efeitos, que, por muitas vezes, pode implicar graves
problemas de saude fisica e mental (GAHLINGER, 2004; PARKS & KENNEDY, 2004).
Tendo em vista a cultura de consumi-las associadas a outras drogas, o tratamento
imediato de casos agudos de intoxicacéo por club drugs, e qualquer outra droga ilicita,
baseia-se apenas na manutencao cardiorespiratoria (GAHLINGER, 2004), uma vez
gue é possivel que, por serem drogas ilicitas, as substancias consumidas tenham sido

adulteradas ou substituidas. Segundo Smith, Larive e Romanelli (2002), 70% dos
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casos registrados em pronto atendimento relacionados a qualquer uma das club drugs
envolviam o uso de mais de uma droga, sendo o etanol a substancia mais comum

utilizada em associagéao.

Dentre as club drugs, a cetamina vem apresentando aumento consideravel em
sua prevaléncia de uso, especialmente entre jovens adultos, de 0,9, para 1,2%, como
relatado no estudo Measuring the Future de 2019 (SCHULENBERG et al, 2019). Essa
substancia € um anestésico derivado da fenciclidina que comecou a ser utilizado na
década de 1960, porém, seu uso clinico atualmente é limitado, sendo mais utilizado
na pratica veterinaria, uma vez que apresenta reacdes adversas como alucinacgodes,
delirios e alteracBes no estado sensorial (SMITH, LARIVE & ROMANELLI, 2002).
Entretanto, tais reacdes pareceram atrativas para seu uso recreativo e ilegal,
principalmente como club drug, por proporcionar aumento da interacdo social e
propriedades “entactdgenas”, ou seja, que elevam a sensagao de proximidade fisica,
empatia e euforia (GAHLINGER, 2004). Acredita-se que a cetamina comecou a ser
utilizada de forma recreativa ao longo da década de 1980 e, principalmente, como
adulterante de MDMA, porém, com a familiarizacdo de seus efeitos, seu uso como
droga Unica tornou-se mais popular entre os frequentadores de festas e raves (SMITH,
LARIVE & ROMANELLI, 2002).

Por apresentar uma rota de sintese complexa, a maior fonte ilicita de cetamina
encontra-se no desvio de produtos humanos e veterinarios adquiridos de forma
legitima (SMITH, LARIVE & ROMANELLI, 2002; GAHLINGER, 2004), sendo assim, é
valido ressaltar seu uso abusivo por parte de profissionais de salde, cujo acesso é
facilitado. Enquanto produto farmacéutico, € comercializada na forma de solugcéo ou
em pé e pode ser administrada por via oral ou intravenosa, entretanto, se submetida
a secagem, como comumente ocorre no uso recreativo, pode ser inalada ou
adicionada a misturas com tabaco e maconha e, entdo, ser fumada (SMITH, LARIVE
& ROMANELLI, 2002; GUERREIRO et al., 2011).

Em baixas doses, a cetamina apresenta efeitos dissociativos, analgésicos,
alucinacdes visuais, desinibicdo social, que sao manifestacdes desejadas pelos
individuos que a utilizam, bem como a procura do fenébmeno chamado k-hole, um
estado com sensacéao de dissociacéo corporal e alteracdes na percepcéo de espaco

e tempo, e seus efeitos manifestam-se rapidamente apds a administragdo e duram
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cerca de 30 a 45 minutos (GAHLINGER, 2004; GUERREIRO et al., 2011). Entretanto,
h& possibilidade de intoxicagéo, principalmente quando utilizada em associagdo com
outras drogas, com manifestacbes como taquicardia, palpitacdes, hipertenséao,
amnésia anterograda e, seu uso crbnico, pode levar a quadros de dependéncia e
abstinéncia (SMITH, LARIVE & ROMANELLI, 2002; GABLE, 2004; GAHLINGER,
2004). Ainda, é valido ressaltar que pela facilidade de manipulacdo da cetamina, ela
também pode ser classificada como droga facilitadora de crime (DFC), uma vez que,
por ser uma substancia inodora, insipida e incolor, pode ser adicionada em bebidas
sem o consentimento do individuo e causar sedacado e amnésia a doses mais altas
(SMITH, LARIVE & ROMANELLI, 2002; SHBAIR, ELJABOUR & LHERMITTE, 2010).

O mecanismo de acdo da cetamina baseia-se em sua acdo antagonista nao-
competitiva dos receptores do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), bloqueando os canais
de calcio, o que parece estar relacionado com seu efeito anestésico, uma vez que
provoca a diminuigdo da neurotransmissdo associada a glutamato e aspartato
(KOHRS & DURIEX, 1998; SMITH, LARIVE & ROMANELLI, 2002; GUERREIRO et
al., 2011). Estudos em roedores apontaram gque a exposi¢cao a substancia em questao
de forma crbénica e em altas doses (80 mg/kg) pode levar a neurotoxicidade por
apoptose durante o periodo de desenvolvimento encefélico, podendo também, causar
déficits no aprendizado e na memoria (WANG et al., 2014). Ito, Uchida e Makita (2015)
observaram aumento da atividade das caspases-3 e -7, concentracdes elevadas de
espécies reativas de oxigénio, diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial e
de adenosina trifosfato (ATP) em cultura de neurdnios derivados de iPSCs (do inglés
Induced pluripotent stem cells) expostos a cetamina (0-500 uM) por 6 e 24 horas.

Quanto a prevaléncia do uso de cetamina, Wu, Schlenger e Galvin (2006)
revelam que, dos adolescentes e jovens adultos estadunidenses que fazem uso de
cetamina, 98% utilizaram trés classes de drogas ou mais ao longo da vida e que 100%
ja fizeram uso de etanol. No Brasil, a prevaléncia do consumo de cetamina ao longo
da vida é de 0,2% das pessoas entre 12 e 65 anos e a idade média do primeiro
consumo é de 22,5 anos (BASTOS et al, 2017).

O etanol € uma substancia cujo uso é legalizado e socialmente aceito, havendo,
inclusive, a cultura de que seu consumo moderado pode ser um habito saudavel e

fator de protecdo para doencgas cardiovasculares, fato confirmado por diversos
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estudos (COSTA et al, 2004). Entretanto, seu consumo abusivo esta associado ao
desenvolvimento de cirrose, alguns tipos de cancer, violéncia e transtornos mentais
(COSTA et al, 2004). Devido ao seu baixo peso molecular e hidrofilicidade, o etanol é
facilmente absorvido e distribuido, além de ser capaz de atravessar a barreira hemato-
encefalica, podendo atuar em seus sitios no sistema nervoso central, bem como
causar efeitos neurotoxicos, como alteragcbes em vias glutamatérgicas, disfuncao
mitocondrial e producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (ZUO et al., 2017).
Além disso, uma preocupacao crescente nos ultimos anos € o binge drinking, definido
pelo Levantamento Nacional de Uso de Drogas pela Populag&o Brasileira (LNUD) de
2017 como o consumo de, ao menos, quatro, para mulheres, ou cinco, para homens,
doses de etanol em uma Unica ocasido. Esse padrdo de consumo, cuja prevaléncia é
maior entre individuos de 18 a 34 anos, totalizando 43,8% dos consumidores em binge
no Brasil, pode causar intoxicacéo, além de estar associado a violéncia e acidentes
(BASTOS et al., 2017).

Segundo o VI Levantamento Nacional sobre o Consumo de Drogas
Psicotropicas entre Estudantes do Ensino Fundamental e Médio das Redes Publica e
Privada de Ensino nas 27 Capitais Brasileiras de 2010, o etanol e o tabaco s&o as
drogas de maior prevaléncia de uso em toda a vida em todas as capitais do pais
(CARLINI et. al., 2010). Além disso, é vélido citar que a idade média do primeiro
consumo de etanol no Brasil é de 17,4 anos e que aproximadamente sete milhdes de
individuos menores de 18 anos (34,3%) relataram ter consumido etanol ao longo da
vida, mesmo que, o Estatuto da Crianca e do Adolescente (ECA) tenha alterado a Lei
13.106 , em 17 de margo de 2015, de forma que torna crime a venda, o fornecimento
ou a entrega de qualquer bebida alcodlica, ou outros produtos que possam causar
dependéncia, a criangas ou adolescentes (BASTOS et al., 2017). Ainda, segundo o
LNUD de 2017, 43,1% da populacao revela ter utilizado etanol no ultimo ano, 30,1%
nos ultimos 30 dias, dos quais 16,5% revelam fazer seu uso em binge, além disso,
2,6% da populacéo revela ter utilizado etanol e pelo menos uma substancia ilicita no
altimo ano (BASTOS et al., 2017).

Sabe-se que quando utilizado de forma cronica, o etanol atua como inibidor ndo
competitivo dos receptores NMDA no cortex, nacleo accumbens, amigdala,
hipocampo e &rea tegumentar ventral, o que interfere na neurotransmissao

glutamatérgica e pode levar a alteracbes neuroplésticas em areas responsaveis pela
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memo©éria e aprendizado, como hipocampo e nucleo caudado e putamen (RAO et al.,
2015). Apesar dos mecanismos de neurotoxicidade do etanol n&o serem
completamente elucidados, estudos apontam que a apoptose induzida por etanol no
periodo em que ainda ha desenvolvimento neuronal € mediada por receptores do
acido gama-aminobutirico tipo A (GABAA) e NMDA (IKONOMIDOU et al., 2000). Sabe-
se também que o estresse oxidativo estd envolvido na neurotoxicidade induzida pelo
etanol. O uso de resveratrol, substancia com propriedades antioxidantes, foi capaz de
proteger os neurdnios da raiz dorsal ganglionar in vitro expostos ao etanol (15 mg/mL,
equivalente a 325,6 mM), diminuindo a quantidade de espécies reativas de oxigénio e

malonaldeido, principais biomarcadores do estresse oxidativo (YUAN et al., 2013).

Nesse sentido, € sabido que atualmente o consumo de drogas em associacao
€ comum entre adolescentes e jovens adultos, entretanto, pouco se sabe sobre os
efeitos neurotdxicos e as vias pelas quais ocorre a neurotoxicidade induzida pela
associacdo de cetamina e etanol, o que torna a importancia de estudos que

investiguem os fendmenos decorrentes desse uso ainda maior.
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2. OBJETIVOS

Este Trabalho de Conclusdo e Curso teve como objetivo avaliar a
neurotoxicidade da cetamina, do etanol e da associacdo das duas substancias ao
investigar os mecanismos envolvidos nos processos de morte neuronal, com énfase
no estresse oxidativo, por meio do uso de cultura de células de neuroblastoma
humano SH-SY5Y.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Substancias de estudo

A cetamina (Dopalen®) foi adquirida por intermédio da Profa. Dra. Isis Machado
Hueza (UNIFESP), médica veterinaria e colaboradora deste projeto. O etanol (99%)

foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich®.

3.2 Cultura de células SH-SY5Y

As células de neuroblastoma humano SH-SY5Y (ATCC) foram cedidas pelos
Profs. Dr. Gustavo J. S. Pereira e Dr. Rodrigo P. Ureshino do Departamento de
Farmacologia da UNIFESP. O protocolo de descongelamento celular foi realizado com
10 mL de meio de cultura DMEM/HAM’s F12 (contendo L-glutamina 2 mM e HEPES
3,5 g/L, LGC BIO), suplementado com soro fetal bovino (Thermo) 10% além de
penicilina 50 U/mL e estreptomicina 50 pg/mL (LGC BIO) em tubo cbnico de 15 mL.
Apos a centrifugacdo a 1500 rpm (252 x g) por 5 minutos, descartou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet com 5 mL de meio de cultura DMEM/HAM’s
F12 suplementado e, posteriormente, realizado o cultivo celular em placas Petri (60
mm) tratadas (TPP). As células foram mantidas a 37°C e 5% de CO2 e o0 meio de
cultura foi trocado a cada 48 horas. As passagens foram realizadas ao se atingir uma
confluéncia celular de 70-80% com a adi¢cdo de 1 mL de tripsina 0,25% (LGC BIO).
Apo6s 5 minutos em estufa, a tripsina foi inativada com 5 mL de meio de cultura
DMEM/HAM’s F12 suplementado, o conteudo foi centrifugado para descartar o
sobrenadante, as células foram ressuspensas em meio de cultura DMEM/HAM’s F12
suplementado e posteriormente cultivadas em placas Petri ou entdo plaqueadas para

incubacdo com as substancias de interesse.
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Figura 1. Células de neuroblastoma SH-SY5Y.

Fonte: Autoria propria.

3.3 Ensaio de viabilidade celular

A determinacado da viabilidade celular foi realizada por meio do brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazélio (brometo de tetrazélio ou MTT), que é
utilizado para medir a atividade metabdlica das células viaveis. O MTT é reduzido a
formazan, um precipitado de coloracao violeta, pela enzima succinato desidrogenase
mitocondrial, que é ativa em células com metabolismo da cadeia respiratéria intacto.
Assim, o formazan é quantificado espectrofotometricamente e apresenta correlacéo

direta com o numero de células viaveis (MOSMANN, 1983).

As células SH-SY5Y foram mantidas em placas de 24 pocos (1x10° células por
poco) e incubadas com concentracdes variadas de cetamina (0,001; 0,01; 0,1; 1; 2,5;
5; 7,5 e 10 mM) e etanol (0,1; 1; 10; 100; 250; 500; 750 e 1000 mM), por 24 e 48 horas.
Uma solugéo de KCI 250 mM foi utilizada como controle positivo de morte celular.
Apbs os periodos de incubagdo, o sobrenadante (meio de cultura) foi removido e as
células foram lavadas com 400 puL de tampéo fosfato salina (PBS) estéril a 37°C, por
duas vezes. Em seguida, foram adicionados 400 puL de MTT 0,5 mg/mL em cada poco
e a placa foi incubada em estufa (5% de CO:2 e 37°C) por 3 horas. Posteriormente, a
solucdo de MTT foi removida para a adigdo de 700 pL de dimetilsulfoxido (DMSO).

Apos a homogeneizacéao, 200 pL de cada poco foram transferidos, em triplicata, para
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uma placa de 96 pocos para a leitura da absorbancia a 595 nm. Os resultados foram
expressos em porcentagem em relagcdo ao controle e o DMSO foi utilizado como
branco (GARCIA et al., 2012).

As curvas concentracdo-resposta (CCR) de cada substancia foram realizadas
para se determinar a maior concentracdo sem efeito toxico (NOAEL) e a menor
concentracdo em que hé efeito toxico (LOAEL) para cada substancia, ou seja, NOAEL
do etanol (ETn) e da cetamina (KTn), e LOAEL do etanol (ETL) e da cetamina (KTL).
Posteriormente, o efeito decorrente da associagao das substancias foi estudado por
meio dos seguintes grupos: KTn+ETN, KTL+ETn, KTN+ETL € KTL+ETL.

Sendo assim, a determinacéo das concentracfes de cetamina e etanol a serem
utilizadas no projeto foram realizadas segundo os protocolos de ensaios de viabilidade
celular por MTT, quatro (n=4) experimentos independentes para cada uma das
exposi¢des. Ainda, uma vez estabelecidas as concentragdes a serem utilizadas nesse
estudo, foram realizados, segundo os protocolos de ensaios de viabilidade celular por
MTT, quatro (n=4) experimentos independentes para cada uma das exposi¢cdes com
0s grupos KTn, KT, ETn e ETL isoladas e em combinagédo por 3, 6, 24 e 48 horas,
com o objetivo de determinar qual o periodo de exposicdo mais adequado para a
determinacdo das atividades das enzimas antioxidantes. Além disso, todas as
exposicoes foram realizadas com pocos controle, apenas preenchidos com meio de
cultura F-12, bem como pocos de controle positivo de morte, apenas preenchidos com
cloreto de potassio (KCI) 250 mM.

3.4 Preparo de amostras

Em uma placa de 12 pocos, foram plaqueadas 4x10° células por pogo contendo
1 mL de meio de cultura DMEM/HAM’s F12 suplementado. Apds 24 horas, realizou-
se a exposicao das células a cetamina, etanol e sua associa¢cdo nas concentracoes
referentes aos valores de NOAEL e LOAEL de cada substancia, de forma a combinar
9 grupos: controle, KTn (0,1 mM); KTL (1 mM); ETn (10 mM); ETL (100 mM); KTn e
ETn; KTn e ETi; KT e ETn; KT e ETL. Para a determinagéo do periodo de exposicéo
das células a cetamina e etanol, ap0s os periodos de incubacao, de 3, 6, 24 e 48

horas, seguiu-se com o protocolo do ensaio de viabilidade celular pelo MTT descrito



20

anteriormente. Para a realizacdo dos experimentos de determinacdo de atividade
enzimatica, apos os periodos de incubacgéo, de 3 ou 6 horas, realizou-se a retirada
das células dos pocos com 200 pL de tripsina 0,25% (LGC BIO) por poco e incubou-
se por 5 minutos em estufa, sendo posteriormente inativada com 1 mL de soro fetal
bovino (Thermo). O conteudo de cada um dos pocos foi transferido para um microtubo
de 1500 pL, totalizando 9 microtubos, e, em seguida, apds centrifugacado a 5000 rpm
por 5 minutos, descartou-se o sobrenadante. Posteriormente, realizou-se um processo
de lavagem com 1 mL de PBS 1x (solucdo de tampéo fosfato), seguido de

centrifugacdo a 5000 rpm por 5 minutos.

Para a realizacdo desses experimentos, ressuspendeu-se o conteudo de cada
microtubo em 400 pL de tampéo fosfato 0,1M pH=7,4, obtendo-se uma concentracao
de 1x10°8 células/mL. Em seguida, o conteldo de cada microtubo, foi submetido a

sonicagéao por 5 segundos.

3.5 Determinacao da concentragao proteica

Este ensaio foi realizado com o Kit de quantificacédo de proteina BCA Pierce™,
que consiste na deteccao colorimétrica e quantificacao total de proteina, por meio da
reducdo de cobre (Cu?*) e quelacéo de duas moléculas de acido bicinconinico gerando
um produto de coloragéo roxa. Esse complexo apresenta absorbancia a 562nm que é

linear com o0 aumento da concentracao de proteinas.

Foram preparadas diluicbes de albumina nas concentracfes de 50, 100, 125,
250, 500, 750 e 1000 pg/mL, além das amostras de cada grupo de exposicao, e
pipetadas em triplicata com volume de 25 pL por poco numa placa de 96 pogos. Em
seguida, adicionou-se 200 uL de reagente de trabalho, composto por 50 partes de
carbonato de sddio, acido bicinconinico e tartarato de s6dio em hidréxido de sédio 0,1
M e 1 parte de sulfato de cobre 4%, e agitou-se a placa por 30 segundos, seguido de
incubacdo por 30 minutos a 37°C. Apés o periodo de incubacdo, mediu-se a

absorbéancia a 562 nm no espectrofotdmetro.
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3.6 Determinacao da atividade das enzimas antioxidantes

Para a determinacdo da atividade enzimética das enzimas antioxidantes,
glutationa peroxidase, glutationa-S-transferase e glutationa redutase, foram
realizados 5 experimentos independentes no periodo de 3 horas de exposicao e 4
experimentos independentes no periodo de 6 horas de exposicdo. Além disso, todas
as exposicoes foram realizadas com pocos controle, apenas preenchidos com meio

de cultura DMEM F-12. Os métodos encontram-se descritos a seguir.

Para a determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes foi necessaria a
padronizacdo dos métodos para as células SH-SY5Y, empregadas nesse estudo.
Sendo assim, a padronizacéao foi realizada para cada enzima segundo o0s protocolos
de ensaios de determinacéo da atividade das mesmas, como descritos a seguir, uma
vez que o objetivo era determinar qual a concentracdo ideal de células para verificar
a atividade em cada uma das enzimas. Em uma placa de 6 pocos, foram plaqueadas
5x10° células por poco contendo 2 mL de meio de cultura DMEM/HAM’'s F12
suplementado. Apds 24 horas, realizou-se a retirada das células dos pocos com 200
ML de tripsina 0,25% (LGC BIO) por pogo e incubou-se por 5 minutos em estufa, sendo
posteriormente inativada com 1 mL de meio de cultura DMEM/HAM's F12
suplementado. O contetdo de cada um dos pocos foi transferido para um microtubo
de 1500 pL, totalizando 6 microtubos, e, em seguida, apos centrifugacéo a 1500 rpm
por 5 minutos, descartou-se o sobrenadante. Posteriormente, realizou-se um processo
de lavagem com 1mL de PBS 1x (solucdo de tampdo fosfato), seguido de
centrifugacédo a 1500 rpm por 5 minutos. Para a padronizacdo dos experimentos,
ressuspendeu-se o conteudo de 1, 2 ou 3 microtubos em 500 uL de tampéao fosfato
0,1 M pH=7,4, obtendo-se uma concentracdo de 1x108, 2x108 e 3x10° células/mL,
respectivamente. Em seguida, o conteudo de cada microtubo, foi submetido a

sonicacéao por 5 segundos.

3.6.1 Determinacéo da Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)

Este método baseia-se na medida indireta da atividade da GPx, por meio de
uma reacdo casada com a glutationa redutase (GR). A glutationa oxidada (GSSG),
produzida pela reducdo por hidroperoxidos pela GPx, € reciclada para gerar seu
estado reduzido pela GR e NADPH (FLOHE & GUZLER, 1984).
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Figura 2. Reacdes casadas de oxidacao e reducao da glutationa.

GPx
2GSH + R-0-0-H ———» GSSG + H20 + R-OH

GR
GSSG + NADPH + H¥ —» 2GSH + NADP*

Reacdes casadas de oxidacdo e reducdo da glutationa, gerando GSSG e GSH, respectivamente, pela glutationa
peroxidase (GPx) e redutase (GR).
Fonte: Adaptado de Garcia, 2009.

O substrato utilizado neste ensaio é o terc-butil hidroperéxido. A oxidacédo de
NADPH a NADP* é acompanhada pelo decaimento da absorbancia a 340 nm e a
37°C.

Adicionou-se em cada po¢o de uma placa de 96 pocos, tampéo fosfato 0,1 M
pH=7,0 e EDTA 1 mM (gsp 200uL); 40 uL de amostra; 5uL de solugcao de glutationa
reduzida (GSH) 80 mM; 0,048 U de glutationa redutase (5uL da solugéo 0,0096 U/uL).
Essa mistura foi incubada por 5 minutos a 37°C, e em seguida foram adicionados 5uL
de solucéo de terc-butil hidroperéxido 0,46% e 30uL de solugdo de NADPH 1,2 mM.
O decréscimo na absorbancia foi monitorado a 340nm por 5 minutos.

A atividade pode, entdo, ser determinada a partir da formula:

Atividade = |— 5 200L p tef
ividade = oo A0LL /proteina

Sendo:
Atividade: atividade especifica da GPx (U/ug de proteina);
k: inclinacdo da curva de decaimento (min-1);
b: caminho optico (0,524 cm);
Swaoe -2 6,22 X 103 (uM-lem'l);
proteina: quantidade de proteinas totais utilizada no ensaio;

200uL e~
~o.- diluicdo da amostra na cubeta;
n

D = diluicdo da amostra no homogenato.
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3.6.2 Determinacéo da Atividade da Glutationa Redutase (GR)

O método baseia-se na medida direta da atividade da GR, que utiliza o NADPH
como cofator na reducdo da GSSG em GSH. A oxidacdo de NADPH a NADP* é
acompanhada pelo decaimento da absorbancia a 340 nm e a 37°C (Calberg et al.,
1975).

Figura 3. Reacao de reducdo da glutationa pela glutationa redutase.

GR
GSSG + NADPH + H* —— 2GSH + NADP*

Reacdo de reducédo da glutationa oxidada (GSSG) em glutationa reduzida (GSH) pela glutationa redutase (GR).
Fonte: Adaptado de Garcia, 2009.

Preparou-se 10mL de meio reagente no momento do uso com 5 mL de tampéao
fosfato 0,1 M pH 7,0 e EDTA 1 mM; 3 mL de EDTA 0,005 M; 3 mL de agua deionizada,
2 mg de glutationa oxidada (GSSG) e 4 mg de NADPH. A seguir, adicionou-se 40 uL
de amostra em cada poc¢o de uma placa de 96 pocos e 160 uL de meio reacional. O
decréscimo dos valores de absorbancia foi monitorado a 340 nm por 20 minutos a
37°C.

A atividade pode, entdo, ser determinada a partir da formula:

k 200uL

Atividade = X 2001

X D| /proteina
gNADPH b

Sendo:
Atividade: atividade especifica da GR (U/ug de proteina);
k: inclinacdo da curva de decaimento (min-1);

b: caminho 6ptico (0,524 cm);

éNAD"H': 6,22 x 103 (uM-1cm1);

proteina: quantidade de proteinas totais utilizada no ensaio;

200uL,
40uL

diluicdo da amostra na cubeta;

D = diluicdo da amostra no homogenato.
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3.6.3 Determinacédo da Atividade da Glutationa S-Transferase (GST)

O método baseia-se na formacao de um complexo entre a GSH e o 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB), catalisada pela GST. O aumento de absorbancia é
diretamente proporcional a atividade da GST na amostra (HABIG, PABST e JAKOBY,
1974).

Figura 4. Reacédo de conjugacéo catalisada pela glutationa S-transferase.

cl GS
NO, NO,

GSH + —_— + HCI

NO, NO,

Reacéo de conjugacéo do 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno com a glutationa (GSH) catalisada pela glutationa S-
transferase (GST).
Fonte: Garcia, 2009.

Adicionou-se, em cada poco de uma placa de 96 pocos, 40 yL de amostra, 160
pML de tampéo fosfato 0,1 M pH=6,5; 5uL de solucédo de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB) 0,1 M; essa mistura foi pré-incubada por 2 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, adicionou-se 15 uL de glutationa reduzida (GSH) 0,1 M. O aumento na

absorbancia foi monitorado a 340 nm por 5 minutos a 25°C.
A atividade pode, entdo, ser determinada a partir da formula:

Atividade = |— 5 200L p tef
ividade = oo A0LL /proteina

Sendo:
Atividade = atividade especifica da GST (U/ug de proteina);
k= inclinacdo da curva (min-1);
b= caminho éptico (0,524 cm);
Scone = 9,60 x 103 (uM-2cmL);

proteina = quantidade de proteinas totais utilizada no ensaio;

200uL e~
ﬁ: diluicdo da amostra na cubeta;

D = diluigdo da amostra no homogenato.
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3.7 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados por meio de andlise de variancia (ANOVA) de
uma via seguida do pés-teste de Newman-Keuls. Os valores foram expressos como
“‘média £ erro padréo da média” e as diferengas foram consideradas significativas para

o valor p<0,05.
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4. RESULTADOS
4.1 Determinacédo das concentracfes de cetamina e etanol

Os resultados de viabilidade celular pelo ensaio do MTT, obtidos de 4
experimentos independentes, permitiram a identificacdo da maior concentracdo sem
efeito téxico (NOAEL, do inglés no observed adverse effect level) e menor
concentracdo em que ha efeito toxico (LOAEL, do inglés lowest observed adverse
effect level) para cada uma das substancias. Dessa forma, pode-se concluir que 0s
valores de NOAEL e LOAEL de cetamina equivalem a 0,1 e 1,0 mM, respectivamente;
enquanto que os valores de NOAEL e LOAEL de etanol equivalem a 10 e 100 mM,
respectivamente (Figuras 5 e 6). Sendo assim, tais concentracdes foram escolhidas
para a realizacdo dos testes de investigacdo da presenca do estresse oxidativo

decorrente da associacao de ambas as substancias.

Figura 5. Resultados de viabilidade celular ap6s exposi¢ao a cetamina por 48

horas.
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Resultados de viabilidade celular (MTT) apds exposicdo a cetamina por 48 horas (N = quatro experimentos
independentes em duplicata). CT = controle (meio de cultura suplementado); KCI = cloreto de potassio 250 mM
(controle positivo de morte celular). **p<0,01 e ****p<0,0001 em relacdo ao CT (ANOVA e comparacao mdltipla de
Newman-Keuls).
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Figura 6. Resultados de viabilidade celular ap6s exposicao a etanol por 48 horas.
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Resultados de viabilidade celular (MTT) apds exposi¢cdo a etanol por 48 horas (N = quatro experimentos
independentes em duplicata). CT = controle (meio de cultura suplementado); KCI = cloreto de potassio 250 mM
(controle positivo de morte celular). ****p<0,0001 em relagédo ao CT (ANOVA e comparagdo multipla de Newman-
Keuls).

4.2 Determinacao do periodo de exposicao de cetamina e etanol

Ainda, a fim de determinar o periodo de exposicdo a cetamina e etanol mais
adequado para avaliacao das atividades das enzimas antioxidantes, foram realizados
4 experimentos independentes de viabilidade celular pelo ensaio de MTT com
diferentes periodos de exposicdo a KTn, KT, ETn e ETL isoladas e em combinacéo,
além do grupo controle e controle positivo, cloreto de potassio (KCI) 250 mM, por 3,
6, 24 e 48 horas. Na figura 7, que apresenta os resultados obtidos nesses ensaios, €
possivel observar reducéo da viabilidade celular apenas a partir da exposi¢ao de 24
horas, o que indica que os tempos de 3 e 6 horas de exposi¢éo se referem ao periodo
gue antecede a morte celular. Sendo assim, foram escolhidos os periodos de 3 e 6

horas de exposicéo para avaliacdo das atividades das enzimas antioxidantes.
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Figura 7. Resultados de

viabilidade celular apos

exposicdo a cetamina e

etanol isolados e em

associacao por 3, 6, 12 e 48

horas.

Resultados do ensaio de viabilidade
celular em 3 (A), 6 (B), 24 (C) e 48 (D)
horas de exposicdo a KTn, KT, ETn €
ET. isoladas e em combinacédo, além
do grupo controle e controle positivo,
cloreto de potéssio (KCI) 250 mM. (n=
4 experimentos independentes) Ainda,
“+” representa presenga de substancia;
“” representa auséncia de substancia.
*p<0,05; ***p<0,001 e ****p<0,0001 em
relagdo ao CT; #p<0,05 entre os
grupos; @p<0,05 entre os grupos KTn e
KTn+ETn, Pp<0,001 entre os grupos
KTn e KTn+ETL, °©p<0,01 entre os
grupos KTL e KT +ETn, 9p<0,01 entre
0s grupos KTL e KTL+ETL, ©p<0,01
entre os grupos ETn e KTn+ETN,
fp<0,0001 entre os grupos ETn e
KTL+ETN, 9p<0,0001 entre os grupos
ETL e KTL+ETL, (ANOVA e poOs-teste de

Newman-Keuls).
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4.3 Padronizacao da atividade das enzimas antioxidantes

A concentracdo ideal de células para a realizacdo dos ensaios foi aquela em
gue os valores de inclinacdo da reta variaram pouco entre as triplicatas e em que 0s
valores de R2 foram mais préximos a 0,99, que corresponde a 1x10°8 células/mL para

todas as enzimas, como demonstrado na Figura 8.
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Figura 8 — Resultados da padronizacao das enzimas antioxidantes
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Graficos referentes a padronizagdo para cada uma das enzimas antioxidantes, segundo os protocolos de determinagdo de atividade. Para os experimentos desse trabalho,

utilizou-se a concentragéo de 1x10° células/mL para todas as enzimas. Abs: absorbancia; min: minuto; nm: nandémetro; t: tempo.
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A Figura 9 apresenta o0s resultados da atividade enzimatica de GPx,

responsavel pela oxidagao de glutationa reduzida em glutationa oxidada.

Figura 9 — Resultados de atividade enzimética de glutationa peroxidase apos

exposicao a cetamina e etanol isolados e em associacao por 3 e 6 horas

GPx (U/mg de proteina)

*

KTy 0,1 mM: - +
KT, 1 mM: - -
ETy 10 mM: - -
ET, 100 mM: - -

+

LT

+

B

GPx (U/mg de proteina)

KTy 0,1 mM:
KT, 1 mM:

ET, 10 mM:
ET_100 mM:

Resultados de atividade enzimatica de glutationa peroxidase (GPx) apOs exposicdo a cetamina, etanol e

associagdo por 3 (A) e 6 (B) horas. *p<0,05 em relacdo ao CT e #p<0,05 em relagdo as substéncias isoladas

(ANOVA e comparacgdo miultipla de Newman-Keuls).

Ao analisar os resultados, na exposi¢cdo de 3 horas (Figura 9A), é possivel
verificar que houve aumento significativo da atividade de GPx no grupo associacéo
KTL e ETn tanto em relacédo ao grupo controle (p<0,05) quanto aos compostos isolados
nas mesmas concentragdes (p<0,05), o que pode indicar a possibilidade de acao
sinérgica para o aumento da atividade enzimatica. Entretanto, tal alteracdo
significativa ndo € observada nos grupos restantes, assim como na exposi¢ao de 6

horas (Figura 9B).

A Figura 10 apresenta os resultados da atividade enzimatica de GR, enzima

responsavel

contribuindo, assim, para o sistema antioxidante.

pela conversdo de glutationa oxidada em glutationa

reduzida,
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Figura 10 — Resultados de atividade enzimética de glutationa redutase apos

exposicao a cetamina e etanol isolados e em associacao por 3 e 6
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Atividade enzimatica de glutationa redutase (GR) ap6s exposi¢do a cetamina (KT), etanol (ET) e associacao por
3 (A) e 6 (B) horas.

Analisando os resultados, pode-se observar que ndo foram encontradas
alteracOes significativas na atividade da GR. Entretanto, € possivel que o alto erro
padrdo meédio (EPM) no grupo KTL e ETL tenha prejudicado observancia de aumento
significativo da atividade da GR na exposicdo de 3 horas (Figura 10A). Porém, na
exposicao de 6 horas (Figura 10B) ndo houve aumento de atividade da enzima, o que

pode sugerir um possivel aumento da atividade de GR em 3 horas e redu¢do com o

aumento das horas de exposicao.

A Figura 11 apresenta os resultados da atividade enzimatica de GST, enzima
responsavel pela conjugacdo de xenobidticos para consequente eliminagéo,

contribuindo, assim, para o sistema antioxidante.
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Figura 11 — Resultados de atividade enzimética de glutationa S-transferase apos

exposicao a cetamina e etanol isolados e em associacao por 3 e 6 horas
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Atividade enzimética de glutationa S-transferase (GST) ap6s exposi¢do a cetamina (KT), etanol (ET) associa¢ao

por 3 (A) e 6 (B) horas.

A andlise dos resultados mostra que ndo houve alteragfes significativas na

atividade de GST. Entretanto, o consideravel EPM pode ter mascarado uma possivel

diferenca no aumento de atividade de GST principalmente dos grupos de associacao

em relacdo ao controle na exposicéo de 3 horas (Figura 11A).



34

5. DISCUSSAO

O estresse oxidativo € uma condi¢cdo fisiopatologica em que ha um
desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e o
funcionamento de sistemas antioxidantes resultando em perturbacdo do metabolismo
celular, potenciais danos aos constituintes celulares e até morte celular, que pode ser
induzida por xenobidticos ou doencas (LUSHCHAK, 2014). Dessa forma,
desempenha um papel de grande importancia o sistema antioxidante das enzimas
relacionadas a glutationa, composto pela enzima GPx, que € responsavel pela
oxidacao da glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG); pela GR, que,
por sua vez, reduz GSSG a GSH novamente; e pela GST, que é responsavel pela
reacdo de conjugacdo de GSH com um xenobidtico (X) para posterior eliminacao
(Figura 12). Quando os sistemas antioxidantes ndo sédo suficientes para conter o
estresse oxidativo, as consequéncias podem ser minimizadas com a inducdo de
apoptose e, ainda, quanto mais tardar o inicio da acdo de mecanismos de minimizacao
de danos € mais provavel que ocorra o cenario descontrolado de necrose
(LUSHCHAK, 2014), seja esse processo desencadeado por uma condicao

fisiopatoldgica ou induzido por xenobidtico.

Figura 12 — Reacgdes de reciclagem da glutationa

ROOH ROH + H,0

\ ' 1

2GsH GSSG
/X ]
VRN W
X-GSH \:’_‘::_—_—_:::_'_:'_:
/ N
/ \
NADPH + H* NADP*

Reacdes de reciclagem da glutationa. A enzima glutationa peroxidase (GPx) é responsavel pela oxidacdo da
glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG), que, por sua vez, é reduzida novamente a GSH pela
glutationa redutase (GR). A glutationa-S-transferase é responsavel pela reagdo de conjugacdo de GSH com um
xenobiético (X).

Fonte: Autoria propria.
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Estudos recentes apontam papel importante do estresse oxidativo na
neurotoxicidade induzida pela cetamina. De Carvalho Cartdgenes et al (2019)
verificaram aumento nas concentracdes de malonaldeido, marcador da peroxidacao
lipidica, no hipocampo, apesar de ndo haver alteracdo em enzimas como catalase,
responsavel pela metabolizacdo de perdxido de hidrogénio, e superoxido dismutase,
responsavel pela transformacao do radical superdxido em perdxido de hidrogénio, em
ratos Wistar adolescentes apds exposicao aguda a cetamina na dose de 10 mg/kg/dia
por 2 dias (GARCIA et al., 2009). Ito, Uchida e Makita (2015) observaram aumento de
40% da atividade das caspases 3 e 7, envolvidas nos estagios iniciais da apoptose,
aumento de 14% da producao de espécies reativas de oxigénio e reducao de 81% do
potencial de membrana mitocondrial em cultura de neurénios derivados de IPSC
(induced Pluripotent Steam Cells) apos exposicao a 500 uM de cetamina por 24 horas
em relagdo as células ndo tratadas. Com base nesses resultados, 0s autores criaram
a hipétese de que a cetamina pode induzir uma disfuncdo no sistema de fosforilagdo
oxidativa na mitocondria, uma vez que foi verificada reducédo na oxidacdo de NADH a
NAD* (Ito, Uchida & Makita, 2015). Além disso, Félix (2018) propde um mecanismo
de ativacdo de p53, gene supressor tumoral responsavel pela inducéo de apoptose,
em consequéncia do estresse oxidativo gerado pela exposicdo a cetamina em
embrides de zebrafish (FELIX et al., 2018), enquanto Wang (2017) aponta que
diversas linhas de pesquisa demonstraram que a exposicado prolongada a cetamina
pode afetar subunidades especificas do receptor NMDA, de forma a alterar sua fungéo
e elevar a geracdo de EROs que, em conjunto, contribuem para o dano neuronal
(WANG et al., 2017).

Em condigbes fisiologicas, para que haja sobrevivéncia celular, o equilibrio
adequado entre os radicais livres e 0s niveis de antioxidantes é primordial (PEREIRA,
ANDRADE E VALENTAO, 2015). O etanol, por sua vez, pode alterar
significativamente a atividade das enzimas antioxidantes no sistema nervoso central
de animais expostos a ele de forma crbnica. Luo (2014) aponta que, nos neurdénios,
as EROs produzidas pela exposicao ao etanol provém da disfuncdo mitocondrial e a
ativacdo da NADPH oxidase (NOX). Uma vez que a administracdo de antioxidantes
leva ao bloqueio parcial do fluxo autofagico induzido pelo etanol, sugere-se que o
estresse oxidativo e a interrup¢do da homeostase de calcio intracelular podem ser
mecanismos pelos quais ha indug¢do do processo autofagico (LUO, 2014). Nesse
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sentido, é valido ressaltar, que a autofagia € um processo em que macroproteinas e,
até mesmo, organelas sdo capturadas para lisossomos para que possam ser
degradadas e, assim, reciclar os componentes para formac&o de novas estruturas ou
convertidas a energia (D’ARCY, 2019). Segundo D’Arcy (2019), a autofagia pode ser
iniciada por fatores estressantes, como a privacdo de nutrientes e exposicao a
agentes toxicos, e ela também esta envolvida nas respostas imunes inatas contra
patdgenos intracelulares, apresentando efeito protetivo, ou destruir a célula por

completo, ao reciclar os componentes celulares, em situagdes de senescéncia celular.

Apéds exposicdo aguda e crbnica ao etanol, estudos verificaram o surgimento
de distarbios no metabolismo mitocondrial, com diminuicdo na producdo de ATP e
geracdo exacerbada de EROs, eventos que contribuem para a suscetibilidade a
apoptose celular e morte por estresse oxidativo (PEREIRA, ANDRADE E VALENTAO,
2015). Quando se fala de estresse oxidativo enquanto mecanismo de neurotoxicidade,
é valido ressaltar o papel da fosforilagdo de CREB, proteina de ligacdo ao elemento
de resposta de monofosfato de adenosina ciclico (CAMP), que é essencial para a
expressao do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma alfa (PPAR-alfa). As
principais fun¢des do PPAR-alfa sdo a manutencéo da integridade e fungao neuronal,
por meio da regulacdo do metabolismo de energia celular, biogénese mitocondrial e
mecanismo antioxidante celular (O'NEILL, 2000; FRIEDMAN, 2001; JOHN et al.,
2005). Sendo assim, a down-regulation de PPAR-alfa esta relacionada ao
comprometimento das fun¢des neurais e, consequentemente, a danos neuronais.
Nesse sentido, Liu (2014) mostrou que o etanol pode reduzir a expressao de PPAR-
alfa, ao reduzir a fosforilacdo de CREB por meio da reducédo das concentracdes de
cAMP intracelular em células neuronais, contribuindo, assim, para um aumento da
concentracdo de EROs intracelular, disfungdo mitocondrial e, consequentemente,
danos neuronais relacionados a neurotoxicidade do etanol (PEREIRA, ANDRADE E
VALENTAO, 2015).

Ainda, o uso de resveratrol, substancia com propriedades antioxidantes, foi
capaz de proteger os neurdnios da raiz dorsal ganglionar in vitro expostos a 325,6 mM
de etanol, diminuindo a quantidade de EROs e malonaldeido, importantes
biomarcadores do estresse oxidativo (YUAN et al., 2013), o que pode indicar que o

estresse oxidativo esta presente na neurotoxicidade induzida por etanol.
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Tendo em vista os efeitos da exposicéo a cetamina e ao etanol separadamente
nos neurdnios no que diz respeito ao estresse oxidativo, buscou-se por estudos que
avaliassem os efeitos de ambas as substancias em associacédo, a fim de comparar os
resultados obtidos no presente estudo. Em experimento com células PC12, Zuo
(2017) verificou 0 aumento significativo de EROs apds exposi¢do ao etanol (60 mM)
ou cetamina (100 uM) em relacdo ao grupo controle e dos grupos associagdo em

relacdo aos grupos etanol e cetamina isoladamente. Ainda, Zuo (2018) também

observou, apods exposicdo de ratos Sprague-Dawley machos a etanol (4g/kg) e

cetamina (30mg/kg) por 14 dias consecutivos, a ruptura da estrutura mitocondrial com
fragmentacdo das membranas, por meio de analise por microscopia eletrénica de
hipocampo, resultado obtido nos grupos associacao e no grupo cetamina, mas nao no
grupo etanol. Além disso, a expressao da proteina do citocromo C, responsavel pelo
transporte de elétrons na cadeia respiratéria mitocondrial, foi investigada por western
blotting e verificou-se aumento de sua expressao no grupo cetamina em relacao ao
controle e no grupo associacdo em relacdo a cetamina sozinha, o que pode indicar

uma disfuncédo mitocondrial na administracéo associada (ZUO et al., 2018).

Nesse sentido, os resultados obtidos no presente estudo, como 0 aumento
significativo de atividade de GPx no grupo associacdo KTL e ETn tanto em relacdo ao
grupo controle quanto aos compostos isolados nas mesmas concentragdes no periodo
de exposicao de 3 horas e, que 0 mesmo grupo ndo apresentou alteracao significativa
na atividade de GR, sugerem a possibilidade de haver um prejuizo na reducédo da
GSSG em GSH e consequente comprometimento na capacidade antioxidante quando
da exposicao a esta associacao, resultados que vao ao encontro dos obtidos por Zuo
(2017, 2018), no que diz respeito a presenca de marcadores do estresse oxidativo

guando associa-se etanol e cetamina.

Levando-se em consideragdo o mecanismo de acao da cetamina, ou seja, sua
acao antagonista ndo competitiva nos receptores NMDA, o que inibe a excitabilidade
dos neurdnios relacionados a dor para induzir sua atividade anestésica dissociativa
(CORAZZA et al., 2013), assim como 0 mecanismo de acéo do etanol, que atua como
inibidor ndo competitivo dos receptores NMDA no cortex, nucleo accumbens,
amigdala, hipocampo e é&rea tegumentar ventral, a associagcdo entre ambas as

substancias pode interferir na neurotransmissao glutamatérgica e levar a alteracdes
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neuroplasticas em &reas responsaveis pela memoéria e aprendizado (RAO et al.,
2015).

Uma revisdo da literatura conduzida por Olney (2000) aponta que o fato do
etanol apresentar propriedades antagonistas de NMDA e modular positivamente 0s
receptores GABAa, traz a reflexdo acerca da habilidade de mimetizar os efeitos pro-
apoptoticos dos antagonistas de NMDA e GABA miméticos. Apos administracao de
etanol a ratos de 7 dias de idade, avaliou-se por microscopia eletrénica que a resposta
neurotéxica induzida pelo etanol € compativel com os critérios de morte celular por
apoptose e que seu mecanismo é composto pelos mesmos padrées observados em
antagonistas de receptor NMDA e GABA miméticos (IKONOMIDOU et al., 2000).

Por fim, diversos estudos apontam que a administracdo de tais drogas
enquanto o SNC ainda esta em desenvolvimento, torna-o ainda mais vulneravel a
neurotoxicidade por elas induzidas, podendo acarretar déficits cognitivos e de
mem©ria irreversiveis. Sendo assim, no que diz respeito aos estudos futuros
relacionados ao consumo em associacdo dessas substancias, seria de grande
interesse investigar o comportamento de outros marcadores do estresse oxidativo,
como malonaldeido, marcador da peroxidacéo lipidica; 3-nitrotirosina, marcador do
metabolismo do 6xido nitrico; superoxido dismutase (SOD), enzima responsavel pela
transformacao do radical superoxido em peroxidode hidrogénio; e catalase, enzima
responsavel pela transformacéo do peroxido de hidrogénio em agua. Mais ainda a
compreensao do papel do receptor NMDA nessa associacdo trara grande
contribuicdo, uma vez que ambas as substancias apresentam acdo nesse sitio, ao
que tudo indica, de forma sinérgica. Uma vez que o grande consumo deste tipo de
drogas se faz por adolescentes e jovens adultos, espera-se que 0s proximos estudos
possam fornecer subsidios suficientes para o desenvolvimento de politicas publicas
de conscientizacao, controle, tratamento e prevencédo do uso abusivo dessas e de

outras substancias.
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6. CONCLUSAO

A cetamina, anestésico utilizado ilicitamente como club drug devido aos seus
efeitos de aumento da interacdo social e delirios, € amplamente consumida em
ambientes de festas e raves por adolescentes e jovens adultos, nas quais é muito
comum a administracdo conjunta com outras drogas, como o etanol. Esse estudo
buscou avaliar o papel do estresse oxidativo na toxicidade induzida por cetamina e
etanol em associacdo em células de neuroblastoma SH-SY5Y e obteve como
principais resultados a determinacgéo dos valores de NOEAL e LOAEL para cetamina,
0,1 e 1,0 mM, e etanol, 10mM e 100mM, respectivamente; a padronizacdo da
concentracdo para amostras de células de neuroblastoma SH-SY5Y em 1x10°
células/mL para os ensaios de determinacdo de atividade das enzimas do estresse
oxidativo relacionadas a glutationa; o aumento significativo de atividade de GPx no
grupo associacdo KT. e ETn tanto em relagcdo ao grupo controle quanto aos
compostos isolados nas mesmas concentracdes no periodo de exposi¢ao de 3 horas.
Além disso, é importante destacar que 0 mesmo grupo néo apresentou alteracéo na
atividade de GR, sugerindo prejuizo na reciclagem de GSSG em GSH e,
consequentemente, comprometimento na capacidade antioxidante diante da
exposicao a essas substancias em associacdo. Sendo assim, tendo em vista que
ambas as substancias em estudo nesse projeto apresentam acéo por meio da inibicao
nado competitiva dos receptores NMDA, é possivel que, quando utilizadas em

associacao, haja um sinergismo para inducdo da neurotoxicidade.
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