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RESUMO 

Silva JS. Análise da ação da C6-ceramida em células-tronco mesenquimais derivadas de tecido 
adiposo em cultura [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2023. 
 
As ceramidas são consideradas lipídios bioativos, com mecanismo de ação derivado da ligação 
lipídio-lipídio ou lipídio-proteína, com capacidade de agir em vias de sinalização. Porém, sua 
característica hidrofóbica dificulta a sua utilização in vivo. A utilização de análogos de cadeia 
curta solúveis em solventes orgânicos, como a C6-ceramida, a qual a célula é permeável, torna 
possível sua utilização em estudos celulares. As células-tronco mesenquimais (CTM) são 
utilizadas como modelos em diversos estudos, como aqueles que investigam os mecanismos de 
morte celular. O presente estudo teve como objetivo avaliar a ação biológica da C6-ceramida 
exógena nas células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (CTMTA), assim como 
os processos celulares de alguns tipos de morte celular (apoptose, necrose e autofagia) e 
proteínas envolvidas nessa ação. Foram utilizadas 5 linhagens de CTMTA que foram incubadas 
com diferentes concentrações de C6-ceramida (10 a 150 μM) pelo período de 24 horas para 
avaliação da citotoxicidade. A C6-ceramida levou à morte celular de forma dose-dependente, 
com IC50 de 62,90 μM. O processo de apoptose foi observado nas concentrações de 25 μM, 
(19,87 %), 50 μM, (26,82 %) e 75 μM, (90,51 % das células em apoptose), enquanto que a 
necrose estava presente em 9,49 % das células na concentração de 75 μM. Houve alteração do 
ciclo celular, com aumento da quantidade de células na fase G0/G1 na concentração de 50 μM 
e com aumento de fase S e diminuição da fase G2/M na concentração de 75 μM. Houve perda 
do potencial transmembranar mitocondrial em concentrações que variaram de 25 a 75 μM e da 
conformação do citoesqueleto observada pelas proteínas F-actina e vimentina. Outro evento 
constatado foi a inibição da autofagia em 75 μM. Foi observada a modulação positiva de 
proteínas que fazem parte da via de bloqueio da autofagia em 50 μM, sendo as proteínas 4EBP1 
e Akt, positivas em 27,96 % e 11,04 % das células, respectivamente. Além das proteínas de 
bloqueio, foram avaliadas proteínas indutoras, Beclin-1 e LC3, que diminuíram com as 
concentrações de 50 e 75 μM de C6-ceramida. Ao mesmo tempo, foi observado acúmulo de 
organelas ácidas e da proteína p62. Por fim, houve aumento da produção de ROS e do nível de 
glutationa oxidada nas concentrações de 50 e 75 μM de C6-ceramida. Conclui-se que a C6-
ceramida aplicada às CTMTA em cultura, pelo período de 24 horas, induziu apoptose e necrose, 
inibiu a autofagia, levou à perda do potencial transmembranar mitocondrial, além de perturbar 
o estado redox das células.  
 
Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais. Morte celular. Autofagia. Apoptose. Necrose. 
Ceramidas. Espécies reativas de oxigênio. Ciclo celular.  

 
  



 
 

 

ABSTRACT 

Silva JS. Analysis of the action of C6-ceramide on mesenchymal stem cells derived from 
adipose tissue in culture [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina; Universidade de São 
Paulo”; 2023.  
 
Ceramides are considered bioactive lipids, with a mechanism of action derived from the lipid-
lipid or lipid-protein bond, with the ability to act in signaling pathways. However, its 
hydrophobic characteristic hinders its use in vivo. The use of short-chain analogues soluble in 
organic solvents, such as C6-ceramide, which the cell is permeable, makes its use in cellular 
studies possible. Mesenchymal stem cells (MSC) are used as models in several studies, such as 
those investigating the mechanisms of cell death. The present study aimed to evaluate the 
biological action of exogenous C6-ceramide on adipose tissue-derived mesenchymal stem cells 
(ADSCs), as well as the cellular processes of some types of cell death (apoptosis, necrosis and 
autophagy) and proteins involved in this action. Five ADSCs strains were used and incubated 
with different concentrations of C6-ceramide (10 to 150 μM) for a period of 24 hours to evaluate 
cytotoxicity. C6-ceramide led to cell death in a dose-dependent manner, with an IC50 of 62.90 
μM. The process of apoptosis was observed at concentrations of 25 μM, (19.87 %), 50 μM, 
(26.82 %) and 75 μM, (90.51 % of cells undergoing apoptosis), while necrosis was present in 
9.49% of cells at a concentration of 75 μM. There was a change in the cell cycle, with an 
increase in the number of cells in the G0/G1 phase at a concentration of 50 μM and with an 
increase in the S phase and a decrease in the G2/M phase at the concentration of 75 μM. There 
was loss of mitochondrial transmembrane potential at concentrations ranging from 25 to 75 μM 
and of the cytoskeletal conformation observed by F-actin and vimentin proteins. Another event 
observed was the inhibition of autophagy at 75 μM. A positive modulation of proteins that are 
part of the autophagy blocking pathway was observed in 50 μM, with proteins 4EBP1 and Akt, 
positive in 27.96% and 11.04% of the cells, respectively. In addition to blocking proteins, 
inducer proteins, Beclin-1 and LC3, were evaluated, which decreased with concentrations of 50 
and 75 μM of C6-ceramide. At the same time, accumulation of acidic organelles and p62 protein 
was observed. Finally, there was an increase in ROS production and in the level of oxidized 
glutathione at concentrations of 50 and 75 μM of C6-ceramide. It is concluded that C6-ceramide 
applied to ADSCs in culture, for a period of 24 hours, induced apoptosis and necrosis, inhibited 
autophagy, led to loss of mitochondrial transmembrane potential, in addition to disturbing the 
redox status of cells. 
 
Keywords: Mesenchymal stem cells. Cell death. Autophagy. Apoptosis. Necrosis. Ceramides. 
Reactive oxygen species. Cell Cycle.  
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1.INTRODUÇÃO 
_____________________________________________ 

 

As ceramidas são consideradas lipídios bioativos, com mecanismo de ação por meio 

da ligação lipídio-lipídio ou lipídio-proteína, tem a capacidade de agir em vias de sinalização e 

interromper o ciclo celular (HANNUN; OBEID, 2008; KURZ et al., 2019; MEEUSEN et al., 

2018). Além disso, são uma parte integral da membrana celular, consideradas essenciais à 

estabilidade da membrana e pertencentes a uma família de esfingolipídios que apresenta como 

constituição uma esfingosina ligada de maneira covalente a um ácido graxo com várias funções 

metabólicas (SUN et al., 2008; KURZ et al., 2019; ZANIERI et al., 2020). É descrito que as 

ceramidas tem ação antiproliferativa, pró-apoptótica, capacidade de induzir necrose, estresse 

bioenergético, senescência, crescimento e diferenciação celular e oncogênese (SUN et al., 

2008; GUENTHER et al., 2009; XU et al., 2010; BIKMAN et al., 2011; MENCARELLI; 

MARTINEZ-MARTINEZ, 2013; ZANIERI et al., 2020). Apesar da variedade de funções 

celulares que as ceramidas podem apresentar, há algumas propriedades que dificultam seu uso 

em estudos. Por exemplo, suas características hidrofóbicas; mas, como solução para esse 

obstáculo há análogos de cadeia curta solúveis em solventes orgânicos, como a C6-ceramida, 

que é permeável à célula (VILLENA et al., 2008; SUKUMARAN et al., 2013). Assim, a 

utilização da C6-ceramida vem sendo ampliada em muitas áreas, principalmente na oncológica 

por sua capacidade de induzir apoptose e mesmo aumentar a sensibilidade aos quimioterápicos 

em células cancerígenas (KIM et al, 2001; YU et al, 2010; KORBELIK et al., 2011; CHEN et 

al. 2015; QIU et al., 2020). Embora tenham muitos dados envolvidos com a ação da C6-

ceramida em câncer, há evidências, também, da sua capacidade em produzir ROS, alterar as 

mitocôndrias e levar à apoptose em células estromais da córnea humana (RIZVI et al., 2011). 

Ou seja, a utilização da C6-ceramida deve ser ampliada e explorada em diferentes tipos de 

células e campos de pesquisa, principalmente aqueles relacionados à engenharia tecidual que 

utilizam como modelos células-tronco adultas (PARK et al., 2011). Logo, no presente estudo 

foram utilizadas as células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (CTMTA) como 

modelo para avaliar a ação da C6-ceramida. 

As CTMTA têm características comuns de células-tronco mesenquimais (CTM), que 

são obtidas, também, a partir de outras fontes como medula óssea, placenta; entre outras, a 

indiferenciação, autorrenovação e multipotência (BYDLOWSKI et al., 2009; KALRA; 
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TOMAR 2014; ZAKRZEWSKI et al., 2019). Essas características favorecem o uso dessas 

células como modelo de estudos e o tecido adiposo, como fonte, dispõe de grande quantidade 

(PITTENGER et al., 1999; FRASER et al., 2006). São poucos os dados relacionados à ação da 

C6-ceramida nas CTMTA, principalmente sua ação biológica envolvida com diferentes 

processos de morte celular, como apoptose, necrose e autofagia.  

Para entender como esses processos ocorrem nas células é fundamental saber os 

preceitos e características associadas a eles. Como a apoptose, que mantem a homeostase 

celular e é classificada como morte celular programada, tem sua ação por meio de duas vias 

chamadas de extrínseca, mediada por receptores de morte, e intrínseca, mediada pela ação da 

mitocôndria (FINK; COOKSON, 2005; ELMORE, 2007). Já a necrose é um tipo de morte 

celular causada de forma acidental, de maneira passiva ou ainda pode decorrer de perturbações 

ambientais que levam à inflamação (FINK; COOKSON, 2005; DE FREITAS et al., 2021). 

Além dos dois processos celulares já citados, há a autofagia que é ativada pela privação 

nutricional ou pode agir como mecanismo de sobrevivência das células em reposta a estresse, 

hipóxia e baixa disponibilidade de fatores de crescimento (JUNG et al., 2010; DALBY et al., 

2010; GUMP; THORBURN, 2011; HU et al., 2020). A autofagia conta com as seguintes etapas: 

sequestro do componente que será degradado, a degradação e geração de aminoácidos e/ou 

peptídeos resultantes da degradação (MIZUSHIMA, 2007).  

Avaliar os mecanismos básicos das células frente a exposição a uma molécula é o 

ponto inicial de muitas pesquisas in vitro, principalmente aquelas com potencial uso 

terapêutico. Nesse sentido, o presente estudo testou a hipótese de que a C6-ceramida exógena 

seria capaz de modular respostas associadas à morte celular nas CTMTA. Ou seja, entender os 

mecanismos envolvidos como resposta diante da exposição das CTMTA com a C6-ceramida. 
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2.OBJETIVOS 
_____________________________________________ 

 

Avaliar a ação biológica da C6-ceramida exógena nas células-tronco mesenquimais 

derivadas de tecido adiposo, e quais processos de morte celular (apoptose, necrose e autofagia) 

e proteínas correspondentes estão envolvidos com essa ação.   
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3.REVISÃO DA LITERATURA 
_____________________________________________ 

 

3.1. Células-tronco 

De acordo com a sua capacidade de diferenciação (ZAKRZEWSKI et al., 2019), as 

células-tronco (CTs) podem ser classificadas em quatro tipos distintos: 1) totipotentes: podem 

se diferenciar em qualquer tipo celular embrionário e extraembrionário (exemplo: zigoto) 

(CONDIC, 2014; ZAKRZEWSKI et al., 2019); 2) pluripotentes: são capazes de originar todos 

os tipos celulares, formam os três folhetos germinativos e se diferenciam em quase todos os 

tipos de tecidos, com exceção dos tecidos extraembrionários (exemplo: massa interna do 

blastocisto) (TESAR, 2016; KALRA; TOMAR 2014; ZAKRZEWSKI et al., 2019); 3) 

multipotentes: são capazes de se diferenciar em poucos tipos celulares, ou seja, já estão 

comprometidas com uma determinada linhagem celular específica (exemplo: célula 

hematopoiética diferenciada); 4) unipotentes: apresentam a capacidade de se diferenciar em 

apenas um tipo celular, sendo essa responsável pela manutenção celular, formando um tipo 

específico de célula (exemplo: dermatócitos) (KALRA; TOMAR, 2014; ZAKRZEWSKI et al., 

2019). Além disso, dependem de vias de sinalização e sua fonte de origem (embrionária ou 

adulta) para que se tornem especializadas e tenham a capacidade de autorrenovação. 

CTs embrionárias são aquelas encontradas apenas nos embriões na fase de blastocisto, 

ou seja, na fase de desenvolvimento em que não ocorreu a implantação no útero (AVASTHI et 

al., 2008). Essas células são classificadas como pluripontentes, já que apresentam alta 

capacidade de diferenciação e podem dar origem a células pertencentes aos três folhetos 

embrionários: endoderme, mesoderme e ectoderme, ou seja, originar qualquer tipo celular do 

corpo (KELLER, 2005; AVASTHI et al., 2008). Porém, não têm a capacidade de formar os 

tecidos extraembrionários, como a placenta (ZAKRZEWSKI et al., 2019). Na pesquisa, as CTs 

embrionárias que são diferenciadas in vitro para tipos celulares neurais, sofrem mudanças 

fenotípicas que recapitulam o desenvolvimento embrionário (BIEBERICH, 2011). Por outro 

lado, é possível promover a indução de células com diferenciação terminal às células 

pluripotentes novamente (ZAKRZEWSKI et al., 2019). Esse processo de reprogramação direta 

converte células somáticas diferenciadas em linhagens denominadas de células-tronco 

pluripotente induzida, do termo em inglês Induced Pluripotent Stem Cells (iPSC), que podem 

ser diferenciadas em todos os tipos celulares de um organismo (ZAKRZEWSKI et al., 2019). 
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As CTs adultas são encontradas em diversos tecidos após o desenvolvimento 

embrionário, como, por exemplo, medula óssea, sangue, fígado, cordão umbilical, placenta, 

polpa dentária, tecido adiposo, etc (KALRA; TOMAR 2014). Ao contrário das CTs 

embrionárias que tem função de originar os tecidos, as CTs adultas atuam na manutenção 

celular, repondo células mortas e regenerando tecidos lesionados (KALRA; TOMAR 2014). 

Logo, as CTs adultas são imprescindíveis para a homeostase tecidual. Devido a essas 

características, o potencial uso das CTs adultas nas áreas de medicina regenerativa e engenharia 

de tecidos vem sendo muito estudado (PARK et al., 2011). 

As CTs adultas são classificadas como multipotentes e têm a capacidade de 

autorrenovação limitada, quando comparada com as CTs embrionárias. O processo de divisão 

dessas células pode ser simétrico ou assimétrico (RAMAIAH et al., 2013), ou seja, uma célula-

mãe dá origem a duas células-filhas iguais ou uma célula-mãe dá origem a células-filhas iguais 

ou diferentes da qual lhes originou, respectivamente (BYDLOWSKI et al., 2009; RAMAIAH 

et al., 2013). Para que as CTs adultas sejam classificadas como CTM (células-tronco 

mesenquimais), alguns critérios foram estabelecidos pela International Society for Cytotherapy 

e devem ser seguidos: (i) aderência ao plástico; (ii) capacidade de diferenciação em tipos 

celulares específicos (osteogênico, adipogênico e condrogênico); (iii) ser positiva para os 

marcadores CD105, CD73 e CD90 e negativa para os marcadores CD34, CD45, CD14 ou 

CD11b, CD79 ou CD19 e HLA-DR  (BYDLOWSKI et al., 2009; HORWITZ et al., 2005; 

ZAKRZEWSKI et al., 2019).  

 

3.1.1. Células-tronco Mesenquimais de tecido adiposo 

Uma fonte promissora para obtenção de CTM é o tecido adiposo, cujas células mais 

abundantes são os adipócitos, especializados no acúmulo de lipídios (RÀFOLS, 2014). Porém, 

a capacidade de autorrenovação dessa fonte sofre influência da idade e grau de obesidade do 

doador, entre outros fatores (BUNNELL, 2021). 

 No corpo, o tecido adiposo pode ser encontrado sob duas formas: tecido adiposo 

marrom e tecido adiposo branco.  

I – O tecido adiposo marrom tem função termogênica e é abundante em recém-

nascidos (RÀFOLS, 2014; SHUKLA et al., 2020). Além disso, apresenta vários vacúolos e 

mitocôndrias no citoplasma (RÀFOLS, 2014; GIMBLE et al., 2013). 

II - O tecido adiposo branco é a principal forma de armazenamento de energia no 

corpo, protege órgãos vitais e funciona como isolante térmico (RÀFOLS, 2014; SHUKLA et 

al., 2020). O tecido adiposo branco apresenta um único vacúolo grande no citoplasma onde os 
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lipídios são armazenados para quando ocorrer demanda energética (RÀFOLS, 2014; GIMBLE 

et al., 2013). Além disso, o tecido adiposo branco é abundantemente encontrado no corpo de 

adultos em inúmeras regiões: subcutânea (abdômen, coxas, nádegas), intestino, rins, 

retroperitonial, gônadas, coração, intramuscular, medula óssea, face, retro-orbital e perivascular 

(RÀFOLS, 2014; FRIGOLET; GUTIÉRREZ-AGUILAR, 2020).  

Em sua composição, podemos encontrar no tecido adiposo, os adipócitos maduros e a 

fração estroma-vascular (SVF de stroma vascular fraction). O SVF é composto por: tecido 

conjuntivo, células endoteliais, células musculares lisas, fibroblastos, linfócitos B e T, 

macrófagos, pré-adipócitos, células mieloides, pericitos e células-tronco mesenquimais, ou 

seja, essa última são células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTMTA) (ZUK et al., 

2002; YOSHIMURA et al, 2006; GIMBLE et al., 2013). Estas últimas recebem essa 

denominação de acordo com o estabelecido pela The International Fat Applied Technology 

Society (iFATS) (GATHIER et al., 2016). Além disso, o tecido adiposo é uma fonte rica e de 

fácil acesso para obtenção das CTMTA, ou seja, com intervenção mínima, como por meio da 

lipoaspiração, tornando sua utilização promissora na clínica e em terapias baseadas em células 

(YOSHIMURA et al., 2006; BAER, 2020). 

CTMTA primárias são constituídas por subpopulações de células estromais/tronco e 

células precursoras, ou seja, composta por um grupo misto e heterogêneo de células (BAER, 

2020). Essas células são classificadas como CTM multipotentes devido à sua capacidade de 

diferenciação em vários tipos celulares, como: adipócitos, osteócitos, condrócitos, células 

neurais, cardiomiócitos, células endoteliais, hepatócitos e células beta do pâncreas (SHUKLA 

et al., 2020; FRESE et al., 2016). Além disso, as CTMTA podem ser isoladas de forma 

relativamente rápida e segura a partir do tecido adiposo, o que lhes confere uma vantagem sobre 

as CTM de medula óssea (SHUKLA et al. 2020; GATHIER et al., 2016). Isso porque o 

processo de isolamento das CTMTA pode ocorrer por meio de centrifugação do lipoaspirado, 

que será separado em duas frações de células: adipócitos e lipídios, que possuem pouca 

relevância no caso, e as CTMTA. O tempo de processamento do lipoaspirado para obtenção 

das CTMTA é de apenas poucas horas, sendo essa uma grande vantagem dessa fonte de células 

(GATHIER et al., 2016). Além disso, a quantidade de CTM encontradas na medula óssea é 

estimada entre 0,001-0,01%, enquanto no tecido adiposo estima-se que essa quantidade seja 

500 vezes maior, sendo esse outro fator que contribui significativamente para o uso de CTM 

adquiridas a partir do tecido adiposo (PITTENGER et al., 1999; FRASER et al., 2006). Ou 

seja, o rendimento com as CTM obtidas de tecido adiposo comparadas com as obtidas de 

medula óssea é relativamente maior (SABOL et al., 2021). 
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Em um estudo realizado comparando as CTM de tecido adiposo com medula óssea 

dos mesmos doadores, foi observado que a proliferação foi maior nas CTM obtidas a partir de 

tecido adiposo (MOHAMED-AHMED et al., 2018). Porém, as CTMs obtidas de medula óssea 

apresentaram superioridade quanto a diferenciação osteogênica e condrogênica (MOHAMED-

AHMED et al., 2018). Esses resultados, quanto à taxa de proliferação e diferenciação, foram 

semelhantes aos encontrados por Li e colaboradores (2015) em que foram comparadas CTM de 

medula óssea e de tecido adiposo humano. Além disso, os pesquisadores observaram que as 

CTM de tecido adiposo apresentaram efeitos imunomoduladores mais potentes do que as de 

medula óssea. 

 

3.2. Esfingolipídios 

Os esfingolipídios são lipídios estruturais das membranas biológicas, sendo 

componentes ubíquos na membrana celular de mamíferos. Além disso, são moléculas de 

sinalização intracelular relacionadas com a regulação e sinalização de muitos processos 

celulares, como proliferação, apoptose, autofagia, tumorigênese, metástase e respostas celulares 

ao estresse (HOSAIN et al., 2013; FREDI; TINOCO, 2015; SAHU et al., 2019). Estão presentes 

em vários grupos de seres vivos além dos mamíferos, como plantas, fungos, alguns organismos 

procariotos e vírus, onde pode desempenhar a função de constituinte de membrana, lipoproteína 

ou outras estruturas biológicas (MERRILL et al., 1997).   

Nos últimos anos, têm-se observado um aumento exponencial nos estudos 

relacionados aos esfingolipídios, onde a maioria está nas áreas de Bioquímica, Biologia Celular 

e Imunologia, destacando a importância dos esfingolipídios como lipídios estruturais e 

moléculas de sinalização para a saúde humana e vegetal (SAHU et al., 2019). 

Os primeiros esfingolipídios foram isolados do cérebro de humanos e de diversos 

animais por J. L. W. Thudichum em 1884 (MERRILL et al., 1997; FREDI; TINOCO, 2015; 

HANNUN; OBEID, 2018). Ele introduziu o nome "esfingosina", devido aos "muitos enigmas 

que apresentava ao pesquisador", como a Esfinge da mitologia grega (HANNUN; OBEID, 

2018). Assim, os primeiros esfingolipídios foram denominados de acordo com os tecidos dos 

quais foram isolados, o que gerou uma falsa interpretação de que esses compostos são 

encontrados unicamente em tecidos neurais (MERRILL et al., 1997; SAHU et al., 2019).  

 A regulação dos esfingolipídios é realizada por várias enzimas e através de diferentes 

metabólitos. Há aproximadamente 40 enzimas presentes em mamíferos que estão envolvidas 

no metabolismo dos esfingolipídios (HANNUN; OBEID, 2018). Tais enzimas são sintetizadas 
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por diversos genes, podendo decorrer como variantes de splicing, além de apresentarem uma 

infinidade de modificações pós-traducionais que afetam sua atividade e função enzimática 

(HANNUN; OBEID, 2018). 

Os esfingolipídios podem ser encontrados em todas as células eucarióticas, sendo mais 

abundantes na membrana plasmática e outras membranas celulares, como a membrana do 

complexo de Golgi e lisossomos (MERRILL et al., 1997).  

Na constituição dos esfingolipídios podemos observar uma base de cadeia longa 

principal, denominada base esfingóide, ou amina alifática de cadeia longa, a D-eritro-

esfingosina, também chamada de esfingosina, sendo essa a mais comum nas células de 

mamíferos (MERRILL et al., 1997; SAHU et al., 2019). Essa base de cadeia longa é a 

característica principal dos esfingolipídios, encontrada em mais de 4.000 moléculas distintas 

(SAHU et al., 2019). Ou seja, é a base estrututal, ou esqueleto, que encontramos em comum 

entre os esfingolípidios.  

Em linhas gerais os esfingolípideos, em mamíferos, apresentam uma base esfingóide 

(esfigosina) de cadeia longa, com 18 carbonos (MERRILL et al., 1997; SAHU et al., 2019; 

QUINVILLE et al., 2021). Quando ocorre a ligação de um ácido graxo a essa base esfingóide 

forma-se a ceramida, ou seja, a base é N-acilada (QUINVILLE et al., 2021). Logo, para que 

ocorra a formação de outros esfingolípideos complexos, o hidrogênio da hidroxila primária 

terminal presente na ceramida é substituida, por um radical (FREDI; TINOCO, 2015; RAO et 

al., 2013). Outra base esfingóide encontrada nos mamíferos é a esfinganina, também chamada 

de diidroesfingosina, cuja diferença da esfingosina deve-se pela presença de uma dupla ligação 

trans no carbono 4 nesta última, e ausente na esfinganina (QUINVILLE et al., 2021). Além 

disso, a formação da esfingosina é pela via de “Salvage pathway” quando ocorre a quebra da 

ceramida, enquanto que a esfinganina é formada pela via de novo (QUINVILLE et al., 2021). 

Os esfingolipídios ocupam o quarto lugar da grande classe de lipídios de membrana e 

não possuem glicerol (NELSON; COX, 2019). Em sua constituição, apresentam uma molécula 

de aminoálcool, esfingosina, uma molécula de um ácido graxo de cadeia longa e um grupo polar 

unido por uma ligação glicosídica ou uma ligação fosfodiéster (NELSON; COX, 2019). As 

bases esfingóides livres tem concentrações baixas nas células, pois a esfinganina 

biossintetizada de novo é rapidamente N-acilada, promovendo a adição de um ácido graxo de 

cadeia longa, por meio da enzima esfinganina N-aciltransferase, formando a dihidro-ceramida  

(NELSON; COX, 2019). Outra adição subsequente à primeira na estrutura da esfinganina leva 

a formação da ceramida (N-acil-esfingosina), (MERRILL et al., 1997). Para que ocorra a 
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formação de esfingolipídios complexos, os grupos polares principais são adiocionados na 

posição 1 da ceramida, tais como gangliosídeo GM3 e esfingomielina (MERRILL et al., 1997).  

Dentro do grupo de esfingolipídios ocorre uma divisão em três subclasses das 

ceramidas e divergentes quanto aos grupos cabeças (polar – hidrofília ou apolar – hidrofóbica): 

1) esfingomielinas: constituídas por fosfocolina ou fosfoetanolamina como grupo cabeça polar 

e muito abundante na mielina; 2) glicolipídeos neutros: não carregados, englobam os 

cerebrosídeos que possuem um único açúcar ligado às ceramidas e os globosídeos, que são 

glicoesfingolipídios com dois ou mais açúcares; 3) gangliosídeos: considerados os  

enfingolipídios mais complexos, possuem oligossacarídeos como grupo cabeça polar e um ou 

mais resíduos do ácido N-acetilneuramínico (Neu5Ac) e um ácido siálico em suas terminações 

(NELSON; COX, 2019).  

A instabilidade no metabolismo de esfingolipídios pode dificultar de forma 

significativa a homeostase celular, o que torna o equilíbrio imprecindível entre a síntese e 

degradação para o correto funcionamento dos processos biológicos (SAHU et al., 2019).  

 

3.3. Ceramidas  

As ceramidas são uma parte integral da membrana celular de eucariotos (KURZ et al., 

2019). Seu núcleo estrutural é a esfingosina da base esfingóide, ou seja, o precursor estrututural 

de todos os esfingolipídios, cuja síntese ocorre a partir do aminoácido serina e do ácido graxo 

ativado palmitoil-CoA (BIEBERICH, 2008; NELSON; COX, 2019). Quando ocorre a ligação 

da amida de um ácido graxo ao –NH2 no C-2 da esfingosina, ocorre a formação de uma 

ceramida, que é similar ao diacilglicerol (NELSON; COX, 2019). O que torna as ceramidas 

diferentes uma das outras são: seu tamanho, hidroxilação e saturação de ambas as porções 

(esfingóide e de ácido graxo) (MENCARELLI; MARTINEZ-MARTINEZ, 2013). Em 

mamíferos, há a síntese de mais de 200 tipos de ceramidas devido à combinação de diferentes 

enzimas, ocorrendo de maneira intracelular por compartimentalização desse lípideo hidrofóbico 

(HANNUN; OBEID, 2011). 

A biossíntese intracelular das ceramidas é iniciada e regulada pela enzima serina 

palmitoiltransferase (SPT), composta por duas subunidades: SPT-1 e SPT-2 

(KRISHNAMURTHY et al., 2007). Sua síntese pode ocorrer de duas formas nas células 

eucarióticas: de novo, quando a síntese das ceramidas ocorre no retículo endoplasmático, ou 

pela via denominada “Salvage pathway”, que ocorre no lisossomo (KURZ et al., 2019). A 

síntese pela via de novo começa pela condensação da L-serina e palmitoil-CoA em 3-

cetoesfinganina, por ação da serina palmitoil transferase (KURZ et al., 2019). Esse 
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intermediário é reduzido a esfinganina pela 3-cetoesfinganina redutase. Na última fase, a 

ceramida sintase acetila a esfinganina transformando-a em dihidroceramida, que são oxidadas 

em ceramidas pela ação da enzima dihidroceramida saturase (KURZ et al., 2019). O transporte 

da ceramida do retículo endoplasmático para outras organelas ocorre por meio de: a) complexo 

de Golgi: via vesículas ou proteínas transportadora de ceramida (CERT); b) núcleo: via 

cisternas perinuclear do retículo endoplasmático e c) mitocôndria, também via cisternas do 

retículo endoplasmático ligados a estas (BIEBERICH, 2008). Já pela via “Salvage pathway” a 

esfingomielina é transformada em ceramidas por ação da enzima esfingomielinase (KURZ et 

al., 2019). Ainda pode ocorrer ação da enzima ceramidase nas ceramidas, o que leva à síntese 

de esfingosina (KURZ et al., 2019). A síntese das ceramidas é esquematizada na figura 1, de 

acordo com o trabalho publicado por Kurz et al. em 2019. 

 
Figura 1: Síntese de ceramidas por meio de duas vias: de novo e “Salvage pathway”. Adaptado de Kurz et al., 
2019. 

 

A via de novo da ceramida gera diferentes cadeias de ácidos graxos que estão associadas 

com processos inflamatórios, de diferenciação celular e autofágico (JIANG; OGRETMEN, 

2014; IESSI et al., 2020). Porém, diferentes níveis intracelulares de ceramidas em alguns tipos 

de células podem levar a dois processos celulares distintos: citoproteção por autofagia ou morte 

celular mediada pela autofagia (JIANG; OGRETMEN, 2014). Tais fatores irão depender da 

localização subcelular da ceramida, como mitocôndria ou retículo endoplasmático, e 
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comprimento do ácido graxo, o que demostra a necessidade de mais estudos e técnicas para a 

compreensão desses processos (JIANG; OGRETMEN, 2014). 

As ceramidas tem sua produção como um mecanismo de resposta diante de algum tipo 

de estresse e têm a capacidade de modular várias respostas bioquímicas e celulares, cujo 

resultado pode ser interrupção do crescimento, parada do ciclo celular, diferenciação celular, 

senescência, resposta imune ou apoptose (HANNUN; LUBERTO, 2000; FILLET et al., 2003). 

Porém, outros fatores como tipo celular, receptores expressos e concentração, exercem 

influência nas respostas biológicas geradas pelas ceramidas (FILLET et al., 2003).  

 

3.4. Morte celular 

A morte celular pode ocorrer devido a estresse no microambiente como mecanismo de 

manutenção da homeostase ou como mecanismo fisiológico para renovação e manutenção 

tecidual (GALLUZZI et al., 2018). 

Existem diversos mecanismos que culminam na morte celular; portanto, o 

Nomenclature Committee on Cell Death (NCDD) propôs uma classificação dos diferentes tipos 

de morte celular, com base nos aspectos moleculares e aqueles fundamentais envolvidos no seu 

processo (GALLUZZI et al., 2018). Dentre as classificações de morte celular propostas pelo 

NCDD, há três tipos principais, baseados nas alterações morfológicas que ocorrem nas células: 

necrose, apoptose e autofagia (ELMORE, 2007; GALLUZZI et al., 2018). 

 

3.4.1. Necrose 

O processo de necrose pode ser definido como morte celular ocasionada de forma 

acidental, passiva, ou resultante de perturbações ambientais que geram liberação descontrolada 

de conteúdo celular inflamatório, rompimento da membrana plasmática e o conteúdo das 

células extravasam para o meio extracelular (FINK; COOKSON, 2005; DE FREITAS et al., 

2021).  

A necrose leva ao rompimento da membrana plasmática, que leva a liberação do 

conteúdo celular no meio extracelular, que desencadeia o recrutamento de outras células, como 

neutrófilos, macrófagos e outros elementos envolvidos com a reposta de inflamação aguda 

(ROCK; KONO, 2008; STENSON; CIORBA, 2018). Por fim, as células que foram recrutadas 

eliminam as mortas devido à fagocitose após necrose (ROCK; KONO, 2008). 
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3.4.2. Apoptose  

O termo apoptose foi proposto pela primeira vez por Kerr e colaboradores em 1972. A 

apoptose tem sido definida como uma maneira distinta e importante de morte celular 

programada, por meio da eliminação de determinadas células (ELMORE, 2007), ou seja, um 

processo ativo no qual a célula tem a autonomia de se “desmontar” para evitar inflamação 

(FINK; COOKSON, 2005). Além disso, a apoptose ocorre normalmente durante o 

desenvolvimento, envelhecimento e como um mecanismo homeostático para manter as 

populações de células dos tecidos, sendo que ao final perde-se a conformação e integridade das 

células (ELMORE, 2007; DE FREITAS et al., 2021).  

A apoptose pode ocorrer por meio de duas vias principais: extrínseca (receptor de morte) 

e intrínseca (mitocondrial) (ELMORE, 2007). Na via extrínseca a apoptose tem sua ativação 

iniciada por ação dos receptores localizados na superfície da membrana, tais como: FAS 

(CD95/APO-1, Fas Cell Surface Death Receptor), TNFR1 (receptor do fator de necrose 

tumoral 1) e o TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand). Esses receptores são ativados 

após estímulos por meio de ligantes específicos, ocorrendo a emissão de sinais, denominados 

apoptóticos (CABRINI et al., 2010). Esses ligantes são, respectivamente: Fas (FasL), TNFα e 

TRAIL (CABRINI et al., 2010). Os receptores de morte podem se ligar às proteínas 

adaptadoras, FADD (Fas associada com a proteína do domínio de morte) e TRADD (Receptor 

do fator de necrose tumoral tipo 1 associado a proteína do domínio de morte), que por sua vez 

ligam-se as pró-caspases 8 e 10 e juntos formam um complexo multiproteico chamado de DISC 

(Complexo Sinalizador Indutor de Morte) (PFEFFER; SINGH, 2018). Após a formação desse 

complexo as caspases 8 e 10 tornam-se ativas e ocorre o processo de apoptose. Ou seja, a 

caspase 8 cliva as pró-caspases 3 e 7 tornando-as ativas e levando à clivagem de vários 

componentes celulares e à morte celular, bem como pode clivar o domínio de homologia Bcl-2 

3 (BH3) da proteína BID (BH3 interacting domain death agonist) que a torna truncada (tBid) e 

é direcionada para a mitocôndria; assim, há uma ligação entre as duas vias: extrínseca e 

intrínseca (MADDIKA et al, 2007; PFEFFER; SINGH, 2018; BOCK; TAIT, 2019).  

A via intrínseca é ativada por uma diversidade de componentes estressores, como danos 

no DNA e citoesqueleto, privação do fator de crescimento, estresse no retículo endoplasmático, 

drogas quimioterápicas e radiação gama (CABRINI et al., 2010). Esses componentes 

estressores podem ativar o domínio de homologia Bcl-2 3 (BH3) que é responsável por inibir 

as proteínas anti-apoptóticas da família Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) e ativar as proteínas pró-

apoptóticas BAX (Bcl-2–associated X protein) e BAK (Bcl-2 homologous antagonist killer). 

Quando ativadas, essas proteínas levam à permeabilização da membrana externa da 
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mitocôndria (MOMP - Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization) (MADDIKA et al, 

2007; PFEFFER; SINGH, 2018; BOCK; TAIT, 2019), levando à liberação de proteínas 

intermembranares da mitocôndria, como o citocromo c, que se liga a proteína Apaf-1 (Apoptosis 

Protease Activating Factor-1), formando o apoptossomo (MADDIKA et al, 2007; PFEFFER; 

SINGH, 2018) e recrutam a pró-caspase 9 (GALLUZZI et al., 2018). Isso leva a ativação da 

caspase 9 que por sua vez leva a clivagem e ativação das caspase 3 e 7 (GALLUZZI et al., 

2018; PFEFFER; SINGH, 2018). 

 As caspases são endoproteases que hidrolisam ligações peptídicas dependentes de 

resíduos catalíticos de cisteína no sítio ativo da caspase, ou seja, levam à clivagem de vários 

componentes celulares resultando em apoptose (CABRINI et al., 2010; MCILWAIN et al., 

2013), como a fragmentação do DNA, exposição da fosfatidilserina e formação de corpos 

apoptóticos (GALLUZZI et al., 2018). As caspases podem ser classificadas como iniciadoras 

(caspases 2, 8, 9 e 10), ou como caspases efetoras (3, 6 e 7) (CABRINI et al., 2010).  

Uma outra via envolvida em apoptose é o sistema de sinalização da esfingomielina, a 

qual é ativada pelo estresse da esfingomielinase ácida para gerar ceramida; essa, por sua vez, 

irá atuar como um segundo mensageiro no início da apoptose (HAIMOVITZ-FRIEDMAN et 

al., 1997). No entanto, muitos estudos focam nas ceramidas indutoras de apoptose e poucos 

pesquisam outras funções com as quais as ceramidas estão relacionadas (BIEBERICH, 2011). 

Isso decorre principalmente do fato da pouca disponibilidade de abordagens genéticas para 

alterar o metabolismo das ceramidas e a ampla especificidade do grupo de análogos e inibidores 

de biossíntese (BIEBERICH, 2011). Com a inibição da ceramida sintase por meio da 

fumonisina B1 pode ocorrer a elevação da esfingosina (di-hidrosfingosina), que por si só pode 

ser tóxica para vários tipos de células (BIEBERICH, 2011). Os autores ressaltam que 

experimentos que visam a perda de função com o uso de inibidores (miracocina - inibidor da 

serina palmitoiltransferase e fumonisina B1 - inibidor da ceramida sintases) não identificam de 

forma exata qual esfingolipídio é essencial na apoptose, ou mesmo, em outros efeitos biológicos 

(BIEBERICH, 2011). 

 

3.4.3. Autofagia  

A autofagia é uma via catabólica, ou um mecanismo de autodigestão, que busca um 

equilíbrio entre a síntese, degradação e reciclagem de componentes celulares, como organelas, 

lipídios e proteínas. A autofagia atua no crescimento, desenvolvimento e homeostase celular 

(MORGAN-BATHKE et al., 2013; NAZIO et al., 2019; DE FREITAS et al., 2021). A ativação 
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da autofagia pode ocorrer devido a indisponibilidade de nutrientes, presença de espécies 

reativas de oxigênio, danos ao DNA, entre outros (PAN et al., 2013). 

O termo autofagia foi proposto por Christian de Duve, que também descobriu os 

lisossomos e peroxissomos, e estabeleceu a ação dos lisossomos no processo autofágico 

(KLIONSKY, 2008). Já o mecanismo básico envolvido na autofagia foi descoberto por 

Yoshinori Ohsumi em modelo de leveduras, garantindo-lhe o Prêmio Nobel de medicina em 

2016 (KIRKIN, 2020). Esses achados possibilitaram a identificação e caracterização dos genes 

e proteínas envolvidos na autofagia, os quais receberam o nome de Atg (Autophagy-related 

proteins) e estão presentes nas etapas de nucleação, iniciação e expansão dos autofagossomos 

(vesícula com dupla membrana) (KIRKIN, 2020). 

A autofagia pode ser classificada em três tipos: autofagia mediada por chaperonas, 

microautofagia e macroautofagia. A autofagia mediada por chaperonas (CMA) é uma via onde 

ocorre a proteólise lisossomal e degradação seletiva das proteínas citosólicas solúveis, que são 

reconhecidas por uma chaperona específica nos lisossomos (ZHENG et al., 2019). As 

chaperonas são proteínas que auxiliam no dobramento de outras proteínas e na montagem de 

complexos multiproteícos de maneira co-translacional ou pós-translacional (NATURE, 2019).  

A CMA é um tipo de autofagia que não forma vesículas ou invaginações na membrana para 

que ocorra o direcionamento de determinados substratos ao lisossomo (ZHENG et al., 2019). 

A microautofagia ocorre em células de leveduras e é chamada de “microautofagia 

endossomal” (ZHENG et al., 2019). Neste caso ocorre a invaginação da superfície da 

membrana do lisossomo ou do vacúolo (ZHENG et al., 2019). Os componentes citosólicos são 

absorvidos diretamente pelo próprio lisossomo por meio da invaginação formada na superfície 

da membrana (GLICK et al., 2010). O mecanismo molecular subjacente a este processo de 

entrega de carga permanece pouco claro (ZHENG et al., 2019). 

A macroautofagia ocorre pela fusão dos autofagossomos com os endossomos tardios 

ou lisossomos, formando os autolisossomos (ZHENG et al., 2019). Os componentes 

citoplasmáticos podem ser degradados pela macroautofagia de forma aleatória ou por meio de 

reconhecimento mediado por receptores (ZHENG et al., 2019). 

A autofagia é essencial nos estágios iniciais da embriogênese, pois desempenha um 

papel importante no controle de componentes celulares. Além disso, sua ausência em CTs 

embrionárias pode levar ao acúmulo de componentes tóxicos às células (GUAN et al., 2013). 

Em células somáticas, a autofagia é fundamental na degradação de proteínas e organelas 

defeituosas, ou seja, funciona como um controle de qualidade desses componentes (PAN et al., 

2013).  
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A autofagia é um processo importante nas CTs embrionárias, atuando na diferenciação 

celular e no desenvolvimento normal do embrião (GUAN et al., 2013). Porém, as evidências 

disponíveis na literatura não deixam claros os mecanismos envolvidos nos processos 

autofágicos nas CTs (GUAN et al., 2013; PAN et al., 2013). O que é sabido no momento é que 

a autofagia desempenha um papel importante no controle dos componentes celulares e que sua 

ausência em CTs pode levar ao acúmulo de componentes prejudiciais durante a embriogênese, 

diferenciação e autorrenovação (GUAN et al., 2013; PAN et al., 2013). Também foi 

demonstrado que em CTMs a autofagia é elevada, inibe sua morte e é importante para a 

manutenção dessas células (PAN et al., 2013). 

Boya e colaboradores (2018) destacaram que a autofagia nas CTs leva à remodelagem 

celular, para manutenção de fatores de “stemness” (capacidade de autorrenovação e 

diferenciação celular); ao reparo celular, que confere um controle de qualidade imprescindível 

à homeostase celular; e por fim, ao metabolismo celular, que mantém a homeostase energética 

e reprogramação metabólica, necessárias para as atividades celulares, que incluem indução da 

diferenciação, manutenção da quiescência e autorrenovação (BOYA et al., 2018). Em 

contrapartida, quando ocorre falhas no processo autofágico, podem ocorrer alterações na 

pluripotência, reprogramação, morte celular, exaustão, senescência e quiescência (BOYA et al., 

2018).  

A maioria dos estudos realizados com autofagia em CTs embrionárias foram feitos 

com camundongos (GUAN et al., 2013). Porém, em um experimento com CTs embrionárias 

humanas, que expressam GFP-LC3 (marcador fluorescente para o autofagossomo), conseguiu-

se estudar o processo autofágico durante a diferenciação dessas células (TRA et al., 2011), 

estabelecendo uma associação entre eventos de diferenciação celular precoce e autofagia em 

CTs embrionárias (TRA et al., 2011). As CTs embrionárias humanas foram induzidas à 

diferenciação e observou-se um aumento de GFP-LC3, quando comparadas com as CTs 

embrionárias indiferenciadas, por meio de imagens fluorescentes e western blot (TRA et al., 

2011). A diferenciação ocorreu por meio da privação dos fatores secretados por MEF (Mouse 

Embryonic Fibroblasts), uma camada de fibroblasto sobre a qual as células são cultivadas e 

auxiliam na manutenção da pluripotência, e pelo tratamento com SB431542, um inibidor de 

TGF β tipo I (importante em vias de sinalização celular associadas com a manutenção da 

pluripotência de CTs embrionárias) (TRA et al., 2011). 
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3.4.3.1. Proteínas envolvidas na autofagia 

O termo autofagia aqui descrito refere-se à macroautofagia. A autofagia é essencial para 

homeostase celular e envolve diversas vias de sinalização para que o processo ocorra. Deve 

haver um equilíbrio entre a ativação e bloqueio do processo autofágico, tanto que nas CTM a 

ativação da autofagia é mantida em níveis basais para a manutenção da homeostase e inibição 

da morte celular (PAN et al., 2013).  

Para que ocorra ativação da autofagia, a célula geralmente está em privação de nutrientes. 

Logo, irá ocorrer uma cascata de vias de sinalização intracelular para que o processo autofágico 

tenha início. Tal processo dar-se-á pelas seguintes etapas: iniciação, nucleação, alongamento e 

fusão (TAVAKOL et al. 2019). Quando há privação de nutrientes a célula precisa se manter 

viva, com isso há a ativação do complexo ULK, que recruta proteínas ATG e PI3KC3, 

caracterizando o processo de iniciação (DENG et al., 2020; TAVAKOL et al. 2019). Logo, o 

fagóforo terá a sua membrana alongada para que ocorra engolfamento dos componentes que 

serão degradados (DENG et al., 2020). Por conseguinte, a proteína ATG12 se liga à ATG5 por 

ação das proteínas ATG7 e ATG10 (DENG et al., 2020). Esse complexo que se forma com a 

união de ATG12-ATG5 se liga à ATG16L, cuja função é participar do alongamento da 

membrana do fagóforo (DENG et al., 2020). Simultaneamente, ocorre a catalização de LC3-I 

com PE, porém, para que esse processo aconteça é necessária a ação das seguintes proteínas: 

ATG4-ATG7-ATG3 (DENG et al., 2020). Essas levam à união de LC3-I com PE, que resulta 

na formação de LC3-II, que por sua vez, também age no alongamento da membrana do fagóforo 

(DENG et al., 2020). Depois que toda essa cascata de sinalização ocorre e a membrana do 

fagóforo se fecha em volta do substrato que será degradado, temos uma estrutura denominada 

autofagossomo. Por fim, na última etapa de fusão, o autofagossomo se une ao lisossomo e forma 

o autolisossomo, que degrada o substrato que foi engolfado (DENG et al., 2020). Para melhor 

entendimento, o processo de autofagia foi esquematizado na figura 2.  
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Figura 2: Esquema do processo de autofagia. O fagóforo engolfa os componentes que precisam ser degradados e 
a proteína LC3 participa do alongamento de sua membrana. Após a membrana ser alongada e se fechar ao redor 
dos componentes temos a formação do autofagossomo. Esse por sua vez se funde com o lisossomo e ocorre a 
formação do autolisossomo. A proteína LC3 é dissociada e os componentes são degradados. Adaptada de 
Invitrogen, 2010 
 

Outra proteína importante no processo de autofagia é Beclin-1, cuja função é participar 

da formação do autofagossomo (XU; QIN, 2019). Além disso, o bloqueio de sua atividade deve-

se a sua interação com Bcl-2, proteína anti-apoptótica que regula a atividade de Beclin-1 (XU; 

QIN, 2019). Em outras palavras, deve haver um balanço entre a interação dessas duas proteínas 

para que ocorra a homeostase celular, onde um desequilíbrio desse balanço pode levar a célula 

à apoptose (XU; QIN, 2019). A perda de Beclin-1 leva a uma diminuição dos níveis normais 

de autofagia, resultando na morte celular devido à privação de nutrientes e outras condições de 

estresse celular. Por outro lado, a perda de Bcl-2 levará a um aumento da atividade autofágica, 

cujo resultado também será a morte celular (XU; QIN, 2019).  

As proteínas defeituosas são selecionadas por meio da ligação com uma proteína 

denominada p62 (Sequestosome 1), que interage com o complexo LC3, que direciona essas 

proteínas à degradação (KOMATSU; ICHIMURA, 2010). Porém, o p62 é, também, degradado 

junto, pois seu acúmulo na célula é citotóxico e pode levar ao desenvolvimento de doenças 

hepáticas (KOMATSU; ICHIMURA, 2010; ITAKURA; MIZUSHIMA, 2011.). Embora o 

acúmulo de p62 relacionado à diminuição do processo autofágico tenha sido relatado em outros 
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tecidos (miocárdio, musculoesqueléticas e células β do pâncreas), mais estudos são necessários 

para determinar qual o efeito que esse acúmulo pode resultar (KOMATSU; ICHIMURA, 2010). 

Outra proteína que participa da cascata de sinalização da autofagia é a proteína survivina, 

também chamada de Baculoviral Inhibitor of Apoptosis Protein Repeat-Containing 5 (BIRC5), 

pertencente à família das proteínas inibidoras de apoptose (LIN et al., 2020). Foi demonstrado 

que a survivina pode agir como um modulador negativo na estabilidade da proteína ATG7 e 

pode se ligar ao complexo ATG12-ATG5, fazendo com que não ocorra a formação do 

complexo ATG12-ATG5-ATG16, ação crucial para o alongamento da membrana do fagóforo 

(LIN et al., 2020). 

O processo autofágico deve ser bloqueado na abundância de nutrientes. Um complexo 

proteico que bloqueia o início da sinalização autofágica é a mTORC (mammalian target of 

rapamycin), em especial a mTORC1, que fosforila o complexo ULK e impede o início da 

autofagia (DENG et al. 2020; SAXTON; SABATINI, 2017). O complexo mTORC1 está 

relacionado com: autofagia, metabolismo, proliferação e crescimento celular. Já o mTORC2, 

embora não esteja relacionado diretamente à sinalização do processo autofágico, está ligado a 

vias que fazem parte da cascata de sinalização e está relacionado com a sobrevivência e 

conformação do citoesqueleto das células (DENG et al., 2020; SAXTON; SABATINI, 2017). 

Para que o mTORC1 seja bloqueado ocorre a ativação do complexo AMPK, que fosforila 

mTORC1 e faz com que ocorra a autofagia devido ao déficit de nutrientes (SAXTON; 

SABATINI, 2017; TAVAKOL et al. 2019).  

Na autofagia em CTMs indiferenciadas ocorre uma interrupção antes da junção do 

autofagossomo com o lisossomo, apresentando altas concentrações de autofagossomo 

(NUSCHKE et al., 2014). Isso sugere que a autofagia desempenha um papel importante durante 

o processo de diferenciação, ou seja, leva a acreditar que sua modulação pode otimizar o 

processo de diferenciação com foco no uso terapêutico das CTM (NUSCHKE et al., 2014).  

 

3.5. Espécies reativas de oxigênio e Glutationa 

As espécies reativas de oxigênio (ROS – do inglês Reactive Oxygen Species) são uma 

classe de moléculas provenientes do metabolismo do oxigênio (O2) e são caracterizadas por alta 

reatividade química. Podem ter como produtos: a) radicais livres, tais como: superóxido (O2
−), 

hidroxila (OH-), peroxinitrato (ONOO-); b) não radicais livres, como: peróxido de hidrogênio 

(H2O2), ozônio (O3) e ácido hipocloroso (HOCl) (ZHOU et al., 2013). As ROS são consideradas 

tradicionalmente como subprodutos tóxicos do metabolismo, pois causam danos aos lipídios, 

membranas, proteínas e ácidos nucleicos (ZHOU et al., 2013). Porém, com os avanços das 
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pesquisas, tem-se demonstrado que concentrações moderadas de ROS estão envolvidas com 

diversos processos celulares importantes, como sinalização, regulação homeostática e indução 

de morte (ZHOU et al., 2013; CIEŚLAR-POBUDA et al., 2017). Quando ocorre a sinalização 

mediada por radicais livres, a transdução desse sinal é chamada de “sinalização Redox” 

envolvendo modificações reversíveis das vias de sinalização por intermédio de reações de 

oxirredução (ZHOU et al., 2013). Além disso, as mitocôndrias possuem enzimas redox, que 

por meio da fosforilação oxidativa e da cadeia transportadora de elétrons produzem ATP; 

porém, a ineficiência no processo de fosforilação oxidativa e a disfunção mitocondrial podem 

resultar na geração de ROS (FEDERICO et al., 2012; SINGH et al., 2019) que, por sua vez, 

pode agir negativamente na expressão gênica mitocondrial e proteínas e lipídios que interferem 

na função bioenergética das mitocôndrias (SINGH et al., 2019). 

Quando ocorre o acúmulo excessivo de ROS nas células ocorre a ação de mecanismos 

antioxidantes, a exemplo tem a glutationa. Esta que é um tripeptídeo de baixo peso molecular 

e importante antioxidante que leva a desativação de ROS, ou seja, ocorre a manutenção da 

homeostase redox (LAVRENTIADOU et al., 2001; SINHA; DABLA, 2015; FORMAN et al., 

2009; NUHU; BHANDARI, 2018). Além disso, a glutationa é sintetizada no citosol das células, 

mas pode ser encontrada em compartimentos subcelulares em baixas concentrações nos 

eucariotos (FORMAN et al., 2009; OESTREICHER; MORGAN, 2019). 

As ROS são produzidas em resposta a vários estímulos, como fatores de crescimento, 

citocinas, quimiocinas, hipóxia, entre outros (ZHOU et al., 2013). Apesar das ROS estarem 

envolvidas em diversos processos biológicos, ainda são poucos os estudos que investigam sua 

interação com a CTs (CIEŚLAR-POBUDA et al., 2017). O que se sabe é que ROS podem 

aumentar a diferenciação em CTs e facilitar a reprogramação em iPSCs, porém isso pode 

resultar em envelhecimento prematuro (CIEŚLAR-POBUDA et al., 2017).  

Ji et al. (2010a) observaram que as ROS aceleraram o processo de diferenciação 

celular em CTs embrionárias humanas. No entanto, as CTs diferenciadas por ROS podem 

apresentar defeitos no DNA, gerando sérias consequências devido à contínua exposição ao 

estresse oxidativo (CIEŚLAR-POBUDA et al., 2017). 

Quando expostas ao estresse oxidativo as CTs apresentam uma maquinaria endógena 

antioxidante, que responderá de forma adaptativa (CHEN et al., 2017). Em condições de 

estresse moderado, as CTs regulam principalmente a expressão gênica relacionada à apoptose, 

atividade de enzimas antioxidantes e vias de transdução defensivas para suprir as necessidades 

antioxidantes (CHEN et al., 2017). Assim, os mecanismos envolvidos com a integridade 

genômica da CTs mediante estresse oxidativo deve ser melhor estudado, para evitar processos 
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indesejados induzidos por ROS, como: mutações, instabilidade genômica e diferenciação 

(CIEŚLAR-POBUDA et al., 2017). 
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4.MATERIAIS E MÉTODOS 
_____________________________________________ 
 

4.1. Casuística 

 Projeto realizado conforme aprovação emitida pela Comissão de Ética para Análise de Projetos 

de Pesquisa – CAPPesq da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo sob o número: 

47363121.3.0000.0068 (anexo 1). 

As amostras de tecido adiposo para isolamento das CTM foram obtidas após 

consentimento livre e esclarecido dos pacientes. As CTMTA (Células-tronco Mesenquimais de 

Tecido Adiposo) foram isoladas de 5 doadoras entre as idades de 27 e 44 anos, que foram 

submetidas a lipoaspiração eletiva do abdômen. Todos os procedimentos de lipoaspiração 

foram realizados pelo mesmo cirurgião plástico. Todos as doadoras estavam dentro da faixa 

normal quanto ao índice de massa corporal (20-25kg / m2).  

As amostras utilizadas pertencem ao Biorepositório do Grupo de Lípides, Oxidação e 

Biologia Celular do Laboratório de Imunologia (LIM – 19), Instituto do Coração da Faculdade 

de Medicina da Universidade de São Paulo. Foram caracterizadas previamente no laboratório 

(SILVA et al., 2017) e armazenadas em ultrafreezer -80 °C (Sanyo, Japan) ou em nitrogênio 

líquido. 

 

4.1.1. Cultura celular 

O descongelamento das CTMTA foi realizado em banho-maria a 37° C. Em seguida, 

as células foram transferidas para tubo plástico de fundo cônico de 15 mL, contendo 10 mL de 

meio cultura DMEM-LOW (Dulbecco’s Modified Eagle Medium low glucose - Sigma-

Aldrich®, EUA), suplementado com 20 % de soro fetal bovino (SFB) (Vitrocell, SP, Brasil), 

penicilina (100 UI/mL) (Sigma-Aldrich, MO, EUA) e estreptomicina (100 μg/mL) (Sigma-

Aldrich, MO, EUA). Esse tubo foi centrifugado a 250 X g por 7 minutos à temperatura 

ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o botão celular ressuspendido em 15 

mL de meio DMEM-LOW 20 %. Por fim, a suspensão celular foi transferida para uma garrafa 

de cultivo celular de 75 cm2 ou 182 cm2.  

As células foram mantidas em incubadora a 37 °C com atmosfera úmida e 5 % de CO2 

(Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). As culturas foram acompanhadas diariamente, para 

observação e registro morfológico das células. A substituição do meio DMEM LOW 20 % 

ocorreram após 24 horas da transferência da suspensão celular para a garrafa de cultura celular 



43 
 

 

e a posteriormente a substituição do meio de cultivo foi realizada a cada três dias. Quando as 

células atingiram a confluência de 80 %, foi feita a dissociação destas células, realizando a 

lavagem com PBS (Solução tampão de Fosfatos), seguida de centrifugação a 250 X g por 7 

minutos à temperatura ambiente e posterior procedimento enzimático padrão com ATV 

(associação de tripsina e versene) (Instituto Adolfo Lutz, SP, Brasil). Por conseguinte, foi feito 

o descarte do sobrenadante, o botão celular ressuspendido em 1 mL de meio DMEM LOW 20 

%, feita uma alíquota com a qual foi realizada a coloração com Trypan blue na proporção de 

1:1 para avaliar a viabilidade celular e a contagem realizada em câmara de Neubauer. Essas 

células foram utilizadas para expansão das culturas ou na execução dos experimentos. Todos 

os experimentos foram realizados com as células na quarta passagem (p4). As células não foram 

armazenadas novamente. 

 

4.2. Incubação das linhagens com C6-ceramida  

A C6-ceramida foi adquirida da Avanti Polar Lipids (Ref 860506P, AL, EUA). A 

solução estoque foi preparada na concentração de 5000 µM em etanol absoluto. 

Para a realização dos experimentos, as células foram transferidas para microplacas 

pretas de fundo chato com 96 poços (3603-Corning, NY, EUA) com 5 x 103 células/poço em 

duplicata. Após a transferência as células foram aderentes ao plástico e ao atingirem a 

confluência de 80 - 90 %, foram incubadas com C6-ceramida individualmente nas 

concentrações 10, 25, 50, 75, 100 e 150 µM por 24 horas. As células do grupo controle e 

representadas pelo valor de zero nos resultados não receberam nenhuma adição de C6-

ceramida. 

 

4.3. Viabilidade celular e cálculo do IC50  

As células foram transferidas para microplacas pretas de fundo chato com 96 poços com 

5 x 103 células/poço em duplicata. Após a transferência as células foram aderentes ao plástico 

e quando atingiram a confluência de 80-90 %, foram incubadas com diferentes concentrações 

de C6-ceramida, conforme especificado acima. 

Duas horas antes do fim do período de incubação com C6-ceramida, que foi de 24 horas 

totais, os núcleos das células foram corados com 0,1 µg/mL de Hoechst 33342 (H1399- 

Molecular Probes, OR, EUA), para que ocorresse a internalização do corante e não 

ultrapassasse o período de incubação. Por fim, foi acrescentado 1 µl de iodeto de propídio (PI) 

(P3566- Molecular Probes, OR, EUA) de uma solução de 50 µg/mL antes da aquisição das 

imagens.  
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Foi utilizado o sistema ImageXpress Micro High Content Screening System (Molecular 

Devices, CA, EUA) para avaliar o número de células vivas e células mortas, por meio da 

aquisição de cinco sítios por poço e dois poços por concentração testada. As células coradas 

somente com Hoechst 33342 foram consideradas viáveis, as células coradas com Hoechst 

33342 e PI foram consideradas não viáveis. O programa Cell Scoring MetaXpress (Molecular 

Devices, CA, EUA) foi utilizado para analisar o número de células e a viabilidade celular. Os 

cálculos de IC50 foram avaliados por meio de uma curva de ajuste de inclinação variável no 

programa estatístico GraphPad Prism 8 (GradPad Software, CA, EUA). 

 

4.4. Análise de Apoptose e Necrose 

4.4.1. Apoptose e Necrose por Anexina-V/PI 

Foi utilizado o kit de detecção de apoptose, Annexin V: FITC Apoptosis Detection Kit 

II (556420-BD Biosciences, NJ, EUA), como descrito pelo fabricante. As células foram 

incubadas pelo período de 15 minutos a temperatura ambiente e protegidas da luz com 1 μL de 

Anexina-V marcada com FITC (Fluorescein Isothiocyanate), 2 μL de PI (50 μg/mL) (P3566- 

Molecular Probes, OR, EUA) e 10 μL Tampão Annexina-V 10 X concentrado (0,1 M de 

Hepes/NaOH (pH 7,4), 1,4 M de NaCl, 25 mM de CaCl2). Os núcleos foram marcados com 0,1 

µg/mL de Hoechst 33342, cuja adição ocorreu 2 horas antes do período de 24 horas para que o 

tempo não fosse ultrapassado. A presença de apoptose foi analisada em no máximo 1 hora após 

a marcação pelo sistema ImageXpress Micro High Content Screening (Molecular Devices, CA, 

EUA). Cinco sítios por poços e dois poços por concentração testada foram adquiridos. A 

porcentagem (%) de apoptose foi determinada pelo programa Cell Health MetaXpress 

(Molecular Devices, CA, EUA). As células marcadas somente com Hoechst 33342 (H1399- 

Molecular Probes, OR, EUA) foram consideradas células vivas. O processo apoptótico foi 

definido pela presença de Hoechst 33342 com Anexina-V ou Anexina-V/PI, onde células 

positivas somente para Anexina-V estavam em apoptose inicial. Já a coloração positiva para 

Anexina-V e PI indicou que as células estavam na fase final de apoptose. O processo necrótico 

foi definido pela presença de Hoechst 33342 com o reagente PI.  

 

4.4.2. Análise da caspase 3/7  

Duas horas antes do período de incubação com C6-ceramida, que totaliza 24 horas, os 

núcleos celulares foram marcados com 0,1 µg/mL de Hoechst 33342 (H1399 - Molecular 

Probes, OR, EUA), para que o tempo de 24 horas não fosse ultrapassado. Após o período de 24 

horas de incubação foi adicionado 2 μL do substrato da caspase 3/7 (CellEvent Caspase-3/7 



45 
 

 

Green - Invitrogen, CA, EUA) em cada poço. Em seguida, a placa foi incubada em estufa a 37 

°C com atmosfera úmida e 5% de CO2 por 30 minutos. A fluorescência foi analisada pelo 

sistema ImageXpress Micro High Content Screening System (Molecular Devices, CA, EUA). 

Cinco sítios por poços e dois poços por concentração testada foram adquiridos. A ativação da 

caspase 3/7 foi analisada com o uso do programa Cell Scoring MetaXpress (Molecular Devices, 

CA, EUA). 

 

4.5. Autofagia 

 Para a detecção da autofagia foi utilizado o kit Premo™ Autophagy Sensors (LC3B-

FP) *BacMam 2.0* (P36235 – Molecular Probes®, OR, EUA). Por meio de sua utilização foi 

determinada a porcentagem de células autofágicas, como descrito pelo fabricante. Acrescentou-

se, 16 horas antes da aquisição das imagens do experimento, 3 μL do reagente LC3B-FP nos 

poços controles e nos poços tratados com C6-ceramida. Foi adicionado 0,2 μL do reagente 

cloroquina difosfato no controle autofágico e adicionado 1 μL do reagente controle 

LC3B(G120A)-FP nos poços controles da reação. As células foram transduzidas com vetores 

baculovirais não replicantes. Os núcleos foram marcados com 0,1 µg/mL Hoechst 33342 

(H1399 - Molecular Probes, OR, EUA). A placa foi incubada em estufa úmida a 37 °C com 5 

% de CO2 por 16 horas. A presença de autofagia foi analisada por meio da utilização do sistema 

ImageXpress Micro High Content Screening System (Molecular Devices, CA, EUA). Cinco 

sítios por poços e dois poços por concentração testada foram adquiridos. A porcentagem (%) 

de autofagia foi determinada usando o programa Transfluor MetaXpress (Molecular Devices, 

CA, EUA). 

 

4.5.1. Quantificação das organelas ácidas por meio do reagente Lysotracker® 

Uma hora antes de finalizar o período de 24 horas de incubação foi adicionado 1 µl do 

reagente LysoTracker®Probes (Molecular Probes, Life Technologies, CA, EUA) conforme 

descrito pelo fabricante. As células foram mantidas em estufa úmida a 37 °C com 5 % de CO2. 

Os núcleos foram marcados com 0,1 µg/mL de Hoechst 33342 (H1399- Molecular Probes, OR, 

EUA). Após o período de incubação foi retirado o meio de cultura e adicionado PBS. A análise 

da intensidade de fluorescência das organelas ácidas marcadas pelo LysoTracker®Probes 

(Molecular Probes, Life Technologies, CA, EUA) foi determinada usando o programa 

ImageXPress Micro High Content System (Molecular Devices, CA, USA). Cinco sítios por 

poços e dois poços por concentração testada foram adquiridos. O número de células positivas 
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para LysoTracker®Probes foi determinado usando o programa Cell Scoring MetaExpress 

(Molecular Devices, CA, EUA). 

 

4.6. Detecção de proteínas por imunofluorescência indireta 

Após o período de 24 horas de incubação foi realizada lavagem com 100 μL de DPSB 

(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline), seguida da fixação em 4 % de paraformaldeído (P-

6148 - Sigma Aldrich, MO, EUA) por 2 horas a 4 ºC. Após o período de incubação foram 

realizadas duas lavagens em cada poço das placas, sendo cada uma realizada com 100 μL de 

DPBS. Por fim, as placas foram armazenadas com 200 μL de DPBS a 4 ºC até a realização da 

imunofluorescência indireta. 

A imunofluorescência indireta consistiu em três etapas: permeabilização da membrana 

celular, bloqueio de sítios inespecíficos e marcação com os anticorpos (Tabela 1). Na primeira 

etapa as células foram permeabilizadas com 0,1 % da solução de Triton X-100 (93443-Sigma 

Aldrich, MO, EUA) a 4 ºC por 15 minutos, seguida de uma lavagem com 100 μL de DPBS. Por 

conseguinte, foi feito o bloqueio com BSA (A9418- Sigma Aldrich, MO, EUA) a 5 % por 40 

minutos em temperatura ambiente sob agitação moderada. Por fim, na etapa final do 

experimento, as células foram incubadas por 14-16 horas com os anticorpos primários diluídos 

em BSA a 5 % a 4 ºC sob agitação constante durante todo o período. Após a incubação com 

anticorpo primário, os poços foram lavados com 100 μL de DPBS duas vezes, seguida da adição 

do anticorpo secundário. 

 

Tabela 1: Anticorpos utilizados para analisar as proteínas por imunofluorescência 
indireta 

Anticorpo Diluição Marca Catálogo 
Beclin-1 1:100 Abcam ab118148 

p62 1:100 Abcam ab56416 
Survivina 1:500 Cell Signaling 71G4B7 
F-actina 1:500 Molecular Probes A12379 

Vimentina (SP20) 1:500 Abcam ab16700 
Mouse anti-4EBP1 (pT36/pT45) 1:10 BD Biosciences 560287 

Mouse anti-Akt (pS473) 1:10 BD Biosciences 560378 
Bcl-2 1:50 BD Biosciences 556535 

Donken anti-mouse AlexaFluor 488 1:1000 Abcam ab150105 
Anti-mouse R-phycoerythrin 1:500 Molecular Probes P852 
Anti-rabbit AlexaFluor 488 1:500 Molecular Probes A-11008 
Anti-rabbit AlexaFluor 568 1:500 Thermo Fisher Scientific A11011 
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As células incubadas com o anticorpo primário Beclin-1 foram incubadas por 2 horas 

com anticorpo secundário donken anti-mouse AlexaFluor 488 diluído em DPBS com 0,1 µg/mL 

de Hoechst 33342 (H1399 - Molecular Probes, OR, EUA). As células incubadas com o 

anticorpo primário p62 foram incubadas por 2 horas com anticorpo secundário anti-mouse R-

phycoerythrin diluído em DPBS com 0,1 µg/mL de Hoechst 33342 (H1399- Molecular Probes, 

OR, EUA). Após incubação com o anticorpo primário survivina as células foram incubadas por 

2 horas com anticorpo secundário anti-rabbit AlexaFluor 488 diluído em DPBS e com 0,1 

µg/mL de Hoechst 33342 (H1399 - Molecular Probes, OR, EUA). Por fim, seguida da 

incubação com o anticorpo primário vimentina as células foram incubadas por 2 horas com 

anticorpo secundário anti-rabbit AlexaFluor 568 diluído em DPBS e com 0,1 µg/mL de Hoechst 

33342 (H1399- Molecular Probes, OR, EUA). 

Os anticorpos F-actina e 4EBP1 já são marcados com AlexaFluor 488, assim como os 

anticorpos Akt e Bcl-2 já são marcados com PE. Todos os anticorpos que já continham a 

marcação fluorescente tiveram as células incubadas com 0,1 µg/mL de Hoechst 33342 (H1399- 

Molecular Probes, OR, EUA) por 2 horas.  

Passado o período de incubação de cada anticorpo foi realizada a lavagem, por 2 vezes, 

das células com 100 μL DPBS cada e as intensidades de fluorescência foram determinadas com 

a utilização do ImageXPress Micro High Content System (Molecular Devices, CA, EUA). 

Cinco sítios por poço e dois poços por concentração testada foram adquiridos. A intensidade de 

fluorescência das células e a porcentagem de células positivas foram determinadas por meio do 

software Cell Scoring MetaExpress (Molecular Devices, CA, EUA).  

 

4.7. Avaliação do potencial transmembranar mitocondrial (Δψm) por TRME  

Foi adicionado 50 nM de TMRE (tetramethylrhodamine, ethyl ester 87917 - Sigma 

Aldrich, MO, EUA) antes de completar o período de 24 horas de incubação. As células foram 

incubadas por 40 minutos a 37 ºC com esse corante para avaliação do potencial transmembranar 

mitocondrial (Δψm). O TMRE é utilizado para marcar mitocôndrias ativas; as mitocôndrias 

despolarizadas ou inativas têm um potencial de membrana diminuído e não conseguem 

sequestrar o TMRE. A fluorescência do TMRE foi determinada usando o sistema ImageXPress 

Micro High Content System (Molecular Devices, CA, EUA). Cinco sítios por poço e dois poços 

por concentração testada foram adquiridos. O potencial transmembranar mitocondrial foi 

determinado por meio do software Cell Scoring MetaExpress (Molecular Devices, CA, EUA). 
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4.8. Análise e obtenção do RNA e cDNA das CTMTA após incubação com C6-ceramida 

As células foram transferidas para placas de 6 poços de fundo chato com 1x105 

células/poço em duplicatas, foram aderentes ao plástico e quando atingiram a confluência de 80 

- 90 %. Em seguida, foram incubadas com as concentrações de 10, 25 e 50 µM de C6-ceramida 

mais os controles pelo período de 24 horas, com o intuito de observar se ocorriam alterações 

gênicas que não resultassem em morte celular. Passado o período de incubação os poços foram 

lavados duas vezes com 2 mL de PBS cada um. Por conseguinte, foi adicionado 1 mL de trizol 

em cada poço da duplicata, as amostras foram transferidas para microtubos de 2 mL e 

armazenadas em freezer -20 ºC até o momento da extração do RNA total. 

 

4.8.1. Extração do RNA total  

Os microtubos com as amostras mantidas em trizol foram descongelados à temperatura 

ambiente pelo período de no mínimo 15 minutos ou até o descongelamento total. Após o 

descongelamento foi adicionado 200 µL de clorofórmio (Merck, MO, EUA) em cada amostra, 

os microtubos foram agitados vigorosamente e mantidos a temperatura ambiente por 3 minutos. 

Depois desse período as amostras foram centrifugadas a 12.000 X g por 15 minutos a 4 ºC, que 

resultou na separação das amostras em três fases com cores distintas: rosa (proteínas), branca 

(DNA) e incolor ou aquosa (RNA). A fase aquosa foi transferida para um novo microtubo estéril 

e livre de RNAse, a fim de evitar a degradação do RNA por ação dessas enzimas. 

Para que ocorresse a precipitação do RNA, foi adicionado 500 µL álcool isopropílico 

(Merck, MO, EUA) gelado e as amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 10 

minutos. Após esse período, as amostras foram centrifugadas a 12.000 X g por 10 minutos a 4 

ºC. Em seguida, cada microtubo foi invertido cuidadosamente para descarte do sobrenadante e 

o RNA precipitado recebeu a adição de 1 mL de etanol (Merck, MO, EUA) a 75 % que foi 

diluído com água tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC) (Sigma-Aldrich, MO, EUA), cuja 

preparação ocorreu momentos antes do uso. Cada amostra foi homogeneizada e centrifugada a 

7.500 x g por 5 minutos a 4 °C. Posteriormente, o sobrenadante foi mais uma vez descartado, 

os microtubos foram mantidos a temperatura ambiente até que o RNA ficasse seco. Por fim, foi 

adicionado 20 µL de água DEPC para ressuspender o RNA até a síntese do cDNA.  
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4.8.2. Tratamento com DNAse 

As amostras de RNA que foram ressuspendidas em água DEPC foram quantificadas 

no equipamento NanoDrop 1000 Spectrophotometer V3.7 (Thermo Fisher Scientific, DE, 

EUA). Além disso, o grau de pureza foi determinado como aceito com valores acima ou igual 

a 1,6 para cada amostra; esses valores foram obtidos por meio da razão da absorbância das 

medidas de 260 e 280 nanômetros. Após obter os valores de pureza e concentração de cada 

amostra, foi realizada a diluição para 1000 ng de RNA com volume final de 8 µL com água 

DEPC. Posteriormente, foi adicionada à diluição 1 µL da enzima RQ1 RNAse-Free DNAse 

1UI/μL (Promega, WI, EUA) e 1 µL de Reaction Buffer 1 X (Promega, WI, EUA). As amostras 

foram homogeneizadas e incubadas a 37 ºC durante 30 minutos no termociclador PTC-200® 

(Peltier Engine, CA, EUA). Por fim, para inativação da enzima foi adicionado 1 μL de Stop 

Solution (Promega, Madison, WI, EUA) e as amostras permaneceram no termociclador PTC-

200® (Peltier Engine, CA, EUA) pelo período de 10 minutos a 65 ºC. 

 

4.8.3. Síntese do DNA complementar (cDNA) 

O RNA tratado com DNAse foi utilizado para fazer a síntese do DNA complementar 

por meio do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied BiosystemsTM, MA, 

EUA). Para a síntese foi preparado um mix que continha os seguintes componentes: 0,8 µL de 

bases nitrogenadas (dNTPs: 4 mM de cada dNTP); 2 µL de iniciadores aleatórios (20 pM); 1 

µL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase, 2,0 µL RT buffer e 3,2 µL de água DEPC. Foram 

adicionados 9 µL desse mix em cada amostra de RNA tratado pela DNAse. O volume final da 

reação foi de 20 µL, 11 µL do RNA tratado e 9 µL do mix preparado com o kit para síntese de 

cDNA. Após as amostras serem homogeneizadas, foram colocadas no termociclador PTC-

200® (Peltier Engine, CA, EUA) para a reação de transcrição reversa. Para isso, as amostras 

passaram por variações de temperaturas que consistiram nas seguintes: 25 ºC por 10 minutos, 

37 ºC por 120 minutos e 85 ºC por 5 minutos. Ao final desse processo, foram adicionados 180 

uL de água DEPC, cujo volume final foi de 200 µL e as amostras armazenadas 4 ºC até que 

fosse feita a PCR em tempo real. 

  

4.8.4. Análise dos genes mitocondriais  

A avaliação das expressões relativas dos genes mitocondriais (MFN1, MFN2, OPA1, 

DRP1, MT-CYTB e MT-ND1) e de gene endógeno (HPRT1) foram avaliadas por meio da 
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técnica de PCR em tempo real, cujas sequências de cada iniciador foram adquiridas da Applied 

BiosystemsTM. Na tabela 2 constam as sequências senso (Forward) e antisenso (Reverse) dos 

iniciadores analisados. O sistema de detecção de sequências utilizado para avaliar a expressão 

dos genes estudados foi o SYBR® Green I (Applied Biosystem, MA, EUA).  

As amostras foram avaliadas em duplicatas e a variação do valor de Cq (Cycle of 

quantification) entre as duplicatas foi igual ou inferior a 0,5 de Cq. Foram utilizados controles 

de amplificação em todos os ensaios, onde foi adicionada apenas água DEPC para essas 

amostras. Além disso, a expressão do RNA mensageiro foi normatizada em relação ao gene 

endógeno, ou seja, o gene de referência utilizado na reação, ou seja, o gene HPRT1. O 

equipamento utilizado no experimento de PCR em tempo real foi 7500 Fast Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems, MA, EUA). 

Foi preparada uma solução de PCR composta por 3 µL de cDNA, e 5 µL de Mastermix 

(SYBR Green Master Mix - Applied Biosystem, MA, EUA). Porém, o volume de cada iniciador 

variou devido às diferentes concentrações de uso (Tabela 1) e à quantidade final de água DEPC. 

Além disso, o volume final da reação foi de 10 µL. Após junção e homogeneização do 

Mastermix, água DEPC e iniciadores foram adicionados 7 µL em cada poço da placa de 96 

poços para PCR (Scientific Specialities Inc, CA, EUA), seguida da adição de 3 µL de cDNA. 

Ao final desse processo, a placa foi selada com adesivo óptico MicroAmp™ (Applied 

Biosystems, MA, EUA) e centrifugada a 250 X g pelo período de 2 minutos a temperatura 

ambiente.  

No equipamento para PCR em tempo real, a placa com as amostras foi mantida por 20 

segundos a 50 ºC, seguido de aumento da temperatura para 95 ºC por 10 minutos; isso permitiu 

que ocorresse a primeira desnaturação do cDNA. Seguidas de 40 ciclos de 95 ºC por 15 

segundos e 60 ºC por um período de 60 segundos. Finalizados os ciclos, foi avaliada a 

temperatura de melting. 
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Tabela 2. Gene, sequência de iniciadores, eficiência e concentração 

Primer Número de 
acesso 

Sequência de Iniciadores 
(5' - 3') 

Amplicon Eficiência 
(%) 

Concentração 
(nM) 

MFN1 NM_033540.2 F: TCCGCCTTTAACTTCTCGGG 97 102.17 400 

R: GCCATTATGCTAAGTCTCCGC 

MFN2 NM_014874.3 F: AATCTGAGGCGACTGGTGAC 131 104.85 200 

R: CTCCACCAGTCCTGACTTCAC 

OPA1 NM_015560.2 F: AGCCCTTCCTAGTTCAGAAGA 125 98.88 600 

R: TCTTCCGGAGAACCTGAGGTAA 

DRP1 NM_012062.4 F: GGGAGTAAGCCCTGAACCAAT 99 103.67 600 

R: CCTACAGGCACCTTGGTCAT 

MT-ND1 NC_012920.1 F: ATACCCATGGCCAACCTCCT 110 102.83 200 

R: GGGCCTTTGCGTAGTTGTAT 

MT-CYTB NC_012920.1 F: ACCCCCTAGGAATCACCTCC 134 102.52 200 

R: GCCTAGGAGGTCTGGTGAG 

HPRT1 NM_000194.3 F: ATGACCTTGATTTATTTTGCATACCT 98 97.77 200 

R: AAGACGTTCAGTCCTGTCCAT 

 

A aquisição e análise dos resultados foram realizadas por meio do software 7500 

softwares v2.0.5 (Applied Biosystem, MA, EUA). É estabelecido como biologicamente 

relevante a expressão relativa como igual e/ou superior e/ou inferior a 2 vezes a quantificação 

relativa (RQ: relative quantification). A quantificação relativa da expressão gênica foi 

determinada com base na fórmula aritmética de 2 – ΔΔCT descrita por Livak et al. (2001) e os 

controles utilizados foram as células que não receberam tratamento. 

 

4.9. Ensaio de ROS (Reactive Oxygen Species) 

A determinação de ROS foi avaliada por meio do kit DCFDA / H2DCFDA – Cellular 

ROS Assay Kit (ab113851 Abcam, Cambridge, UK). Após o período experimental, as células 

foram incubadas com 10 μM de DCFH-DA em meio de cultura por 45 minutos. Ao final desse 

período, as células foram lavadas com o tampão proveniente do kit e foram suspendidas com 

PBS. Foi utilizado peróxido de hidrogênio - H2O2 a 30 % (7722-84-1 Sigma Aldrich, MO, 

EUA) como controle da reação, cujos poços continham somente células e o meio de cultura. Os 

núcleos foram marcados com 0,1 µg/mL de Hoechst 33342 (H1399- Molecular Probes, OR, 

EUA), sendo adicionado 2 horas antes do período final de 24 horas, a fim de não ultrapassar o 

tempo. Para determinar a produção de ROS intracelular, foi utilizado o sistema ImageXPress 

Micro High Content System (Molecular Devices, CA, EUA). Cinco sítios por poços e dois 

poços por concentração testada foram adquiridos. O número de células positivas para ROS foi 

determinado por meio do programa Cell Scoring MetaExpress (Molecular Devices, CA, EUA). 
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4.10. Quantificação da glutationa celular total e oxidada por luminescência 

A quantificação de glutationa celular foi realizada por meio do kit comercial 

GSH/GSSG-Glo™ Assay (Promega Corporation, RU), de acordo com as instruções do 

fabricante, mas com algumas alterações. O kit permite avaliar por luminescência a quantidade 

de glutationa total (GSH+GSSG) e glutationa oxidada (GSSG). Além disso, ao obter esses dois 

parâmetros é possível, de maneira indireta, avaliar a glutationa reduzida, por meio do cálculo 

da razão entre glutationa total e glutationa oxidada. Abaixo é descrita a metodologia 

experimental e como é feito o cálculo de GSH/GSSG.  

Em microplacas brancas de fundo chato (Corning Costar, NY, EUA) foi adicionada a 

quantidade de 5 x 103 células/poço em duplicatas, mantidas em 37 ºC com atmosfera de 5 % de 

CO2 e foram aderentes ao plástico. Após atingirem a confluência de 80 - 90 %, foram incubadas 

com as concentrações de 25, 50 e 75 µM de C6-ceramida mais os controles pelo período de 24 

horas em 37 ºC com atmosfera de 5% de CO2. Passado o período de incubação com C6-

ceramida o meio de cultura foi removido e cada poço foi lavado duas vezes com 100 µL de 

PBS em temperatura ambiente. 

Para quantificação da glutationa total foi adicionado em cada poço com células e no 

poço controle da reação sem células, 50 µL do reagente de lise celular, que foi composto por: 

1,0 µL de luciferina-NT, 10 µL de Passive Lise Buffer (5X) e 39 µL de água DEPC. Já para a 

quantificação da glutationa oxidada foi adicionado em cada poço com células e no poço controle 

da reação sem células, 50 µL do reagente de lise celular que foi composto por: 1,0 µL de 

luciferina-NT, 0,5 µL de NEM (25 mM), 10 µL de Passive Lise Buffer (5X) e 38,5 µL de água 

DEPC. Para ambas as quantificações o mix de reagentes foi preparado e utilizado em até 30 

minutos.  

A placa com as amostras e reagentes de lise foi mantida sob agitação moderada a 

temperatura ambiente pelo período de 10 minutos. Após esse período, foi adicionado o reagente 

de geração de luciferina, que foi composto por: 1,25 µL de DTT (100 mM), 3,0 µL de 

Glutationa-S-transferase e 45,75 µL do Buffer de reação para glutationa, cujo volume de reação 

foi de 100 µL. Por conseguinte, a placa com os reagentes ficou sob agitação moderada por 10 

minutos a temperatura ambiente, seguida de permanência em repouso por 20 minutos a 

temperatura ambiente.  

Ao final do processo de geração de luciferina, foram adicionados 100 µL do reagente 

de detecção de luciferina, que foi composto por: solução tampão de reconstituição de esterase 

e luciferina liofilizada. Ou seja, o volume final da reação após a adição de todos os reagentes 

totalizou 200 µL. Após adicionar o reagente de detecção, a placa foi mantida sob agitação 
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moderada a temperatura ambiente por 5 minutos, seguido de repouso absoluto para equilíbrio 

por 15 minutos a temperatura ambiente e protegida da luz.  

Passado o período de repouso foi realizada a leitura da luminescência com tempo de 

integração de 0,3 segundos por poço na plataforma GloMax® Discover (Promega Corporation, 

WI, EUA). Após a leitura, os dados obtidos da luminescência foram expressos em unidades 

relativas de luz (RLU - Relative light units). Nesse sentido, foi preciso diminuir o valor de RLU 

dos poços controles da reação sem células, ou seja, o branco, tanto para glutationa total quanto 

glutationa oxidada. Depois de obter esses valores foi calculada a razão entre glutationa total e 

glutationa oxidada (GSH/GSSG) por meio da fórmula:   

(RLU de glutationa total - RLU de GSSG) / [RLU de GSSG/2]) 

 

4.11. Ciclo Celular 

Duas horas antes de completar o período de incubação (24 horas) com C6-ceramida, os 

núcleos das células foram corados com 0,1 µg/mL de Hoechst 33342 (H1399- Molecular 

Probes, OR, EUA), para que ocorresse a internalização do corante e não ultrapassasse o período 

de incubação. Para determinação do ciclo celular, foi utilizado o sistema ImageXPress Micro 

High Content System (Molecular Devices, CA, EUA). Cinco sítios por poços e dois poços por 

concentração testada foram adquiridos. O software Cell cycle MetaXpress (Molecular Devices, 

CA, EUA) foi utilizado para analisar as diferentes fases do ciclo celular. 

 

4.12. Análise Estatística 

A verificação de diferenças estatísticas significativas entre os parâmetros analisados 

das CTMTA com C6-ceramida e de controles sem adição de C6-ceramida, foi realizada por 

meio da análise da variância amostral - ANOVA uma-via e ANOVA duas vias, com 

comparações múltiplas de Bonferroni, com uso do pacote estatístico GraphPad Prism 8 

(GradPad Software, CA, EUA). Os resultados foram expressos como média ± DP de dois 

diferentes experimentos realizados em duplicata considerando um valor de P < 0,05 como 

estatisticamente significativo. 
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5.RESULTADOS 
_____________________________________________ 
 

5.1. Citotoxicidade da C6-ceramida nas CTMTA 

O presente estudo buscou estabelecer doses que não fossem citotóxicas e causassem 

morte celular. Nesse sentido, foi avaliada a citotoxicidade da C6-ceramida durante o período 

de 24 horas nas CTMTA, com as seguintes concentrações: 50, 75, 100, 125 e 150 μM a fim de 

avaliar os efeitos biológicos. Logo, foi estabelecido que a C6-ceramida levou a morte celular 

de forma dose dependente, com o IC50 de 62,90 µM (figura 3). Na concentração de 100 µM 

observou-se 100 % de morte celular. 
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Figura 3: Análise da citotoxicidade da C6-ceramida após 24 horas de incubação. Ensaio realizado por Hoechst 
33342 com Iodeto de Propídio. Análise realizado por Curve fit no software GraphPad Prism 8. 
 

5.2. Apoptose e Necrose 

Para entender os tipos de morte que a C6-ceramida poderia causar nas CTMTA em 24 

horas, foram avaliados os processos de apoptose e necrose. 

A C6-ceramida causou apoptose nas CTMTA após 24 horas de incubação nas 

concentrações de 25 μM, em 19,87 % das células, 50 μM, em 26,82 % das células e 75 μM, 

com 90,51 % das células em apoptose (figura 4). Na concentração de 10 μM não se observou 

diferença significante estatisticamente quando comparado com controle que não recebeu 

nenhum tipo de adição de C6-ceramida. 
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Figura 4: Gráfico da porcentagem de CTMTA em apoptose após 24 horas de incubação com C6-ceramida, 
determinado pela externalização de fosfatidilserina marcada com Anexina-V e núcleos celulares marcados com 
Hoechst 33342. Análise estatística foi realizada por One-Way ANOVA e pós-teste Bonferroni no software 
GraphPad Prism 8. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001. 
 

Em 9,49 % das células foi observado o processo necrose na concentração de 75 μM. 

Porém as demais concentrações testadas não causou morte celular significativa em decorrência 

do processo de necrose (figura 5). 

 

 
Figura 5: Gráfico da porcentagem de CTMTA em necrose após 24 horas de incubação com C6-ceramida, 
determinado por Iodeto de Propídio e núcleos celulares marcados com Hoechst 33342. Análise estatística foi 
realizada por One-Way ANOVA e pós-teste Bonferroni no software GraphPad Prism 8 * p < 0.05, ** p < 0.01, 
*** p <0.001. 
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5.3. Análise de caspase 3/7 

O presente estudo avaliou se o mecanismo de morte celular por apoptose decorrente 

da ação da C6-ceramida nas CTMTA foi capaz de ativar a caspase 3/7. 

Nas concentrações de 50 μM e 100 µM após 24 horas a C6-ceramida ativou a caspase 

3/7 (figura 6). Logo, foi observado que na concentração de 50 μM, 26,16 % células foram 

positivas e na concentração de 100 μM, 71,85 % das células apresentaram caspase 3/7 ativada. 

Esse resultado corrobora a apoptose observada nos ensaios com Anexina-V em que ocorre a 

externalização da fosfatidilserina. 
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Figura 6: Gráfico da porcentagem de CTMTA com caspase 3/7 ativada após 24 horas de incubação com C6-
ceramida, determinada por CellEvent Caspase-3/7 Green e núcleos celulares marcados com Hoechst 33342. 
Análise estatística foi realizada por One-Way ANOVA e pós-teste Bonferroni no software GraphPad Prism 8 * p 
< 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001.  
 

5.4. Ciclo celular 

Para entender se a C6-ceramida exercia influência na proliferação e divisão celular o 

ciclo celular foi analisado. 

O ciclo celular das CTMTA foi avaliado após 24 horas de incubação com C6-ceramida 

e foi observado aumento da quantidade de células na fase G0/G1 na concentração de 50 μM 

com significância estatística, ou seja, sugestivo que possa estar agindo no estado quiescente das 

células. Além disso, ocorreu aumento da quantidade de células na fase S na concentração de 75 

μM com significância estatística, sugestivo de que a C6-ceramida possa influenciar na 
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replicação do DNA. Em contrapartida, ocorreu redução de células na fase G2/M na 

concentração de 75 μM, com significância estatística, o que sugere possível diminuição do 

crescimento celular (figura 7). 

 

Figura 7: Gráfico do ciclo celular das CTMTA após 24 horas de incubação com C6-ceramida, os núcleos celulares 
foram marcados com Hoechst 33342. Análise estatística foi realizada por One-Way ANOVA e pós-teste 
Bonferroni no software GraphPad Prism 8 * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001. 
 

5.5. Autofagia, marcação com Anexina-V e Lysotracker® 

O processo de autofagia que pode levar à sobrevivência ou morte celular foi avaliado 

por meio do kit de detecção LC3B-FP.  

A proteína LC3B foi visualizada após a transfecção com a quimera LC3B-FP, que 

torna possível a marcação da proteína na cor verde e permite sua visualização em vesículas 

fluorescentes. Após 24 horas de incubação com C6-ceramida as CTMTA apresentaram 

diminuição da presença das vesículas marcadas com LC3B-FP em todas as concentrações. 

Porém, só foi estatisticamente significativo na concentração de 75 μM (figura 8). Além disso, 

é possível visualizar a diminuição da marcação das vesículas nas imagens (figura 9). 
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Figura 8: Gráfico da quantidade de vesículas marcadas com LC3B-FP em CTMTA após 24 horas de incubação 
com C6-ceramida, os núcleos celulares foram marcados com Hoechst 33342. Análise estatística foi realizada por 
One-Way ANOVA e pós-teste Bonferroni no software GraphPad Prism 8 * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001. 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Fotomicrografias representativas das vesículas marcadas com LC3B-FP (Verde) e núcleos marcados 
com Hoechst 33342 (Azul) das CTMTA após 24 horas de incubação com C6-ceramida. A: Controle; B: 10 µM; 
C: 25 µM; D: 50 µM de C6-ceramida. 
 

Foi realizada, também, a dupla marcação para autofagia (LC3B-FP) e apoptose 

(Anexina-V), com o intuito de observar se as CTMTA apresentavam ambos os eventos 

concomitantemente. Após 24 horas de incubação com C6-ceramida ocorreu aumento na 
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porcentagem de CTMTA marcadas para os dois eventos, autofagia e apoptose, 37,58 %, na 

concentração de 50 μM (figura 10). Quanto às demais concentrações testadas os resultados não 

foram estatisticamente significantes. Além disso, é possível observar nas imagens a dupla 

marcação das CTMTA (figura 11), onde é possível visualizar a dispersão do LC3B-FP, em 

verde, no citoplasma e sua diminuição conforme aumenta a concentração de C6-ceramida. 

Enquanto a marcação com Anexina-V, em vermelho, aumenta sua intensidade nas maiores 

concentrações e fica localizada mais próxima ao núcleo. 

 

  
Figura 10: Gráfico da porcentagem de CTMTA positivas após 24 horas de incubação com C6-ceramida, 
determinada pela marcação de LC3B-FP (autofagia), externalização de fosfatidilserina (Anexina-V, apoptose) e 
núcleos celulares marcados com Hoechst 33342. Análise estatística foi realizada por One-Way ANOVA e pós-
teste Bonferroni no software GraphPad Prism 8 * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001. 
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Figura 11: Fotomicrografias representativas da proteína LC3B-FP (Verde), Anexina-V (Vermelho) e núcleos 
marcados com Hoechst 33342 (Azul) das CTMTA após 24 horas de incubação com C6-ceramida. A: Controle; B: 
10 µM; C: 25 µM; D: 50 µM; E: 75 µM de C6-ceramida. 
 

Outro método para avaliar o processo de autofagia das CTMTA incubadas com C6- 

ceramida após 24 horas foi a marcação das organelas ácidas com o corante Lysotracker®. Esse 

corante fluorescente tem afinidade por organelas ácidas e ocorre seu acúmulo dentro desses 

compartimentos. Após o período de incubação foi observado aumento estatisticamente 

significativo nas concentrações de 25 e 50 μM (figura 12). Também é possível visualizar 

aumento da intensidade de fluorescência nas imagens em maiores concentrações de C6-

ceramida (figura 13). Ou seja, esses dados sugerem que a autofagia foi interrompida e resultou 

em aumento da concentração dessas organelas ácidas devido não seguirem para a via de 

degradação do processo autofágico, sendo essa uma possível explicação para seu aumento.   
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Figura 12: Gráfico da intensidade de fluorescência das organelas ácidas das CTMTA após 24 horas de incubação 
com C6-ceramida, determinada pela marcação com corante fluorescente Lysotracker® LC3B-FP e núcleos 
celulares marcados com Hoechst 33342. Análise estatística foi realizada por One-Way ANOVA e pós-teste 
Bonferroni no software GraphPad Prism 8 * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 13: Fotomicrografias representativas das organelas ácidas marcadas com corante fluorescente 
Lysotracker®-FP (Vermelho) e núcleos marcados com Hoechst 33342 (Azul) das CTMTA após 24 horas de 
incubação com C6-ceramida. A: Controle; B: 10 µM; C: 25 µM; D: 50 µM de C6-ceramida. 
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5.6. Análise da expressão das proteínas 4EBP1 (pT36/pT45, mTORC1) e Akt (pS473, mTORC2) 

Nessa metodologia, quantificamos por imunofluorescência indireta a proteína 4EBP1, 

por meio do anticorpo Alexa Fluor® 488 Mouse anti-4EBP1 (pT36/pT45) que marca a proteína 

4EBP1 fosoforilada nas treoninas T26 e T45. A proteína Akt foi quantificada indiretamente 

pela marcação da proteína Akt fosoforilada, por meio do anticorpo PE Mouse anti-Akt (pS473) 

que reconhece a porção C-terminal na serina 473 fosforilada. Além disso, sabe-se que a proteína 

4EBP1 faz parte da via de sinalização da proteína mTORC1 e a proteína Akt faz parte da via 

de sinalização da proteína mTORC2. 

Houve um aumento significativo da expressão da proteína 4EBP1, ou seja, é possível 

inferir indiretamente que ocorreu modulação positiva da via da proteína mTORC1, nas 

concentrações 50 µM com 27,96 % das células positivas (figura 14). Porém, não foi observada 

diferença significante nas demais concentrações testadas.   
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Figura 14: Gráfico da porcentagem de CTMTA positivas para 4EBP1 (pT36/pT45, mTORC1) após 24 horas de 
incubação com C6-ceramida e os núcleos celulares foram marcados com Hoechst 33342Análise estatística foi 
realizada por One-Way ANOVA e pós-teste Bonferroni no software GraphPad Prism 8 * p < 0.05, ** p < 0.01, 
*** p <0.001. 
 

Para a proteína Akt (pS473, mTORC2) observou-se aumento significativo da 

expressão na concentração de 50 µM com 11,04 % das células positivas (figura 15). Nas demais 

concentrações não se observou diferença significante. Ou seja, é possível inferir indiretamente 

que ocorreu modulação positiva da via da proteína mTORC2. Além disso, nas imagens é 
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possível observar o aumento da expressão das proteínas analisadas na concentração de 50 µM 

de C6-ceramida (figura 16).  
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Figura 15: Gráfico da porcentagem de CTMTA positivas para Akt (pS473, mTORC2) após 24 horas de incubação 
com C6-ceramida e os núcleos celulares foram marcados com Hoechst 33342. Análise estatística foi realizada por 
One-Way ANOVA e pós-teste Bonferroni no software GraphPad Prism 8 * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 16: Fotomicrografias representativas das proteínas 4EBP1 (pT36/pT45, mTORC1) (Verde) e Akt (pS473, 
mTORC2) (Vermelho) nas CTMTA após 24 horas de incubação com C6-ceramida. Núcleos marcados com 
Hoechst 33342 (Azul). A: Controle com meio de cultura somente; B: 10µm; C: 25µm; D: 50µm de C6-ceramida. 
 

 

A 

C D 

B 



64 
 

 

5.7. Análise da expressão das proteínas Beclin-1 e Bcl-2 

Foi realizada a marcação das proteínas Beclin-1 e Bcl-2, sendo a primeira uma proteína 

que participa da formação do autofagossomo na autofagia e a segunda bloqueia a atividade da 

primeira para que haja um equilíbrio quanto a homeostase celular. A técnica utilizada foi a 

imunofluorescência indireta para a quantificação dessas proteínas.  

Para a análise da proteína Belcin-1 foi quantificada sua intensidade de fluorescência 

nas CTMTA incubadas com C6-ceramida durante 24 horas. É possível observar no gráfico que 

ocorreu redução da intensidade de fluorescência com significância estatística apenas na 

concentração de 50 µM (figura 17). 

 

 
Figura 17: Gráfico da intensidade de fluorescência de CTMTA positivas para Beclin-1 após 24 horas de incubação 
com C6-ceramida e os núcleos celulares foram marcados com Hoechst 33342. Análise estatística foi realizada por 
One-Way ANOVA e pós-teste Bonferroni no software GraphPad Prism 8 * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001. 

 

A proteína Bcl-2 não apresentou diferença de expressão em nenhuma das diferentes 

concentrações testadas de C6-ceramida (figura 18).  

É possível observar pelas imagens a dupla marcação das CTMTA para as duas 

proteínas e visualizar suas expressões, nas diferentes concentrações de incubação com C6-

ceramida após 24 horas (figura 19). Onde a proteína Beclin-1 está dispersa no citoplasma e 

diminui sua expressão conforme ocorre aumento da concentração de C6-ceramina. Enquanto a 

proteína Bcl-2 torna-se evidente nas concentrações mais altas e fica próximo ao núcleo apesar 

de não ser significativo estatisticamente. 
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Figura 18: Gráfico da intensidade de fluorescência de CTMTA positivas para Bcl-2 após 24 horas de incubação 
com C6-ceramida e os núcleos celulares foram marcados com Hoechst 33342. Análise estatística foi realizada por 
One-Way ANOVA e pós-teste Bonferroni no software GraphPad Prism 8.  
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 19: Fotomicrografias representativas das proteínas Beclin-1 (Verde) e Bcl-2 (Vermelho) nas CTMTA após 
24 horas de incubação com C6-ceramida. Núcleos marcados com Hoechst 33342 (Azul). A: Controle com meio 
de cultura somente; B: 10µm; C: 25µm; D: 50µm de C6-ceramida. 
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5.8. Análise da expressão da proteína p62 

Outra proteína que participa do processo de autofagia é a p62. Nesse sentido, foi 

realizada a marcação da proteína p62 por meio da técnica de imunofluorescência indireta para 

sua quantificação. Essa proteína é importante para o direcionamento de outras proteínas durante 

a autofagia para que sejam degradadas. Foi possível observar que na concentração de 50 μM 

(figura 20) houve aumento estatisticamente significativo da expressão da proteína p62. Porém, 

nas demais concentrações testadas não se observou diferença significativa. Além disso, é 

perceptível nas imagens aumento da intensidade da proteína p62 (figura 21), em que sua 

expressão ocorre de maneira dispersa no citoplasma, ficando mais concentrada próximo ao 

núcleo nas maiores concentrações de C6-ceramida, possivelmente devido a um remodelamento 

do citoplasma.  

Controle 10 25 50
0

2×105

4×105

6×105

C6-ceramida ( M)

**

 
Figura 20: Gráfico da intensidade de fluorescência de CTMTA positivas para p62 após 24 horas de incubação 
com C6-ceramida e os núcleos celulares foram marcados com Hoechst 33342. Análise estatística foi realizada por 
One-Way ANOVA e pós-teste Bonferroni no software GraphPad Prism 8 * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001. 
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Figura 21: Fotomicrografias representativas da proteína p62 (Vermelho) nas CTMTA após 24 horas de incubação 
com C6-ceramida. Núcleos marcados com Hoechst 33342 (Azul). A: Controle com meio de cultura somente; B: 
10 µM; C: 25 µM; D: 50 µM de C6-ceramida. 
 

5.9. Análise da expressão da proteína Survivina 

A proteína survivina pode agir como um modulador negativo da autofagia; no núcleo, 

participa da divisão celular, e no citoplasma tem ação citoprotetora (STAUBER et al., 2007). 

Assim, foi realizada a quantificação da intensidade de fluorescência nuclear e citoplasmática 

dessa proteína por meio da técnica de imunofluorescência indireta. Logo, não foi observada 

diferença significante no núcleo ou citoplasma (figuras 22 e 23). Além disso, as imagens obtidas 

demonstram que não ocorreu diferença quanto a marcação por imunofluorescência indireta da 

proteína survivina (figura 24). Além disso, avaliamos a porcentagem de células positivas para 

marcação dessa proteína que está presente nas CTMTA em todas as concentrações (figura 25). 
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Figura 22: Gráfico da intensidade de fluorescência nuclear das CTMTA positivas para survivina após 24 horas de 
incubação com C6-ceramida e os núcleos celulares foram marcados com Hoechst 33342. Análise estatística foi 
realizada por One-Way ANOVA e pós-teste Bonferroni no software GraphPad Prism8.  
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Figura 23: Gráfico da intensidade de fluorescência citoplasmática de CTMTA positivas para Survivina após 24 
horas de incubação com C6-ceramida e os núcleos celulares foram marcados com Hoechst 33342. Análise 
estatística foi realizada por One-Way ANOVA e pós-teste Bonferroni no software GraphPad Prism 8. 
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Figura 24: Fotomicrografias representativas da proteína Survivina (Verde) nas CTMTA após 24 horas de 
incubação com C6-ceramida. Núcleos marcados com Hoechst 33342 (Azul). A: Controle com meio de cultura 
somente; B: 10 µM; C: 25 µM; D: 50 µM de C6-ceramida. 
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Figura 25: Gráfico da porcentagem de CTMTA positivas para Survivina após 24 horas de incubação com C6-
ceramida e os núcleos celulares foram marcados com Hoechst 33342. Análise estatística foi realizada por One-
Way ANOVA e pós-teste Bonferroni no software GraphPad Prism 8. 
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5.10. Análise da organização citoplasmática da proteína F-actina e vimentina 

Foi realizada a marcação da proteína F-actina por meio da técnica de 

imunofluorescência indireta e a análise de sua organização no citoplasma das CTMTA após 24 

horas de incubação cm C6-ceramida. Os núcleos foram marcados com Hoechst 33342.  

A análise foi realizada por meio de fotomicrografias, onde é possível observar que a 

proteína se apresenta arranjada em fibras longas, em sua maioria situadas paralelamente nas 

células e com adesões focais. Além disso, observa-se um aumento de fibras na concentração de 

10 μM, seguida de dispersão dessas fibras no citoplasma, com localização próxima a membrana 

plasmática e perda da arquitetura conformacional de acordo com aumento das concentrações 

de C6-ceramida (figura 26), que resulta em células com um citoplasma menor e com maior 

intensidade de fluorescência. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26: Fotomicrografias representativas da proteína F-actina (Verde) nas CTMTA após 24 horas de incubação 
com C6-ceramida. Núcleos marcados com Hoechst 33342 (Azul). A: Controle com meio de cultura somente; B: 
10 µM; C: 25 µM; D: 50 µM de C6-ceramida. 
 

A proteína vimentina foi comarcada em conjunto com a proteína F-actina por meio da 

técnica de imunofluorescência indireta e realizada a análise da organização dos filamentos no 

citoplasma das CTMTA após 24 horas de incubação cm C6-ceramida. Os núcleos foram 

marcados com Hoechst 33342.  
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A análise foi realizada por meio de fotomicrografias, onde é possível observar que 

ambas as proteínas estão dispersas no citoplasma, sendo que nas concentrações de 25 e 50 μM 

a proteína vimentina fica localizada próximo ao núcleo e perdem a arquitetura conformacional 

de acordo com aumento das concentrações de C6-ceramida (figura 27). Ou seja, isso resulta em 

células com um citoplasma menor, cujo encolhimento deixa a marcação fluorescente mais 

intensa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 27: Fotomicrografias representativas das proteínas F-actina (Verde) e vimentina (Vermelho) nas CTMTA 
após 24 horas de incubação com C6-ceramida. Núcleos marcados com Hoechst 33342 (Azul). A: Controle com 
meio de cultura somente; B: 10 µM; C: 25 µM; D: 50 µM de C6-ceramida. 

 

5.11. Avaliação do potencial transmembranar mitocondrial (Δψm) por TRME 

O TMRE é um reagente catiônico e permeável em mitocôndrias ativas por conta do 

potencial negativo da membrana interna. Esse método foi utilizado para análise dos efeitos da 

C6-ceramida na dinâmica e disfunção mitocondrial. Foi observado que ocorreu diminuição do 

potencial de membrana mitocondrial nas concentrações de 25 a 100 μM, com diferenças 

estatisticamente significativas (figura 28). Além disso, foram analisadas as imagens das 

mitocôndrias marcadas com TMRE, que tornaram possíveis a observação de sua estrutura 

normal e alongada no controle (figura 29A) e concentração de 10μM (figura 29B) de C6-

ceramida. Porém, nas maiores concentrações de 25 μM (figura 29C) e 50 μM (figura 29D) a 

mitocôndria perde essa conformação, cujo aspecto são de pontos e próximas ao núcleo, o que 
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indica a possível fragmentação dessas organelas. Na concentração de 75μM as células estavam 

mortas e não foi possível obter as imagens das mitocôndrias. 
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Figura 28: Gráfico da intensidade de fluorescência do reagente TMRE nas mitocôndrias das CTMTA após 24 
horas de incubação com C6-ceramida e os núcleos celulares foram marcados com Hoechst 33342. Análise 
estatística foi realizada por One-Way ANOVA e pós-teste Bonferroni no software GraphPad Prism 8 * p < 0.05, 
** p < 0.01, *** p <0.001. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29: Fotomicrografias representativas das mitocôndrias coradas com TMRE (Vermelho) nas CTMTA após 
24 horas de incubação com C6-ceramida. Núcleos marcados com Hoechst 33342 (Azul). A: Controle com meio 
de cultura somente; B: 10 µM; C: 25 µM; D: 50 µM de C6-ceramida. 
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5.12. Análise dos genes mitocondriais MFN1, MFN2, OPA1, DRP1, MT-CYTB e MT-ND1 

Foi realizada a avaliação dos genes mitocondriais nas CTMTA após 24 horas de 

incubação com C6-ceramida. Ou seja, foram analisados genes que estão associados aos 

processos de fusão e fissão das mitocôndrias e aqueles relacionados a cadeia transportadora de 

elétrons. Apenas o gene MT-ND1 (figura 30F) apresentou significância estatística nas 

concentrações de 10 e 25 μM quanto a quantificação de sua expressão relativa, cuja função está 

associada à cadeia transportadora de elétrons mitocondrial. Nenhum dos demais genes 

avaliados (MFN1, MFN2, OPA1, DRP1, MT-CYTB) apresentaram diferença em sua expressão 

relativa quando comparados com o controle (figuras 30A, 30B, 30C, 30D, 30E).  

 

 
Figura 30: Gráficos da expressão gênica relativa dos genes mitocondriais MFN1, MFN2, OPA1, DRP1, MT-
CYTB, MT-ND1 e o gene de referência HPRT1foram quantificados a partir da mensuração do mRNA das CTMTA 
após 24 horas de incubação com C6-ceramida. Análise estatística foi realizada por One-Way ANOVA e pós-teste 
Bonferroni no software GraphPad Prism 8 * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001. 

 

5.13. Análise da presença do ROS (Reactive Oxygen Species) intracelular 

Na literatura é estabelecido que a C6-ceramida tem a capacidade de produzir ROS nas 

células, por exemplo as tumorais. Nesse sentido, para avaliação da produção de ROS 

intracelular foi utilizado o kit de detecção DCFDA / H2DCFDA – Cellular ROS Assay Kit. 

Após 24 horas de incubação com C6-ceramida as CTMTA apresentaram aumento da produção 

de ROS e significância estatística nas concentrações de 50 μM com 21,34 % das células 

positivas e 75 μM com 41,11 % das células positivas (figura 31). Nas demais concentrações 

testadas, de 10 e 25 μM, não houve produção significativa de ROS. 



74 
 

 

R
O

S 
(%

)

 

Figura 31: Gráfico da porcentagem de CTMTA positivas para produção intracelular de ROS após 24 horas de 
incubação com C6-ceramida e os núcleos celulares foram marcados com Hoechst 33342. Análise estatística foi 
realizada por One-Way ANOVA e pós-teste Bonferroni no software GraphPad Prism 8 * p < 0.05, ** p < 0.01, 
*** p <0.001. 
 

5.14. Quantificação da glutationa celular total e oxidada por luminescência 

A célula possui mecanismos antioxidantes para reduzir a concentração de ROS nas 

células; consequentemente, minimiza o estresse oxidativo. Nesse sentido, foi realizada a 

quantificação do teor de glutationa nas CTMTA após 24 horas de incubação com C6-ceramida. 

A glutationa é um peptídeo com funções antioxidantes nas células, cuja metodologia empregada 

permite quantificar a teor de glutationa total e oxidada, e inferir a proporção de glutationa 

reduzida obtida por meio da razão entre a total e oxidada presente nas células. Os dados são 

obtidos por luminescência e estabelecida a unidade de medida em RLU - relative light units. 

A quantidade do teor celular de glutationa total não apresentou nenhuma diferença 

significativa em nenhuma das concentrações de C6-ceramida testada nas CTMTA (figura 32). 

Porém, ocorreu aumento significativo da quantidade do teor de glutationa oxidada (GSSG) nas 

concentrações de 50 e 75 μM de C6-ceramida após 24 horas (figura 33). Por fim, foi realizada 

mensuração da proporção da quantidade do teor de glutationa reduzida, obtida pela razão entre 

glutationa total e oxidada (GSH/GSSG) e observada redução nas concentrações de 25, 50 e 75 

μM de C6-ceramida após 24 horas (figura 34). Ou seja, a razão foi determinada por meio de 
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fórmula estabelecida pelo fabricante, que demonstra a mensuração da proporção de glutationa 

reduzida. 

 

 

Figura 32: Gráfico da intensidade de luminescência relativa à quantificação do teor de glutationa total 
(GSH+GSSG) nas CTMTA após 24 horas de incubação com C6-ceramida. Análise estatística foi realizada por 
One-Way ANOVA e pós-teste Bonferroni no software GraphPad Prism 8.  
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Figura 33: Gráfico da intensidade de luminescência relativa à quantificação do teor de glutationa oxidada (GSSG) 
nas CTMTA após 24 horas de incubação com C6-ceramida. Análise estatística foi realizada por One-Way ANOVA 
e pós-teste Bonferroni no software GraphPad Prism 8 * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001. 
 
 

 

Figura 34: Gráfico da intensidade de luminescência relativa à razão entre a quantidade glutationa reduzida e 
glutationa oxidada (GSH/GSSG) nas CTMTA após 24 horas de incubação com C6-ceramida. Análise estatística 
foi realizada por One-Way ANOVA e pós-teste Bonferroni no software GraphPad Prism 8 * p < 0.05, ** p < 0.01, 
*** p <0.001. 
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6.DISCUSSÃO 
_____________________________________________ 

 

A ceramida é o eixo central da biossíntese e catabolismo dos esfingolipídios, ou seja, 

isso demonstra sua importância na síntese dos esfingolipídios e como lipídio bioativo que 

medeiam várias sinalizações celulares (HANNUN; OBEID, 2008), tem fácil detecção e é 

transportada por lipoproteínas (KURZ et al., 2019; MEEUSEN et al., 2018). Além disso, a 

ceramida desempenha um papel importante na resposta celular diante de estresse (HANNUN; 

LUBERTO, 2000; FILLET et al., 2003). Nesse sentido, muitos estudos têm utilizado análogos 

de cadeia curta para entender como esses mecanismos acontecem nas células, como a C6-

ceramida (VILLENA et al., 2008; SUKUMARAN et al., 2013). 

A C6-ceramida é um tipo de ceramida exógena de cadeia curta que tem a capacidade de 

induzir apoptose em uma variedade de células cancerígenas, como células de carcinoma 

adenoide cístico salivar (QIU et al., 2020). Além disso, foi demonstrado que, em células de 

carcinoma de cólon e ovário humano, a C2-ceramida e C6-ceramida foram capazes de ativar 

caspase e liberar o citocromo c mitocondrial, que resultou em apoptose nessas células (FILLET 

et al., 2003). Outro estudo demonstrou que, em células de câncer de mama humano, a C6-

ceramida em conjunto com outra molécula chamada DM102 [(2R,3Z)-N-(1-hydroxyoctadec-3-

en-2-yl) pivalamide foram citotóxicas e levaram à apoptose, que foi evidenciada pela ativação 

de caspase 3/7 e aumento de células positivas para anexina V (FLOWERS et al., 2012). Os 

autores também observaram aumento de ROS e despolarização da membrana mitocondrial 

(FLOWERS et al., 2012). Em estudo que utilizou células HepG2, linhagem celular de hepatoma 

humano, a C6-ceramida foi capaz de induzir a apoptose e a ativação de caspase 3, sendo a 

citotoxicidade dependente do tempo e dose (GENTIL et al, 2003). Já em um estudo feito por 

Park et al. (2011) foi observado que a C2-ceramida foi capaz de levar as CTMTA à apoptose 

por ativação de caspases, através da liberação do citocromo c, e mediada pela geração de ROS. 

Além disso, os autores sugeriram que a apoptose em CTMs pode retardar o reparo tecidual 

(PARK et al., 2011). Em adição, um outro estudo observou em células de leucemia mielóide 

humana U937, que a C6-ceramida levou à produção de peróxido de hidrogênio e alteração do 

potencial transmembranar mitocondrial (QUILLET-MARY et al., 1997). 

Na linhagem de células de linfoma A20 B, a C6-ceramida, em concentrações que 

variaram de 5 a 100 µM após 16 horas, levou a morte celular de maneira dose-dependente, 

sendo que em 50 µM já havia mais de 50% de morte celular (VILLENA et al., 2008). Já em 
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outro estudo que utilizou linfomas cutâneos de células T foi observada redução da viabilidade 

celular com 25 µM de C6-ceramida, testadas nas concentrações entre 1 e 100 µM por 24 horas 

(WILHELM et al., 2021).  

Em células de melanoma foi evidenciada que a adição de C6-ceramida deixou as 

células mais sensíveis à apoptose induzida por curcumina (YU et al., 2010). Ou seja, de acordo 

com os autores, isso decorre pela via mitocondrial de apoptose, tanto que quando essa via foi 

inibida, a citotoxicidade pelo tratamento combinado de C6-ceramida e curcumina foi reprimida 

(YU et al., 2010). Em outro estudo com células de osteossarcoma humano, os autores 

encontraram resultados semelhantes, em que C6-ceramida foi capaz de sensibilizar essas 

células e aumentar a apoptose e citotoxicidade causada por pemetrexede (ZHU et al., 2014). 

Nesse sentido, muitos estudos com diferentes linhagens cancerígenas têm encontrado resultados 

semelhantes quanto à capacidade da C6-ceramida em sensibilizar as células e potencializar a 

citotoxicidade, apoptose e necrose causadas por diferentes tratamentos (JI et al., 2010b; CHEN 

et al., 2015; ZHAO et al., 2016). Inúmeros estudos têm evidenciado a ampla ação biológica da 

C6- ceramida em diferentes tipos de células. No presente estudo a C6-ceramida foi capaz de 

induzir a morte celular por apoptose nas CTMTA nas concentrações de 25, 50 e 75 µM. Além 

disso, os dados da literatura demonstram que células tumorais são mais sensíveis a ação da C6-

ceramida do que as CTMTA, cujo IC50 encontrado foi de 62,90 µM. 

A ativação do processo de apoptose dá-se por meio de duas vias: extrínseca, cujos 

sinais são captados pelos receptores presentes na membrana plasmática, ou pela via intrínseca, 

ativada pelo citocromo c e caspases efetoras (3, 6 e 7) ou iniciadoras (2, 8, 9 e 10) (ELMORE, 

2007; CABRINI et al., 2010). Outras proteínas que podem ser ativadas são: o domínio de 

homologia Bcl-2 3 (BH3), que inibi proteínas anti-apoptóticas da família Bcl-2 e ativa proteínas 

próapoptóticas BAX e BAK, que tornam a membrana externa da mitocôndria permeável, isso 

leva a liberação de outras proteínas, como o citocromo c (CABRINI et al., 2010; MADDIKA 

et al, 2007; NIKOLETOPOULOU et al., 2013; PFEFFER; SINGH, 2018; BOCK; TAIT, 

2019). Logo, é demonstrada a ligação e interdependência entre a mitocôndria e ativação do 

processo de apoptose. Além disso, foi demonstrado que a C6-ceramida é capaz de causar 

disfunção mitocondrial e geração de ROS em fibroblastos do estroma da córnea humana (RIZVI 

et al., 2011). Ou seja, ROS é um subproduto do metabolismo do oxigênio, seu acúmulo em 

excesso é tóxico às células, ou seja, deve ocorrer um equilíbrio entre formação e eliminação 

dos radicais livres, sendo que há mecanismos antioxidantes de defesa que regulam os níveis 

intracelulares, como a glutationa (LAVRENTIADOU et al., 2001; SINHA; DABLA, 2015). A 

glutationa reduzida (GSH) sofre oxidação e fica na forma oxidada (GSSG) isso resulta na 
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desativação de ROS (NUHU; BHANDARI, 2018), sendo que a forma reduzida é comumente 

encontrada no citosol (FORMAN et al., 2009).  

As mitocôndrias têm um papel importante na morte celular decorrente de apoptose ou 

necrose, principalmente devido à presença do poro de transição de permeabilidade mitocondrial 

(MPTP do inglês Mitochondrial Permeability Transition Pore) (HALESTRAP et al., 2002). 

Esse poro permite a passagem de moléculas de < 1,5 kDa, cuja abertura ocorre na membrana 

interna da mitocôndria decorrente da elevação de Ca2+ na matriz, principalmente quando 

também há estresse oxidativo (HALESTRAP et al., 2002; HALESTRAP, 2006). Além disso, a 

abertura de MPTP causa inchaço nas mitocôndrias, a membrana externa é rompida e ocorre a 

liberação de componentes indutores de apoptose (HALESTRAP et al., 2002). Porém, se os 

poros permanecem abertos, as células não conseguem manter os níveis de ATP e o resultado é 

a necrose (HALESTRAP, 2006). Anteriormente foi observado em células linfoides o processo 

de necrose desencadeado após diminuição dos níveis de ATP em decorrência da ação da C6-

ceramida (VILLENA et al., 2008). 

O estresse oxidativo gerado na mitocôndria pode contribuir com a perda do potencial 

de membrana mitocondrial (LEVRAUT et al., 2003). Ou seja, a presença de MPTP em conjunto 

com produção de ROS podem contribuir significativamente com a perda do potencial de 

membrana mitocondrial. Foi observado em estudo com células de câncer de mama, após a 

administração de C6-ceramida em conjunto com docetaxel, diminuição do potencial de 

membrana mitocondrial, aumento da concentração de ROS, ou seja, estresse oxidativo, 

liberação do citocromo c e clivagem da caspase 3 (YANG et al., 2015). Logo, os autores 

sugeriram que a abertura do MPTP seguida da produção de ROS são mediadores importantes 

da citotoxicidade em células de câncer de mama após administração de C6-ceramida com 

docetaxel (YANG et al., 2015).  

Foi relatado que a ceramida teria a capacidade de liberar o citocromo c 

(GHAFOURIFAR et al., 1999), mas em contrapartida foi demonstrado que a ceramida pode 

formar canais que levam ao aumento da permeabilidade da membrana externa das mitocôndrias; 

isso permite a passagem do citocromo c (SISKIND et al., 2002). Em adição a esses achados, a 

C6-ceramida foi capaz de aumentar a permeabilidade de células endoteliais pulmonares 

microvasculares humanas (LINDNER et al, 2005). Nesse sentido, foi observado, no presente 

estudo, a diminuição do potencial transmembranar mitocondrial das CTMTA após adição de 

C6-ceramida e observada perda significativa conforme foi aumentava a concentração. Ou seja, 

uma possível explicação quanto à perda do potencial transmembranar mitocondrial observado 

nas CTMTA após incubação com C6-ceramida é a formação de canais, possivelmente MPTP, 
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que possibilita o aumento da permeabilidade das células e leva à ativação das caspases e 

apoptose. Além disso, esse processo pode estar sendo atenuado pela produção de ROS, que 

aumentou nas CTMTA após incubação com C6-ceramida. Bem como, foi observado aumento 

do teor de glutationa oxidada nas CTMTA, isso sugere que ocorre uma conversão da forma 

reduzida para a oxidada, ou seja, perturbação do estado redox das CTMTA que foi observada 

por meio da razão entre GSH/GSSG.  

Em células de câncer cervical positivas para o papilomavírus humano o efeito da C6-

ceramida resultou em apoptose, perda do potencial de membrana mitocondrial, geração de ROS 

e diminuição da concentração de glutationa reduzida (GUTIÉRREZ et al., 2007). Ou seja, 

dados que corroboram os encontrados nesse estudo. 

Os dados descritos sugerem que a ceramida tem a capacidade de agir nas membranas 

das células, como a membrana mitocondrial, o que poderia explicar a manutenção dos níveis 

de expressão de praticamente todos os genes mitocondriais avaliados, exceto o gene 

mitocondrial MT-ND1 que está associado a cadeia transportadora de elétrons. Ou seja, há 

possibilidade de que a mitocôndria tenha sofrido danos que levou ao aumento da expressão do 

gene mitocondrial MT-ND1, pois há uma susceptibilidade intrínseca do DNA mitocondrial 

sofrer danos devido à geração de ROS (AKOUCHEKIAN et al., 2011). 

Muitos estudos tem abordado a análise das ceramidas indutoras de apoptose e poucos 

exploram outras funções com as quais elas podem estar associadas (BIEBERICH, 2011). 

Assim, nossos achados sugerem que a C6-ceramida em CTMTA tem a capacidade de inibir a 

autofagia. Ainda mais, por ser observado no presente estudo diminuição de proteínas indutoras 

de autofagia (Beclin-1, LC3B), modulação positiva de proteínas associadas com vias de 

sinalização de bloqueio (4EBP1 e Akt) da autofagia. Além disso, observou-se aumento da 

concentração citoplasmática de proteínas (p62) que direcionam componentes a serem 

degradados pela via da autofagia.  

Em um estudo com células-tronco/progenitoras hematopoiéticas humanas tratadas 

com TNFα e ceramida, a autofagia foi inibida; isso resultou em comprometimento da 

eritropoiese e indução da mielopoiese, ou seja, demonstra o papel essencial da autofagia na 

diferenciação e destino as células hematopoiéticas (ORSINI et al., 2019). 

A autofagia é uma via catabólica ativada devido a estresse, déficit nutricional ou 

infecções por patógenos, em que ocorre o engolfamento desses componentes citoplasmáticos, 

para degradação e reciclagem, por meio de lisossomos em células animais ou vacúolos em 

células de plantas ou leveduras (MIZUSHIMA; KOMATSU, 2011; MARQUEZ; XU, 2012; 

GALLUZZI et al., 2017; CECCARIGLIA et al., 2020). Além disso, a autofagia tem a 
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capacidade de levar a célula à sobrevivência ou à sua morte (MARQUEZ; XU, 2012). Ou seja, 

há uma linha tênue entre a sobrevivência e morte celular que pode ser rompido quando não há 

um equilíbrio, principalmente no complexo formado entre as proteínas Beclin-1 e Bcl-2. Aqui, 

podemos observar a ligação entre a apoptose e autofagia. Nesse sentido, deve ocorrer um 

equilíbrio entre a interação das proteínas Beclin-1 e Bcl-2, pois o aumento de um ou outro pode 

resultar em morte celular (XU; QIN, 2019). Nos achados do presente estudo foi observada a 

diminuição da intensidade de fluorescência da proteína Beclin-1, sugestivo de inibição da 

autofagia, porém não é observada nenhuma alteração na intensidade de fluorescência da 

proteína Bcl-2 que se manteve praticamente estável entre as diferentes concentrações de C6-

ceramida.  

A proteína survivina foi analisada e não apresentou diferença estatística na sua marcação 

no núcleo ou citoplasma. É sabido que essa proteína é inibidora de apoptose e tem a capacidade 

de modular negativamente a proteína ATG7, importante na autofagia (LIN et al., 2020). 

Outro dado sugestivo de inibição da autofagia observada foi a redução da marcação da 

proteína LC3B-FP nas maiores concentrações de C6-ceramida. A proteína LC3-I catalisa com 

PE e formará LC3-II, que tem a função de alongar a dupla membrana do fagóforo no início da 

autofagia (DENG et al., 2020). Em adição a esse achado, foi observado aumento da quantidade 

da marcação de organelas ácidas e da proteína p62. Esses dois fenômenos podem ser explicados 

pela inibição da autofagia, onde não ocorre a formação do autolissomo, resultado da fusão do 

autofagossomo com lisossomo, e a não degradação do p62 que se liga a proteínas defeituosas 

que serão degradadas, juntamente com sua degradação durante o processo, devido seu acúmulo 

ser citotóxico (KOMATSU; ICHIMURA, 2010; ITAKURA; MIZUSHIMA, 2011; DENG et 

al., 2020). 

Dados adicionais observados que corroboram a inibição da autofagia foi o aumento da 

porcentagem de CTMTA para as proteínas 4EBP1 (pT36/pT45) e Akt (pS473), onde foi 

significante na concentração de 50 µM de C6-ceramida para ambas as proteínas.  

Para que ocorra a divisão celular deve haver aumento de componentes, tais como 

proteínas, lipídios e nucleotídeos; porém, para que esses processos ocorram deve haver um 

equilíbrio entre catabolismo e anabolismo, onde mTORC1 desempenha um papel fundamental 

nesse controle (SAXTON; SABATINI, 2017). Além disso, mTOCR1 regula tradução do RNA 

mensageiro, o que tem implicação direta sobre a síntese proteica, por meio de mecanismo dos 

quais fazem parte a fosforilação da proteína de ligação com fator de iniciação eucariótico 4E 
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(4EBP1), que permanece inativa (WU et al., 2017; LEE et al., 2021). Quando inativada, a 

4EBP1 não age sobre o complexo eIF4E, o que permite que ocorra a tradução do RNA 

mensageiro dependente de 5’ cap, pois eIF4E reconhece a estrutura 5’ cap do mRNA e recruta 

outras proteínas para o processo de tradução (HARA et al., 2002; WU et al., 2017; LEE et al., 

2021; MARACCI et al., 2022). 

No presente estudo foi feita a marcação da proteína 4EBP1 fosforilada, sendo que esta 

proteína faz parte da via de sinalização da proteína mTORC1, cujo resultado observado foi 

aumento da porcentagem de células positivas. Ou seja, uma modulação positiva da via de 

sinalização. Além disso, observamos que ocorre um aumento de células durante o ciclo celular 

nas fases G0/G1 e S, onde é necessário a síntese proteica para a divisão celular e o mRNA é 

fundamental para que isso ocorra. No entanto, em células leucêmicas humanas a C6-ceramida 

levou à parada do ciclo celular na fase G0/G1 e apoptose (JAYADEV et al., 1995). Ou seja, 

isso sugere que a C6-ceramida pode agir de maneira distinta em diferentes tipos celulares. 

No presente estudo para marcação por imunofluorescência indireta da proteína Akt 

fosoforilada, sendo que esta faz parte da via de sinalização da mTORC2, e observado aumento 

da porcentagem de células positivas. Ou seja, uma modulação positiva da via de sinalização. A 

proteína Akt quando fosoforilada é capaz de fosforilar outras moléculas de sinalização, as quais 

estão associadas ao crescimento, proliferação, metabolismo ou morte celular (BUERGER, 

2018). Dentre essas moléculas a PRAS40, quando inativada, leva à liberação da mTORC1 

(BUERGER, 2018), ou seja, Akt ativa indiretamente a mTORC1 (WANG; PROUD, 2016), 

com a capacidade de agir como regulador negativo da autofagia, pois bloqueia reguladores 

negativos de mTORC1 e Beclin-1 (BUERGER, 2018; SARBASSOV et al., 2005; RABANAL-

RUIZ; KOROLCHUK, 2018; BALLESTEROS-ÁLVAREZ; ANDERSEN, 2021). Isso 

demonstra como as vias das duas proteínas estão conectadas. 

A C6-ceramida em CTMTA, após 24 horas de incubação, além dos achados citados 

anteriormente, levou à desorganização da proteína F-actina e dos filamentos de vimentina 

presentes no citoesqueleto das células. Ou seja, mostra um efeito citotóxico da C6-ceramina nas 

CTMTA. Em especial na concentração de 50 µM, em que a maioria dos eventos observados 

apresentaram significância estatística para CTMTA tratadas com C6-ceramida, onde todos os 

eventos foram ilustrados de maneira resumida abaixo (figura 35). 
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Figura 35: Representação da ação da C6-ceramida nas CTMTA, sendo as setas em cor verde indicam aumento, 
setas em cor vermelha indicam diminuição e setas em azul modulação positiva da via de sinalização. A C6-
ceramida levou o aumento da proteína p62, das organelas ácidas, diminuição de proteínas indutoras (Beclin-1 e 
LC3) e modulação positiva de proteínas que interagem com outras proteínas associadas com o bloqueio da ativação 
do processo de autofagia, sendo a mensuração das proteínas 4EBP1 e Akt (envolvidas com as vias de sinalização 
das proteínas mTORC1 e mTORC2, respectivamente), a soma desses resultados indicam inibição da autofagia. 
Por outro lado, ocorreu perda do potencial transmembranar mitocondrial, aumento da produção de ROS e de 
glutationa oxidada, diminuição da razão entre glutationa total e oxidada, que mensura a proporção do teor de 
glutationa reduzida e aumento de caspase 3/7. Logo, esses dados sugerem indução de apoptose, que pode ter sido 
atenuada pela formação de canais de ceramida nas membranas, que aumentam sua permeabilidade.   
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7.CONCLUSÕES 
_____________________________________________ 

 

Em conclusão, as CTMTA incubadas com C6-ceramida exógena pelo período de 24 

horas foi capaz de induzir apoptose e necrose, perturbar o estado redox das células e gerar 

alterações mitocondriais. Além disso, a C6-ceramida inibiu a autofagia, levou ao acúmulo de 

lisossomos e proteínas citotóxicas no citosol, decorrente da inibição do processo autofágico e 

perda da arquitetura conformacional do citoesqueleto. Assim, a C6-ceramida é um potencial 

agente farmacológico para modulação da autofagia em CTMTA. Porém, mais estudos são 

necessários para entender os mecanismos envolvidos, principalmente no que diz respeito à 

modulação da inibição da autofagia que pode ou não favorecer a diferenciação celular, além de 

averiguar o quanto esse mecanismo poderá ser benéfico à medicina regenerativa. 
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10.ANEXOS 
_______________________________________________ 

Anexo 01. Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa
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