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Resumo  

 Os mecanismos moleculares que levam ao dano neuronal em muitas doenças 

neurodegenerativas ainda não foram totalmente elucidados. Parte dessa 

dificuldade se deve a falta de modelos experimentais adequados para o estudo 

do sistema nervoso humano. Inúmeras tentativas de diferenciar linhagens em 

células mais semelhantes a neurônios foram realizadas, resultando apenas na 

expressão parcial de características neuronais. Previamente nosso grupo 

estabeleceu condições experimentais para a diferenciação do neuroblastoma 

humano SH-SY5Y em neurônios dopaminérgicos a partir da adição de ácido 

retinóico (AR). Alguns estudos sugerem que esta linhagem, quando tratada 



com AR e fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), apresenta uma 

mudança para um fenótipo colinérgico. No entanto, são poucos os estudos que 

caracterizam essa diferenciação. O objetivo deste estudo foi avaliar as 

mudanças morfológicas e bioquímicas na diferenciação da linhagem SH-SY5Y 

com AR e adição de BDNF. As células proliferativas foram cultivadas em meio 

DMEM/F12 com 10% de soro fetal bovino (SFB). A diferenciação foi induzida 

com 10 μM de AR em meio de cultura com 1% de SFB durante sete dias, 

sendo o BDNF acrescentado a partir do quarto dia. A atividade da 

Acetilcolinesterase (AChE) foi determinada como descrito no ensaio 

colorimétrico por Ellman (1961) e da Colina Acetiltransferase (ChAT) conforme 

Chao & Wolfgram (1971). Os parâmetros morfológicos foram avaliados pelo 

aumento na densidade e/ou no prolongamento de neuritos, por microscopia de 

contraste de fase e fluorescência, e microscopia eletrônica de varredura (MEV). 

O co-tratamento com BDNF resultou em células com notável morfologia 

neuronal, apresentando aumento na densidade e comprimento de neuritos. 

Nossos dados demonstraram que as células co-tratadas com BDNF 

apresentam um aumento nas atividades enzimáticas da AChE e ChAT quando 

comparadas às diferenciadas somente com AR. Esses resultados fazem dessa 

linhagem celular uma ferramenta útil no campo da neurociência, podendo 

torná-la um modelo versátil para o estudo de doenças neurodegenerativas 

como a Doença de Parkinson e Alzheimer.  

 

Palavras-chave: SH-SY5Y, Doença de Alzheimer, Fator Neurotrófico Derivado 

do Cérebro, modelo in vitro. 

 



INTRODUÇÃO 

 

Doenças neurodegenerativas constituem um grupo de desordens 

heterogêneas que são caracterizadas por uma perda gradual, progressiva e 

seletiva de neurônios relacionados anatômica ou fisiologicamente (Lin & Beal, 

2006; Sas et al, 2007). As principais alterações morfológicas encontradas 

nessas doenças são a formação e deposição de agregados protéicos e tóxicos 

no citosol ou no espaço extracelular das células afetadas (Taylor et al, 2002; 

Forman et al, 2004; Karbowski et al, 2011).  Apesar do fato de muitas dessas 

proteínas serem expressas sistemicamente, o acúmulo resultante é restrito ao 

sistema nervoso central (SNC) (Forman et al, 2004). Estresse oxidativo, 

disfunção mitocondrial e excitotoxicidade são outros mecanismos em comum 

que desencadeiam, ou potencializam os fatores que levam a morte neuronal 

em diversos processos neurodegenerativos (Sas et al, 2007).  

A cada ano, em torno de 10 milhões de pessoas mundialmente sofrem 

de alguma doença neurodegenerativa. Estima-se que este número deverá 

crescer 20% na próxima década visto que a população de idosos e a 

expectativa de vida estão aumentando. Esse grupo de doenças figura entre as 

quatro causas de morte mais comuns, situando-se logo após as doenças 

cardíacas, câncer e derrame (Spuch et al, 2012). Entre as desordens 

neurodegenerativas, as mais comuns são as Doenças de Alzheimer (DA), 

Parkinson (DP), Huntington (DH) e Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA). Dentre 

essas, a mais prevalente é a Doença de Alzheimer, atingindo 

aproximadamente 36 milhões de pessoas. Esse número deverá aumentar para 

65,7 milhões até 2030 e 115,4 milhões em 2050 (American Health Assistance 



Foundation, 2012). A incidência da DA aumenta progressivamente com a 

idade, afetando 40% da população acima de 85 anos. A DA e outras 

demências constituem um problema financeiro para o serviço de saúde e esse 

custo deverá subir ainda mais no futuro a medida que a população envelhece e 

adquire uma maior expectativa de vida (Forman et al, 2004; Schindowski et al, 

2008). 

 A DA é uma desordem clinicamente caracterizada por um declínio 

cognitivo global, incluindo uma perda progressiva de memória, orientação e 

raciocínio, levando a um estado de demência (Schindowski et al, 2008; 

Zampagni et al, 2012). Esse dano cognitivo está correlacionado com a 

disfunção e degeneração especifica de neurônios colinérgicos localizados no 

complexo prosencefálico basal (CPB), sendo este um dos primeiros eventos 

patológicos da doença (Woolf, 1991; Oda & Nakanishi, 2000; Schindowski et al, 

2008; Nyakas et al, 2011). Em neurônios colinérgicos, a acetilcolina (ACh) é 

sintetizada pela enzima Colina Acetiltransferase (ChAT) (EC 2.3.1.195) e 

armazenada em vesículas pelo Transportador Vesicular de Acetilcolina 

(VAChT). Com a exocitose vesicular, o neurotransmissor é liberado na fenda 

sináptica e é rapidamente degradado pela Acetilcolinesterase (AChE) (E.C 

3.1.1.7) em acetato e colina (Silva, 2008). A ChAT é uma enzima restrita a 

estruturas pré-sinápticas, sendo assim, o marcador mais adequado para 

identificação de neurônios colinérgicos nos sistemas nervoso central e 

periférico (Siegel, 2012; Silva, 2008). As mudanças no sistema colinérgico, 

durante a progressão da DA, podem ser evidenciadas através de alterações 

nos níveis dessas proteínas como principais marcadores celulares. A atividade 

dessas enzimas e a liberação do neurotransmissor estão diminuídas, assim 



como os níveis de receptores muscarínicos e nicotínicos (Nyakas et al, 2011; 

Schliebs & Arendt, 2011). Ainda, afirma-se que a síntese e liberação de ACh 

são afetadas na presença de peptídeos β–amilóides (Nyakas et al, 2011). 

Histologicamente, a neurodegeneração na DA é assinalada por dois 

tipos de lesões: emaranhados neurofibrilares e depósitos extracelulares de β-

amilóide. Os emaranhados neurofibrilares são agregados de proteínas mal 

enoveladas, constituídos principalmente da proteína tau hiperfosforilada, que 

se depositam intracelularmente (Casley et al, 2002; Forman et al, 2004; 

Schindowski et al, 2008; Pagani & Eckert, 2011; Spuch et al, 2012).  

A tau, produto do gene MAPT, é uma proteína expressa em neurônios 

que estabiliza a polimerização dos microtúbulos no axônio (Adalbert et al, 2007; 

Schindowski et al, 2008). A síntese correta de microtúbulos é essencial para a 

manutenção de processos de transporte axonal e depende parcialmente do 

estado de fosforilação da tau, já que quando fosforilada ela é menos efetiva, 

pois essa alteração causa uma redução na sua afinidade pelos microtúbulos 

(Schindowski et al, 2008). Na DA, a proteína tau hiperfosforilada desprende-se 

dos microtúbulos e passa a acumular-se no soma. Essa modificação promove 

a disfunção axonal, impedindo o fluxo normal das sinapses nos neurônios 

afetados (Bear et al, 2002).  

Os depósitos extracelulares de β-amilóide são um produto da clivagem 

anormal da Proteína Precursora de Amilóide (APP) (Kang et al, 2011; Pagani & 

Eckert, 2011; Spuch et al, 2012). A APP é uma glicoproteína integral de 

membrana e suas funções são parcialmente conhecidas. APP é sintetizado no 

soma de neurônios e é transportada dentro dos axônios para os terminais 

nervosos. Na DA, APP é clivada de maneira anormal e convertida no peptídeo 



β-amilóide, que forma depósitos conhecidos por placas amilóides, ou placas 

senis (Adalbert et al, 2007; Pagani & Eckert, 2011, Reddy, 2007). O β-amilóide 

é um peptídeo de 40 (Aβ1-40) ou 42 (Aβ1-42) aminoácidos. A forma Aβ1-42 é a 

mais tóxica e agrega-se mais rápido (Adalbert et al, 2007). Diversos estudos 

recentes têm relatado que tanto APP quanto β-amilóide estão presentes na 

membrana mitocondrial causando danos, bloqueando canais de importação, 

prejudicando o transporte de proteínas e aumentando os níveis de espécies 

reativas de oxigênio (ROS). A APP interfere na importação de proteínas 

formando complexos estáveis com translocases da membrana externa e 

interna mitocondrial. O β-amilóide inibe o complexo IV da cadeia transportadora 

de elétrons e a α-cetoglutarato desidrogenase (KGD) (Reddy, 2007; Lin & Beal, 

2006; Pagani & Eckert, 2010; Spuch et al, 2012). 

No entanto, os mecanismos moleculares que levam a formação desses 

depósitos de agregados tóxicos que culminam na morte neuronal ainda não 

foram totalmente elucidados. Parte dessa dificuldade se deve à escassez de 

modelos experimentais adequados para o estudo do sistema nervoso humano. 

Muitos estudos no campo das neurociências são limitados pela falta de 

modelos relevantes in vitro que sejam mais semelhantes com neurônios 

maduros funcionalmente. Inúmeras tentativas de diferenciar linhagens em 

células mais semelhantes a neurônios foram realizadas, resultando apenas na 

expressão parcial de características neuronais (Agholme et al, 2010).  

As células do neuroblastoma humano SH-SY5Y são derivadas do 

sistema nervoso simpático e se encontram em estágios imaturos de 

desenvolvimento. Dependendo do tratamento, estas células podem ser 

diferenciadas em diversos fenótipos neuronais (Pahlman et al, 1995). 



Previamente nosso grupo de pesquisa estabeleceu as melhores condições 

experimentais para a diferenciação dopaminérgica dessas células. A redução 

do SFB para 1% conjuntamente com o tratamento com ácido retinóico (AR) 

resultam no surgimento de neuritos e expressão de marcadores neuronais, 

como a tirosina hidroxilase, enolase específica de neurônio, proteína de núcleo 

de neurônio e o transportador de dopamina (Lopes et al, 2010; Lopes et al, 

2012). Ainda, tem sido descrito que a diferenciação por AR induz a expressão 

do receptor TrkB, tornando as células responsivas ao fator neurotrófico 

derivado do cérebro (BDNF) (Kaplan et al, 1993; Pahlman et al, 1995; Arcangeli 

et al, 1999; Edsjö et al, 2003). Fatores de crescimento são proteínas que 

regulam diversos aspectos da função celular, incluindo sobrevivência, 

proliferação, migração e diferenciação (Siegel, 2012). Estudos relatam que o 

BDNF desempenha um papel crucial na formação de memória e aprendizado, 

regulando processos de plasticidade neuronal, e ainda, seus níveis aparecem 

reduzidos no hipocampo e neocortex de pacientes portadores de DA 

(Schindowski et al, 2008; Iwasaki et al, 2012). Portanto, o BDNF é uma 

molécula alvo de pesquisas no campo das desordens neurodegenerativas. 

Alguns estudos sugerem que a adição de BDNF pode potencializar os 

efeitos do AR nas células SH-SY5Y, levando a um maior prolongamento dos 

neuritos e um provável aumento na atividade de enzimas como a AChE, 

indicando assim uma mudança para um fenótipo colinérgico (Pahlman et al, 

1995; Agholme, 2010; Arcangeli et al, 1999; Edsjö et al, 2003; Encinas et al, 

2000). No entanto, existem poucos estudos caracterizando a diferenciação 

colinérgica do neuroblastoma humano SH-SY5Y. 



Portanto, neste estudo procuramos avaliar e caracterizar as mudanças 

morfológicas e marcadores neuronais colinérgicos ao longo da diferenciação da 

linhagem celular SH-SY5Y pelo tratamento de AR em combinação com o 

BDNF, a fim de estabelecer um modelo mais adequado para o estudo de 

doenças neurodegenerativas, como a Doença de Alzheimer. 

 

Procedimentos Experimentais 

 

Materiais 

Materiais usados em cultura celular foram adquiridos por Gibco®/ 

Invitrogen (São Paulo, SP Brasil). 

 

Cultura Celular e Diferenciação 

As células proliferativas SH-SY5Y, obtidas da ATCC (Manassas, VA, 

EUA) foram cultivadas em meio 1:1 de Dulbeco Modified Eagle Medium 

(DMEM) e Ham’s F12 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) a 

temperatura de 37°C e 5% CO2. O meio foi trocado a cada três dias e as 

células foram repicadas assim que atingissem 80% de confluência. Para a 

microscopia de contraste de fase e fluorescência as células foram semeadas 

em placas de 24 poços em uma densidade de 6 X 105 células por poço. Para a 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), as células também foram 

semeadas em placas de 24 poços, na mesma densidade, mas sobre lamínulas 

de vidro. Para análises de western blot, as células foram semeadas em 

garrafas de 75 cm³ em uma densidade de 5 X 106. Após 24 horas, a 

diferenciação foi induzida com a redução para 1% de SFB, acrescido de 10 μM 



de AR durante sete dias. Esse tratamento foi reposto a cada três dias para 

reabastecer o AR no meio de cultura. Para comparar os efeitos do BDNF, foi 

realizado o mesmo tratamento com AR e a neurotrofina foi adicionada no 

quarto dia de diferenciação (Figura 1). Esse tempo escolhido é baseado em 

dados da literatura que mostram que o AR é capaz de induzir a expressão de 

receptores TrkB funcionais nos primeiros dias de tratamento das células do 

neuroblastoma SH-SY5Y (Kaplan et al, 1993; Edsjo et al, 2003). 

 

Análise Morfológica 

 Para avaliar as diferenças nos parâmetros morfológicos em células 

diferenciadas apenas com AR e co-tratadas com BDNF, foram analisadas 

imagens por fluorescência de Hoescht e contraste de fase obtidas utilizando 

um microscópio Nikon ECLIPSE TE300 acoplado a câmera digital Nikon 

DXM1200C.   

 As lamínulas destinadas a MEV foram fixadas por imersão em 

glutaraldeído 25% por uma semana. Logo após esse período, o material foi 

lavado com Tampão Fosfato 0,2 M e desidratado em seguidas lavagens que 

usavam de Acetona 30% a 100%. A dessecação é realizada em um aparelho 

de Ponto Crítico (BALZERS CPD030). A metalização foi feita com alvo de ouro 

(SPUTTER COATER, BALZERS SCD050). 

 

Parâmetros Bioquímicos 

  Após 24 horas das células SH-SY5Y terem sido semeadas, ou após a 

diferenciação, a atividade da enzima AChE foi determinada pelo ensaio 

colorimétrico descrito por Ellman (1961). As células foram lavadas e 



ressuspendidas em solução salina tamponada (PBS) (pH 7,4) e o extrato total 

de proteína foi incubado com tampão fosfato (pH 7,4) e 10 mM de ácido 5,5’-

ditiobis(2-nitrobenzóico) (DTNB) durante cinco minutos. A essa preparação, 8 

mM de acetiltiocolina foi adicionado e  a absorbância lida em 412 nm por 10 

minutos. Atividade é medida pela reação de grupamentos tióis, liberados da 

degradação de acetiltiocolina, com DTNB. Resultados são expressos como 

μmol/min/mg de proteína. A atividade da enzima Colina Acetiltransferase 

(ChAT) foi determinada conforme Chao & Wolfgram (1971) com algumas 

modificações. Amostras foram incubadas com o tampão de reação (PBS pH 

7,2; acetilcoenzima A 6,2 mM; cloreto de colina 1 M, sulfato de neostigmina 

0,76 mM; NaCl 3 M; EDTA 1,1 mM). A essa mistura foi adicionado 1 mM de 

4,4’-ditiodipiridina (4-PDS) e a absorbância foi lida por 90 minutos a 324 nm em 

um leitor de microplaca SpectraMax® Microplate Reader (Molecular Devices®). 

Atividade é medida pela formação do conjugado de Coenzima A com 4-TP. 

Resultados são expressos em nmol/min/µg de proteína calculado através do 

coeficiente de extinção molar 1,98 x 104.  

 

Western Blot 

Células foram lavadas com PBS e ressuspendidas em Tampão Tris (pH 

7,0) com inibidor de protease (Roche®), sonicadas e o extrato total de proteína 

foi separado por eletroforese em gel de dodecil sulfato de sódio poliacrilamida 

(SDS-PAGE) e então transferido para uma membrana de PVDF. Ligações não-

específicas foram bloqueadas com BSA 5% em TTBS por uma hora a 

temperatura ambiente. As membranas foram incubadas overnight a 4°C com 

anti-ChAT (1:2500) Millipore (Billerica, MO, EUA), anti-VAChT (1:5000) Sigma 



Chemical Co (St. Louis, MO, EUA) ou Anti-TH (1:1000) Abcam (Cambridge, 

MA, EUA). Após as lavagens, a membrana foi incubada com anticorpos 

secundários (1:5000 ou 1:10000) (DaKo Polyclonal Rabbit Anti-Goat e Goat 

Anti-Rabbit Immunoglobulins/ HRP) por duas horas a temperatura ambiente. As 

bandas foram visualizadas com Super Signal West Pico Chemislumiscence 

Substrate da PIERCE®. 

 

Quantificação de Proteína 

A quantificação de proteínas foi realizada pelo Ensaio de Bradford (Bradford, 

1976). 

 

Meta-Análise de bancos de expressão gênica 

A série de dados GSE9168 de microarranjo foram obtidos do repositório Gene 

Expression Omnibus (GEO) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) utilizando as 

palavras chave “SH-SY5Y”, “RA” e “BDNF”. Essa série de dados disponibiliza a 

variação da expressão gênica durante a diferenciação neuronal pelo ácido 

retinóico e pela combinação de ácido retinóico e BDNF, de dois subtipos de 

células SH-SY5Y; a derivada da American Type Culture Collection (ATCC) – 

SH-SY5Y-A, e da European Collection of Cell Cultures (ECACC) – SH-SY5Y-B. 

Os dados foram normalizados utilizando o software Affymetrix® Expression 

Console™ (v.1.1). A lista de genes constituintes da sinapse colinérgica 

(hsa04725) e dopaminérgica (hsa04728) foram obtidas segundo o banco de 

dados de rotas do Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html). Após a seleção dos genes, a rede 

de interação gênica funcional foi gerada segundo Search Tool for the Retrieval 



of Interacting Genes/Proteins (STRING) versão 9.0 (http://string-db.org/) (Figura 

4). Para a interpretação dos dados de expressão gênica, nós utilizamos o Gene 

Set Enrichment Analysis (GSEA). O GSEA considera experimentos com perfis 

de expressão de um grupo de genes a partir de amostras que pertencem a 

duas classes, rotuladas de 1 ou 2. Dado um conjunto definido a priori dos 

genes S (aqui, os genes que codificam para a sinapse colinérgica e 

dopaminérgica), o objetivo do GSEA é determinar se os membros de S são 

distribuídos aleatoriamente ou enriquecidos em conjunto, na parte superior ou 

inferior da cauda de distribuição (Subramanian et al, 2005). 

 

Análise Estatística 

 Os dados foram expressos como média ± desvio padrão de pelo menos 

4 experimentos independentes realizados em triplicata. O teste “t” foi utilizado 

para analisar diferenças entre controle/tratado. Múltiplas comparações foram 

realizadas pelo teste ANOVA, com significância mínima de p < 0.05. As 

análises estatísticas e os gráficos foram realizados utilizando-se do programa 

GraphPad® (San Diego, CA, USA, versão 5.0). 

 

 

RESULTADOS 

 

Análise Morfológica 

Como previamente descrito pelo nosso grupo, a diferenciação com AR, 

em combinação com a diminuição do SFB para 1%, induz uma inibição do 

crescimento celular e uma mudança na morfologia das células SH-SY5Y para 



um fenótipo mais neuronal. Analisando as imagens obtidas tanto por 

microscopia de contraste de fase quanto por MEV, observamos que as células 

que receberam o tratamento com adição de BDNF demonstraram uma notável 

morfologia neuronal, apresentando uma maior densidade de neuritos, com 

neuritos mais prolongados e com uma maior ramificação (Figura 2). Por outro 

lado, as células em crescimento exponencial (proliferativas) mantiveram uma 

morfologia típica epitelial. 

 

Análise Bioquímica (Atividades Enzimáticas e Western Blot) 

Após observar as diferenças morfológicas entre células SH-SY5Y 

tratadas com AR e tratadas com AR e BDNF, avaliamos as atividades 

enzimáticas de marcadores de neurônios colinérgicos (AChE e ChAT) em cada 

um dos grupos experimentais. O tratamento com AR já induz um aumento na 

atividade da AChE, em relação as células proliferativas. Além disso, 

encontramos um aumento significativo na atividade da AChE em células 

tratadas com adição de BDNF (p < .05) em relação àquelas tratadas apenas 

com AR (Figura 3A). Da mesma forma, a atividade da ChAT mostrou diferença 

nos três grupos. As células diferenciadas com AR tendem a ter uma maior 

atividade da enzima que nas proliferativas. Verificamos um aumento mais 

evidente na atividade desta enzima no grupo co-tratado com BDNF, quando 

comparado às células diferenciadas somente com AR (Figura 3B).  

Mudanças na expressão de marcadores colinérgicos também foram 

analisadas. Encontramos um aumento no imunoconteúdo da ChAT em células 

co-tratadas com BDNF quando comparadas a células diferenciadas somente 

com AR (Figura 3C). Além disso, um leve aumento do marcador VAChT foi 



detectado nas células diferenciadas com adição de BDNF (Figura 3D). Esses 

dados confirmam que o protocolo de diferenciação com BDNF induz um 

fenótipo predominantemente colinérgico nas células SH-SY5Y.  

 

Meta-Análise de bancos de expressão gênica 

O efeito dos diferentes protocolos de diferenciação sobre a expressão de 

genes relacionados com a sinapse colinérgica e dopaminérgica foi analisada. 

Quando se avaliou o padrão de expressão gênica do tratamento com AR e 

BDNF em comparação ao tratamento com AR, foi verificado um aumento 

significativo na expressão de vários genes marcadores de sinapse colinérgica 

com a concomitante diminuição na expressão de genes marcadores de sinapse 

dopaminérgica (Figura 4).  

 

DISCUSSÃO 

A formação de depósitos de tau hiperfosforilada e β-amilóides em 

células neuronais que conduzem ao dano cognitivo encontrado na DA já foram 

extensamente estudados, porém nem todos os mecanismos fisiopatológicos da 

doença foram desvendados e ainda não há tratamentos eficazes. Portanto, 

existe uma grande necessidade de modelos in vitro que sejam capazes de 

expressar características neuronais de células humanas acometidas pela DA. A 

proposta desse trabalho é estabelecer um modelo in vitro mais adequado para 

posteriormente estudar os mecanismos envolvidos na patofisiologia de 

doenças neurodegenerativas como a DA. 

Os efeitos do AR na diferenciação do neuroblastoma SH-SY5Y já foram 

bem descritos anteriormente (Adem et al, 1987; Pahlman et al, 1995). O AR 



produz modificações fenotípicas claramente visíveis nesta linhagem celular, 

como emissão de projeções citoplasmáticas, atenuação da proliferação, 

expressão de marcadores dopaminérgicos e de diferenciação neuronal (Lopes 

et al, 2010).  E embora o sistema simpático, do qual essas células derivam, não 

possua receptores para BDNF, quando tratadas com AR, este estimula a 

expressão de receptores TrkB funcionais (Kaplan et al, 1993). Com isso, as 

células SH-SY5Y se tornam responsivas ao BDNF e, como demonstrado neste 

trabalho, aumentam a atividade de marcadores colinérgicos. Isso evidencia que 

essa linhagem é capaz de ser diferenciada em diversos fenótipos neuronais 

maduros sob as condições adequadas. Esses dados fazem dessa linhagem 

celular uma ferramenta útil no campo da neurociência, podendo torná-la um 

modelo versátil para o estudo de doenças neurodegenerativas como a Doença 

de Parkinson, quando diferenciada em neurônios com um fenótipo 

predominantemente dopaminérgico (Lopes et al, 2010), e como a Doença de 

Alzheimer, quando diferenciada para um fenótipo mais colinérgico.  

Frequentemente, no campo da neurociência, são usados modelos 

celulares que não apresentam neuritos, não possuem sinapses completas, ou 

não expressam proteínas humanas (ex.: no caso de culturas primárias 

derivadas de roedores), e mesmo algumas linhagens imortalizadas carecem de 

traços específicos de neurônios maduros (ex.: SH-SY5Y, PC12). Embora a 

diferenciação para distintos fenótipos torne os modelos mais relevantes, são 

poucos os estudos prévios que caracterizam a diferenciação colinérgica do 

neuroblastoma humano SH-SY5Y.  

Neurônios colinérgicos, principalmente a via que se projeta para o 

complexo prosencefálico basal, possuem um papel central em funções 



cognitivas como aprendizado e memória. Essa via é especialmente afetada na 

DA, onde ocorre a degeneração desses neurônios, causando os sintomas 

relacionados a demência (Oda, 1999; Schliebs & Arendt, 2006; Nyakas et al, 

2011). Portanto, estudos focados em marcadores colinérgicos proporcionam 

conhecimentos sobre as condições fisiopatológicas desses neurônios quando 

acometidos pela DA. A ChAT e a AChE são enzimas responsáveis pela síntese 

e degradação de ACh, respectivamente, tornando-se os marcadores mais 

adequados de neurônios colinérgicos. Outro marcador bastante específico, é o 

VAChT, que armazena o neurotransmissor em vesículas até ser liberado na 

fenda sináptica.  A colina resultante da degradação é novamente recaptada 

para o terminal pré-sináptico pelo transportador de colina de alta afinidade 

(CHT1) e pode ser utilizada como precursor para sintetizar ACh (Silva, 2008). 

Esse sistema de síntese e degradação da ACh é característico de neurônios 

colinérgicos.  

Neste trabalho, as células SH-SY5Y foram expostas ao tratamento 

sequencial com AR e BDNF. Como visto, isso resultou em células com um 

maior prolongamento de neuritos e ramificações, denotando uma diferenciação 

completa e corroborando com dados encontrados na literatura (Kaplan et al, 

1993; Arcangeli, 1999; Encinas et al, 2000). Ainda, através desse tratamento 

com BDNF, as células SH-SY5Y demonstraram um aumento na atividade das 

enzimas marcadoras de neurônios colinérgicos, ChAT e AChE. Além disso, foi 

verificado o aumento do imunoconteúdo de ChAT e de vChAT.  Desse modo, o 

protocolo de diferenciação apresentado resulta em um modelo in vitro de 

células neuronais com orientação para um fenótipo colinérgico.  



Após avaliarmos todos esses resultados, decidimos realizar uma meta-

Análise de bancos de expressão gênica comparando  

Comparando o tratamento com AR e BDNF com o fenótipo proliferativo 

da SH-SY5Y, observamos que houve um aumento na expressão de genes 

relacionados a cascatas de sinalização, evidenciando uma maior complexidade 

metabólica em relação às células proliferativas. Houve também um 

enriquecimento estatístico para o grupo de genes colinérgicos, principalmente 

para receptores muscarínicos. O gene que codifica a enzima ChAT surge 

aumentado com o co-tratamento com BDNF, corroborando com os dados 

encontrados neste trabalho (dados não demonstrados). Esse gene é uma 

característica especifica de neurônios colinérgicos, e polimorfismos estão 

associados com a DA e ao dano cognitivo. Por outro lado, o gene que codifica 

a proteína MAOB estava diminuído no tratamento AR e BDNF. A MAO B 

pertence à família de flavinas monoamina oxidase. É uma enzima localizada na 

membrana mitocondrial externa, que catalisa a desaminação oxidativa de 

aminas, preferencialmente benzilamina e feniletilamina, mas também degrada 

o neurotransmissor dopamina.  

Quando comparamos o grupo AR e BDNF com AR observamos um 

enriquecimento na rede colinérgica relacionado às células co-tratadas com 

BDNF. Diversos genes que codificam receptores colinérgicos foram 

encontrados aumentados, tanto muscarínicos quanto nicotínicos. A expressão 

do gene SLC18A3, foi encontrada aumentada. Esse gene é um membro da 

família de transportador vesicular de aminas. A proteína transmembrana 

codificada, conhecida como VAChT, transporta acetilcolina em vesículas 

secretoras para serem liberadas no espaço extracelular. O transporte de 



acetilcolina utiliza um gradiente de prótons estabilizado por uma ATPase 

vacuolar. Esse gene é localizado dentro do primeiro íntron do gene da ChAT. O 

gene FYN também foi encontrado nas células tratadas com AR e BDNF com 

sua expressão aumentada. Este gene é um membro da família de oncogenes 

proteína tirosina cinase. Ele codifica uma tirosina cinase associada a 

membrana que tem sido relacionada com controle do crescimento celular. 

Sabe-se que Fyn também está presente na via de sinalização de integrinas.  

Mais recentemente, essa proteína tem sido associada ao receptor TrkB. BDNF 

ativa receptores TrkB, recrutando-os para compartimentos intracelulares 

localizadas em balsas lipídicas. Sugere-se que essa translocação é crucial para 

o funcionamento correto da cascata de sinalização iniciada pelas neurotrofinas. 

Estudos observaram que o BDNF promove a associação de TrkB com a 

proteína Fyn durante a translocação para as rafts lipídicas. No entanto, em 

modelos nocaute para o gene FYN, BDNF foi incapaz de direcionar TrkB para 

esses domínios de membrana. Isso sugere que Fyn é essencial para a ativação 

completa dos receptores TrkB, mesmo após a ligação com BDNF (Pereira & 

Chao, 2007). Sendo assim, é possível inferir que as células proliferativas, que 

não possuem expressão aumentada do gene FYN, são incapazes de expressar 

receptores TrkB funcionais (Pahlman et al, 1995). 

Esses dados vão de encontro aos resultados obtidos neste estudo, 

evidenciando que a adição de BDNF induz a diferenciação colinérgica nesta 

linhagem celular. Portanto, a linhagem de neuroblastoma humano SH-SY5Y 

pode se transformar em uma poderosa ferramenta, sendo de grande utilidade 

para o estudo in vitro em neurociências, principalmente em doenças 

neurodegenerativas. 



No entanto, para se estudar os mecanismos fisiopatológicos envolvidos 

na DA, ainda é preciso que esse modelo apresente características que 

mimetizem os danos causados pelo acúmulo de β-amilóide e tau 

hiperfosforilada. O tratamento com ácido ocadáico tem sido amplamente 

utilizado como modelo de neurodegeneração, pois causa alterações 

morfológicas similares ao que é encontrado na DA, promovendo a deposição e 

hiperfosforilação da proteína tau (Zimmer et al, 2012).  

Como perspectivas, pretendemos padronizar o tratamento com ácido 

ocadáico e β-amilóide para estabelecer um modelo in vitro mais característico 

da DA. Isso possibilitará o uso dessa linhagem para screening de drogas com 

possíveis efeitos neuroprotetores. 
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Legendas das Figuras 

 

Figura 1: Protocolo de diferenciação nos diferentes grupos utilizados neste 

trabalho. Grupo 1: As células proliferativas são semeadas e cultivadas em meio 

suplementado com SFB 10% por 24 horas para completa adesão. Após esse 

período, foram realizadas análises morfológicas e bioquímicas. Grupo 2: A 

diferenciação é induzida após adesão celular com a redução do SFB para 1% e 

a adição de 10µM de AR, sendo este considerado o primeiro dia. Grupo 3: Para 

a caracterização colinérgica, o BDNF foi adicionado no quarto dia, junto com a 

reposição de AR. Análises morfológicas e bioquímicas foram realizadas no 

sétimo dia de diferenciação.  

 

Figura 2: Análise morfológica. A) Imagens representativas de contraste de fase 

de células SH-SY5Y proliferativas, diferenciadas com AR e co-tratadas com 

BDNF. Marcação fluorescente por Hoechst evidenciando os núcleos (Aumento 

de 200X). B) Imagens representativas realizadas através de microscopia 

eletrônica de varredura de células proliferativas, diferenciadas por sete dias 

com AR e co-tratadas com BDNF.  

 

Figura 3: Efeitos da diferenciação sobre atividade enzimática de marcadores 

colinérgicos. A) Cinética medindo a formação de grupamentos de sulfidrilas (-

SH) durante atividade da AChE. Atividade da enzima AChE foi determinada 

medindo-se os níveis de sulfidrilas liberados da degradação de acetiltiocolina 

durante dez minutos. Dados apresentados como média ± DP para três 

experimentos independentes realizados em triplicatas. *** B) Cinética medindo 



a formação do conjugado CoA e 4-TP durante 90 minutos. Atividade da ChAT 

foi determinada após 60 minutos de incubação. Dados apresentados como 

média ± DP para dois experimentos independentes realizados em duplicatas. 

C) Imagem representativa do imunoconteúdo da enzima ChAT. Análise 

densitométrica das bandas ponderada por loading control, representando 

média ± DP para dois experimentos independentes. D) Análise de western blot 

do transportador vesicular de acetilcolina (VAChT). Análise densitométrica para 

um experimento.  

 

Figura 4: Expressão diferencial de genes da sinapse colinérgica e 

dopaminérgica mediados pelo tratamento com AR e BDNF na linhagem de 

neuroblastoma humano SH-SY5Y. Os genes que compõem a Rede de 

interação gênica da sinapse colinérgica (A) e dopaminérgica (B) avaliados 

neste estudo e os genes que apresentaram modulação significativa em sua 

expressão pelo tratamento com AR e BDNF em comparação ao tratamento 

com AR. 
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Sinapse Colinérgica Sinapse Dopaminérgica

A) B)

Gene Descrição

ITPR1 receptor inositol 1 4 5 trifosfato tipo 1

Gene Descrição

PPP1CB Proteína fosfatase 1 subunidade catalítica isoforma beta

Lista de genes da sinapse colinérgicas com expressão aumentada
no grupo AR + BDNF em relação ao grupo AR

Lista de genes da sinapse dopaminérgica com expressão
diminuida no grupo AR + BDNF em relação ao grupo AR

ITPR1 receptor inositol 1,4,5-trifosfato , tipo 1

KCNJ2 canal de recaptação de potássio, subfamília J, membro 2

ADCY3 adenilato ciclase 3

GNG5 Proteína G, gama 5

ADCY1 adenilato ciclase 1 (cérebro)

ADCY7 adenilato ciclase 7

PIK3CA fosfoinositídeo-3-cinase, catalítico, alfa polipeptideo

PPP1CB Proteína fosfatase 1, subunidade catalítica, isoforma beta

MAOB monoamina oxidase B

PPP2R2C
Proteína fosfatase 2 (2A), rsubunidade regulatória B 
gama

DRD3 Receptor de dopamina D3

CACNA1A
Canal de cálcio voltagem-dependente, tipo P/Q, 
subunidade alfa 1A

PPP3CA P t í f f t 3 b id d t líti i f lfPIK3CA fosfoinositídeo 3 cinase, catalítico, alfa polipeptideo

GNG4 Proteína G, gama 4

ATF4 Fator ativador de transcrição 4

ITPR3 receptor inositol 1,4,5-trifosfato, tipo 3

SLC18A3
Família de carreadores de solutos 18 (acetilcolina
vesicular), membro 3

PIK3R2
Fosfoinositideo-3-cinase, subunidade regulatória 2, 
(p85 beta)

PPP3CA Proteína fosfatase 3, subunidade catalítica, isoforma alfa

CAMK2G
cálcio/calmodulina-dependente proteína cinase
(CaM cinase) II gama

ARRB2 arrestina, beta 2

CREB3L3
Proteína ligadora a elemento responsivo ao cAMP 3-like
3

PPP3CC
Proteína fosfatase 3, subunidade catalítica, isoforma 
gama

GNB1 Proteína G, polipeptideo beta 1

ADCY5 adenilato ciclase 5

AKT2 oncogene viral de timoma murino homólogo 2 (v-akt) 

CAMK2B
cálcio/calmodulina-dependente proteína cinase 
(CaM cinase) II beta

GNB5 Proteína G, beta 5

GNAI1 polipeptideo inibidor alfa 1 de proteína G

MAPK8 Proteína cinase ativadora de mitose 8

GNAO1 Polipeptideo inibidor alfa O 1 de proteína G

CALM3 calmodulina 3 (fosforilase cinase, delta)

CREB3L2
Proteína ligadora a elemento responsivo ao cAMP 3-like
2

PLCB3 fosfolipase C, beta 3 (fosfatidilinositol-especifica)

PLCB2 fosfolipase C beta 2p p p p

NRAS oncogene viral de neuroblastoma homologo RAS (v-ras) 

KCNJ3 canal de recaptação de potássio, subfamília J, membro 3

CAMK4
cálcio/calmodulina-dependente proteína cinase 
(CaM cinase) IV

CHRNA3 Receptor colinérgico, nicotínico, alfa 3

GNAI2 polipeptideo inibidor alfa 2 de proteína G

CHRNA6 Receptor colinérgico nicotínico alfa 3

PLCB2 fosfolipase C, beta 2

PRKACB Proteína cinase dependente de cAMP, catallítica, beta

ARNTL
aril hidrocarbono receptor nuclear translocator-like
nuclear de  re

PPP2R2A
protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit B 
(PR 52), alpha isoform

CHRNA6 Receptor colinérgico, nicotínico, alfa 3

PLCB1 fosfolipase C, beta 1 (fosfoinositidio-especifico)

FYN oncogene FYN relacionado com SRC, FGR, YES

CHRNB4 Receptor colinérgico, nicotínico, beta 4

GNG3 Proteína G, gama 3
Figura 4
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