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RESUMO 

 

Introdução: miRNAs são pequenos RNAs não codificadores de proteínas que regulam a 

expressão gênica associada a diversos mecanismos biológicos. Os miRNAs têm sido 

indicados como potenciais biomarcadores para o diagnóstico, prognóstico e tratamento de 

diversos tipos de câncer, incluindo o carcinoma hepatocelular (CHC). CHC é a quarta causa 

mais comum de morte por câncer e é frequentemente associado com mau prognóstico, 

agressividade, resistente a medicamentos e diagnostico avançado. Objetivo: Identificar e 

validar experimentalmente a interação entre miRNA/genes-alvo relacionados com o processo 

de tumorigênese do CHC e contribuir para a identificação de vias moleculares relevantes para 

o desenvolvimento tumoral. Além disso, verificar o efeito da alteração da expressão do 

miRNA escolhido sobre o potencial de proliferação, migração e invasão celular nas linhagens 

de CHC. Material e Métodos: A seleção do miRNA foi feita a partir de dados anteriores do 

grupo e análises de bioinformática.  A identificação dos genes-alvo foi realizada por meio de 

ferramentas de predição computacional (mirDIP e  miRTarBase). As linhagens celulares de 

câncer de CHC (Hep 3B e PCL/PRF/5) foram transfectadas com o mimético do miRNA 

selecionado, ou o seu controle negativo, a fim de avaliarmos a expressão dos genes-alvo (RT-

qPCR). Após a transfecção, foi avaliado o potencial de proliferação celular (MTS), migração 

(wound healing) e invasão (ensaio transwell) das linhagens. Ensaio da Luciferase foi utilizado 

para confirmar a ligação do miRNA ao gene-alvo. Resultados: O miR-451a foi selecionado 

para a validação funcional por apresentar consistentemente diminuição de expressão em CHC 

de três bancos de dados (tumores primários de pacientes, meta-análise e TCGA). Análise in 

silico revelou 12 possíveis genes candidatos regulados pelo miR-451a relevantes na 

tumorigênese e ainda não validados experimentalmente: FMNL3, BUB1B, SPC25, KIF2A, 

PLEKHG2, BAK1, HMGB2, MEF2D, CDKN2B, HELLS, RRAGD, CSE1L. Nas duas 

linhagens celulares, o aumento da expressão do miR-451a após transfecção com miRNA 

mimético resultou na diminuição significativa (p<0,05) da expressão do gene SPC25. O 

ensaio de luciferase demonstrou a ligação do microRNA ao gene SPC2, confirmando que os 

gene SPC25 é alvo direto do miR-451a. Além disso, a restauração da expressão do miR-451a 

levou à diminuição de proliferação, migração e invasão nas linhagens celulares Hep 3B e 

PCL/PRF/5. Conclusão: O gene SPC25 foi identificado como um novo alvo do miR-451a e 

associado a CHC. Além disso, nossos achados indicam que o miR-451a está relacionado à 

tumorigênese e progressão do CHC, sendo sugerido como um potencial alvo para a terapia do 

CHC.  

 

 

Palavras chave: carcinoma hepatocelular; microRNAs; miR-451a; genes-alvo; vias 

moleculares; linhagens tumorais; validação funcional. 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Introduction: MicroRNAS (miRNAs) are small non-coding RNAs that and regulate the 

expression of genes associated with several biological mechanisms. miRNAs have been 

indicated as potential biomarkers for the diagnosis, prognosis and treatment of several types 

of cancer, including hepatocellular carcinoma (HCC). HCC is the fourth most common cause 

of cancer death and is often associated with poor prognosis, aggression, drug resistance and 

advanced diagnosis. Aim: To identify and experimentally validate the interaction between 

miRNA/target genes related to the HCC tumorigenesis process and contribute to the 

identification of molecular pathways relevant to tumor development. In addition, to verify the 

effect of changing the expression of the chosen miRNA in the cell proliferation, migration and 

invasion of the liver cancer cell lines. Material and Methods: The selection of miRNA was 

performed based on the analysis of previous data of our group and bioinformatic analyses. 

The identification of the target genes was performed using computational prediction tools 

(mirDIP and miRTarBase). The HCC cell lines (Hep 3B and PCL/PRF/5) were transfected 

with the selected miRNA mimic or negative control, in order to evaluate the expression of 

target genes (RT-qPCR). After transfection, the potential of cell proliferation (MTS), 

migration (wound healing) and invasion (transwell assay) of the cell lines was evaluated. 

Luciferase assay was used to confirm miRNA binding to the target gene. Results: miR-451a 

was selected for functional validation by being consistently detected as underexpressed in 

HCC from three databases (primary patient tumors, meta-analysis and TCGA). In silico 

analysis revealed 12 putative candidate genes regulated by miR-451a, relevant in HCC 

tumorigenesis and not yet experimentally validated:  FMNL3, BUB1B, SPC25, KIF2A, 

PLEKHG2, BAK1, HMGB2, MEF2D, CDKN2B, HELLS, RRAGD and CSE1L. In both cell 

lines, the increase in miR-451a expression by transfection of the mimic miRNA resulted in a 

significant decrease (p <0.05) of SPC25 gene expression. The luciferase assay demonstrated 

the binding of the microRNA to the SPC25 gene, confirming that the SPC25 gene is a direct 

target of miR-451a. Furthermore, the restoration of miR-451a expression led to decrease in 

cell proliferation, migration and invasion of the Hep 3B and PCL/PRF/5 cell lines. 

Conclusion: The SPC25 gene was identified as a new target of miR-451a. Moreover, our 

findings indicate that miR-451a is related to HCC tumorigenesis and progression, being 

suggested as a potential target for HCC therapy. 

 

 

Keywords: hepatocellular carcinoma; microRNAs; miR-451a; target genes; molecular 

pathways; tumor cell lines; functional validation. 
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CAPÍTULO I 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

Segundo dados da GLOBOCAN de 2018, exceto pelos tumores de pele não 

melanoma, o câncer de fígado é a quarta causa mais comum de morte por câncer e o sexto 

tipo de câncer mais frequente, com aproximadamente 782 mil óbitos a cada ano e 841 mil 

novos casos. Sua incidência é significativamente maior no sexo masculino, sendo o quinto 

câncer mais comum em homens (596.600 casos) e o nono em mulheres (244.500 casos). 

Além disso, o câncer de fígado é a segunda maior causa de morte por câncer no sexo 

masculino e o sexto no sexo feminino (1). A taxa de sobrevida relativa em cinco anos para 

pacientes com câncer de fígado avançado é de 18%, e para pacientes diagnosticados em 

estágio localizado da doença, é de 31% (2). Sua prevalência é mais elevada nos países com 

menor índice de desenvolvimento humano (IDH), concentrados principalmente na África 

Setentrional e Ocidental (Egito, Gâmbia, Guiné) e a Ásia Oriental e do Sudeste (Mongólia, 

Camboja e Vietnã) (1). Segundo a última atualização do Instituto Nacional de Câncer (INCA), 

em 2015 o câncer de fígado foi associado a 9.711 óbitos, sendo 5.647 homens e 4.063 

mulheres (3).  

Dentre os tumores primários do fígado, o carcinoma hepatocelular (CHC) é o 

tumor primário mais frequente, representando 75%-85% dos casos (1). O CHC é um tumor 

epitelial derivado das principais células do fígado, os hepatócitos. Possui parênquima 

constituído por células neoplásicas arranjadas em um padrão trabecular ou acinar em meio a 

pouca quantidade de estroma, fazendo com que sua consistência seja geralmente amolecida. 

Macroscopicamente, pode ser classificado em relação à forma, ao tamanho ou ao padrão de 

crescimento (4). O principal fator de risco é a cirrose hepática, cujos fatores predisponentes 

mais importantes são as infecções crônicas por vírus da hepatite B (VHB) e C (VHC), além 

do uso crônico de álcool (5–7). Outros fatores de risco relacionados ao desenvolvimento do 

CHC incluem exposição à aflatoxina, pesticidas, tabagismo, obesidade, diabetes tipo 2, 

doença hepática gordurosa não alcoólica, hepatite autoimune e cirrose biliar primária (5,6). 

 

1.1.Desenvolvimento da Doença 

 

Acredita-se que o desenvolvimento do CHC ocorra como um processo lento e de 

múltiplas etapas. A cirrose hepática tem sido fortemente correlacionada à patogênese do 

CHC, uma vez que, o CHC raramente ocorre em sua ausência. A cirrose é o estágio final da 

doença hepática crônica difusa, a qual é o resultado da desorganização difusa da arquitetura 
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hepática normal. Caracteriza-se por nódulos de regeneração cercados por tecido fibrótico 

denso, sendo as alterações difusas em todo o fígado. As etiologias mais comuns são: infecções 

por vírus da hepatite (B e C) e o uso crônico de álcool. Além disso, outras causas também 

podem estar relacionadas como: esteato-hepatite não alcoólica (NASH), doença hepática 

autoimune e distúrbios metabólicos (8).  

A ocorrência de lesões crônicas no fígado inicia um processo inflamatório na 

tentativa de regeneração hepática. Esse mecanismo proporciona condições favoráveis para 

ocorrência de alterações moleculares que levam a proliferação celular desenfreada e a inibição 

da apoptose. Como resultado dessas alterações, começam a surgir nódulos cirróticos pré-

neoplásicos apresentando displasia de baixo grau, denominados nódulos displásicos de baixo 

grau. Estes nódulos posteriormente evoluem para nódulos displásicos de alto grau que podem 

se transformar em CHC de estadiamento inicial (0 e A) e avançado (B e C). Transformações 

malignas em CHC podem ser provenientes de vários tipos celulares, incluindo hepatócitos 

maduros e células progenitoras. Na Figura 1, é possível observar uma representação do 

processo de desenvolvimento do CHC (9,10).  

 

 
Figura 1. Esquema representativo do processo de desenvolvimento do carcinoma hepatocelular. 

Imagem produzida utilizando o programa Biorender 2019 (https://biorender.com/). 

 

1.2.Biomarcador e tratamento da doença 

 

O diagnóstico do CHC pode ser realizado por meio de exames de imagem, 

marcadores tumorais e anatomopatológicos (11,12). O principal biomarcador para o CHC é a 

alfa-fetoproteína (AFP), uma alfa-1-gamaglobulina produzida nos hepatócitos fetais e saco 

vitelino, e que possui uma sensibilidade de 25%-65% dos casos (13). A elevação deste 

marcador é encontrada na maior parte dos casos de CHC onde os tumores possuem mais de 5 

cm de diâmetro. Entretanto, a AFP possui pequena especificidade, podendo estar elevada na 
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gravidez, nos tumores de origem gonadal e em pacientes com doença hepática crônica sem 

CHC incluindo hepatites virais crônicas e agudas (14). 

A melhor opção para o tratamento do CHC é o transplante do fígado. Entretanto, a 

pequena quantidade de doação de órgãos e a dificuldade de compatibilidade entre o doador e 

o paciente, tornam o transplante uma opção para poucos pacientes. Além disso, existe uma 

série de critérios que os pacientes precisam atender para serem considerados elegíveis para o 

transplante (15). Os critérios seguidos atualmente no Brasil, Critérios de Milão/Brasil, levam 

em consideração: pacientes cirróticos com nódulo único de no mínimo 2 cm e de até 5 cm, ou 

até 3 nódulos, sendo o maior de até 3 cm, sem invasão macrovascular ou metástases 

detectáveis (16). Tendo em vista esses critérios, apenas 15-30% dos pacientes podem passar 

pela cirurgia(15). 

Nos casos dos pacientes ilegíveis para a cirurgia por causa do tamanho do tumor, 

é possível executar a técnica de ablação tumoral na tentativa de prolongar a vida e, 

potencialmente, diminuir o tumor para permitir o transplante ou a ressecção. O tipo de 

ablação mais utilizada atualmente é a ablação por radiofrequência, na qual por meio de uma 

sonda é passada uma corrente de alta frequência que aquece o tumor e destrói as células 

tumorais. Em relação à quimioterapia sistêmica ou regional, o CHC mostra-se minimamente 

responsivo. Entre os quimioterápicos utilizados, os regimes baseados na Doxorrubicina 

parecem ter a maior eficácia, entretanto as taxas de resposta estão entre 20 a 30% e o impacto 

na sobrevida é considerado mínimo (15).  Atualmente, o Sorafenib (inibidor de tirosina 

quinase) é usado como terapia sistêmica padrão para o CHC, sendo indicada para pacientes 

com função hepática preservada, pacientes não operáveis e com neoplasias avançadas sendo 

para esses, uma terapia de primeira linha caso não possam utilizar terapias que são 

potencialmente mais eficazes (17). Além disso, o Nivolumab, uma inibidor de checkpoint 

imunológico tem sido utilizado em ensaios clínicos para tratamento do CHC (18).  

 

1.3.Alterações genéticas no CHC  

 

Entre as principais alterações genéticas está o aumento da expressão da 

telomerase, que ocorre em 90% dos casos de CHC. Os mecanismos de reativação da 

telomerase incluem: mutações do promotor TERT (54% -60%), amplificações gênicas em 

TERT (5% -6%), e inserção de VHB no promotor TERT (10% -15%). As mutações do 

promotor TERT são frequentemente associadas a mutações no gene CTNNB1, sugerindo 

cooperação entre a manutenção da telomerase e a via da β-catenina na tumorigênese hepática 
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(19,20). A via WNT-β-catenina é essencial na embriogênese fisiológica e controle metabólico 

no fígado. É a via oncogênica mais frequentemente ativada no CHC pela ativação de 

mutações no gene CTNNB1 (11% -37%) (21,22).  

Outras vias comumente alteradas são: do ciclo celular, a qual está alterada em 

pelo menos metade dos pacientes com CHC, com mutações frequentes no gene supressor 

tumoral TP53 (19,22,23); a via do retinoblastoma, que controla a progressão da fase G1 para 

S do ciclo celular e é inativada no CHC principalmente por deleção homozigótica de 

mutações no gene retinoblastoma 1 (RB1: 3-8% dos casos) ou no inibidor da quinase 

dependente de ciclina 2A (CDKN2A: 2% -12%) (24); e as vias de sinalização molecular RAS-

RAF-MAPK e fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) - AKT-mTOR, que estão frequentemente 

ativadas no CHC devido à ocorrência de amplificações genômicas dos genes FGF3, FGF4 e 

FGF19 (25). Além disso, complexos de remodelação da cromatina e reguladores epigenéticos 

também estão frequentemente alterados em CHC. Mutações somáticas recorrentes que 

inativam ARID1A e ARID2 foram identificadas em cerca de 10% dos CHCs. ARID1A e 

ARID2 pertencem à família de genes de remodelação da cromatina, codificando subunidades 

dos complexos SWI/SNF e são considerados genes supressores tumorais (26).  

Além de alterações genéticas, alterações epigenéticas, incluindo os microRNAs, 

estão envolvidas na carcinogênese hepatocelular. 

 

1.4. MicroRNAs como reguladores da expressão gênica  

 

Os microRNAs (miRNAs) são pequenos RNAs que possuem aproximadamente 

17-25 nucleotídeos de comprimento, não codificadores de proteínas, e que estão bem 

conservados entre diferentes organismos (27). Eles regulam a expressão gênica ligando-se 

principalmente à região 3’-UTR (não traduzida) do RNA mensageiro (RNAm) por homologia 

completa ou parcial, podendo, na maioria dos casos, ocasionar a inibição da tradução ou a 

degradação do RNAm (28). A ligação do miRNA com seu gene-alvo ocorre principalmente 

em uma região denominada seed. A região seed do miRNA, localizada na extremidade 5' da 

molécula, consiste de aproximadamente oito nucleotídeos; esta sequência será emparelhada 

com o RNAm alvo, para que o miRNA possa atuar em sua regulação pós-transcricional (29). 

Quando ocorre uma ligação completa entre o miRNA/gene-alvo, o RNAm é degrado;  quando 

essa ligação ocorre de maneira parcial, ocorre uma inibição da tradução (30). Além disso, 

existem relatos que o miRNA pode se ligar na região 5´UTR do RNAm e levar a uma ativação 

da tradução (31,32) (Figura 2).   
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Figura 2. Esquema representativo da regulação da expressão gênica por meio da ligação do miRNA 

com o RNAm. 

 

As sequências de miRNAs estão distribuídas por todo o genoma, localizando-se 

em regiões exônicas ou intrônicas, bem como locais intergênicos (33). A biogênese dos 

miRNAs começa com sua transcrição pela RNA polimerase II, a qual sitentiza uma molécula 

em forma de grampo (hairpin), e tem comprimento de até 1.000 nucleotídeos, denominado 

pri-miRNA (34). Após a transcrição, o pri-miRNA é clivado por um complexo proteico 

conhecido como microprocessador, que é constituído pela endonuclease RNase III Drosha e a 

proteína de ligação dupla ao RNA do gene da região crítica da síndrome DiGeorge 8 

(DGCR8). Essa clivagem resulta em um miRNA precursor (pré-miRNA) em forma de hairpin 

de ~70 a 100 nucleotídeos de comprimento.  Após a geração do pré-miRNA, a proteína de 

exportação Exportina-5 transporta os pré-miRNAs do núcleo para o citoplasma em um 

processo dependente de GTP.   

Uma vez no citoplasma, ocorerrá uma nova clivagem pela enzima RNase Dicer, 

na região do loop, originando um RNA de fita dupla (dsRNA), que tem aproximadamente 18 

a 22 nucleotídeos de comprimento. Esse dsRNA se dissocia dando origem ao miRNA maduro, 

de fita simples, o qual é incorporado ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC). 

O complexo RISC contém uma família de proteínas denominada Argonauta (AGO1 e AGO2) 

e uma proteína de ligação ao RNA (TRBP) (30).  

Nos mamíferos, a seleção da fita guia é ditada pela estabilidade termodinâmica, a 

fita menos estável na extremidade 5’ tem maior probabilidade de ser incorporada ao complexo 

RISC (miRNA maduro guia); o filamento remanescente (fita complementar passageira) 

geralmente é degradado.  No entanto, dados recentes de sequenciamento de miRNA, 

demonstram que um grande número de fitas complementares passageiras dos miRNAs não 

são degradados e sim expressos em concentrações semelhantes às suas fitas guias 

correspondentes (35). Estas observações sugerem que essas fitas complementares passageiras 
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também podem ser incorporadas ao complexo RISC. Consequentemente, uma sequência de 

miRNA pode produzir dois miRNAs maduros diferentes, cada um com alvos diferentes e, 

portanto, com funções biológicas distintas. Finalmente, o complexo RISC funciona como um 

guia para reconhecer os alvos de RNAm, baseados em regras de complementaridade, para 

regular o RNAm (36).  

Os avanços na descoberta dos miRNAs como reguladores da expressão gênica e o 

envolvimento destas moléculas na tumorigênese têm evidenciado os miRNAs como 

biomarcadores úteis no diagnóstico, prognóstico e como potenciais moléculas terapêuticas no 

câncer humano (37,38). Por constituírem moléculas muito pequenas e estarem associadas ao 

complexo proteico RISC, os miRNAs são estáveis e podem ser detectados em amostras 

clinicamente relevantes, tais como fluidos corporais, podendo assim ter grande potencial de 

utilização como biomarcadores em biópsias líquidas (39). 

Como os miRNAs possuem sequências pequenas e agem sem necessidade de 

pareamento completo, um único miRNA pode regular vários RNAms-alvo e vários miRNAs 

podem atuar de forma cooperativa para o controle de uma mesma molécula de RNAm (40). 

Análises computacionais sugerem que uma grande proporção (~50%) dos genes humanos 

pode ser regulada por miRNAs. Além disso, um mesmo miRNA pode regular centenas a 

milhares de RNAms com funções distintas. Assim, os miRNAs são capazes de regular genes 

que interagem em uma rede complexa envolvida na regulação de diferentes mecanismos (41). 

Os miRNAs estão envolvidos em uma variedade de processos biológicos, tais como o 

desenvolvimento embrionário, a diferenciação, a apoptose e a proliferação celular (42,43); 

estes processos estão relacionados com o desenvolvimento e a progressão do câncer (44–49). 

Na tumorigênese, os miRNAs podem atuar como supressores tumorais e/ou oncogenes (50–

54), regulando a expressão de vários genes associados a diversos tipos de tumores (55–58). 

 

1.5. microRNAs em CHC  

 

No processo de desenvolvimento do CHC já foram encontrados diversos miRNAs 

alterados interferindo em processos biológicos importantes para o estabelecimento e 

progressão tumoral, tais como: proliferação, apoptose, invasão, metástase, transição epitelial-

mesenquimal (EMT), angiogênese, resistência a medicamentos e autofagia. Além disso, 

diversos estudos têm mostrado as diferenças de expressão dos miRNAs e genes-alvo em CHC 

comparado com tecido hepático histologicamente normal, tumor vs. metástase, bem como 

alterações na expressão de miRNAs induzidas por tratamento antineoplásico (59–63).  
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O miR-122 é sabidamente o miRNA mais abundante no fígado e apresenta-se com 

expressão diminuída no CHC. Para compreender seu papel na carcinogênese hepática, Wang 

et al. (2016) utilizaram linhagens de CHC (HEP G2 e Huh7) e investigaram os efeitos do 

miR-122 (utilizando moléculas miméticas e inibidoras) na modulação de genes envolvidos no 

processo de transição epitélio-mesenquimal (TEM), como Wnt1, E-caderina, vimentina, β-

caderina, e N-caderina.  Ensaios com luciferase mostraram que Wnt1 é um alvo direto do 

miR-122. Adicionalmente, a indução de expressão do miR-122 nessas células promoveu a 

diminuição de expressão gênica e proteica de Wnt1, e de outros componentes da via como 

vimentina, β-caderina, e N-caderina. As células transfectadas com miR-122 também 

mostraram diminuição da proliferação celular, migração e invasão; enquanto que o grupo de 

células com inibidor de miR-122 mostraram efeito oposto, ou seja, aumento da proliferação, 

migração e invasão celular. Em conjunto, esses dados mostram que o papel supressor tumoral 

do miR-122 em CHC pode ser explicado pela modulação de genes da via Wnt/β-catenina, 

ativados no processo de TEM (64). 

Diversos outros miRNAs têm sido relatados com expressão alterada em CHC. O 

miR-300, por exemplo, tem expressão diminuída em CHC. Sua superexpressão em linhagens 

celulares de CHC (HEP G2, Hep 3B and Huh‑7 e HEK293T) induzida por transfecção de 

moléculas mimetizadoras, inibiu a proliferação celular, a formação de colônias e a progressão 

do ciclo celular das células de CHC. Além disso, o gene CREPT foi demonstrado como alvo 

direto do miR-300, pelo ensaio de luciferase, e pode estar relacionado com o processo de 

desenvolvimento e progressão do CHC por meio da via Wnt/β-catenina (65). Outro miRNA 

com expressão diminuída no CHC é o miR-30b-3p, correlacionado com menor sobrevida 

global. A superexpressão do miR-30b-3p em linhagens celulares de CHC (Huh7 e HEP G2) 

diminuiu a viabilidade celular, proliferação, migração e invasão. Além disso, o gene TRIM27 

mostrou-se alvo direito do miR-30b-3p e pode agir na tumorigênese do CHC por meio da via 

de sinalização TRIM27/PI3K/AKT (66). 

 

1.6. Validação funcional de miRNAs 

 

Na tentativa de obter informações sobre a função dos miRNAs, diversos 

algoritmos computacionais foram desenvolvidos para predição de genes-alvo potencialmente 

regulados por miRNAs. Entretanto, os dados fornecidos por esses programas possuem viés 

em suas análises e uma grande taxa de resultados falsos positivos, pois têm como base poucas 

interações conhecidas de miRNA/genes-alvo (67). Além disso, algoritmos disponíveis têm 



10 
 

como principal parâmetro a homologia entre a região seed do miRNA e as sequências dos 

genes-alvo, entretanto, não é necessária a complementaridade perfeita entre essas regiões 

(68). Dados obtidos por imunoprecipitação de miRNA contendo complexos de 

ribonucleoproteínas mostraram que apenas 30-45% dos miRNAs contêm a região seed 

perfeitamente correspondentes à região 3´UTR de RNAms-alvo (69,70).  

A validação funcional de miRNAs é essencial para comprovar que a ligação de 

um miRNA com um RNAm-alvo específico ocorre, efetivamente, levando à regulação da 

expressão gênica (71). A análise de validação funcional de miRNAs e genes-alvo candidatos 

envolve algumas etapas. De forma geral, a primeira etapa é a aplicação de métodos de 

análises computacionais, os quais fornecem dados de predição da ocorrência de interação 

entre um ou mais miRNAs e genes-alvo. Na etapa seguinte é necessário verificar se o gene é 

um alvo verdadeiro do miRNA; para tal, a indução do aumento da expressão do miRNA 

levará à diminuição do nível de expressão do gene-alvo, e a inibição ou silenciamento do 

miRNA levará ao aumento da expressão do gene-alvo (72). Entre as abordagens disponíveis 

para a validação de interações entre miRNAs e genes-alvo está a utilização de moléculas 

miméticas (miRNA mimics) para restaurar a expressão de miRNAs ou moléculas inibidoras 

(miRNA inhibitors) para silenciar a expressão de miRNAs, seguida da aplicação de ensaios 

com o uso de fluorescência, tal como o ensaio da luciferase. Tais ensaios permitem verificar a 

ocorrência ou não de ligação direta entre um miRNA e um gene-alvo específico (71). 

 

2. JUSTIFICATIVA 

 

O carcinoma hepatocelular (CHC) está entre as neoplasias de alta complexidade 

no diagnóstico, prognóstico e tratamento. Apesar dos avanços do conhecimento sobre a 

biologia tumoral do CHC, seus mecanismos de desenvolvimento e progressão ainda não estão 

completamente elucidados. A alteração da expressão de miRNAs pode levar a desregulação 

de um grande número de genes associados ao processo de tumorigênese. A maioria dos 

estudos publicados na literatura identifica genes-alvo regulados por miRNAs utilizando 

estratégias de análise computacional (in silico). Embora tais análises sejam válidas para a 

identificação de genes-alvo envolvidos na tumorigênese, não são suficientes para demonstrar 

a ocorrência efetiva dessa regulação. Portanto, frente à escassez de dados experimentais, faz-

se necessária a realização de estudos de validação experimental que comprovem a ligação 

específica de miRNAs com genes-alvo identificados. Além disso, a análise do efeito da 

superexpressão ou diminuição de um miRNA nos processos de migração e invasão celular é 
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essencial para demonstrar o efeito dos miRNAs na progressão do câncer. Portanto, estudos 

como o aqui proposto constituem um componente importante para compreensão da ocorrência 

de interação entre miRNAs e genes-alvo específicos, uma vez que fornecem evidências 

funcionais de regulação gênica. 
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OBJETIVOS ALCANÇADOS E CONCLUSÃO 

 

A avaliação do efeito do miR-451a na reprogramação metabolômica em células de 

carcinoma hepatocelular (PLC/PRF/5) demonstrou que houve um acúmulo de calcitriol, 

forma ativa da vitamina D, nas células transfectadas com o mimético do miR-451a em 

comparação ao controle. Além disso, o gene que codifica a enzima que catalisa a degradação 

do calcitriol, CYP24A1, teve uma diminuição significativa de expressão (p<0,05) após 

transfecção do mimético do miR-451a, demonstrando que esse gene é um provável alvo do 

miR-451a. Conclusão: Demonstramos que a restauração da expressão do miR-451a leva ao 

acumulo de calcitriol na linhagem  celular PLC/PRF/5 e que o gene CYP24A1 é um potencial 

alvo do miR-451a. Assim, uma característica da tumorigênese hepática pode ser a perda de 

calcitriol devido à desregulação do miR-451a. 




