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“Conforme o desenvolvimento tem fim, as fontes de crescimento e regeneração de 

axônios e dendritos extinguem-se irrevogavelmente. Em centros adultos, os caminhos 

de nervos são fixos e imutáveis: tudo morre, nada se regenera. Cabe à ciência do futuro 

mudar, se possível, este duro decreto.” 

Santiago Ramon y Cajal  



vi  
  

 

RESUMO 
 

LUKAS BOLINI GONÇALVES 
 

 
 EFEITO DA IL-1b NA REGULAÇÃO EPIGENÉTICA DA NEUROGÊNESE 

NO CÉREBRO ADULTO DE MURINOS IN VITRO 
 

Orientador: Claudia Maria de Castro Batista e Katia Carneiro de Paula 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 
obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia 
e aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 
 
A regulação epigenética é um importante programa intrínseco às células, onde sinais 
ambientais e fatores de transcrição interagem e modulam a expressão gênica, o que leva, 
por exemplo, à diferenciação de células-tronco neurais (NSCs) em tipos celulares 
específicos do sistema nervoso central, de grande interesse para aplicações clínicas. Neste 
contexto, atividades enzimáticas de acetilação e metilação de histonas, por enzimas 
histona-acetiltransferases (HATs) e histona-desacetilases (HDACs), são consideradas as 
formas mais dinâmicas de regulação gênica. As NSCs têm capacidade de auto-renovação 
e de se diferenciarem em tipos celulares distintos, incluindo neurônios, astrócitos e 
oligodendrócitos. Recentemente, mostrou-se que a neurogênese a partir de NSCs do 
cérebro adulto é regulada epigeneticamente. Dentro de um cenário de neuroinflamação, 
foi proposto que a citocina IL-1b contribua para a supressão da neurogênese através de 
modificações epigenéticas a partir da ação de enzimas HDACs, sugerindo que IL-1b deva 
exercer um papel epigenético na modulação de NPCs. As proteínas histonas são alvos de 
modificação epigenética que regulam a expressão gênica. Além disso, há evidências na 
literatura de que a inibição de HDACs por tricostatina A (TSA) bloqueia a proliferação, 
aumenta a diferenciação neuronal e diminui a diferenciação de astrócitos dos NPCs. No 
entanto, os mecanismos regulatórios pelos quais a acetilação e a desacetilação das 
histonas, sob influência de IL-1b, influenciam a diferenciação de NPCs não são 
totalmente compreendidos. Neste trabalho propomo-nos a investigar a relação entre a 
desacetilação de histonas e a IL-1b na sobrevivência, proliferação e diferenciação de 
NPCs no cérebro adulto de camundongos in vitro. Foi observado que o bloqueio da 
desacetilação de histonas diminuiu a proliferação e a viabilidade de NPCs tratadas com 
IL-1b, sugerindo que esse é um fenômeno essencial para a sobrevivência celular num 
contexto inflamatório. A diferenciação de oligodendrócitos pós-exposição à IL-1b é 
dependente de atividade HDAC, em contraste com a diferenciação glial, que independe. 
O efeito do TSA na acetilação não foi visto em H4K8, mas outras lisinas deverão ser 
analisadas. A IL-1b, em contrapartida, foi capaz de efetivamente ativar sua cascata 
clássica de ativação, sugerindo que os efeitos observados são provocados pela citocina. 
 

Palavras-chave: histona desacetilaces; neurogênese; células-tronco neurais; tricostatina 
A; Interleucina-1beta. 
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ABSTRACT 
 

LUKAS BOLINI GONÇALVES 
 
 

EFFECT OF IL-1b ON EPIGENETIC REGULATION OF ADULT MOUSE 
BRAIN NEUROGENESIS IN VITRO  

 
Orientador: Claudia Maria de Castro Batista e Katia Carneiro de Paula 

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes 
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários 
para obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e 
Imunologia e aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 
Epigenetic regulation is an important program intrinsic to cells, in which environmental 
signals and transcription factors interact and modulate gene expression, which leads to, 
for example, neural stem cell (NSC) differentiation to specific central nervous system cell 
types, of great interest to clinical applications. In this context, enzymatic activities of 
histone acetylation and methylation, the former being mediated by histone 
acetyltransferase (HAT) and histone deacetylase (HDAC) enzymes, are thought to be the 
most dynamic methods of genic regulation. NSCs are able to self-renew and to 
differentiate into distinct cell types, such as neurons, astrocytes and oligodendrocytes. 
Recently, it has been shown that adult brain neurogenesis, from NSCs, is epigenetically 
regulated. In a neuroinflammation scenario, it has been proposed that the cytokine IL-1b 
contributes to neurogenesis suppression through epigenetic modification due to HDAC 
activity, suggesting it might play an epigenetic role in modulation of NSCs. Histone 
proteins are the targets to epigenetic modifications that regulate genic expression; 
furthermore, there are pieces of evidence that HDAC inhibition by trichostatin A (TSA) 
blocks NSC proliferation, increases neuronal differentiation and decreases glial 
differentiation. However, the regulatory mechanisms through which histone acetylation 
and deacetylation, under the influence of IL-1b, affect NSC differentiation are not fully 
known. In this paper, we intended to investigate the relation between histone 
deacetylation and IL-1b on the adult mouse brain-derived NSC survival, proliferation and 
differentiation in vitro. We have observed that blocking histone deacetylation decreases 
proliferation and viability of IL-1b-treated NSCs, suggesting that this event is essential 
to cell survival on an inflammatory context. Oligodendrocyte differentiation after IL-1b 
exposure is HDAC activity-dependent, in contrast to glial differentiation, which is not. 
TSA effect on acetylation was not observed on H4K8, but other lysines should be 
analysed. IL-1b, however, could effectively activate its classic signalling cascade, 
suggesting that the observed effects were indeed caused by the cytokine.  

 
Keywords: histone deacetylases; neurogenesis; neural stem cells; trichostatin A; 
Interleukin-1beta. 
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1.   Introdução 

1.1.   Biologia da neurogênese 

O encéfalo é a parte superior do sistema nervoso central, composta por tronco 

encefálico, cerebelo e cérebro; seu tecido especializado, tecido nervoso, é composto de 

neurônios, oligodendrócitos, astrócitos e células ependimárias, todas derivadas da glia 

radial (RGC; Spassky et al., 2005). Sua origem é o neuroectoderma, que é gerado a partir 

de células ectodérmicas posicionadas imediatamente acima da notocorda no período 

embrionário. A notocorda é um importante centro sinalizador do embrião capaz de emitir 

sinais indutores para especificar o neuroectoderma, ou placa neural, e a partir dela surgirá 

o tubo neural. As células que compõem essa estrutura embrionária são conhecidas como 

células precursoras neurais, que são células-tronco em divisão e irão se tornar 

neuroblastos não-mitóticos. Estes por sua vez, darão origem aos primeiros neurônios no 

embrião em desenvolvimento (Purves et al., 2011). Além destas células, também 

podemos encontrar a microglia, células imunes originadas do saco vitelino (Lampron, 

Pimentel-Coelho e Rivest, 2013) responsáveis tanto pela manutenção da homeostase do 

cérebro quanto pelo refinamento sináptico (Hong, Dissing-Olesen e Stevens, 2016). 

As células precursoras neurais, que compõe o neuroepitélio, também dão origem 

às RGC, com perda de junções oclusivas e aquisição de propriedades astrogliais, que são 

capazes de gerar diretamente novos neurônios ou produzir células progenitoras 

intermediárias, que também geram novos neurônios (Yao et al., 2016). As RGC aparecem 

por volta da fase média do desenvolvimento embrionário de camundongos, por volta do 

décimo segundo dia (E12). Essas células devem interpretar sinais do tubo neural, como o 

gradiente de morfógenos (BMP) e Sonic Hedgehog (SHH), para maior robustez na 

neurogênese (Kriegstein e Alvarez-Buylla, 2009), isto é, o processo de desenvolvimento 

de novos neurônios a partir de células-tronco neurais multipotentes capazes de realizar 

divisões simétricas para auto-renovação e assimétricas, para dar origem à células mais 

diferenciadas (Bond, Ming e Song, 2015); o surgimento de astrócitos e oligodendrócitos 

a partir das RGC é mais tardio (Yao et al., 2016).  

Durante muito tempo, acreditava-se que não havia a geração de novas células no 

cérebro adulto; contudo, Altman e Das (1965) deram o primeiro passo para a derrubada 

do que era considerado o dogma na neurociência até então. Através de experimentos de 

incorporação de 3H-timidina radioativa por células que fazem replicação, seus trabalhos 

mostraram a existência de dois nichos, ou microambientes, neurogênicos no adulto: a 

zona subventricular (V-SVZ; figura 1) e a zona subgranular (SGZ; figura 1). Como em 
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toda quebra de paradigma, os trabalhos de Altman foram fortemente criticados na 

comunidade científica ao longo da década de 1970, tal que muitos livros-texto da época 

ignoravam as demonstrações bem claras de que o cérebro adulto era capaz de gerar novas 

células (Altman, 2008). Desta forma, a neurogênese no cérebro adulto passou a ter mais 

atenção apenas a partir do final da década de 1980, quando Alvarez-Buylla identificou 

células similares à glia radial, derivadas desta mantida quiescente ao longo do 

desenvolvimento (Merkle et al., 2004; Yao et al., 2016) e que apresentavam potencial 

neurogênico no cérebro adulto de aves (Alvarez-Buylla, Theelen e Nottebohm, 1988, 

1990; Alvarez-Buylla, 1992), descrito posteriormente em roedores (Doetsch et al., 1999). 

Ambos os nichos apresentam ultraestrutura bem definida e organizada, com intensa 

participação de vasos sanguíneos e moléculas de matriz extracelular, como lamininas e 

proteoglicanos (García-Verdugo et al., 1998; Bond, Ming e Song, 2015; Lim e Alvarez-

Buylla, 2016). 

 

 
Figura 1 - Nichos neurogênicos no cérebro adulto de mamíferos. A. Corte sagital de cérebro de 
camundongo com representação esquemática dos nichos neurogênicos; B. Componentes celulares dos 
nichos neurogênicos; C. Representação esquemática da zona subgranular (SGZ); D. Representação 
esquemática da zona ventricular-subventricular (V-SVZ). OB: bulbo olfatório; RMS: corrente migratória 
rostral; Str: estriado; Cx: córtex; Hip: hipocampo; SVZ: zona subventricular; LV: ventrículo lateral; SGZ: 
zona subgranular; DG: giro denteado; Ce: cerebelo; GCL: camada de células granulares; CSF: líquido 
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cefalorraquidiano; NSC: célula-tronco neural; NPC: célula progenitora neural. Adaptado de Bátiz et al., 
2016 

 

A V-SVZ está localizada na região do subepêndima dos ventrículos laterais e 

possui células indiferenciadas que diferenciam-se em neuroblastos, que migram para o 

bulbo olfatório em murinos (Doetsch e Alvarez-Buylla, 1996) e dão origem aos diversos 

tipos de interneurônios granulares ou periglomerulares (García-Verdugo et al., 1998; Lim 

e Alvarez-Buylla, 2016). Em humanos, os neuroblastos migram para o estriado e tornam-

se interneurônios (Braun e Jessberger, 2014a, b). Na SGZ, localizada no giro denteado do 

hipocampo, as células progenitoras dão origem a neurônios granulares excitatórios. 

As células da V-SVZ (Figura 2) são denominadas B, C e A, conforme a 

nomenclatura sugerida por Doetsch, García-Verdugo e Alvarez-Buylla (Doetsch, García-

Verdugo e Alvarez-Buylla, 1997); segundo a nomenclatura proposta por Derek van der 

Kooy, as células B, C e A são células progenitoras, e apenas as células C e A, que já 

possuem algum comprometimento com diferenciação, são células precursoras (Morshead 

e van der Kooy, 2004).  

As células-tronco multipotentes (NSCs) são chamadas células do tipo B, que são 

células com característica astrocitária que expressam Sox2, um fator de transcrição ligado 

à auto-renovação de células-tronco. NSCs também expressam o gene GFAP, que codifica 

a proteína ácida fibrilar glial (GFAP), um tipo de filamento intermediário. Normalmente 

quiescentes, as células do tipo B apresentam prolongamentos que entram em contato tanto 

com o endotélio vascular (prolongamento basal), como com o líquido cefalorraquidiano 

(LCR; prolongamento apical), pelo qual passam fatores como citocinas e fatores de 

crescimento. Podem ser citados morfógenos derivados do osso (BMP; García-Verdugo et 

al., 1998; Horgusluoglu et al., 2016), que estimulam a proliferação celular ajudando a 

manter a organização ultraestrutural do nicho (Kokovay et al., 2012). NSCs possuem 

longo ciclo celular e dividem-se gerando novas células do tipo B e células progenitoras 

(NPCs) do tipo C, que expressam Nestina, que codifica uma proteína filamentosa 

característica destas células (Faigl e Song, 2013). As células do tipo C são amplificadoras, 

possuindo curto ciclo celular e alta taxa de proliferação, além de dar origem a outro tipo 

celular mais diferenciado: as células do tipo A. Estas são neuroblastos que migram, 

quando ativados por ErbB4 e seus ligantes neurregulinas 1 e 2 (Tong e Alvarez-Buylla, 

2014), para o bulbo olfatório através da corrente migratória rostral (RMS). Células do 

tipo A podem apresentar diferentes fenótipos: além das células granulares, podem se 
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tornar células periglomerulares que expressam Calretinina e Tirosina-hidroxilase ou 

Calbindina. Sua integração ao circuito é mediada por fatores como o microRNA miR-

132 e o fator de crescimento similar à insulina 1 (IGF-1; Díaz-Guerra et al., 2013).  

Devido ao íntimo contato com os fatores expressos no ventrículo, como citocinas, 

quimiocinas e fatores de crescimento, as células do tipo B podem entrar ou não em 

quiescência, isto é, em um estado metabolicamente diferenciado em que a funcionalidade 

da célula está voltada para manutenção, em vez de replicação, e com características 

únicas, como metabolismo glicolítico e lipídico em detrimento do oxidativo (Llorens-

Bobadilla et al., 2015), tal que sua ativação promove expressão do receptor do fator de 

crescimento de epiderme (EGFR). Este permite responsividade a fatores da família do 

fator de crescimento de epiderme (EGF), como o próprio EGF e o fator transformante de 

crescimento (TGF)-a, que promovem proliferação (Codega et al., 2014). Além das 

células precursoras, ainda há na V-SVZ as células ependimárias, que entram em contato 

direto com o LCR e são responsáveis por manter seu fluxo hidrodinâmico constante, além 

de participarem no contexto da regulação da neurogênese (Bátiz et al., 2016). Devido ao 

contato íntimo com as células ependimárias, à estrutura compacta e a similaridade com 

as zonas ventricular (VZ) e subventricular (SVZ) embrionárias, aliado à manutenção de 

RGC embrionárias mantidas em quiescência na fase adulta (Furutachi et al., 2015; 

Fuentealba et al., 2015), Alvarez-Buylla propôs denominar este nicho como V-SVZ, de 

forma a fazer referência a estes fatores (Lim e Alvarez-Buylla, 2016). 

 
Figura 2 - A zona ventricular-subventricular. E (em bege): Células ependimárias com cílios entrando em 
contato com o ventrículo e formando estrutura em forma de pinwheel; B1 (em azul): células do tipo B com 
porção apical com cílio primário imóvel entrando em contrato com o ventrículo ao centro do pinwheel e 
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projeção entrando em contato com vaso sanguíneo (Bv, em marrom); B2 (em azul claro): células do tipo B 
com características astrocíticas e projeções entrando em contato com a corrente migratória rostral (RMS) e 
o vaso sanguíneo; C (em verde): células do tipo C; A (em vermelho): células do tipo A, neuroblastos, 
formando a corrente migratória rostral (RMS); Mg (em roxo): microglia; em cinza, matriz extracelular; 
Adaptado de Ihrie e Alvarez-Buylla, 2011.  
 

As NPCs desta região se dividem de forma assimétrica dando origem a astrócitos, 

oligodendrócitos e neurônios tanto in vitro quanto in vivo. Essa capacidade pode ser 

evidenciada uma vez que, quando dissociadas e cultivadas com fatores de crescimento de 

fibroblastos-2 (bFGF) e EGF, estas crescem em suspensão formando agregados celulares 

chamados de neuroesferas que são capazes de incorporar 5-bromo-2-desoxiuridina 

(BrdU) e que morrem quando tratadas com a droga antimitótica citosina-b-D-

arabinofuranosídeo (Ara-C; Doestch et al., 1999). Essas neuroesferas são compostas por 

células dos tipos B e C, mas principalmente do tipo C, uma vez que apresentam ciclo 

celular mais curto e são mais proliferativas.	  	  

	  O diâmetro de cada neuroesfera reflete a capacidade proliferativa e a 

responsividade a fatores de crescimento das células formadoras de neuroesferas. Assim 

sendo, é possível, através da comparação de diâmetros de neuroesferas em diferentes 

condições, inferir o impacto de cada abordagem experimental sobre a proliferação destas 

(Pastrana, Silva-Vargas e Doetsch, 2011). Quando expostas a soro fetal bovino ou à 

ausência de fatores de crescimento, as NPCs entram em programa de diferenciação que é 

dependente da adesão ao substrato (Belenguer et al., 2016). A diferenciação in vitro pode 

ocorrer através da adesão tanto de células isoladas quanto de neuroesferas inteiras, com 

o auxílio de moléculas que mimetizem matriz extracelular, como lamininas, poli-L-lisina 

ou matrizes complexas que contenham moléculas como colágeno-IV e proteoglicanas. 

Além disso, ainda é possível fazer explante, isto é, cultivo de células da V-SVZ íntegra, 

tal que permite a análise não só do comportamento das NPCs em seu nicho, mas também 

da capacidade destas de migração frente a um estímulo. 

Já no hipocampo, na SGZ, as células-tronco similares à glia radial são chamadas 

de células do tipo I, que podem dividir-se assimetricamente dando origem a células 

progenitoras intermediárias (IPCs), intimamente associadas à vasculatura e que dão 

origem aos neuroblastos que se tornarão os novos neurônios granulares do hipocampo. 

As células do tipo I também apresentam prolongamentos que alcançam a camada 

molecular do giro denteado, interagindo com o circuito neuronal, tal que as células 

maduras possam tomar parte na regulação das NSCs deste nicho (Seri et al., 2004). Os 

neurônios granulares são formados constantemente, uma vez que são associados ao 
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aprendizado e à formação de memória, apresentando baixa taxa de migração uma vez que 

se deslocam apenas da zona subgranular para a camada granular (Figura 1). Em cultura, 

estas células são multipotentes, capazes de diferenciarem-se nos três tipos celulares do 

SNC. Já in vivo, geram apenas células granulares e astrócitos cuja função não está 

totalmente elucidada (Bond, Ming e Song, 2015).  

 

1.2.   Papel do sistema imune na neurogênese 

O sistema imune é formado por células circulantes e residentes em diferentes 

tecidos, que podem ser ativadas por citocinas, quimiocinas e receptores, ou pelo contato 

com moléculas como padrões moleculares associados a danos ou patógenos, e pelos 

fatores que essas células secretam, e é um dos responsáveis pela manutenção da 

homeostase do organismo (Abbas, Lichtman e Pillai, 2015).  

Durante o período embrionário, citocinas são expressas e participam da regulação 

do desenvolvimento de forma que alterações, como processos inflamatórios, podem 

provocar alterações fisiológicas de até longo prazo. A interleucina (IL)-6, por exemplo, é 

secretada naturalmente por vias autócrina e parácrina pelas NPCs da V-SVZ durante o 

desenvolvimento em camundongos, estimulando a sua proliferação; contudo, quando a 

mãe apresenta um pico intenso de IL-6 no período pré-natal, por mais que haja um grande 

aumento do número de células-tronco, estas não se diferenciam e não prosseguem para a 

RMS, de forma que o olfato da prole fica muito prejudicado (Gallagher et al., 2013). 

Quando ocorre infecção por bactérias Gram-negativas, com a presença de 

lipopolissacarídeos (LPS) e interferon (IFN)-γ, a microglia é ativada e passa a secretar 

IL-1β, que provoca queda na proliferação, sobrevivência e migração de NPCs, observado 

inicialmente em NPCs de telencéfalo embrionário (Silva-Vargas, Crouch e Doetsch, 

2013; Guadagno et al., 2015). A queda na proliferação ocorre como consequência da 

ativação do fator de transcrição fator nuclear (NF)-κB pela ligação da IL-1β com o 

receptor de IL-1 (IL-1R1; McPherson, Aoyama e Harry, 2011) e devido ao intenso 

aumento da expressão da molécula de adesão vascular 1 (VCAM-1) pelas células do tipo 

B da V-SVZ. Estas por sua vez entram em quiescência, sofrem bloqueio no ciclo celular, 

aumentam a compactação do nicho e não sofrem progressão de linhagem, isto é, não 

avançam para um estado mais diferenciado (Wu et al., 2012; Kokovay et al., 2012; Silva-

Vargas, Crouch e Doetsch, 2013). A queda na sobrevivência decorre da apoptose mediada 
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por NF- κB e proteínas reguladoras da apoptose como Puma e Bax (Guadagno et al., 

2015).  

No período embrionário, o tecido do SNC é povoado por microglia, que participa 

no refinamento sináptico e na expressão de citocinas que medeiam a neurogênese. No 

SNC maduro, não há entrada de novas células imunes salvo pouquíssimos casos: eventos 

neurodegenerativos, como o infarto, conseguem induzir a infiltração de monócitos 

circulantes através da BBB exclusivamente para o sítio da lesão de forma que a resposta, 

localizada, não afete o resto do tecido nervoso (Lampron, Pimentel-Coelho e Rivest, 

2013). Também é possível observar a infiltração celular em infecções como a provocada 

pelo vírus Nipah (NiV), um paramixovírus que se replica em linfócitos T que expressem 

CD6 (uma molécula ligante do receptor CD166) presente na BBB provocando sua 

ruptura. Em neurônios, a infecção provoca a expressão de citocinas como fator de necrose 

tumoral (TNF)-α e IL-1β e consequente recrutamento de células inflamatórias (Escaffre, 

Borisevich e Rockx, 2013).  

De um modo geral, devido à sua origem mielóide, a microglia in vitro também 

apresenta dois perfis bem característicos de ativação, mas que in vivo mostram ser 

extremamente fluidos (Figura 3): o perfil M1, similar ao macrófago classicamente ativado 

e pró-inflamatório e o perfil M2 ativado de forma alternativa e anti-inflamatório. O perfil 

M1 resulta do estímulo da microglia por fatores como IL-1β, TNF-α, IFN-γ e LPS, que 

passa então a secretar IL-1β, TNF-α, IL-6 e proteína quimio-atrativa de monócitos (MCP-

1), também conhecida como quimiocina ligante da família C-C 2 (CCL2). A secreção 

dessa proteína tem como consequência o recrutamento de células do sistema imune para 

dar início ao processo inflamatório. Essa via de ativação provoca queda na proliferação e 

sobrevivência das NPCs, associada a uma queda na neurogênese.  

A microglia também pode apresentar perfil M2 quando estimulada por IL-4 e IL-

13, passando a secretar IL-4, IL-10, TGF-β1 e IGF-1. A secreção desses fatores confere 

à microglia um perfil de resolução da inflamação e subsequente reparo tecidual (Belarbi 

e Rosi, 2013; Kohman e Rhodes, 2013). Tendo isto em mente, é possível ter uma noção 

de como um processo neuro-inflamatório pode afetar a neurogênese de um modo geral. 

No hipocampo, por exemplo, já se sabe que a exposição a TNF-α aumenta a neurogênese, 

enquanto a IL-6 diminui (Kohman e Rhodes, 2013; Tabela 1). Em contrapartida, apesar 

de provocar depleção de oligodendrócitos maduros, a IL-1b pode estar associada a 

processos de re-mielinização, por estimular fatores como IGF-1, que induzem 
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proliferação e diferenciação de progenitores de oligodendrócitos (Miron, Kuhlmann e 

Antel, 2011; Patel e Klein, 2011).  

 

 
Figura 3 - Representação esquemática das ativações clássica e alternativa da microglia. IL: interleucina; 
TGF: fator transformante de crescimento; IGF: fator de crescimento similar à insulina; IFN: interferon; 
MCP: proteína quimioatrativa de macrófagos; TNF: fator de necrose tumoral; LPS: lipopolissacarídeo. 
Adaptado de Belarbi e Rosi, 2013. 

 

 Devido à sua importância para o aprendizado e sua ligação com muitas doenças 

neurodegenerativas, a relação entre a neuro-inflamação e a neurogênese na SGZ é muito 

estudada, de forma que na literatura já há muitos dados consistentes sobre o papel das 

citocinas nesse contexto. A V-SVZ, por outro lado, apresenta informações muitas vezes 

conflitantes. Por exemplo, enquanto Gonzalez-Perez e colegas relatam que não há 

expressão de IL-1R1 em células da V-SVZ (Gonzalez-Perez et al., 2012), Kokovay, 

Silva-Vargas e Guadagno mostram não só a presença deste receptor in vivo como sua 

relevância para a manutenção da V-SVZ, conforme já mencionado anteriormente 

(Kokovay et al., 2012; Silva-Vargas, Crouch e Doetsch, 2013; Guadagno et al., 2015); 
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Ajmone-Cat também demonstrou a presença desse receptor em NPCs derivadas de 

embriões e camundongos adultos (Ajmone-Cat et al., 2010).  

Como a neurogênese na V-SVZ também é afetada por doenças 

neurodegenerativas e processos inflamatórios, e tendo em vista que mesmo dentre as 

citocinas pró-inflamatórias as consequências não são necessariamente redundantes, fica 

em aberto a pergunta sobre qual é o real efeito destas na V-SVZ, e qual é o papel destas 

células no processo de reparo tecidual pós-lesão cerebral, tendo em vista que a relação 

entre citocinas inflamatórias e a neurogênese pode estar ligada a doenças neurodefectivas, 

como autismo e esquizofrenia (Gallagher et al., 2013). 

 

 Proliferação Sobrevivência Neurogênese Gliogênese 

IL-6a ↓ ↓ ↓  

IL-1β ↓ ↓  ↑ 

TNF-αb ↓  ↑  

Prostaglandinas  ↓   

TGF-βc  ↑ ↑  

IL-4   ↑  

IL-10 ↑    

Tabela 1 - Sumário do efeito de algumas moléculas de sinalização imune em NPCs do hipocampo; 
adaptado de Kohman e Rhodes, 2013. 
a IL: Interleucina 
b TNF: Fator de necrose tumoral 
c TGF: Fator transformante de crescimento  
 

 

1.3.    Epigenética 

 Epigenética é o campo da genética que se dedica ao estudo do repertório de 

modificações pós-traducionais no núcleo e/ou na porção N-terminal das caudas das 

histonas nucleossomais e seus impactos sobre o desenvolvimento e fisiologia celular. 

Nucleossomos são as unidades funcionais da cromatina formados por um octâmero de 

histonas H2a, H2b, H3 e H4 organizadas em dímeros. A fita de DNA de cerca de 147 

pares de bases é enovelada ao redor do octâmero de histonas, que são ligados entre si pela 

histona ligante H1 (Kouzarides, 2007; Deichmann, 2016; Figura 4). Além dessas 

modificações epigenéticas, também podem ser citadas a metilação de DNA e a 

degradação de RNA mensageiro (mRNA) antes da tradução, que provocam alteração na 
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expressividade de genes sem acúmulo de mutações. Nas histonas, as modificações pós-

traducionais controlam o acesso de complexos repressores ou ativadores à cromatina 

através da compactação ou relaxamento da cromatina. De um modo geral, as 

modificações pós-traducionais em histonas associadas à Epigenética são a metilação, 

acetilação, glicosilação, ubiquitinação e SUMOilação. O conjunto de modificações pós-

traducionais de um nucleossomo conterá uma informação personalizada de relaxamento 

ou compactação da cromatina. 

Figura 4 - Estrutura da cromatina em vários níveis de organização; adaptado de Pierce, Genetics: a 
conceptual approach, segunda edição, 2002. 

 

Metilação e acetilação de histonas são as mudanças pós-traducionais mais 

estudadas e ocorrem em resíduos de lisina (K). Isso faz com que haja alterações na carga 

global das histonas que serão atraídas ou repelidas pelo DNA, compactando ou relaxando 

a cromatina respectivamente. A interação entre um grupamento acetil e o –NH3
+ da lisina, 

catalisada por enzimas chamadas histona acetiltransferases (HAT), altera a dinâmica da 

interação entre a subunidade da histona e o DNA, de forma que este é repelido e, 

consequentemente, a expressão gênica é promovida – a retirada dos grupamentos acetil é 

mediada por enzimas histona desacetilases (HDAC) e provoca enovelamento da 

cromatina, isto é, repressão da transcrição (Figura 5).  
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Figura 5 - Regulação da acetilação dos resíduos de lisina das histonas pela ação de histonas acetil-
transferases e desacetilases; adaptado de Rodd, Ververis e Karagiannis, 2012. 

 

A metilação, por outro lado, ocorre por substituição dos prótons da porção –NH3
+ 

dos resíduos de lisina, de forma que esta pode ser mono-, di- ou trimetilada por enzimas 

histona metiltransferases (HMT), e cada uma dessas formas promove a transcrição de 

forma diferenciada. Eventos como a di- ou trimetilação do resíduo 9 de lisina da histona 

H3 (que podem ser escritos como H3K9me2 e H3K9me3) aumentam o estado enovelado 

da cromatina através do recrutamento de proteínas como a proteína de heterocromatina 1 

(HP1; Vincent e van Seuningen, 2009), mas H3K4me2 e H3K4me3 aumentam a atividade 

transcricional. 

 A repressão da transcrição através de metilação do DNA é um dos eventos mais 

importantes no desenvolvimento embrionário. Durante a fase pré-blastocística, todos os 

grupamentos metil – com exceção dos ligados a impressões genômicas – são retirados, 

para indução de pluripotência e sintetizados de novo em todo o genoma, com exceção de 

poucas regiões CpG protegidas. Após a implantação, as metilações passam a ocorrer 

apenas em sítios específicos, coordenadas por fatores de transcrição, e com função 

definida: por exemplo, genes marcadores de pluripotência, como Sox2, Oct-4 e Nanog, 

são metilados como pré-requisito para a diferenciação celular (Deichmann, 2016). 

 A modulação através de acetilação de histonas garante maior dinamismo na 

regulação da expressão gênica, e também desempenha papel importante no 

desenvolvimento. O grau de acetilação de H3K9 em diferentes períodos, por exemplo, 

influencia as capacidades de reprogramação e pluripotência de células-tronco 
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embrionárias (ESC), já que o uso de drogas inibidoras de HDAC é capaz de promover a 

manutenção do estado pluripotente e suprimir a diferenciação neural quando feito até o 

quarto dia do desenvolvimento. (Qiao et al., 2014).  

 As HDAC, por sua vez, estão agrupadas em quatro classes distintas: classe I, que 

compreende HDAC1, 2, 3 e 8; classe II, dividida em IIA, que compreende HDAC4, 5, 7 

e 9, e IIb, com HDAC6 e 10; classe III, ou classe das sirtuínas, composta por SIRT1 a 7; 

e classe IV, que compreende apenas a HDAC11. A principal particularidade das sirtuínas 

é que se utilizam de NAD+ como co-fator, diferente das outras HDAC, conhecidas como 

“família clássica”, que usam Zn2+. As classes I e IV estão localizadas principalmente no 

núcleo, enquanto a classe IIb é exclusivamente citoplasmática e a IIa transita entre ambos 

(Roche e Bertrand, 2016).  

Estas enzimas podem sofrer inibição farmacológica; isto é, podem ter sua 

atividade inibida com o uso de fármacos. Estes são agrupados de acordo com sua estrutura 

química, podendo ser hidroxamatos, peptídeos cíclicos, ácidos graxos de cadeia curta, 

benzamida ou outros, que inclui os inibidores de sirtuínas, e podem ser HDAC-

específicos, como MS-275 que atua sobre HDAC1, ou gerais, como a droga inibidora 

pan-HDAC Tricostatina A (TSA; Harrison e Dexter, 2013), que inibe as HDAC de classes 

I, IIa e IIb (Figura 6). 

 
Figura 6 - Sumário gráfico de classes de histona desacetilases e seus inibidores. HDAC: histona 
desacetilase. Adaptado de Harrison e Dexter, 2013. 
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1.4.   Histonas e a neurogênese 

As HDAC, associadas a HATs como a p300, possuem papel extremamente 

importante no neurodesenvolvimento: a inativação de HDAC1 e HDAC2 promove a 

perda de marcadores da diferenciação de oligodendrócitos a partir de progenitores 

corticais, intereferindo na mielinização; a HDAC3 também está envolvida nessa via de 

diferenciação (Lilja, Heldrig e Hermanson, 2013). Em contrapartida, estas mesmas 

enzimas possuem papel distinto na diferenciação neuronal, de forma que sua inibição 

promove a geração de novos neurônios (Castelo-Branco et al., 2014) através do aumento 

da expressão de NeuroD1 (Hirabayashi e Gotoh, 2010; Pataskar et al., 2015). A deleção 

de HDAC2, entretanto, não promove aumento na diferenciação neuronal, uma vez que 

esta é necessária para a diferenciação total e sobrevivência desses neurônios. No entanto, 

a perda de função não é crítica para o desenvolvimento, já que a HDAC1 pode ser 

expressa ectopicamente nesse período de forma redundante (Jawerka et al., 2010).  

 

 
Figura 7 - Sumário gráfico de enzimas modificadoras de histonas no desenvolvimento e diferenciação 
neural. HAT: histona acetil-transferase; HDAC: histona desacetilase; HMT: histona metil-transferase; 
HDM: histona demetilase; DNAme: metilação de DNA. Adaptado de Lilja, Heldrig e Hermanson, 2013. 
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A expressão de GFAP também é dependente de HDAC, já que o tratamento com 

drogas inibidoras, como o TSA e o Butirato de Sódio, provoca queda na expressão total 

deste gene, assim como troca de isoformas: em vez de produzir aGFAP, as células passam 

a produzir mais dGFAP, uma isoforma mais comum nas células do tipo B. Nesse caso, 

ocorre um fenômeno interessante: em vez de aumentar, há uma queda em H3K27ac na 

região promotora do GFAP, provocada por um aumento na expressão de HDAC3 como 

mecanismo compensatório da inibição generalizada de HDAC (Kanski et al., 2014). 

Além disso, a inibição de HDAC por Butirato ou Varinostat (também conhecido como 

SAHA) provoca bloqueio da progressão do ciclo celular para fase S por induzir aumento 

na expressão de inibidores de cinases ciclina-dependentes (CDK) como p21 e p27, 

aumento de H3K9ac, assim como hiporregulação na expressão de fatores de transcrição 

de células-tronco/progenitoras, como Sox2 (Zhou et al., 2011). 

 

1.5.   IL-1b, epigenética e a neurogênese 

A IL-1b é capaz de provocar alterações no epigenoma: quando associada com 

hipóxia, provoca queda na expressão de MCP-1 através do aumento de metilação no DNA 

e de H3K9me2 (Aoi et al., 2011). Em condrócitos, associada a TNF-a, provoca queda na 

hidroximetilação de citosina através da supressão das enzimas de translocação ten eleven 

(TET; Haseeb, Makki e Haqqi, 2014). Em fibroblastos pulmonares provoca dissociação 

da HDAC2 do promotor do gene ITGB8, provocando aumento na acetilação de H4 

(Markovics et al., 2011) e em linhagem de carcinoma de pulmão, provoca aumento em 

H4K8ac e H4K12ac (Ito et al., 2000). Em NPCs da SGZ, o tratamento com IL-1β induz 

o aumento em H3K9me3 na região promotora do fator de transcrição NeuroD, 

reprimindo-o e provocando subsequente repressão da neurogênese (Kuzumaki et al., 

2010). Mesmo assim, pouco se sabe sobre a relação exata entre a IL-1b e o 

remodelamento de cromatina nas NPCs da V-SVZ e seu efeito exato na geração de novos 

neurônios a partir dessas células in vitro. Portanto, este trabalho se propõe a investigar a 

correlação entre esta citocina e a desacetilação de histonas utilizando-se do TSA, droga 

classicamente descrita na literatura como inibidora pan-HDAC e utilizada como 

referência no desenvolvimento de novos inibidores de HDAC (Ruijter et al., 2003).  

Em alguns modelos, o TSA mostrou ter atividade anti-inflamatória, aumentando 

a expressão de citocinas anti-inflamatórias, como IL-10, e reduzindo a expressão de 

outras, como TNF-α e a própria IL-1b, além de retardar a maturação de macrófagos (Han 
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e Lee, 2009); também foi capaz de restaurar a resposta anti-tumoral em modelo de linfoma 

de células do manto (Tiper e Webb, 2016). Além disso, há evidências na literatura de que 

a inibição de HDAC é capaz de promover a inibição da translocação de NF-κB para a 

região promotora de genes pró-inflamatórios (Segain et al., 2000; Shakespear et al., 

2011). Em modelo de isquemia, em ratos, o uso de inibidores, como TSA, butirato e ácido 

valproico, foi capaz de promover neuroproteção, reduzindo o volume do infarto e a 

gravidade das sequelas neurológicas (Kim et al., 2007). Tendo em vista o potencial anti-

inflamatório e neuroprotetor da inibição de HDAC, acredita-se que este possa ser um 

candidato promissor à terapia regenerativa.  
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2.   Justificativa 

Desde o ressurgimento do interesse nas NPCs, especialmente com relação à sua 

ativação, isto é, saída da quiescência, e diferenciação no adulto, muito se discute sobre a 

influência tanto do contexto inflamatório, quanto dos mecanismos epigenéticos 

envolvidas nestes processos. Além disso, muito do que se sabe hoje sobre essa relação foi 

descrito na SGZ, devido à sua importância quanto ao aprendizado espacial, a memória e 

as emoções. Já se sabe, por exemplo, que a IL-1b provoca aumento de H3K9me3 na 

região promotora de NeuroD, importante fator pró-neurogênico, em NPCs embrionárias 

(Kuzumaki et al., 2010). Doenças como a depressão apresentam ablação da neurogênese 

hipocampal (Santarelli et al., 2003) e apesar de já haver evidências de que as NPCs da V-

SVZ também sejam depletadas, pouco se investiga sobre elas. Em humanos, estas células 

migram para o córtex, então poderiam representar uma possível perspectiva para o reparo 

tecidual em situações como a doença de Alzheimer (Li, Bao e Wang, 2016), doenças 

neurodegenerativas progressivas, ou autismo (Fenlon et al., 2015). Contudo, como o 

ambiente inflamatório impede a geração e migração de novos neurônios (Silva-Vargas et 

al., 2013; Guadagno et al., 2015) e promove a morte de oligodendrócitos maduros (Miron, 

Kuhlmann e Antel, 2011; Patel e Klein, 2011), o conhecimento dos mecanismos 

epigenéticos envolvidos nesses processos propiciaria um excelente alvo terapêutico para 

essas doenças. Tendo em vista a forte associação entre mecanismos de remodelamento de 

cromatina e a neuroinflamação, este trabalho se propõe a investigar a relação entre a IL-

1b, um importante modulador da resposta inflamatória, e a atividade de enzimas HDAC 

na V-SVZ.  
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3.   Objetivos 

3.1.   Objetivo geral 

Analisar o efeito da citocina IL-1b na proliferação, viabilidade e diferenciação 

de NPCs de camundongos FVB adultos, investigando sua relação com a acetilação 

de histonas através da inibição farmacológica das enzimas HDAC. 

 

3.2.   Objetivos específicos  

•   Avaliar o efeito da IL-1b na viabilidade das NPCs in vitro na presença 

e ausência de TSA; 

•   Verificar a relação entre a inibição de HDAC, a exposição à IL-1b e 

proliferação de NPCs; 

•   Observar se a inibição de HDAC consegue modular a diferenciação de 

NPCs in vitro expostas ou não à IL-1b; 

•   Compreender a possível correlação entre o fenótipo de células 

expostas à IL-1b e modificações na cromatina promovidas por 

acetilação de histonas. 
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4.   Materiais e métodos 

 

4.1. Animais 

Camundongos FVB machos foram mantidos em biotério a 25°C, em ciclos de 12h 

claro/escuro, com acesso a ração e água ad libitum. Utilizamos animais jovens machos, 

com idade entre 6 e 10 semanas de idade. Os experimentos foram realizados de acordo 

com os padrões regulamentados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) do 

Centro de Ciências da Saúde, Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Número 

de protocolo: 091/15. 

 

4.2. Cultura de células 

Para a cultura de NPCs, o subepêndima do ventrículo lateral de animais FVB 

jovens foi dissecado e submetido à dissociação enzimática por tripsina (1,33mg/mL), 

hialuronidase (0,7mg/mL) e ácido quinurênico (0,2mg/mL) por 20 minutos a 37°C em 

banho-maria sob agitação constante. Em seguida, o tecido foi mecanicamente dissociado 

com pipetas Pasteur de plástico com ponta fina até a obtenção de uma suspensão celular. 

A atividade enzimática foi neutralizada com solução salina contendo 4% (m/v) de 

albumina bovina sérica (BSA) e a suspensão foi filtrada através de uma malha com poros 

de 40µm para eliminação de porções de tecido não dissociadas. A suspensão foi então 

centrifugada a 350g por 5 minutos a 4˚C, o sobrenadante descartado e o precipitado 

ressuspenso em 10mL de solução salina contendo 30% (m/v) de sacarose, para nova 

centrifugação a 650g por 10 minutos a 4˚C. O precipitado celular foi então ressuspenso 

em 10mL de meio para neuroesferas, composto de DMEM/F12 (Invitrogen, EUA) sem 

soro suplementado com GlutaMAX (2mM; Invitrogen, EUA), B27 (2% v/v; Invitrogen, 

EUA), EGF (20ng/mL; Sigma), bFGF (10ng/mL; Sigma) e penicilina/estreptomicina 

(100U/mL; Invitrogen, EUA) e mantido em suspensão por 7-10 dias em estufa a 37°C 

com 5,0% de CO2, para que cada célula formasse uma neuroesfera (Figura 8). Após este 

período, estas foram centrifugadas a 350g por 5 minutos a 4˚C, para retirada do meio, 

lavadas com 3mL de solução salina contendo 20% (m/v) de sacarose estéril, para retirada 

de metabólitos que pudessem afetar a atividade enzimática e novamente centrifugadas a 

350g. O sobrenadante foi descartado e as neuroesferas sofreram dissociação química por 

solução de tripsina e ácido etileno-diamino-tetracético (EDTA; Lonza, EUA) em banho-

maria a 37°C por 4 minutos, seguido de dissociação mecânica com pipeta Pasteur de 
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plástico com ponta fina. Ao fim da dissociação, foi adicionada solução neutralizadora de 

tripsina gelada (Lonza, EUA) e a suspensão celular foi centrifugada a 650g por 10 

minutos sob refrigeração. O precipitado celular foi ressuspenso em meio para 

neuroesferas e mantido em suspensão em estufa a 37°C com 5,0% de CO2. 

 

Figura 8 – Cultura de neuroesferas. Seta indicando neuroesfera, cabeça de seta indicando NPC 
isolada. Objetiva de 10x.  

 

4.3. Ensaio de citotoxicidade e proliferação celular 

Estes ensaios foram feitos utilizando separadamente diferentes diluições de 

Tricostatina A ou de IL-1b. Foram sempre feitos dois grupos controle para cada 

experimento: um grupo controle sem tratamento nenhum, com adição apenas de água, e 

um grupo controle do veículo, uma vez que o TSA é diluído em dimetilsulfóxido 

(DMSO). Apesar de o diluente da IL-1b ser 0,1% de albumina bovina sérica (BSA) 

diluída em tampão fosfato-salina (PBS) 10mM, inerte para as células, foi feito um grupo 

controle deste veículo. 

 

4.3.1.   Análise de citotoxicidade 

As neuroesferas foram coletadas, centrifugadas a 350g por 5 minutos sob 

refrigeração, para retirada do meio, lavadas com 3mL de solução salina contendo 20% de 

100µm 
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sacarose, para retirada de metabólitos que pudessem afetar a atividade enzimática e 

novamente centrifugadas a 350g por 5 minutos sob refrigeração a 4ºC. O sobrenadante 

foi descartado e as neuroesferas sofreram dissociação química por solução de tripsina e 

EDTA (Lonza, EUA) em banho-maria a 37°C por 4 minutos, seguido de dissociação 

mecânica com pipeta Pasteur de plástico com ponta fina. Ao fim da dissociação, foi 

adicionada solução neutralizadora de tripsina gelada (Lonza, EUA) e a suspensão celular 

foi centrifugada a 650g sob refrigeração por 10 minutos. O precipitado celular foi 

ressuspenso em 1mL meio para neuroesferas, do qual foram coletados 0,01mL. Este 

volume foi diluído em 0,01mL de azul de trypan para contagem de células em câmara de 

Neubauer. Estas foram plaqueadas em suspensão em placa de 24 poços com 0,5mL de 

meio para neuroesferas em densidade clonal de 4x103 células/mL com os seguintes 

tratamentos: TSA 1nM, 5nM, 10nM, 20nM, 40nM e 80nM e IL-1b 10ng/mL em 

experimentos independentes. Após 7 dias, as neuroesferas formadas em cada tratamento 

foram quantificadas, fotografadas em microscópio de contraste de fase Olympus CKX41, 

com câmera digital Olympus Q-Color 3, em objetiva de 10x e tiveram seu diâmetro 

quantificado utilizando software ImageJ (National Health Institute, NIH). 

 

4.3.2.    Ensaio de proliferação combinado 

A partir das concentrações previamente determinadas de 40nM de TSA e 

10ng/mL de IL-1b, foi feito novo ensaio de proliferação em que comparamos o efeito 

destes dois tratamentos separadamente, assim como em combinação. As neuroesferas 

foram novamente quantificadas e fotografadas para medição do diâmetro através do 

software ImageJ. 

 

4.4. Análise de viabilidade 

As células foram dissociadas e plaqueadas em placa de 96 poços na densidade de 

5x104 células/poço com os tratamentos TSA 1-20nM, TSA 20-80nM, IL-1b 1-20ng/mL 

ou TSA 40nM, IL-1b 10ng/mL e TSA+IL-1b por 5 dias. Após este período, a placa foi 

centrifugada a 350g por 5 minutos sob refrigeração, o sobrenadante foi descartado e as 

células foram incubadas em estufa a 37°C com 12mM de MTT no escuro por 3 horas. 

Após este período, foi adicionado 0,2mL de DMSO e as células foram homogeneizadas. 

A leitura da turbidez do meio foi realizada no leitor de ELISA com absorbância a 560nm. 
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4.5. Análise de diferenciação 

Para o ensaio de diferenciação, foram colocadas lamínulas dentro dos poços em 

placa de 24 poços, para em seguida serem tratadas por 30 a 60 minutos com Matrigel 

diluído 25x em meio para neuroesferas; para diferenciação, o meio não possui fatores de 

crescimento, mas 1% de soro fetal bovino (SFB; Cultilab, Brasil). Após tratamento, as 

neuroesferas foram dissociadas e plaqueadas na densidade de 5x104 células por poço. As 

placas foram incialmente mantidas em 37°C por 1 hora para que as células pudessem 

aderir às lamínulas e, por fim, foram adicionados os meios contendo IL-1b 10ng/mL 

apenas, combinada com TSA 40nM ou apenas TSA 40nM. A diferenciação ocorreu 

simultânea ao tratamento. As placas foram mantidas em estufa a 37°C com 5,0% de CO2 

por 5 dias. Posteriormente, foram fixadas por 10 minutos com paraformaldeído 4%, 

lavadas com PBS 10mM e imediatamente processadas para imunocitoquímica ou 

mantidas sob refrigeração 4˚C por até 3 dias. 

 

4.6. Análise de proliferação 

Para o ensaio de incorporação de BrdU (5-bromo-2-desoxiuridina), as NPCs 

foram mantidas por 5 dias em suspensão em cultura com concentrações crescentes de 

TSA (1-10nM) na densidade de 5x104 células/poço; no quinto dia, adicionamos BrdU 

(Sigma-Aldrich, EUA) 1µM às culturas. Após 1, 3, 6, 12 e 24h, as neuroesferas foram 

coletadas, dissociadas, plaqueadas sobre lamínulas tratadas com Matrigel e incubadas a 

37°C por 1h para que pudessem aderir. Em seguida, foram fixadas por 10 minutos com 

paraformaldeído 4%, lavadas com PBS 10mM e mantidas sob refrigeração a 4˚C por até 

3 dias, para posterior processamento imunocitoquímico. 

 

4.7. Análise da sinalização de IL-1b 

Para avaliar se o tratamento com IL-1b era capaz de ativar sua via de sinalização 

nas NPCs, devido à ausência de indícios na literatura, lamínulas foram tratadas 

bromidreto de poli-L-lisina a 100µg/mL (Sigma-Aldrich, EUA) por 2 horas em estufa a 

37°C e lavadas repetidamente com água MilliQ estéril. Em seguida, os poços foram 

tratados com 5µg/mL de laminina (Sigma-Aldrich, EUA) por 2 horas em estufa a 37°C, 

e lavados repetidamente com PBS estéril. Após tratamento, as neuroesferas foram 
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dissociadas e plaqueadas na densidade de 5x104 células/poço e cultivadas em suspensão 

por 24 horas com exposição a 10ng/mL de IL-1b. Após este período, o conteúdo dos 

poços foi coletado e as células foram repetidamente lavadas com solução salina com 20% 

de sacarose. Em seguida, estas foram ressuspensas em solução de sacarose 20%, 

plaqueadas sobre as lamínulas previamente tratadas e incubadas por 30 minutos em estufa 

a 37°C para que as células aderissem. O sobrenadante foi descartado, as lamínulas foram 

repetidamente lavadas com PBS e, por fim, fixadas por 10 minutos com paraformaldeído 

4%, lavadas novamente e mantidas sob refrigeração a 4˚C por até 3 dias, para posterior 

processamento imunocitoquímico. 

 

4.8. Imunocitoquímica 

Após a fixação, as células diferenciadas foram permeabilizadas com Triton X-100 

0,3% em temperatura ambiente, e as do ensaio de BrdU com HCl, por 5 minutos a 65°C. 

Os sítios inespecíficos foram bloqueados com 10% de soro normal de cabra (NGS) em 

PBS 10mM por 30 minutos à temperatura ambiente. Após o bloqueio, as lamínulas foram 

incubadas overnight a 4°C com os seguintes anticorpos primários: anti b-tubulina de 

classe III para neurônios (camundongo; 1:200; Sigma, clone SDL.3D10 monoclonal), anti 

CNPase para oligodendrócitos (camundongo; 1:300; Sigma, clone 11-5B monoclonal), 

anti GFAP para astrócitos (coelho; 1:40; Abcam, ab7260 policlonal), anti BrdU (rato; 

1:100; Abcam, clone BU1/75 (ICR1) monoclonal), anti Nestina (camundongo; 1:100; 

Millipore, clone rat-401 monoclonal) e anti subunidade p65 de NF-kB (coelho; 1:100; 

Santa Cruz, sc-372 policlonal). Após este período, as lamínulas foram lavadas com PBS 

e incubadas por 2 horas a 37°C com os respectivos anticorpos secundários anti-

camundongo conjugado com fluoróforo Alexa 488 (1:400; Abcam; A11001), anti-coelho 

conjugado com fluoróforo Alexa 555 (1:400; Invitrogen; A21428) ou anti-rato conjugado 

com fluoróforo Alexa 488 (1:200; Invitrogen; A21208), seguido de incubação por 10 

minutos no escuro com o corante nuclear Hoescht (1:1000; Sigma; B-2261). Após a 

última sessão de lavagens com PBS, as lamínulas foram retiradas das placas para 

montagem das lâminas. Utilizando-se de conta-gotas, foi pingado volume equivalente a 

5µL de meio de montagem VectaShield (Vector) em lâminas de vidro. Cada lamínula foi 

posicionada com a face contendo as células virada em direção à lâmina, com o meio de 

montagem, e todas foram seladas com esmalte para evitar ressecamento. As lâminas 

foram observadas e fotografadas em microscópio de fluorescência Olympus IX71, com 
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câmera digital Olympus DP71, e os tipos celulares foram quantificados através do 

software ImageJ. 

  
 

4.9. Análise da correlação entre fenótipo de diferenciação e acetilação de 

histonas 

4.9.1.   Ensaio de diferenciação 

Para este ensaio, placas de 12 poços foram tratadas com bromidreto de poli-L-

lisina a 100µg/mL (Sigma-Aldrich, EUA) por 2 horas em estufa a 37°C e lavadas 

repetidamente com água MilliQ estéril. Em seguida, os poços foram tratados com 5µg/mL 

de laminina (Sigma-Aldrich, EUA) por 2 horas em estufa a 37°C, e lavados repetidamente 

com PBS estéril. Após tratamento, as neuroesferas foram dissociadas e plaqueadas na 

densidade de 1x105 células por poço, recebendo meio para neuroesferas com 1% de SFB 

e os tratamentos TSA 40nM, IL-1b 10ng/mL ou TSA+IL-1b. A diferenciação ocorreu 

simultânea ao tratamento. Após 5 dias em estufa a 37°C com 5,0% de CO2, os poços 

foram lavados repetidamente com PBS estéril e tratados com solução de tripsina/EDTA 

por 5 minutos a 37˚C. Após leve agitação para soltura das células, a tripsina foi 

neutralizada por solução salina contendo 4% (m/v) de BSA. O sobrenadante foi recolhido 

para microtubos e centrifugado a 650g por 10 minutos; o sobrenadante desta 

centrifugação foi descartado e o precipitado celular foi ressuspenso em solução salina 

contendo 20% de sacarose e passado para placa de 96 poços para posterior processamento 

para citometria; uma alíquota foi retirada para contagem de células por azul de trypan. 

 

4.9.2.   Análise por citometria 

Após passagem das amostras para a placa de 96 poços, esta foi centrifugada por 5 

minutos a 350g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado celular foi fixado em 

paraformaldeído 2% por 30 minutos, com posteriores lavagens com solução salina 

contendo 0,2% de saponina e 0,2% de BSA, sempre centrifugando a 350g por 5 minutos 

entre cada etapa. Após as lavagens, as células foram permeabilizadas por solução salina 

com saponina 0,2% e BSA 5% por 15 minutos e centrifugadas a 350g por 5 minutos. Para 

incubação com os anticorpos primários, estes foram diluídos em solução contendo 0,2% 

de saponina e 0,2% de BSA. As células foram incubadas com anti b-tubulina de classe 

III para neurônios (camundongo; 1:200; Sigma, clone SDL.3D10 monoclonal) ou anti-

CNPase para oligodendrócitos (camundongo; 1:300; Sigma, clone 11-5B monoclonal), 
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em combinação com anti-H4K8ac (coelho; 1:400; Millipore, policlonal), por 1 hora a 

4˚C, com posterior lavagem com solução contendo 0,2% de saponina e 0,2% de BSA. Em 

seguida, as células foram incubadas por 1 hora a 4˚C com os anticorpos secundários anti-

camundongo conjugado com fluoróforo Alexa 488 (1:400; Abcam; A11001) e anti-

coelho conjugado com fluoróforo Alexa 647 (1:1000; Mollecular Probes), diluídos em 

solução contendo 0,2% de saponina e 0,2% de BSA. Por fim, após o ciclo final de 

lavagens, o precipitado celular foi ressuspendido em PBS para análise em citômetro de 

fluxo FACSCanto II (BD), através do software FACSDiva; foram coletados 10.000 

eventos para cada amostra. Os dados foram analisados através de análise de variância em 

duas vias (Two-Way ANOVA) e submetidos a análise post-hoc de Bonferroni para 

avaliar se os grupos diferiam entre si, e os valores foram considerados significativos se 

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 

 

4.10.   Análise de proliferação por citometria 

Para análise de proliferação, neuroesferas foram dissociadas, tratadas com 

succinimidil 6-carboxifluoresceína éster 5µM (CFSE; ThermoFisher Scientific, EUA), 

corante fluorescente que liga-se ao material proteico da célula e cuja intensidade decai a 

cada divisão celular, devido à transferência de parte das proteínas para a célula-filha, por 

15 minutos no escuro em temperatura ambiente. Após esse período, o CFSE foi inibido 

através da adição de solução salina com 4% (m/v) de BSA e as células foram 

centrifugadas a 350g por 5 minutos a 4˚C. O sobrenadante foi descartado, o precipitado 

celular ressuspenso em solução de sacarose 20% e novamente centrifugado a 350g por 5 

minutos a 4˚C, para posterior ressuspensão e contagem de células por azul de trypan em 

câmara de Neubauer. Em seguida, as células foram plaqueadas em placa de 12 poços na 

densidade de 105 células/poço com os tratamentos TSA 40nM, IL-1b 10ng/mL e TSA+ 

IL-1b e mantidas por 5 dias em estufa a 37°C com 5,0% de CO2; além dos grupos 

experimentais, foi feito um controle de células não proliferativas, cultivando NPCs em 

meio para neuroesferas sem fatores de crescimento. Após este período, o conteúdo dos 

poços foi coletado em microtubos e centrifugado por 5 minutos a 350g, para posterior 

lavagem com solução de sacarose 20% e nova centrifugação por 5 minutos a 350g. O 

precipitado celular foi então incubado em banho-maria a 37˚C por 4 minutos com solução 

de tripsina/EDTA para dissociação química e mecânica das neuroesferas, com posterior 

neutralização enzimática com solução de BSA 4% em salina. As amostras foram 
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centrifugadas por 10 minutos a 650g e ressuspensas em PBS, para análise em citômetro 

de fluxo FACSCanto II (BD), através do software FACSDiva; foram coletados 50.000 

eventos para cada amostra. Os histogramas (Figura 11) foram posteriormente analisados 

através do software FlowJo (EUA), e os dados de intensidade média de fluorescência 

submetidos a análise estatística. 

 

4.11.   Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas por análise de variância One-Way 

(ANOVA), exceto quando indicado, feita através do software GraphPad Prism 7.0 

(EUA), e os valores foram considerados significativos se p<0,05; também foi feito pós-

teste de Tukey para avaliar se os tratamentos diferiam entre si, e os valores foram 

considerados significativos se *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 
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5.   Resultados 

5.1. O bloqueio da atividade HDAC não altera a viabilidade celular e a taxa de 

proliferação de NPCs 

Inibidores da atividade de HDAC induzem morte celular por apoptose em uma grande 

variedade de células saudáveis e transformadas (Ungerstedt et al., 2005; Kankaaranta et 

al., 2010). Para avaliar o efeito do TSA sobre as NPCs, estas foram cultivadas em 

suspensão em concentrações crescentes de TSA (1-20nM) por 5 dias para análise de 

viabilidade através do ensaio de MTT (Figura 9). Nenhuma concentração de TSA 

utilizada provocou alteração significativa na viabilidade celular. Desta forma, 

prosseguimos para a análise de proliferação através do método de incorporação do BrdU 

para identificar se a exposição a essas mesmas concentrações de TSA estaria interferindo 

na capacidade proliferativa das NPCs, mas os resultados também não apresentaram 

nenhuma significância estatística (Figura 10). 

  
Figura 9 – O bloqueio da atividade HDAC não altera a viabilidade de NPCs: Através deste ensaio, não 
observamos alteração na viabilidade celular decorrente do tratamento com concentrações crescentes (1-
20nM) de TSA. Os dados são representados como as médias ± SEM e são representativos de cultivos de 
células de 3 animais distintos em cada condição experimental. CTR: Controle; TSA: Tricostatina A; Veh: 
Veículo. N=6 
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Figura 10 – O bloqueio da atividade HDAC não altera a taxa de proliferação de NPCs: O tratamento 
com TSA (1-10nM) não interferiu na capacidade proliferativa das NPCs em um período de 24h de 
exposição ao BrdU, após 5 dias de cultura. Os dados são representados como as médias ± SEM e são 
representativos de cultivos de células de 3 animais distintos em cada condição experimental. CTR: 
Controle; TSA: Tricostatina A; Veh: Veículo. N=3 

 

Uma vez que as concentrações testadas não diminuíram a viabilidade e a taxa de 

proliferação de NPCs, decidimos testar concentrações maiores de TSA. Optamos então 

pelo ensaio de neuroesferas como metodologia para analisar a proliferação celular. O 

tratamento com TSA nas diferentes concentrações não provocou nenhuma alteração 

significativa no diâmetro das neuroesferas (Figura 11). No entanto, foi possível observar, 

nos grupos tratados 40nM e 80nM TSA, uma quantidade mais variável de neuroesferas 

por poço (Figura 12), sugerindo que a inibição de atividade HDAC interfere na 

capacidade de células individuais formarem novas neuroesferas, mas que estas, quando 

formadas, não são afetadas pelo bloqueio. Além disso, como foi possível detectar 

significativa redução na atividade mitocondrial em neuroesferas tratadas com altas 

concentrações de TSA, principalmente a partir de 40nM (Figura 13), optamos por esta 

concentração como a ideal para trabalho. 
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Figura 11 – O bloqueio da atividade HDAC não altera o diâmetro das neuroesferas: Análise de proliferação 
por ensaio de neuroesferas. O tratamento com concentrações crescentes de TSA (20-80nM) não alterou 
significativamente o diâmetro das neuroesferas. NPCs foram mantidas em cultura por 7 dias. Os dados são 
representados como as médias ± SEM e são representativos de cultivos de células de 3 animais distintos 
em cada condição experimental. CTR: Controle; TSA: Tricostatina A; Veh: Veículo. N=3 

 

 
Figura 12 – Análise de proliferação de NPCs por ensaio de neuroesferas. O tratamento com TSA a partir 
de 40nM não alterou significativamente o total de neuroesferas formadas. NPCs foram mantidas em cultura 
por 7 dias. Os dados são representados como as médias ± SEM e são representativos de cultivos de células 
de 3 animais distintos em cada condição experimental, feitas em triplicata. CTR: Controle; TSA: 
Tricostatina A; Veh: Veículo. N=3 
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Figura 13 – O bloqueio de HDAC reduziu a viabilidade de neuroesferas. O tratamento com concentrações 
crescentes de TSA (20-80nM) provocou redução na atividade mitocondrial de NPCs. Estas foram mantidas 
em cultura por 5 dias. Os dados são representados como as médias ± SEM e são representativos de cultivos 
de células de 3 animais distintos em cada condição experimental.  N=6; *p<0,05; **p<0,01. CTR: Controle; 
TSA: Tricostatina A; Veh: Veículo. N=6 

 

5.2. IL-1b não altera a viabilidade de NPCs mas causa redução no diâmetro das 

neuroesferas  

O efeito da IL-1b sobre as NPCs da V-SVZ ainda é um tanto controverso devido à 

ausência de trabalhos que mostrem, in vitro, a presença do receptor IL-1R1 nas células B 

e C. Para avaliar se essa citocina provocava alterações na viabilidade celular, inicialmente 

foi feito o ensaio de MTT utilizando concentrações crescentes desta (1-20ng/mL). No 

entanto, nenhuma alteração significativa foi vista (Figura 14). Portanto, decidimos testar 

a concentração 10ng/mL, previamente utilizada na literatura (Crampton et al., 2012). 

Nesse grupo experimental foi possível observar a alteração significativa do tamanho das 

neuroesferas (Figura 15), indicando que é possível que a IL-1b esteja interferindo na 

capacidade proliferativa das NPCs, sem alterar a viabilidade ou a formação de 

neuroesferas (Figura 16).  
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Figura 14 – IL-1b não altera a viabilidade de NPCs: O tratamento com concentrações crescentes de 
IL-1b (1-20ng/mL) não provocou alterações na viabilidade celular. NPCs foram mantidas em cultura 
por 5 dias. Os dados são representados como as médias ± SEM e são representativos de cultivos de 
células de 3 animais distintos em cada condição experimental. CTR: Controle; IL-1β: Interleucina 1β; 
Veh: Veículo. N=6 

 

 

 
Figura 15 – IL-1b causa redução no diâmetro das neuroesferas de NPCs: O tratamento com 10ng/mL 
de IL-1b interferiu significativamente na proliferação celular. NPCs foram mantidas em cultura por 
7 dias. Os dados são representados como as médias ± SEM e são representativos de cultivos de células 
de 3 animais distintos em cada condição experimental. **p<0,01. CTR: Controle; IL-1β: Interleucina 
1β. N=3 
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Figura 16 – IL-1b não altera a capacidade proliferativa de NPCs mas causa redução no diâmetro das 
neuroesferas. O tratamento com 10ng/mL de IL-1b não alterou a viabilidade celular. Os dados são 
representados como as médias ± SEM e são representativos de cultivos de células de 3 animais distintos 
em cada condição experimental. CTR: Controle; IL-1β: Interleucina 1β. N=3 
 

5.3. Efeito da IL-1β sobre a viabilidade de NPCs com inibição ou não de 

atividade de HDAC 

Tendo em mente a mencionada capacidade de indução de apoptose induzida tanto por 

inibidores de HDAC (Ungerstedt et al., 2005; Kankaaranta et al., 2010) quanto pela IL-

1b, decidimos testar se esta citocina e o TSA possuiriam efeito sinérgico ou não através 

do ensaio de MTT. Após 5 dias de tratamento, o ensaio revelou que, quando tratadas com 

40nM de TSA e 10ng/mL de IL-1b, as NPCs apresentavam redução em sua atividade 

mitocondrial (Figura 17), indicando que a atividade HDAC é um fenômeno necessário 

para sobrevivência celular em um ambiente inflamatório. Isso também foi evidenciado 

através do ensaio de neuroesferas uma vez que, nestas mesmas condições, NPCs cuja 

atividade HDAC foi inibida e tratadas com IL-1b não foram capazes de formar novas 

neuroesferas (Figuras 21 e 22). Portanto, para avaliar se esse efeito era decorrente de 

interferência no ciclo celular, NPCs foram tratadas com CFSE e mantidas em cultura por 

5 dias, e foi visto que o tratamento com TSA 40nM e IL-1b 10ng/mL diminuiu a taxa de 

proliferação celular, evidenciado pela não-redução na média de intensidade de 

fluorescência – uma vez que esta diminui em células proliferativas (Figura 21).  
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Figura 17 – O bloqueio de HDAC reduziu a viabilidade de neuroesferas tratadas com IL-1b. O 
tratamento com 40nM de TSA provocou redução na atividade mitocondrial de NPCs tratadas com IL-
1b 10ng/mL. NPCs foram mantidas em cultura por 5 dias. Os dados são representados como as médias 
± SEM e são representativos de cultivos de células de 3 animais distintos em cada condição 
experimental. N=6; *p<0,05. CTR: Controle; IL-1β: Interleucina 1β; TSA: Tricostatina A. 

 

 
Figura 18 – O bloqueio de HDAC reduziu o diâmetro de neuroesferas tratadas ou não com IL-1b. 
O tratamento com 40nM de TSA provocou redução no diâmetro de neuroesferas derivadas de 
NPCs tratadas ou não com IL-1b 10ng/mL. NPCs foram mantidas em cultura por 7 dias. Os dados 
são representados como as médias ± SEM e são representativos de cultivos de células de 3 animais 
distintos em cada condição experimental. N=3; ***p<0,001. CTR: Controle; IL-1β: Interleucina 
1β; TSA: Tricostatina A. N=3 
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Figura 19 – O bloqueio de HDAC interferiu na capacidade de formação de neuroesferas tratadas ou não 
com IL-1b. O tratamento com 40nM de TSA provocou redução na capacidade de de NPCs tratadas ou não 
com IL-1b 10ng/mL de formar neuroesferas. NPCs foram mantidas em cultura por 7 dias. Os dados são 
representados como as médias ± SEM e são representativos de cultivos de células de 3 animais distintos 
em cada condição experimental. N=3; **p<0,01; ***p<0,001. CTR: Controle; IL-1β: Interleucina 1β; TSA: 
Tricostatina A. N=3 
 

 
Figura 20 – Histograma representativo da expressão de CFSE em NPCs após o período de cultivo. 
CFSE: Succinimidil 6-carboxifluoresceína éster; IL-1b: Interleucina 1b; TSA: Tricostatina A. 
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Figura 21 – O bloqueio de HDAC interferiu na capacidade de proliferação de NPCs tratadas com 
IL-1b. O tratamento com 40nM de TSA provocou redução na capacidade de de NPCs tratadas com 
IL-1b 10ng/mL de proliferar. NPCs foram mantidas em cultura por 5 dias. Os dados são 
representados como as médias ± SEM e são representativos de cultivos de células de 3 animais 
distintos em cada condição experimental. N=3; *p<0,05. CTR: Controle; IL-1β: Interleucina 1β; 
TSA: Tricostatina A. N=3 
aMFI: Média de intensidade de fluorescência 

 

 

5.4. Efeito da IL-1β sobre a diferenciação de NPCs com inibição ou não de 

atividade de HDAC 

Tem sido mostrado na literatura que a inibição da atividade HDAC provoca aumento 

na geração de novos neurônios (Pataskar et al., 2015) associada a uma queda na expressão 

geral de GFAP (Kanski et al., 2014). Já a exposição de NPCs à IL-1β provoca depleção 

neuronal (Silva-Vargas, Crouch e Doetsch, 2013; Guadagno et al., 2015) mas estimula 

oligodendrogênese (Miron, Kuhlmann e Antel, 2011; Patel e Klein, 2011). Assim, 

considerando-se que o bloqueio da atividade HDAC e o sinal de IL-1β apresentam efeitos 

antagônicos na geração de neurônios e glia, decidimos testar se IL-1β e HDAC atuam no 

mesmo branch de sinalização ou se atuam de forma paralela. Para testar essa hipótese, 

investigamos os efeitos do tratamento com TSA, IL-1β, ou a combinação de ambos sobre 

a diferenciação celular de NPCs in vitro. O tratamento com TSA 40nM não reduziu o 

fenótipo da expressão de GFAP total (Figura 22; Tabela 2), mas aumentou 

significativamente; a geração de neurônios, em contrapartida, apresentou tendência ao 

aumento quando células tratadas com IL-1b tiveram sua atividade HDAC inibida por 

TSA (Figura 23; Tabela 3). O fenótipo dos oligodendrócitos correspondeu ao esperado, 
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uma vez que a exposição ao TSA sugeriu tendência à redução de sua geração, o 

tratamento com IL-1β aumentou, e o co-tratamento depletou estas células (Figura 24; 

Tabela 4).  
 
 

 
Tabela 2 – Quantificação de células diferenciadas em astrócitos e células totais. 
 

 GFAPa Hoescht 
Controle 298 2241 
Veículo 385 1925 
TSAb 865 2086 
IL-1βc 474 1711 

TSA+IL-1β 533 1307 
aGFAP: Proteína glial fibrilar ácida 
bTSA: Tricostatina A 
cIL-1β: Interleucina 1β 

 

 
Figura 22 – Quantificação da porcentagem de células diferenciadas em astrócitos. A. Astrócitos em 
vermelho marcados positivamente para GFAP; núcleos corados em azul. B. O tratamento com TSA 
aumentou o total de astrócitos formados em relação ao controle independente da presença de IL-1b. 
NPCs foram mantidas em cultura por 5 dias. Os dados são representados como as médias ± SEM e são 
representativos de cultivos de células de 3 animais distintos em cada condição experimental. **p<0,01, 
***p<0,001. CTR: Controle; IL-1β: Interleucina 1β; TSA: Tricostatina A; Veh: Veículo. N=3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hoescht 
GFAP 

A B 
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Tabela 3 – Quantificação de células diferenciadas em neurônios e células totais. 
 

 βIII-tuba Hoescht 
Controle 51 2012 
Veículo 22 1339 
TSAb 9 960 
IL-1βc 6 1228 

TSA+IL-1β 36 820 
aβIII-tub: b-tubulina de classe III 
bTSA: Tricostatina A 
cIL-1β: Interleucina 1β 

 

 
Figura 23 – Quantificação da porcentagem de células diferenciadas em neurônios. A. Neurônios 
em verde marcados positivamente para b-tubulina de classe III; núcleos corados em azul. B. O 
tratamento com IL-1b ou TSA não interferiu significativamente na diferenciação neuronal. NPCs 
foram mantidas em cultura por 5 dias. Os dados são representados como as médias ± SEM e são 
representativos de cultivos de células de 3 animais distintos em cada condição experimental. CTR: 
Controle; IL-1β: Interleucina 1β; TSA: Tricostatina A; Veh: Veículo. N=3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hoescht 
βIII-‐tub 

A B 
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Tabela 4 – Quantificação de células diferenciadas em oligodendrócitos e células 
totais. 

 
 CNPase Hoescht 

Controle 14 2213 
Veículo 19 2294 
TSAa 4 1032 
IL-1βb 16 1005 

TSA+IL-1β 0 900 
aTSA: Tricostatina A 
bIL-1β: Interleucina 1β 

 
 

 
Figura 24 – Quantificação da porcentagem de células diferenciadas em oligodendrócitos. A. 
Oligodendrócitos em verde marcados positivamente para CNPase; núcleos corados em azul. B. O 
tratamento com TSA provavelmente interferiu na capacidade da IL-1b de aumentar a diferenciação 
oligodendrocítica. NPCs foram mantidas em cultura por 5 dias. Os dados são representados como as 
médias ± SEM e são representativos de cultivos de células de 3 animais distintos em cada condição 
experimental. *p<0,05. CTR: Controle; IL-1β: Interleucina 1β; TSA: Tricostatina A; Veh: Veículo. 
N=3 

 
 

5.5. Efeito da IL-1β sobre a acetilação e diferenciação de NPCs com inibição ou 

não de atividade de HDAC 

Após avaliar o fenótipo de diferenciação de NPCs, decidimos avaliar se havia 

correlação entre este e os níveis de acetilação da lisina 8 de histona H4, uma vez que esta 

já havia sido descrita previamente como alvo de hiperacetilação após tratamento com IL-

1b (Ito et al., 2000). Portanto, as células foram cultivadas em condições para 

diferenciação por 5 dias, para posterior marcação imunocitoquímica e leitura em 

citômetro de fluxo. Este revelou que nenhuma população sofreu hiperacetilação em 

H4K8, ou alteração no fenótipo de diferenciação em neurônios (Figuras 25 e 26) e 

oligodendrócitos (Figuras 27 e 28). Devido a uma limitação técnica, não foi possível 

analisar a população de astrócitos.  

Hoescht 
CNPase 

A B 
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Figura 25 – Quantificação da relação entre acetilação de lisina 8 na histona 4 e a diferenciação 
neuronal. Os tratamentos não provocaram nenhuma alteração nas populações neuronais mais ou 
menos acetiladas em H4K8. Os dados são representados como as médias ± SEM e são 
representativos de cultivos de células de 3 animais distintos em cada condição experimental. β-
tub: β-tubulina de classe III; CTR: Controle; H4K8ac: Acetilação da lisina 8 de histona H4; IL-
1β: Interleucina 1β; TSA: Tricostatina A. N=3 

 
Figura 26 – Histograma representativo da diferenciação neuronal na população H4K8ac+, 
indicado como média da intensidade de fluorescência. IL-1b: Interleucina 1b; TSA: Tricostatina 
A. 
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Figura 27 – Quantificação da relação entre acetilação de lisina 8 na histona 4 e a diferenciação 
oligodendrocítica. Os tratamentos não provocaram nenhuma alteração nas populações de 
oligodendrócitos mais ou menos acetilados em H4K8. NPCs foram mantidas em cultura por 5 dias. Os 
dados são representados como as médias ± SEM e são representativos de cultivos de células de 3 
animais distintos em cada condição experimental. CTR: Controle; H4K8ac: Acetilação da lisina 8 de 
histona H4; IL-1β: Interleucina 1β; TSA: Tricostatina A. N=3  

 

 
Figura 28 – Histograma representativo da diferenciação oligodendrocítica na população H4K8ac+, 
indicado como média da intensidade de fluorescência. IL-1b: Interleucina 1b; TSA: Tricostatina A. 
 
 

5.6.  IL-1b é capaz de ativar de forma funcional a sinalização celular por NF-kB 

Devido à escassez de indícios na literatura sobre a presença de IL-1R1 nas NPCs da 

V-SVZ ou de sua funcionalidade, fez-se necessário avaliar a capacidade destas células de 

translocarem NF-kB para o núcleo, uma vez que isso é consequência da cascata de 

sinalização do receptor de IL-1 (Abbas, Lichtman e Pillai, 2015). 

Portanto, para certificação de que os fenótipos observados eram de fato decorrentes 

da ativação do IL-1R1 pós-tratamento com IL-1b, foi feito uma imunocitoquímica para 

NF-kB, para avaliar de forma qualitativa se sua localização era predominantemente 

citosólica ou se havia marcação intranuclear. Após 24 horas de tratamento, foi possível 
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observar a presença de células cujo núcleo apresentava este fator de transcrição, ausente 

nas células não-tratadas, indicando que os fenótipos eram de fato provocados pela IL-1b 

(Figura 29).  

 

  
Figura 29 – Imunocitoquímica para células progenitoras. A. Células progenitoras em verde marcadas 
positivamente para Nestina. B. NPCs em verde marcadas positivamente em vermelho para NF-kB. 
Núcleos corados em azul. Cabeças de seta indicando presença de NF-kB intranuclear. NPCs foram 
mantidas em cultura por 24h. Aumento de 20x. N=4 
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6.   Discussão  

O fenótipo das células-tronco neurais da V-SVZ é sujeito a alterações decorrentes 

dos mais diversos fatores – desde extrínsecos, como citocinas ou fatores de crescimento 

provenientes do sangue, do líquor ou fatores parácrinos, até intrínsecos, como 

modificações pós-traducionais em histonas ou mecanismos de edição pós-transcricional 

em mRNA.  

Neste trabalho, identificamos inicialmente o efeito da inibição farmacológica da 

desacetilação de histonas, através de um inibidor pan-HDAC, na viabilidade, 

sobrevivência e proliferação de NPCs. O tratamento com TSA em concentrações mais 

baixas não foi capaz de alterar a viabilidade, a proliferação ou a capacidade de formar 

neuroesferas de NPCs; apenas no espectro mais concentrado de títulos deste fármaco que 

foi possível observar uma alteração na viabilidade, que pode ter sido provocada por 

indução de autofagia por ativação de FOXO1 (Zhang et al., 2015), uma das possíveis 

consequências do tratamento com TSA. Deste modo, o que nos motivou a escolher a 

concentração de 40nM, a ser usada neste trabalho, foi a redução significativa da 

viabilidade com relação ao controle, mais efetiva que 20nM, evidenciada pelo ensaio de 

MTT.  

Em seguida, determinamos a concentração ideal de IL-1β tendo como base 

10ng/mL, já usada na literatura (Crampton et al., 2012; Kuzumaki et al., 2010) e 

concentrações próximas, entre 1ng/mL e 20ng/mL. Como o MTT não revelou nenhuma 

alteração na viabilidade, submetemos as NPCs a um ensaio de neuroesferas com 10ng/mL 

da citocina, que indicaria de forma indireta a velocidade do ciclo celular e a 

responsividade destas células a fatores externos. Os experimentos demonstraram uma 

redução no diâmetro das neuroesferas, o que é causado por células que não estão 

proliferando, seja por ciclo celular mais longo, indução de quiescência (Kokovay et al., 

2012) ou morte celular (Guadagno et al., 2015), então consideramos que esta era a 

concentração ideal para trabalho. 

Após esta etapa preliminar, avaliamos a relação entre acetilação de histonas, o 

tratamento com IL-1β, a viabilidade celular e a proliferação de NPCs. Em outros modelos 

celulares, TSA já foi descrito como uma droga com uso terapêutico em potencial, já que 

é capaz de inibir a desacetilação de algumas lisinas de NF-κB – principal fator de 

transcrição ativo após o tratamento com IL-1β – de forma a reprimi-lo (Ziesché et al., 

2013). Entretanto, observamos um fenômeno contrário: em vez de minimizar os efeitos 

provocados pela citocina, a inibição de HDAC teve um efeito mais grave sobre as NPCs. 
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Estas tiveram proliferação mais lenta, queda na viabilidade e na capacidade de formar 

neuroesferas, sugerindo que, de algum modo, a desacetilação de histonas é um fenômeno 

essencial para a sobrevivência e proliferação celular de NPCs num ambiente inflamatório.  

Ao analisar o fenótipo de diferenciação, vimos que NPCs tratadas com IL-1β 

geravam mais oligodendrócitos de um modo provavelmente dependente de HDAC, já que 

sua inibição impediu a diferenciação nestas células, evidenciado pela ausência de 

oligodendrócitos na análise imunocitoquímica de células tratadas com TSA e IL-1β. Estes 

dados corroboram outros apresentados na literatura de que a diferenciação destas células 

é HDAC-dependente (Lilja, Heldrig e Hermanson, 2013) e estimulada por IL-1β (Miron, 

Kuhlmann e Antel, 2011; Patel e Klein, 2011). A diferenciação neuronal, por outro lado, 

não foi alterada em nenhum dos outros tratamentos. O esperado, de acordo com a 

literatura, era que fosse visto ao menos um aumento na geração de neurônios, já que a 

inibição de HDAC induz a expressão de diversos fatores hélice-volta-hélice (bHLH) 

responsáveis por esta via (Hirabayashi e Gotoh, 2010; Castelo-Branco et al., 2014; 

Pataskar et al., 2015). Por outro lado, não é impossível que o tempo de análise seja um 

fator limitante: como a inibição prolongada de HDAC provoca morte neuronal (Forgione 

e Tropepe, 2011), nosso ponto de análise pode estar perdendo neurônios mortos. Uma 

análise mais precoce, em contrapartida, poderia induzir falsos negativos, devido à 

presença de células imaturas não reconhecidas pelo anticorpo. Isso poderia ser resolvido 

com o auxílio de outras técnicas capazes de avaliar esta via de diferenciação, como 

hibridação in situ, capaz de detectar mRNA em células mais ou menos diferenciadas. 

A diferenciação de astrócitos apresentou o resultado menos esperado. De acordo 

com a literatura, a inibição de HDAC deveria diminuir a diferenciação destas células, 

provocado por uma expressão compensatória de HDAC3 (Kanski et al., 2014). Todavia, 

isso pode ser explicado porque os modelos são diferentes: enquanto Kanski trabalha com 

astrocitoma ou NSCs fetais, nós utilizamos NPCs de camundongsos adultos, o que 

justificaria a diferença no comportamento das mesmas. O aumento na diferenciação glial 

visto no tratamento com IL-1β pode ter sido provocado pela secreção autócrina/parácrina 

de IL-6, que induz astrogliose e formação de cicatriz glial em lesões cerebrais (Giulian e 

Lachman, 1985; Lin et al., 2006). Como a diferenciação de astrócitos após o tratamento 

com IL-1β e inibição de HDAC manteve-se alta, é possível que esta via de diferenciação 

seja dependente não de atividade HDAC, mas sim HAT, de modo que sua inibição 

provoque um aumento ainda maior na acetilação de histonas. 
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Contudo, quando foi feita a análise por citometria, não foi possível avaliar a 

diferenciação de astrócitos por uma limitação técnica: como ambos os anticorpos 

primários a serem utilizados eram produzidos no mesmo animal, ainda que se usassem 

anticorpos secundários conjugados a fluoróforos diferentes, o risco de reação cruzada 

seria muito alto, podendo induzir falsos negativos ou positivos. Deste modo, 

quantificamos apenas neurônios e oligodendrócitos, e não houve alteração significativa 

em nenhuma dessas populações ou nos níveis de acetilação.  

Isso provavelmente ocorreu devido a uma extrapolação do princípio da incerteza 

de Heisenberg, segundo o qual ao se determinar com precisão a posição de um elétron, 

torna-se impossível quantificar seu momentum. O mesmo vale para análise da acetilação 

de histonas: ao focarmos em um ponto específico com base em evidências da literatura 

(Ito et al., 2000), H4K8, inevitavelmente deixamos de lado a acetilação de outras lisinas 

das histonas H3 e H4, que poderiam estar sofrendo alterações mais significativas com 

nosso tratamento. Se investigássemos níveis globais de acetilação, talvez encontrássemos 

resultados mais significativos, mas perderíamos em precisão. Portanto, o ideal seria que 

pudéssemos avaliar tanto os níveis globais quanto o estado de cada lisina, associado a 

técnicas de imunoprecipitação de cromatina, que nos diriam se essas acetilações ocorrem 

ou não em regiões promotoras de genes essenciais para as vias de diferenciação de 

neurônios, oligodendrócitos e astrócitos. É possível, também, que isso tenha acontecido 

devido à diferença de paradigmas: o trabalho a partir do qual selecionamos H4K8 não 

tem nenhuma relação direta com o SNC ou suas células, então as condições altamente 

diferentes podem ter sido fator impeditivo para a observação de alterações na acetilação.   

Estes resultados sugerem a possibilidade de um efeito prejudicial no uso 

terapêutico de inibidores de HDAC em doenças neurodegenerativas. Por ter característica 

anti-inflamatória (Kim et al., 2007), o uso desses inibidores pode não só interferir no 

potencial pró-mielinizante da IL-1β (Miron, Kuhlmann e Antel, 2011; Patel e Klein, 

2011) e provocar morte neuronal (Forgione e Tropepe, 2011), como também provocar 

sequelas a longo prazo. Não há evidências na literatura sobre consequências neurológicas 

provocadas pelo uso do TSA, o que nos sugere que nossos dados estão trazendo à tona 

uma preocupação sem precedentes. Todavia, não descartamos a possibilidade de que estas 

observações não se reproduzam deste modo in vivo, uma vez que em nosso modelo não 

são levados em conta o microambiente, as diversas citocinas e quimiocinas que são 

liberadas numa situação inflamatória, dentre outros fatores, que poderiam interferir no 

fenótipo celular. Deste modo, é fundamental analisar a diferenciação celular em modelo 



44  
  

in vitro – tanto com injeção de IL-1β e TSA como com indução de inflamação e 

subsequente tratamento com o inibidor de HDAC – para avaliar se essa depleção é 

reprodutível no animal e capaz de provocar uma mielinização defectiva. 

Por fim, determinamos se os efeitos observados pelo tratamento com IL-1β eram 

de fato causados pela citocina, já que as evidências na literatura são conflitantes. Isto foi 

feito de forma indireta, através da determinação da presença do principal fator de 

transcrição associado a essa citocina, NF-κB, no núcleo ou no citoplasma das células. 

Este foi encontrado apenas em células tratadas com IL-1β, indicando que possivelmente 

há uma relação de causalidade entre a citocina e os efeitos observados. Entretanto, não 

podemos descartar que haja ativação deste fator devido à secreção de alguns fatores, como 

BDNF ou o fator de crescimento derivado de nervos (NGF), tendo em vista evidências na 

literatura de que células do SNC são capazes de induzir ativação de NF-κB através destas 

moléculas (Snow e Albensi, 2016). 

Ao final deste trabalho, algumas questões foram deixadas em aberto. Apesar de 

sabermos as consequências, não analisamos extensamente suas causas. Conhecemos os 

efeitos da inibição de HDAC pelo TSA, assim como os efeitos da citocina IL-1β, na 

proliferação e na diferenciação de NPCs, mas ainda não foi possível observar se houve 

alteração na acetilação de resíduos de lisinas nas histonas. Também é necessário avaliar 

se essas alterações ocorrem em regiões promotoras específicas, e se provocam alteração 

na expressão de genes relacionados à manutenção da multipotência, diferenciação, 

proliferação e sobrevivência celular. Seria interessante acrescentar dados com relação à 

migração celular, através de explante da V-SVZ, e à indução de quiescência, através da 

análise por citometria de diferentes marcadores como Sox2, CD133 e EGFR. Para 

concluir esta etapa in vitro, será necessário identificar a presença de IL-1R1 nas células 

B, C e A, usando uma combinação de marcadores por citometria, o que solucionaria a 

discordância da literatura. A longo prazo, será interessante avaliar in vivo os parâmetros 

estudados nesse trabalho, uma vez que a inibição de HDAC é um potencial alvo 

terapêutico em diversas doenças inflamatórias (Suh et al., 2010; Ziesché et al., 2015; 

Leus, Zwinderman e Dekker, 2016). 
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7.   Conclusões 

•   A desacetilação de histonas é um evento necessário para a sobrevivência de NPCs 

expostas à IL-1b; 

•   NPCs expostas à IL-1b não são capazes de proliferar sem atividade HDAC; 

•   A inibição de HDAC é capaz de alterar parcialmente o fenótipo de diferenciação 

de NPCs expostas à IL-1b; 

•   As alterações fenotípicas observadas não estão relacionadas com alterações nos 

níveis de H4K8ac; 

•   NPCs são responsivas à IL-1β via NF-κB; 

•   Deve ser feita nova análise por citometria para quantificar os níveis de acetilação 

global para avaliar se o TSA está de fato inibindo a desacetilação; 

•   É necessário avaliar a expressão de genes-mestre dos programas de diferenciação 

e proliferação celular para corroborar os dados de imunocitoquímica e citometria. 
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