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RESUMO 

 
Em eucariotos, o estado da cromatina, o empacotamento de DNA com proteínas 

histônicas, contribui para o controle da expressão gênica. Assim como outras modificações pós-

tradução de histonas (PTMs), a metilação de histonas em resíduos de lisina contribui para a 

regulação de diversos processos biológicos. Famílias de proteínas, como por exemplo, as lisinas 

metiltransferases (KMTs) e demetilases (KDMs), são responsáveis por controlar os níveis de 

metilação nos resíduos de lisina da histona. Portanto, um equilíbrio adequado de estabilidade e 

dinâmica em PTMs de histonas é necessário para a expressão gênica precisa. Apesar disso, 

aberrações nas regiões regulatórias controladas pela metilação da lisina podem estar associados 

com o silenciamento de vários genes, incluindo os supressores de tumores, e são 

frequentemente observados no câncer. Por outro lado, é conhecido que inibidores de histona 

desacetilase (HDACi) podem induzir mudanças globais na modificação das histonas, podendo 

então reverter esse processo. O valproato de sódio (VPA), um conhecido agente antiepiléptico, 

é também caracterizado como HDACi, induzindo hiperacetilação de histonas e desmetilação 

de DNA em vários tipos de células. Em alguns modelos, também há dados mostrando que o 

VPA pode afetar a metilação das histonas bem como as enzimas que adicionam e removem 

essas marcas e pode regular a expressão de proteínas envolvidas no controle do ciclo celular. 

Dessa forma, neste estudo foi investigado por meio de técnicas de imunofluorescência, Western 

Blot e RT-qPCR a capacidade do VPA em alterar os níveis de metilações das histonas H3 

(H3K4me2/3, H3K9me/2 e H3K27me/3) e das enzimas KMT2D, EZH2 e KDM3A em células 

HeLa, tratadas com VPA cujas concentrações foram de 0,5 mM e 2 mM por 24 h. Além disso, 

a expressão do oncogene p16INK4a e do gene supressor de tumor p21WAF1/Cip1 também foram 

analisados na presença dessa droga. Um estudo também foi conduzido a fim de avaliar a 

interferência do VPA em histonas totais, através da análise microespectroscópica das histonas 

totais no infravermelho por FT-IR (“Fourier transform-infrared”), uma vez que há evidencias 

recentes da afinidade do VPA ligando-se à histonas H1 e H3. Com base no conjunto de dados, 

os resultados sugerem que o VPA promoveu hipermetilação em marcas associadas à transcrição 

ativa de genes, H3K4me2/3 e H3K9me, e conferiu um estado hipometilado para a marca 

associada ao silenciamento, H3K9me2. Apesar de observar o aumento nos níveis globais de 

H3K27me/3, nenhuma conexão causal para essas marcas com a expressão gênica pode ser 

concluída até o momento, uma vez que elas foram identificadas na literatura com consequências 

regulatórias distintas. O VPA alterou os níveis dessas marcas epigenéticas possivelmente por 
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participação das metiltransferases KMT2D, EZH2 e demetilase KDM3A. Nessas condições o 

VPA também induziu a ativação da proteína supressora de tumor p21WAF1/Cip1 e reprimiu a ação 

de p16INK4a nessas células. Além disso, esses resultados indicaram que o VPA possa promover 

parada na fase G1 do ciclo celular por indução de p21WAF1/Cip1. Quanto a análise da possível 

interação do VPA com as histonas, não foi observado nenhuma modificação conformacional 

dessas proteínas ao longo do espectro. No entanto, notou-se um ligeiro aumento na absorbância 

na região de frequência dos grupos CH3 e CH2 nos espectros de FT-IR, que pode ser justificado 

pela intensificação das metilações em alguns dos resíduos de lisina na histona H3. Até o 

momento foi possível notar que o VPA altera o epigenoma na linhagem celular tumoral 

estudada, por meio das alterações das metilações nos resíduos de lisina 4, 9 e 27 da histona H3. 

Entretanto, o VPA promoveu aumento em marcas associadas à transcrição ativa de genes e 

diminuiu aquelas relacionadas ao silenciamento, sendo consistentes com uma possível 

intensificação da expressão gênica global induzida por esta droga. Portanto, o VPA pode 

oferecer uma estratégia potencial para reverter mudanças epigenéticas, principalmente 

associadas a doenças como o câncer. No entanto, quanto à expressão dos genes p16INK4a e 

p21WAF1/Cip1 eles podem ser regulados em células HeLa por HDACi que atuam sobre marcas 

epigenéticas ao nível de DNA e histonas.  
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ABSTRACT 

In eukaryotes, the state of chromatin, the DNA packaging with histone proteins, 

contributes to the control of gene expression. Like other post-translational histone 

modifications (PTMs), histone methylation at lysine residues contributes to the regulation of 

several biological processes. Protein families, such as lysine methyltransferases (KMTs) and 

demethylases (KDMs), are responsible for controlling methylation levels at histone lysine 

residues. Therefore, a proper balance of stability and dynamics in histone PTMs is necessary 

for accurate gene expression. Despite this, aberrations in regulatory regions controlled by lysine 

methylation may be associated with the silencing of several genes, including tumor suppressors, 

and are frequently observed in cancer. On the other hand, it is known that histone deacetylase 

inhibitor (HDACi) can induce global changes in histone modification, thus being able to reverse 

this process. Sodium valproate (VPA), a well-known antiepileptic agent, is also characterized 

as HDACi, inducing histone hyperacetylation and DNA demethylation in various cell types. In 

some models, there are also data showing that VPA can affect histone methylation as well as 

the enzymes that add and remove these tags, and can regulate the expression of proteins 

involved in cell cycle control. Thus, in this study, the ability of VPA to alter the methylation 

levels of histone H3 (H3K4me2/3, H3K9me/2 and H3K27me/3) and of the enzymes KMT2D, 

EZH2 and KDM3A was investigated using immunofluorescence, Western Blot and RT-qPCR 

techniques in HeLa cells, treated with VPA whose concentrations were 0.5 mM and 2 mM for 

24 h. In addition, the expression of p16INK4a oncogene and p21WAF1/Cip1 tumor suppressor gene 

were also analyzed in the presence of this drug. A study was also carried out in order to evaluate 

the interference of VPA in total histones, through the microspectroscopic analysis of total 

histones in the infrared by FT-IR ("Fourier transform-infrared"), since there is recent evidence 

of the affinity of VPA binding up to histones H1 and H3. Based on the dataset, the results 

suggest that VPA promoted hypermethylation in markers associated with active gene 

transcription, H3K4me2/3 and H3K9me, and conferred a hypomethylated state on the marker 

associated with silencing, H3K9me2. Despite observing the increase in global levels of 

H3K27me/3, no causal connection for these marks with gene expression can be concluded to 

date, as they have been identified in the literature with distinct regulatory consequences. VPA 

altered the levels of these epigenetic marks possibly through the participation of 

methyltransferases KMT2D, EZH2 and demethylase KDM3A. Under these conditions, VPA 

also induced the activation of the tumor suppressor protein p21WAF1/Cip1 and repressed the action 

of p16INK4a in these cells. Furthermore, these results indicated that VPA can promote arrest in 
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the G1 phase of the cell cycle by inducing p21WAF1/Cip1. Regarding the analysis of the possible 

interaction of VPA with histones, no conformational modification of these proteins was 

observed along the spectrum. However, a slight increase in absorbance was observed in the 

frequency region of the CH3 and CH2 groups in the FT-IR spectra, which can be explained by 

the intensification of methylations in some of the lysine residues in histone H3. So far, it has 

been possible to notice that VPA alters the epigenome in the studied tumor cell line, through 

alterations in methylations in lysine residues 4, 9 and 27 of histone H3. However, VPA 

promoted an increase in markers associated with active transcription of genes and decreased 

those related to silencing, being consistent with a possible enhancement of global gene 

expression induced by this drug. Therefore, VPA may offer a potential strategy to reverse 

epigenetic changes, mainly associated with diseases such as cancer. However, regarding the 

expression of p16INK4a and p21WAF1/Cip1 genes, they can be regulated in HeLa cells by HDACi 

that act on epigenetic marks at the DNA and histone levels. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1. Cromatina e Epigenética 

 

O DNA nuclear integra um complexo nucleoproteico, compondo a cromatina. Ao 

DNA se associam proteínas histônicas e não histônicas, podendo também se associar moléculas 

de RNA. A cromatina é a principal forma de armazenamento, transmissão e expressão das 

informações genéticas em todas as células vivas (Mello & Vidal 2013). Nas células eucarióticas 

o complexo nucleoproteico, em torno de 200 pares de bases de DNA, que estão envolvidos ao 

redor de um octâmero de histonas (H2A, H2B, H3 e H4) ou suas variantes, formam os 

nucleossomos, que são as unidades elementares da estrutura nuclear denominada cromatina 

(Kornberg 1974, Luger et al. 1997, Kornberg & Lorch 1999, Robinson et al. 2006, Mello & 

Vidal 2013). 

As histonas são proteínas básicas classificadas em cinco tipos principais (H1, H2A, 

H2B, H3 e H4) que apresentam massa molecular baixa, sendo as histonas H3 e H4 altamente 

conservadas entre as várias espécies eucarióticas. As moléculas das histonas são compostas por 

um domínio C-terminal, outro globular e um domínio de “cauda” N-terminal. Os domínios de 

dobra do tetrâmero de histonas centrais no nucleossomo medeiam as interações histona-histona 

e histona-DNA. Uma quinta classe de histonas, as histonas H1 ou histonas ligantes, ligam-se 

ao DNA ligante e às histonas do nucleoide do nucleossomo (Elgin & Weintraub 1975, Cutter 

& Hayes 2015). 

 As caudas N-terminais das histonas H3 e H4 se estendem das porções centrais 

estruturadas do nucleoide do nucleossomo, em todas as direções, de forma a liberá-las para 

interação com o DNA ou com outras proteínas e são essenciais para a condensação da 

cromatina. Os domínios da região N-terminal dessas histonas contêm uma preponderância de 

resíduos de arginina e lisina, além de glicina, alanina e treonina (Allan et al. 1982, Spencer & 

Davie 1999).  

As caudas N-terminais das histonas H3 e H4, que se projetam do nucleossomo, são 

suscetíveis a uma diversidade de modificações pós-traducionais (PTMs). As modificações 

covalentes mais comuns incluem acetilação, fosforilação, metilação, ubiquitinação, 

glicosilação e adenosina difosfato (ADP) - ribosilação, importantes para a sinalização 

epigenética. Essas modificações das histonas têm um papel fundamental na alteração da 

estrutura e da função da cromatina (Luger et al. 1997, Gilbert et al. 2005, Kouzarides 2007, 

Burgess & Zhang 2010). 



Introdução 16 ___________________________________________________________________________ 

Desde a primeira definição sobre epigenética, proposta por Conrad Waddington, 

determinando ser mudanças no fenótipo sem alterações no genótipo, várias outras passaram a 

ser fornecidas. No entanto, não existe consenso sobre como e o que pode (e deve) ser 

considerado para estudar e definir os processos epigenéticos e sua herança (Waddington 1942, 

Lacal & Ventura 2018). Em termos gerais, sabe-se que a epigenética envolve alterações no 

perfil de expressão gênica que não são causadas por alterações na sequência do DNA, enquanto 

a herança epigenética refere-se à transmissão de certas marcas epigenéticas aos descendentes 

(Peschansky & Wahlestedt 2014, Allis & Jenuwein 2016, Pang et al. 2017). Também há 

discussão sobre quão estável e hereditário deve ser um mecanismo para ser classificado como 

“epigenético” e se é aceitável incluir não apenas as marcas retidas ao longo de gerações de 

organismos, mas também aquelas transmitidas durante as divisões celulares (Peschansky & 

Wahlestedt 2014).   

A efetivação funcional do programa genético codificado no DNA é controlada 

principalmente por regulação epigenética, incluindo a metilação do DNA, PTMs das histonas 

e RNAs reguladores (Davey et al. 2002, Pan et al. 2018). A metilação do DNA em mamíferos 

ocorre principalmente nos resíduos de citosina dos dinucleotídeos CpG (citosina-fosfato-

guanina) levando a formação da 5-metilcitosina (5mC). As enzimas DNA metiltransferases 

(DNMTs) são responsáveis pelo estabelecimento e manutenção do padrão de metilação, 

envolvendo a DNMT1, DNMT3A e DNMT3B (Dupont et al. 2009, Moore et al. 2013, Allis & 

Jenuwein 2016, Lyko 2018). 5mC é uma marca associada ao silenciamento gênico, seja por 

interferência na ligação do fator de transcrição ou pelo recrutamento de repressores. Além disso, 

é fundamental para diversos processos biológicos tais como estabilidade do genoma, imprinting 

genômico, inativação do cromossomo X, desenvolvimento embrionário, diferenciação celular 

além de exercer papéis importantes no desenvolvimento de muitas doenças humanas (Bird 

2007, Kulis & Esteller 2010, Wu & Zhang 2014, Duan et al. 2016). Comparada à metilação do 

DNA, a modificação das histonas é mais complexa e o seu impacto é baseado em vários fatores 

como tipos de modificação, posição e graus de modificação (Rice et al. 2003, Wang & Liu 

2019).  

 

1.2. Modificações de histonas 
 

Desde a descoberta das PTMs nas décadas de 1960 e 1970, muitas evidências se 

acumularam apontando papéis para modificações específicas nos mecanismos de regulação das 

informações armazenadas no DNA (Allfrey et al. 1964, Murray 1964, Shilatifard 2006). Essas 
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modificações não apenas regulam a estrutura da cromatina por estarem lá, mas também 

recrutam enzimas de remodelação para reposicionar os nucleossomos (Kouzarides 2007, 

Bannister & Kouzarides 2011). 

A acetilação na cauda N-terminal das histonas é evento reversível e acontece 

principalmente em resíduos de lisina. A acetilação da cromatina neutraliza parte da carga 

positiva da região da cauda da histona e diminui a interação histona-DNA, ou nucleossomo-

nucleossomo e/ou pode sinalizar uma mudança conformacional, mantendo a estrutura do 

nucleossomo transcrito desdobrada, promovendo a interação dos fatores de transcrição com o 

DNA nucleossômico, além de promover o recrutamento de outras proteínas. De acordo com 

isso, a cromatina acetilada é amplamente correlacionada com a ativação transcricional (Tse et 

al. 1998, Spencer & Davie 1999, Sterner & Berger 2000).  

A dinâmica da acetilação nos resíduos de lisina é regulada pela ação oposta de duas 

classes de enzimas: As acetiltransferases de histonas (HATs), que catalisam a transferência de 

um grupo acetil do doador acetil-CoA para cadeias laterais de lisina; e as deacetilases de 

histonas, que catalisam a remoção desses grupos (HDACs) (Sterner & Berger 2000, 

Khorasanizadeh 2004, Kouzarides 2007).  

Em humanos, existem 18 HDACs divididas em quatro classes: a classe I 

(HDAC1,2,3,8) contém enzimas com semelhança à proteína scRpd3 de levedura; a classe II 

(HDAC4,5,6,7,9 e 10) com semelhança à proteína scHda1; a classe III, referida como sirtuínas 

(SirT1-7), que são homólogas às proteínas Sir2; e a classe IV com apenas um único membro, 

HDAC11 (Bannister & Kouzarides 2011, Seto & Yoshida 2014).  

A modificação pós-traducional de histonas por metilação é um tipo importante e 

generalizado de modificação que é conhecido por influenciar muitos processos fisiológicos 

como desenvolvimento, respostas celulares, formação de heterocromatina, inativação do 

cromossomo X, impressão genômica e regulação transcricional, além de participar de condições 

fisiopatológicas (Feinberg & Tycko 2004, Völkel & Angrand 2007, Greer & Shi 2014). 

Diferentemente de algumas modificações de histonas, como a acetilação, que 

podem afetar a função da cromatina, alterando a carga da histona e as interações estruturais no 

nucleossomo, a metilação de histonas funciona como um local de nucleação para proteínas que 

recrutam outras moléculas, alterando assim a conformação da cromatina e/ou a sua transcrição, 

sem alterar a carga dessa proteína (Berger 2002, Bannister & Kouzarides 2011, Lanouette et al. 

2014, Swygert & Peterson 2014). A metilação das histonas envolve a ligação do grupo metil a 

átomos de nitrogênio nas suas caudas N-terminais dessas proteínas. Entre estas ligações, os 

resíduos de lisina (Lys ou K) e arginina (Arg ou R) servem como os locais mais comuns de 
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marcas de metilação descritas (McGrath & Trojer 2015). Dada a sua abundância e a facilidade 

de preparação, as histonas foram uma das primeiras proteínas caracterizadas com metil-lisina 

(Murray 1964). 

Apesar da sutil natureza físico-química da metilação na lisina, seu potencial 

regulador é amplo. O número de resíduos modificados, o grau de metilação e o contexto 

genômico dão origem a um repertório altamente complexo de possíveis saídas funcionais. Além 

disso, outros níveis de complexidade se acham presentes pelo fato de que essas marcas não 

funcionam isoladamente, mas cooperativamente com outros tipos de modificação de histonas, 

bem como com a metilação de DNA para regular precisamente a expressão gênica (McGrath 

& Trojer 2015, Hyun et al. 2017). 

Em geral, como já mencionado, a acetilação de histonas está associada à ativação 

gênica. Por outro lado, a metilação em um resíduo específico de K está correlacionada com um 

estado ativo ou silencioso da expressão gênica, dependendo dos resíduos metabolizados 

(Lanouette et al. 2014). A histona H3 é o principal local de metilação da histona, embora as 

outras histonas possam também apresentar metilação (Jambhekar et al. 2019). Os locais de 

metilação de histonas mais amplamente estudados incluem a H3K4, H3K9, H3K27, H3K36, 

H3K79 e H4K20 (Greer & Shi 2014). 

De fato, a metilação em diferentes resíduos de lisina nas histonas demonstrou taxas 

de rotatividade diferencial. Dependendo do contexto biológico, alguns eventos de metilação 

podem precisar ser mantidos de forma estável (metilação envolvida na herança por mitose de 

um estado de heterocromatina silenciado), enquanto outros são passíveis de alteração (quando 

as células se diferenciam ou respondem a sugestões ambientais) (Greer & Shi 2014). 

 

1.2.1. Enzimas metiltransferases e demetilases 
 

Seguindo a nomenclatura mais atual, as enzimas que adicionam ou removem a 

marca de metilação nos resíduos de lisina são denominadas lisina metiltransferases (KMTs) e 

lisina demetilases (KDMs), respectivamente, tornando-a dinâmica e reversível (Zhang et al. 

2012, Lund et al. 2019). As KMTs utilizam a S-adenosilmetionina (SAM) como doador do 

grupo metil para transferir um a três grupos metil para os resíduos de lisina. Então, essa reação 

catalítica resulta em lisina mono-, di- e tri-metilada (Kouzarides 2007, Bannister & Kouzarides 

2011, McGrath & Trojer 2015, Lund et al. 2019). Os estados de modificação podem ter 

resultados funcionais distintos, dependendo do recrutamento de proteínas de ligação que 

exibem especificidades do estado de metilação (Wu et al. 2017). 



Introdução 19 ___________________________________________________________________________ 

A maioria das KMTs é altamente seletiva no que diz respeito ao resíduo de lisina 

no qual elas operam, bem como ao grau de metilação que elas catalisam (McGrath & Trojer 

2015). A metilação pode ocorrer em locais diferentes na mesma histona, mas algumas marcas 

de histonas são mutuamente exclusivas (Greer & Shi 2014). 

Até o momento, as KMTs são divididas em duas famílias, com base na similaridade 

da sequência do domínio catalítico e na organização estrutural. Uma delas é o disruptor do 

silenciamento telomérico tipo 1 (DOT1L), que estruturalmente não está relacionado às 

proteínas do domínio SET e metila K79 na região global da histona H3 (Herz et al. 2013, Allis 

& Jenuwein 2016, Wang & Liu 2019). Já a outra, é a família de proteínas SET que contêm um 

domínio SET catalítico, apresentando cerca de 130 aminoácidos. O domínio SET foi 

originalmente identificado como uma sequência conservada em três proteínas de Drosophila 

envolvidos em processos epigenéticos, o supressor da variegação de efeito de posição 3-9, Su 

(var) 3-9, um intensificador da cor dos olhos (Enhancer de Zeste), EZ, e o regulador gênico 

homeótico Trithorax, TRX (Alvarez-Venegas & Avramova 2002, Cheng & Zhang 2007, Lund 

et al. 2019). Foi demonstrado que muitas proteínas contendo domínio SET exibem atividade 

catalítica em relação a determinados resíduos de lisina nas histonas, mas evidências emergentes 

também indicam que várias proteínas não-histonas são especificamente direcionadas por essas 

enzimas (Herz et al. 2013). Além do domínio SET, essa família de proteína também contem 

outro domínio proteico definido ou sequência homóloga que é usado para classificar essas 

proteínas em subfamílias distintas (Zhang et al. 2012, Herz et al. 2013).  

Entre as diferentes modificações pós-traducionais das histonas, a metilação em 

H3K9 e H3K27 é uma das principais modificações covalentes que se correlacionam com a 

repressão gênica ao nível cromossômico (Pan et al. 2018). Em mamíferos, a subfamília SUV39, 

que inclui 6 membros (SUV39H1, SUV39H2, G9a, GLP, SETDB1 e SETDB2), metila H3K9 

e demonstrou ser o principal determinante da heterocromatina constitutiva, reprimindo a 

transcrição através do recrutamento da proteína de heterocromatina 1 (HP1) (Völkel & Angrand 

2007, Zhang et al. 2012). A SUV39H1 foi a primeira proteína contendo domínio SET relatada 

a conter especificidade de metiltransferase em geral e em relação à H3K9. SETDB2 e as 

enzimas relacionadas, SUV39H1 e SUV39H2, contribuem por sua vez para H3K9me2 e 

H3K9me3 em heterocromatina pericêntrica e em outras regiões que contêm elementos 

repetitivos do DNA, como os telômeros, enquanto GLP e G9a catalisam H3K9me1 e H3K9me2 

em regiões eucromáticas (Lehnertz et al. 2003, Peters et al. 2003, Krouwels et al. 2005, Herz et 

al. 2013, Liu et al. 2015, Allis & Jenuwein 2016, Becker et al. 2016, Jambhekar et al. 2019). À 

SETDB1 foi atribuída a atividade de H3K9me2 e H3K9me3 que direcionaria a repressão de 
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genes eucromáticos, auxiliando na conversão do estado H3K9 di-metilado para o estado tri-

metilado (Herz et al. 2013). 

Foi demonstrado que a subfamília Enhancer of Zeste Homolog (EZH), que contém 

EZH1 e EZH2, um componente do complexo PRC2 (Polycomb repressive complex 2) de 

mamífero, juntamente com outras três subunidades (supressor de Zeste 12 - SUZ12, 

desenvolvimento de ectoderma embrionário - EED e a proteína associada à RbAp46/48 do 

retinoblastoma) é membro da família de proteínas do domínio SET e responsável por catalisar 

a metilação da H3K27 (Pan et al. 2018). Como subunidade catalítica do PRC2, o EZH participa 

da manutenção do estado repressivo transcricional da cromatina. O EZH2 é responsável pela 

di- e trimetilação de H3K27 em mamíferos. O EZH1 é uma di- e trimetiltransferase H3K27 

mais fraca e é mais altamente expresso em células não proliferativas. Portanto, EZH1/2 

funcionam de forma redundante para implementar todos os três estados de metilação de H3K27 

(Herz et al. 2013, Allis & Jenuwein 2016, Chen et al. 2016, Hyun et al. 2017). A monometilação 

de H3K27 tende a ser associada à heterocromatina constitutiva (juntamente com H3K9me3) e 

aos intensificadores inativos, enquanto H3K27me2/3 ocorrem em grande parte na 

heterocromatina facultativa (Herz et al. 2013). A H3K27me2 desempenha um papel no controle 

da fidelidade do intensificador, evitando a ativação não programada de intensificadores 

específicos (Zhang et al. 2012, Pan et al. 2018). 

A metilação de K na histona também está envolvida na ativação transcricional, mas, 

nesse caso, os principais locais de metilação incluem H3K4. Essa marca encontra-se 

enriquecida na região promotora e no local inicial da transcrição (Hyun et al. 2017). 

H3K4me1/2/3 foram mostradas por marcar diferencialmente genes de transcrição ativa. Em 

geral, a monometilação de H3K4 é uma marca ativadora exclusiva dos intensificadores relatada 

em vários tipos celulares (Heintzman et al. 2007, Roh et al. 2007, Völkel & Angrand 2007, 

Shinsky et al. 2015). No entanto, H3K4me2 encontra-se nos locais de início da transcrição e 

H3K4me3 é uma marca registrada dos promotores da transcrição ativa (Bernstein et al. 2002, 

2005, Santos-Rosa et al. 2002, Barski et al. 2007, Greer & Shi 2014, Hyun et al. 2017). Nos 

humanos, a subfamília SET1 que inclui MML 1-4 (Mixed Lineage Leukemia) e SET 1A / B, 

possui uma atividade metiltransferase específica para H3K4 (Shilatifard 2012, Shinsky et al. 

2015). De fato, os complexos MLL2/3 estão ligados à monometilação de H3K4 em 

potenciadores ativos. O complexo central MLL1 possui predominantemente atividade mono- e 

di-metiltransferase in vitro. Por outro lado, foi sugerido que os complexos SETd1A / B 

catalisam a maior parte da trimetilação de H3K4 nas células, embora dependam de outros 

fatores exclusivos dos complexos (Shinsky et al. 2015). 



Introdução 21 ___________________________________________________________________________ 

Pesquisas mapearam vários resíduos de metil-lisina nas proteínas histonas e 

relacionaram essas modificações a sinais biológicos específicos, como os evidenciados acima. 

Entretanto, essa visão aumentou de complexidade uma vez que há casos em que as mesmas 

modificações podem ser associadas a atividades opostas, como ativação e repressão 

transcricional. H3K4me2 e H3K4me3 são exemplos ilustrativos deste ponto; geralmente estas 

marcas estão associadas à ativação transcricional, mas também podem ser associadas à 

repressão (Greer & Shi 2014, Lanouette et al. 2014). Outro exemplo, acontece com a 

H3K27me3 que geralmente é encontrada em genes repressos, porém tendo sido identificados 

em um conjunto de genes que carregam essa marca em seus promotores e que estão associados 

à transcrição ativa (Young et al. 2011). Além disso, alguns estudos também evidenciam que 

mono-metilações de H3K27 e H3K9 estão ligadas à ativação de genes, uma vez que níveis mais 

altos dessas modificações foram detectados em promotores mais ativos ao redor dos sítios de 

início da transcrição (TSS), podendo levar à alta mobilidade de histonas e nucleossomos com 

estrutura de cromatina frouxa para iniciação e alongamento da transcrição (Fig. 1) (Barski et 

al. 2007, Pan et al. 2018).  
 

 

Figura 1. As marcas H3K4me2/3 e H3K9me estão presentes em regiões de cromatina transcricionalmente ativa, 

enquanto os níveis de H3K9me2 e H3K27me/3 estão associados ao silenciamento gênico. No entanto, as mesmas 

modificações, H3K27me/3, podem ser associadas à atividades opostas, como ativação e repressão transcricional a 

depender do contexto biológico. Esquema modificado de Susan Strome apresentado na Conferência de Epigenética 

& Cromatina 2020.  

 

Vem sendo sugerido que tais mudanças na atividade transcricional possam estar 

ocorrendo devido à participação de diferentes proteínas efetoras. Relatos científicos propõem 
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que elas reconheçam modificações específicas de histonas, sendo assim componentes 

importantes na determinação da função das modificações. Marcas combinadas em PTMs de 

histonas também podem ter funções diferentes para as mesmas quando aparecem isoladamente. 

Além disso, modificações combinatórias em histonas são eficientemente reconhecidas por 

proteínas com múltiplos domínios, afetando assim os resultados específicos (Greer & Shi 2014, 

Lanouette et al. 2014). 

O grupo metil incorporado na lisina pode ser removido pelas lisina-demetilases 

(KDMs). Em humanos, esse processo é catalisado por duas subfamílias distintas KDMs, que 

são classificadas com base na organização de seus domínios catalíticos e no tipo de mecanismo 

oxidativo. Os membros da subfamília KDM1 ou demetilases específicas de lisina (LSDs), 

LSD1 e LSD2, requerem a flavina adenina dinucleotídeo (FAD) durante a catálise de 

desmetilação, enquanto os da subfamília KDMs JmjC que contêm o domínio Jumonji (JmjC), 

removem os grupos metil da lisina de uma forma dependente de ferro e α-cetoglutarato (Thinnes 

et al. 2014, Wang & Liu 2019). Semelhante ao caso das KMTs, as KDMs geralmente são 

seletivas para um determinado resíduo de lisina e as KDMs individuais catalisam 

especificamente a remoção de grupos metil das lisinas mono, di e tri- metiladas (McGrath & 

Trojer 2015). 

A regulação incorreta de metilação de lisina numa histona tem sido implicada em 

vários tipos de tumores. No entanto, a metilação de lisina em histona é um tipo de PTM 

reversível, oferecendo uma promessa considerável para terapias baseadas na natureza 

adaptativa do controle epigenético (Feinberg & Tycko 2004, Greer & Shi 2014, McGrath & 

Trojer 2015, Allis & Jenuwein 2016, Hyun et al. 2017). 

 

1.3. O ácido valproico/valproato de sódio e sua atuação sobre a cromatina 
 

O ácido valproico sintetizado por Burton em 1882, é um ácido graxo de cadeia curta 

e ramificada com oito carbonos (Fig. 2). As propriedades anticonvulsivas do ácido valproico 

foram reconhecidas pela primeira vez em 1963, enquanto Meunier e colaboradores estudavam 

os efeitos antiepiléticos de novas moléculas. Ao utilizarem esse agente como solvente orgânico 

para outros compostos, ficaram surpresos com a capacidade do mesmo em proteger animais 

experimentais contra convulsões. Após ensaios clínicos, o ácido valproico foi então aprovado 

em 1978 pelo FDA (Food and Drug Administration) dos EUA como uma droga antiepilética 

(AED) (Silva et al. 2008, Tolou-Ghamari & Palizban 2015, Pitetzis et al. 2017, Lipska et al. 

2020). 
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Figura 2. Estrutura química do VPA. Fonte: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Sodium-valproate. 

 

Desde então, o ácido valproico associado à sua forma salina, valproato de sódio 

(VPA), tornou-se um dos medicamentos anticonvulsivos mais frequentemente usado. De fato, 

ele também é indicado para tratar outras doenças, incluindo distúrbios psicológicos, como 

esquizofrenia, abstinência e dependência de cocaína, além de distúrbios neurológicos, como 

por exemplo, enxaqueca e doença de Alzheimer (Peterson & Naunton 2005, Terbach & 

Williams 2009, Tomson et al. 2016). Apesar de sua eficácia médica, complicações graves, 

incluindo teratogenicidade, foram relatadas após sua administração. Elas acontecem em 

exposição pré-natal, aumentando o risco durante o desenvolvimento embrionário de 

malformação congênita, abrangendo problemas cardiovasculares e craniofaciais, além de 

doenças neurológicas e defeitos no tubo neural do feto (Ahir & Pratten 2014, Chanda et al. 

2019). 

O VPA possui diferentes mecanismos de ação. A atividade antiepiléptica está 

associada, principalmente, a modificações do neurotransmissor inibitório ácido gama-

aminobutírico (GABA) e a bloqueio dos canais de sódio e de cálcio do tipo-T (Phiel et al. 2001, 

Perucca 2002, Lagace et al. 2004, Chateauvieux et al. 2010, Scialdone et al. 2017). 

Foi também demonstrado que o VPA pode inibir a proliferação celular e o índice 

mitótico, induzindo parada no ciclo celular e apoptose em células de carcinoma, como proposto 

para neuroblastomas e gliomas (Blaheta & Cinatl 2002, Das et al. 2007, Fang et al. 2018). Além 

disso, sozinho ou combinado com outras drogas, o VPA tem sido extensivamente estudado 

como um agente antitumoral promissor em vários ensaios e estudos clínicos para uma variedade 

de cânceres afetando pâncreas, pulmão, próstata, mama, glia, tireóide e em leucemia mielóide 
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aguda e carcinoma endometrial (Das et al. 2007, Yang et al. 2007, Duenas-Gonzalez et al. 2008, 

Batty et al. 2009, Venkataramani et al. 2010, Heers et al. 2018, Li et al. 2019, Tran et al. 2019). 

No entanto, ele não é ainda indicado pela FDA para o tratamento de nenhum câncer, embora já 

tenha sido aprovado em testes clínicos dos tipos I e II (Heers et al. 2018). 

Com um crescente interesse em se conhecer como se procedia a atividade do VPA, 

descobriu-se que em doses terapêuticas para o tratamento contra a epilepsia (0,3-1,0 mM) o 

mesmo atuaria como HDACi, inibidor de HDAC de classes I e II, levando a um aumento na 

acetilação de histonas H3 e H4 em vários tipos celulares (Göttlicher et al. 2001, Phiel et al. 

2001, Lagace et al. 2004, Eyal et al. 2005, Chateauvieux et al. 2010, Sun & Coy 2014, Aztopal 

et al. 2018, Ibrahim et al. 2020). Este foi um forte indício de que o VPA atuaria diretamente 

sobre marcas epigenéticas na cromatina e, portanto, sobre a transcrição gênica através da 

remodelação da cromatina.  

Outra via de atuação do VPA passou então a ser descrita, com consequências 

regulatórias de mais longo termo para a expressão gênica do que a acetilação de histonas, que 

é um fenômeno mais facilmente reversível e de menor estabilidade. Esta via consiste na 

demetilação do DNA (Milutinovic et al. 2007, Lee et al. 2010, Perisic et al. 2010, Jiang et al. 

2012, Veronezi et al. 2017, Rocha et al. 2019). Descobriu-se também que a demetilação do 

DNA pelo VPA poderia ser induzida em simultaneidade à inibição de HDAC (Detich et al. 

2003, Milutinovic et al. 2007, Wang et al. 2009, Dong et al. 2010). Foi, por outro lado, 

constatado que a via de demetilação do DNA por efeito do VPA possa variar conforme o tipo 

celular considerado. Pode ser passiva, por diminuição na expressão da DNA metiltransferase 1 

(DNMT1) (Schuermann et al. 2016) ou ativa, por atuação de enzimas dioxigenases da família 

das ten-eleven translocation (TETs), que oxidam a 5-metilcitosina (5mC) nos intermediários 

5-hidroximetilcitosina (5hmC), 5-carboxicitosina (5caC), 5-formilcitosina (5fC) e finalmente 

citosina C (Ito et al. 2010, Blaschke et al. 2013, Rocha et al. 2019). Também foi relatado ocorrer 

uma interação entre essas duas vias metabólicas (Pastor et al. 2013). A via de demetilação do 

DNA pelo VPA pode igualmente diferir em diferentes tipos de células tumorais agressivas, 

sendo, por exemplo, passiva em células de adenocarcinoma mamário MCF-7 (Marchion et al. 

2005) e predominantemente ativa em células HeLa (Veronezi et al. 2017, Rocha et al. 2019). 

Entre os efeitos exercidos pelo VPA sobre marcas epigenéticas na cromatina, 

descobriu-se em alguns tipos celulares que esta droga também atua sobre a metilação de 

histonas. Há relatos de que HDACi, incluindo o VPA, podem desencadear aumentos na 

metilação de H3K4 in vitro (Nightingale et al. 2007, Tung & Winn 2010). Esses aumentos 

foram observados em células-tronco embrionárias (ESC) de camundongos, neurônios corticais 
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de ratos e astrócitos (Marinova et al. 2011, Boudadi et al. 2013). Foi encontrado mais 

recentemente que, em células renais embrionárias humanas HEK293, o VPA induz 

hipermetilação de H3K4 em consonância com o estado hipometilado de H3K27 e inibição de 

HDAC (Ganai et al. 2015). 

Além de todos os efeitos constatados por ação do VPA, acima mencionados, de 

natureza epigenética, o VPA pode também apresentar afinidade de ligação à histona H1 

(Sargolzaei et al. 2017, Vidal & Mello 2020) ou seja, ter ainda um outro alvo potencial até então 

desconhecido. Essa constatação foi obtida por análise de denaturação térmica, espectro de 

absorção no ultravioleta e intensidade de emissão fluorescente em H1 isolada de fígado de rato 

e dialisada contra VPA, e espectroscopia no infravermelho. A investigação de anisotropias 

ópticas e da espectroscopia no infravermelho realizada em nosso laboratório mostrou a 

interferência do VPA em concentrações elevadas no padrão de cristalização do DNA 

previamente descrito (Vidal & Mello 2017) e no próprio perfil espectral do DNA (Vidal & 

Mello 2020). Por outro lado, foi também encontrado que o VPA afeta a conformação das 

histonas H1 e H3, expandindo-se assim o conhecimento sobre a ação potencial do VPA (Vidal 

& Mello 2020). 

Conclui-se, assim, que o VPA possa atuar segundo diferentes vias, sobre diferentes 

alvos e com diferentes e amplas consequências. É importante, pois, que se dê continuidade à 

avaliação dos efeitos do VPA em diferentes tipos celulares e diferentes condições 

experimentais, pois muito ainda se desconhece nesse campo e um conhecimento científico 

básico nesse sentido é primordial, para que avanços quanto a propostas terapêuticas futuras que 

venham a utilizar o VPA ou drogas símiles possam ser desenvolvidos.  

Particularmente em células tumorais humanas HeLa, linhagem celular de câncer 

cervical, tanto os efeitos de inibição de HDAC como de demetilação do DNA pelo VPA, 

acompanhados por remodelação textural da cromatina, já foram demonstrados (Felisbino et al. 

2011, Veronezi et al. 2017, Rocha et al. 2019). No que se refere à demetilação do DNA, este 

fenômeno tem se revelado complexo, e com predominância da via ativa (Veronezi et al. 2017, 

Rocha et al. 2019) diferindo daquela via reportada para outro tipo de linhagem tumoral, como 

a das células humanas mamárias MCF-7 (via passiva) (Marchion et al. 2005). Pouco, porém, 

se conhece ainda nas células HeLa sobre efeitos do VPA ao nível de metilações nas histonas 

H3, ao lado da conhecida inibição de HDAC e de aumento global de acetilação de H3, e muito 

menos ainda sobre uma possível interação da droga a histonas e ao DNA, nas células HeLa, o 

que seria matéria de interesse para o conhecimento do potencial de ação dessa droga. 
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Ainda, tem sido revelado que em células HeLa as proteínas p16 e p21, usualmente 

atuantes no ciclo celular como inibidoras dos complexos CDK-ciclinas, têm uma regulação 

aberrante condicionada a modificações de histonas (Chen et al. 2004, Lin et al. 2005, 

McLaughlin-Dublin et al. 2011, Fang et al. 2014, Beyer et al. 2017). A investigação da 

expressão dos genes p16 e p21 e da abundância das proteínas por eles codificadas nas condições 

epigenéticas de alteração nos padrões de metilação de histonas sob a ação do VPA seria 

igualmente matéria relevante de investigação. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 



Objetivos 27 ___________________________________________________________________________ 

2. OBJETIVOS 
 

1. Determinar se o padrão de marcas epigenéticas, H3K4me2/me3, H3K9me/me2, 

H3K27me/me3 e o de enzimas envolvidas nas vias de metilação de histonas (KMT2D e EZH2) 

e demetilação (KMD3A) se tornam afetados em resposta ao VPA, em células HeLa.  

2. Conhecer se o tratamento de células HeLa pelo VPA induz a formação de 

complexos VPA–histonas como os já descritos em preparações in vitro. 

3. Investigar se os níveis de 

expressão dos genes p16INK4a e p21WAF1/Cip1 e a abundância das proteínas por eles codificadas, 

bem como os níveis de acetilação da histona H3 em células HeLa possam estar associados a 

alterações nas modificações em histonas promovidas pelo VPA.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Capítulo I 28 ___________________________________________________________________________ 

3. CAPÍTULO I 

Artigo: 
 

Sodium Valproate Modulates the Methylation Status of Lysine Residues 4, 9 and 27 in Histone 

H3 of HeLa Cells 

Publicado em Current Molecular Pharmacology. 2022  

doi: 10.2174/1874467215666220316110405 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo I 29 ___________________________________________________________________________ 

 

Sodium Valproate Modulates the Methylation Status of Lysine 

Residues 4, 9 and 27 in Histone H3 of HeLa Cells 

 
 

Marina Amorim Rocha, Benedicto de Campos Vidal, Maria Luiza Silveira Mello*   

 

 

 

Department of Structural and Functional Biology, Institute of Biology, University of 

Campinas (Unicamp), 13083-862 Campinas, SP, Brazil 

 

 

 

*E-mail address: mlsmello@unicamp.br; Phone: +55 19 3521-6122  

 

 

 

Running title: VPA effects on histone methylation of HeLa cells 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo I 30 ___________________________________________________________________________ 

Abstract 

Valproic acid/sodium valproate (VPA), a well-known anti-epileptic agent, inhibits 

histone deacetylases, induces histone hyperacetylation, and promotes DNA 

demethylation in several cell types, including HeLa cells. It also affects the histone 

methylation status in some cell models. Global levels of H3K4me2/me3, H3K9me/me2, 

and H3K27me/me3 have been described as potential markers for cancer prognosis. 

However, these markers have not been studied in VPA-treated tumor HeLa cells. In this 

study, the effect of 0.5 mM and 2.0 mM VPA for 24 h on H3K4me2/me3, 

H3K9me/me2 and H3K27me/me3 signals as well as on KMT2D, EZH2, and KDM3A 

gene expression was investigated using confocal microscopy, Western blotting, and 

RT–PCR. Histone methylation changes were also investigated by Fourier-transform 

infrared spectroscopy (FTIR). We found that VPA induces increased levels of 

H3K4me2/me3 and H3K9me, which are indicative of chromatin activation. Particularly, 

H3K4me2 markers appeared intensified close to the nuclear periphery, which may 

suggest their implication in increased transcriptional memory. The abundance of 

H3K4me2/me3 in the presence of VPA was associated with increased methyltransferase 

KMT2D gene expression. VPA induced hypomethylation of H3K9me2, which is 

associated with gene silencing, and concomitant with the demethylase KDM3A, it 

increased gene expression. Although VPA induces increased H3K27me/me3 levels, 

probably regulated by the methyltransferase EZH2, no causal connection between these 

markers and gene expression could be suggested. Histone FTIR spectra were not 

affected by VPA under the present experimental conditions. Whether our epigenetic 

results are consistent with VPA affecting the aggressive tumoral state of HeLa cells, 

further investigation is required. 

Keywords: Epigenetics; HeLa cells; histone methylation; histone demethylase; 

methyltransferases and VPA. 
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1. INTRODUCTION 

 

Valproic acid is a short-chain branched fatty acid that, in association with its sodium 

salt (sodium valproate) (VPA), is widely prescribed for the treatment of seizure disorders, 

inhibiting the neurotransmitter gamma-aminobutyric acid (GABA) and blocking T-type 

calcium and voltage-gated sodium channels [1, 2]. With a growing interest in understanding 

the mechanism of VPA action, it was discovered that under therapeutic doses for the 

treatment of epilepsy (0.3–1.0 mM), it acts on epigenetic markers by inhibiting class I histone 

deacetylases (HDACs), favoring the acetylation of histones H3 and H4 [2-9] and affecting 

gene transcription through chromatin remodeling [10]. 

VPA inhibits cell proliferation, affects mitotic indices, promotes cell cycle arrest, and 

elicits intrinsic and extrinsic apoptosis pathways in carcinoma cells, as demonstrated for 

neuroblastomas, gliomas and cervical cancer [11-14]. In addition, it alone or synergistically 

combined with other drugs has been extensively studied as a promising antitumor agent in 

several trials and clinical studies for a variety of tumors affecting the pancreas, lung, prostate, 

breast, glia, and thyroid as well as in acute myeloid leukemia and endometrial carcinoma [12, 

15-21]. 

Another VPA action, which is more stable than the induction of histone acetylation 

changes, consists of DNA demethylation [22-27]. The DNA demethylation process induced 

as a VPA effect, which leads to conversion of 5-methylcytosine to cytosine, occurs through an 

active or a passive pathway, which varies according to the cell type considered. While the 

passive pathway involves a decrease in the expression of DNA methyltransferase 1 

(DNMT1), as demonstrated in MCF-7 human mammary tumor cells [28, 29], the active 

pathway occurs through the action of dioxygenase enzymes of the ten-eleven translocation 

(TET) family, which oxidize 5-methylcytosine in the intermediates 5-hydroxymethylcytosine, 

5-carboxycytosine, 5-formylcytosine and finally cytosine [27, 30, 31]. An interaction between 

these two metabolic pathways has also been reported [32]. In HeLa cells, VPA-induced DNA 

methylation acts predominantly through the active pathway, although a passive pathway may 

also be involved [27, 33]. 

Other epigenetic effects exerted by VPA consist of the methylation and demethylation 

of histones. Methylation at a specific K residue has been correlated with an active or silent 

state of gene expression depending on the metabolized residues [34]. Histone H3 contains the 
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most widely studied methylation sites, which include lysine residues 4, 9, 27, 36, and 79; 

lysine residue 20 is also an important target of epigenetic modification in histone H4 [35]. 

Mono-, di- and trimethylated H3K4 (H3K4me/me2/me3) differentially label active 

transcription genes. In general, H3K4me is a unique activator marker of enhancers reported in 

several cell types [36-39]. H3K4me2 is found at the start of transcription, and H3K4me3 is a 

registered trademark of the promoters of active transcription [35, 40-44]. Monomethylation of 

H3K9 and H3K27 is linked to gene activation because higher levels of this marker have been 

detected in more active promoters around transcription initiation sites, which may lead to the 

high mobility of histones and nucleosomes with a loose chromatin structure for the initiation 

and elongation of transcription [43, 45]. On the other hand, H3K27 monomethylation 

(H3K27me) along with H3K9 trimethylation (H3K9me3) tend to be associated with 

constitutive heterochromatin and inactive enhancers, while H3K27 di- and trimethylation 

(H3K27me2/me3) occur largely in facultative heterochromatin [46]. However, H3K27me3 

has also been identified in a set of genes that carry this marker in their promoters and that are 

associated with active transcription [47]. 

It has been reported that HDAC inhibitors (HDACis), including VPA, can trigger 

increases in H3K4 methylation in vitro in mouse embryonic stem cells and rat cortical 

neurons and astrocytes [48-51]. More recently, VPA has been found to induce the 

hypermethylation of H3K4 in line with the hypomethylated state of H3K27 and inhibition of 

HDAC in HEK293 human embryonic kidney 293 cells [52]. In addition to these effects on 

epigenetic markers, VPA may have a binding affinity for chromatin components [10, 53, 54]. 

The results obtained using high-performance polarizing microscopy and Fourier-transform 

infrared microspectroscopy (FTIR) have indicated that VPA has the potential to interact with 

DNA and histones in vitro [10]. This finding raises the question of whether such a drug would 

interact with histones in chromatin, which could be determined in histones extracted from 

cells cultivated in the presence of VPA. Since VPA can act following different pathways, on 

different targets and with different and wide consequences, it is thus important to continue 

evaluating the effects of VPA in different cell types and under different experimental 

conditions to contribute to a fuller understanding of this drug’s targets and metabolic 

pathways, especially because of its potential for therapeutic proposals. 

Regarding HeLa tumor cells, the effects of VPA on HDAC inhibition, histone 

acetylation, and DNA demethylation, accompanied by the textural remodeling of chromatin, 

have already been demonstrated [10, 26, 27, 55, 56]. However, no report exists on the effects 
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of VPA at the level of the methylation status of histones H3 and H4 and on a possible VPA-

histone interaction. In the present study, using immunofluorescence, WB, quantitative real-

time PCR (RT–PCR) for key enzymes involved in histone methylation (KMT2D and EZH2) 

and demethylation (KMD3A) pathways and FTIR assays, we investigated whether VPA 

affects the H3K4me2/me3, H3K9me/me2, and H3K27me/me3 methylation levels and 

interacts with histone molecules in HeLa cells. 

 

2. MATERIALS AND METHODS  
 
2.1. Cell culture and VPA treatments 

HeLa cells (ATCC:CCL-2) acquired at passage 10 from the Emerging Virus Studies 

Laboratory (LEVE) at UNICAMP and validated at the Technical Directorate for Teaching 

and Research Support (DTAPEP) of the Faculty of Medicine Foundation (University of São 

Paulo, USP) were used at passages 11/45 in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) 

with high glucose (Sigma–Aldrich®, St. Louis, MO, USA) supplemented with fetal bovine 

serum (FCS) (Nutricell Cellular Nutrients, Campinas, SP, Brazil) and penicillin-streptomycin 

(Sigma–Aldrich®, 100 IU/mL and 100 μg/mL, respectively) at 37 °C under a 5% CO2 

atmosphere. 

For all assays, cells were initially cultivated in complete medium for 24 h in the 

absence of the drug. Then, when treating them with VPA, 1% FCS was used in this medium. 

Cells grown in the absence of VPA were used as controls. 

For immunocytochemistry/immunofluorescence tests, cells were seeded in 24-well 

plates onto round coverslips at 5 x 104 cells/mL and treated with 2 mM VPA for 24 h. For the 

extraction of histones, cells were cultured at a concentration of 1.0 x 105 cells/mL in 6-well 

plates and treated with 0.5 mM and 2 mM VPA for 24 h. A MTT assay showed that VPA did 

not reduce cell viability under these VPA treatment conditions [57]. For this assay, cell 

culture was performed in 96-well plates at a concentration of 2 x 105 cells/mL under treatment 

with 1, 2, 4, 6, 20, and 40 mM VPA for 24 h. 

2.2. Immunocytochemistry/Immunofluorescence assays 

VPA-treated HeLa cells grown on coverslips, as described above, were fixed in 4% 

paraformaldehyde in phosphate buffer at a pH of 7.4 for 10 min, washed with PBS, 

permeabilized with 0.2% Triton X-100 (Sigma–Aldrich®) for 10 min and blocked with 10% 
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BSA in PBS for 30 min. Then, the cells were incubated overnight with rabbit anti-H3K4me2 

(1: 1600 dilution), anti-H3K4me3 (1: 2000 dilution), anti-H3K9me2 (1: 200 dilution), anti-

H3K27me3 (1: 1600 dilution) (Cell Signaling Technology®, Danvers, USA), anti-H3K9me 

(1: 1000 dilution), and anti-H3K27me (1: 1000 dilution) (Abcam, Cambridge, USA) primary 

antibodies in blocking solution at 4 °C and protected from light, followed by extensive PBS 

washes. To detect the primary antibodies, a goat anti-rabbit antibody conjugated to 

fluorochrome Alexa-Fluor 488 (1:1000 dilution) (Life Technologies®, Carlsbad, CA, USA) 

was used for 1 h in the dark, followed by nuclear counterstaining with DAPI for 1 h. The 

preparations were washed again and mounted in VECTASHIELD (Vector, USA). The images 

were captured using a Leica TCS SP5 II f confocal microscope at the Central Laboratory of 

High-Performance Technologies in Life Sciences (LaCTAD) at Unicamp. 

2.3. Histone acid extraction 

Total histones were extracted following the description by Shechter and coworkers 

[58], with minor modifications. Briefly, VPA-treated cells were centrifuged and resuspended 

in hypotonic lysis buffer (10 mM Tris-Cl (pH = 8.0), 1 mM KCl, 1.5 mM MgCl2) and 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) with stirring for at least 30 min at 4 °C to promote 

hypotonic swelling and cell lysis. To obtain the aggregated cores, the samples were 

centrifuged at 10,000 g for 10 min at 4 °C, the supernatant was discarded, and the cores were 

resuspended in 400 μL of 0.4 N H2SO4. To obtain histones and remove nuclear debris, the 

samples were centrifuged at 16,000 g for 10 min at 4 °C. The supernatant was transferred to a 

microcentrifuge tube, and histones were precipitated by adding 33% trichloroacetic acid 

(TCA) (Labsynth®, Diadema, SP). Subsequently, the material was incubated overnight at 4 

°C, followed by centrifugation at 16,000 g for 10 min at 4 °C, and the supernatant was 

removed. The histone pellet was washed with cold acetone without disturbing it, and after 

centrifugation at 16,000 g for 5 min at 4 °C, the supernatant was carefully removed, and the 

histones were air-dried for 20 min at room temperature. The histone pellet was dissolved in 

100 μL of deionized water (ddH2O). 

The Bradford assay (Sigma–Aldrich®) was used to determine protein concentrations 

using BSA as a standard. The absorbance values of all samples were measured after 

incubation for 1 h at room temperature at λ = 595 nm in a Multiskan ™ FC microplate 

photometer (Thermo Scientific ®). 

2.4. Western Blot 
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Histone samples (5 μg) were separated by SDS–PAGE on 15% polyacrylamide gels, 

followed by transfer to nitrocellulose membranes (Thermo Scientific®). The membranes were 

blocked in 4% BSA for 2 h and incubated separately with the corresponding rabbit anti-

H3K4me2 (1:1000 dilution), anti-H3K4me3 (1:1000 dilution), anti-H3K9me2 (1:1000 

dilution), anti-H3K27me3 (1:1000 dilution) (Cell Signaling Technology®), anti-H3K9me 

(1:1000 dilution), and anti-H3K27me (1:1000 dilution) (Abcam) primary antibodies overnight 

in blocking solution at 4 °C. After extensive washes, the membranes were incubated with a 

goat anti-rabbit secondary antibody conjugated to peroxidase (1:5000 dilution) (Chemicon®) 

in blocking solution for 2 h, followed by several washes. Protein blots were captured by WB 

ECL transfer detection (Amersham®, Pittsburgh, PA, USA) and visualized by 

chemiluminescence with the Alliance 6.7 imaging system (UVITEC, Cambridge, UK) at the 

Research Center at Obesity and Comorbidities (University of Campinas, Brazil). As a protein 

loading control, the membranes were incubated with histone H4 (1:1000 dilution) (Abcam). 

The ratios for histone modifications were obtained using ImageJ software (NIH, Bethesda, 

MD, USA). 

2.5. RT–PCR 

For gene expression analysis, VPA-treated cells were subjected to total RNA isolation 

using a RNeasy mini kit (Qiagen®, Hilden, Germany) followed by cDNA production using a 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems®, Hilden, Germany). 

RT–PCR plates were prepared using TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied 

Biosystems®), the produced cDNA and TaqMan Gene Expression Assays (Applied 

Biosystems®) for KMT2D (Hs00912419_m1), KMD3A (Hs00218331_m1) and EZH2 

(Hs00544830_m1), with GAPDH (Hs02758991_g1) as the endogenous control. RT–PCR was 

conducted on a StepOnePlus™ System (Applied Biosystems®). Relative quantification was 

achieved in three independent experiments with the comparative 2−ΔΔCt method. 

2.6. FTIR spectral profiles 

2.6.1. Materials  

Total histones were extracted from HeLa cells cultivated for 24 h in the presence of 2 

mM VPA. Histones from untreated cells were used as controls. 

Ten-microliter drops of histone solutions dissolved in 100 µL of deionized water were 

dripped perpendicular to strain-free glass slides and left in the refrigerator overnight for 
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preliminary drying. These drop-casting preparations, which occupied a 4–5 mm hemisphere 

diameter, were air-dried at 37 °C, rinsed in 80% ethanol, and air-dried again at 37 °C for 1 h 

before examination at an ambient relative humidity < 70% at 27 °C. 

2.6.2. Equipment/software 

An Illuminat IR II™ microspectroscope (Smiths Detection, Danbury, CT, USA) 

equipped with a liquid-nitrogen cooled mercury-cadmium-telluride detector and connected to 

an Olympus BMX-51 microscope (Olympus America, Center Valley, PA, USA) with an 

attenuated total reflection (ATR) diamond objective (magnification 36x) was used for the 

acquisition of the FTIR spectra of the samples. Grams/AI 8.0 software for spectroscopy 

(Thermo Electron Corporation, Waltham, MA, USA) was used. 

2.6.3. Procedures 

Absorbance values for the histone samples and the corresponding background were 

estimated using 64 scans for each spectral profile in the 4000–650 cm-1 wavenumber range, 

with a resolution of 4 cm-1 as per the instructions furnished by the equipment supplier. The 

measurement site was equal to square of 25 µm per side. A signal-to-noise ratio of > 50 was 

the performance validation criteria of the equipment. Smoothing and baseline correction using 

four fitting points and level-plus-zero were applied to each raw spectrum using Grams/AI 8.0 

software. Average spectra were then obtained for treated and untreated samples. 

2.7. Statistical analysis 

For MTT, immunofluorescence, RT–PCR and WB tests, the Shapiro–Wilk test was 

used to assess the normality of the data before choosing the statistical test. The significance of 

the immunofluorescence results was assessed using the Mann–Whitney nonparametric test. 

RT–PCR, WB results and infrared absorbance values were evaluated using ANOVA, and 

values of P <0.05 were considered statistically significant. At least three independent 

experiments were performed. The analyses were carried out using GraphPad Prism software 

(GraphPad, San Diego, CA, USA). 

 

3. RESULTS  

 

3.1. VPA induces global di- and trimethylation of K4 in histone H3 of HeLa cells 
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Immunofluorescence and WB assays demonstrated that the treatment of HeLa cells 

with VPA for 24 h promoted a significant increase in the intensity of fluorescence signals and 

in the protein abundance of H3K4me2/me3 (Fig. 1A, B). The effects involving H3K4me2 

were observed in the cells treated with 2 mM VPA when analyzing the immunofluorescence 

signals (Fig. 1A [a-d]) and with 0.5 mM and 2 mM VPA when analyzing the levels of protein 

expression (Fig. 1A [e, f]). A selectively more intense response regarding H3K4me2 was 

observed at the nuclear periphery after 2 mM VPA treatment (Fig. 1A [a - c]). Treatment with 

VPA increased the intensity of fluorescence signals (Fig. 1B [a-d]) and the protein levels of 

H3K4me3 (Fig. 1B [e, f]) only in the cells treated with 2 mM VPA. The increase in the 

expression of both modified histones was greater with the highest concentration of VPA (Fig. 

1 Af, Bf), suggesting that VPA provokes a dose-dependent response to these histones. 

3.2. VPA induces changes in mono- and dimethylation of K9 in histone H3 of HeLa cells 

While an increase in the intensity of the fluorescence signals relative to the H3K9me 

marker was detected after the 2 mM VPA treatment (Fig. 2 A [a-d]), an increase in the 

abundance of this modified histone was detected even after treatment with the 0.5 mM VPA 

dose (Fig. 2 A [e, f]). On the other hand, regarding H3K9me2, no change in the 

immunofluorescence response was observed following VPA treatment (Fig. 2 B [a-d]), 

although a significant decrease in the abundance of the modified histone occurred after 

treatment with 2 mM VPA (Fig.  2 B [e, f]). 

3.3. VPA induces an increase in mono- and trimethylation of K27 in histone H3 of HeLa 

cells 

An increased intensity of the fluorescence signals after the 2 mM treatment occurred 

for the H3K27me marker but not for the H3K27me3 marker (Fig. 3 A [a-d], 3 B [a-d]). 

Nevertheless, after VPA treatment, the fluorescence signals for H3K27me3 appeared more 

intensely concentrated at the nuclear periphery (Fig. 3 B [a-c]). While the abundance of the 

modified histone H3K27me was not affected by 0.5 mM or 2 mM VPA (Fig. 3 A [e, f]), the 

abundance of H3K27me3 increased significantly only after the 2 mM VPA treatment (Fig. 3 

B [e, f]). 

3.4. VPA affects the expression of genes related to key proteins involved in histone 

methylation and demethylation pathways in HeLa cells 

When using RT–PCR, we observed that VPA induces an upregulation of the genes 

KMT2D, KMD3A and EZH2 (Fig.  4 a-c). To define the increase in H3K4me2/me3 markers, 
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we assessed the mRNA expression levels of KMT2D, which is responsible for a major 

mammalian mono-, di- and trimethyltransferase acting on H3K4. Significantly increased 

responses to treatment with 0.5 and 2 mM VPA in HeLa cells were then observed (Fig.  4 a). 

To investigate the molecular mechanism involved in the global increase in H3K27me/me3 

induced by VPA, EZH2 gene expression levels were estimated. EZH2 is the catalytic subunit 

that regulates epigenetic H3K27me/me3 modifications. We found that only the 2 mM VPA 

dose induced the expression of EZH2 (Fig. 4 b). Furthermore, we found that the expression of 

the KMD3A gene, related to a histone demethylase that is required for inducing H3K9me2 

demethylation, was also increased after treatment with 2 mM VPA (Fig. 4 c). 

3.5. Epigenetic changes in histone methyl groups do not significantly affect the FTIR 

spectra of the 2 mM VPA-treated HeLa cells 

The FTIR spectral profiles for total histones isolated from the HeLa cells that were 

cultivated in the presence of 2 mM VPA for 24 h did not reveal drastic changes in comparison 

to the histone global profiles from untreated cells (Fig. 5 a-c). The peaks of the main bands 

typical of protein molecules with respect to amides A, I and II (Table 1) were evident at the 

same frequency intervals in the histones provided by both treated and untreated cells (Fig. 5 

a-c). The absorbance intensity in the amide I and amide II band peaks did not decrease with 

VPA treatment (Fig. 5 c, Table 2). 

Regarding the contribution of the histone -CH3 and -CH2 groups to the FTIR spectra, 

the absorbances in the 2966–2871 cm-1 spectral window in response to VPA treatment 

appeared to be slightly higher than those of the untreated control (Fig.  5 c, Table 2). The 

same applies to the small band peak at 1330 cm-1, which may correspond to vibrations 

assigned to -CH3 group deformation [66] (Tables 1 and 2). However, these tendencies were 

not statistically significant at the P < 0.05 level. 

 

4. DISCUSSION 
 

The present results demonstrated that VPA can affect the H3K4me2/me3, 

H3K9me/me2 and H3K27me/me3 methylation markers in HeLa cells. Generally, the 2 mM 

VPA concentration chosen for treatment of the cells for 24 h was more effective in inducing 

significant changes in these markers than the 0.5 mM dose. Cytotoxic effects have not been 
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previously demonstrated when treating HeLa cells for 24 h with VPA concentrations lower 

than 4 mM [57]. 

We found that VPA induces increased levels of H3K4me2/me3 and H3K9me markers, 

which are associated with active gene transcription and have been previously reported after 

treatment with HDAC inhibitors, including VPA, in HL60 cells, mouse embryonic stem cells, 

primary blast cells of patients with acute myeloid leukemia, rat astrocytes and cortical 

neurons, fibroblasts, human breast cancer cells, pig embryos, rat hippocampus and a human 

leukemia cell line [20, 48-50, 67-71]. The abundance of H3K4me2/me3 in the presence of 

VPA in HeLa cells was associated with increased gene expression of the methyltransferase 

KMT2D. 

H3K4me2 is associated with a small subset of genes that become prepared for rapid 

activation upon stimulation [72]. Our confocal microscopy images permitted us to visualize 

that the H3K4me2 markers appeared intensified close to the nuclear periphery after VPA 

treatment. The accumulation of acetylated histones at the nuclear periphery has been 

described in human cells after their treatment with the HDAC inhibitors TSA and sodium 

butyrate [73-75]. This event has been suggested to be implicated in generating a state of 

transcriptive memory that could last for several days [76, 77]. Based on these reports, VPA 

may have the ability to enhance transcriptional memory in HeLa cells. 

Our findings demonstrated that with VPA treatment, H3K9me levels increased, 

H3K9me2 levels decreased, and the intensification of H3K4me/me2 markers was consistent 

with an intensification of global gene expression induced by this drug in HeLa cells [55]. It is 

generally accepted that while H3K9 monomethylation is associated with gene activation, 

H3K9 dimethylation is generally linked to gene silencing and constitutive heterochromatin 

formation [78-80]. High levels of H3K9me have already been found in active promoters 

around the transcription initiation site [43, 45]. There are reports that HDAC inhibitors induce 

an overall decrease in H3K9me2 in rat astrocytes and cortical neurons, HepG2 human 

hepatocellular carcinoma cells, and changes in specific gene regions in the promoters of 

bovine neural stem cells and fetal fibroblasts [20, 50, 81, 82]. For H3K9me2, although 

changes in the intensity of its immunofluorescence signals following VPA treatment were not 

detected in HeLa cells, a reduction in its protein level and an increase in gene expression of 

the demethylase KDM3A were demonstrated after 2 mM VPA treatment. 

Although VPA induces an increase in the overall levels of H3K27me 

immunofluorescence signals and H3K27me3 protein levels, probably regulated by the 
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increased methyltransferase EZH2 gene expression, no causal connection between these 

markers and chromatin physiology could be suggested. Generally, H3K27me tends to be 

associated with constitutive heterochromatin and inactive intensifiers, while H3K27me3 

occurs largely in facultative heterochromatin [46, 83] and in chromatin regions where 

transcription is suppressed [84]. However, there are also reports describing that modifications 

of H3K27me3 may occur in transcriptionally active chromatin regions [43, 46, 85-87]. Genes 

exhibiting strongly increased transcription have relatively high H3K27me3 levels after VPA 

treatment of human lymphoblastoid cells and mouse embryonic stem cells [51, 86]. Increased 

H3K27me3 protein levels as analyzed by WB in chronic lymphocytic leukemia patients and 

cell lines have also been reported after exposure to VPA [87]. The enrichment of H3K27me3 

in the main body of the genes seems to indicate transcriptional inhibition; in contrast, when 

this marker is present in gene promoters, it could be associated with transcription activation 

[47]. Therefore, although this marker has been widely studied, the precise relationship 

between its local pattern of gene enrichment and the regulation of gene expression is still 

unclear. A more detailed study of the abundance of a target gene in histone H3 and its 

expression is still needed. 

The abovementioned histone methylation changes elicited through VPA action did not 

appear to be expressed on the FTIR signature of total histones from HeLa cells under the 

present experimental conditions. Additionally, a VPA-histone interaction promoting histone 

conformational alterations, such as those obtained at 20 mM and 40 mM concentrations for in 

vitro mixtures of VPA-histone H1 and VPA-histone Hl [54, 88], was not detected. Elevated 

VPA concentrations were not used in the present investigation because of the indication 

provided by the MTT assay of reduced cell viability when treating HeLa cells with VPA 

doses over 4 mM for 24 h [57]. 

To elucidate the conclusions obtained thus far and complement the identification of 

the potential of VPA to induce changes in other epigenetic markers, further investigations are 

still needed, mainly aimed at a selected group of genes, such as p16 suppressors, since 

H3K4me3 and H3K27me3 are hypomethylated in this gene in cervical tumor lines [89-91]. 

To determine whether the present epigenetic results are consistent with VPA affecting 

the aggressive tumoral state of HeLa cells, further investigation is still required, particularly 

addressing a selected group of genes, such as suppressor genes. 
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5. CONCLUSION 
 

 Our data are particularly relevant for identifying changes in histone methylation 

patterns in response to the administration of a potent HDAC inhibitor. In addition to previous 

discoveries, our findings on histone modifications also support the understanding that VPA 

can alter the epigenetic landscape of HeLa cells, modulating the expression of their genes. 

Furthermore, it is known that K methylation in histone H3 is generally a more stable 

modification than acetylation and that changes in these markers may persist longer after 

reduction of the inhibitor levels that promote them [67]. Thus, modulation of methylation 

levels of histones may represent an important therapeutic strategy. 

To elucidate the conclusions obtained thus far and complement the identification of 

the potential of VPA to induce changes in other epigenetic markers, further investigations are 

still needed, mainly aimed at a selected group of genes, such as p16 suppressors, since 

H3K4me3 and H3K27me3 are hypomethylated in this gene in cervical tumor lines [89-91]. 

To determine whether the present epigenetic results are consistent with VPA affecting 

the aggressive tumoral state of HeLa cells, further investigation is still required, particularly 

addressing a selected group of genes, such as suppressor genes. 

 

LIST OF ABBREVIATIONS 

BSA - bovine serum albumin 

DAPI – 4’,6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride 

FTIR – Fourier-transform infrared  

H3K4me/me2/me3 – mono-, di- and trimethylation in lysine 4 of histone H3 

H3K9me/me2/me3 – mono-, di- and trimethylation in lysine 9 of histone H3 

H3K27me/me3 – mono- and trimethylation in lysine 27 of histone H3 

HDAC - histone deacetylase 

HeLa - human cervical cancer cell line 

IF - fluorescence intensity 

K - lysine 

MCF-7 - breast cancer cells 

MTT - (3-(4.5-dimethylthiazol-2yl)-2.5-diphenyltetrazolium bromide)  

PBS - phosphate buffered saline 
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SDS-PAGE – polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of sodium dodecyl sulfate  

TSS - transcriptional start sites  

WB – Western blotting 
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Table 1. Band absorption peaks in the FT-IR spectra of histones isolated from HeLa cells. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Wavenumbers  
(cm-1) 
 

Assignments References (apud Vidal 
and Mello [54] 

3274-3269 Amide A – N-H stretching [59, 60] 

2966-2871 CH3 and CH2 groups – symmetrical and 
antisymmetric stretching 

[26, 61] 

1645-1626 Amide I – C-N stretching; C = O bending 
 

[59, 62, 63] 

1542-1531 Amide II – C-N and C-C stretching; N-H bending [59, 62, 64, 65] 

1330 CH3 deformation [66] 
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Table 2. Comparison of FTIR signals between the spectra provided by total histones extracted 

from VPA-treated HeLa cells and respective control. 

 

 

 

 

 

 

          CT, untreated control; Md, Median; N, number of spectra; S, standard deviation; VPA, 

VPA-treated cells; X, arithmetic means; Wn, wavenumber 
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Wn: 2965 cm-1 Wn: 1330 cm-1 Wn: 1645 cm-1 

(amide I) 

Wn: 1542 cm-1 

(amide II) 

X S Md X S Md X S Md X S Md 

VPA  3 0.09
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0.01
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0.08
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0.14
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0.05
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0.15
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0.38
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0.07
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0.39

7 

0.21
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0.04
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0.21
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CT  6 0.07
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0.01
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0.08
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0.09
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0.05
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0.19
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0.42
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0.07
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0.44
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0.25
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0.06
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0.26
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Legends of Figures 

 

Fig. (1). H3K4me2 (A) and H3K4me3 (B) methylation levels in VPA-treated HeLa cells 

analyzed using confocal microscopy and WB. Confocal microscopy identifies intensity 

changes in immunofluorescence signals (FI) in response to VPA treatment for 24 h (a-d). The 

confocal images are representative of three independent experiments comprising a total 

number of nuclei equal to 80. Scale bars represent 10 µm. The Mann–Whitney test was used 

for the FI analysis. Significant differences between VPA treatment and the respective control 

at P <0.05 are indicated (*) (d). WB data and respective densitometric analysis demonstrate 

changes in H3K4me2/me3 protein expression after VPA treatment (e, f). WB data are 

representative of eight independent experiments with blots being processed in parallel. 

Significant differences between VPA treatments and the respective controls at the P <0.05 

level using ANOVA test are indicated (*) (f). Histone H4 was used as a loading control (e, f). 

The vertical lines over the graphic columns represent the standard error of the mean. 
 
Fig. (2). Changes in monomethylation (A) and dimethylation (B) of H3K9 in VPA-treated 

HeLa cells as detected using confocal microscopy and WB. Confocal microscopy identifies 

intensity changes in immunofluorescence signals (FI) in response to VPA treatment for 24 h 

(a-d). The confocal images are representative of three independent experiments comprising a 

total number of nuclei equal to 80. Scale bars represent 10 μm. The Mann–Whitney test was 

used for the FI analysis. Significant differences between VPA treatment and the respective 

control at P <0.05 are indicated (*) (d). WB data and respective densitometric analysis 

demonstrate changes in H3K9me/me2 protein expression after VPA treatment (e, f). WB data 

are representative of eight independent experiments with blots being processed in parallel. 

Significant differences between VPA treatments and respective controls at the P < 0.05 level 

using ANOVA test are indicated (*) (f). Histone H4 was used as a loading control (e, f). The 

vertical lines over the graphic columns represent the standard error of the mean. 
 
Fig. (3). H3K27me (A) and H3K27me3 (B) methylation levels in VPA-treated HeLa cells 

analyzed using confocal microscopy and WB. Confocal microscopy identifies intensity 

changes in immunofluorescence signals (FI) of H3K27me in response to VPA treatment for 

24 h (A [a-d]). The confocal images are representative of three independent experiments 
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comprising a total number of nuclei equal to 80. Scale bars represent 10 μm. The Mann–

Whitney test was used for the FI analysis. Significant differences between VPA treatment and 

the respective control at P <0.05 are indicated (*) (A [d]). WB data and respective 

densitometric analysis demonstrate changes in H3K27me3 protein expression after VPA 

treatment (e, f). WB data are representative of eight independent experiments with blots being 

processed in parallel. Significant differences between the 2 mM VPA treatment and the 

respective control at the P < 0.05 level using ANOVA are indicated (*) (B [f]). Histone H4 

levels were used as a loading control (e, f). The vertical lines over the graphic columns 

represent the standard error of the mean. 

 
Fig. (4). Gene expression of KMT2D, EZH2 and KDM3A in VPA-treated HeLa cells. VPA 

induced increased KMT2D, EZH2 and KDM3A gene expression levels (a-c). KMT2D gene 

expression was altered under both 0.5 and 2 mM VPA treatments (a), whereas EZH2 and 

KDM3A gene expression levels increased only after 2 mM VPA treatment (b, c). Data 

obtained from RT–PCR analyses were normalized to endogenous GAPDH controls. Using 

one-way ANOVA, significant differences at P < 0.05 between the treatments and respective 

controls are indicated (*). Data are representative of three independent experiments. 

 

Fig. (5). Raw FTIR spectral curves for total histones extracted from untreated (A) and 2 mM 

VPA-treated (B) HeLa cells. Averaged spectral curves are also presented (C), in which the 

red line refers to VPA-treated cells and the black line refers to the respective control. cm-1, 

wavenumbers. 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
 

 

 

 
Figure 5 
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4. CAPÍTULO II 

 

Manuscrito em preparação: 
 

Valproato de sódio afeta a expressão de inibidores de cinases dependentes de ciclina 

p16INK4a e p21WAF1/Cip1 em células HeLa 
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2
Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, Instituto de Biociências de Botucatu, 

Universidade Estadual de São Paulo (UNESP), 18618-689, Botucatu, SP, Brasil  

Resumo 

As proteínas p16 INK4a e p21WAF1/Cip1 são inibidoras de cinases dependentes de ciclina, 

envolvidas no controle do ciclo celular, que podem funcionar como oncogenes ou supressores de 

tumor, a depender do contexto de uma variedade de sinais extracelulares e intracelulares e do tipo 

celular considerado. Em câncer cervical induzido por HPV, p16INK4a apresenta atividade oncogênica 

atuando como um marcador diagnóstico de neoplasia cervical; já p21WAF1/Cip1 funciona como supressor 

de tumor e encontra-se sub-expresso, condição que está associada à progressão da transformação 

maligna. Vários inibidores de deacetilases de histonas (HDACi) promovem regulação positiva e 

negativa de diversos genes, incluindo os genes p16 INK4a e p21WAF1/Cip1, porém se desconhecem os 

efeitos do valproato de sódio (VPA) sobre tais genes e sobre as proteínas codificadas pelos mesmos 

em células HeLa, modelo de câncer cervical. Neste trabalho tais efeitos foram investigados em células 

HeLa tratadas com VPA 0,5 mM e 2 mM por 24 h, usando-se RT–qPCR, microscopia confocal e 

Western blotting. Nessas condições, a inibição da atividade de HDAC e a hiperacetilação global de H3 

induzidas pelo VPA, foram confirmadas. Foi detectada uma diminuição dos níveis de mRNA e da 

abundância proteica referentes ao gene p16INK4a com o tratamento pelo VPA 2 mM. Já a abundância 

proteica de p21WAF1/Cip1 mostrou-se aumentada após o tratamento com VPA 0,5 mM e 2 mM por 24 h. 

Esses resultados indicaram que o VPA possa promover parada na fase G1 do ciclo celular por indução 

de p21WAF1/Cip1. Como o VPA induziu a ativação da proteína supressora de tumor p21 e reprimiu a 

ação de p16, um gene participante de atividade oncogênica nessas células, concluí-se que esses 
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resultados venham contribuir para o conhecimento básico voltado à potencialidade antitumoral desse 

fármaco. No entanto, uma vez que a expressão desses genes possa ser regulada em células HeLa por 

HDACi que atuam sobre marcas epigenéticas ao nível de DNA e histonas, é ainda necessária a 

investigação de tais alterações no promotor desses genes.  

Palavras-chave: VPA; CDK inhibitors; p16INK4a; p21WAF1/Cip1; HeLa cells.  

 
1. INTRODUÇÃO 
 

As proteínas p16INK4a e p21WAF1/Cip1 são inibidoras (CKI) de complexos ciclina-

cinases, em que as cinases (CDKs) são dependentes de ciclina. Ambas previnem a progressão 

do ciclo celular em G1-S, interferindo diretamente na ativação das CDKs e resultando em 

uma inibição da replicação do DNA. Assim, os genes p16INK4a e p21WAF1/Cip1 potencialmente 

atuam como supressores de tumor (Chen et al. 1995, Yang et al. 1995, Kim et al. 1998, Kim 

& Zhao 2005, Huo et al. 2020). A proteína p16INK4a é uma reguladora do ciclo celular, 

pertencente a família INK4a, que se liga e inibe especificamente CDK4 e CDK6. Já 

p21WAF1/Cip1 que também participa da regulação do ciclo celular, inibe múltiplas CDKs, 

incluindo CDK4, CDK2 e CDK1 (Medema et al. 1995, Kim et al. 1998, Sherr & Roberts 

1999, Israels & Israels 2001, Pei & Xiong 2005, Kim & Zhao 2005). No entanto, resultados 

de diversos estudos mostram que uma regulação aberrante envolvendo essas proteínas, as 

quais apresentam baixo peso molecular, seja característica de carcinomas cervicais que 

expressam oncogenes e seus precursores (Kim & Zhao 2005, Nehls et al. 2008, Lin et al. 

2019).  

Embora na maioria dos tumores o gene supressor de tumor, p16INK4a, esteja 

inativado por mutações ou modificações epigenéticas, levando à proliferação celular 

excessiva, em câncer do colo de útero infectado pelo vírus do papiloma humano (HPV) em 

que a oncoproteína E7 encontra-se expressa, p16INK4a está presente em níveis elevados (Klaes 

et al. 2001, van de Putte et al. 2003, Tringler et al. 2004, Volgareva et al. 2004, Kim & Zhao 

2005, Bahnassy et al. 2006, Yoruker et al. 2012, Fang et al. 2014, Zhang et al. 2014, Wu et al. 

2016, Huo et al. 2020). Assim, em câncer cervical transformado por HPV, p16INK4a apresenta 

atividade oncogênica atuando, nesse contexto, como um marcador diagnóstico de neoplasia 

cervical que apesar de ser encontrado com expressão aumentada, não exerce suas funções 

fisiológicas na regulação negativa do ciclo celular (Nehls et al. 2008, Li et al. 2020). Ainda, 
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há relatos de silenciamento de p16INK4a não atuando, portanto, em inibir a proliferação celular 

em linhagens celulares de câncer cervical (Li et al. 2020).  

É conhecido que o silenciamento transcricional de p16INK4a, em uma variedade de 

tumores, seja resultado da hipermetilação de DNA presente no seu promotor (Merlo et al. 

1995). No entanto, em câncer de colo de útero infectado por HPV, onde a proteína p16INK4a 

está fortemente expressa, foi encontrada metilação completa no promotor de p16 INK4a sem 

qualquer influência na sua expressão, indicando não haver correlação dessa marca epigenética 

com a redução na expressão de p16 INK4a (Lin et al. 2005, Nehls et al. 2008). O aumento da 

expressão de p16INK4a pode ser também regulado por modificações de histonas, como a 

metilação de H3K4me3 e redução nas marcas H3K27me3 na região promotora de p16INK4a, 

essa última com participação da desmetilase de histona, KDM6B (Lin et al. 2005, 

McLaughlin-Drubin et al. 2011, McLaughlin-Drubin et al. 2013, Fang et al. 2014, Beyer et al. 

2017).  

Uma subexpressão de p21WAF1/Cip1 foi relatada em câncer do colo do útero quando 

comparado ao epitélio normal. Especificamente em células HeLa, foi mostrado que essa 

proteína está fracamente expressa. Além disso, é sugerido que a expressão reduzida de 

p21WAF1/Cip1 possa estar associada à progressão da transformação maligna (Yokoyama et al. 

1997, Kim & Zhao 2005). Mecanismos epigenéticos envolvendo metilação de DNA e 

hipoacetilação de histona H3 associada ao promotor p21 WAF1/Cip1 são eventos chave para a 

inativação desse gene (Fang & Lu 2002, Chen et al. 2007). Por outro lado, vários agentes 

anticancerígenos, como os inibidores de deacetilases de histonas (HDACi), incluindo o 

valproato de sódio (VPA), têm sido relatados como indutores do aumento na expressão de 

p21WAF1/Cip1 em diferentes linhagens tumorais como câncer cervical, câncer de mama e 

leucemia linfocítica crônica (Sami et al. 2008, Tsai et al. 2013, Mawatari et al. 2015, Luna-

Palencia 2021, Lipska et al. 2021).   

No quesito de regulação epigenética, há relatos de HDACi estimulando a 

expressão do gene p21WAF1/Cip1 através do aumento seletivo no grau de acetilação da histona 

H3 e diminuição da metilação de DNA, ambos associados ao promotor desse gene, 

constatados em hipocampo de rato, linhagens celulares de câncer de cólon, e carcinoma de 

pulmão humano, entre outros (Richon et al. 2000, Minucci & Pelicci 2006, Lin et al. 2008, 

Lee et al. 2009, Aizawa & Yamamuro 2015, Lin et al. 2019). Além disso, o aumento na 

expressão do gene p21WAF1/Cip1 também tem sido correlacionado com alterações nos níveis de 

metilações de histonas (H3K4me2/me3) associadas a genes ativos, além de alterar marcas 

repressivas, (H3K9me2/me3), em células renais de rato (Guo et al. 2016, Li et al. 2016).  
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O VPA, um ácido graxo de cadeia curta, é um fármaco antiepiléptico bem 

estabelecido, também recomendado no tratamento de outros distúrbios neurológicos, e que 

vem sendo reportado como apresentando efeitos antitumorais em vários tipos de câncer (Phiel 

et al. 2001, Peterson & Naunton 2005, Sami et al. 2008, Terbach & Williams 2009, Tomson 

et al. 2016, Makarevic et al. 2019, Romoli et al. 2019, Zhang et al. 2019, Han et al. 2021). O 

VPA apresenta diferentes mecanismos de ação que envolvem desde modificações do 

neurotransmissor inibitório ácido gama-aminobutírico (GABA) a inúmeros efeitos 

epigenéticos (Johannessen & Johannessen 2003, Chateauvieux et al. 2010, Romoli et al. 

2019). Recentemente, descobriu-se que o VPA possa interagir diretamente com DNA e com 

as histonas H1 e H3 isolados in vitro bem como afetar a estrutura da cromatina ao nível 

nucleossomal (Sargolzaei et al. 2017, Vidal & Mello 2020, Baumann et al. 2021, Mello 2021, 

Mello & Vidal 2022).   

O VPA atua como clássico HDACi de classes I e II, favorecendo em muitos casos 

aumento na acetilação de histonas H3 e H4 (Phiel et al. 2001, Gurvich et al. 2004, Sami et al. 

2008, Felisbino et al. 2014). Em células HeLa, o VPA promove a demetilação do DNA, com 

participação de enzimas pertencentes a via ativa e passiva, além de alterar os níveis de 

metilação em diferentes resíduos de lisina da histona H3 (Veronezi et al. 2017, Rocha et al. 

2019; 2022). Além disso, o VPA induz uma desregulação gênica demonstrada em células 

HeLa e HepG2, promovendo regulação positiva e negativa de diversos genes (Dejligbjerg et 

al. 2008, Felisbino et al. 2021). É, pois, reconhecido que o VPA altere a paisagem epigenética 

das células HeLa, linhagem celular modelo de câncer cervical universalmente utilizada, 

podendo então modular a expressão de seus genes (Dejligbjerg et al. 2008). 

Considerando-se que o VPA promove parada na fase G1 do ciclo celular e induz 

alterações nos níveis de metilação de histonas em células HeLa (Rocha et al. 2019, 2020), 

além de ativar genes supressores de tumor em outras linhagens celulares, seria importante 

conhecer se essa droga provocaria em células HeLa alteração na expressão de um dos genes 

participantes da regulação negativa do ciclo celular, p21WAF1/Cip1, além do biomarcador de 

neoplasia cervical, p16INK4a. 

Desse modo, o presente estudo teve como objetivo aprofundar a investigação 

sobre os efeitos do VPA nas mudanças epigenéticas de células HeLa, nomeadamente sobre 

um grupo selecionado de genes (p16INK4a e p21WAF1/Cip1) que podem estar associados à 

atividade desmetilante do DNA e à modificação de histonas. Considera-se que os resultados 

aqui obtidos venham demonstrar que em células HeLa o VPA module a expressão do gene 

supressor de tumor p21 e do biomarcador de carcinoma cervical p16, podendo assim 
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contribuir para o conhecimento básico voltado a efeitos antitumorais causados por esse 

fármaco, bem como a somar tais resultados com os conceitos de que na presença de VPA, 

metilação de DNA e modificação de histonas se alteram nessas células (Dejligbjerg et al. 

2008, Felisbino et al. 2011, Veronezi et al. 2017, Rocha et al. 2019, 2022).  

 
2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1. Cultivo celular e tratamentos com VPA 
 

Células HeLa adquiridas na passagem 10 do Laboratório de Estudos de Vírus 

Emergentes (LEVE) da UNICAMP e validadas na Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e à 

Pesquisa (DTAPEP) da Fundação Faculdade de Medicina (Universidade de São Paulo, USP) 

foram utilizadas nas passagens 11/45, sendo cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium (DMEM) com alto teor de glicose (Sigma–Aldrich®, St. Louis, EUA) suplementado 

com soro fetal bovino (FCS) (Vitrocell, Campinas, Brasil) a 10% e penicilina-estreptomicina 

a 1% (Sigma–Aldrich®, 100 UI/mL e 100 μg/mL, respectivamente) a 37 °C sob uma 

atmosfera de 5% de CO2. 

Em todos os ensaios, as células foram inicialmente cultivadas em meio completo 

por 24 h na ausência do fármaco. Então, ao tratá-las com VPA (Santa Cruz Biotechnology, 

Dallas, EUA) 0,5 mM e 2 mM por 24 h, foi acrescentado FCS a 1% neste meio. Células 

cultivadas na ausência de VPA foram usadas como controle. Para os testes de 

imunofluorescência visando identificar a abundância de p16INK4a, p21WAF1/Cip1 e H3ac, as 

células foram semeadas em placas de 24 poços em lamínulas redondas a 5 x 104 células/mL. 

Para Western blotting e ensaio da atividade de HDAC, as células foram cultivadas na 

concentração de 1,0 x 105 células/mL em placas de 6 poços. Para os ensaios de transcrição 

reversa seguida de PCR quantitativo (RT-qPCR) visando identificar a expressão dos genes 

p16INK4a e p21WAF1/Cip1, as células foram cultivadas na concentração de 6 x 104 células/mL em 

frascos de cultura de 25 cm2. 

 

2.2. Imunofluorescência  

 

Para análise de p16INK4a, p21WAF1/Cip1 e H3ac foram realizados ensaios 

imunocitoquímicos. Células HeLa crescidas sobre lamínulas, conforme descrito acima, 

fixadas em paraformaldeído a 4% em tampão fosfato a pH 7,4 por 10 min e lavadas em PBS, 
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foram permeabilizadas com Triton X-100 a 0,2 % por 10 min e bloqueadas com BSA a 10% 

por 30 min. Como anticorpos primários foram utilizados mouse anti-p16INK4a (1:100) e mouse 

anti-p21WAF1/Cip1 (1:100) (Santa Cruz Biotechnology, Texas, EUA). Para detecção dos níveis 

de histona H3 acetilada foi usado anticorpo rabbit anti-H3ac (1:1000) (Millipore® Billerica, 

EUA). Todos anticorpos foram preparados em solução de bloqueio, incubados overnight a 4 

°C e protegidos da luz, seguido por extensas lavagens com PBS. Como anticorpo secundário 

para a detecção dos anticorpos anti-p16INK4a e anti-p21WAF1/Cip1, foi usado anticorpo goat anti-

mouse conjugado ao fluorocromo FITC (1:50) (Sigma–Aldrich®) por 1 h no escuro, seguido 

por contracoloração nuclear com TO-PRO-3 (1:1000) (Life TechnologiesTM) por 1 h. Como 

anticorpo secundário para a detecção do anticorpo anti-H3ac foi utilizado anticorpo anti-

rabbit conjugado ao fluorocromo Alexa-Fluor 488 (1:1000) (Life TechnologiesTM) seguido 

por contracoloração nuclear com DAPI. Os preparados foram novamente lavados e montados 

em VECTASHIELD (Vector, Califórnia, EUA). As imagens foram captadas em microscópio 

confocal Leica TCS SP5 II (Wetzlar, Alemanha), no Laboratório Central de Tecnologias de 

Alto Desempenho em Ciências da Vida (LacTAD) da Unicamp. 

 

2.3. Western Blotting  

 

A abundância da ocorrência das proteínas p16INK4a e p21WAF1/Cip1 e do grau de 

acetilação da histona H3 nas células HeLa tratadas com VPA foi investigada procedendo-se 

com a extração de proteínas totais das células em tampão RIPA (50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 

150 mM NaCl, 1% Triton X-100; 0,5% desoxicolato de sódio, 0,1% SDS, 1 mM EDTA, 

EGTA 0,5 mM e PMSF 1 mM) por pelo menos 30 min no gelo. Um ensaio de Bradford 

(Sigma-Aldrich®) foi usado para determinar as concentrações das proteínas usando albumina 

de soro bovino (BSA) como padrão.  

Os valores de absorbância de todas as amostras foram medidos após incubação 

das mesmas por 1 h em temperatura ambiente a λ = 595 nm em um fotômetro de microplacas 

MultiskanTM FC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). Sessenta microgramas de 

proteínas foram incubadas em tampão de amostra (Tris-HCl 0,06 M pH 6,8, 2% SDS, 10% 

glicerol, 5% β-mercaptoetanol, Azul de bromofenol 0,025%) por 5 min em fervura e 

submetidas à eletroforese vertical em SDS-PAGE. Então, as proteínas foram separadas por 

SDS-PAGE em géis de poliacrilamida a 15%, seguido de transferência para as membranas de 
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nitrocelulose (Thermo Fisher Scientific). As membranas foram bloqueadas em BSA a 4% por 

2 h e incubadas, separadamente, com os anticorpos primários correspondentes mouse anti-

p16INK4a, mouse anti-p21WAF1/Cip1 e rabbit anti-H3ac, overnight em solução de bloqueio a 4 

°C. Para detectar os anticorpos primários anti-p16INK4a e anti-p21WAF1/Cip1, as membranas 

foram incubadas com um anticorpo secundário goat anti-mouse (1:2000) (Bio-Rad 

Laboratories, Califórnia, EUA). Para detectar o anticorpo anti-H3ac foi usado anticorpo 

mouse anti-rabbit (1:4000) (Chemicon®, Billerica, EUA) conjugado com peroxidase. Em 

todas as condições, esses anticorpos foram colocados em solução de bloqueio por 2 h, seguido 

de várias lavagens. As transferências das proteínas foram captadas através de detecção de 

transferência de ECL Western blotting (Amersham®, Pittsburgh, EUA) e visualizadas por 

quimioluminescência com o sistema de imagem ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad 

Laboratories) no Laboratório de Biologia Tecidual (Universidade Estadual de Campinas, 

Brasil). Para controlar as diferenças de carga das proteínas, as membranas foram incubadas 

com anticorpos primários rabbit β-actina (1:1000) (Cell Signaling Technology®, Danvers, 

EUA). As membranas foram incubadas com o anticorpo secundário mouse anti-rabbit 

conjugado com peroxidase (1:4000) (Chemicon®) em solução de bloqueio por 2 h, seguido de 

várias lavagens. As razões de H3ac, p16INK4a e p21WAF1/Cip1 foram obtidas usando-se o 

software ImageJ (NIH, Bethesda, MD, EUA). 

2.4. Ensaio de HDAC 

A atividade enzimática de HDACs nas células HeLa tratadas com VPA em 

relação aos controles foi detectada com o “HDAC assay kit” (Sigma-Aldrich®), seguindo as 

instruções do fabricante. Em resumo, as células lisadas com tampão RIPA foram incubadas 

em placas de 96 poços com o substrato da reação (peptídeo com resíduo de lisina acetilada e 

grupo fluorescente ligado) por 30 min a 30 °C. Em seguida, foi adicionada na reação a 

solução reveladora, que promove a quebra do substrato deacetilado pelas HDACs presentes 

nas amostras, e liberação do grupo fluorescente. Subsequentemente a solução foi incubada por 

10 min à temperatura ambiente. Para medir a fluorescência, no comprimento de onda teste de 

360 nm e no de referência de 460 nm, foi utilizado o leitor de placas multi-modal, 

MultiskanTM FC Microplate Photometer (Thermo Fisher Scientific). 

 

2.5. RT-qPCR 
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Para avaliação dos níveis transcricionais de p16INK4a e p21WAF1/Cip1 foi realizada a 

técnica de transcrição reversa seguida de PCR quantitativo (RT-qPCR). RNA total foi 

extraído com o kit PureLink RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific) seguindo as instruções 

do fabricante. A integridade do RNA (RIN – RNA Integrity Number) foi avaliada com o uso 

do espectrofotômetro NanoVue e gel de agarose 1%. O RNA foi tratado com DNase I 

(Thermo Fisher Scientific) de acordo com as instruções do fabricante. DNA complementar 

(cDNA) foi sintetizado com uso do kit High Capacity (Thermo Fisher Scientific) seguindo as 

instruções do fabricante. Iniciadores de PCR foram obtidos de trabalhos prévios e estão 

reportados na Tabela 1. Um microlitro de cDNA (4 ng/µL) foi amplificado usando-se o kit 

RealQ Plus 2x Master Mix Green, High ROX (Ampliqon, A323402) e 400 nM de cada primer 

em um volume final de 20 µL. As condições de ciclagem foram: 10 min a 95 ºC, 40 ciclos de 

desnaturação a 95 ºC por 15 s e anelamento e extensão a 60 ºC por 1 min. Os níveis de 

expressão foram detectados no sistema Bio-Rad CFX Maestro. Os níveis transcricionais do 

gene GADPH foram usados como referência. A curva de dissociação foi avaliada para 

confirmação de amplificação específica (Arquivo Suplementar). Os dados foram 

normalizados usando-se o programa Q-Gene (Muller et al. 2002, Simon 2003). Para 

comparação dos grupos foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn 

com valores de confiança de 95%. 

Tabela 1. Iniciadores de PCR usados no presente trabalho. 

Identificação Sequência Referência 

P16-RTF CAACGCACCGAATAGTTACGG Kondo et al. 2003 

P16-RTR GCGCAGTTGGGCTCCG Kondo et al. 2003 

P21-RTF TGATGCGCTAATGGCGGGCT Tsai et al. 2013 

P21-RTR TGCTGGTCTGCCGCCGTTTT Tsai et al. 2013 

GAPDH FW GAATGGGCAGCCGTTAGGAA Sanmukh et al. 2021 

GAPDH RW ATCACCCGGAGGAGAAATCG Sanmukh et al. 2021 

 

3. RESULTADOS 

3.1. VPA diminui os níveis proteicos e gênicos de p16INK4a 

O tratamento das células HeLa com VPA na concentração de 2 mM reduziu 

significativamente os níveis proteicos e de expressão gênica de p16INK4a. Isso foi confirmado 
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por ensaio de imunofluorescência bem como por ensaio de expressão gênica em células 

intactas (Fig. 1 a-d). Por outro lado, análises por Western blotting não permitiram detectar 

essa alteração (Fig. 1 e).  

3.2. VPA aumenta os níveis proteicos e diminui os níveis gênicos de p21 WAF1/Cip1 

Os efeitos do VPA sobre os níveis proteicos e de expressão gênica de 

p21WAF1/Cip1, analisados através de imunofluorescência e Western blotting revelaram que a 

droga regula positivamente, principalmente nas frações nucleares, a abundância proteica de 

p21 WAF1/Cip1 de uma maneira dose-dependente (Fig. 2 a-c, e). No entanto, resultados  obtidos 

com RT-qPCR mostraram redução nos níveis gênicos quando as células foram tratadas com 

VPA 2 mM (Fig. 2 d).  

 
3.3. VPA reduz a atividade de HDAC concomitante com o aumento na acetilação da 
histona H3 
 

 O tratamento das células HeLa resultou num aumento de intensidade para H3ac 

quando a concentração de VPA usada foi de 2 mM (Fig. 3 a-c). Nenhum efeito sobre os sinais 

fluorescentes foi demonstrado com o tratamento por VPA 0.5 mM. Com o ensaio por Western 

blotting, o aumento na acetilação de H3 acompanhou o aumento da concentração de VPA 

utilizada (Fig. 3 d). O aumento na acetilação de H3 com o VPA 2 mM se mostrou 

correlacionado com a inibição da atividade de HDAC medida por ensaio fluorométrico (Fig. 3 

e). 

 
 
4. DISCUSSÃO 
 

Os resultados do presente estudo indicaram que, ao lado das ações epigenéticas 

sobre a indução de acetilação de histonas, demetilação do DNA e metilação/demetilação de 

histonas promovida pelo VPA em células HeLa (Dejligbjerg et al. 2008, Felisbino et al. 2011, 

Veronezi et al. 2017, Rocha et al. 2019, 2022), essa droga induziu a ativação de uma proteína 

supressora de tumor e reprimiu um gene participante de atividade oncogênica nessas células. 

Esta é uma contribuição ao conhecimento básico da potencialidade de ação farmacológica do 

VPA.  

Embora em muitos casos p16INK4a seja considerado um gene supressor de tumor 

(Medema et al. 1995, Kim & Zhao 2005), em câncer cervical esse gene atua participando da 

atividade oncogênica (Klaes et al. 2001, Huo et al. 2020, Li et al. 2020). Foi já demonstrado 
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que com o silenciamento de p16INK4a por RNA de interferência pequenos (siRNA) ocorre 

inibição da proliferação das células tumorais do colo do útero, causando apoptose e parada do 

ciclo celular na fase G1 (Zhang et al. 2014, Li et al. 2020). Há também o relato de que em 

fibroblastos humanos, os níveis de p16INK4a possam se tornar diminuídos após a exposição 

dessas células a concentrações relativamente altas de inibidores de HDAC, como a 

tricostatina A (TSA) e o butirato de sódio (Matheu et al. 2005). Os presentes resultados 

indicando nas células HeLa uma diminuição dos níveis de mRNA e proteicos referentes ao 

gene p16INK4a com o tratamento pelo VPA 2 mM, também inibidor de HDAC, acham-se, 

portanto, de acordo com os dados da literatura. 

O achado de níveis baixos da proteína p21WAF1/Cip1 nas células HeLa, detectado 

por imunofluorescência, encontra suporte em relatos prévios para a mesma linhagem celular 

(Yokoyama et al. 1997). Esses níveis mostraram-se ligeiramente aumentados após o 

tratamento com VPA 2 mM por 24 h. Há relatos de que o VPA, sozinho ou combinado com 

outros fármacos, promova o aumento na expressão gênica ou proteica de p21WAF1/Cip1 em 

diferentes linhagens tumorais, incluindo células HeLa, porém cultivadas em outras condições 

experimentais, tratadas com diferentes concentrações de VPA (1,2 mM, 4 mM e 5 mM) por 

72h (Sami et al. 2008, Tsai et al. 2013, Mawatari et al. 2015, Lipska et al. 2021). O gene 

p21WAF1/Cip1, responsável pela tradução de uma CKI inibidora de complexos ciclina-cinases, é 

crucial para o controle da proliferação celular mediada por HDACs, enzimas que se ligam 

diretamente ao promotor de tal gene, regulando negativamente sua expressão (Zupkovitz et al. 

2010). Há relatos de que quando a diminuição na expressão proteica de HDACs ocorre em 

carcinoma hepatocelular humano, a expressão de inibidores de CDK, como as CKIs, leva a 

um bloqueio do ciclo celular em G1 (Fan et al. 2014, Chun et al. 2015). No caso das células 

HeLa, a inibição da atividade de HDACs pelo VPA é conhecida (Dejligbjerg et al. 2008, 

Felisbino et al. 2011). Essa inibição foi igualmente revelada no presente trabalho, com 

consequente aumento nos níveis de acetilação da histona H3. Assim, HDACis como o VPA 

fazem parte de uma classe de agentes antitumorais promissores que através da modulação 

epigenética, podem regular a expressão de genes supressores de tumor e genes participantes 

de processo oncogênicos como os aqui reportados (Lin et al. 2008, Chun et al. 2015, Li et al. 

2020). 

Concluímos então, que o VPA possa promover parada na fase G1 do ciclo celular 

causada por indução de p21WAF1/Cip1 uma vez que essa proteína se liga a CDKs e inibe a 

progressão do ciclo celular em G1-S, hipótese apoiada por dados de Han et al. (2013) que 

utilizaram o VPA em concentrações de 1-3 mM. Ainda, há relatos de que células HeLa 
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transfectadas com p21WAF1/Cip1 mostrem um retardo significativo de crescimento pelo 

acúmulo de células nas fases G0/G1 do ciclo celular (Yokoyama et al. 1997, Kim et al. 1998, 

Kim & Zhao 2005). Outros estudos demonstraram que em células HeLa tratadas com 

diferentes HDACis, incluindo VPA, por períodos mais longos de tratamento (48 h), houve 

aumento dos níveis proteicos ou gênicos de p21WAF1/Cip1, resultando no acúmulo de células na 

fase G0/G1 e impedindo que as células avançassem para a fase S (Han et al. 2000, Kim et al. 

2000, Luna-Palencia et al. 2021).  

Considerando que a expressão de p16INK4a e p21WAF1/Cip1 possa ser regulada em 

células HeLa por HDACi que atuam sobre marcas epigenéticas ao nível de DNA e histonas e 

mesmo sobre outras proteínas, se faz ainda necessária a investigação de tais perfis, no 

promotor desses genes, uma vez que alterações epigenéticas a níveis globais, na presença do 

VPA, já foram encontradas para essas mesmas condições experimentais em células HeLa 

(Richon et al. 2000, Minucci & Pelicci 2006, Lin et al. 2008, Lee et al. 2009, Aizawa & 

Yamamuro 2015, Guo et al. 2016, Li et al. 2016, Lin et al. 2019, Rocha et al. 2022). Estudos 

envolvendo o perfil de metilação de DNA além de níveis de H3K4me2/me3, H3K9me2/me3, 

H3K27me3 e H3ac, nos promotores dos genes p16INK4a e p21WAF1/Cip1 se analisados por 

Methylation Specific Polymerase Chain Reaction (MSP) e imunoprecipitação da cromatina 

(ChIP) certamente trarão informação adicional importante que poderá complementar os 

resultados apresentados aqui. 
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Legendas das figuras  
 

Fig. 1. Níveis proteicos e de expressão de p16INK4A após tratamento com VPA em células HeLa. 

Sinais de imunofluorescência para p16INK4A (verde) tendo DNA contracorado com TO-PRO-3 (azul) 

foram obtidos com o uso de microscopia confocal (a) e respectivos perfis de intensidade (b) 

construídos ao longo de um eixo de corte estabelecido para uma célula selecionada em (a) (vermelho). 

Barra de escala, 10 µm. As imagens e os perfis salientam redução nos níveis de intensidade de 

fluorescência com o tratamento por VPA, o que aparece destacado para a condição de uso da droga na 

concentração de 2 mM no gráfico resultante de comparação ao respectivo controle não tratado, tendo 

por base 3 experimentos independentes (n = 60) (*, P<0.05 – teste de Kruskal-Wallis seguido de teste 

de Dunn’s) (c). Os níveis de expressão do gene p16INK4A avaliados por RT-PCR e normalizados a um 

controle GADPH endógeno salientam uma diminuição significativa após tratamento com VPA 2 mM 

(*, P<0.05 – teste de Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn’s) (d). Dados obtidos com Western 

Blotting e respectiva densitometria de 5 experimentos independentes não indicaram alteração nos 

níveis de expressão proteica de p16INK4A (ANOVA) (e). O agrupamento de transferências, incluindo-se 
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o controle de carregamento e proteínas específicas, foi sempre derivado de um mesmo experimento. 

Em todos os blots, os níveis de β-actina foram utilizados como controle de carregamento e 

normalização dos níveis de p16INK4A. Os traços horizontais sobre as colunas em c-e representam o erro 

padrão da média. 
 

Fig. 2. Níveis de expressão gênica reduzidos, porém, aumento em abundância proteica de 

p21WAFI/Cp1 induzidos por VPA em células HeLa. Sinais de imunofluorescência para 

p21WAFI/Cp1 (verde) tendo DNA contracorado com TO-PRO-3 (azul) foram obtidos com o uso de 

microscopia confocal (a) e os respectivos perfis de intensidade (b) construídos ao longo de um eixo de 

corte estabelecido para uma célula selecionada em (a) (vermelho). Barra de escala, 10 µm. As imagens 

e os perfis salientam aumento nos níveis de intensidade de fluorescência após tratamento com VPA 

0,5 mM e 2 mM corroborado pelo gráfico resultante de comparação entre 3 experimentos 

independentes (n = 80) (*, P<0.05 – teste de Dunnett’s) (c). Os níveis de expressão gênica avaliados 

por RT-PCR e normalizados a um controle GADPH endógeno demonstram uma diminuição 

significativa após tratamento com VPA 2 mM (*, P<0.05 – teste de Kruskal-Wallis seguido de teste de 

Dunn’s) (d). Dados obtidos com Western Blotting e respectiva densitometria de 5 experimentos 

independentes também indicam aumento na abundância da proteína p21WAFI/Cp1 (ANOVA) (e). O 

agrupamento de transferências, incluindo-se o controle de carregamento e proteínas específicas, foi 

sempre derivado de um mesmo experimento. Em todos os blots, os níveis de β-actina foram utilizados 

como controle de carregamento e normalização dos níveis de p21WAFI/Cp1. Os traços horizontais sobre 

as colunas em c-e representam o erro padrão da média. 

 

Fig. 3. Níveis proteicos de acetilação de histona H3 aumentados e atividade de HDACs reduzida 

em células HeLa tratadas com VPA. Sinais de imunofluorescência para H3ac (verde) tendo DNA 

contracorado com DAPI (azul) foram obtidos com o uso de microscopia confocal (a) e os respectivos 

perfis de intensidade (b) construídos ao longo de um eixo de corte estabelecido para uma célula 

selecionada em (a) (vermelho). Barra de escala, 10 μm. As imagens e os perfis evidenciam aumento 

nos níveis de intensidade de fluorescência após tratamento com VPA 2 mM confirmado pelo gráfico 

resultante de comparação entre 3 experimentos independentes (n = 30) (*, P<0.05 – teste de Mann-

Whitney) (c). O ensaio com Western Blotting e respectiva densitometria de 5 experimentos 

independentes também indicam aumento na abundância da proteína H3ac (Dunnett’s) (d). A análise 

do ensaio enzimático de HDACs de 5 experimentos independentes mostra redução na atividade dessas 

enzimas após tratamento com VPA 2 mM (*, P<0.05 – o teste de Dunnett’s) (e). O agrupamento de 

transferências, incluindo-se o controle de carregamento e proteínas específicas, foi sempre derivado de 

um mesmo experimento. Em todos os blots, os níveis de β-actina foram utilizados como controle de 

carregamento e normalização dos níveis de H3ac. Os traços horizontais sobre as colunas em c-e 

representam o erro padrão da média. 
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ARQUIVO SUPLEMENTAR 
 

 

 

Curvas de dissociação dos primers usados para amplificação de mRNA nos ensaios de RT-
qPCR.  
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5. DISCUSSÃO GERAL 

 
 

Os resultados apresentados nesta Tese mostraram que na linhagem celular de câncer 

cervical HeLa, o VPA promove modificações nos perfis de diferentes marcadores epigenéticos, 

localizados em resíduos de lisina da histona H3, bem como alterações na expressão de alguns 

de seus genes reguladores do ciclo celular. Foi possível ainda contribuir com informações 

importantes metabólicas atribuídas ao papel do VPA como agente terapêutico antitumoral.  

A fim de atingir os objetivos iniciais propostos para o Projeto de Doutorado 

pertinente a alterações em marcas epigenéticas na histona H3 das células HeLa e enzimas a elas 

associadas, induzidas pelo VPA, foram obtidos resultados que se acham detalhados no capítulo 

I desta Tese e que resultaram em publicação no prelo na Current Molecular Pharmacology 

(Rocha et al. 2022). Assim, os presentes resultados demonstraram que o VPA pode afetar os 

estados de metilação H3K4me2/me3, H3K9me/me2 e H3K27me/me3 em células HeLa.  

Demonstramos que o VPA está associado a regulação das marcas epigenéticas de 

forma positiva para H3K4me2/me3 e H3K9me, que estão associadas à transcrição gênica ativa, 

corroborando achados relatados para outras linhagens celulares (Nightingale et al. 2007, Li et 

al. 2019). O aumento nos níveis de H3K4me2/me3 foi associada à atividade da metiltransferase 

KMT2D. De modo interessante, imagens de microscopia confocal mostraram que com o 

tratamento pelo VPA as marcas H3K4me2 apareceram mais concentradas perto da periferia 

nuclear, o que foi sugerido estar associado à geração de um estado de memória transcritiva que 

possa durar vários dias (Light & Brickner 2013, Fišerová et al. 2017). Isso é sugestivo de que 

o VPA possa ter a capacidade de melhorar a memória transcricional em células HeLa. 

Foi demonstrado que enquanto os níveis de H3K9me aumentaram, marca de 

ativação transcricional, os níveis da marca repressiva, H3K9me2, diminuíram junto com 

aumento na expressão gênica da demetilase KDM3A (Rice et al. 2003, Wu et al. 2005). Em 

conjunto, esses resultados são consistentes com uma intensificação da expressão gênica global 

induzida pelo VPA em células HeLa (Dejligbjerg et al. 2008).  

Embora o VPA induza um aumento nos níveis globais de sinais de H3K27me e 

níveis de proteína H3K27me3, provavelmente regulados pelo aumento na expressão do gene 

EZH2 da metiltransferase, nenhuma conexão causal entre esses marcadores e a fisiologia da 

cromatina pôde ser sugerida. Geralmente, H3K27me/me3 tendem a estar associadas à 

heterocromatina (Barth & Imhof  2010, Margueron et al. 2011).  No entanto, há também relatos 
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de que modificações de H3K27me3 possam ocorrer em regiões de cromatina 

transcricionalmente ativas (Herz et al. 2013, Halsall et al. 2015).  

É importante ressaltar que as alterações na metilação da histona H3 induzidas pela 

ação do VPA nas condições de concentração e tempo de exposição à droga não foram 

acompanhadas por modificações nos perfis das curvas espectrais de FT-IR, o que não exclui 

que modificações conformacionais das histonas possam acontecer sob a ação de concentrações 

mais elevadas e mais longos tempos de tratamento pela droga (Vidal & Mello 2020).  

Para determinar se os presentes resultados epigenéticos teriam implicações 

consistentes do VPA afetando a regulação gênica em células HeLa, se fez necessária a 

investigação em um grupo selecionado de genes, como genes supressores de tumor. 

A partir de constatações relatadas na literatura e nos trabalhos desenvolvidos na 

nossa dissertação de Mestrado e no primeiro capítulo desta Tese, em que o VPA mostrou 

promover em células HeLa diferentes alterações epigenéticas que afetam a expressão gênica 

(Dejligbjerg et al. 2008, Felisbino et al. 2011, Veronezi et al. 2017, Rocha et al. 2019; 2022), 

achamos necessária uma análise especifica envolvendo não apenas respostas globais sobre 

modificações epigenéticas, mas também uma busca pela associação desse HDACi com a 

regulação na expressão de alguns diferentes genes. 

 Para tal, investigamos em células HeLa a ação do VPA sobre a expressão de um 

conjunto de genes considerados supressores de tumor, p16INK4a  e p21WAF1/Cip1 que se encontram 

em níveis desregulados nessas células e também porque além de o VPA ser considerado um 

agente antitumoral, pode ele regular genes e proteínas participantes do controle de ciclo celular. 

Além disso, confirmamos o efeito do VPA sobre a hiperacetilação de H3 e a inibição da 

atividade de HDAC para os tratamentos aqui utilizados. Os resultados obtidos acham-se 

relatados no capítulo II desta Tese. 

p16INK4a atua como um gene supressor de tumor na maioria das células e está 

inativado em uma variedade de tumores humanos mas em câncer cervical esse gene encontra-

se superexpresso, participando da atividade oncogênica na qual o seu papel de supressor 

tumoral está abolido (Medema et al. 1995, Klaes et al. 2001, Kim & Zhao 2005, Zhang et al. 

2014, Huo et al. 2020, Li et al. 2020). De fato, nossos dados constataram reação positiva de 

p16INK4a nas células HeLa, linhagem celular originada a partir de câncer cervical de colo de 

útero, além de uma diminuição nos níveis de mRNA e proteicos após o tratamento pelo VPA, 

corroborando com o achado em fibroblastos humanos que tiveram níveis de p16INK4a regulados 

negativamente após exposição com outros HDACis, tais como tricostatina A e butirato de sódio 

(Matheu et al. 2005). 
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É conhecido que p21WAF1/Cip1 se ligue a CDKs e iniba a progressão do ciclo celular 

em G1-S (Kim & Zhao 2005, Han et al. 2013). Evidências apontam que o VPA promova o 

aumento na expressão gênica ou proteica de p21WAF1/Cip1 em diferentes linhagens tumorais 

(Sami et al. 2008, Tsai et al. 2013, Mawatari et al. 2015, Lipska et al. 2021). Além disso, outros 

estudos demonstraram aumento nos níveis de p21WAF1/Cip1, resultando no acúmulo de células 

na fase G1 promovidos por HDACis (Han et al. 2000, Kim et al. 2000, Luna-Palencia et al. 

2021). Assim, nossos dados de que os níveis proteicos de p21WAF1/Cip1 tenham aumentado após 

o tratamento das células HeLa com VPA por 24 h indicam que o mesmo possa promover parada 

na fase G1 do ciclo celular resultante da regulação positiva de p21WAF1/Cip1.  

No que se refere a essas alterações dos genes p16INK4a e p21WAF1/Cip1, vários 

mecanismos poderiam estar envolvidos na regulação de sua expressão e na abundância de suas 

respectivas proteínas. Há relatos de que as alterações nas marcas H3K4me3 e H3K27me3, no 

promotor, estejam implicadas na regulação da expressão de p16INK4a. Já para o aumento de 

p21WAF1/Cip1 há evidências apontando a participação de diversos mecanismos epigenéticos tais 

como acetilação de H3, metilação de DNA, di- e trimetilação de H3K4 e de H3K9, todas 

associadas ao promotor desse gene (Richon et al. 2000, Lin et al. 2008, McLaughlin-Drubin et 

al. 2011; 2013, Aizawa & Yamamuro 2015, Guo et al. 2016, Li et al. 2016, Beyer et al. 2017). 

Acreditamos ser ainda necessária a busca por tais perfis epigenéticos, no promotor 

desses genes, uma vez que parte dessas alterações epigenéticas a níveis globais, na presença do 

VPA, já foram encontradas para essas mesmas condições experimentais em células HeLa 

(Rocha et al. 2022). Os próximos passos para completar essas buscas estão em andamento. 

Estes envolvem o estabelecimento do perfil de metilação de DNA nos promotores dos genes 

p16INK4a e p21WAF1/Cip1 analisados por Methylation Specific Polymerase Chain Reaction (MSP) 

além de imunoprecipitação de cromatina acompanhada por RT–qPCR (ChIP- RT–qPCR) para 

resolver questões relativas a uma possível correlação referentes aos níveis de modificações de 

histonas como H3ac, H3K4me2/me3 e H3K9me2/me3, em região promotora, envolvidas na 

expressão de p21WAF1/Cip1, bem como investigação dos perfis de H3K4me3 e H3K27me3 no 

promotor do gene p16INK4a após tratamentos com VPA.  

Os resultados desta etapa do trabalho portanto demonstraram que o VPA, em 

células HeLa, além de promover demetilação do DNA, acetilação, e metilação/demetilação de 

histonas (Dejligbjerg et al. 2008, Felisbino et al. 2011, Veronezi et al. 2017, Rocha et al. 2019, 

2022), induz a ativação de uma proteína supressora de tumor e reprime um gene participante 

de atividade oncogênica. Tais resultados são mais uma importante contribuição para compor o 
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panorama de ação desse HDACi que já faz parte de uma classe de agentes antitumorais 

promissores (Lin et al. 2008, Chun et al. 2015, Li et al. 2020). 
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6. CONCLUSÕES GERAIS 

 
1. Em células HeLa ocorre alteração nos padrões de metilação da histona H3 e na 

expressão de genes envolvidos nas vias de metilação e demetilação de histonas em resposta à 

administração do VPA, um potente inibidor de HDAC. 

2. Os níveis de marcas epigenéticas na histona H3 de células HeLa, associadas à 

ativação gênica, aumentam concomitante com a diminuição da ocorrência de marca repressiva, 

com o tratamento pelo VPA, sendo consistentes com uma intensificação da expressão gênica 

global.  

3. O aumento induzido por VPA nos níveis das marcas epigenéticas 

H3K4me2/me3, associadas à transcrição gênica ativa, conta com a participação da 

metiltransferase KMT2D. Em particular, o aumento na abundância de H3K4me2, mais 

intensificado na periferia nuclear, possivelmente esteja envolvido com a geração de um estado 

de memória transcritiva. 

4. O VPA reduz os níveis de H3K9me2, marca geralmente ligada ao silenciamento 

de genes e formação de heterocromatina constitutiva, de modo coerente com o aumento na 

expressão gênica da demetilase KDM3A. 

5. Apesar de o VPA induzir um aumento nos níveis globais das marcas repressivas 

H3K27me/me3, provavelmente regulado pelo aumento na expressão do gene EZH2, nenhuma 

conexão causal entre elas pôde ser sugerida. 

6. Apesar de serem constatadas mudanças nos níveis de metilação de H3 sob a ação 

do VPA, nas condições experimentais utilizadas não se acham presentes alterações nos 

espectros de FTIR das histonas totais que indicassem alterações nos seus grupos metil ou na 

sua conformação proteica.  

7. Ao lado dos efeitos do VPA sobre as modificações nas histonas de células HeLa, 

essa droga também induz ativação da proteína supressora de tumor p21 e reprime o gene p16 

que nas células HeLa participa de atividade oncogênica.  

8. Os resultados do trabalho aqui desenvolvido contribuem para o conhecimento 

básico voltado à potencialidade antitumoral desse fármaco.  
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8. ANEXOS  

 

 Resumo de outras atividades desenvolvidas ao longo do período:  

1. Estágio no Laboratório Genômica Integrativa do Departamento de Biologia 

Estrutural e Funcional do Instituto de Biociências de Botucatu no período de 10/12 a 

17/12/2021. 

2. Colaboração em aulas práticas da disciplina BS111 – A Célula, para o curso de 

graduação em Medicina da Unicamp nos anos de 2018 e 2019 e para a disciplina BS115 – 

Estrutura e função de células e tecidos, para o curso de graduação em Farmácia da Unicamp 

nos anos de 2018 e 2019.  

3. Disciplina cursada da Pós-Graduação NC752 - Cromatina e Epigenética, Instituto 

de Biologia, Unicamp. Durante o segundo semestre de 2019. 

4. Orientações em técnicas de laboratório (Alessandra Bassani, Camila Borges M. 

de oliveira, Douglas S. dos Santos). 

5. Disciplina da Graduação BC698 - Cromatina e Epigenética, Instituto de Biologia, 

Unicamp. “Metilação do DNA” e “Efeitos do ácido valproico sobre a metilação do DNA 

durante o ciclo celular de células HeLa”, 2018, 2019 e 2020. Palestra.  

6. Disciplina de Pós-Graduação NC752 - Cromatina e Epigenética, Instituto de 

Biologia, Unicamp. “Metilação do DNA” e “Efeitos do ácido valproico sobre a metilação do 

DNA durante o ciclo celular de células HeLa”, 2019. Palestra.  

Participação em congressos, com apresentações de trabalho:  

1. XX Congress of the Brazilian Society for Cell Biology (Online) - 1 a 10 de 

dezembro de 2021, apresentando o trabalho “The HDAC inhibitor sodium valproate affects the 

methylation status of lysines 4 and 9 in histone H3 of HeLa cells”. 

2. Epigenetics & Chromatin Virtual Conference, Cold Spring Harbor - 15 a 18 de 

setembro de 2020, apresentando o trabalho “Sodium valproate (VPA) modulates the 

methylation status of histone H3 in HeLa cells”. 
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3. 65th Brazilian Congress of Genetics, Águas de Lindoia - 17 a 20 de setembro de 

2019, apresentando o trabalho “Histone modifications in response to sodium valproate (VPA) 

treatment in HeLa cells” e participando como co-autora do trabalho “Sodium valproate does 

not induce lysine acetylation in histones H3 and H4 of the heterochromatin of Triatoma 

infestans”. 

4. 4th International Congress on Epigenetics & Chromatin, London -  03 a 05 de 

setembro de 2018, apresentando o trabalho “Valproic acid effects on DNA methylation during 

the cell cycle of HeLa cells”.  

5.  XXII International Congress of Genetics (ICG), Foz do Iguaçu - 10 a 14 de 

setembro de 2018 com apresentação do trabalho “Epigenetic effects of sodium valproate (VPA) 

and 5-aza-deoxycytidine (5-aza-CdR) on DNA methylation along the cell cycle of HeLa cells.”  
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