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RESUMO 

 

Barros, A. S. M.  Efeitos da Interleucina-1β na plasticidade de neurônios 

diferenciados da linhagem de neuroblastoma humano SH-SY5Y. 87 p. Dissertação 

(Mestrado) - Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 

Ribeirão Preto, 2024. 

 

A neuroinflamação é um processo inflamatório que ocorre no Sistema Nervoso Central 

(SNC) frente à estímulos agressivos. Embora envolva uma via protetiva, o efeito gerado 

pode ser tóxico, visto que a neuroinflamação envolve a ativação de micróglias, o que pode 

acarretar o aumento da liberação de uma série de compostos potencialmente neurotóxicos, 

como a Interleucina-1β (IL-1β). Quando em níveis elevados e em quadros crônicos de 

neuroinflamação, tal interleucina torna-se excitotóxica. Nesse sentido, o Sistema 

Endocanabinoide (SECB) pode atuar como uma importante entidade neuroprotetora, 

capaz de impedir ou atrasar a perda neuronial ocasionada pela IL-1β. Estudos anteriores 

realizados em modelos animais demonstram que a IL-1β pode afetar componentes do 

SECB e da neuroplasticidade, trazendo à tona a importância de entender os efeitos desta 

citocina em modelos celulares humanos. A partir disso, foram investigados os efeitos da 

IL-1β (0.01, 0.1, 1, 10 ng/mL) na neuroplasticidade e nos componentes do SECB em 

células da linhagem SH-SY5Y diferenciadas em um fenótipo neuronial maduro. Os dados 

obtidos por meio da padronização do protocolo de diferenciação das células SH-SY5Y 

em neurônios maduros revelou que a diferenciação celular de 8 dias com ácido retinoico 

(AR, 10 µm) e com fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF, 50 ng/mL) ocasionou 

mudança morfológica, levando ao surgimento de um aspecto alongado dos neurônios e 

grandes extensões neuríticas. Além disso, o processo de diferenciação levou a uma maior 

expressão de βIII-tubulina, receptor D1 e Neuronal Nuclei (NeuN), assim como tornou 

as células diferenciadas mais sensíveis ao estímulo inflamatório lipopolissacarídeo (LPS, 

1, 10, 20, 40, 80, 160, 320 e 640 μg/mL). As células diferenciadas não apresentaram 

alterações na expressão de N-metil D-aspartato (NMDAR1) e Tirosina Hidroxilase (TH). 

Ainda, a exposição dos neurônios diferenciados à IL-1β não alterou a viabilidade celular. 

Em células diferenciadas, após aplicação de diferentes concentrações de IL-1β, não houve 

alterações na expressão de Tirosina Quinase B (TrKB) total e um perfil de aumento foi 

observado na expressão de sinaptofisina após aplicação de 0.01, 1 e 10 ng/mL de IL-1β. 

Além disso, as diferentes concentrações de IL-1β não modificaram a expressão de βIII-



  

 

tubulina e a quantidade de células. Outrossim, houve redução no comprimento dos 

neuritos primários após aplicação de 10 ng/mL de IL-1β. Também foi verificado uma 

redução na expressão de actina após aplicação de IL-1β (0.1 e 10 ng/mL) nas células. 

Ademais, o tratamento com a IL-1β (1 e 10 ng/mL) levou a um aumento significativo na 

expressão de receptor CB1, assim como 0.1 ng/mL da interleucina levou a uma redução 

na expressão de receptor vaniloide de potencial transitório tipo 1 (TRPV1). O tratamento 

com 0.1, 1 e 10 ng/mL de IL-1β levou a redução na expressão de hidrolase amida de 

ácidos graxos (FAAH) e a aplicação de 0.01, 0.1 e 1 ng/mL da interleucina reduziu a 

expressão de lipase monoacilglicerol (MAGL). Nossos resultados sugerem que as 

concentrações de IL-1β utilizadas podem estar acarretando um possível mecanismo de 

neuroproteção que envolve o SECB. Portanto, maiores investigações deverão ser 

realizadas para melhor entender os efeitos da IL-1β.  

 

Palavras-chave: Neuroinflamação; Neuroplasticidade; Endocanabinoides; IL-1β. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

ABSTRACT 

 

Barros, A. S. M.  Effects of Interleukin-1β on the plasticity of differentiated neurons 

from the human neuroblastoma lineage SH-SY5Y. 87 p. Dissertation (Master's) - 

Faculty of Medicine of Ribeirão Preto, University of São Paulo, Ribeirão Preto, 2024. 

 

Neuroinflammation is an inflammatory process that occurs in the Central Nervous System 

(CNS) when exposed to aggressive stimuli. Although it involves a protective pathway, 

the effect generated can be toxic, since neuroinflammation involves the activation of 

microglia, which can lead to increased release of a series of neurotoxic compounds, such 

as Interleukin-1β (IL-1β). When at high levels and in chronic cases of neuroinflammation, 

such interleukin becomes excitotoxic. In this sense, the Endocannabinoid System (ECS) 

can act as an important neuroprotective entity, capable of preventing or delaying neuronal 

loss caused by IL-1β. Previous studies carried out in animal models demonstrate that IL-

1β can affect components of the SECB and neuroplasticity, highlighting the importance 

of understanding the effects of this cytokine in human cellular models. From this, the 

effects of IL-1β (0.01, 0.1, 1, 10 ng/mL) on neuroplasticity and our SECB components in 

cells of the SH-SY5Y lineage differentiated into a mature neuronal phenotype were 

investigated. Data obtained through standardization of the differentiation protocol of SH-

SY5Y cells into mature neurons revealed that 8-day cell differentiation with retinoic acid 

(RA, 10 µm) and brain-derived neurotrophic factor (BDNF, 50 ng/mL) caused 

morphological changes, leading to the appearance of an elongated appearance of neurons 

and large neuritic extensions. Furthermore, the differentiation process led to a greater 

expression of βIII-tubulin, D1 receptor and Neuronal Nuclei (NeuN), as well as the 

differentiated cells becoming more sensitive to an inflammatory stimulus 

lipopolysaccharide (LPS, 1, 10, 20, 40, 80, 160, 320 and 640 μg/mL). The differentiated 

cells did not show changes in the expression of N-methyl D-aspartate (NMDAR1) and 

Tyrosine Hydroxylase (TH). Still, exposure of differentiated neurons to IL-1β did not 

alter cellular choices. In differentiated cells, after application of different concentrations 

of IL-1β, there were no changes in the expression of total Tyrosine Kinase B (TrKB) and 

an increase profile was presented in the expression of synaptophysin after application of 

0.01, 1 and 10 ng/mL of IL-1β. Furthermore, the different concentrations of IL-1β did not 

modify the expression of βIII-tubulin and the number of cells. Furthermore, there was a 

reduction in the length of primary neurites after application of 10 ng/mL of IL-1β. A 



  

 

reduction in actin expression was also observed after application of IL-1β (0.1 and 10 

ng/mL) to the cells. Furthermore, treatment with IL-1β (1 and 10 ng/mL) led to a 

significant increase in the expression of the CB1 receptor, just as 0.1 ng/mL of interleukin 

led to a reduction in the expression of the potential vanilloid receptor transient type 1 

(TRPV1). Treatment with 0.1, 1 and 10 ng/mL of IL-1β led to a reduction in the 

expression of fatty acid amide hydrolase (FAAH) and the application of 0.01, 0.1 and 1 

ng/mL of interleukin prevented the expression of monoacylglycerol lipase (MAGL). Our 

results suggest that the IL-1β concentrations used may be affecting a possible 

neuroprotection mechanism involving SECB. Therefore, further investigations should be 

carried out to better understand the effects of IL-1β. 

 

Keywords: Neuroinflammation; Neuroplasticity; Endocannabinoids; IL-1β. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Neuroinflamação: aspectos gerais 

 

A neuroinflamação consiste em um processo de defesa imunológica que ocorre no 

Sistema Nervoso Central (SNC), especificamente no cérebro e medula, em resposta à 

diversos estímulos agressivos, tais como infecções, lesões e doenças neurodegenerativas1.  

No entanto, apesar da tentativa de fornecer proteção e benefícios, uma reação inflamatória 

prolongada e exacerbada pode resultar em danos nos tecidos e contribuir para o 

desenvolvimento de patologias2.  

O processo de neuroinflamação envolve a ativação de células gliais, como as 

micróglias, que são células imunes residentes do SNC3. Em um contexto de homeostase, 

as micróglias geralmente se apresentam no estado ramificado e contribuem para a 

estabilidade do SNC, visto que tais células cooperam para a sobrevivência neuronial e 

sinaptogênese por meio da liberação de fatores anti-inflamatórios e neurotróficos, como 

o Fator de Crescimento Nervoso (Nerve Growth Factor-NGF)4,5. Além disso, as 

micróglias também estão envolvidas na “poda sináptica”, eliminando sinapses defeituosas 

do nervo lesionado para promover o restabelecimento de circuitos neurais maduros e 

eficientes6,7,8. 

Quando ativadas, as micróglias geralmente se transformam em células ameboides 

reativas, caracterizadas pela rápida produção e secreção de um amplo espectro de 

citocinas e outros mediadores imunológicos em resposta ao insulto9. A liberação 

acentuada dessas citocinas pró-inflamatórias, assim como a liberação de outros 

mediadores inflamatórios, como espécies reativas de oxigênio, pode levar a 

comprometimento neuroplástico e morte neuronial10.  

À vista disso, a neuroinflamação aparece como um pilar em várias doenças 

neurodegenerativas e transtornos de humor. A exemplo, estudos demonstram que a 

neuroinflamação crônica associada a Doença de Alzheimer (DA) impulsiona a perda 

sináptica/neuronial progressiva e o declínio cognitivo observado na doença, visto que o 

acúmulo anormal de proteínas no cérebro leva a ativação microglial11, o que 

consequentemente provoca a expressão de várias citocinas inflamatórias que ocasionam 

deterioração ou morte neuronial12. Nesse sentido, identificou-se que níveis elevados de 

citocinas inflamatórias no cérebro de um modelo murino de DA provocou a exacerbação 

da expressão de proteínas β-amiloide13. No que se refere a Doença de Parkinson (DP) 

verificou-se que o uso de um inibidor do Fator Nuclear de Transcrição Kappa B (Nuclear 
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Factor Kappa B/ NF-kB) reduziu a ativação microglial e os níveis de mediadores 

inflamatórios no hipocampo de um modelo murino de DP, além de reduzir disfunções 

motoras avaliadas pelo Teste da Barra Rotativa14. O NF-kB é um elemento chave para o 

desenvolvimento de neuroinflamação crônica, visto que sua atividade em micróglias leva 

a uma maior liberação de citocinas pró-inflamatórias15. 

Com relação a depressão, estudos clínicos indicam uma relação bidirecional entre 

neuroinflamação e o desenvolvimento da doença, haja vista que a mesma pode induzir 

processos neuroinflamatórios e a neuroinflamação pode provocar episódios 

depressivos16. Já foi exposto que pacientes com transtornos depressivos apresentam 

níveis elevados de citocinas pró-inflamatórias no sangue em comparação com os 

controles correspondentes17. Em modelos animais, foi observado que camundongos com 

comportamentos depressivos possuíam transcrição elevada de genes pró-inflamatórios 

nos tecidos do hipocampo18, assim como foi observado que a inativação microglial por 

meio do uso de minociclina levou a redução da neuroinflamação e atenuou a anedonia em 

um modelo murino de depressão19. 

Nessa perspectiva, sugere-se que a ativação microglial e a subsequente liberação 

exacerbada de citocinas pró-inflamatórias podem estar relacionadas ao desenvolvimento 

de inúmeras doenças neurológicas. Nesse sentido, julga-se relevante entender como a IL-

1β pode afetar os neurônios saudáveis, já que a mesma é uma das principais citocinas 

envolvidas em processos de plasticidade sináptica20, assim como também é um elemento 

relevante liberado no contexto da neuroinflamação21.  

 

1.2 Interleucina-1β  

 

A Interleucina-1β (IL-1β) faz parte da família de citocinas IL-1, que possui uma 

infinidade de atividades biológicas na imunidade e na inflamação22. Embora geralmente 

proteja o hospedeiro durante a infecção, a sinalização elevada de IL-1β impulsiona a 

patogênese de várias doenças inflamatórias23. Este cenário ocorre porque a interleucina 

em questão induz a produção de potentes moléculas inflamatórias no sistema periférico, 

tais como prostaglandinas, leucotrienos, fatores de ativação de plaquetas e outras 

citocinas24. 

Em condições não patológicas, a IL-1β atua em funções vitais do SNC, como 

mecanismos moleculares de plasticidade cerebral e em complexos processos afetivos, 

motivacionais e cognitivos25,26. Assim sendo, estudos observaram que existe influência 
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da IL-1β (10 ng/mL) na diferenciação neuronial de células corticais imaturas27. Além 

disso, há evidências da contribuição da IL-1β (0.1, 1 e 10 ng/mL) na migração de 

neurônios corticais durante o desenvolvimento cerebral de forma concentração-

dependente28. 

No SNC, a produção de IL-1β em micróglias inicia com o reconhecimento de 

Padrões Moleculares Associados a Patógenos (PAMPs) e Padrões Moleculares 

Associados a Danos (DAMPs). Os PAMPs e DAMPs se ligam aos receptores Toll-Like 

(TLRs) na superfície celular e induzem a atividade do Fator Nuclear de Transcrição 

Kappa B (NF-κB), que é translocado para o núcleo29. Este fator, por sua vez, contribui 

para a expressão de pró-IL-1β, assim como contribui para a expressão do receptor NLRP3 

(NOD-Like Receptor Protein 3), da proteína adaptadora ASC (Apoptosis-associated 

Speck-like protein Containing a CARD domain) e da enzima pró-caspase 130.  

Para que ocorra a oligomerização desses componentes supracitados, é necessário 

um segundo sinal, como a ativação do receptor P2X7 (Receptor Purinérgico 2 do tipo X7) 

por meio de ATP (Adenosina Trifosfato)31. Após essa ativação, ocorre efluxo de potássio, 

o que acarreta interação entre o NLRP3 e ASC, que por conseguinte recruta a pró-caspase 

1, formando o inflamassoma NLRP3. Em sequência, a pró-caspase 1 é ativada em caspase 

1, que catalisa o processo de transformação da pró-IL-1β em IL-1β, que enfim é liberada 

para o meio extracelular diretamente pela membrana plasmática ou por meio de vesículas 

(Figura 1)32. 

  



  

 
25 

Figura 1. Produção de IL-1β em micróglias. Adaptado de Place, 2018. Feito no Mind the graph. PAMPS- 

Padrões Moleculares Associados a Patógenos; DAMPS- Padrões Moleculares Associados a Danos; TLR- 

Toll Like Receptor; NFkB- Fator nuclear de transcrição kappa B; NLRP3- NOD-like receptor Protein 3; 

ASC- apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD domain; P2X7- receptor purinérgico 2 

do tipo X7; ATP- Adenosina Trifosfato. Autoria própria. 

 

Após liberação, a IL-1β pode influenciar a função neural através do seu receptor 

IL-1R, que é expresso de forma proeminente nos neurônios do giro denteado localizados 

no hipocampo33. O estímulo de IL-1R determina a ativação da proteína acessória do 

receptor IL-1 (IL- 1RAcP), que serve como co-receptor necessário para a transdução de 

sinal dos complexos IL-1β/IL-1R34. Esse co-receptor também é necessário para a ativação 

de IL-1R por outras citocinas pertencentes a família IL-135. Deste modo, o complexo 

trimérico IL-1β/IL-1R/IL-1RAcP gera fosforilação de moléculas no interior do neurônio 

e interfere em várias vias de sinalização, o que pode culminar em dano neuronial36.  

Em culturas primárias de neurônios hipocampais, a aplicação de IL-1β (50 ng/mL) 

aumentou a expressão de IL-1R e de IL-1RAcP, situação que potencializou a 

responsividade dos neurônios à IL-1β, com subsequente supressão da sinalização de 

fatores neurotróficos, como o BDNF37. Neste sentido, um crescente corpo de evidências 

indica que a plasticidade sináptica, aprendizagem e memória são vulneráveis ao 

desbalanço na liberação de IL-1β38,39. Estudos indicam que essa interleucina (3 ng/ml) 

pode reduzir a expressão de proteínas envolvidas na formação de sinapses, como PSD-95 

(Postsynaptic Density Protein-95) e sinaptofisinas, em uma cultura primária de neurônios 

corticais de rato40. Também foi observado no mesmo tipo celular que a aplicação de IL-

1β (10 ng/mL) pode prejudicar a sinalização desencadeada pela ligação do BDNF ao seu 

receptor Tirosina Quinase B (TrKB)41.  

Tais efeitos supracitados podem ser responsáveis pela redução na formação de 

prolongamentos neuríticos após o tratamento com uma concentração neurotóxica de IL-

1β (50 ng/mL) em uma cultura organotípica de neurônios hipocampais42. A presença e 

conservação desses prolongamentos é vital para a manutenção do LTP (Long-term 

Potentiation), que consiste em um aumento duradouro na eficácia sináptica fundamental 

para o processo de aprendizagem e formação de memória43. Ademais, verificou-se que 

uma alta concentração de IL-1β (50 ng/mL) é capaz de bloquear a indução de LTP 

hipocampal em uma cultura primária de ratos e camundongos44. 

Levando em conta o prejuízo que a IL-1β pode acarretar na função neuronial, 

alguns estudos demonstram a relação dessa citocina com diversas doenças neurológicas. 

Nesse sentido, há evidências de altos níveis de IL-1β no cérebro de pacientes com DA45,46. 



  

 
26 

Também já foi observado uma elevada expressão de IL-1β em cérebros post-mortem e 

líquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com Doença de Parkinson, o que culminou 

no prejuízo do desempenho de neurônios dopaminérgicos47. Ademais, níveis 

significativamente elevados de IL-1β foram detectados no soro de pacientes com 

Transtorno Bipolar durante episódios maníacos48. Além disso, a redução do volume da 

substância cinzenta cortical observada em cérebros post-mortem de pacientes com 

esquizofrenia foi associada a uma maior expressão de mRNAs de citocinas pró 

inflamatórias, em especial a IL-1β49.  

Altas doses de citocinas, em especial a IL-1β, geram descontrole na liberação e 

nos níveis de neurotransmissores no SNC, o que pode acarretar excitotoxicidade e 

hiperexcitação50. O desbalanço na liberação de neurotransmissores está associado a 

inúmeras disfunções neurais51, visto que investigações relatam níveis aumentados de 

glutamato no LCR de pacientes esquizofrênicos, não tratados, durante seus primeiros 

episódios de psicose52. No mesmo sentido, o desbalanço nos níveis de GABA e Glutamato 

mostrou-se uma causa básica de convulsões e epilepsias, uma vez que a microdiálise foi 

capaz de revelar a ocorrência de um aumento neurotóxico na liberação desse 

neurotransmissor no hipocampo de pacientes epiléticos durante episódios de convulsão53. 

Nessa perspectiva, evidências indicam que o Sistema Endocanabinoide (SECB) 

oferece uma função neuroprotetora, capaz de impedir e/ou atrasar o dano neuronial 

ocasionado pela IL-1β, visto que este sistema está ligado a modulação da plasticidade 

sináptica e a redução da excitotoxicidade54. 

 

1.3 Sistema Endocanabinoide  

 

O SECB compreende os receptores canabinoides, os endocanabinoides, as 

enzimas envolvidas no seu metabolismo e o seu transportador de membrana, além de todo 

o aparato bioquímico responsável por sintetizar essas substâncias e finalizar suas ações55. 

No SNC, a ativação dos receptores canabinoides leva a uma comunicação efetiva entre 

os neurônios, resultando na interferência em várias vias de sinalização e caracterizando o 

SECB como um sistema modulatório que atua na manutenção da homeostase sináptica56. 

A neuromodulação exercida pelo SECB depende da presença principalmente de 

dois endocanabinoides (ECBs): Anandamida (AEA) e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG). 

Ambos são mensageiros lipídicos derivados de componentes de membranas celulares e 

sintetizados sob demanda, sem armazenamento em vesículas57. A síntese de ECBs ocorre 
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nos neurônios pós-sinápticos como resposta a liberação de neurotransmissores 

provenientes de neurônios pré-sinápticos58. O subsequente influxo de cálcio ocasionado 

por esses neurotransmissores leva a ativação de fosfolipases na região pós-sináptica, que 

convertem os fosfolipídeos de membrana em ECBs59. Nesse sentido, a NAPE-PLD (N-

acilfosfatidiletanolamina Fosfolipase D) atua na produção de AEA e o DAGL 

(Diacilglicerol lipase) na sintese de 2-AG60. 

Após síntese e liberação, os ECBs ativam, por exemplo, receptores do tipo CB1 

(CB1r) que estão localizados predominantemente nos neurônios pré-sinápticos61. Os 

CB1r estão entre os receptores acoplados a proteína G mais abundantes do SNC e a sua 

ativação resulta em inibição da Adenilato Ciclase e diminuição dos níveis de AMPc 

(Adenosina 3',5'-Monofosfato Cíclico)62. Consequentemente, a ativação de CB1r gera 

inibição dos canais de Ca2+ dependentes de voltagem do tipo N e P/Q e estimulação de 

canais de K+, o que diminui o influxo de Ca2+ e aumenta o efluxo de K+ nos terminais 

axônicos do neurônio pré-sináptico63. Esse processo gera hiperpolarização neuronial e 

diminuição da liberação de neurotransmissores na fenda sináptica, caracterizando a 

modulação que controla os níveis, por exemplo, de GABA e glutamato64 (Figura 2). 
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Figura 2. Sistema Endocanabinoide no SNC. Adaptado de Sallaberry, 2018. Feito no Mind the graph. 

GABA- ácido gama-aminobutírico; CB1r- receptor CB1; TRPV1- Receptor Vaniloide de Potencial 

Transitório tipo 1; 2-AG- 2-araquidonoilglicerol; AEA- anandamida; MAGL- Lipase Monoacilglicerol; 

FAAH- Hidrolase Amida de Ácidos Graxos. Autoria própria.  

 

A ativação de CB1r promove, em geral, a neurogênese, contribuindo assim para o 

manejo da plasticidade sináptica65. A neuroplasticidade é descrita como a capacidade do 

SNC de reorganizar sua estrutura, função e conexões66, e nesse quesito, o Fator 

Neurotrófico Derivado do Cérebro (BDNF) se destaca ao induzir a ramificação neuronial 

e a formação de dendritos por meio da ativação do Receptor Tirosina Quinase B (TrKB)67. 

A deleção genética do CB1r mostrou promover uma diminuição na expressão do BDNF 

no hipocampo de camundongos68, enquanto que a indução da expressão de BDNF 

contribuiu para o efeito protetor do CB1r contra a excitotoxicidade induzida por ácido 

caínico em fatias do hipocampo de animais69. Ademais, experimentos com WIN55,212-

2, agonista de CB1r/CB2r, mostraram que houve neuroproteção contra a excitotoxicidade 

glutamatérgica em fatias de cérebro de ratos privados de oxigênio e glicose70. 

Além do CB1r, outro importante receptor do SECB é receptor CB2 (CB2r), sendo 

este também acoplado a uma proteína G71. Os CB2r estão localizados principalmente no 

sistema imune periférico, apesar de também estarem expressos nas micróglias72. A 

presença de CB2r em micróglias está envolvida no manejo da secreção de citocinas pró-

inflamatórias e no controle da capacidade fagocítica da célula, principalmente em um 

contexto neuroinflamatório73. 

No SNC, alguns ECBs também podem se acoplar a outros receptores além do CB1 

e CB2, como por exemplo, ao Receptor Vaniloide de Potencial Transitório tipo 1 

(TRPV1). Este receptor iônico é expresso principalmente, mas não exclusivamente, nos 

terminais nervosos pós-sinápticos e pode ser ativado por ligantes lipídicos endógenos, 

como a AEA74. Após ativação deste receptor, ocorre aumento do influxo de Ca2+ nos 

neurônios pós-sinápticos, o que leva ao aumento da liberação de neurotransmissores, 

especialmente de glutamato, levando a crer que a ativação de CB1r e de TRPV1 exerçam 

efeitos opostos75.  

Evidências crescentes sugerem que o TRPV1 pode mediar uma variedade de vias 

de reatividade glial e liberação de citocinas envolvidas na transmissão sináptica e 

plasticidade76, haja vista que o uso de um antagonista de TRPV1 reduziu a produção de 

IL-1β e estimulou a neurogênese no hipocampo de ratos idosos77. 

Outros importantes componentes do SECB são as enzimas metabolizadoras de 

ECBs. Tanto AEA e 2-AG são substratos para as enzimas Hidrolase Amida de Ácidos 
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Graxos (FAAH) e Lipase Monoacilglicerol (MAGL), respectivamente78. Estudos 

indicam que os mecanismos envolvidos na atividade de FAAH/MAGL regulam a 

plasticidade sináptica e neural, tendo em vista que o tratamento com inibidores dessas 

enzimas leva ao aumento dos níveis de BDNF e reduzem os níveis de citocinas pro-

inflamatórias no cérebro de roedores79. Evidências da literatura mostram que a inibição 

da FAAH é capaz de atenuar, por exemplo, comportamento tipo depressivo induzido em 

um modelo murino de dor neuropática, sendo que tais efeitos foram associados a melhoras 

nos parâmetros de plasticidade, como neurogênese hipocampal80.   

 

1.4 Relação entre o Sistema Endocanabinoide e a IL-1β 

 

Estudos que relacionam o SECB e a IL-1β demonstram que a interação entre esses 

dois sistemas é bidirecional, visto que a ativação de receptores canabinoides, como o 

CB1r, suprime as respostas inflamatórias através da atenuação de mediadores pró-

inflamatórios como a IL-1β, uma vez que verificou-se aumento na expressão de IL-1Ra 

(antagonista endógeno do receptor de IL-1) em uma cultura de neurônios corticais e 

células gliais primárias de camundongos81. Outro estudo apresenta que o uso de um 

agonista de receptores canabinoides, o WIN55,212-2, inibe a ativação de genes pró-

inflamatórios induzidos pela aplicação de IL-1β (10 ng/mL) em uma cultura de astrócitos 

primários humanos82, sugerindo que a manipulação do SECB pode ser uma estratégia 

promissora para interromper vias inflamatórias no SNC. 

Por outro lado, estudos demonstram que a IL-1β (30 ng/mL) possui ação inibitória 

sobre os CB1r que controlam a liberação de glutamato no corpo estriado de 

camundongos83. Ademais, foi observado que única injeção intracerebroventricular de IL-

1β (1,0 μg/kg) causou ansiedade em camundongos e anulou a sensibilidade de CB1r que 

controlam as sinapses GABA no corpo estriado84. Outrossim, pesquisas enfatizam que 

essa citocina (30 ng/mL) interfere em sinapses glutamatérgicas em fatias de cérebro de 

camundongos, ocasionando uma hiperexcitabilidade que é facilitada pelo TRPV185.  

Considerando as evidências científicas encontradas em estudos envolvendo 

diferentes modelos animais de que a IL-1β pode afetar a plasticidade neural e o SECB, 

existe uma necessidade de estudos voltados a entender os efeitos dessa citocina em 

modelos celulares humanos, particularmente em mecanismos de plasticidade, incluindo 

alterações do SECB. 
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1.5 SH-SY5Y como modelo in vitro para o estudo dos efeitos da Interleucina-1β 

no Sistema Endocanabinoide 

 

As evidências de que a IL-1β pode afetar a plasticidade neural e o SECB em 

diferentes modelos animais levanta a questão de como essa citocina pode afetar modelos 

celulares humanos. No entanto, neurônios humanos para estudos relacionados à 

neuroinflamação não são de fácil acesso e, por isso, células imortalizadas são utilizadas 

como alternativa na pesquisa básica86. Nesse sentido, a linhagem celular SH-SY5Y, 

imortalizada e proliferativa, é uma alternativa amplamente estabelecida para estudos em 

neurociência87.  

Em comparação com neurônios primários, o uso dessa linhagem oferece 

vantagens, como a capacidade de expansão em larga escala. Além disso, como são 

consideradas uma linhagem celular, não há preocupações éticas associadas88. Ademais, 

uma vez que as células SH-SY5Y são derivadas de humanos, elas expressam várias 

proteínas específicas de humanos e isoformas de proteínas que não estariam presentes em 

culturas primárias de roedores89. No estado proliferativo, tais células apresentam 

características de neurônios catecolaminérgicos, além de possuírem marcadores 

moleculares de neurônios imaturos, corpos celulares não polarizados e poucos 

prolongamentos neuríticos, geralmente curtos, apresentando também características 

tumorais90. Dessa forma, apesar de muitas vezes serem utilizadas no estado proliferativo, 

uma cultura de células SH-SY5Y pode ser diferenciada para perder características 

tumorais91,92 e apresentar fenótipo neuronial maduro.  

Existem vários métodos para induzir a diferenciação das células SH-SY5Y, sendo 

que um dos protocolos mais comuns e bem estabelecidos consiste no uso de ácido 

Retinoico (AR) adicionado ao meio de cultivo associado ao baixo teor de soro fetal 

bovino (SFB)93. O AR atua inibindo a proliferação celular, sincronizando o ciclo celular 

na fase G0 e induz o fenótipo de neurônio colinérgico94. No entanto, células diferenciadas 

apenas com AR podem desenvolver apenas parcialmente características de neurônios 

maduros95,85,90. Sendo assim, a combinação de AR com fatores neurotróficos, como o 

BDNF, desempenha um papel crucial na diferenciação de células SH-SY5Y em neurônios 

maduros. As células diferenciadas com AR e BDNF exibem, de forma acentuada, 

características sinápticas e transporte funcional de vesículas axonais, além de 

expressarem acentuadamente proteínas específicas do sistema nervoso, como NeuN 

(Neuronal Nuclei), βIII-tubulina e sinaptofisina90,95,96.  
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As células SH-SY5Y no estado proliferativo, não diferenciado, também 

expressam componentes do SECB, sendo que a expressão dos integrantes desse sistema 

já foi demonstrada a nível transcricional, translacional e funcional97. Análises feitas por 

Western Blotting, qRT-PCR (Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain 

Reaction) e imunofluorescência demonstram a presença dos principais elementos do 

SECB nessas células, incluindo CB1r, TRPV1, NAPE-PLD, FAAH, DAGL e MAGL97. 

Ademais, ensaios bioquímicos foram realizados para demonstrar a funcionalidade desses 

componentes, ratificando que as enzimas e receptores detectados eram todos funcionais97. 

Nessa perspectiva, o presente estudo utilizou neurônios diferenciados com AR e 

BDNF a partir da linhagem celular SH-SY5Y, para averiguar os efeitos da IL-1β em 

componentes neuroplásticos e do SECB em um modelo in vitro humano. 
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2 HIPÓTESE 

Levando em conta os diversos estudos que demonstram que a IL-1β pode 

prejudicar o SECB em animais e, portanto, afetar o efeito protetor desse sistema, a 

hipótese deste trabalho é que a aplicação de IL-1β poderia afetar negativamente a 

expressão do CB1r e facilitar a via do TRPV1 em células SH-SY5Y diferenciadas em um 

fenótipo neuronial maduro. Ao beneficiar o TRPV1, a IL-1β irá afetar outros 

componentes do SECB, influenciando na neuroplasticidade e na morfologia neuronial. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar o perfil de neurônios maduros obtidos após processo de diferenciação da 

linhagem celular de neuroblastoma SH-SY5Y e, então, avaliar os efeitos da IL-1β em 

componentes do SECB e na neuroplasticidade dos neurônios diferenciados. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Diferenciar neurônios da linhagem SH-SY5Y em um fenótipo maduro utilizando 

ácido retinoico e BDNF; 

 Avaliar a viabilidade celular dos neurônios diferenciados, após 24 horas da 

exposição à IL-1β; 

 Avaliar a expressão de componentes do SECB (CB1r, FAAH, MAGL e TRPV1) 

nos neurônios diferenciados, após 24 horas de exposição à IL-1β; 

 Avaliar mecanismos de plasticidade sináptica, por meio da quantificação de 

proteínas relacionadas à sinaptogênese (sinaptofisina e TrKB), nos neurônios 

diferenciados, após 24 horas da exposição à IL-1β; 

 Verificar possíveis alterações na morfologia de prolongamentos neuríticos dos 

neurônios diferenciados, após 24 horas da exposição à IL-1β. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Drogas 

 

Neste estudo utilizou-se a Interleucina-1β recombinante humana (IL-1β, NIBSC-

UK, #86/680) solubilizada em água ultrapura; o lipopolissacarídeo (LPS) de E. coli 

(Sigma, #L2630) solubilizado em tampão de fosfato de sódio (PBS- 0,1M; pH 7,4); o 

ácido retinoico (AR, abcam, #ab120728) solubilizado em etanol anidro; e o BDNF 

(Brain Derived Neural Factor, Sigma, #SRP3014) solubilizado em água ultrapura.  

4.2 Cultura de neurônios da linhagem SH-SY5Y e diferenciação celular em 

fenótipo maduro 

 

As células SH-SY5Y foram cultivadas em garrafas de cultura estéreis (75 cm2, 

Corning) com o meio de cultivo Dulbecco′s Modified Eagle′s (DMEM) High Glucose 

(Sigma, #12800-017), suplementado com 100 U/L de penicilina e 0,1 g/L de 

estreptomicina (Gibco, #15140-122) e 10 % (v/v) de soro fetal bovino (SFB) inativado 

por temperatura (Gibco, #12657-029). Esta composição de meio será citada daqui em 

diante como “DMEM completo”. As células foram mantidas à 37°C, com 5% de CO2, 

em incubadora (Thermo Scientific Heracell Vios 160i).  

O meio DMEM completo foi trocado a cada 2 dias e após atingir 80% de 

confluência, as células foram incubadas com 3 mL de tripsina-EDTA (0,25%) com fenol 

red (Gibco, #T4549), por 3 minutos à 37°C. Em seguida, adicionaram-se 4 mL de DMEM 

completo, para neutralização a ação da tripsina e, após isto, foram centrifugadas por 4 

minutos à 1.000 rpm. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o precipitado em 2 

mL de DMEM completo. A suspensão celular obtida foi quantificada por contagem em 

câmara de Neubauer, utilizando-se Trypan blue (Sigma, #RNBJ6948), conforme descrito 

por estudos correlatados98. Diluiu-se a suspensão em solução 0,4% de Trypan blue (m/v) 

na proporção 1:1 e contou-se as células viáveis, isto é, aquelas que não adquirem 

coloração azul, obtendo-se assim o volume da suspensão a ser plaqueado por poço em 

placas de 6, 24 ou 96 poços. Em seguida, a placa foi incubada por 24 horas para adesão 

das células. 

Após plaqueamento e adesão, a cultura celular foi diferenciada (figura 3) para a 

aquisição de um fenótipo neuronial maduro conforme metodologia previamente descrita 

por estudos correlatados89,90,99. Para tanto, utilizou-se meio DMEM High Glucose 

suplementado com 100 U/L de penicilina, 0,1 g/L de estreptomicina, 0,5% de SFB (v/v) 
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e 10 µM ácido retinoico (AR), sendo este meio aplicado no 1º e 3º dia do processo de 

diferenciação. No 5º e 7º dia do processo de diferenciação, retirou-se o meio e adicionou-

se novo meio DMEM suplementado com 10 μM de ácido retinoico e 50 ng/mL de BDNF.  

 

 

 
Figura 3. Delineamento experimental referente a diferenciação de neurônios da linhagem SH-SY5Y com 

AR e BDNF por 8 dias. AR: ácido retinoico; BDNF: fator neurotrófico derivado do cérebro. 

 

4.3 Análise da diferenciação de células SH-SY5Y em neurônios maduros 

 

Acompanhou-se a mudança fenotípica induzida pelo protocolo de diferenciação 

de células SH-SY5Y com AR e BDNF, comparando os níveis de expressão de proteínas 

marcadoras neuronais por Western Blotting (item 4.6). Além disso, foi verificado por 

meio de microscopia de campo claro (Primo Vert, Zeiss) se o protocolo de diferenciação 

poderia induzir mudança morfológica nas células. Também foi averiguado por meio de 

ensaio de viabilidade celular (item 4.5) se a aplicação de tal protocolo poderia induzir 

maior sensibilidade nas células SH-SY5Y e reduzir a resistência celular, que é 

característica do fenótipo cancerígeno. 

 

4.4 Tratamentos 

 

Após diferenciação, as células foram tratadas (na ausência de BDNF e AR), por 

24 horas, com IL-1β, junto ao meio de cultura, nas concentrações 0.01, 0.1, 1 e 10 ng/mL. 

As concentrações de IL-1β utilizadas são consistentes com a literatura 

relevante100,101,102,103. Para determinados experimentos, as células foram tratadas com 

LPS nas concentrações de 1, 10, 20, 40, 80, 160, 320 e 640 μg/mL por 24 horas. 

 

4.5 Ensaio de Viabilidade Celular 

 

Para avaliar a viabilidade celular dos neurônios após os tratamentos previamente 

descritos foi empregado o método colorimétrico de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il) 2,5-Difenil 
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Brometo de Tetrazoilium (MTT, abcam #ab146345). O princípio do ensaio é baseado na 

redução do MTT, um sal de tetrazólio amarelo, por meio da atividade metabólica celular. 

Essa redução origina cristais de formazan de cor roxa/azul e, portanto, quando há 

comprometimento na atividade metabólica das células, é observado uma redução na 

formação dessa coloração104 Cerca de 5 x 103 células foram semeadas por poço, na placa 

de 96 poços (Costar, #3596), juntamente com 100 μL de meio de cultura. Após 

diferenciação celular (item 4.2) e tratamento (item 4.4), cada poço da placa recebeu 10% 

de MTT (0,5 mg/mL) e a mesma foi incubada em estufa (5% de CO2
 e 37ᵒC) por 4 horas. 

Por fim, o sobrenadante dos poços foi substituído por 100 µL/poço de Dimetilsulfóxido 

(DMSO) para suspensão dos cristais de formazan e a absorbância das amostras foi medida 

através de um espectrofotômetro à 540 nm105. Calculou-se a viabilidade relativa à 

condição controle (100%), em que as células SH-SY5Y foram expostas apenas a meio de 

cultura. 

4.6 Western Blotting  

 

O Western Blotting (WB) foi realizado para quantificação do nível proteico das 

amostras após os tratamentos. Para este ensaio, 1,4x105 células foram semeadas por poço 

na placa de 6 poços (Nest, #1028b), juntamente com 1 mL de meio por poço. As placas 

foram mantidas em estufa úmida à 37ºC e 5% de CO2. Após diferenciação celular (item 

4.2) e tratamento (item 4.4), o meio de cultura foi completamente retirado e as células 

foram brevemente lavadas com PBS gelado. A seguir, foi realizado a lise celular com 

aplicação de tampão de lise, que continha tampão RIPA (Sigma #SLBT1336), 10 % de 

inibidor de protease (Sigma #P2714), 1% de inibidor de fosfatase (Sigma #P0044) e 

2mM de ortovanadato de sódio, associado a extração com auxílio de cell scraper. As 

amostras obtidas foram centrifugadas à 16.000G por 20 minutos à 4°C, afim de se coletar 

o sobrenadante rico em proteínas. As proteínas citoplasmáticas presentes no 

sobrenadante foram quantificadas pelo método de Bradford106. 

Posteriormente, as amostras foram diluídas em água milli-Q, e a elas adicionou-

se solução tampão de amostra Laemmli (Biorad #1610747) e 2-mecaptoethanol (Sigma 

#M3148). Após 5 minutos de aquecimento à 95°C para desnaturação proteica, 

aplicaram-se 40 μg de proteína total de cada amostra em gel de gradiente Tris-glicina de 

4-15 % ou 12 % de poliacrilamida (Biorad) para separação das proteínas de acordo com 

o peso molecular. A eletroforese foi realizada em solução tampão de corrida (Tris 
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25mM, Glicina 192mM, SDS 0,1 %), acompanhando-se a corrida com o padrão de peso 

molecular (Li-cor #D10525-01). 

 Logo após, o conteúdo proteico dos géis foi transferido para membranas de 

nitrocelulose por meio de um sistema semi-seco de transferência Trans-Blot (Turbo 

Transfer System- BioRad) a 25V, 1.0A, 30 minutos, em tampão de transferência (Tris 

25mM, Glicina 192mM, Metanol 20%). Após este processo, foi realizado o bloqueio de 

proteínas com solução de bloqueio (LI-COR, #220422) por 2 horas em temperatura 

ambiente e agitação suave constante. Em seguida, as membranas foram incubadas com 

anticorpos primários anti-Actina (1:1000,  #SC58673, Santa Cruz), anti-CB1r (1:500, 

#ab75165, Abcam), anti-βIII-Tubulina (1:1000, #MAB1195, RDSystem), anti-FAAH 

(1:500, #101600, Cayman), anti-D1 receptor (1:1000, #324390, Calbiochem), anti-

MAGL (1:500, #24701, Abcam), anti-NeuN (1:500, #mab377, Millipore), anti-

NMDAR1 (1:1000, # ab134308, Abcam), anti-sinaptofisina (1:500, #364065, Cell 

Signaling), anti-Tirosina hidroxilase (1:500, #657012, Calbiochem), anti-TRPV1 

(1:500, #ab203103, Abcam), anti-TrKB (1:1000, #AF1494, RD System) e anti-

GAPDH (1:1000, #SC-47724, Santa Cruz), overnight à 4°C e sob agitação constante. 

No dia seguinte, as membranas foram brevemente lavadas em solução de salina tris-

tamponada com 0,05% de Tween 20 (TBS-T) por 3 vezes de 5 minutos e incubadas com 

os respectivos anticorpos secundários fluorescentes (anti-rabbit, 1:5000, #926-68073, 

Li-cor; anti-mouse, 1:5000, #926-32212, Li-Cor e anti-goat, 1:5000, #926-68074, Li-

Cor) por 1 hora em temperatura ambiente e agitação constante. Posteriormente, as 

membranas foram lavadas em TBS-T por 3 vezes de 5 minutos e reveladas em um 

fotodocumentador de fluorescência (Odyssey DLx Imager, LI-COR). A densidade de 

bandas não-saturadas e preservadas foram quantificadas utilizando o software 

ImageStudio Lite. Os valores obtidos foram equalizados pela proteína endógena 

Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)107.  

4.7 Análises de prolongamentos neuríticos 

 

Após tratamento das células, a análise dos prolongamentos neuríticos foi 

realizada através de duas metodologias previamente descritas em estudos correlatados. 

Na primeira metodologia, 1,4x105 células foram semeadas por poço na placa de 6 poços, 

juntamente com 1mL de meio por poço. As placas foram mantidas em estufa úmida à 

37ºC e 5% de CO2. Após diferenciação celular (item 4.2) e tratamento (item 4.4), as 
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culturas tratadas foram examinadas por microscopia de campo claro (Floid Cell Imaging 

Station), onde foi averiguado a extensão dos prolongamentos neuríticos. Foram 

analisados 24 neuritos por n experimental usando uma lente objetiva de 20x.  Este 

experimento foi realizado em triplicata, totalizando 72 neuritos por grupo experimental. 

A medição dos neuritos dos neurônios foi feita de forma semiautomática com o plugin 

NeuronJ do FIJI (ImageJ, versão 1.04b)108,109. 

 

Figura 4. Medição dos neuritos dos neurônios por meio plugin NeuronJ do FIJI. Seta branca: neurito 

marcaçdo pelo programa para medição do comprimento. 

A segunda metodologia foi realizada por meio de imunofluorescência e, para 

tanto, 2,9x104 células foram cultivadas por poço, em placa de 24 poços (Costar #3525), 

juntamente com 300µL de meio de cultura por poço e mantidas em estufa úmida (37ºC 

à 5% de CO2). As células foram semeadas sobre lamínulas de vidro previamente tratadas 

com 0,1 mg/mL de poli-lisina D (Sigma-Aldrich, #P6407), durante 30 minutos. Após 

diferenciação celular (4.2) e tratamento (4.4), o meio foi retirado e as células foram 

brevemente lavadas com PBS, fixadas em paraformaldeído (PFA, 4%) por 10 minutos 
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e, novamente, lavadas em 3 banhos de PBS (5 minutos cada). Em seguida, as células 

foram permeabilizadas com Triton à 0,5% em solução de bloqueio por 15 minutos e 

lavadas em PBS (3 vezes de 5 minutos). Posteriormente, as lamínulas foram bloqueadas 

com solução de bloqueio (1% BSA + 0,1% Tween 20 em PBS), durante 30 minutos, em 

câmara úmida no escuro.  

Após este processo, as células foram incubadas com o anticorpo primário anti-β-

III Tubulina (1:1000, #2G10, Invitrogen), overnight, à 4°C no escuro e em câmara 

úmida. No dia seguinte, ocorreu lavagem das lamínulas com PBS e posterior adição de 

anticorpo secundário específico (anti-mouse, 1:2000, #1739919, Life technologies) e 

DAPI (Dicloridrato de 4',6-Diamidina-2'-fenilindol; 1:1000, #D9542, Sigma-Aldrich) 

diluídos em solução de bloqueio por 1 hora em temperatura ambiente. Ao término dessa 

etapa, as lamínulas foram lavadas em PBS e posicionadas em lâminas (Knittel Gläser) 

com meio de montagem (Prolong Diamond Antifade Mountant, Invitrogen, #P36970).  

As lâminas foram examinadas em microscópio de fluorescência (Leica DMI 

6000B) com uma objetiva de 40x e a avaliação dos prolongamentos neuríticos, assim 

como a quantificação de células, foi realizada pelo software ImageJ (versão 1.04b)110.   

4.8 Análise Estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 

(versão 9.0, 2020). Os dados coletados foram expressos como média ± erro padrão da 

média (EPM). Inicialmente foram realizados testes de normalidade e homogeneidade de 

variâncias. Os dados que passaram nesses testes foram analisados por meio de Teste T de 

Student ou ANOVA fatorial de uma via ou duas vias. O pós-testes Dunnett ou Sidak foram 

utilizados para revelar diferenças específicas em todos os testes. Os dados que não 

passaram nos testes de normalidade foram analisados por estatística não-paramétrica 

(Kruskal-Wallis). Além disso, os dados foram normalizados de acordo com o valor do 

veículo. O nível de significância estabelecido é de p < 0,05.  
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5. RESULTADOS 

5.1 Experimento 1: o processo de diferenciação com AR e BDNF alterou a 

morfologia das células SH-SY5Y. 

 

Por meio de microscopia de campo claro, foi possível verificar as mudanças 

morfológicas que ocorrem no decorrer da diferenciação celular de 8 dias com AR e BDNF 

(Figura 5). Inicialmente as células encontram-se em seu estado proliferativo, 

caracterizando um estágio imaturo do desenvolvimento neuronial (Figura 5a). Os 

tratamentos com AR promovem um aumento preliminar e alongamento das extensões 

neuríticas (Figura 5b-c). Após o primeiro tratamento com AR e BDNF, observa-se um 

processo de maturação mais avançado (Figura 5d), enquanto uma segunda adição desse 

tratamento promove uma morfologia mais alongada dos neurônios, grandes extensões 

neuríticas e complexas redes de ligação neuronial (Figura 5e). 

 
Figura 5. Imagens em campo claro de culturas de SH-SY5Y em diferentes estágios de diferenciação 

celular. Em a células no estado proliferativo. Em b e c células após o primeiro e segundo tratamento com 

AR (10 µM), respectivamente. Em d e e células após o primeiro e segundo tratamento com AR + BDNF 

(50 ng/mL), respectivamente. Lente com aumento de 20x. AR: ácido retinoico; BDNF: fator neurotrófico 

derivado do cérebro. Seta amarela: corpo celular dos neurônios; Seta branca: prolongamento neurítico. 
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5.2 Experimento 2: o processo de diferenciação das células SH-SY5Y com AR e 

BDNF aumentou a expressão de βIII-tubulina. 

 

No intuito de avaliar de forma molecular se o processo de diferenciação induz o 

crescimento de prolongamentos neuríticos em células SH-SY5Y, foi realizado WB para 

verificar a expressão de βIII-tubulina em células não-diferenciadas e diferenciadas por 8 

dias com AR e BDNF. Após realização de Teste T não pareado, é possível observar que 

houve um aumento significativo na expressão de βIII-tubulina (t= 13.99; df= 4; p= 

0.0002) em células diferenciadas (Figura 6). Ainda, foi realizada a imunofluorescência 

das células e pode ser visualizada a intensa expressão de βIII-tubulina em células 

diferenciadas (Figura 7). Foi utilizado DAPI para marcar o núcleo das células. 

 
 

Figura 6. Expressão de βIII-tubulina em células SH-SY5Y não-diferenciadas e diferenciadas com AR e 

BDNF por 8 dias. Em a, imagem representativa da imunorreatividade para a proteína avaliada por WB. Em 

b, representação quantitativa da expressão de βIII-tubulina. A proteína foi normalizada pelo GAPDH. Os 

dados são representados pela média ± EPM (n = 3 por grupo). Teste T de Student não pareado (T= 13.99, 

df= 4). *** p < 0,0003. AR: ácido retinoico; BDNF: fator neurotrófico derivado do cérebro; Dif.: células 

diferenciadas; GAPDH: Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase; Não dif.: células não diferenciadas; WB: 

Western Blotting. 
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Figura 7. Células SH-SY5Y diferenciadas por 8 dias com AR e BDNF, imunomarcadas com DAPI e βIII-

tubulina. Aumento de 63 x em microscopia confocal. DAPI: Dicloridrato de 4',6-Diamidina-2'-fenilindo; 

AR: ácido retinoico; BDNF: fator neurotrófico derivado do cérebro. 

 

5.3 Experimento 3: a redução da viabilidade celular induzida por LPS em células 

SH-SY5Y é acentuada após o processo de diferenciação celular. 

 

Para investigar se o processo de diferenciação modificou a resistência celular de 

neurônios SH-SY5Y, foi realizado MTT em células expostas ao LPS. O LPS é 

amplamente utilizado para modelar inflamação aguda em células SH-SY5Y, resultando 

em alteração da viabilidade celular111,112. Este experimento foi realizado nas seguintes 

condições: células não-diferenciadas ou diferenciadas por 8 dias com AR e BDNF. 

Neurônios não-diferenciados apresentaram queda de cerca de 26% na viabilidade celular 

apenas na concentração de 640 µg/mL (F8,99= 2,132; p< 0,0001; ANOVA de uma via 

seguido do teste post hoc de Dunnet) de LPS (Figura 8). 

Já as células diferenciadas por 8 dias demonstraram uma diminuição na 

viabilidade celular de cerca de 37% já na concentração de 320 µg/mL de LPS, e uma 

queda de cerca de 80% na concentração de 640 µg/mL de LPS (F8,96= 1,372; p< 0,0001; 

ANOVA de uma via) (Figura 9). O teste post hoc de Dunnett indicou diferença 

significativa entre o grupo veículo e a concentração de 320 µg/mL de LPS (p= 0,0015) e 

entre o grupo veículo e a concentração de 640 µg/mL de LPS (p< 0,0001). Para verificar 
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se houve interação entre o tratamento com LPS e o processo de diferenciação utilizado 

neste experimento, foi realizado a ANOVA de duas vias. Este último teste revelou 

interação entre os fatores (tratamento com LPS x diferenciação com AR e BDNF; F 8,195= 

10,15; p< 0,0001) e efeitos principais significativos (tratamento com LPS: F8,195= 29,90, 

p <0,0001; diferenciação com AR e BDNF: F1,195= 4,289, p= 0,0397) (Figura 10). 

  
Figura 8. Ensaio de Viabilidade Celular por meio de MTT em células SH-SY5Y não-diferenciadas tratadas 

por 24 horas com LPS.  Os dados são representados pela média ± EPM (n = 11-12 por grupo). Teste 

ANOVA de uma via entre o veículo e todas as concentrações de LPS, seguido de teste post hoc de Dunnett. 

**** p < 0,0001: diferença entre vei. e 640 µg/mL. AR: ácido retinoico; BDNF: fator neurotrófico derivado 

do cérebro; LPS: Lipopolissacarídeo de E. coli; MTT: 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il) 2,5-Difenil Brometo de 

Tetrazoilium; Vei.: Veículo. 
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Figura 9. Ensaio de Viabilidade Celular por meio de MTT em células SH-SY5Y diferenciadas e tratadas 

por 24 horas com LPS.  Os dados são representados pela média ± EPM (n= 11-12 por grupo). Teste ANOVA 

de uma via entre o veículo e todas as concentrações de LPS, seguido de teste post hoc de Dunnett. ** p < 

0,002: diferença entre vei. e 320 µg/mL; **** p < 0,0001: diferença entre vei. e 640 µg/mL. AR: ácido 

retinoico; BDNF: fator neurotrófico derivado do cérebro; LPS: Lipopolissacarídeo de E. coli; MTT: 3-

(4,5-Dimetiltiazol-2-il) 2,5-Difenil Brometo de Tetrazoilium; Vei.: Veículo. 

 

 
Figura 10. Ensaio de Viabilidade Celular por meio de MTT em células SH-SY5Y não-diferenciadas e em 

células diferenciadas, tratadas por 24 horas com LPS. Os dados são representados pela média ± EPM (n= 

11-12 por grupo). Teste ANOVA de duas vias, seguido de teste post hoc de Sídak. **** p < 0,0001: efeito 

de interação entre o tratamento com LPS e a diferenciação com AR e BDNF. Dados representados em log 

de base 2. LPS: Lipopolissacarídeo de E. coli. 
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5.4 Experimento 4:  o processo de diferenciação das células SH-SY5Y com AR e 

BDNF aumentou a expressão de receptor D1, mas não alterou a expressão de 

Tirosina Hidroxilase e receptor do tipo 1 do N-metil D-aspartato. 

 

Para investigar o fenótipo celular dos neurônios, foi verificada a expressão do 

receptor do tipo 1 do N-metil D-Aspartato (NMDAR1), da enzima Tirosina Hidroxilase 

(TH) e receptor D1 em células não-diferenciadas e diferenciadas por 8 dias com AR e 

BDNF por meio de WB. A expressão de receptores de NMDAR1 indica que a célula pode 

responder ao glutamato, o que pode levar a uma série de efeitos intracelulares, como a 

abertura de canais iônicos113. Já a expressão de TH indica que a célula pode estar 

envolvida na síntese de catecolaminas, como noradrenalina e dopamina114. A expressão 

de D1 em uma célula indica que a mesma pode responder a dopamina, que está envolvida 

na regulação de inúmeros papéis cruciais a nível celular, como o manejo da plasticidade 

sináptica115. 

Como demonstrado na Figura 11a-b, é possível verificar que após realização de 

Teste T não pareado não houve diferença significativa na expressão de NMDAR1 (t= 

2,004; df= 4; p= 0,1156) e TH (t= 0,4976; df= 4; p= 0,6449) entre os grupos. Na figura 

11c, é possível visualizar que houve um aumento significativo na expressão de receptor 

D1 (t= 5,412; df= 4; p= 0,0056) em células diferenciadas. 
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Figura 11. Expressão de NMDAR1, TH e D1 em células SH-SY5Y não-diferenciadas e diferenciadas com 

AR e BDNF por 8 dias. Em a, b e c, representação quantitativa da expressão de NMDAR1, TH e D1, 

respectivamente. Em d, imagem representativa da imunorreatividade para as proteínas avaliadas por WB. 

Todas as proteínas foram normalizadas pelo GAPDH. Os dados são representados pela média ± EPM (n = 

3 por grupo). Teste T de Student não pareado. ** p < 0,006: diferença na expressão de D1 entre células não 

diferenciadas e diferenciadas. AR: ácido retinoico; BDNF: fator neurotrófico derivado do cérebro; Dif.: 

células diferenciadas; GAPDH: Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase; Não dif.: células não 

diferenciadas; NMDA: N-metil D-Aspartato; TH: tirosina hidroxilase; WB: Western Blotting. 

 

5.5 Experimento 5:  o processo de diferenciação das células SH-SY5Y com AR e 

BDNF aumentou a expressão de Neuronal Nuclei. 

 

Para investigar se o processo de diferenciação celular foi eficiente e, portanto, 

capaz de gerar um fenótipo neuronial maduro nas células SH-SY5Y, foi avaliada a 

expressão do marcador de neurônios maduros Neuronal Nuclei (NeuN) por meio de WB 

em células não-diferenciadas e células diferenciadas por 8 dias com AR e BDNF. Após 

realização de Teste T não pareado, uma expressão significativamente maior de NeuN (t= 

3,123; df= 4; p= 0,0354) foi detectada em células SH-SY5Y diferenciadas por 8 dias 

(Figura 12). 
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Figura 12. Expressão de NeuN em células SH-SY5Y não-diferenciadas e diferenciadas com AR e BDNF 

por 8 dias. Em a imagem representativa da imunorreatividade para as proteínas avaliadas por WB. Em b, 

representação quantitativa da expressão de NeuN. A proteína foi normalizada pelo GAPDH. Os dados são 

expressos pela média ± EPM (n= 3 por grupo). Teste T de Student não pareado (t= 3,123; df= 4). * p < 

0,05. AR: ácido retinóico; BDNF: fator neurotrófico derivado do cérebro; Dif.: células diferenciadas; Não 

dif.: células não diferenciadas; NeuN: Neuronal Nuclei; WB: Western Blotting. 

 

5.6 Experimento 6: tratamento com IL-1β durante 24 horas não alterou 

viabilidade celular de células diferenciadas com AR e BDNF. 

 

Foi realizado MTT para verificar se a IL-1β afeta a viabilidade celular de 

neurônios diferenciados com AR e BDNF por 8 dias. Após realização de ANOVA de 

uma via, não foi detectada alteração (F4, 54= 3,508; p= 0,1003) na viabilidade celular em 

nenhuma das concentrações utilizadas (Figura 13). 

 
 

Figura 13. Ensaio de viabilidade celular por meio da técnica MTT em células SH-SY5Y diferenciadas com 

AR e BDNF e tratadas por 24 horas com IL-1β. Os dados são representados pela média ± EPM (n = 3 por 
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grupo). Teste ANOVA de uma via entre o veículo e todas as concentrações de IL-1β, seguido de teste post 

hoc de Dunnett (F4,54= 3,508; p= 0,1003). AR: ácido retinóico; BDNF: fator neurotrófico derivado do 

cérebro; Ctrl.: células controle; IL-1β: Interleucina-1β; MTT: 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il) 2,5-Difenil 

Brometo de Tetrazoilium; Vei.: veículo. 

 

5.7 Experimento 7: tratamento com IL-1β durante 24 horas não alterou a 

expressão de TrKB total e levou a uma tendência de aumento na expressão de 

sinaptofisina em células diferenciadas com AR e BDNF. 

 

Para verificar se a IL-1β poderia alterar a expressão de sinaptofisina e TrKB em 

células diferenciadas com AR e BDNF por 8 dias, potencialmente afetando a plasticidade 

destas células, foi realizado o WB e quantificação das proteínas. Por meio do ANOVA 

de uma via, é possível observar que não houve alteração significativa na expressão de 

SYP (F4,10= 0,3493; p= 0,0972) após tratamento com IL-1β. Porém, o teste post hoc de 

Dunnett revelou que houve tendência a aumento da expressão de SYP após tratamento 

com as seguintes concentrações de IL-1β: 0.01 ng/mL (p= 0,0598), 1 ng/mL (p= 0,0902) 

e 10 ng/mL (p= 0,0772) (Figura 14a). Não houve alteração de TrKB total (F4,10= 0,8782, 

p= 0,3530, ANOVA de uma via) (Figura 14b). 

 

 
 

Figura 14. Expressão de SYP e TrKB em células SH-SY5Y diferenciadas por 8 dias e tratadas com IL-1β. 

Em a e b, representação quantitativa da expressão de SYP, e TrKB, respectivamente. Em c, imagem 

representativa da imunorreatividade para as proteínas avaliadas por WB. Todas as proteínas foram 

normalizadas pelo GAPDH. Os dados são representados pela média ± EPM (n= 3 por grupo). Teste 
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ANOVA de uma via realizado entre o veículo e todas as concentrações de IL-1β, seguido de teste post hoc 

de Dunnett. IL-1β: Interleucina-1β; GAPDH: Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase; SYP: sinaptofisina; 

TrKB: receptor tirosina quinase B; Vei: veículo; WB: Western Blotting. 

 

5.8 Experimento 8: tratamento com IL-1β durante 24 horas não alterou a 

intensidade de fluorescência para a βIII-tubulina e o número de células 

diferenciadas com AR e BDNF. 

  

Para verificar se o tratamento com a IL-1β poderia alterar a morfologia neuronial, 

foi realizado imunofluorescência para marcação de βIII-tubulina e DAPI em células SH-

SY5Y diferenciadas com AR e BDNF por 8 dias e tratadas por 24 horas com IL-1β (figura 

15). Não foi encontrada diferença significativa na intensidade de fluorescência para a 

βIII-tubulina (F4,10= 0,4776, p= 0,919, ANOVA de uma via) (Figura 16), bem como 

alteração no número de células após o tratamento com as diferentes concentrações de IL-

1β (F4,10= 0,7415, p= 0,8303, ANOVA de uma via) (Figura 17). 
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Figura 15: Células SH-SY5Y diferenciadas por 8 dias com AR e BDNF e tratadas por 24 horas com IL-

1β, imunomarcadas com DAPI e βIII-tubulina. Em a, células tratadas apenas com o veículo. Em b, células 

tratadas com 0,01 ng/mL de IL-1β.  Em c, células tratadas com 0,1 ng/mL de IL-1β. Em d, células tratadas 

com 1 ng/mL de IL-1β. Em e, células tratadas com 10 ng/mL de IL-1β. Aumento de 40 x em microscopia 

confocal. IL-1β: Interleucina-1β; DAPI: Dicloridrato de 4',6-Diamidina-2'-fenilindo; AR: ácido retinoico; 

BDNF: fator neurotrófico derivado do cérebro. 
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Figura 16. Representação gráfica da intensidade de fluorescência para βIII-tubulina de células SH-SY5Y 

diferenciadas por 8 dias com AR e BDNF e tratadas por 24 horas com IL-1β. Os dados são representados 

pela média ± EPM (n= 3 por grupo). Teste ANOVA de uma via entre o veículo e todas as concentrações 

de IL-1β, seguido de teste post hoc de Dunnett. IL-1β: Interleucina-1β; DAPI: Dicloridrato de 4',6-

Diamidina-2'-fenilindol; Vei: veículo. 

 

 
 

Figura 17. Representação gráfica da quantificação de células após tratamento com diferentes dosagens de 

IL-1β. Os dados são representados pela média ± EPM (n= 3 por grupo). Teste ANOVA de uma via entre o 

veículo e todas as concentrações de IL-1β, seguido de teste post hoc de Dunnett. IL-1β: Interleucina-1β; 

DAPI: Dicloridrato de 4',6-Diamidina-2'-fenilindol; Vei: veículo. 
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5.9 Experimento 9: tratamento com IL-1β durante 24 horas reduziu o 

comprimento dos prolongamentos neuríticos primários de células diferenciadas com 

AR e BDNF. 

Para verificar se o tratamento com a IL-1β poderia alterar a morfologia neuronial, 

foi analisado o comprimento dos prologamentos neuríticos por meio de microscopia de 

campo claro após o tratamento com as diferentes concentrações de IL-1β (Figura 18). 

Houve uma redução significativa (H4= 13.13, p= 0,0106, teste de Kruskal-Wallis) no 

comprimento dos neuritos primários após a de IL-1β no meio de cultura da células. O 

teste post hoc de Dunn demonstrou que houve uma diferença significativa entre o grupo 

veículo e a concentração de 10 ng/mL de IL-1β (p= 0,0158) (Figura 19). 
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Figura 18. Imagens em campo claro de células SH-SY5Y diferenciadas por 8 dias e tratadas por 24 horas 

com IL-1β. Em a, células tratadas apenas com o veículo. Em b, células tratadas com 0,01 ng/mL de IL-1β.  

Em c, células tratadas com 0,1 ng/mL de IL-1β. Em d, células tratadas com 0,1 ng/mL de IL-1β. Em e, 

células tratadas com 10 ng/mL de IL-1β. Lente com aumento de 20x em microscopia de campo claro. IL-

1β: Interleucina-1β. Setas brancas: prolongamentos neuríticos. 

 

 
 

Figura 19. Comprimento dos neuritos primários de células SH-SY5Y diferenciadas por 8 dias e tratadas 

por 24 horas com IL-1β. Os dados são representados pela média ± EPM (n= 72 neuritos por grupo). Teste 

Kruskal-Wallis entre o veículo e todas as concentrações de IL-1β, seguido de teste post hoc de Dunn. * p < 

0,05: diferença entre o veículo e a concentração de 10 ng/mL de IL-1β. IL-1β: Interleucina-1β; Vei.: 

veículo. 

 

5.10 Experimento 10:  tratamento com IL-1β durante 24 horas reduziu a 

expressão de actina de células diferenciadas com AR e BDNF. 

 

No intuito de avaliar de forma molecular se as diferentes concentrações de IL-1β 

poderiam interferir na expressão de proteínas do citoesqueleto de neurônios, foi avaliado 

por meio de WB a expressão de Actina após aplicação de diferentes concentrações de IL-

1β. Na imagem 20b, é possível averiguar que houve uma redução significativa na 

expressão de Actina após aplicação de 0,1 e 10 ng/mL de IL-1β.  
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Figura 20. Expressão de Actina em células SH-SY5Y diferenciadas com AR e BDNF por 8 dias e tratadas 

com IL-1β. Em a imagem representativa da imunorreatividade para a proteína avaliada por WB. Em b, 

representação quantitativa da expressão de Actina. A proteína foi normalizada pelo GAPDH. Os dados são 

expressos pela média ± EPM (n= 3 por grupo). Teste ANOVA de uma via entre o veículo e todas as 

concentrações de IL-1β, seguido de teste post hoc de Dunnett. * p < 0,05: diferença entre o veículo e as 

concentrações de 0,01 e 10 ng/mL de IL-1β. IL-1β: Interleucina-1β; Vei: veículo; WB: Western Blotting. 
 

5.11 Experimento 11: tratamento com IL-1β durante 24 horas alterou a expressão 

de componentes do Sistema Endocanabinoide em células diferenciadas com AR e 

BDNF. 

 

Para verificar se o tratamento por 24 horas com IL-1β poderia alterar a expressão 

de componente do SECB em células diferenciadas com AR e BDNF por 8 dias, foi 

realizado o WB para avaliar expressão de CB1r, TRPV1, FAAH e MAGL. Um aumento 

significativo na expressão de CB1r foi detectado após o tratamento com IL-1β (F4,10= 

0,5710, p= 0,0061, ANOVA de uma via). O post hoc de Dunnett revelou que houve 

alteração significativa na expressão de CB1r após aplicação das seguintes concentrações 

de IL-1β: 1 ng/mL (p= 0,0064) e 10 ng/mL (p= 0,0206). Apenas uma tendência na 

expressão de CB1r foi observada após aplicação de 0,1 ng/mL de IL-1β (p= 0,0747) 

(Figura 21a). 
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Além disso, houve uma redução significativa na expressão de TRPV1 após 

tratamento com IL-1β (F4,10= 0,5575; p= 0,0630; ANOVA de uma via). O teste post hoc 

de Dunnett demonstrou que houve alteração significativa na expressão de TRPV1 após 

aplicação de 0,1 ng/mL de IL-1β (p= 0,0384) (Figura 21b).  

Ademais, foi observado redução significativa na expressão de MAGL após 

tratamento com IL-1β (F4,10= 0,3354, p= 0,0173, ANOVA de uma via). Essa alteração foi 

observada nas seguintes concentrações de IL-1β: 0.01 ng/mL (p= 0,0051), 0.1 ng/mL (p= 

0,0390) e 1 ng/mL (p= 0,049) (Figura 21c). Uma atenuação significativa na expressão de 

FAAH ocorreu após aplicação de IL-1β (F4,10= 0,7773; p= 0,0003; ANOVA de uma via) 

nas concentrações de 0.1 (p= 0,0054), 1 (p= 0,0058) e 10 ng/mL (p= 0,0009) (Figura 

21d). 
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Figura 21. Expressão de CB1r, TRPV1, FAAH e MAGL em células SH-SY5Y diferenciadas por 8 dias e 

tratadas com IL-1β. Em a, b, c e d, representação quantitativa da expressão de CB1r, TRPV1, MAGL e 

FAAH, respectivamente. Em e, imagem representativa da imunorreatividade para as proteínas avaliadas 

por WB. Todas as proteínas foram normalizadas pelo GAPDH. Os dados são representados pela média ± 

EPM (n= 3 por grupo). Teste ANOVA de uma via entre o veículo e todas as concentrações de IL-1β, 

seguido de teste post hoc de Dunnett. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. CB1r: receptor CB1; FAAH: 

Hidrolase Amida de Ácidos Graxos; GAPDH: Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase; IL-1β: Interleucina-

1β; MAGL: Monoacilglicerol Lipase; TRPV1: Receptor Vaniloide de Potencial Transitório tipo 1; Vei.: 

veículo; WB: Western Blotting. 
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6 DISCUSSÃO 

Diante dos resultados obtidos até o momento, observamos que o protocolo de 

diferenciação utilizado neste estudo foi capaz de modificar a morfologia das células SH-

SY5Y, transformando-as em neurônios maduros. As células não-diferenciadas 

apresentaram características compatíveis a um estágio imaturo do desenvolvimento 

neuronial, manifestando corpos celulares não-polarizados e poucos prolongamentos 

neuríticos, geralmente curtos, conforme já descrito na literatura116. Logo após a primeira 

aplicação de AR, notou-se aumento das extensões neuríticas e o alongamento inicial do 

corpo celular dos neurônios. Já é descrito na literatura que a aplicação de AR é capaz de 

ocasionar o crescimento de neuritos e de levar a um alongamento celular117, além de 

contribuir para expressão de TrKB, o receptor de BDNF118.  

Após a última adição de AR e BDNF no meio de cultura foi possível observar um 

aspecto mais alongado dos neurônios, grandes extensões neuríticas e complexas redes de 

ligação neuronial, bem como previamente indicado por estudos correlatos95,96. Entre as 

neurotrofinas, o BDNF desempenha um papel importante no desenvolvimento e extensão 

das neuritos, além da formação e estabilização de conexões sinápticas119. Sendo assim, a 

combinação AR-BDNF é capaz de induzir aumentos significativos na expressão de genes 

sinápticos em comparação com a aplicação unicamente de AR120. Nessa perspectiva, a 

utilização de AR e BDNF promove conexões sinápticas elaboradas, visto o aumento na 

expressão de proteínas pré e pós-sinápticas121. 

Durante o processo de diferenciação, a transformação de células precursoras em 

neurônios envolve remodelamento e redistribuição de proteínas do citoesqueleto, 

especialmente de βIII-tubulina, uma proteína que auxilia na estabilidade da matriz 

intracelular e no transporte molecular122. Por este ângulo, o aumento significativo na 

expressão de βIII-tubulina em células diferenciadas indica, de forma quantitativa, que o 

processo de diferenciação intensificou a expressão de proteínas do citoesqueleto e, 

consequentemente, favoreceu o aumento na formação de neuritos.  

Um outro importante aspecto a ser analisado no processo de diferenciação celular 

é a sensibilidade celular após a diferenciação. A sensibilidade neuronial se faz importante 

em estudos de neurotoxicidade e neuroinflamação, visto que culturas da linhagem SH-

SY5Y no estado proliferativo apresentam resistência devido a sua característica 

tumoral123. Para avaliar se a diferenciação leva a uma maior sensibilidade dos neurônios 
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maduros obtidos foi utilizado o LPS, uma vez que diversos trabalhos empregam este 

composto como estímulo aversivo às células SH-SY5Y124,125,126. Pode-se observar que os 

neurônios não-diferenciados apresentaram atenuação de cerca de 26% da viabilidade 

celular apenas na maior concentração de LPS (640 µg/mL) utilizada.  

Já as células diferenciadas por 8 dias apresentaram uma intensa diminuição na 

viabilidade celular, de 37%, na concentração de LPS (320 µg/mL) e redução quase total 

(80%) com a maior concentração de LPS (640 µg/mL). Portanto, neurônios diferenciados 

por 8 dias apresentaram uma maior vulnerabilidade frente ao LPS, de modo que tais 

resultados estão em consonância com outros estudos da literatura. Por exemplo, foi 

demonstrado que células SH-SY5Y tornaram-se mais sensíveis à toxicidade da 6-

hydroxydopamine após passarem pelo processo de diferenciação com AR por 7 dias127. 

Ainda, células SH-SY5Y diferenciadas com AR e BDNF por 8 dias são mais sensíveis à 

toxicidade induzida por agregados de β-amiloide que células SH-SY5Y não 

diferenciadas86.  

No que se refere ao fenótipo celular das culturas utilizadas, não foi detectada 

diferença significativa na expressão de Tirosina Hidroxilase (TH) entre células não-

diferenciadas e diferenciadas por 8 dias. A TH é a enzima responsável por catalisar a 

conversão do aminoácido L-tirosina em L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA). A L-

DOPA é o precursor da dopamina, que, por sua vez, é um precursor de noradrenalina e 

adrenalina128. Nesse sentido, TH é um importante marcador do fenótipo 

catecolaminérgico e está presente nas células SH-SY5Y mesmo no estado 

proliferativo129. 

Verificamos, entretanto, um aumento na expressão do receptor D1. O receptor D1 

faz parte da família de receptores da dopamina, sendo distribuído em diferentes 

quantidades nas diferentes regiões do anatômica do SNC130. Este resultado está de acordo 

com a literatura, visto que o protocolo que combina AR e BDNF promove um fenótipo 

dopaminérgico nas células SH-SY5Y, acarretando um aumento na expressão de 

receptores de dopamina130,131. Porém, para identificar se o processo de diferenciação 

utilizado no presente estudo pode levar a um fenótipo dopaminérgico em células SH-

SY5Y, seria interessante a marcação de outros receptores dopaminérgicos, como o D2 e 

D3, assim como a verificação da expressão do transportador de dopamina (DAT). 
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Avaliamos, ainda, a expressão do receptor NMDAR1. Não houve alteração na 

expressão deste receptor entre células não-diferenciadas e diferenciadas por 8 dias. O 

NMDA é um receptor ionotrópico ativado pelo glutamato e considerado o principal 

receptor do sistema glutamatérgico, uma vez que ele tem papel de destaque na mediação 

de importantes funções dessa neurotransmissão, tais como: cognição, memória, 

plasticidade neural e neurotoxicidade132. Porém, apenas analisar o receptor NMDA é 

insuficiente para concluir que uma célula possui um fenótipo glutamatérgico, sendo 

necessário, portanto, avaliar a expressão de proteínas envolvidas na síntese ou excreção 

do glutamato, como o vGlut133. 

Neste estudo, também foi possível observar que a diferenciação celular com AR 

e BDNF por um período de 8 dias promoveu uma expressão significativa de NeuN nas 

células. A proteína NeuN está localizada nos núcleos e no citoplasma perinuclear da 

maioria dos neurônios do SNC, porém é predominantemente expressa em células 

maduras, pós mitóticas e permanentemente diferenciadas134. Nessa perspectiva, este 

resultado está em consonância com a literatura, visto que já foi observado em estudos 

anteriores um aumento significativo na expressão de NeuN em células SH-SY5Y 

diferenciadas apenas com ácido retinoico135. Levando em conta que o NeuN é um 

marcador de fenótipo neuronial maduro confiável, esses resultados indicam que a 

diferenciação com AR e BDNF por 8 dias acarretou um fenótipo maduro.  

Levando em conta que o protocolo de diferenciação por 8 dias com AR e BDNF 

foi capaz de modificar a morfologia e expressão de moléculas nas células, originando um 

fenótipo do tipo neuronial maduro, este modelo foi considerado o ideal para dar 

prosseguimento com os experimentos. A partir dos dados obtidos, foi possível verificar 

que a viabilidade celular de neurônios diferenciados não foi alterada após exposição a IL-

1β.  

É importante ressaltar que a técnica empregada para verificar se houve alteração 

na viabilidade celular após aplicação de IL-1β foi o MTT. Nesse sentido, foi avaliado 

majoritariamente o desempenho mitocondrial das células após aplicação da interleucina99. 

Por este ângulo, seria interessante realizar outros métodos para avaliar se a IL-1β pode 

afetar os neurônios SH-SY5Y diferenciados, como por exemplo o ensaio de liberação da 

enzima citoplasmática lactato desidrogenase (LDH). O LDH catalisa a conversão de 

lactato a piruvato na glucólise, sendo uma forma de se avaliar a integridade de membrana 

plasmática em função da quantidade de LDH presente no meio de cultura136. Também é 
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válido ressaltar que o CB1r desempenha um papel essencial na regulação da atividade 

mitocondrial, controlando diretamente a respiração celular e a produção de energia137. 

Nesse sentido, o aumento na expressão de CB1r observado nesse trabalho pode estar 

atrelado a manutenção da atividade mitocondrial mesmo após aplicação de IL-1β nas 

culturas. 

No que diz respeito ao níveis de SYP, foi possível verificar que houve um perfil 

de aumento na expressão dessa proteína após aplicação de diferentes concentrações de 

IL-1β (0.01, 1 e 10 ng/mL) no meio de cultura das células. A sinaptofisina é uma proteína 

de vesícula pré-sináptica que regula a endocitose das vesículas nos neurônios138. Nesse 

sentido, avaliar a expressão de sinaptofisina é um importante parâmetro para averiguar 

alterações na sinaptogênese. Levando em conta que também foi verificado um aumento 

na expressão de CB1r após 24 horas de exposição a IL-1β (1 e 10 ng/mL), é válido 

ressaltar que estudos anteriores demonstram que existe uma correlação entre a atividade 

do CB1r e a SYP, visto que a utilização de um agonista do CB1r promoveu o aumento da 

expressão de sinaptofisina no cerebelo e hipocampo do cérebro de ratos139, sugerindo a 

ação pró-plasticidade desses receptores.  

Além disso, pesquisas também verificaram a presença de receptores CB1 em 

axônios finos e em cones de crescimento axonal, sendo que a maioria desses locais estava 

associada a terminais sinápticos140. Nessa perspectiva, nesses locais o CB1r promove o 

controle da liberação de neurotransmissores, ressaltando novamente essa íntima relação 

entre vesículas sinápticas e a expressão de CB1r. Nesse sentido, para compreender melhor 

os efeitos da IL-1β na sinaptogênese, faz-se necessário avaliar a expressão de outras 

proteínas ligadas a esse mecanismo neuroplásticos, como PDS-95, PDS-93, basson e 

sinapsinas, o que ainda será feito.  

A aplicação de diferentes concentrações de IL-1β não alterou os níveis de 

expressão de TrKB total. É válido ressaltar que o processo de diferenciação adotado neste 

trabalho pode ter influenciado na manutenção dos níveis dessa proteína, visto que já foi 

relatado que o tratamento de células de neuroblastoma com AR induz a expressão de 

TrkB. Além disso, outros estudos demonstraram que a adição de BDNF às células SH-

SY5Y tratadas com AR estimulou a fosforilação da tirosina de TrkB e a diferenciação 

neuronial141. O TrKB fosforilado possui um papel relevante na sinaptogênese voltada para 

a aprendizagem e para a formação de memória no hipocampo142. Dessa forma, 

experimentos adicionais estão sendo realizados para avaliar os níveis de fosforilação de 
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TrkB, pois os níveis de TrKB total inalterados não excluem a participação deste receptor 

na resposta desencadeada pela aplicação de IL-1β no meio de cultura.  

No que concerne aos aspectos morfológicos avaliados por imunofluorescência, as 

diferentes concentrações de IL-1β não modificaram a expressão de βIII-tubulina e a 

quantidade de células. Avaliar a expressão da mesma é essencial para entender se a IL-

1β pode afetar a ramificação e arquitetura dendrítica, já que a βIII-tubulina é uma proteína 

que forma os microtúbulos do citoesqueleto de neurônios143. Porém, se faz interessante 

verificar por meio de Western Blotting se a expressão de βIII-tubulina foi alterada pela 

IL-1β, visto que essa técnica pode ser mais sensível para averiguar os níveis dessa 

proteína. Surpreendentemente, foi verificado por meio de microscopia de campo claro 

que houve uma redução no comprimento dos neuritos primários após aplicação de 10 

ng/mL de IL-1β. No intuito de entender qual proteína do citoesqueleto estava sendo 

possivelmente afetada pela ação da IL-1β, foi verificado por meio de WB os níveis de 

actina. Houve redução significativa na expressão de actina após aplicação de 0,1 e 10 

ng/mL de IL-1β no meio de cultura das células. Este resultado está de acordo com a 

literatura, visto que outros estudos demonstraram que a IL-1β pode afetar a expressão de 

Arc, uma proteína que auxilia na formação de F-actina144. Nesse sentido, levando em 

conta que expressão de actina foi alterada após exposição de IL-1β nos neurônios, faz-se 

interessante a realização de uma imunofluorescência para verificar, por imagem, se a 

intensidade de fluorescência desta proteína é alterada.  

No que se refere a expressão de proteínas relacionadas ao SECB, a exposição à 

IL-1β nas concentrações de 1 e 10 ng/mL foi capaz de aumentar significativamente a 

expressão de CB1r. Esse aumento pode estar atrelado a um papel neuroprotetor, dado a 

importância desse receptor para a promoção da neuroplasticidade. À vista disso, 

experimentos demonstram que a exposição ao estresse aumentou a expressão do mRNA 

e d proteína CB1r no córtex pré-frontal de camundongos, indicando que a presença e 

ativação deste receptor está atrelada a cenários neuropatológicos para restaurar a 

homeostase145. Por outro lado, experimentos com animais knock out indicaram que a falta 

de CB1r produz desregulação do eixo hipotálamo/hipófise/adrenal (HPA) e exacerba as 

respostas excitotóxicas/neuroinflamatórias induzidas pelo estresse145. 

É importante ressaltar que o processo de diferenciação utilizado neste trabalho 

envolve o uso de BDNF, que já foi ligado com a potencialização dos efeitos 

neuroprotetores de CB1r. O eixo de sinalização que envolve BDNF e rCB1 é descrito 
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como relevante para a promoção da sobrevivência de neurônios do corpo estriado em um 

modelo murino de doença de Huntington146. Além disso, estudos demonstraram que o 

BDNF pode aumentar a expressão do receptor CB1 em uma cultura primária de neurônios 

do cerebelo por meio de uma via que envolve a fosforilação de Akt147. Nessa perspectiva, 

se faz importante entender o papel do CB1r em uma possível resposta neuroprotetora 

contra a IL-1β. Para tanto, a aplicação de um antagonista/agonista inverso de CB1r, como 

o AM251, concomitante ao uso das diferentes dosagens de IL-1β pode revelar se a 

participação deste receptor é significativa para a manutenção da homeostase celular frente 

a estímulos aversivos.  Além disso, a mensuração dos níveis de BDNF, assim como outras 

proteínas envolvidas na cascata BDNF-CB1, após tratamento com IL-1β também se faz 

interessante para averiguar o papel desse eixo em um contexto neuroinflamatório. 

Ademais, é válido ressaltar que o tratamento com a IL-1β pode estar estimulando 

uma possível internalização do receptor CB1148,149,150. O processo de internalização 

levaria a uma subsequente compensação na superfície da membrana, acarretando maior 

expressão do CB1r após o tratamento com concentrações averiguadas (1 e 10 ng/mL). 

Nessa perspectiva, novos experimentos serão realizados para averiguar a localicação do 

CB1r nas células, além de que serão averiguados os níveis de CB1r fosforliados.  

Curiosamente, o TRPV1, que exerce efeitos opostos ao CB1r, apresentou redução 

na expressão após aplicação de 0,1 ng/mL de IL-1β. A atenuação da atividade de TRPV1 

já foi associada a benefícios relacionados a neuroplasticidade, visto que estudos relatam 

a participação desse receptor na ativação do inflamassoma NLRP3 em micróglias151. Em 

neurônios corticais primários, estudos relatam que a inibição farmacológica do TRPV1 

preveniu a morte celular ocasionada pela citotoxicidade da capsaicina152. A 

neurotoxicidade mediada pelo TRPV1 está atrelada a sua capacidade de gerar maior 

influxo de cálcio nas células, visto que o bloqueio da entrada de cálcio em neurônios 

corticais primários preveniu a morte celular ocasionada pela ativação de TRPV1153. 

Ademais, já foi descrito na literatura que a ativação de CB1r poderia levar a redução da 

atividade de TRPV1, o que pode ser correlacionado com os resultados observados na 

figura 20b, onde é possível um perfil de aumento na expressão de CB1r após tratamento 

com 0.1 ng/mL de IL-1β.  

Também foi verificado que a aplicação de IL-1β nas concentrações de 0.01, 0.1 e 

1 ng/mL levaram a uma redução na expressão de MAGL. A redução dos níveis de MAGL 

também pode estar relacionado com um processo de neuroproteção, visto que a redução 
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da atividade dessa enzima leva ao aumento na liberação 2-AG. O 2-AG é um importante 

lipídeo que atua nos receptores canabinoides para regular o crescimento orientação 

axonal, além de regular mecanismos neuroplásticos, a neurogênese adulta e atuar na 

proteção de neurônios contra excitotoxicidade154. Também é importante ressaltar que o 

processo de diferenciação utilizado neste estudo pode ter contribuído para a redução dos 

níveis de MAGL em um contexto aversivo, dado que já foi relatado que na literatura que 

a utilização de BDFN em uma cultura primária de neurônios do cerebelo diminui a 

expressão dos transcritos MAGL154. 

Ademais, também foi detectado uma redução na expressão de FAAH nas 

concentrações de 0,1, 1 e 10 ng/mL de IL-1β. A limitação da atividade da FAAH também 

já foi atrelada a um possível mecanismo neuroprotetor, visto que o uso de um inibidor 

sistêmico da FAAH aumentou os níveis de anandamida no córtex pré-frontal e no 

hipocampo de ratos, o que foi associado a uma atenuação na expressão de citocinas155. 

Em consonância, estudos in vitro demonstraram que o aumento na expressão de AEA por 

meio da inibição de FAAH levou a redução na expressão de TLR4, o que ocasionou 

redução na liberação de TNF-α, IL-1β, prostaglandinas e óxido nítrico em uma cultura 

primária de micróglias156. Além disso, a utilização de um inibidor da enzima FAAH, o 

URB597, gerou um efeito antidepressivo, promovendo a proliferação de progenitores 

neurais e a expressão de BDNF em camundongos submetidos a um modelo de estresse157.  

Em suma, os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que as 

concentrações de IL-1β utilizadas foram capazes de alterar a expressão de componentes 

do SECB e de componentes morfológicos das células neuronais. Porém, os achados 

adquiridos em neurônios humanos não estão em consonância com os resultados 

observados em trabalhos que correlacionam SECB e IL-1β em animais, visto que nestes 

estudos ocorreu a redução da atividade de CB1r e facilitação da via do receptor 

TRPV183,84,85. Entretanto, é importante ressaltar que o modelo utilizado no presente 

estudo envolve apenas um tipo celular, diferente do modelo utilizado nas demais análises 

com animais. Nesse sentido, a resposta observada em estudos correlatados pode ser 

decorrência da presença e ativação de outros tipos de células, como micróglias e 

astrócitos. Além disso, as concentrações de IL-1β utilizadas em modelos animais por 

meio de injeções intracerebroventriculares (30 ng/mL)83,84,85 são superiores às 

concentrações utilizadas no presente estudo. Ademais, estudos em modelos celulares que 

observaram dano ocasionado pela IL-1β (50 ng/mL)42,44 também utilizaram 
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concentrações superiores às concentrações utilizadas neste trabalho. Nesse sentido, faz-

se necessário avaliar os efeitos da IL-1β em concentrações maiores da mesma.  

 Ademais, visando melhor entender os efeitos da IL-1β observados nesse trabalho, 

faz-se necessário novos experimentos para averiguar os níveis de endocanabinoides após 

aplicação da citocina no meio de cultura dos neurônios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 
70 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusão 



 
71 

7 CONCLUSÃO 

Os resultados encontrados no presente estudo demonstram que neurônios 

diferenciados por 8 dias com ácido Retinoico e BDNF apresentaram características de um 

fenótipo neuronial maduro, ratificando que o processo de diferenciação utilizado neste 

estudo foi eficiente. Os resultados também demonstram que as diferentes concentrações 

de IL-1β utilizadas modificaram a expressão de componentes do SECB e, ainda, levou a 

um perfil de aumento na expressão de SYP. Por outro lado, as diferentes concentrações 

de IL-1β ocasionaram redução no comprimento dos prolongamentos neuríticos e 

diminuíram a expressão de actina, demonstrando que a aplicação da citocina afetou 

componentes morfológicos dos neurônios.  
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