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RESUMO: 
 

A autofagia é um processo de degradação lisossomal que mantém a viabilidade celular ao 

degradar, por exemplo, organelas senescentes e agregados proteicos. Alterações na atividade 

da autofagia parecem romper a homeostasia no controle do balanço energético hipotalâmico 

bem como prejuízo à atividade neuronal. Neste trabalho, o nosso objetivo foi investigar a 

relação entre lipídeos e modulação de autofagia neuronal. Para tanto, inicialmente utilizamos 

modelo de exposição aguda a dieta hiperlipídica (HFD) durante 1 e 3 dias. Nessas condições 

encontramos que a dieta é capaz de alterar parâmetros metabólicos e inflamatórios dos 

camundongos, associados a alterações conteúdo de transcrito de marcadores de autofagia no 

tecido hipotalâmico. Apesar disso, a atividade global de autofagia parece estar preservada, visto 

que não foi possível observar diferença estatística no conteúdo proteico de importantes 

marcadores do processo em relação ao controle. Avaliamos também o efeito do uso 

intracerebroventricular (i.c.v) de palmitato (PA), importante ácido graxo saturado. Novamente, 

encontramos apenas alterações no conteúdo de transcrito dos marcadores de autofagia. 

Finalmente, em cultura de neurônios hipotalâmicos imortalizados que expressam Npy/AgRP, 

encontramos que o PA caracterizou-se como importante indutor da atividade de autofagia, 

associado a perturbações na viabilidade celular. Não houve indução no processo autofágico 

quando utilizamos uma mistura de ácidos graxos contendo representantes saturados e 

insaturados. Além disso, o ácido graxo palmitoleico (PO), importante ácido graxo insaturado 

que possui o mesmo número de carbonos do que o palmitato, foi capaz de diminuir a atividade 

de autofagia nos neurônios. Ao realizar um co-tratamento entre PA combinado com PO, 

encontramos que a autofagia induzida em resposta ao PA foi atenuada. O mesmo efeito foi 

encontrado quando realizamos o pré-tratamento com a droga miriocina, importante inibidor da 

síntese de de novo ceramidas. Avaliamos também a influência da via de TLR4 na indução de 

autofagia em resposta ao PA por meio do bloqueio do receptor pelo uso da droga TAK242. 

Encontramos que nessas condições o PA permaneceu induzindo a autofagia, independente do 

uso ou não da droga. Assim, concluímos nesse trabalho que o grau de saturação da cadeia de 

ácidos graxos parece ser responsável por diferentes perfis de modulação de autofagia neuronal, 

sendo que a síntese de de novo ceramidas parece ser importante alvo promissor relacionado a 

ativação de autofagia em resposta ao palmitato. O estabelecimento da relação entre lipídios 

dietéticos e modulação de autofagia em neurônios que controlam a ingestão alimentar pode 

representar importante passo na identificação de alvos terapêuticos para o controle da 

obesidade. 



 

ABSTRACT: 

 

Autophagy is a lysosomal degradation pathway that helps cells to sustain viability by degrading, 

for example, senescent organelles and protein aggregates. Alterations in autophagy activity in 

the hypothalamus tissue seems to disrupt energy balance control as well as impairing neuronal 

activity. In this work, our objective was to investigate the relationship between lipids and 

neuronal autophagy modulation. Therefore, we initially used an acute exposure model by 

feeding animals with high fat diet (HFD) for 1 and 3 days. Under these conditions we found 

that the diet is capable of altering metabolic and inflammatory parameters of mice, associated 

with alterations in gene expression of autophagy markers in hypothalamic tissue. Nevertheless, 

the global autophagy activity seems to be preserved, since it was not possible to observe 

statistical difference in the protein content of important process markers. We also evaluated the 

effect of palmitate (PA) intracerebroventricular (i.c.v) treatment, an important saturated fatty 

acid. Again, we found only alterations in gene expression of autophagy markers. Finally, using 

culture of immortalized hypothalamic neurons expressing Npy / AgRP, we found that palmitate 

was characterized as an important inducer of autophagy activity, associated with disturbances 

in cell viability. Interestingly, there was no induction in the autophagic process when we used 

a mixture containing saturated and unsaturated fatty acids. In addition, palmitoleic (PO) fatty 

acid, an important unsaturated fatty acid that has the same number of carbons as PA, was able 

to decrease autophagy activity in neurons. When we performed a co-treatment between PA 

combined with PO, we found that the PA-induced autophagy was attenuated. The same effect 

was found when we pretreated the neurons with the drug myriocin, an important inhibitor of de 

novo ceramide synthesis. We also evaluated the influence of the TLR4 pathway on induction 

of autophagy in response to PA by blocking the receptor with the comercial drug TAK242. We 

found that under these conditions, PA remained inducing autophagy. Thus, we conclude in this 

work that the saturation of lipids chain seems to be responsible for different neuronal autophagy 

modulation profiles with and ceramide synthesis being an important promising target. The 

establishment of the relationship between dietary lipids and autophagy modulation in neurons 

that control food intake may represent an important step in identifying therapeutic targets for 

obesity control. 
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1. INTRODUÇÃO: 
 

O estilo de vida contemporâneo, oriundo do desenvolvimento econômico-tecnológico, 

alterou drasticamente o modo de viver da sociedade bem como sua relação com a natureza, 

resultando em rápida transição demográfica, epidemiológica e nutricional (Ahima et al., 2011). 

Neste sentido, a obesidade representa um dos mais importantes problemas de saúde na 

atualidade, sendo capaz de afetar pessoas em diferentes idades e países ao redor do globo. 

Dados recentes apontam que, pela primeira vez na história, o número de pessoas com sobrepeso 

e obesidade ultrapassa o número de pessoas magras (Maffetone et al., 2017). 

No Brasil essa situação não é diferente, uma vez que a composição corporal da 

população reflete a tendência mundial de sobrepeso e obesidade. Segundo um levantamento 

realizado pela vigilância de fatores de risco e proteção para doenças crônicas por inquérito 

telefônico (VIGITEL), em 2018, a taxa de obesidade no país passou de 11,8% para 19,8%, entre 

os anos de 2006 e 2018. Isso representa um aumento de 67% no número de casos (Brasil, 2018). 

O consumo de dietas hipercalóricas, ricas em gordura saturada, carboidrato simples e 

altamente palatáveis, associado ao sedentarismo e fatores epigenéticos e genéticos são 

determinantes para a alta prevalência de casos de sobrepeso/obesidade e outras doenças 

crônicas (Galgani & Ravussin, 2008). Acredita-se que o desequilíbrio na ingestão de ácidos 

graxos saturados e insaturados seja fator importante para o comprometimento da homeostasia 

energética, refletindo-se nos impactantes dados epidemiológicos vistos hoje na sociedade 

 Dados brasileiros de consumo alimentar contidos na Pesquisa de Orçamentos 

Familiares- POF (2008-2009), comparada à mesma pesquisa realizada em 2002-2003, 

exemplificam a alteração nos padrões de escolha/seleção de alimentos por famílias com médio 

e alto poder aquisitivo. Por exemplo, o consumo de alimentos processados esteve em evidência 

no período abrangido pela pesquisa, sendo que alguns alimentos analisados merecem destaque 

como o aumento na ingestão de embutidos (de 1,78% para 2,2%), biscoitos (de 3,1% para 

3,4%), refrigerantes (de 1,5% para 1,8%) e refeições prontas (de 3,3% para 4,6%) (IBGE, 

2010).  

Apesar da importância em funções estruturais e energéticas, conforme destacado, o 

excesso no consumo de ácidos graxos saturados representa riscos à saúde humana. A gordura 

saturada (com destaque para os ácidos graxos láurico, mirístico, esteárico e palmítico) é capaz 

de aumentar a concentração sérica de colesterol, especialmente o mirístico, enquanto o esteárico 

parece ser neutro em seus efeitos sobre o colesterol (Daumerie et al., 1992; Kris- Etherton et 

al., 1997). Pesquisas recentes evidenciaram a importância na qualidade das fontes lipídicas para 
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a dieta e seus efeitos à saúde ao constatarem que a substituição de 5% do valor energético de 

ácidos graxos saturados por ácidos graxos poli-insaturados e monoinsaturados na dieta humana 

resultou em declínio de taxas de mortalidade (Dong et al., 2016). 

Dessa forma, o interesse acerca do papel metabólico dos lipídios cresceu nas últimas 

décadas. A ação do excesso de ácidos graxos saturados como molécula sinalizadora em diversos 

tecidos é determinante para o comprometimento de vias de sinalização intracelular, perturbando 

a regulação do peso corporal. Para o controle energético, uma área cerebral é particularmente 

importante: o hipotálamo.  

 

1.1 O papel dos ácidos graxos saturados na injúria hipotalâmica 

 

 O balanço energético corporal é finamente regulado via comunicação bidirecional entre 

o cérebro e os órgãos periféricos. Especificamente, o hipotálamo representa uma pequena região 

presente na base do sistema nervoso central que contém múltiplos núcleos distintos. Em 

especial, em relação aos núcleos que controlam a ingestão alimentar e o balanço energético, 

destacam-se as seguintes áreas:  núcleo arqueado (ARC), núcleo paraventricular (PVN), núcleo 

ventromedial (VMN), núcleo dorsomedial (DMN) e área hipotalâmica ventrolateral (VLH) 

(Schwartz et al., 2000). Cada população neuronal presente no hipotálamo apresenta 

especificidade em relação ao perfil de neuropeptídios, neurotransmissores e receptores, 

possibilitando a execução de importantes funções no organismo como sono, sede, 

termoregulação, ingestão alimentar e gasto energético (Velloso et al., 2009; Araújo et al., 2010; 

Le Thuc et al., 2017). 

O conhecimento do hipotálamo como um centro regulador da ingestão alimentar 

emergiu a partir de experimentos na década de 60 em que núcleos específicos na região 

hipotalâmica foram lesionados e suas consequências avaliadas. Por exemplo, ao lesionar o 

VMN em ratos, os cientistas encontraram que a ingestão alimentar foi aumentada 

significativamente, enquanto a lesão na região VLH apresentou efeito oposto (redução na 

ingestão alimentar) (Everitt, 1990; Bouret, 2017). 

Em adição, a região do ARC no hipotálamo merece destaque para as funções de controle 

de ingestão alimentar, balanço energético e metabolismo já que é altamente responsiva aos 

sinais referentes ao estado energético devido à proximidade ao terceiro ventrículo (Elmquist et 

al., 2005; Velloso, 2009).  Na região do ARC são encontradas duas grandes populações 

neuronais essenciais para a homeostasia no balanço energético. Sabe-se que a deleção de 

neurônios que expressam Npy (neuropeptídeo Y) e co-expressam AgRP (peptídeo relacionado 
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ao agouti) resulta em hipofagia e perda de peso enquanto que a deleção de neurônios que 

expressam POMC (pro-opiomelacortina) e CART (Peptídeo regulado por cocaína e anfetamina) 

promove efeito reverso (Schwartz et al., 2000; Flier, 2004; Velloso, 2009; Araújo et al., 2010) 

Ambas as populações neuronais (Npy/AgRP e POMC/CART) expressam receptores 

alvos para hormônios secretados em quantidades proporcionais à adiposidade, como a leptina 

(secretada pelo tecido adiposo e que desempenha importante papel no controle da saciedade); 

a insulina (outro hormônio essencial para a saciedade que é secretado pelas células beta-

pancreáticas); bem como hormônios secretados pelo trato gastrointestinal como a 

colecistocinina (CCK), GLP-1 (Peptídeo Semelhante ao Glucagon- 1) e GLP-2 (Peptídeo 

Semelhante ao Glucagon-2) (Elmquist et al., 2005; Le Thuc et al., 2017).  

Os sinais para estímulo ou diminuição na ingestão alimentar oscilam frente a capacidade 

de ativação das populações neuronais presentes no ARC em resposta aos hormônios circulantes. 

Durante a ingestão alimentar os nutrientes são digeridos e absorvidos resultando no estímulo 

dos sinais de saciedade e adiposidade. Neste momento, alguns hormônios como CCK, GLP-1, 

GLP-2, insulina e leptina atingem a circulação (Fonseca-Alaniz et al., 2007). O aumento nos 

níveis circulantes desses hormônios estimula os neurônios anorexígenos POMC e CART, 

resultando na indução de sinais de saciedade e aumento na termogênese. Em contrapartida, 

durante o jejum ocorre o inverso, a diminuição nos níveis circulantes de insulina e leptina 

resulta na ativação de neurônios Npy e AgRP responsáveis por estimular a ingestão alimentar e 

diminuir a termogênese. (Schwartz et al., 2000; Flier, 2004; Velloso, 2009; Araújo et al., 2010).  

No entanto, situações como a obesidade podem prejudicar o controle do balanço 

energético devido ao papel dos ácidos graxos como sinalizadores intracelulares. Assim, o 

excesso e desequilíbrio na ingestão de lipídios pode exceder a capacidade de estoque do tecido 

adiposo, induzindo ao acúmulo em outros tecidos sendo este quadro denominado 

lipotoxicidade.  

Durante muitos anos, o acúmulo de lipídios em órgãos periféricos foi alvo de interesse 

no entendimento da fisiopatologia de doenças metabólicas em nossa sociedade, sendo que, mais 

recentemente, foi demonstrado que similar ao que acontece nos tecidos periféricos, o 

hipotálamo parece ser também alvo da lipotoxicidade. Isso é capaz de exacerbar a injúria 

neuronal comumente encontrada na obesidade (Martínez de Morentin et al., 2010; Thaler et al., 

2012, Ertunc & Hotamisligil, 2016). Por exemplo, Thaler e colaboradores (2012) encontraram 

aumento no nível de palmitato no hipotálamo de camundongos submetidos à ingestão de HFD 

por quatro semanas. 
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O palmitato ou ácido palmítico (16:0, PA) é o ácido graxo saturado mais comumente 

encontrado no organismo humano, sendo fornecido pela dieta ou sintetizado endogenamente a 

partir de outros ácidos graxos, carboidratos ou aminoácidos (Ertunc & Hotamisligil, 2016; 

Carta et al., 2017). Os níveis de PA representam cerca de 20-30% do total de ácidos graxos da 

membrana fosfolipídica e das moléculas de triacilglicerol encontradas no tecido adiposo 

(Ertunc & Hotamisligil, 2016; Carta et al., 2017). Conforme sugerido pela nomenclatura, o 

palmitato é o ácido graxo de maior quantidade no óleo de palma (44% dos lipídios totais), sendo 

que quantidades significativas de PA também podem ser encontradas em carnes e produtos 

lácteos e seus derivados (50-60% do total de lipídios), bem como óleo de coco (26% do total 

de lipídios). Assim, a média de ingestão diária representa cerca de 20-30 gramas/dia, ou 

aproximadamente 8-10% da energia total diária (Carta et al., 2015; Carta et al., 2017). 

Por outro lado, o palmitoleico (PO) é um ácido graxo monoinsaturado ômega 7 de 

dezesseis carbonos produzido endogenamente em células como adipócitos e hepatócitos como 

resultado da dessaturação do palmitato, processo este catalizado pela enzima esteaoril-Coa-

dessaturase (SCD-1) (Cao et al., 2008). Estudos in vitro e in vivo (roedores e humanos) 

encontraram que o PO possui ações importantes no músculo esquelético e fígado ao aumentar 

a captação de glicose e sensibilidade à insulina, bem como atuar na redução da esteatose 

hepática (Dimopoulos et al., 2006; Stefan et al., 2010; Yang et al., 2011). Interessante, o PO 

parece ser capaz de bloquear os efeitos deletérios do palmitato no metabolismo da glicose e 

sensibilidade à insulina em células musculares (Dimopoulos et al., 2006).  

Os mecanismos subjacentes aos efeitos nocivos do excesso de fluxo lipídico saturado 

estão relacionados a inúmeros fatores como alterações em propriedades biofísicas de organelas 

celulares, alterações em vias de sinalizações responsivas a hormônios bem como influência 

positiva na ativação de vias inflamatórias (Ertunc & Hotamisligil, 2016). De fato, os ácidos 

graxos saturados de cadeia longa presentes na dieta são capazes de interagir de forma direta 

com receptores da imunidade inata conhecidos como TLRs (Toll Like Receptors) (Milanski et 

al., 2009; Mayer & Belsham, 2010).  

Toll-like receptors (TLRs) compreendem o maior grupo de receptores PRRs (pattern-

recognition receptors) responsáveis pela detecção de diversos padrões moleculares associados 

a patógenos (“PAMPs”- pathogen-associated molecular patterns), essenciais para a 

sobrevivência dos microrganismos, além de reconhecerem também moléculas endógenas 

liberadas de células hospedeiras que morreram após stress celular ou lesão tecidual, conhecidas 

como padrões moleculares associados a danos (“DAMPS”). Atualmente 13 tipos de TLRs 

foram identificados em células de mamíferos e destes TLR1 a TLR10, encontram-se expressos 
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em células humanas (Aderem & Ulevitch, 2000; Kumar et al., 2011). No contexto da obesidade, 

a ativação do receptor TLR4 em resposta à dieta HFD é determinante para a injúria neuronal 

devido ao aumento na expressão local de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1β e IL-

6 (Milanski et al., 2009; Mayer & Belsham, 2010).  

Outro ponto importante resultante do acúmulo ectópico de lipídios se refere ao 

metabolismo de esfingolipídios. Por exemplo, o acúmulo de palmitato induz a biossíntese de 

ceramidas, que por sua vez também podem ativar vias inflamatórias e inibir a ação do hormônio 

insulina em diversos tecidos. As ceramidas são uma família de moléculas lipídicas, precursoras 

de todos os esfingolipídios complexos, cujo papel principal é mediar diferentes eventos 

patofisiológicos celulares incluindo crescimento, diferenciação, ciclo celular, senescência e 

apoptose (Chiara Mencarelli & Pilar Martinez–Martinez, 2012). A inibição da síntese de 

ceramidas, pelo uso de uma droga denominada miriocina, resultou em melhor tolerância a 

glicose, bem como melhorou a sensibilidade ao hormônio insulina em tecidos como fígado e 

músculo de modelos de camundongos com obesidade induzida por HFD (Yang et al., 2009).    

No sistema nervoso central, os níveis intracelulares de ceramida e esfingolípidios são 

regulados de modo preciso já que alterações contribuem para diversos distúrbios neurológicos 

associados a inflamação, incluindo doenças neurodegenerativas (Filippov et al., 2012; 

González- García et al., 2017). O uso de ceramidas exógenas para a investigação de seu papel 

na homeostasia de neurônios hipotalâmicos resultou na indução de lipotoxicidade, estresse de 

retículo bem como alterações na termogênese do tecido adiposo marrom (Contreras et al., 

2014), reafirmando a importância do controle nos níveis de ceramidas para o balanço energético 

hipotalâmico e suas interações com órgãos periféricos.  

Diante a tais evidências, é possível perceber uma importante relação entre 

lipotoxicidade e inflamação, sendo que ambos os mecanismos se retroalimentam (Figura 01). 

Isso, é capaz de criar ciclos patológicos viciosos que contribuem para a dificuldade nas ações 

terapêuticas de controle da obesidade e doenças associadas. Assim, o aumento no número de 

casos de obesidade na população mundial ainda não está controlado.  
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Figura 01. Papel intracelular do palmitato (PA) e palmitoleico (PO). Adaptado: Ertunc & 

Hotamisligil, 2016  

 

Além dos mecanismos acima descritos, os avanços nos conhecimentos científicos acerca 

da injúria neuronal nos últimos anos vêm descrevendo que sistemas de degradação e limpeza 

celular como a autofagia celular e o sistema ubiquitina proteassoma estão envolvidos no 

controle hipotalâmico da ingestão alimentar e gasto energético. Destacamos aqui o importante 

papel da autofagia celular para a sobrevivência neuronal e manutenção do peso corporal 

(Mizushima & Komatsu, 2011).  

 

1.2 Autofagia: formação do autofagossomo e reciclagem do conteúdo  

 

O termo autofagia foi primeiramente definido pelo pesquisador Cristian de Duve há 

mais de 50 anos quando o mesmo foi ganhador do prêmio Nobel pela descoberta dos 

lisossomos. Os lisossomos são organelas responsáveis pela maior parte da degradação celular 

nos organismos eucarióticos, sendo que essa degradação é feita por três vias distintas: 

fagociotose, endociotose e autofagia (De Duve, 1966; Glick et al., 2010). Recentemente, o 

pesquisador Yoshinori Oshumi também ganhou um prêmio Nobel resultante de sua pesquisa 

com autofagia e os mecanismos que levam a sua indução.  

A autofagia compreende um heterogêneo grupo de vias celulares que em células 

eucarióticas permitem a entrega de componentes citoplasmáticos para a degradação lisossomal. 
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fosforilação da proteína Ambra1. A enzima VPS34 é a única em mamíferos com capacidade 

para atuar na fosforilação do substrato PI (fosfatidilinositol) na posição D3, gerando PI3P para 

a nucleação e crescimento do fagófaro (a porção inicial da membrana do autofagossomo). Além 

disso, a produção e acúmulo de PI3P é essencial para a liberação de Beclin-1 da sua ligação 

com a proteína anti-apoptótica Bcl2 (Mizushima & Komatsu, 2011; Kim & Lee, 2014).  

A expansão do fagófaro é mediada pelas proteínas Atgs em dois sistemas principais de 

conjugação com reações enzimáticas similares a ubiquitinação de proteínas. Inicialmente, 

Atg12 é conjugada à Atg5 por meio da ação de Atg7 (que age como uma enzima de ativação 

semelhante a E1) e Atg10 (que age como uma enzima de conjugação semelhante a E2). 

Posteriormente, o conjugado Atg12- Atg5 se liga à Atg16L para formar o complexo Atg12-

Atg5-Atg16L que participa da conjugação de LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 

3) (Fujita et al., 2008). A proteína LC3, gerada a partir da proteína pró-LC3 citosólica pela ação 

da protease Atg4, é conjugada a fosfatidiletanolamida por meio da ação de Atg3, Atg7 e do 

complexo Atg12-Atg5-Atg16L. Depois da conjugação, LC3- PE ou LC3-II localiza-se na 

membrana do autofagossomo e participa da expansão do mesmo, correlacionando-se 

diretamente com o número de autofagossomos formados, o que a coloca como um dos 10 

principais marcadores de atividade de autofagia celular. Após o término na formação da 

estrutura do autofagossomo, o complexo Atg12-Atg5-Atg16L é desfeito e separa-se da vesícula 

(Fujita et al., 2008; Mizushima & Komatsu, 2011).  

Os componentes celulares alvos para a degradação autofágica são reconhecidos e 

transportados para a degradação por meio de proteínas adaptadoras responsáveis pela conexão 

entre essas duas etapas. A primeira proteína com função adaptadora identificada foi a proteína 

p62 (SQSTM1), que apresenta seis domínios conhecidos e necessários para a interação com a 

maquinaria autofágica e outras vias de sinalização. Especificamente em relação a maquinaria 

autofágica, dois domínios da proteína p62 se destacam: o domínio UBA (domínio de ligação 

com proteínas ubiquitinadas) que se liga aos alvos de degradação e o domínio LIR (domínio de 

ligação com LC3), responsável por entregar os alvos à degradação (Maloney et al., 2003). 

Estudos mostraram que os níveis de p62 geralmente são inversamente correlacionados com a 

degradação de autofagia, sendo que a perda de genes Atgs ou outros fatores requeridos para a 

fusão do autofagossomo com o lisossomo resultam em acúmulo de agregados marcados por 

p62 (Maloney et al., 2003).  

Uma característica presente nos três tipos de autofagia conhecidos é a convergência com 

o lisossomo. Recentemente foi descoberto ainda que antes da fusão com os lisossomos, o 

autofagossomo pode se fundir com vesículas como endossomos (precoces ou tardios) 



26 

 

 

resultando em estruturas denominadas amphiossomes. Os autofagossomos são amplamente 

distribuídos no citoplasma e para que essas vesículas se fundam com o lisossomo a cascata de 

sinalização intracelular de autofagia deve permanecer em alto nível de eficiência. Assim, o 

autofagossomo ou amphiossome pode se fundir ao lisossomo de modo dependente da presença 

da proteína de membrana lisossomal LAMP2, formando o autofagolisossomo. Neste momento, 

as enzimas lisossomais proporcionam o ambiente de degradação e reciclagem do conteúdo 

entregue (Mizushima & Komatsu, 2011) (Figura 02). 

 

1.3 O papel da autofagia na homeostasia neuronal e ingestão alimentar 

 

Os neurônios são altamente dependentes do processo autofágico para manter a 

homeostasia celular e protease devido a sua alta capacidade de limpeza de proteínas 

malformadas ou danificadas em condições normais. De fato, em doenças neurodegenerativas 

como Alzheimer, Parkinson, Huntington e Esclerose Amiotrófica lateral, a disfunção e morte 

neuronal se dá em consequência ao acúmulo de agregados proteicos tóxicos e organelas 

danificadas, sendo que o aumento de autofagia parece representar uma intervenção terapêutica 

benéfica. O comprometimento na remoção de componentes celulares não benéficos pode afetar 

também a estrutura neuronal, visto que outros trabalhos apontam que neurônios com deleção 

de autofagia desenvolvem distrofia e degeneração de axônios no cerebelo de camundongos 

(Martinez-Vicente, 2015).  

Além do envolvimento em doenças neurodegenerativas, destacamos também que a 

autofagia está intimamente envolvida na regulação hipotalâmica da ingestão alimentar. 

Recentemente, Oh e colaboradores (2016) demonstraram que a baixa disponibilidade de glicose 

resulta em indução de autofagia em resposta ao aumento de AMPK. Por sua vez, a autofagia 

foi capaz de atuar na ingestão alimentar ao controlar a expressão de Npy e POMC.  

Em camundongos com deleção de Atg7 especificamente em neurônios POMC, tanto a 

ingestão alimentar quanto o peso corporal foram aumentados (Quan et al., 2012). Da mesma 

forma, camundongos com deleção de Atg12 em neurônios POMC também apresentam aumento 

de ganho de peso e adiposidade associados ao aumento na ingestão alimentar durante o período 

experimental acompanhado (Malhotra et al., 2015). Em contrapartida, a privação de nutrientes 

ativa a autofagia em neurônios AgRP especificamente na região do ARC (Kaushik et al., 2011).  

Na obesidade o declínio na atividade de autofagia parece acontecer em alguns tecidos 

e/ou tipos celulares. Evidências apontam que a autofagia hipotalâmica parece estar 

comprometida por mecanismos ainda não compreendidos. Por exemplo, nosso grupo de 
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pesquisa observou que a prole de mães com obesidade induzida por HFD apresentou alterações 

na modulação de marcadores de autofagia no hipotálamo após o desmame, bem como na vida 

adulta após a reexposição à HFD (Reginato et al., 2016). Também na vida adulta, a exposição 

crônica à HFD foi capaz de inibir o fluxo autofágico, sendo que o uso de rapamicina para a 

ativação desse mecanismo resultou em melhora de alguns parâmetros metabólicos de 

camundongos obesos (Meng & Cai, 2011; Portovedo et al., 2015). 

Dados recentemente publicados, mostraram que o tratamento com palmitato em 

neurônios POMC foi capaz de diminuir a autofagia e isso foi associado à diminuição na 

sensibilidade à insulina nestes neurônios. Assim, sugere-se mais uma vez a importância deste 

mecanismo para o controle do balanço energético realizado pelo tecido hipotalâmico bem como 

um possível mecanismo alvo para o tratamento de quadros associados à resistência à insulina 

(Hernández-Cáceres et al., 2019).  

Diante do exposto, fica claro que o entendimento dos mecanismos moleculares que 

relacionam a inflamação hipotalâmica ao comportamento alimentar é de grande interesse para 

o desenvolvimento de futuros alvos terapêuticos. Neste contexto, a importância da autofagia 

para a viabilidade neuronal bem como para a manutenção da homeostasia energética merece 

destaque. Assim, este trabalho avaliou o efeito de ácidos graxos na modulação de autofagia em 

três principais frentes: curta exposição à HFD de modo; tratamento intracerebroventricular com 

palmitato, e, por fim, uso de ácidos graxos para o tratamento direto em culturas de neurônios 

hipotalâmicos que expressam Npy/AgRP.  

Como resultados, encontramos que a exposição aguda à HFD ou ao PA in vivo resultou 

em alterações na expressão gênica de marcadores de autofagia sem comprometer a sua atividade 

global no tecido hipotalâmico. A dieta HFD modulou genes diferentes do que o PA, sugerindo 

que a composição dietética e perfil de ácidos graxos interferem de modo específico na 

modulação de autofagia. Ao analisar especificamente neurônios Npy/AgRP encontramos que o 

tratamento com PA, mas não o palmitoleico (PO) ou mistura de ácidos graxos (NEFA) foi capaz 

de induzir a autofagia. O meio condicionado de células da micróglia tratadas com palmitato 

possui tendência a reduzir a autofagia neuronal, demonstrando que células não neuronais podem 

estar envolvidas nos efeitos crônicos da dieta HFD na modulação de autofagia hipotalâmica 

previamente publicados por nosso grupo. Por fim, identificamos que a inibição da síntese de de 

novo ceramidas, mas não a ativação do receptor TLR4, foi capaz de atenuar a indução de 

autofagia em resposta ao palmitato nas células de neurônios hipotalâmicos que expressam 

Npy/AgRP. 
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Portanto, neste trabalho observamos que tanto a dieta HFD quanto ácidos graxos 

saturados e insaturados isolados regulam a autofagia neuronal de modo distinto. E, que em 

relação aos efeitos específicos do palmitato, identificamos que a síntese de de novo ceramidas 

pode ser importante via a ser explorada para a modulação de autofagia. O entendimento dos 

mecanismos pelos quais os lipídios afetam a autofagia em neurônios que controlam o balanço 

energético é essencial para novos tratamentos que controlem o emergente crescimento da 

obesidade na população mundial.  

 
2. OBJETIVOS: 

 

2.1 Geral: 

 

• Avaliar a modulação de autofagia hipotalâmica em resposta ao tratamento com ácido graxo 

saturado in vitro e in vivo e a relação com vias inflamatórias. 

 

2.2 Específicos: 

 

• Avaliar o efeito do uso ácido graxo saturado na modulação de autofagia bem como na 

ativação de vias inflamatórias e síntese de ceramidas em linhagem de célula hipotalâmica. 

 
• Avaliar o papel do palmitato na modulação de autofagia hipotalâmica após tratamento i.c.v 

camundongos da linhagem Swiss.  

 
• Avaliar os efeitos da curta exposição à dieta hiperlipídica na autofagia hipotalâmica em 

camundongos da linhagem Swiss. 

 

3. MÉTODOS: 

 

3.1 Aspectos éticos 

 

 O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

da Universidade Estadual de Campinas, protocolo CEUA: 3854-1. Os princípios Éticos para 

uso de Animais de Laboratório, elaborados pela Sociedade Brasileira de Ciência em Animais 

de Laboratório (SBCAL), foram rigorosamente seguidos, assim como a legislação nacional 



29 

 

 

vigente, Lei nº 11.794, de 8 de outubro de 2008, que estabelece procedimentos para o uso 

científico de animais.  

 

3.2 Implante de cânulas no hipotálamo 

Camundongos machos da linhagem Swiss mantidos em biotério, conforme descrito 

anteriormente (Portovedo et al., 2015), foram submetidos à canulação de ventrículo lateral por 

meio da cirurgia estereotáxica. Uma semana após o implante, foram utilizados em 

procedimentos experimentais com tratamento com ácido graxo saturado via 

intracerebroventricular (i.c.v). Para tanto, os camundongos anestesiados foram adequadamente 

posicionados no aparelho (Stoelning) para realização de cirurgia estereotáxica e, após 

tricotomia e anti-sepsia da região craniana, foi realizada incisão inter-parietal de 

aproximadamente 1,0 cm de extensão. Em seguida, o periósteo foi aberto e com a calota 

craniana exposta para individualizar o Bregma. A implantação das cânulas obedeceu 

coordenadas estereotáxicas previamente estabelecidas através do Atlas de Coordenadas 

Estereotáxicas (PAXINOS & WATSON). Depois de implantada, a cânula foi fixada ao crânio 

do animal com cimento acrílico polimerizante. Animais com resposta positiva à angiotensina 

II foram selecionados e utilizados nos experimentos. Para a infusão intracerebroventricular 

utilizamos uma seringa Hamilton (50 µL) acoplada, por meio de uma cânula plástica, a uma 

agulha 30 G, de modo que esta ultrapassasse o comprimento da cânula metálica (0,1 - 0,2 mm) 

garantindo a entrada do líquido no ventrículo lateral. Para verificar o efeito isolado do palmitato, 

os animais foram tratados i.c.v por 8 dias, sendo um tratamento diário de 2 μL com ácidos 

graxos a 180 µM (Milanski et al., 2009). 

3.3 Curta exposição à dieta hiperlipídica 

 

Para a investigação dos parâmetros metabólicos e modulação de autofagia nos animais 

que receberam dieta HFD por 1 ou 3 dias, foram utilizados camundongos Swiss machos 

recebidos com quatro semanas de vida. Os animais foram divididos em 2 grupos experimentais 

(Controle Adaptada e Hiperlipídica- 60% de lipídios). Para essa divisão, optou-se por controlar 

o peso dos animais de modo que todos os grupos experimentais apresentassem a mesma média 

de peso antes da introdução da dieta hiperlipídica, que ocorreu a partir da sexta semana de vida.  

 

 

 



30 

 

 

Tabela 1 – Composição das dietas (g) 

 

 

 

3.4 Dissecção do hipotálamo e Western Blot  

 

Após confirmação da perda de reflexo, foi realizada a retirada do hipotálamo dos 

camundongos e em seguida, os tecidos foram congelados a -80ºC. Posteriormente, as amostras 

de hipotálamo foram homogeneizadas em aproximadamente 400 µL de tampão de solubilização 

contendo 1% Triton X-100, 100 mM Tris (pH 7,4), 100 mM de pirofosfato de sódio, 100 mM 

de fluoreto de sódio, 10mM de EDTA, 10 mM de vanadato de sódio; 2 mM PMSF e 0,1 mg/mL 

de aprotinina a 4 °C em Polytron PTA 20S Generator (Brinkmann Instruments mode PT 10/35) 

com velocidade máxima por 30 segundos.  O homogeneizado foi centrifugado a 11.000 rpm a 

4 °C em um rotor “Beckman 70,1”, por 30 minutos para remoção de material insolúvel. A 

proteína total do sobrenadante foi determinada por meio do método colorimétrico de BCA 

espectrofotometria. 

O sobrenadante foi utilizado para a preparação de extrato total. Para a avaliação da 

autofagia celular, determinou-se o conteúdo proteico das proteínas: LC3B-II (ab48394); p62 

(ab56416, Abcam); pS6 (5364S, Cell Signaling); p-AMPK T172 (40H9, Cell signaling). Os 

controles endógenos selecionados foram: alfa tubulina (Sigma, T9026) e beta actina (Ab8227, 

Abcam). Para essa avaliação, os extratos proteicos ressuspensos em tampão de Laemmli foram 

fervidos (5 min./95°C). As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida para separação 
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por eletroforese (SDS-PAGE). As proteínas separadas em SDS-PAGE foram transferidas para 

membrana de nitrocelulose em aparelho de transferência da BIO-RAD. A membrana de 

nitrocelulose foi incubada overnight com anticorpo específico. A ligação do anticorpo a 

proteínas não-específicas foi minimizada pela pré-incubação da membrana de nitrocelulose 

com tampão de bloqueio (5% de leite em pó desnatado ou albumina; 10 mMol/L de Tris; 150 

mmol/L de NaCl; 0.02% de Tween 20) por 2 horas. O sinal foi detectado por meio de 

quimiluminescência utilizando kit da Amersham e seguindo as orientações do fabricante. As 

bandas identificadas na autoradiografia foram quantificadas através de densitometria óptica 

(Uniscam). 

 

3.5 Real Time PCR das amostras de tecido hipotalâmico 

 

Para a análise da expressão gênica, as amostras foram homogeneizadas em reagente 

Trizol e congeladas a -80°C. Posteriormente, foram transferidas para eppendorfs com 

clorofórmio e centrifugadas para separação das fases. A fase superior aquosa foi transferida 

para novos eppendorfs, sendo adicionado posteriormente o isopropanol. Após descanso de 5 

minutos à temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 4°C, 10500 

R.P.M, o sobrenadante foi descartado. Em seguida, foi adicionado 1 mL de etanol 75% e 

centrifugado por 10 minutos a 4°C, 8400 R.P.M. O sobrenadante foi novamente descartado e 

adicionou-se 1 mL de etanol 100%, sendo o conteúdo centrifugado por mais 10 minutos, 4 °C, 

8.400 R.P.M. Após o descarte do etanol, 10 μL de água ultrapura foi adicionada e agitada até a 

dissolução total do pellet.  

As amostras foram armazenadas a -80°C por 24h para que então a quantificação 

(Nanodrop) fosse realizada. A síntese de cDNA foi realizada com 3 μg do total de RNA usando 

o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (AppliedBiosystems). As reações de PCR em 

tempo real foram realizadas utilizando-se o sistema TaqManTM (AppliedBiosystems). Os 

valores da expressão gênica foram obtidos pela análise dos resultados no programa 7500 System 

SDS Software (AppliedBiosystems). Os genes alvo foram corrigidos pela média do conteúdo de 

transcrito de B-actina e GAPDH e expressos em relação à expressão relativa ao grupo controle, 

assim o nosso controle foi considerado como 1 e os tratamentos corresponderam ao número de 

vezes (acima ou abaixo) em relação ao controle.  
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3.6 Condições de cultivo e tratamento das linhagens celulares 

Para a avaliação da relação entre ativação de vias inflamatórias, síntese de ceramidas e 

autofagia hipotalâmica foram utilizadas as linhagens de neurônios hipotalâmicos imortalizadas 

mHypoA 2-29, mHypoE-46, mHypoA NPY/GFP e GT1-7. Todas elas expressam 

neurotransmissores Npy e AgRP, sendo que a linhagem GT1-7 é também utilizada em estudos 

com GnRH. As células da linhagem mHypoA 2-29 e GT1-7 foram mantidas em meio de cultura 

DMEM high glucose com 4,5 mg/L de glicose contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 

uL/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina. As linhagens mHypoA NPY/GFP e 

mHypoE-46 foram mantidas em meio low glucose contendo 2% de SFB, 100 u/mL de 

penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina.  Durante os tratamentos todas as células foram 

mantidas com os respectivos meios e com SFB na concentração de 2%. Utilizamos também 

células da linhagem microglial BV-2, mantidas em meio de cultura DMEM high glucose com 

4,5 mg/L de glicose contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 uL/mL de penicilina e 100 

mg/mL de estreptomicina. 

Os ácidos graxos: palmitato de sódio (P9767, Sigma), palmitoleico (P9417, Sigma) e 

mistura de ácidos graxos saturados e insaturados foram utilizados para os tratamentos em 

cultura celular. Uma solução de 50 mM foi preparada a cada experimento, diluindo-se em água 

e aquecendo-se a 60°C até a completa dissolução. A concentração final para cada experimento 

foi obtida com a pipetagem no meio de cultura. Os tempos de tratamento foram realizados 

conforme descrito na sessão Resultados.  

3.7 Extração de proteínas e RTq-PCR das culturas das linhagens celulares 

 

  Após o tempo de tratamento desejado, as células foram lavadas com PBS 1x gelado. Foi 

adicionado o volume de 80-100 μL/poço de tampão de extração proteico (conforme descrito 

anteriormente) ou 800 μL/poço de reagente Trizol para extração de RNA. Para a leitura de 

proteínas utilizou-se o método BCA. Os demais procedimentos para a técnica Western Blott e 

RTq-PCR foram semelhantes ao empregado com o tecido hipotalâmico, descrito acima.  

 

3.8 Citometria de fluxo das linhagens de neurônios hipotalâmicos, siRNA e 

imunofluorescência 

  

  Foi utilizado o kit comercial ab139484 a detecção da atividade de autofagia em cultura 

de células. Para as análises, as células foram plaqueadas em 85% de confluência por well. 
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Posteriormente foram tratadas com PA, PO, rapamicina, agentes inflamatórios e seus 

respectivos controles. Ao término do período experimental, foram tripsinizadas e 

ressuspendidas em meio de cultura sem fenol. Após lavagens com Buffer 10X fornecido pelo 

kit, as células foram incubadas no escuro a 37°C por 30 minutos com o Green Detection e 

coletadas em citômetro BD Accuri C6 no canal FL1 (488 nm). Para a avaliação da viabilidade 

celular foi utilizada a marcação com iodeto de propídeo (PI). Para tanto utilizou-se 20 ug/uL de 

PI, diluído em PBS. Após os tratamentos, foi adicionado 200 uL de tripsina/well. As células 

foram ressuspendidas em 800 uL de meio (DMEN High Glucose), centrifugadas e 

impermeabilizadas com PI. As células foram levadas para a coleta no citômetro BD Accuri C6 

no canal FL2 (585/40 nm) e FL3 (610/20nm).   

Para a transfecção com o siRNA, as células foram plaqueadas na placa de 6 well. O 

protocolo de transfecção utilizando Lipofectamina RNAiMAX (Invitrogen) foi seguido 

conforme descrito pelo fabricante. Utilizamos 25 pmol de siRNA por well. Para a 

imunofluorescência, as células foram fixadas em metanol, incubadas em anticorpos primários 

overnight em 4°C. Após o período, incubadas em solução BSA 1% com anticorpo secundário 

por 2 horas e montadas em Vectashield.  

 

3.9 Análise estatística 

 

Os resultados foram apresentados em média e erro padrão da média. Para a comparação 

de médias entre dois grupos, foi aplicado o teste T Student para amostras independentes. 

Quando necessário, para as comparações de diferentes concentrações ou doses de tratamento 

em relação ao controle foi utilizado análise de variância (ANOVA) com pós-teste Dunnet ou 

Tukey, conforme descrito na legenda das figuras.  Em todos os casos o nível de significância 

para rejeição da hipótese nula foi de 5% (p<0,05). Os dados foram analisados utilizando o 

programa Statistic for Windows, versão 7.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). 

 

4. RESULTADOS: 

 

4.1 O tratamento agudo com lipídeos não altera a atividade global de autofagia no tecido 

hipotalâmico de camundongos da linhagem Swiss:  

 

Para investigar o efeito agudo de lipídios na autofagia no tecido hipotalâmico, 

inicialmente alimentamos camundongos machos da linhagem Swiss por 1 ou 3 dias de dieta 
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curta exposição já foi capaz de alterar o conteúdo proteico dos marcadores de autofagia (dados 

não mostrados).  

Frente a isso, acreditamos que a curta exposição à dieta HFD é capaz de perturbar a 

homeostasia do tecido hipotalâmico, incluindo a indução de genes relacionados a atividade de 

autofagia. No entanto, o processo permanece preservado, talvez na tentativa de combater os 

efeitos deletérios do excesso de lipídios ao tecido. 

 

 

 

4.2 O papel do palmitato na autofagia hipotalâmica após tratamento intracerebroventricular 

(i.c.v):  

 

Em indivíduos obesos o nível de ácidos graxos circula na concentração de 

aproximadamente 400 μM a 5 mM, com destaque para os níveis de palmitato que representa 

cerca de 40% dessa taxa (Liu et al., 2015; Chan et al., 2017). Assim, em razão de ser o ácido 

graxo saturado mais abundante na circulação e um dos principais componentes das dietas 

hiperlipídicas, o palmitato é frequentemente utilizado como representante da gordura saturada 

em experimentos em modelos de camundongos ou cultura de células (Hodson et al., 2009). 

Assim, o nosso próximo passo foi avaliar se o efeito isolado de um ácido graxo de cadeia 

saturada poderia alterar a modulação de autofagia no tecido hipotalâmico via tratamento i.c.v.   
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Figura 05. Modulação de autofagia hipotalâmica após curta exposição à HFD.  (A-D) Expressão gênica 

relativa de marcadores de inflamação, estresse e autofagia com 1 e 3 dias. (E-F) Conteúdo proteico de marcadores 

de autofagia. Os valores representam a média ± EPM, *p≤0,05. N=5 animais/grupo. Unpaired Teste T.  
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4.3 O papel da autofagia na homeostasia de neurônios hipotalâmicos:   

 

O nosso próximo passo foi a investigação in vitro do papel de ácidos graxos na autofagia 

neuronal. Inicialmente, avaliamos a importância do processo de autofagia para a expressão de 

Npy. Para isso, utilizamos linhagens de neurônios hipotalâmicos que co-expressam Npy/AgRP, 

conhecidas como mHypoE-46. Foi realizado o procedimento de transfecção com o siRNA para 

o gene Atg7, comumente utilizado para a inibição de autofagia. Como resultados, encontramos 

que a diminuição de autofagia altera a expressão gênica de Npy e iL-6 o que pode possivelmente 

comprometer a homeostasia neuronal (Figura 07 A-G). Esses dados confirmam, portanto, a 

importância da autofagia em neurônios hipotalâmicos.  

 

 

 

Em síntese, este primeiro grupo de resultados demonstraram que os lipídios parecem 

atuar na expressão de Npy/AgRP in vivo sendo que a autofagia por sua vez é capaz de modular 

a expressão gênica de Npy em linhagens de neurônios hipotalâmicos in vitro.  
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Figura 07. O papel da autofagia em linhagem de neurônios hipotalâmicos.  (A-D) Expressão gênica relativa 

nas células de neurônios hipotalâmicos mHypoE-46. Os valores representam a média ± EPM, *p≤0,05. N=3-4 

wells/grupo. Unpaired Teste T.  
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4.4 O palmitato altera a viabilidade celular em linhagens de neurônios hipotalâmicos:   

 

Para prosseguir com a avaliação da relação entre lipídios e autofagia selecionamos 

algumas linhagens que co-expressam Npy/AgRP, conforme mencionado acima. A primeira 

delas foi a linhagem neuronal GT1-7. Essa linhagem desenvolvida por Mellon e colaboradores 

(1990), foi gerada a partir de tumores em neurônios de camundongos transgênicos expressando 

o antígeno híbrido GnRH-SV40T. As células GT1-7, portanto, apresentam marcadores 

específicos neuronais com uma eficiente maquinaria secretória previamente testada (Mellon et 

al., 1990). Optamos por acompanhar os efeitos de tratamento com palmitato nas concentrações 

50 e 250 μM de durante os tempos de 04 horas, 24 horas e 36 horas, períodos estes já utilizados 

em outros estudos em cultura celular de neurônios (Ye et al., 2016).  

Inicialmente, para avaliar os efeitos do tratamento com palmitato na viabilidade das 

células GT1-7, fizemos a marcação com o iodeto de propídeo por citometria de fluxo. O iodeto 

de propídeo é uma molécula que se intercala em qualquer DNA desde que a membrana celular 

esteja danificada de modo a ser permeável. A Figura 08 C mostra que após 36 horas a 

concentração de 250 μM de palmitato foi capaz de diminuir a viabilidade das células GT1-7, 

acompanhada por alterações no tamanho dessas células (Figura 08 D e H). Não encontramos 

alterações na concentração de 50 μM. Avaliamos a exposição do palmitato em uma 

concentração superior (500 μM), e com isso encontramos que a viabilidade e morfologia celular 

alteraram-se drasticamente (dados não mostrados).  
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expressão gênica de iL-6 (Figura 11 A) na linhagem mHypoE-46. Após 24 horas, encontramos 

aumento na expressão de Npy e na razão Bax/Bcl2 na linhagem mHypoE-46, confirmando o 

potencial pró-apoptótico do palmitato em neurônios bem como no controle do comportamento 

alimentar (Figura 11 C). Há uma tendência ao aumento na expressão de AgRP após 4 horas (p= 

0.1325) e 24 horas (p= 0.1968) nessa linhagem (Figura 11).  

Da mesma forma, na linhagem mHypoA 2/29 encontramos aumento na expressão de 

iL-6, Nos2, Bax/Bcl2 e TNFa em resposta ao tratamento com palmitato (Figura 12 A-B). Não 

observamos amplificação para o gene Npy na linhagem celular mHypoA 2-29. Segundo o 

laboratório responsável pela imortalização dessa linhagem, a análise de Npy em linhagens de 

camundongos adultos geralmente é de difícil detecção utilizando o ensaio Taqman disponível 

em nosso laboratório. No entanto, há uma tendência ao aumento em AgRP na concentração de 

50 μM por 4 horas (p=0.3018) e aumento significativo após 24 horas (Figura 04- A e B).  
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Figura 11. Avaliação da expressão gênica após o tratamento com palmitato na linhagem mHypoE-46. O 

tratamento com palmitato foi realizado no tempo e concentração indicados. (A) e (B) Expressão gênica relativa 

de marcadores de neuropeptídios, inflamação, estresse e autofagia, após 4 horas de tratamento com palmitato, 

respectivamente. (C) e (D) n=3 experimentos independentes, em 3-5 poços para cada período analisado. Os 

valores representam a média ± EPM, *p≤0,05. Teste T Student.   
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Na continuidade dos experimentos, avaliamos a habilidade do palmitato em alterar a 

expressão de marcadores de autofagia. O tratamento por 4 ou 24 horas resultou em perfil de 

expressão diferente entre as linhagens analisadas. Por exemplo, houve diminuição nos níveis 

de Tfeb e BCN (gene para a proteína Beclin) na linhagem mHypoA 2-29 acompanhado por 

aumento de BCN na linhagem mHypoE-46, após 4 horas de tratamento (Figura 11 B e Figura 

11 D). Embora ambas as linhagens sejam provenientes de camundongos machos, acreditamos 

que a diferença entre a passagem das células no momento da extração e a metodologia de 

imortalização, como o uso de CTNF (ciliary neurotrophic fator) na imortalização de células 

adultas possa refletir em diferenças em alguns parâmetros analisados. A expressão do gene da 

proteína p62 (SQSTM) esteve aumentado em ambas as linhagens (Figuras 11 B e D; Figura 12 

D e E).  

Em conjunto, esses resultamos demonstraram que o tratamento com palmitato perturbou 

a regulação da maquinaria autofágica. Sabendo que a autofagia é um processo altamente 

dependente de alterações pós-transcrionais e que a cultura de células possibilita o uso de 
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Figura 12. Avaliação da expressão gênica após o tratamento com palmitato na linhagem mHypoA-2/29. O 

tratamento com palmitato foi realizado no tempo e concentração indicados. (A) e (D) Expressão gênica relativa 

de marcadores de neuropeptídios, inflamação, estresse e autofagia, após 4 horas de tratamento com palmitato, 

respectivamente. (B) e (E) n=2 experimentos independentes, em 3-5 poços para cada período analisado. Os 

valores representam a média ± EPM, *p≤0,05. Anova One Way com teste Dunnet.   
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técnicas adicionais para a confirmação do processo, prosseguimos para a avaliação da atividade 

de autofagia por outros métodos.  

 

4.6 Conteúdo proteico de marcadores de autofagia em linhagens de neurônios 

hipotalâmicos:  

 

Segundo Mizushima e colaboradores (2010): “Avaliar a autofagia, um importante 

processo dinâmico, utilizando medidas estáticas, é um desafio para os cientistas da área”. 

Assim, optamos por combinar o uso de Western Blott e da técnica de Citometria de Fluxo para 

avaliar a autofagia em neurônios hipotalâmicos.  

O tratamento com palmitato durante 4 e 24 horas resultou em diminuição nos níveis da 

proteína p-S6 (Figura 13 A- D) na linhagem mHypoA 2-29. Na linhagem mHypoE-46 

encontramos diminuição após o tratamento com 24 horas (Figura 14 A- D). A proteína pS6 é 

um alvo “dowstream” da via da mTORC1. Estudos prévios já publicaram que o uso de 

rapamicina ou a privação de nutrientes para inibição do complexo mTORC1 é capaz de induzir 

a autofagia em células pela desfosforilação do complexo ULK1, ULK2 e Atg13 (Jung et al., 

2009; Chang et al., 2009). Desse modo, a diminuição no conteúdo proteico de p-S6 indica um 

estímulo para a indução de autofagia.  

Não houve nenhuma diferença significativa no conteúdo proteico de p62 após 4 horas 

do estímulo com palmitato em ambas as linhagens. No entanto, houve aumento significativo 

após 24 horas (Figura 13 B e D) na linhagem mHypoA 2-29 bem como aumento na linhagem 

mHypoE-46 (Figura 14 C e D). Os níveis de p62 geralmente são inversamente correlacionados 

com a atividade de autofagia. No entanto, essa proteína também está relacionada a outras vias 

celulares como por exemplo, a participação na entrega de proteínas como a Tau para a 

degradação pelo proteassoma (Liu et al., 2016). Em adição, o aumento na expressão de p62 está 

relacionado ao efeito protetor em algumas linhagens celulares de modo a contribuir para a 

sobrevivência (Bjorkoy et al., 2005). Acreditamos que o papel da p62 em células neuronais 

ainda deve ser esclarecido.  

Avaliamos o conteúdo da proteína LC3B-II, um dos principais marcadores da 

modulação de autofagia devido a sua presença na membrana do autofagossomo. O conteúdo 

proteico deste marcador em ambas as linhagens foi maior em comparação ao grupo controle 

(Figuras 13 e 14). Em conjunto, os marcadores analisados sugerem que o palmitato pode ser 

capaz de induzir a autofagia em ambas as linhagens nos tempos e concentrações indicados nas 

figuras. Para confirmar este achado, utilizamos também a linhagem proveniente de 
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Prosseguimos para a avaliação da modulação de autofagia em resposta ao tratamento 

com palmitato nas diferentes linhagens que expressam Npy/AgRP. As figuras 18, 19 e 20 

ilustram que o palmitato é capaz induzir a autofagia nos tratamentos durante 4, 24 e 36 horas. 

Apenas na linhagem mHypoA 2/29 após 36 horas o número de células foi insuficiente para a 

marcação, resultando em menor fluorescência detectada. No entanto, isso não reflete 

diminuição na atividade de autofagia, apenas se refere ao número inadequado de células viáveis 

para a detecção no kit.  
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Figura 18. Avaliação da autofagia por citometria de fluxo na linhagem GT1-7. (A, E, I) Histograma 

representativo da comparação entre amostra não marcada (eixo V1-L, em preto) vs amostra marcada com o kit 

ab139484 (eixo V1-R, vermelho). (B, C; F, G; J, K) Intensidade de marcação em FL1 segundo número de células 

(controle em preto, palmitato em rosa). (D,H, L) Valores da mediana da intensidade de fluorescência em FL1-A. 

n= 1 ou 2 experimentos independentes em triplicata. Os valores representam a média ± EPM, *p≤0,05. a à 

Palmitato vs Controle. Anova One Way com teste Dunnet. 
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Figura 19. Avaliação da autofagia por citometria de fluxo na linhagem mHypoA 2-29. (A, E, I) 

Histograma representativo da comparação entre amostra não marcada (eixo V1-L, em azul) vs amostra 

marcada com o kit ab139484 (eixo V1-R, preto). (B, C; F, G; J, K) Intensidade de marcação em FL1 segundo 

número de células (controle em preto, palmitato em vermelho). (D, H, L) Valores da mediana da intensidade 

de fluorescência em FL1-A. n=1-3 experimentos independente em triplicata. Os valores representam a média 

± EPM, *p≤0,05. Palmitato vs Controle. Anova One Way com teste Dunnet. 
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Em conjunto, esses dados apresentados permitiram a identificação do papel do palmitato 

como potente indutor de autofagia em neurônios hipotalâmicos que co-expressam Npy/AgRP. 

Acreditamos que essa indução possa estar relacionada a tentativa celular de manter homeostasia 

evitando a morte celular por apoptose. No entanto, a indução de autofagia parece não conseguir 

evitar declínio na viabilidade celular, conforme exemplificado pelos resultados contidos nas 

Figuras 3 e 4, confirmando os efeitos tóxicos do palmitato as populações neuronais.     

 

4.8 Avaliação do efeito de fatores inflamatórios na modulação de autofagia em linhagens 

de neurônios hipotalâmicos:  

 

O nosso próximo passo foi avaliar se o uso de palmitato combinado ao uso de citocinas 

como por exemplo, TNF-α IFN-γ poderiam resultar na diminuição de autofagia da mesma forma 

que no hipotálamo de camundongos com obesidade induzida por HFD (Portovedo et al., 2015). 

mHypoE-46  
4 horas 

mHypoE-46  
24 horas 

Figura 20. Avaliação da autofagia por citometria de fluxo na linhagem mHypoE-46. (A, E) Histograma 

representativo da comparação entre amostra não marcada (eixo V-L, em preto) vs amostra marcada com o kit 

ab139484 (eixo V-R, colorido). (B, C; F, G) Intensidade de marcação em FL1 segundo número de células (controle 

em preto, palmitato colorido). (D, H) Valores da mediana da intensidade de fluorescência em FL1-A. n=3 

experimentos independentes em triplicata. Os valores representam a média ± EPM, *p≤0,05. Palmitato vs Controle. 

Anova One Way com teste Dunnet ou teste T Student. 
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Inicialmente avaliamos o perfil de expressão gênica em resposta a este tratamento na 

linhagem mHypoA 2/29. Os resultados estão ilustrados na Figura 21 A-B, sendo possível 

perceber que o perfil de resposta inflamatória parece ser semelhante aos resultados após o 

tratamento com palmitato isolado.  

 

 

Ao contrário do que esperávamos, a combinação do palmitato com TNF-α IFN-γ 

também resultou na indução na autofagia nas linhagens mHypoA 2-29, mHypoE-46 e GT1-7 

(Figura 22), segundo a análise por citometria de fluxo.  

0

2

4

6

8

15

20

25

(E
x

p
re

s
s

ã
o

 g
ê

n
ic

a
 r

e
la

ti
v

a
)

mHypoE-46/ 24 hours 

*

*

Bax/ BCL2

iL-6

Nos2

*

0

1

2

3

(E
x

p
re

s
s

ã
o

 g
ê

n
ic

a
 r

e
la

ti
v

a
)

mHypoA 2/29/ 24 horas

* *

Bax/ BCL2 iL-6

Nos2

(A) (B)

Figura 21. Avaliação da expressão gênica após o tratamento com palmitato combinado a citocinas 

TNFa/IFN (10 ng/ mL cada) nas linhagens mHypoA 2/29 e mHypoE-46. O tratamento com palmitato e 

citocinas foi realizado no tempo e concentração indicados. (A) e (B) Expressão gênica relativa de marcadores de 

inflamação e estresse n=2- 3 experimentos independentes, em 3-5 poços para cada período analisado. Os valores 

representam a média ± EPM, *p≤0,05. Teste T Student.   
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diminuiu a atividade de autofagia em relação ao controle (Figura 28 A). O composto C não foi 

capaz de diminuir a atividade de autofagia (Figura 28 A). Ante a isso, inicialmente esperávamos 

que com o uso da droga AICAR a intensidade na indução de autofagia em resposta ao palmitato 

seria maior em comparação a ação sozinha do palmitato. No entanto, a combinação AICAR e 

palmitato não resultou em aumento na modulação de autofagia quando combinado ao 

tratamento isolado de palmitato (Figura 28 B).  

Diferentemente do que esperávamos, o composto C combinado ao palmitato não reduziu 

a ativação de autofagia em relação ao tratamento isolado de palmitato (Figura 28 C). Assim, 

esses resultados sugerem a indução de autofagia pode estar relacionada a cascata de sinalização 

de p-AMPK visto que o tratamento com palmitato aumenta a fosforilação desta proteína. No 

entanto, agentes farmacológicos controlares da via de AMPK não são capazes de reduzir a 

autofagia em resposta ao tratamento com palmitato. Baseado nestes resultados, acreditamos que 

outros mecanismos possam ser determinantes para a influência dos lipídeos na modulação de 

autofagia.   

 

 

 

4.12 Investigação do envolvimento do receptor TLR4 na modulação de autofagia em resposta 

ao palmitato em linhagens de neurônios hipotalâmicos:  

 

O nosso próximo passo foi avaliar o papel do receptor TLR4 na modulação de autofagia, 

visto que estudos recentes em macrófagos apontaram uma relação positiva entre essas vias (Xu 

et al., 2008). Para isso, inicialmente tratamos as células da linhagem GT1-7 com LPS e 
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Figura 28. Teste moduladores AMPK em linhagens de neurônios hipotalâmicos. PO. (A-C) Valores da mediana 

da intensidade de fluorescência em FL1-A após os tratamentos indicados. n=1-2 experimentos independente em 

triplicata. Os valores representam a média ± EPM, *p≤0,05. Teste T Student  
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pró-inflamatórios (Figura 30 A-B). No entanto, o uso de TAK 242 não inibiu a indução de 

autofagia em resposta ao palmitato (Figura 31).  
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Figura 30. Expressão gênica após o uso de TAK 242, importante inibidor do receptor TLR4.  O 

tratamento com palmitato foi realizado no tempo e concentração indicados. (A) e (B) Expressão gênica 

relativa de marcadores de inflamação após 24 horas de tratamento com palmitato, respectivamente. n=1-2 

experimentos independentes, em 3-5 poços para cada período analisado. Os valores representam a média ± 

EPM, *p≤0,05. Teste T Student.   
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Inicialmente, em nosso modelo encontramos que a exposição aguda aos lipídios (1, 3 

dias e tratamento i.c.v) foi capaz de alterar a expressão de genes envolvidos na indução do 

processo autofágico, sem, no entanto, alterar a atividade global do processo no tecido 

hipotalâmico. Talvez isso ocorra como tentativa de combater os efeitos deletérios do excesso 

de lipídios ao tecido hipotalâmico.  

No grupo dieta encontramos aumento na expressão de BCN (gene para a proteína 

Beclin-1). A proteína Beclin 1 é essencial para a formação da estrutura do autofagossomo visto 

que a sua ativação promove a produção de fosfatidilinusitol de classe 3 (PI3), facilitando a 

extensão da membrana, recrutamento dos alvos e maturação da estrutura. Ainda, a proteína 

possui uma importante relação com o processo de apoptose visto que em um de seus domínios 

ela é capaz de se ligar a Bcl2 (Kang et al., 2011). Encontramos também, aumento na expressão 

gênica de SQSTM1 (gene para a proteína p62). A literatura descreve que a proteína p62 foi a 

primeira proteína com função adaptadora descrita em relação a autofagia (Maloney et al., 2013) 

sendo que os níveis de p62 geralmente são inversamente correlacionados com a degradação de 

autofagia. Além disso, a perda de genes Atgs ou outros fatores requeridos para a fusão do 

autofagossomo com o lisossomo resultam em acúmulo de agregados marcados por p62 

(Maloney et al., 2013). 

Por sua vez, o palmitato foi capaz de induzir a expressão gênica de Lamp1 e Rab7, 

associado à diminuição na expressão de MAPLC3 (gene para a proteína LC3). Lamp1 é um 

importante marcador de lisossomos (Cheng, 2018) e Rab7, faz parte da família de GTPases, 

que em células de mamíferos é essencial para a maturação de autofagossomos (Kuchitsu & 

Fukuda, 2018). Dessa forma, o palmitato pareceu atuar em genes diferentes quando comparados 

aos efeitos agudos da exposição à HFD, sugerindo que a composição da dieta versus o efeito 

isolado de ácidos graxos, podem possuir alvos distintos. No entanto, ainda não há relatos em 

literatura que evidenciem esses efeitos. A avaliação dos mecanismos responsáveis por essa 

distinção talvez seja interessante em projetos futuros do grupo de pesquisa.  

Encontramos também que o palmitato foi capaz de alterar a expressão gênica de 

Npy/AgRP. Dessa forma, na continuidade dos experimentos utilizamos linhagens celulares que 

co-expressam esses neuropeptídios para o melhor entendimento do papel da relação entre 

lipídeos e autofagia em neurônios que controlam a ingestão alimentar. A relação entre autofagia 

e expressão de Npy já foi descrita em literatura. Por exemplo, Aveleira e colaboradores, 2015 

demonstraram em seu estudo que animais com superexpressão para Npy apresentaram indução 

na autofagia neuronal. Recentemente, Hernández-Cáceres e colaboradores (2019), publicaram 

em seu estudo que ácidos graxos saturados como o palmitato e o ácido esteárico são capazes de 
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inibir a autofagia em linhagens de neurônios que co-expressam POMC, sendo que a modulação 

de autofagia foi correlacionada com resistência à insulina.  

Neste trabalho, encontramos também que o tratamento com PA utilizando soro bovino 

fetal (2%) alterou a viabilidade celular bem como induziu o processo autofágico em linhagens 

de neurônios hipotalâmicos, segundo os dados de conteúdo proteico bem como intensidade de 

florescência detectados pelo citometro de fluxo. Sabe-se que a autofagia pode estar relacionada 

com morte celular por mecanismos ainda não totalmente compreendidos. A indução de 

autofagia parece ser um mecanismo adaptativo da célula para se proteger frente ao dando 

celular. Por exemplo, em neurônios da linhagem GT1-7 após a privação de nutrientes (por meio 

da retirada do soro bovino fetal), o PA foi capaz de aumentar a autofagia (Kaushik et al., 2011). 

No entanto, a ativação exacerbada de autofagia é seguida pela ativação de vias de morte celular 

(Liu et al., 2015).  

Assim, Cai e colaboradores (2014) ao analisarem os efeitos da exposição de palmitato 

em hepatócitos encontraram indução no processo autofágico bem como apoptose. Ao inibir a 

autofagia por meio do pré-tratamento com cloroquina e/ou Atg5shRNA os autores encontraram 

que o aumento de apoptose ante à exposição ao palmitato foi ainda maior, reforçando o papel 

protetor da autofagia. Da mesma forma, em neurônios do hipocampo o tratamento com 

minociclina foi capaz de ativar a autofagia via AMPK acompanhada pela redução nos níveis de 

apoptose (Zhang et al., 2018).  

Conforme descrito previamente, o uso crônico de HFD é responsável por diminuir a 

autofagia hipotalâmica em modelos de camundongos da linhagem Swiss (Meng & Cai, 2011; 

Portovedo et al., 2015). No entanto, conforme descrito acima, encontramos aqui que em 

linhagens de neurônios hipotalâmicos, o tratamento com palmitato resulta na indução de 

autofagia. As diferenças entre os resultados obtidos em in vitro e in vivo podem ser explicadas 

baseando-se no tempo de exposição ao palmitato. Por exemplo, esse tratamento representa um 

efeito agudo desse ácido graxo nos neurônios hipotalâmicos. Outros tempos de exposição (> 36 

horas) são necessários para a investigação da modulação de autofagia. Todavia, acreditamos 

que a viabilidade celular diminua ainda mais com o aumento no tempo de exposição de modo 

a interferir negativamente em nossas análises.   

Adicionalmente, o tecido hipotalâmico in vivo contém não apenas neurônios como 

também células da glia, tais como a micróglia. Dados recentes apontam ainda o papel de células 

derivadas da medula óssea na inflamação hipotalâmica durante a obesidade (Valdearcos et al., 

2017). Assim, células do sistema imune presentes na região hipotalâmica em resposta ao uso 

de HFD são capazes de atuar na secreção de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IFN-γ, 
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entre outras. Isso gera um ciclo vicioso durante a obesidade em que tanto os ácidos graxos 

saturados (predominantemente de cadeia longa) quanto às próprias citocinas liberadas serão 

capazes de ativar de novo os receptores de membrana ativando a cascata de sinalização 

intracelular. Aqui testamos o co-tratamento entre palmitato e TNF-α/ IFN-γ para investigar se 

isso resultaria em um perfil distinto na modulação de autofagia. No entanto, este tratamento 

também induziu o processo autofágico, levando-nos a acreditar que os efeitos do palmitato são 

determinantes para essa indução.  

Assim, as células não neuronais compreendem cerca de 50% dos tipos presentes no 

cérebro (Su et al., 2016). As células da micróglia correspondem as células imunes residentes 

no cérebro com alta capacidade fagocitária sendo que população microglial pode existir em dois 

diferentes estados que incluem o estado de “descanso” ou inativo e um estado ativo. Dessa 

forma, a população microglial ao se manter em constante comunicação com os neurônios pode 

exercer tanto o papel neuroprotetor ao fagocitar debris celulares ou microorganismos invasores; 

atuar no remodelamento do ambiente pré-sináptico. Assim, essa população pode atuar na 

indução ou perpetuar a neurotoxicidade ao secretar fatores imunológicos sob estímulo crônico 

(Kandel et al., 2000; Ladeby et al., 2005; Su et al., 2016).   

Perante à importância da população microglial para a homeostasia neuronal, testamos 

também o envolvimento de células da micróglia na modulação de autofagia em neurônios que 

co-expressam Npy/AgRP. Para isso, utilizamos o meio condicionado de células microgliais para 

o tratamento dos neurônios sendo que não foi encontrada nenhuma diferença entre os grupos. 

Dessa forma, acreditamos que a interação entre neurônios e células não neuronais e os possíveis 

fatores solúveis liberados possam ser responsáveis pelas diferenças encontradas na modulação 

de autofagia no tecido hipotalâmico versus neurônios Npy/AgRP em resposta ao tratamento com 

lipídeos. Além disso, o PA pode atuar diretamente em receptores neuronais que possivelmente 

não foram ativados com o meio condicionado o qual apesar de rico em fatores inflamatórios, 

não apresentou neste caso, ácido graxo.  

Nos últimos anos, muitos grupos de pesquisa avaliaram em outros tipos celulares os 

efeitos de ácidos graxos livres na modulação de autofagia. Por exemplo, o PA em células beta-

pancreáticas também resulta na indução de autofagia, o que protege da morte celular por 

apoptose (Wang & Nie, 2015). No entanto, em linhagens de neurônios hipotalâmicos que 

expressam Pomc, o palmitato reduz a autofagia e compromete a sinalização de insulina 

(Hernández-Cáceres et al., 2019). Em células de hepatócitos bem como células cancerígenas, 

os ácidos graxos mono e poli-insaturados também resultam em indução na autofagia (Wang & 

Nie, 2015). Assim, a identificação do papel específico dos ácidos graxos na autofagia nos 
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diversos tipos celulares envolvidos parece contribuir para eventos patológicos relacionados as 

doenças metabólicas altamente prevalentes na população mundial.   

Aqui encontramos que a mistura de ácidos graxos que simularia a composição da dieta 

hiperlipídica não resultou na indução de autofagia, o que possivelmente estaria ligado à nossa 

hipótese de que o palmitato e sua sinalização intracelular específica (ativação de ceramidas e/ou 

vias inflamatórias) seriam determinantes para o aumento no processo autofágico.  

Em continuidade, para esclarecer se a diferença na saturação da cadeia de lipídeos 

poderia resultar em diferente perfil de modulação da autofagia, selecionamos o uso do 

palmitoleico, importante ácido graxo insaturado com 16 carbonos em sua cadeia. O 

palmitoleico pode ser sintetizado pela desaturação do palmitato, em uma reação catalisada pela 

enzima SCD1 (stearoyl-CoA desaturase 1) (De Souza et al., 2017). Assim, parece que esse 

ácido graxo pode produzir respostas anti-inflamatórias em alguns tipos celulares como os 

macrófagos e células endoteliais (Chan et al., 2015; De Souza et al., 2017). Além disso, o 

tratamento com palmitoleico parece melhorar a sensibilidade ao hormônio insulina bem como 

atenuar a esteatose hepática em camundongos com obesidade induzida por HFD (Guo et al., 

2012). Aqui encontramos que o uso desse ácido graxo leva à diminuição no processo autofágico 

em neurônios que co-expressam Npy/AgRP, talvez corroborando a ideia de que a autofagia é 

induzida em resposta ao tratamento com palmitato como um possível mecanismo celular para 

a proteção e manutenção da viabilidade neuronal. Isso parece ser reafirmado ao analisar os 

dados referentes ao efeito do palmitoleico na inibição da indução de autofagia em resposta ao 

palmitato.  

Para esclarecer as vias intracelulares envolvidas na indução de autofagia em resposta ao 

tratamento com palmitato em linhagens de neurônios hipotalâmicos que co-expressam 

Npy/AgRP, avaliamos incialmente o envolvimento da proteína AMPK. Recentemente, Oh e 

colaboradores (2016) demonstraram que a baixa disponibilidade de glicose resulta em indução 

de autofagia em resposta ao aumento de AMPK. Por sua vez, a autofagia foi capaz de atuar na 

ingestão alimentar ao controlar a expressão de Npy e POMC. Os nossos resultados in vivo e in 

vitro demonstraram que quando a autofagia está inalterada, os níveis de p-AMPK permanecem 

inalterados, bem como quando há indução na autofagia, é encontrado aumento na fosforilação 

de p-AMPK. Assim, acreditamos que a indução de autofagia pode estar relacionada à cascata 

de sinalização de AMPK. No entanto, agentes farmacológicos controlares da via de AMPK não 

são capazes de alterar a autofagia em resposta ao tratamento com palmitato. Portanto, 

acreditamos que outros mecanismos possam ser determinantes para a influência dos lipídeos na 

modulação de autofagia.   
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Dados apontam que o receptor da imunidade inata TLR4 foi descrito como sensor 

ambiental para ativação da autofagia e proteção celular (Xu et al., 2008). Ao estudar autofagia 

em macrófagos de animais e cultura primária de macrófagos alveolares de humanos, esse autor 

utilizou o LPS (lipopolissacarídeo) para a ativação de TLR4 e verificou indução de autofagia 

nessas células. Por outro lado, após a produção de células deficientes para TLR4 houve inibição 

na atividade autofágica estimulada por LPS, exemplificando a importância da conexão entre 

esses mecanismos celulares. Aqui em nosso estudo o LPS foi capaz de diminuir a autofagia em 

neurônios hipotalâmicos que co-expressam Npy/AgRP. Além disso, ao inibir 

farmacologicamente a via de sinalização de TLR4, a autofagia ainda foi induzida em resposta 

ao tratamento com palmitato.  Assim, acreditamos que embora o receptor TLR4 seja ativado 

em resposta ao uso de ácidos graxos saturados em células neuronais, e, isso desencadeie “ciclo 

vicioso” que exacerba a liberação de citocinas pró-inflamatórias, a modulação de autofagia em 

resposta ao tratamento com palmitato não parece ser controlada primordialmente por essa via.  

Por fim, avaliamos o envolvimento da via de de novo ceramidas como potencial alvo 

para a indução de autofagia em resposta ao palmitato. Os esfingolípideos possuem importante 

papel estrutural na composição das membranas celulares, sendo que as ceramidas servem como 

importante lipídeo bioativos em uma variedade de processos celulares como crescimento, 

diferenciação e apoptose (Ji et al., 2017). Em tecidos periféricos as ceramidas são importantes 

mediadores da lipotoxicidade: elas se acumulam em tecidos sensíveis ao hormônio insulina e 

células β pancreáticas durante o desenvolvimento da obesidade, sendo que os seus níveis 

intracelulares se correlacionam com a resistência à insulina e apoptose das células β 

pancreáticas. Em camundongos, as enzimas de de novo síntese de ceramidas são expressas tanto 

no hipotálamo quanto no hipocampo (Cruciani-Guglielmacci et al., 2017).  

Interessante, ao inibir a via de síntese de de novo ceramidas por meio do uso da droga 

miriocina, encontramos que o tratamento com palmitato combinado a este fármaco reduziu a 

indução na autofagia provocada pelo uso isolado de palmitato. A inibição da síntese de 

ceramidas parece ser interessante também para a sensibilidade à insulina visto que ratos obesos 

da linhagem Zucker ao receberem tratamento i.c.v com mioriocina apresentaram melhora em 

teste de tolerância à glicose (Campana et al., 2018). Assim, acreditamos as alterações induzidas 

pelo palmitato no metabolismo de ceramidas em células neuronais se relacione positivamente 

com o aumento de autofagia. Talvez a indução de autofagia seja uma tentativa para manter a 

homeostasia na função neuronal diante do estímulo extremamente tóxico proporcionado pelo 

palmitato. No entanto, parece que a indução na modulação de autofagia não foi capaz de 
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impedir os estímulos negativos ao metabolismo neuronal visto o declínio na viabilidade celular 

após a exposição ao palmitato retratado em nossos primeiros resultados. 

 

6. CONCLUSÕES: 

 

Os resultados contidos nesse trabalho demonstraram que a autofagia global no tecido 

hipotalâmico foi preservada em resposta ao tratamento agudo com lipídios, embora alguns 

marcadores de expressão gênica já se apresentaram modulados. Acreditamos que populações 

não neuronais possam contribuir para a manutenção do processo autofágico visto a sua 

essencialidade para a homeostasia no balanço energético e sinalização de insulina amplamente 

investigados em literatura. Ao investigar o papel isolado de lipídios em neurônios que co-

expressam Npy/AgRP, encontramos que o palmitato é um potente indutor do processo 

autofágico. Este ácido graxo é também capaz de ativar síntese de ceramidas, inflamação e 

estresse, associados ao declínio na viabilidade celular. Em oposição, ao investigar o papel de 

um ácido graxo insaturado, o palmitoleico, encontramos redução na atividade de autofagia. 

Encontramos que o co-tratamento com o palmitoleico é capaz de atenuar a indução de autofagia 

em resposta ao palmitato. Avaliamos que o aumento na autofagia em resposta ao palmitato 

parece ser via mTORC1, visto que a fosforilação da proteína p-S6 esteve reduzida. O nível de 

fosforilação de AMPK também foi maior em neurônios hipotalâmicos em resposta ao 

tratamento com palmitato. No entanto, o uso de drogas como AICAR e Composto C não 

alteraram a indução na atividade de autofagia frente ao uso de palmitato. O bloqueio da síntese 

de de novo ceramidas, e, não de ativação do receptor TLR4, foi capaz de atenuar a indução na 

autofagia em resposta ao palmitato. Assim, concluímos nesse projeto que o grau de saturação 

da cadeia de ácidos graxos parece ser responsável por diferentes perfis de modulação de 

autofagia neuronal. Ainda, a síntese de ceramidas parece ser importante alvo promissor 

relacionado à ativação de autofagia em resposta ao palmitato. O estabelecimento da relação 

entre lipídios dietéticos e modulação de autofagia em neurônios que controlam a ingestão 

alimentar pode representar importante passo na identificação de alvos terapêuticos para o 

controle da obesidade, importante problema de saúde pública da atualidade. 
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