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1. Resumo 

 

O ácido valpróico é um ácido graxo de cadeia curta que, associado ao seu sal sódico 

(VPA), vem sendo utilizado no tratamento de diversos tipos de doenças neurológicas. Sua 

atuação se estende à modulação epigenética, tendo sido comprovado como inibidor de 

desacetilases de histonas (HDACi) e como agente modulador do nível de metilação do DNA e 

de histonas. Uma vez constatado que o VPA poderia afetar a proliferação celular e os 

mecanismos de morte celular em alguns tipos celulares, seu potencial como agente antitumoral 

passou a ser investigado. Em células de glioblastoma, tumor cerebral agressivo, ocorre aumento 

nos níveis de metilação em diversos promotores de seus genes. No presente trabalho buscamos 

investigar se em células obtidas de glioblastoma humano os efeitos epigenéticos induzidos pelo 

VPA ao lado de afetarem a inibição de HDAC, a acetilação da histona H3 (H3ac) e a 

demetilação global do DNA, afetariam a estrutura da cromatina por estarem associados à 

acetilação de histonas ou à demetilação do DNA ou a ambas. Células U-251MG sincronizadas 

na fase G1 do ciclo celular com 10 µM de lovastatina foram cultivadas na presença de VPA 1 

mM e 10 mM por 4 e 24 h, e de 5-aza-CdR 5 µM por 28 h (controle de demetilação de DNA). 

Para o estudo das características estruturais da cromatina nessas condições experimentais, as 

células foram submetidas à reação de Feulgen seguindo-se análise de imagem por sistema vídeo 

em microscópio Axiophot 2 equipado com câmera AxioCam HRc e software Kontron KS-400-

3. Foram também avaliadas a atividade de HDAC com kit específico, o nível de H3ac por 

Western Blotting e de 5-metilcitosina (5mC) no DNA por ELISA e imunofluorescência. 

Detectou-se diminuição na atividade de HDAC e aumento nos níveis de H3ac com o tratamento 

pelo VPA, porém não com 5-aza-2’-desoxicitidina (5-aza-CdR). Os níveis globais de 5mC 

diminuíram com os tratamentos por VPA e 5-aza-CdR. A análise de imagem revelou diminuída 

variabilidade no grau de empacotamento da cromatina e decréscimo na entropia nuclear, 

definida como o número de bits necessários para o armazenamento dos valores de absorbância 

por imagem nuclear, nas células U-251MG tratadas por 24 h com VPA (especialmente na 

concentração mais elevada), porém não nas células tratadas com 5-aza-CdR. Com base nos 

presentes achados sugere-se que a descompactação da cromatina nas células U-251MG por 

ação do VPA, o que favoreceria a sua expressão gênica, estaria mais envolvida com a acetilação 

de histonas do que propriamente com a demetilação do DNA.  

 

Palavras-chave: glioblastoma, U-251MG, valproato, epigenética, remodelação cromatínica. 

 



 

2. Abstract 
 

Valproic acid is a short-chain fatty acid that, associated with its sodium salt (VPA), has 

been used in the treatment of several types of neurological diseases. Its performance extends 

to epigenetic modulation, having been proven as a histone deacetylases inhibitor (HDACi) and 

as a modulating agent of the level of DNA and histone methylation. Once it was established 

that VPA could affect cell proliferation and cell death mechanisms in some cell types, its 

potential as an antitumor agent began to be investigated. In glioblastoma cells, an aggressive 

brain tumor, there is an increase in methylation levels in several gene promoters. In the present 

work, we sought to investigate whether in cells obtained from human glioblastoma, the 

epigenetic effects induced by VPA in addition to affecting HDAC inhibition, acetylation of 

histone H3 (H3ac) and global DNA demethylation, would affect the chromatin structure 

because they are associated with histone acetylation or DNA demethylation or even both. U-

251MG cells synchronized in the G1 phase of the cell cycle with 10 µM of lovastatin were 

treated in the presence of 1 mM and 10 mM VPA for 4 and 24 h, and 5 µM 5-aza-CdR for 28 

h (a drug used as a DNA demethylation control). In order to study the structural characteristics 

of chromatin under these experimental conditions, the cells were subjected to the Feulgen 

reaction followed by image analysis with a video system using an Axiophot 2 microscope 

equipped with an AxioCam HRc camera and Kontron KS-400-3 software. The activity of 

HDAC with a specific kit, the level of H3ac by Western Blotting and 5-methylcytosine (5mC) 

in DNA by ELISA and immunofluorescence were also evaluated. A decrease in HDAC activity 

and an increase in H3ac levels were detected with VPA treatment, but not with 5-aza-2’-

desoxicitidine (5-aza-CdR). Overall, 5mC levels decreased with VPA and 5-aza-CdR 

treatments. Image analysis revealed decreased variability in the degree of chromatin packing 

and a decrease in nuclear entropy, defined as the number of bits needed to store absorbance 

values per nuclear image, in U-251MG cells treated for 24 h with VPA (especially at the highest 

concentration), but not in cells treated with 5-aza-CdR. Based on the present findings, it is 

suggested that chromatin decondensation in U-251MG cells by the action of VPA, which 

would favor their gene expression, would be more involved with histone acetylation than with 

DNA demethylation. 

 

Keywords: glioblastoma, U-251MG, valproate, epigenetic, chromatin remodeling. 

 

 



 

3. Lista de Abreviaturas 

 

2-HG - 2-hidroxiglutarato 

5-aza-CdR - 5-aza-2’-deoxicitidina 

5mC - 5-metilcitosina 

aCGH - hibridização genômica comparativa de alta resolução 

CpG - citosina-fosfato-guanina 

CH3 - grupo metil 

DMEM – meio Eagle Modificado por Dulbecco 

DMSO - dimetilsulfóxido 

DNA - ácido desoxirribonucléico 

DNMT - DNA metiltransferases 

ECACC - European Collection of Authenticated Cell Cultures 

ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay 

FDA - Food and Drug Administration 

GABA - acido gama-aminobutirico 

GBM - glioblastoma multiforme 

HAT - histona acetiltransferases 

HDAC - deacetilase de histona 

HDACi - inibidor de deacetilase de histona 

HMT - histona metiltransferase 

HRP - anticorpo secundário conjugado com peroxidase 

IDH1 - isocitrato desidrogenase 1 

IOD - densidade óptica integrada 

LaCTAD - Laboratório Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciências da Vida 

LOV - lovastatina 

MTT - brometo de 3-4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenyl tetrazolium 

OD - densidade óptica 

OMS - organização mundial da saúde 

PBS - solução tampão fosfato 

PI - iodeto de propídio 

RNA - ácido ribonucléico 

ROS - espécie reativa de oxigênio 

SAM - S-adenosil metionina 



 

SDtd - desvio padrão dos valores densitométricos totais 

SFB - soro fetal bovino  

SNC - sistema nervoso central  

TET - ten-eleven-translocation 

VPA - ácido valpróico
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5. Introdução 

5.1. Cromatina e Epigenética 

 Em todas as células eucarióticas o DNA integra uma estrutura complexa que é a 

cromatina, da qual também fazem parte histonas, proteínas não histônicas e RNA. A unidade 

básica da cromatina é formada por estruturas denominadas nucleossomos, que são compostos 

por em torno de 200 pares de bases (pb) de DNA, variando conforme o tipo celular considerado, 

e um octâmero das histonas H2A, H2B, H3 e H4 (duas de cada). Como parte dos nucleossomos, 

145-147 pb de DNA envolvem o octâmero de histonas, dando ao redor deste uma volta e ¾ 

volta, o que constitui o nucleóide (“core”) nucleossômico. Os demais pb do DNA que fazem 

parte do nucleossomo, compõem espaçadores que permitem a ligação entre as unidades básicas 

da cromatina. Nessas regiões se associa a histona H1, e o conjunto nucleossomo-histona H1 

constitui o cromatossomo (Dombrowski et al. 2022, Draizen et al. 2016). A histona H1, além 

de promover a compactação do filamento da cromatina em seu nível hierárquico subsequente, 

possui uma organização essencial para seu desempenho fisiológico, nos eventos de transcrição 

gênica, replicação, reparo e recombinação do DNA. Em relação à estrutura da cromatina nos 

núcleos de células interfásicas, ela pode ser dividida em duas regiões principais: a 

heterocromatina constitutiva ou facultativa, altamente condensada, refletindo uma região 

gênica menos ativa, com difícil acesso a maquinaria de transcrição, ou não codificadora, e a 

eucromatina, menos condensada e potencialmente ativa transcricionalmente (Mello & Vidal 

1978, Grewall & Moazed 2003, Dawson & Kouzarides 2012, Alberts et al. 2015). 

Tanto o DNA quanto a estrutura da cromatina podem sofrer modificações reversíveis 

em resposta a estímulos externos, independentes de mudanças na sequência de bases do DNA, 

as quais podem ser mesmo herdadas após várias divisões celulares. Este é o conceito que 

constitui a base da Epigenética, termo cunhado primeiramente por Waddington em 1939 

(Waddington 1942). Os eventos epigenéticos regulam diversos processos biológicos, incluindo 

transcrição gênica, diferenciação celular, reparo do DNA e controle do ciclo celular (Herseg & 

Vaissière 2011, Miranda Furtado et al. 2019). Estudos demonstram que o desenvolvimento de 

doenças, como o câncer, está associado principalmente à desregulação dos mecanismos 

epigenéticos, sendo a metilação do DNA, modificações em histonas e atuação de RNA de 

interferência as principais modificações, e uma importante ferramenta de estudo para o 

entendimento dos processos celulares envolvidos na tumorigênese, contribuindo para novas e 

mais eficazes abordagens terapêuticas (Jones & Bayling 2002, Feinberg & Tycko 2004). 
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5.11 Metilação do DNA 

 Considerada uma das principais modificações epigenéticas, a metilação do DNA é 

fundamental na organização cromatínica e consequentemente no controle da expressão gênica. 

A adição do grupo metil (-CH3) é mediada pelas enzimas DNA metiltransferases (DNMTs), 

que catalisam a transferência do -CH3 da S-adenosil metionina (SAM) ao carbono 5 dos 

resíduos de citosina presentes em uma sequência de dinucleotídeos CpG, formando a 5-

metilcitosina (5mC) (Holliday & Pugh 1975, Zhang et al. 2020). Essa metilação ocorre durante 

a replicação e, embora bastante estável, está sujeita a mudanças dinâmicas, principalmente 

durante o ciclo celular (Brown et al. 2007, Desjobert et al. 2015, Vandiver et al. 2015). É 

reversível e o processo de demetilação ocorre de forma ativa, através de enzimas demetilases 

da família das TETs (ten-eleven translocation), ou de forma passiva através da inibição de 

DNMTs durante a replicação do DNA. Ambas as vias são responsáveis pela redução global 

dos níveis de 5mC e não ocorrem exclusivamente de maneira independente, podendo ocorrer 

interação entre elas (Wu & Zhang 2011, Kholi & Zhang 2013, Pastor et al. 2013). 

5.12 Modificações em histonas 

As histonas são proteínas classificadas em cinco grupos, com base em seu teor de lisina 

e arginina, sendo a H1 muito rica em lisina, H2A e H2B moderadamente ricas em lisina, e H3 

e H4 ricas em arginina. Suas caudas N-terminais se projetam para o exterior da estrutura do 

nucleossomo e formam locais ideais para modificações covalentes, principalmente acetilações, 

metilações e fosforilações, que podem levar à remodelação cromatínica e modulação da 

expressão gênica (Alberts et al. 2015). 

A acetilação e a deacetilação nas histonas são caracterizadas, respectivamente, pela 

inserção ou remoção de um grupo acetil especialmente em resíduos de lisina e são catalisadas 

pelas enzimas histona acetiltransferases (HATs) e histona deacetilases (HDACs), 

respectivamente. São essenciais para a regulação da expressão gênica e, de maneira geral, 

regiões hiperacetiladas estão associadas a uma maior atividade transcricional, ao passo que a 

hipoacetilação leva a uma menor atividade. A metilação de histonas, que ocorre nos resíduos 

de lisina e é catalisada pela enzima histona metiltransferase (HMT), pode adicionar até 3 grupos 

-CH3 em cada resíduo tendo como doadora a SAM. A fosforilação das histonas, por sua vez, 

ocorre pela adição de grupos fosfato em seus resíduos de serina, treonina e tirosina, e é umas 

das modificações pós-traducionais mais comuns (Cohen 1989). Os principais e mais bem 

estudados sítios de modificações do tipo acetilação ou metilação ocorrem nos resíduos de lisina 
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4, 9, 14, 18, 23, 27 e 36 da histona H3, e 5, 8, 12, 16 e 20 da H4 (Thorne et al. 1990, Strahl & 

Allis 2000, Lawrence et al. 2015, Zhang et al. 2021). Diversas modificações em histonas já 

foram descritas, e alterações no seu padrão têm sido relacionadas à ocorrência de diversas 

doenças, como o câncer, impactando no prognóstico e agressividade de cada tipo tumoral 

(Shanmugam et al. 2018, Elsheikh et al. 2019). 

5.2. Glioblastoma 

 O glioblastoma, conhecido como glioblastoma multiforme (GBM), devido à sua 

heterogeneidade no formato e tamanho celular, é o tumor primário maligno mais comum do 

sistema nervoso central (SNC), representando cerca de 80% dos casos. Acomete 

principalmente homens e sua incidência aumenta de acordo com a idade. Estima-se que sejam 

diagnosticados mundialmente cerca de 3 casos a cada 100.000 pessoas por ano. É uma doença 

considerada incurável e com prognóstico baixo devido principalmente a sua grande resistência 

terapêutica (Xie et al. 2015), sendo a taxa de sobrevida em 5 anos de aproximadamente 4-5% 

dos casos, em pacientes com mais de 55 anos de idade, e de 26 a 33% em 2 anos (Omuro & 

deAngelis 2013, Witthayanuwat et al. 2018). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) classificou, em 2016, o GBM como uma 

neoplasia de grau 4 com alta taxa de diferenciação astrocítica, atipias nucleares, alta taxa de 

angiogênese e necrose e, com isso, alta demanda de nutrientes e de oxigênio (Komori 2017). 

Embora de início os tumores de SNC fossem diagnosticados baseando-se em características 

histológicas (Baily & Cushing 1927), recentes descobertas demonstraram que alterações 

genéticas e epigenéticas são importantes eventos na determinação das características 

fenotípicas, prognóstico e estratégias terapêuticas desses tumores. 

Além de disfunções metabólicas, células de GBM apresentam alterações epigenéticas 

importantes, e a combinação desses dois fatores é um ponto crítico na origem, agressividade e 

resposta terapêutica desse tipo de tumor. Em 1956, Otto Warburg deu nome ao termo “efeito 

Warburg”, também chamado de glicólise aeróbica, ao revelar que as células cancerígenas 

metabolizavam glicose através da fermentação, mesmo em ambientes ricos em oxigênio, 

através de transportadores de glicose GlUT1-4 e grupos de enzimas glicolíticas, como a classe 

das HKs, GAPDH, GLAM, ENO1, PKM2 e LDHA. O padrão de metilação dos genes 

codificadores dessas enzimas estão alterados no GBM. Enquanto o intron 1 dos genes 

glicolíticos PKM2 e HK2 frequentemente esteja hipometilado, as regiões promotoras dos genes 

GLAM, ENO1, GAPDH, HK3 e LDHA encontram-se hipermetiladas em GBM que possuem 
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mutação no gene codificador da enzima isocitrato desidrogenase 1 (IDH1), a qual catalisa a 

descarboxilação do isocitrato em alfa-cetoglutarato durante o ciclo de Krebs, demonstrando 

pois a estreita relação entre a glicólise e o perfil epigenético deste tipo de tumor (de Almeida 

Sassi et al. 2012, Venneti & Thompson 2012, Chen et al. 2017, Dong & Cui 2019). 

Modificações em histonas também são frequentes em células de GBM. Mutações com ganho 

de função no gene IDH1 causam aumento nos níveis do onco-metabólito 2-hidroxiglutarato (2-

HG) e levam à interrupção da metilação dos resíduos de lisina K27 e K36 da histona H3. Além 

disso, mutações no gene H3F3A, que codifica a histona variante H3.3, também estão associadas 

a um padrão de metilação distinto que leva à desregulação da expressão gênica em células de 

GBM (Sturm et al. 2012, Bender et al. 2013). 

5.3. Células U-251MG como modelo de estudo de GBM 

 Nas últimas décadas, muitos modelos celulares provenientes de GBM foram descritos 

e vêm sendo utilizados a fim de mimetizar o ambiente natural deste tipo de tumor e fornecer 

mais informações sobre sua origem, agressividade e progressão, na tentativa de se obter novas 

possibilidades terapêuticas. A escolha de um modelo celular deve levar em consideração 

mecanismos genéticos e celulares envolvidos no GBM. Jacobs e colegas, em 2011, 

descreveram alguns dos modelos mais utilizados nos estudos envolvendo esse tipo de tumor. 

 A linhagem celular de glioma maligno U-251MG foi estabelecida há quase 50 anos em 

um laboratório na Upsalla, Suécia, a partir do tumor de um homem de 75 anos (Westermark et 

al. 1973, Ponten & Westermark 1975). Esta linhagem possui características histológicas, 

imuno-histoquímicas e genéticas que mais se assemelham ao GBM humano (Jacobs et al. 

2011). A partir de resultados de hibridização genômica comparativa de alta resolução (aCGH), 

técnica importante que identifica os perfis genéticos mais comuns nos diferentes tipos de 

câncer, subclones de U-251 foram caracterizados e revelaram um acúmulo de alterações 

genéticas, amplificações e deleções gênicas, além de diferenças na ploidia de cada um, em 

comparação à linhagem original U-251MG coletada de células congeladas em Uppsala em 

1969, com número médio de 66 cromossomos. Deste modo, cada subclone possui 

características fenotípicas distintas (morfologia e expressão de marcadores de superfície 

celular, taxa de crescimento alterada) e, consequentemente, respostas adversas a agentes 

terapêuticos. Essas alterações genéticas se acumulam durante uma cultura prolongada, e 

subculturas de longo prazo perdem parte da assinatura genética típica de GBM, mostrando a 
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relevância de se utilizar linhagens celulares bem estabelecidas e com baixo número de 

subculturas (Torsvik et al. 2014). 

5.4. Modulação epigenética através de drogas 

Por serem reversíveis e exercerem um papel importante na modulação da expressão 

genica através da remodelação cromatinica, as alterações epigenéticas tem sido alvo de intensos 

estudos envolvendo o uso de compostos químicos, conhecidos como epidrogas, e que atuam 

principalmente inibindo a ação das DNMTs e HDACs, enzimas necessárias para a manutenção 

e estabelecimento de modificações epigenéticas, sendo consideradas estratégias terapêuticas 

importantes no combate a inúmeras doenças (Rodríguez-Paredes & Esteller 2011). 

O ácido valpróico (VPA), ou ácido 2-n-propilpentanoico, é um composto aprovado pela 

US Food and Drug Administration (FDA) e já estabelecido no tratamento de crises epilépticas, 

transtornos bipolares e enxaqueca (Lagace et al. 2004, Frazee & Foraker 2008, Silva et al. 

2008). Sintetizado por Burton em 1882, consiste em um ácido graxo ramificado de cadeia curta 

de apenas oito carbonos (Burton 1882) (Figura 1A), e age inibindo o neurotransmissor ácido 

gama-aminobutírico (GABA) e bloqueando canais de sódio e de cálcio do tipo T (Perucca 

2002, Chateauvieux et al. 2020). Em 1997, Cinatl e colegas descreveram os efeitos do VPA 

contra células tumorais, como inibidor de HDACs (HDACi), favorecendo a acetilação das 

histonas H3 e H4 e, consequentemente, afetando a transcrição gênica através da remodelação 

cromatínica (Kramer et al. 2003, Sami et al. 2008). Estudos relatam que concentrações 

terapêuticas de VPA (0,3 – 0,7 mM) induzem parada do ciclo celular, diferenciação celular, e 

morte celular em vários tipos de células tumorais, incluindo glioblastomas (Göttlicher et al. 

2001, Phiel et al. 2001, Yagi et al. 2010, Ryu et al. 2012, Han et al. 2013, Riva et al. 2014, 

Zhou et al. 2014, Sanaei & Kavoosi 2022), além de induzir acetilação da histona H4 (Das et al. 

2007). Esta epidroga também está envolvida no processo de demetilação do DNA e de histonas, 

causando remodelação cromatínica e, consequentemente, alterando a expressão gênica em 

diversos outros tipos celulares (Detich et al. 2003, Milutinovic et al. 2007, Veronezi et al. 2017, 

Rocha et al. 2019, Mello 2021, Rocha et al. 2023). Diversas linhagens celulares de 

glioblastomas demonstraram alteração no padrão de metilação de diversos genes após o 

tratamento com VPA, muitos dos quais passando de um estado metilado para um demetilado 

(Riva et al. 2016). 

Outra epidroga bastante conhecida e também aprovada pela FDA é a 5-aza-2’-

desoxicitidina (5-aza-CdR) (Figura 1B), sintetizada primeiramente por Sorm e colegas (1964). 
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É um agente clássico de demetilação do DNA, que atua através da sua ligação a DNMT1 na 

via ativa do processo de metilação durante a replicação, causando perda da atividade catalítica 

desta enzima (Ghoshal et al. 2005), mas também de forma passiva, independente da replicação, 

através das proteínas TETs, causando alterações significativas nos níveis dos intermediários de 

5mC (Sajadian et al. 2015, Manzoni 2016, Veronezi et al. 2017, Rocha et al. 2019). Esta droga 

está envolvida na reativação de genes supressores de tumores, reguladores de ciclo celular e 

naqueles envolvidos no reparo do DNA, muitos dos quais estão silenciados pela metilação em 

regiões promotoras, sendo uma alternativa terapêutica no tratamento de muitos tipos de 

tumores (Liu et al. 2001, Yan et al. 2005, Datta et al. 2009, Christman 2012, Chu et al. 2012, 

Kim et al. 2016). 

 
Figura 01. Fórmulas estruturais do VPA (A) e da 5-aza-CdR (B). 

 

Apesar do conhecimento acima relatado, estudos adicionais são ainda necessários para 

compreender melhor a atuação destas drogas, sob diferentes concentrações, nos padrões 

epigenéticos de diferentes modelos, fornecendo uma base mais sólida sobre seus efeitos na 

organização cromatínica, e para atingir melhor compreensão sobre o potencial terapêutico no 

tratamento de diversas doenças. 
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6. Objetivos 

 

1 – Comprovar a ação do VPA em diferentes concentrações e por diferentes tempos de 

tratamento sobre as HDACs e a acetilação da histona H3 na linhagem celular de glioblastoma 

humano U-251MG. 

 

2 - Avaliar o efeito do VPA sobre a metilação global de DNA que se encontra aumentada nas 

células U-251MG, tendo como controle positivo deste processo a 5-aza-CdR. 

 

3 – Avaliar se em associação aos efeitos sobre marcas epigenéticas induzidos pelo VPA em 

células U-251MG ocorreria remodelação da cromatina de núcleos interfásicos avaliada por 

análise de imagem. 
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7. Materiais e Métodos 

7. 1. Linhagem celular e condições de crescimento 

Células da linhagem glioblastoma astrocitoma humano U-251MG foram adquiridas da 

European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC) (ECACC 09063001) e 

cultivadas em meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma-Aldrich®, St. Louis, 

EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Nutrilab, Campinas, Brasil), e 

penicilina-estreptomicina a 1% (Sigma-Aldrich®, 100 IU/mL e 100 μg/mL, respectivamente), 

e mantidas a 37ºC com 5% de CO2 em atmosfera úmida. 

7. 2. Sincronização do ciclo celular 

O tempo de cultivo em lovastatina (Sigma®), droga utilizada para a sincronização do 

ciclo celular, e de sua concentração ideal para promover a parada de 70% ou mais das células 

U-251MG na fase G1 foram determinados após ensaios realizados a partir de adaptações dos 

protocolos propostos por Keyomarsi (1996), Jackman & O’Connor (1998), Chan et al. (2008), 

Javanmoghadam-Kamrani & Keyomarsi (2008), Ma & Poon (2011) e Lee et al. (2018), 

realizados em diversos tipos celulares. Foi monitorado através da citometria de fluxo, onde 

observou-se que a porcentagem de células sincronizadas não aumentava proporcionalmente 

conforme aumentava-se tanto a concentração da droga quanto o tempo de exposição das células 

a ela, optando-se então pela menor concentração testada, 10 µM, por 28 h. Este tempo foi 

definido com base em ensaios preliminares que apontam um tempo médio de duplicação desta 

linhagem celular de 27,8 h (Lee et al. 2015). 

As células U-251MG cultivadas em placas de 6 poços na concentração de 1,5 x 104 

células/mL por 24 h foram tratadas com lovastatina nas concentrações de 10, 20, 30, 40, 50 e 

60 μM e incubadas a 37°C com 5% de CO2 por 24, 28 e 48 h. Após, o meio foi aspirado e 

lavaram-se as células duas vezes com solução tampão fosfato (PBS), fixando-as durante 30 

min em etanol 70% a -20°C. Após repetidas lavagens com PBS, utilizou-se 10 μg/mL de iodeto 

de propídio (PI) (Sigma®) diluído em solução de Vindel (1 mM de Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM 

de NaCl, 0.1% de Triton X-100 e 10 μg/ml de RNase A) por 30 min a 37°C. O perfil do ciclo 

celular e conteúdo de DNA foi então avaliado através da técnica de citometria de fluxo, 

conforme proposto por Bártová et al. (2005), e realizado com o uso de um citômetro de fluxo 

FACS Canto II (BD Biosciences®, San José, Califórnia) equipado com o software BD FACS 

DivaTM no Laboratório Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciências da Vida 
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(LaCTAD) da Universidade Estadual de Campinas (Campinas, Brasil). A análise do ciclo 

celular foi feita através do software ModFit LTTM disponibilizado pelo Centro de Hematologia 

e Hemoterapia (Hemocentro), da Universidade Estadual de Campinas. 

7. 3. Tratamento com VPA e 5-aza-CdR 

Células U-251MG nas passagens de 14 a 28, sincronizadas previamente na fase G1 do 

ciclo celular, foram tratadas com valproato de sódio (VPA) (Sigma®) na concentração de 1 e 

10 mM por 4 e 24 h. Tratamento com 5-aza-2’-deoxicitidina (5-aza-CdR) (Sigma®), na 

concentração de 5 μM por 28 h, foi utilizado como controle positivo de demetilação de DNA. 

Todas essas condições foram comparadas a controles cultivados na ausência da droga. 

7.4. Viabilidade e citotoxicidade celular 

A avaliação de citotoxicidade induzida por cada tratamento foi realizada com testes de 

exclusão de MTT e azul de Tripan a partir de adaptações dos protocolos de Mosmann (1983), 

Denizot & Lang (1986) e Strober (2015). O teste MTT é um ensaio colorimétrico largamente 

usado em estudos de citotoxicidade para avaliar a sobrevivência celular em presença dos 

agentes testados. Consiste na redução do sal brometo de 3-4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-

diphenyl tetrazolium (MTT) pela enzima desidrogenase mitocondrial, levando à formação do 

produto azul formazan, cuja concentração é proporcional ao número de células vivas presentes 

na amostra. Já o ensaio com azul de Tripan é uma técnica que utiliza a exclusão do corante em 

células viáveis, ou seja, em células cuja membrana plasmática está íntegra, em comparação a 

células não viáveis, que ao perder a integridade da membrana não conseguem excluir o corante 

de seu interior e, portanto, são visualizadas ao microscópio de luz com coloração azul. Para o 

ensaio com MTT (Sigma®), as células foram cultivadas em placas de 96 poços na concentração 

de 1x105 células/mL em meio completo por 24 h. Após esse período, receberam seus devidos 

tratamentos, sendo eles controles na ausência da droga por 4, 24 e 28 h; VPA 1, 10 e 20 mM 

por 4 e 24 h, e 5-aza-CdR 5 μM por 28 h, além de lovastatina nas concentrações de 10, 20, 30 

e 40 μM por 28 e 48 h. Na sequência, os tratamentos foram interrompidos por inversão da placa 

e foram adicionados 100 μL de solução de MTT diluída em PBS em meio DMEM sem 

vermelho de fenol (Sigma®) com concentração final de 0,5 mg/mL. A placa foi então 

novamente incubada por 3 h a 37°C com 5% de CO2. Posteriormente, o MTT foi 

cuidadosamente removido e foram adicionados em cada poço 100 μL de dimetilsulfóxido 

(DMSO) (Sigma®). A placa foi agitada vagarosamente por 10 min a fim de garantir a 
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solubilização do azul de formazan. Por fim, realizou-se a leitura de absorbância de cada poço 

utilizando-se o espectrofotômetro MultiSkan Go (Thermo Fisher Scientific®, Helsinki, 

Finlândia), no comprimento de onda teste de 560 nm e no de referência de 690 nm (Rocha et 

al. 2021). A utilização da leitura de um comprimento de onda de referência (690 nm) é de 

grande importância, pois segundo Denizot & Lang (1986) quando este é subtraído da leitura da 

densidade óptica em 560 nm, ocorre a correção de artefatos como arranhões no fundo dos 

poços, uma vez que o formazan não é absorvido em 690 nm. 

Para o ensaio com azul de Tripan, as células foram cultivadas em placas de 6 poços na 

concentração de 1x105 células/mL em meio completo por 24 h. Após esse período, elas 

receberam seus devidos tratamentos, sendo eles controles na ausência da droga por 4, 24 e 28 

h; VPA 1, 10 e 20 mM por 4 e 24 h, e 5-aza-CdR 5 μM por 28 h. Na sequência, os tratamentos 

foram interrompidos, as células foram lavadas com PBS e, em cada poço, adicionou-se 500 μL 

de solução de tripsina-EDTA (Nutrilab®, Campinas, Brasil) de modo a proporcionar a 

desagregação celular. Em seguida, foi adicionado 1 mL de meio DMEM completo e realizada 

a contagem de células viáveis e não viáveis após a coloração com o azul de Tripan 0,4% em 

PBS (Sigma®), utilizando-se um hemocitômetro convencional. 

7. 5. Atividade de HDACs 

Para a análise da atividade das HDACs, foi utilizado o kit de Ensaio HDAC (Sigma®), 

seguindo-se as recomendações do fabricante. Extratos de células U-251MG sincronizadas em 

G1 e tratadas com VPA foram incubados em placas de 96 poços com o substrato da reação 

(peptídeo com resíduo de lisina acetilada ligado a um grupo fluorescente) por 30 min, seguida 

da adição do revelador que promove a quebra do substrato deacetilado pelas HDACs presentes 

nas amostras e consequentente liberação do grupo fluorescente. A fluorescência é diretamente 

proporcional à atividade de deacetilação e foi medida utilizando-se o espectrofotômetro 

MultiSkan Go (Thermo Fisher Scientific®), no comprimento de onda teste de 360 nm e no de 

referência de 460 nm. 

7. 6. Western Blotting 

Este procedimento foi utilizado para detecção do grau de acetilação da histona H3. Após 

cultivo celular, sincronização e tratamento com VPA, proteínas totais foram extraídas dos 

preparados usando o tampão RIPA (50 mM de Tris-HCl pH 8,0; 150 mM de NaCl; 1% de 

Triton X-100; 0,5% de deoxicolato de sódio; 0,1% de SDS; 1 mM de EDTA; 0,5 mM de EGTA 
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e 1 mM de PMSF) por pelo menos 30 min em gelo. A quantificação de proteínas de cada 

amostra foi feita utilizando-se o reagente de Bradford (Sigma®) conforme instruções do 

fabricante. 40 μg de proteína de cada preparado foram incubadas em tampão de amostra (0,06 

M de Tris-HCl pH 6,8, 2% de SDS, 10% de glicerol, 5% de β-mercaptoetanol, 0,025% de azul 

de bromofenol) por 5 min a 95°C para promover a desnaturação das proteínas e para que fossem 

submetidas à eletroforese vertical em SDS-PAGE com amperagem constante de 36 mA. Ao 

final deste procedimento realizou-se a transferência do gel de poliacrilamida a 17% para uma  

membrana de nitrocelulose (Applied Biosystem®, Waltham, Massachusetts) em amperagem 

fixa de 250 mA por 90 min. A membrana foi então incubada com a solução bloqueio de BSA 

a 5% em tampão TBST (0,01 M de Tris-HCl pH 8, 0,15 M de NaCl, 1% de Triton-X) por 2 h 

e, depois, com o anticorpo anti-H3 acetil (Millipore®, Billerica, USA) a 0,1 μg/μL em BSA 

3% overnight a 4°C. Por fim, após remoção do tampão contendo anticorpo primário e lavagens 

com TBST, a membrana foi novamente incubada por 2 h com anticorpo secundário conjugado 

com peroxidase, HRP (Millipore®, Billerica, USA). A revelação por quimioluminescência foi 

realizada com o kit ECL Detection Reagents (Amersham®, Pittsburgh, USA), de acordo com 

protocolo do fabricante, e detectada através do fotodocumentador Alliance 6,7 (UVITEC®, 

Cambridge, UK) no Centro de Pesquisa em Obesidade e Comorbidades (OCRC), da 

Universidade Estadual de Campinas. A mesma membrana foi posteriormente incubada com 

anticorpo anti-H4 (Abcam®, Cambridge, USA), atuando como um controle endógeno e de 

normalização de modo a garantir que as diversas marcações do anticorpo de interesse não 

acontecessem por conta de possíveis diferenças de concentração de proteínas entre as amostras. 

A análise dos resultados obtidos foi realizada através do software ImageJ (NIH®, Bethesda, 

USA). 

7.7. Imunofluorescência e ELISA 

O nível global nuclear de 5mC foi avaliado com ensaios de imunofluorescência e por 

ELISA. Para o ensaio de imunofluorescência, as células foram cultivadas em placas de 24 

poços sobre lamínulas de vidro redondas de 13 mm de diâmetro, na concentração de 1 x 104 

células/mL em DMEM suplementado por 24 h. Após sincronização e tratamento com VPA e 

5-aza-CdR, as células aderidas às lamínulas foram fixadas em metanol absoluto por 10 min a -

20 °C, lavadas em PBS e submetidas à hidrólise por 1 h em solução de HCl 2 M a 37°C, 

lavagens com solução tampão borato (ácido bórico 100 mM, NaCl 75 mM e tetraborato de 

sódio 25 mM, pH 8,5), e bloqueio com 1% de albumina de soro bovino (BSA) em PBS por 30 
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minutos. Foram então incubadas com anticorpo primário anti-5mC de camundongo (Sigma®, 

diluição 1:100) em solução de bloqueio overnight a 4°C no escuro, seguido por várias lavagens 

em PBS, incubação por mais 1 h no escuro com anticorpo secundário anti-mouse conjugado ao 

Alexa-Fluor 647 (Life Technologies®, Carlsbad, Califórnia, diluição 1: 250), e lavagens com 

PBS. Após a completa secagem dos preparados, foram eles montados com o meio específico 

para imunofluorescência Vectashield (Vector Laboratories®, Burlingame, California, USA) e 

analisadas em microscópio confocal Leica TCS SP5 II (Wetzlar®, Alemanha), no LaCTAD. 

As imagens foram capturadas para cada condição com parâmetros idênticos e analisadas 

posteriormente utilizando-se o software ImageJ (NIH®, Bethesda, EUA). 

Para a quantificação de 5mC por ELISA, as células foram cultivadas em placas de 6 

poços, na concentração de 1 x 105 células/mL por 24 h. Após sincronização e tratamento com 

as drogas, DNA genômico das amostras foi extraído usando-se o kit QIAamp DNA mini 

(Qiagen®, Hilden, Alemanha) e quantificado, usando o equipamento Nanodrop 2000 (Thermo 

Scientific®, Carlsbad, EUA), observando-se se a proporção nos comprimentos de ondas 

260/280 nm era no minimo 1,8 para cada amostra, o que é um indicativo de pureza da amostra. 

Por fim, 100 ng do DNA extraído de cada amostra foi utilizado no kit de ELISA para a 

quantificação de 5mC (Zymo®, Irvine, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. 

7.8. Fixação celular e citoquímica 

As células sincronizadas em G1, destinadas à análise de imagem, foram semeadas em 

placas de 24 poços contendo lamínulas de vidro redondas de 13 mm de diâmetro a uma 

concentração de 1x104 células/mL em meio completo durante 24 h, seguindo-se de tratamento 

com VPA a 1 mM e 10 mM, dissolvido em PBS e pré-preparado em DMEM suplementado 

com 1% de SFB. Tanto as células em tratamento quando os controles na ausência da droga 

foram cultivadas por 4 e 24 h. Células tratadas com 5 µM de 5-aza-CdR por 28 h, usando o 

mesmo tempo para o controle, foram utilizadas como um controle positivo de demetilação do 

DNA. Após os respectivos tempos de tratamento, as células aderidas às lamínulas de vidro 

foram fixadas em mistura de etanol absoluto-ácido acético glacial (3:1, v/v) durante 1 min, 

lavadas três vezes em etanol a 70% e secadas à temperatura ambiente. As preparações foram 

submetidas à reação de Feulgen específica para DNA (Mello & Vidal, 2017) utilizando-se 

hidrólise em HCl 4 M a 25ºC por 60 min, seguida por tratamento com reagente de Schiff por 

40 min, três banhos de 5 min cada em água sulfurosa e um banho em água destilada e secadas 
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à temperatura ambiente. Por fim, foram diafanizadas em xilol e montadas em bálsamo natural 

do Canadá (nD=1,54). 

7.9. Análise de imagem 

Imagens de duzentos núcleos corados com Feulgen, escolhidos aleatoriamente para 

cada condição experimental, foram obtidas em microscópio Axiophot (Carl Zeiss®, 

Oberkochen, Alemanha) acoplado a uma câmera de vídeo colorida Sony CCD IRIS/RGB 

Hyper HAD em interface com um computador pessoal, e utilizando-se o software Kontron 

KS400 (Eching, Munique, Alemanha). Os parâmetros obtidos por esta metodologia foram 

utilizados para descrever um perfil do estado da cromatina sob todas as condições testadas. As 

condições de operação utilizadas foram as seguintes: objetiva Neofluar 40/0,75, fator optovar 

2, condensador de 0,9 e luz de comprimento de onda igual a 546 nm, obtido com um filtro de 

interferência Schott. Dois valores limites determinaram qual intervalo de valores de cinza da 

imagem de entrada é retido ou excluído na saída da imagem. Valores limiares (valores de cinza) 

chamados Low (L) e High (H) foram determinados movendo-se as bordas no histograma de 

valores cinza, de modo que as imagens nucleares parecessem bem segmentadas umas das outras 

e do fundo (Vidal et al. 2006). No presente estudo, os limiares de L e H foram iguais a 0-27 e 

110-117, respectivamente. Nas condições operacionais usadas, 1 µm correspondia a 12,4 

pixels. O software forneceu informações quantitativas sobre 1) parâmetros geométricos, como 

área total nuclear (µm2), área de absorção nuclear (µm2), perímetro nuclear (µm) e razão Feret 

nuclear (Feret mínimo/Feret máximo, como uma indicação da forma nuclear); 2) parâmetros 

densitométricos, como o valor médio de cinza por núcleo (convertido subseqüentemente em 

absorbâncias ou densidade óptica, OD, e densidade óptica integrada, IOD); e 3) parâmetros 

texturais, como desvio padrão dos valores densitométricos totais por núcleo ou variabilidade 

de absorbância por núcleo (SDtd), entropia e energia nuclear. SDtd reflete a variabilidade no 

grau de empacotamento da cromatina por imagem corada com a reação de Feulgen (Mello et 

al. 2003, Vidal et al. 2006). A entropia foi definida como o número de bits necessários para 

armazenar os valores densitométricos por imagem nuclear ou a quantidade de variabilidade dos 

valores cinza por núcleo (Kontron Elektronic Imaging System 1995, Mello et al. 2009). Como 

mediu a complexidade de uma imagem (Barba et al. 1988), um alto valor de entropia para 

núcleos corados com Feulgen pode estar associado a um alto contraste entre cromatina 

condensada e não condensada, enquanto um valor de baixa entropia é um indicador de uma 

imagem com graus razoavelmente constantes (imagem mais homogênea) (Oberholzer et al. 
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1996, Mello et al. 2003, Vidal et al. 2006, Vidal et al. 2014). IOD, neste caso, reflete o conteúdo 

de Feulgen-DNA em unidades arbitrárias, e é obtido pelas absorbâncias multiplicadas pela área 

nuclear total. 

7.10. Análises estatísticas 

Os cálculos foram realizados usando-se o software Prism 5 (La Jolla®, Califórnia, 

EUA). A significância estatística considerada em todas as análises foi de P<0,05, sendo 

calculada por ANOVA e teste t de student quando as amostras apresentaram uma distribuição 

normal avaliada através do teste de Shapiro-Wilk, e pelo teste Mann-Whitney e Kruskal-Wallis 

para avaliar a significância estatística quando as amostras não seguiram uma distribuição 

normal. 
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8. Resultados 

8.1. Sensibilidade das células U-251MG aos tratamentos com VPA e 5-aza-CdR 

Os resultados obtidos com o ensaio MTT não indicaram alteração significativa da 

viabilidade e citotoxicidade celular para os tratamentos nos quais as células foram cultivadas 

em presença de VPA 1, 10 ou 20 mM por 4 h, ou de VPA 1 mM por 24 h, bem como em 

presença de 5-aza-CdR por 28 h (Figura 1). Porém, sob tratamentos mais drásticos e 

prolongados, como naqueles nos quais as células foram tratadas com VPA 10 e 20 mM por 24 

h, observou-se decréscimo na viabilidade celular (Figura 1). 

 
Figura 1. Viabilidade das células U-251MG determinada com ensaio MTT. Os dados 
representam as médias e erros padrão de experimentos independentes (n = 12 cada condição). 
*Diferenças significativas ao nível de P<0.05. 
 

No ensaio com azul de Tripan, porém, não houve indicação de alteração 

estatisticamente significante da viabilidade celular em todas as condições utilizadas (Figura 2).  

Para os ensaios subsequentes, optou-se por excluir o uso de VPA na concentração de 

20 mM, pela perda da viabilidade celular demonstrada com o teste de MTT. 

 



29 

 
Figura 2. Viabilidade das células U-251 determinada pelo ensaio com o uso do azul de 
Tripan. O tratamento das células com VPA seguiu um cultivo por 4 e 24 h. Os dados 
representam as médias e erros padrão de experimentos independentes (n = 3 cada condição).  

8.2. Sincronização do ciclo celular por citometria de fluxo e ensaio de viabilidade celular das 

células à lovastatina 

Células tratadas com lovastatina (LOV) exibiram morfologia celular característica, com 

alterações no tamanho e densidade celular, devido a alterações na expressão de componentes 

do citoesqueleto, como a F-actina (Kuzma-Kuzniarska et al., 2015) (Figura 3), e foram 

analisadas por de citometria de fluxo a fim de se averiguar qual concentração e tempo de ação 

desta droga seriam necessários para a parada de pelo menos 70% das células na fase G0/G1 do 

ciclo celular, conforme proposto na literatura (Keyomarsi, 1996). Observou-se que após 24 h 

de tratamento com esta droga, a porcentagem de células sincronizadas não atingia 70%. Ensaios 

preliminares apontam um tempo médio de duplicação desta linhagem celular de 27,8 h (Lee et 

al. 2015) e, de fato, após tratamento com LOV por 28 e 48 h houve um aumento significativo 

na porcentagem de células em G1, em comparação aos respectivos controles, mas não de forma 

dose-dependente, uma vez que aumentando-se a concentração dessa droga o número de células 

em G1 não aumentava proporcionalmente (Figura 4A). Após o tratamento das células com 

lovastatina e análise da distribuição do ciclo celular por citometria de fluxo (Figuras 4B e 4C) 

seguiu-se com o ensaio de viabilidade celular para verificar se alguma dessas concentrações 

teria efeito citotóxico. Os resultados mostraram que a droga alterou significativamente a 

viabilidade celular nas concentrações de 20, 30 e 40 µM por 28 h, assim como quando as células 

foram tratadas por um tempo maior em todas as concentrações analisadas (Figura 5). Foi então 
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definido o tratamento com LOV na concentração de 10 µM por 28 h para a sincronização das 

células U-251MG na fase G1 do ciclo celular. Estes resultados corroboram relatos prévios 

publicados para diversos outros tipos celulares (Jackman & O’Connor, 1998, Javanmoghadam-

Kamrani & Keyomarsi, 2008). 

 

 
Figura 3: Imagens de células U-251MG adquiridas em contraste de fase. (A) representa 
células na ausência da lovastatina e (B) representa células tratadas com 10 µM da droga por 28 
h. 
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Figura 4: Sincronização das células U-251MG por lovastatina avaliada por citometria de 
fluxo. (A) representa a porcentagem de células na fase G0/G1 em diferentes tempos de 
exposição à droga (24, 28 e 48 h), em seis concentrações crescentes, em comparação aos 
respectivos controles. (B) e (C) representam o perfil do ciclo celular em células controle e em 
células tratadas com 10 µM de LOV por 28 h, respectivamente. 
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Figura 5. Viabilidade das células U-251MG determinada com ensaio MTT. Os dados 
representam as médias e erros padrão de experimentos independentes. (n = 15 cada condição) 
*Diferenças significativas ao nível de P<0.05. 

8.3. Atividade de HDACs e acetilação de histona H3 

 O ensaio enzimático para atividade de HDACs revelou diminuição estatisticamente 

significante na atividade dessas enzimas após tratamento com VPA 1 e 10 mM por 4 h. Embora 

o tratamento por 24 h não tenha revelado alteração significativa em termos estatísticos, há uma 

tendência a decréscimo nessa atividade. Não houve alteração na atividade enzimática quando 

as células foram tratadas com 5-aza-CdR (Figura 6). 

 
Figura 6. Atividade relativa de HDACs em células U-251MG tratadas com VPA e 5-aza-
CdR. Os dados representam as medianas e erros padrão de experimentos independentes (n = 8 
em cada condição). *, diferenças significativas ao nível de P<0.05. 
 

Os ensaios de WB mostraram um aumento significativo nos níveis de acetilação da 

histona H3 em todas as condições em que as células foram tratadas com VPA, sendo que este 

aumento se revelou dose-dependente.  Não houve alteração significativa nos níveis de 

acetilação de H3 com o tratamento por 5-aza-CdR (Figura 7). 
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Figura 7. Acetilação da histona H3 em células U-251MG tratadas com VPA e 5-aza-CdR. 
(A) representa um exemplo de blot com a histona H4 sendo utilizada como controle endógeno 
e normalizador dos níveis de H3ac. (B) representa a acetilação relativa da histona H3 nas 
diferentes condições analisadas, comparadas entre si (n = 5 cada condição). *Diferenças 
significativas ao nível de P<0.05. 

8.4. Níveis de 5mC no DNA de células U-251MG tratadas com VPA e 5-aza-CdR 

Os níveis de 5mC, avaliados com ensaios imunofluorescência e ELISA, demonstraram 

haver uma diminuição na abundância de metilação global no DNA de células U-251MG 

quando tratadas com VPA e 5-aza-CdR nas condições experimentais utilizadas (Figura 8). A 

diminuição nos níveis de 5mC, apesar de presente, não foi estatisticamente significativa para 

tratamentos prolongados com o VPA através de ELISA, provavelmente pela limitação no 

número de testes realizados neste ensaio afetados por sua variabilidade. 5-aza-CdR confirmou-

se como agente clássico de demetilação do DNA (Ghoshal et al. 2005, Datta et al. 2009), 

diminuindo os níveis de 5mC nas células U-251MG tratadas com esta droga em ambos os 
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ensaios realizados. A análise visual das células obtida através de imunofluorescência também 

evidencia estes resultados (Figura 9).  

 

 
 
Figura 8. Níveis globais de 5mC em células U-251MG tratadas com VPA e 5-aza-CdR. 
Resultados obtidos com ELISA (A) e imunofluorescência (B). Os dados representam as médias 
e erros padrão de experimentos independentes para imunofluorescência (n = 80 cada condição) 
e ELISA (n = 6 cada condição). *Diferenças significativas ao nível de P<0.05. 
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Figura 9. Sinais de imunofluorescência para 5mC em células U-251MG tratadas com 
VPA e 5-aza-CdR. (A) Imagens nucleares das células tratadas com VPA por 4 e 24 h e por 5-
aza-CdR por 28 h. Os controles se referem ao cultivo na ausência da droga. As imagens são 
representativas de experimentos independentes (n = 80 cada condição). A barra das escalas 
corresponde a 10 µm. (B) Perfis obtidos com o software ImageJ representativos da intensidade 
de fluorescência ao longo de um eixo estabelecido na imagem de núcleos de células cultivadas 
na ausência das drogas (preto), nas células cultivadas na presença de VPA 1 mM (azul) e 10 
mM (vermelho) e de 5-aza-CdR (verde). 

8.5. Efeito do VPA e da 5-aza-CdR sobre a supraorganizaçao da cromatina de células U-

251MG interfásicas 

 Exemplos de imagens dos núcleos interfásicos das células submetidas à reação de 

Feulgen obtidas com fotomicroscópio Zeiss Axiophot 2 podem ser observados na Figura 10. A 

análise de imagem com sistema de vídeo permitiu o estabelecimento de dados relacionados a 

parâmetros geométricos, densitométricos e texturais.



36 

Figura 10. Células U-251MG submetidas à reação de Feulgen. A, D e G representam 
núcleos corados de células controle cultivadas na ausência das drogas, B e E, células tratadas 
com VPA 1 mM; C e F, células tratadas com VPA 10 mM; H, células tratadas com 5-aza-CdR 
5 µM. Barras de escala, 50 µm. 
 

Os dados referentes a parâmetros geométricos e densitométricos estudados neste 

trabalho estão apresentados na tabela 1. Em relação aos controles não tratados com VPA, 

demonstrou-se um aumento na área nuclear concomitante a uma diminuição em OD com o 

avanço do tempo de cultura (Figuras 11 e 12, Tabela 1). O tratamento das células com VPA 

por 4 h induziu elevada variabilidade nos valores de área nuclear, mas que, se comparados em 

termos de mediana com teste estatístico não paramétrico, indicaram aumento nesse item 

(Tabela 1). Em simultaneidade a esse evento, ocorreu diminuição em OD (Figuras 11 e 12, 

Tabela 1). Quando o tratamento com VPA se estendeu por 24 h, houve acentuado decréscimo 

em área nuclear, acompanhado por decréscimo em OD, ambos de maneira dose-dependente 

(Figuras 11 e 12, Tabela 1). Com o tratamento por 5-aza-CdR houve aumento na variabilidade 

dos valores de área nuclear e significativo decréscimo em OD (Figuras 11 e 12, Tabela 1). 
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Figura 11. Área nuclear (µm2) (A) e OD (B) de núcleos interfásicos de células U-251MG 
tratadas com VPA e 5-aza-CdR e submetidas à reação de Feulgen. Os dados representam 
as medianas e erros padrão de experimentos independentes. *, diferenças significativas ao nível 
de P<0.05 (teste de Mann-Whitney). 
 

 

Figura 12: Diagramas de dispersão mostrando a relação entre a densidade ótica (OD) e 
área nuclear de células U-251MG tratadas com VPA por 4 h (A), 24 h (B), e 5-aza-CdR 
por 28 h (C) e seus respectivos controles na ausência das drogas. Os dados referem-se à 
análise de 200 núcleos por tratamento. 

 

Os núcleos de células tratadas por 4 h com 10 mM de VPA e por 28 h com 5 µM de 5-

aza-CdR tiveram aumento significativo dos valores de razão Feret em relação aos controles 

não tratados, indicando alteração de forma nuclear para um corpo elipsóide menos alongado 

(Figura 13). 
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Figura 13. Razão Feret de núcleos interfásicos de células U-251MG submetidas à reação 
de Feulgen. Os dados representam as medianas e erros padrão de experimentos independentes. 
*Diferenças significativas ao nível de P<0.05 (teste de Mann-Whitney). 
 

O conteúdo Feulgen-DNA, representado pelo parâmetro IOD, não se mostrou alterado 

após tratamentos com VPA por 4 h e com 5-aza-CdR por 28 h, porém mostrou decrescido dose-

dependente após tratamento com VPA por 24 h (Tabela 1, Figura 14). A diminuição nos valores 

de Feulgen-DNA (IOD) com o tratamento por VPA por 24 h é nítida quando se examina a 

frequência desses valores deslocada para o lado esquerdo de seu gráfico de distribuição seja 

correlacionada com os respectivos valores de área nuclear ou de razão Feret (Figuras 15 e 16). 

 
Figura 14. Valores de IOD (Feulgen-DNA) *Diferenças significativas ao nível de P<0.05 
(teste de Mann-Whitney). 



39 

 
Figura 15: Diagramas de dispersão mostrando a relação entre a área nuclear (µm2) e os 
valores de Feulgen-DNA em unidades arbitrárias (A. U.) de células U-251MG tratadas 
com VPA por 4 h (A), 24 h (B), e 5-aza-CdR por 28 h (C) e seus respectivos controles na 
ausência das drogas. Os dados referem-se à análise de 200 núcleos por tratamento. 

 
Figura 16: Diagramas de dispersão mostrando a relação entre a razão Feret e os valores 
de Feulgen-DNA em unidades arbitrárias (A. U.) de células U-251MG tratadas com VPA 
por 4 h (A), 24 h (B), e 5-aza-CdR por 28 h (C) e seus respectivos controles na ausência 
das drogas. Os dados referem-se à análise de 200 núcleos por tratamento.
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Tabela 1. Parâmetros geométricos e densitométricos de células U-251MG tratadas com VPA e 5-aza-CdR e submetidas à reação de Feulgen. 

Tratamento Área Nuclear  
(µm2) Razão Feret                OD               IOD 

(unidades arbitrárias) 
Tempo 

(h) Droga Concentração 	X S Md X S Md X S Md X S Md 

4 

VPA 

(mM) 

zero 130,01 54,84 116,39a 0,6909 0,1167 0,6900a 0,554 0,053 0,556a 69,17 33,07 58,95 

1 155,31 80,04 124,83b 0,7067 0,1144 0,7100 0,475 0,047 0,460b 70,33 34,44 57,45 

10 152,96 103,06 127,31b 0,7239 0,1108 0,7300b 0,499 0,050 0,497c 72,43 50,83 59,33 

24 

zero 190,13 59,74 179,72a 0,6833 0,1205 0,6900 0,528 0,048 0,524a 99,70 31,24 92,89a 

1 182,37 72,63 160,60b 0,6886 0,1190 0,6900 0,499 0,060 0,499b 90,11 35,29 79,14b 

10 129,01 60,80 119,41c 0,6768 0,1201 0,6800 0,464 0,052 0,474c 58,77 31,28 49,30c 

28 
5-aza-CdR 

(µM) 

zero 141,97 50,82 139,47 0,6554 0,1068 0,6500ª 0,533 0,061 0,529a 73,31 35,39 70,83 

5 152,17 77,19 128,30 0,6846 0,1059 0,6900b 0,500 0,066 0,500b 74,76 36,09 68,25 

Letras diferentes significam diferenças significativas ao nível de P<0.05 (teste de Mann.Whitney); X, média aritmética; S, desvio padrão; Md, 
mediana. Os dados representam os resultados das análises de 200 núcleos interfásicos. 
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Os parâmetros texturais SDtd, entropia e energia, que refletem a heterogeneidade e 

complexidade de distribuição da estrutura cromatínica revelada com a reação de Feulgen, 

sofreram modificações significativas com a ação do VPA, porém não se alteraram com o 

tratamento pela 5-aza-CdR nas condições experimentais utilizadas (Tabela 2, Figuras 17 - 20). 

Tanto os valores de SDtd quanto os de entropia aumentaram após tratamento das células com 

VPA 10 mM por 4 h e decresceram quando esse tratamento se estendeu por 24 h (Tabela 2, 

Figuras 17 - 19). Houve decréscimo nos valores de SDtd, porém não nos de entropia, após 

tratamento das células com VPA 1 mM por 4 h, o que no caso de SDtd parece ter sido 

contribuído por pequena parte da população analisada (Figura 18). Os dados obtidos para o 

parâmetro energia nuclear foram em sua maioria inversamente proporcionais aos resultados de 

SDtd e entropia (Figuras 17 - 20). 

 

Tabela 2. Parâmetros texturais de células U-251 MG tratadas com VPA e 5-aza-CdR e 

submetidas à reação de Feulgen. 

Tratamento SDtd Entropia Energia 

Tempo 

(h) 
Droga Concentração X S Md X S Md X S Md 

4 

VPA 

(mM) 

zero 8,603 1,995 8,235a 5,126 0,359 5,100a 0,033 0,009 0,030a 

1 8,305 1,935 7,980b 5,079 0,374 5,055b 0,036 0,010 0,040b 

10 11,523 3,033 11,400c 5,431 0,364 5,460c 0,027 0,008 0,026c 

24 

zero 12,571 3,147 12,300a 5,630 0,316 5,635a 0,025 0,007 0,020a 

1 12,524 2,440 12,450b 5,574 0,274 5,590b 0,024 0,006 0,021b 

10 10,005 3,010 9,520c 5,223 0,393 5,230c 0,032 0,010 0,030c 

28 
5-aza-CdR 

(µM) 

zero 16,276 3,810 15,855 5,908 0,302 5,930 0,019 0,005 0,020 

5 15,847 3,241 15,490 5,884 0,273 5,910 0,019 0,005 0,020 

Letras diferentes significam diferenças significativas ao nível de P<0,05 (teste de Mann-
Whitney). X, média aritmética; S, desvio padrão; Md, mediana. Os dados representam os 
resultados das análises de 200 núcleos interfásicos. 
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Figura 17. Parâmetros texturais de núcleos interfásicos de células U-251 MG submetidas 
à reação de Feulgen. Acham-se representados dados de SDtd (A), entropia (B) e energia 
(C). Os dados representam as medianas e erros padrão de experimentos independentes. *, 
diferenças significativas ao nível de P<0.05 (teste de Mann-Whitney). 
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Figura 18: Diagramas de dispersão mostrando a relação entre o parâmetro textural SDtd 
e os valores de Feulgen-DNA em unidades arbitrarias (A. U.) de células U-251MG 
tratadas com VPA por 4 h (A), 24 h (B), e 5-aza-CdR por 28 h (C) e seus respectivos 
controles na ausência das drogas. Os dados referem-se a análise de 200 núcleos por 
tratamento 

 
Figura 19: Diagramas de dispersão mostrando a relação entre o parâmetro textural 
entropia e os valores de Feulgen-DNA em unidades arbitrárias (A. U.) de células U-
251MG tratadas com VPA por 4 h (A), 24 h (B), e 5-aza-CdR por 28 h (C) e seus 
respectivos controles na ausência das drogas. Os dados referem-se a análise de 200 núcleos 
por tratamento. 
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Figura 20: Diagramas de dispersão mostrando a relação entre o parâmetro textural 
energia e os valores de Feulgen-DNA em unidades arbitrárias (A. U.) de células U-251MG 
tratadas com VPA por 4 h (A), 24 h (B), e 5-aza-CdR por 28 h (C) e seus respectivos 
controles na ausência das drogas. Os dados referem-se a análise de 200 núcleos por 
tratamento.
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9. Discussão 
 

Neste estudo, buscou-se comprovar a ação do VPA em diferentes concentrações e por 

diferentes tempos de tratamento sobre a atividade de HDACs, a acetilação da histona H3, a 

metilação global de DNA e o estado estrutural da cromatina na linhagem celular de 

glioblastoma humano U-251MG. 

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram redução na atividade de HDACs, 

estatisticamente comprovada com o tratamento mais curto pelo VPA e com tendência de 

redução, embora não estatisticamente demonstrada, com o tratamento mais longo por essa 

droga. Tal redução, um efeito esperado frente ao tratamento com um inibidor de HDAC como 

o VPA, encontra suporte em relatos prévios para diversos tipos celulares incluindo células de 

glioblastoma (Kramer et al. 2003, Sami et al. 2008, Eckschlager et al. 2017, Sanaei & Kavoosi 

2022).  

Em simultaneidade à redução na atividade de HDACs, nossos dados demonstraram, nos 

vários tratamentos com VPA, a indução de acetilação de histonas, o que é um evento 

geralmente constatado em outros tipos celulares, conforme consta na literatura (Göttlicher et 

al. 2001, Phiel et al. 2001, Kramer et al. 2003, Sami et al. 2008, Yagi et al. 2010, Ryu et al. 

2012, Han et al. 2013, Riva et al. 2014, Zhou et al. 2014, Eckschlager et al. 2017, Mello 2021, 

Sanaei & Kavoosi 2022). No caso das células U-251MG, demonstramos que o VPA induz a 

acetilação da histona H3, havendo já o relato de que nessas células o VPA induz acetilação da 

histona H4 (Das et al. 2007). Como esperado, o tratamento com 5-aza-CdR não afetou nem a 

atividade de HDACs nem a acetilação da histona H3. 

Quanto ao estudo dos efeitos do VPA sobre a metilação do DNA em células de 

glioblastoma, deve-se salientar que nessas células tal marca epigenética acha-se intensificada 

em promotores de diversos genes tais como GLAM, ENO1, GAPDH, HK3 e LDHA (de 

Almeida Sassi et al. 2012, Venneti & Thompson 2012, Chen et al. 2017, Dong & Cui 2019) e 

que já existe o relato de que o VPA possa afetar esse cenário (Riva et al. 2016). 

Já é bem estabelecido o efeito do VPA sobre a metilação do DNA, promovendo, na 

maioria das vezes, diminuição desta marca epigenética em diversos tipos celulares, incluindo 

linhagens de glioblastomas, principalmente quando em associação com outras drogas (Detich 

et al. 2003, Tabolacci et al. 2008, Dong et al. 2010, Riva et al. 2016, Veronezi et al. 2017, 

Barciszewska et al. 2022). Após sincronização celular e tratamento com VPA, as células U-

251MG apresentaram diminuição nos níveis globais de 5mC para todas as condições 

analisadas, ainda que os resultados obtidos por ELISA não tenha sido estatisticamente 
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significativos para o tratamento mais prolongado com essa droga, fato que pode ser facilmente 

justificado pela limitação do kit em relação ao número de repetições possíveis de serem 

realizadas e também se levarmos em consideração que por 24 h a uma concentração de 10 mM 

o VPA diminui a viabilidade celular na linhagem considerada no estudo. Essa redução também 

foi visualizada através de imagens de imunofluorescência. Vale ressaltar também que o 

tratamento com a 5-aza-CdR também ocasionou as mesmas observações em todas as 

condições, efeito esperado por ser um agente demetilante do DNA (Ghoshal et al. 2015, Kim 

et al. 2016), que ao se ligar ao DNA reativa genes supressores de tumor que foram silenciados 

pela metilação do seu promotor. A demetilação do DNA por 5-aza-CdR em células U-251MG 

e a redução no tamanho de tumores induzidos por tais células tratadas com 5-aza-CdR foram 

já demonstradas (Chu et al. 2012). 

Trabalhos recentes de Barciszewska e colegas (2019, 2022) mostram que a 

hipometilação do DNA através da ação do VPA também ocorre através da formação de 

espécies reativas de oxigênio (ROS), em um mecanismo chamado demetilação oxidativa do 

DNA. Segundo eles, a formação de 8-oxo-dG fornece informações sobre o processo de 

metilação do DNA devido à reação do grupo metil de 5mC com ROS. Seus trabalhos com 

diferentes linhagens de glioblastoma tiveram resultados interessantes ao relacionar 

hipermetilação global do DNA quando as células foram submetidas a dosagens de VPA que 

variavam de 250 a 500 mM por 3 e 24 h, com uma diminuição concomitante dos níveis de 8-

oxo-dG (um marcador de dano oxidativo ao DNA). Este fato sugere indução de mecanismos 

de reparo do DNA, porém a exposição prolongada ao VPA (48 h) promoveu diminuição global 

dos níveis de 5mC (hipometilação) sem que houvesse alteração em 8-oxo-dG, o que está mais 

próximo dos achados encontrados no presente trabalho, ainda que não tenha sido mensurado 

os níveis deste marcador. Os níveis de ROS em células tumorais são mais altos que em células 

normais devido ao fato de terem maior atividade metabólica e disfunções relacionadas a ela, 

que afetam inclusive a sinalização celular, levando a uma maior atividade oncogênica, com 

maiores taxas de proliferação e metástase (Conti et al. 2010, Salazar-Ramiro et al. 2016), 

estando portando o cérebro muito mais suscetível aos efeitos nocivos das ROS devido ao seu 

alto metabolismo, consumo de oxigênio e baixa capacidade de regeneração celular. Seguindo 

este raciocínio pode-se sugerir que os resultados apresentados neste estudo, no que se refere a 

demetilação global do DNA através da ação do VPA em concentrações altas e com uma maior 

exposição, pode estar relacionado a uma maior instabilidade genômica devido a demetilação 

oxidativa do DNA, com a reação do grupo metil de 5mC com ROS, já comprovada em outro 

estudo (Barciszewska et al. 2019), porém estudos adicionais precisam ser realizados a fim de 
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se comprovar se nas condições deste estudo ocorreria aumento deste marcador de dano 

oxidativo ao DNA.  

Ao lado da indução de inibição da atividade de HDACs, acetilação da histona H3 e 

decréscimo nos valores globais de 5mC no DNA das células U-251MG pela ação do VPA, 

dados originais referentes ao estado estrutural da cromatina foram obtidos neste trabalho, com 

análise de imagem, em preparados submetidos à reação de Feulgen. Dentre os vários 

parâmetros estudados, saliente-se que o grau de empacotamento da cromatina por núcleo, 

identificado como SDtd e a entropia nuclear, definida em termos de número de bits necessários 

para armazenar valores densitométricos por imagem, segundo o software Kontron KS-400 

utilizado, indicaram que o tratamento por VPA tem o potencial de promover remodelação 

cromatínica nas células U-251MG. Isto não aconteceu quando essas células foram cultivadas 

em presença de 5-aza-CdR.  

Dado que os valores de SDtd e de entropia, que de início se mostraram aumentados com 

o tratamento mais curto (4 h) com VPA 10 mM, decresceram significativamente com o 

tratamento mais longo (24 h) com VPA na mesma concentração, admite-se ocorrer 

descondensação cromatínica. Uma vez que o tratamento com 5-aza-CdR não induz tal alteração 

na cromatina, sugere-se que o evento promovido por ação do VPA, e que poderia favorecer a 

expressão gênica, possa estar mais envolvido com a acetilação de histonas do que com a 

demetilação do DNA. A descompactação da cromatina gerada por ação do VPA pode levar 

regiões mais frouxas da cromatina a exercerem menor resistência à hidrólise ácida da reação 

de Feulgen, o que explicaria a redução nos valores Feulgen-DNA (IOD) e alteração em formas 

e tamanhos nucleares nas células cultivadas na presença de VPA 10 mM por 24 h. Tais 

resultados obtidos através da análise de imagem de núcleos interfásicos submetidos à reação 

de Feulgen estão em concordância com trabalhos prévios de nosso grupo, em outras linhagens 

celulares (Felisbino et al. 2011, 2014, Veronezi et al. 2017). 

 Quanto aos procedimentos metodológicos utilizados neste trabalho, verificou-se 

redução da viabilidade celular das células U-251MG aos tratamentos mais drásticos e 

prolongado com VPA (10 e 20 mM, 24 h), quando analisadas por teste de MTT, mas não houve 

as mesmas alterações através da análise por teste de exclusão com azul de tripan. Dessa 

maneira, como uma forma de comparação, optou-se por manter apenas as concentrações de 1 

e 10 mM de VPA, levando-se em consideração estudos anteriores que relatam indução da 

inibição da viabilidade e supressão da proliferação celular (Han et al. 2013, Tsai et al. 2013, 

Han et al 2020), porém deve-se ter cautela na interpretação dos dados obtidos nas 

concentrações e tempos de exposição consideradas citotóxicas para a linhagem celular utilizada 
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neste estudo. Para a 5-aza-CdR, droga utilizada como controle de demetilação do DNA, não 

houve diminuição da viabilidade celular na concentração de 5 µM por 28 h, corroborada com 

estudos anteriores que mostraram que tal diminuição ocorreria quando as células são tratadas 

com doses acima de 1 µM por um período mais longo (Palli et al. 2008).  

Ainda levando-se em consideração o efeito do VPA sobre a progressão do ciclo celular 

(Tsai et al. 2013, Rocha et al. 2019), a sincronização da fase celular fez-se necessária para obter 

populações de células em um mesmo momento celular, o que permitiu uma melhor 

interpretação dos resultados. O uso da lovastatina como uma ferramenta bioquímica nesse 

processo conseguiu promover a sincronização de cerca de 75% das células U-251MG em G1, 

sem trazer riscos de citotoxicidade, comprovada através do ensaio por MTT. O teste de 

citotoxicidade realizado é de suma importância, uma vez que esta droga pode induzir apoptose 

em alguns tipos celulares (Javanmoghadam-Kamrani & Keyomarsi 2008). 
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10. Conclusões 

 

1 – Houve aumento na acetilação da histona H3, decréscimo nos níveis globais de 5mC no 

DNA e remodelação cromatínica identificável por análise de imagem nas células de 

glioblastoma U-251MG cultivadas na presença de VPA na concentração de 1 e 10 mM pelo 

tempo de 24 h, que exibem redução na atividade de HDACs,  

 

2 - As células U-251MG sofrem hipometilação de DNA, porém não demonstram aumento na 

acetilação de histonas H3 nem alteração na supraorganização da cromatina, quando cultivadas 

na presença de 5-aza-CdR 5 µM por 28 h. 

 

3 - Admite-se que a descompactação cromatínica detectável pela ação do VPA nas células U-

251MG estaria mais envolvida com a indução de acetilação de histonas do que propriamente 

com a demetilação do DNA, comparando-se os resultados obtidos após cultivo das células U-

251MG em presença de VPA e de 5-aza-CdR. 

 

4 - Não há indução de citotoxicidade avaliada através do teste de MTT com o uso da lovastatina 

na concentração de 10 µM por um período de 28 h, para sincronização celular na fase G1 de 

células U-251MG. O mesmo ocorre com o uso da 5-aza-CdR na concentração de 5 µM, pelo 

mesmo tempo de exposição. 

 

5 - O VPA induz citotoxicidade nas células U-251MG na concentração de 10 µM pelo tempo 

de 24 h e, por isso, é importante avaliar e interpretar de maneira criteriosa os resultados obtidos 

nesta condição específica. 
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