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RESUMO

Devido ao estilo de vida da populagdo, os casos de doencas gordurosas hepaticas assumem
proporcOes alarmantes, caracterizando-as como um grave problema de salde puablica. A
esteatose hepatica é definida pelo acumulo de triglicerideos e esteres de colesterol em mais de
5% do peso total do 6rgdo. Essa doenca geralmente aparece associada com a resisténcia a
insulina, obesidade, diabetes do tipo 2 e outras sindromes metabolicas como dislipidemias. O
acumulo lipidico ocorre pelo desequilibrio entre a aquisicdo e a liberagéo lipidica, processos
regulados pela absorgéo de lipideos circulantes, lipogénese de novo, oxidagao de &cidos graxos
e exportacdo de lipideos. Esse desbalanco metabolico no uso das fontes energéticas pode
acarretar quadros clinicos mais graves tais como esteatohepatite, cirrose e até mesmo o
hepatocarcinoma. A prevaléncia mundial de casos de esteatose hepatica é de 25% da populacao.
Nesse contexto, o estudo das particularidades moleculares do metabolismo lipidico e sua
correlacdo com o desenvolvimento do quadro hepatico esteatotico assume posicao de destaque,
considerando-se que um tratamento eficaz para a reversdo ou controle da esteatose ainda néo
estd disponivel. Paralelamente, nos ultimos anos, microRNAs vém sendo apontados como
elementos reguladores da expressao génica em nivel pés-transcricional e estudos apontam a
utilizacdo deles no desenvolvimento de terapias inovadoras e diagnosticos ndo-invasivos.
Dentro desse contexto, o microRNA-1914-5p se destaca pela sua atuacdo funcional na
modulacdo de elementos centrais do metabolismo lipidico em células estreladas hepaticas,
reforcando seu papel no metabolismo hepatico. Assim sendo, a funcionalidade do microRNA-
1914-5p foi estudada no processo pro-esteatotico em linhagem de hepatdcitos HepG2. Para
iss0, 0 estabelecimento de um modelo celular pré-esteatético, analises de perfil lipidico e dos
niveis transcricionais de genes envolvidos no metabolismo lipidico e analise protebmica foram
realizados. Nas células onde ha um aumento da quantidade do microRNA-1914-5p, h4d um
aumento no acumulo lipidico e nos niveis transcricionais de genes importantes da lipogénese
de novo. Por sua vez, a inibicdo do microRNA-1914-5p também apresenta aumento no acimulo
lipidico, mas ndo ha grandes modulacGes em genes importantes nesse processo. Além disso, as
analises protedmicas indicam vias de metabolismo energético e vias epigenéticas ativadas em
ambos, sendo que a inibicdo do microRNA-1914-5p apresenta proteinas com funcdes
sistémicas opostas. Dessa forma, é possivel observar que o aumento do microRNA-1914-5p
pode piorar o quadro pro-esteatotico, enquanto a inibicao dele estaria atuando na manutencéo
do quadro. Nesse contexto, 0s resultados obtidos indicam que o microRNA-1914-5p é um
importante regulador da lipogénese de novo no metabolismo lipidico.

Palavras-chave: Esteatose hepatica. Células HepG2. Metabolismo lipidico.



ABSTRACT

Due to the lifestyle of the population, cases of fatty liver disease assume alarming proportions,
characterizing them as a serious public health problem. Liver steatosis is defined by the
accumulation of triglycerides and cholesterol esters in more than 5% of the total weight of the
organ. This disease usually appears associated with insulin resistance, obesity, type 2 diabetes
and other metabolic syndromes such as dyslipidemias. Lipid accumulation occurs due to the
imbalance between lipid acquisition and release, processes regulated by the absorption of
circulating lipids, lipogenesis de novo, oxidation of fatty acids and export of lipids. This
metabolic imbalance in the use of energy sources can lead to more severe clinical conditions
such as steatohepatitis, cirrhosis and even hepatocarcinoma. The worldwide prevalence of cases
of hepatic steatosis is 25% of the population. In this context, the study of the molecular
peculiarities of lipid metabolism and its correlation with the development of the steatotic liver
condition assumes a prominent position, considering that an effective treatment for the reversal
or control of steatosis is not yet available. In parallel, in recent years, microRNAs have been
identified as regulatory elements of gene expression at the post-transcriptional level and studies
have pointed out their use in the development of innovative therapies and non-invasive
diagnoses. Within this context, microRNA-1914-5p stands out for its functional role in
modulating central elements of lipid metabolism in hepatic stellate cells, reinforcing its role in
hepatic metabolism. Therefore, the functionality of microRNA-1914-5p was studied in the pro-
steatotic process in HepG2 hepatocyte lineage. For this, the establishment of a pro-steatotic cell
model, analyzes of lipid profile and transcriptional levels of genes involved in lipid metabolism
and proteomic analysis were performed. In cells where there is an increase in the amount of
microRNA-1914-5p, there is an increase in lipid accumulation and in the transcriptional levels
of de novo lipogenesis genes. In turn, the inhibition of microRNA-1914-5p also shows an
increase in lipid accumulation, but there are no major modulations in important genes in this
process. In addition, proteomic analysis indicates energy metabolism pathways and epigenetic
pathways activated in both, and the inhibition of microRNA-1914-5p presents proteins with
opposite systemic functions. Thus, it is possible to observe that the increase in microRNA-
1914-5p may worsen the pro-steatotic condition, while its inhibition would be acting in
maintaining the condition. In this context, the results obtained indicate that microRNA-1914-
5p is an important regulator of lipogenesis de novo in lipid metabolism.

Keywords: Liver steatosis. HepG2 cells. Lipid metabolism.
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1 INTRODUCAO.
1.1 O figado e as doencas hepaticas.

O figado, considerado a maior glandula e o segundo maior 6rgdo do nosso organismo,
possui uma arquitetura em I6bulos hexagonais, que permite o desempenho de muitas funcdes
importantes no equilibrio celular e na homeostase do organismo (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013; RUI, 2014; TARASENKO; MCGUIRE, 2017). Dentre as funcdes metabdlicas mais
importantes estdo a metabolizacdo de carboidratos, aminoacidos e gorduras, a oxidacdo de
acidos graxos, o controle dos niveis de colesterol, a ureagénese e a desintoxicacéo de residuos
enddgenos e xenobioticos. Além disso, por receber 30% do volume sanguineo total por minuto,
o figado também pode atuar como imunovigilante, sendo também conhecido pela producdo de
proteinas de fase aguda em respostas inflamatorias, além de dar suporte aos sistemas digestorio
e hematopoiético (KOO, 2013; GORDILLO; EVANS; GOUON-EVANS, 2015; ROBINSON;
HARMON; O’FARRELLY, 2016; PREZIOSI; MONGA, 2017; TARASENKO; MCGUIRE,
2017). Os processos que resultam nas fungdes metabdlicas sdo regulados por mecanismos
alostéricos, transcricionais e pds-transcricionais mediados por hormonios, fatores de transcrigédo
e metabolitos celulares (AGUILERA-MENDEZ et al., 2013). Particularmente, o figado é
constituido pelos hepatdcitos (células epiteliais, que constituem 80% do volume do 6rgéo),
pelas células endoteliais e pelas células ndo-parengquimatosas associadas ao figado que incluem
as células de Kupffer (KC), células dendriticas e células estreladas hepéaticas (HSC) (Figura 1)
(SENOO et al., 2010; HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN, 2011; GORDILLO; EVANS;
GOUON-EVANS, 2015). Considerando ser o 6rgdo de maior exposi¢do tdxica do organismo,
o figado possui uma capacidade Unica de se regenerar. Entretanto, uma constante exposicao
toxica pode suplantar a capacidade regenerativa e auxiliar no desenvolvimento de diversas
doencas hepaticas (GORDILLO; EVANS; GOUON-EVANS, 2015; PREZIOSI; MONGA,
2017).
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Figura 1. Esquema histolégico do figado. HSC — células estreladas hepéticas, KC — células de Kupffer.
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Adaptado de Hernandez-Gea; Friedman (2011).

Infelizmente, o nUmero de pessoas acometidas pelos problemas hepéticos é crescente, 0
gue se caracteriza como grave problema de sadde publica e responsavel pela nona causa de
morte em paises de renda média-baixa e média-alta (WHO, 2016). As doencas hepaticas, entre
as quais as hepatites virais, esteatoses, cirrose e hepatocarcinoma, podem ser decorrentes de
injarias oriundas de diferentes etiologias tais como pela agdo de virus, alcool, mé alimentacéo,
desordens metabdlicas, parasitas, toxicidade por drogas, entre outros, mas que apresentam
como caracteristica comum o desenvolvimento de quadros de fibrose hepatica (ZHAO et al.,
2014; BATALLER; GAO, 2015; WALLACE; MANN; FRIEDMAN, 2015).

A esteatose hepatica, também denominada como doenca gordurosa do figado, € definida
guando mais que 5% do peso total do 6rgdo € correspondente a triglicerideos e ésteres de
colesterol. Geralmente, aparece associada com a resisténcia a insulina, obesidade, diabetes do
tipo 2 e/ ou com outras anormalidades metabdlicas como dislipidemia. O acimulo de lipideos
ocorre em associacdo com a injuria lipotoxica causada por elevados acidos graxos livres,
colesterol livre e outros metabdlitos lipidicos no tecido hepatico. Ademais, outros mecanismos
podem ser ativados como a disfungdo mitocondrial com o estresse oxidativo e o estresse do
reticulo endoplasméatico (FERRAMOSCA; ZARA, 2014; ENOMOTO et al., 2015; ANANIA
et al., 2018; CAIl; ZHANG; LI, 2018). Antigamente, a esteatose era conhecida por ser

ocasionada exclusivamente pelo consumo excessivo de alcool. Entretanto, atualmente é de
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conhecimento que varios tipos de estimulos podem resultar na resposta metabolica encontrada
nessa condicdo. Sendo assim, atualmente ela € dividida em esteatose hepatica alcodlica
(alcoholic fatty liver disease - AFLD) e esteatose hepatica ndo-alcoolica (non-alcoholic fatty
liver disease - NAFLD) (WOBSER et al., 2009; LAKSHMAN et al., 2015). A estimativa mais
precisa da prevaléncia de casos de NAFLD e esteatohepatite ndo-alcodlica (non-alcoholic
steatohepatitis — NASH) no mundo é de 24% a 25% da populacdo mundial, sendo que de acordo
com Younossi et al. (2016) e Younossi et al. (2017) as maiores taxas estdo presentes na América
do Sul (31%) e no Oriente Médio (32%), seguidos pela Asia (27%), Estados Unidos da América
(24%) e Europa (23%) (ARAUJO et al., 2018; CAI; ZHANG,; L1, 2018).

A presenca de NAFLD em adultos, criancas e adolescentes e a possibilidade da piora
do quadro clinico do paciente, que pode progredir a quadros de cirrose e até hepatocarcinoma
demonstra a importancia de pesquisas nessa area, considerando-se que detalhes dos
mecanismos responsaveis pela patogénese ainda ndo estdo completamente esclarecidos
(FERRAMOSCA; ZARA, 2014; ANANIA et al., 2018). Antigamente, entendia-se que 0
desenvolvimento da NAFLD se dava por uma teoria nomeada de dois hits ou etapas. Nessa
teoria, a primeira etapa seria representada pela sensibilizacdo do 6rgdo ocasionado pelo
aumento da gordura hepatica através do acimulo de triglicerideos e resisténcia a insulina. A
segunda etapa incluiria a acdo de citocinas inflamatdrias, adipocinas, disfuncdo mitocondrial e
estresse oxidativo, podendo ocorrer o desenvolvimento de necroinflamagéo e fibrogénese.
Entretanto, com as tecnologias e estudos atuais, 0s pesquisadores entenderam que essa teoria €
muito simplista para o esclarecimento da progressao complexa da patologia e uma nova teoria
foi estabelecida (BETTERMAN; HOHENSEE; HAYBAECK, 2014; BUZZETTI; PINZANI;
TSOCHATZIS, 2016; FANG et al., 2018). A teoria de maltiplos hits ou etapas indica que
fatores ambientais agem em conjunto com predisposi¢Oes genéticas para a indugdo de NAFLD.
Essas etapas podem incluir como fatores o acumulo de gordura, a resisténcia a insulina, ativacdo
de vias inflamatorias, a secrecdo de horménios do tecido adiposo, fatores nutricionais,
microbiota intestinal e fatores genéticos e epigenéticos (BUZZETTI; PINZANI,
TSOCHATZIS, 2016; CAIl; ZHANG; LI, 2018; FANG et al.,, 2018; SELVAKUMAR,;
KABBANY; ALKHOURI, 2018). Dentre esses fatores, a resisténcia a insulina se destaca como

um dos fatores chave auxiliando na diminuicéo da lipogénese de novo e aumentando a lipdlise
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do tecido adiposo, dessa forma, aumentando o fluxo de &cidos graxos para o figado
(BUZZETTI; PINZANI; TSOCHATZIS, 2016). Além disso, a presenca de mecanismos
inflamatdrios, como o perfil alterado de adipocinas, a alta producéo do fator de necrose tumoral
o (TNF-a), da proteina de quimioatragdo de mondcitos (MCP1) e de interleucina 6 (IL6), em
conjunto com o inicio de uma resposta fibrosante no tecido leva a progressédo de um quadro de
NAFLD para um quadro de NASH (ROSSO et al., 2014). Um ponto que ambas as teorias do
desenvolvimento de NAFLD tém em comum é o entendimento que a simples esteatose € a base
para 0 desenvolvimento e progressio de NASH (BETTERMANN; HOHENSEE;
HAYBAECK, 2014).

No Brasil, a mudanca no estilo de vida populacional aumentou o nimero da prevaléncia
de obesos. Junto a isso, a cultura brasileira de consumo alcodlico pode acarretar alta
predisposicdo ao desenvolvimento dessas doencas hepaticas crénicas como esteatose (NADER;
MATTOS; BASTOS, 2014; BARROS et al., 2017). A obesidade é considerada por muitos
como o principal fator desencadeador de doencas gordurosas hepaticas e varios estudos
demonstram essa alta correlacdo entre a obesidade e a presenca de NAFLD/NASH (SEIXAS,
2010; ARSLAN, 2014; COREY; KAPLAN, 2014; CHALASANI etal., 2017; BARROS et al.,
2017; ARAUJO et al. 2018; ANANIA et al., 2018). Além disso, a presenca de NAFLD e NASH
aumenta o risco do desenvolvimento de doencas cardiometabdlicas; e criancas e adolescentes
que apresentam a esteatose, tem um aumento no risco de morte ou necessidade de transplante
14 vezes maior na vida adulta (CAI; ZHANG,; LI, 2018; UTZ-MELERE et al., 2018). Estudos
ainda apontam que a maioria dos pacientes com quadros de doenca hepatica gordurosa primaria
podem desenvolver uma piora no quadro clinico, com o aparecimento de fibrose e cirrose, que
podem aumentar as taxas de mortalidade (SEIXAS, 2010; STAL, 2015; ARAUJO et al., 2018).

Apesar de ter uma incidéncia global e uma grande importancia médica, o diagndstico de
NAFLD pode se basear em técnicas de imagem ou mais precisamente pela biépsia do figado.
A bidpsia hepatica consiste no diagnéstico mais completo, entretanto, ndo € facilmente aceita
pelos pacientes e por alguns medicos. Ademais, ndo é de consenso geral em como realizar o
melhor tratamento farmacoldgico da esteatose. Atualmente, intervengdes no estilo de vida do
paciente sdo o pilar para manutencdo do quadro. Assim sendo, uma nutricdo balanceada e a

perda moderada de peso sdo considerados a melhor abordagem terapéutica (ROMERO-
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GOMEZ; ZELBER-SAGI; TRENELL, 2017; ANANIA et al., 2018; DUMITRASCU:;
NEUMAN, 2018). Nesse contexto, investigar aspectos celulares e moleculares do processo
esteatdtico e sua correlacdo com o metabolismo lipidico é pertinente na busca de um melhor

detalhamento molecular e sistémico.

1.2 Aesteatose hepatica e a correlagdo com o metabolismo lipidico.

O figado controla diversos aspectos do metabolismo e no que se refere ao metabolismo
de lipideos, o 6rgao assume posi¢do impar, considerando sua funcdo principal na sintese de
acidos graxos, colesterol e hormonios esteroides, na producédo de corpos cetnicos, na formacao
de triacilglicerdis para originar apolipoproteinas especificas como lipoproteinas de densidade
muito baixa (VLDL) e na oxidacdo dos acidos graxos (SILVERTHORN, 2010; NELSON;
COX, 2014). Quando h& um desbalango metabdlico crbnico, quando o 6rgdo enfrenta por um
tempo prolongado altas quantidades lipidicas oriundas da alimentacdo ou alta quantidade de
acetil-CoA proveniente do metabolismo do alcool, podem-se estabelecer as doencas gordurosas
hepaticas (MOUSTAFA et al., 2012; JUAREZ-HERNANDEZ et al., 2015).

Os acidos graxos (AGs) se apresentam em estruturas diversas que variam de acidos
graxos simples saturados a moléculas complexas. Podem atuar como moldes biol6gicos em
paredes e membranas celulares, além de atuarem em varios processos celulares importantes
como homeostase energética, proliferacdo celular, modificacdo proteica por fosforilacdo e
ubiquitinagdo, regulagdo da atividade de fatores de transcricdo e sinalizagdo em diferentes
processos celulares através de metabolitos primarios e secundarios como biotina, acido lipoico,
entre outros (JUMP; TRIPATHY; DEPNER, 2013; BELD; LEE; BURKART, 2015; JUAREZ-
HERNANDEZ et al., 2015). O figado obtém os acidos graxos livres de trés diferentes fontes:
a absorcgéo de acidos graxos livres do sangue, a absorcdo de remanescentes de quilomicrons e/
ou da lipogénese de novo (CANBAY; BECHMANN; GERKEN, 2007; MASHEK, 2013;
NASSIR et al., 2015; PERLA et al., 2017). O acumulo de lipideos no figado ocorre pelo
desequilibrio entre a aquisicéo e a liberagéo lipidica, processos que sao regulados pela absorgéo
de lipideos circulantes, lipogénese de novo, oxidacdo de acidos graxos e a exportacdo de

lipideos em forma de VLDL (IPSEN; LYKKESFELDT; TVEDEN-NYBORG, 2018). A
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absorcdo dos acidos graxos ocorre atraves do transporte de proteinas transportadoras de acido
graxo (FATPs), pela acido graxo translocase (CD36) ou por difusdo. Por sua vez, a
movimentacao dos &cidos graxos no interior celular ocorre pelo auxilio das proteinas ligadoras
de &cido graxo (FABPs). Dentro da lipogénese de novo, ao comparar pacientes com acumulo
lipidico e pacientes saudaveis, 0s primeiros apresentam porcentagem maior do processo
realizado no figado (NASSIR et al., 2015). O processo de obtencdo dos acidos graxos € dividido
em trés etapas: a sintese de acidos graxos, o alongamento e dessaturacdo dos acidos graxos e a
producdo de triglicerideos (KOO, 2013; NASSIR et al., 2015; SOFTIC; COHEN; KAHN,
2016).

Em condicBes normais, as células hepaticas utilizam o piruvato, para alimentar o ciclo
do acido citrico (TCA) na mitocondria. No interior celular, a piruvato desidrogenase atua
convertendo o piruvato em acetil-CoA, que pode ser utilizado para a produgdo de energia.
Entretanto, quando o armazenamento energético esta completo, ocorre acimulo de citrato
dentro da mitocondria. Esse citrato é transportado para o citoplasma e convertido em acetil-
CoA pela enzima adenosina trifosfato citrato liase (ACLY), sendo esse 0 primeiro passo para a
sintese de acido graxo enddgena (Figura 2) (NASSIR et al., 2015; ROHRIG; SCHULZE, 2016;
SOFTIC; COHEN; KAHN, 2016). Além disso, o citrato é ativador alostérico da enzima acetil-
CoA carboxilase (ACC), que é responsavel pela conversdo de acetil-CoA em malonil-CoA pela
adicdo de COz na reacdo de carboxilagdo. Malonil-CoA ¢ a fonte priméria de carbono utilizada
para a sintese de &cido graxo. Em seguida, a enzima acido graxo sintase (FASN) utiliza o
malonil-CoA para aumentar a cadeia carbdnica formando um é&cido graxo de 16 carbonos
conhecido como &cido palmitico. Ademais, quando as taxas de lipogénese de novo sdo altas e
ha o acumulo de malonil-CoA, ele pode atuar na inibicdo da atividade das carnitinas
palmitoiltransferases (CPTs), enzimas importantes no transporte de cadeias acilas para a [3-
oxidacdo mitocondrial, impedindo que a célula realize um ciclo fatil (NASSIR et al., 2015;

ROHRIG; SCHULZE, 2016; SOFTIC; COHEN; KAHN, 2016).
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Figura 2. Lipogénese de novo hepética.
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O é&cido palmitico produzido pela FASN pode ser metabolizado em diferentes acidos
graxos e também pode atuar como regulador, pois em altas concentragdes de palmitato, a
enzima ACC ¢ inibida alostericamente, o que pode reduzir a lipogénese de novo. Ao ser
catalizado pela enzima elongadora de cadeias muito longas de acidos graxos 6 (ELOVL6), o
palmitato pode ser alongado em um &cido graxo de 18 carbonos, conhecido como &cido
estearico ou para acidos graxos mais longos. Tanto palmitato quanto o estearato podem ser
dessaturados para a formacéo de palmitoleato (16:1) e oleato (18:1) pela enzima estearoil-CoA
dessaturase (SCD1). Essa enzima tem a capacidade de converter acidos graxos saturados em
monoinsaurados (MASHEK, 2013; AMEER et al.,, 2014; ROHRIG; SCHULZE, 2016;
SOFTIC; COHEN; KAHN, 2016).

Outras enzimas elongases e dessaturases também contribuem para a formacé&o de acidos
graxos maiores e complexos como o acido araquidonico (20:4). As elongases e as dessaturases
atuam em acidos graxos diferentes, segundo a especificidade de cada uma. Enquanto as
ELOVLI1, ELOVL3, ELOVL6 e ELOVLY utilizam como substrato os acidos graxos saturados

e monoinsaturados, as ELOVL2 e ELOVL5 utilizam como substrato os &acidos graxos
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poliinsaturados e a ELOVL4 alonga os acidos graxos saturados e &cidos graxos poliinsaturados
muito longos. Por sua vez, as dessaturases de acidos graxos 1 e 2 (A5 e A6 dessaturases,
respectivamente) geram como produtos finais acidos graxos poliinsaturados 6mega-6 e d6mega-
3 (JUMP, 2009; PARK et al., 2018). Além dessas enzimas, as acil-CoAs sintetases (ACS)
estdo envolvidas neste metabolismo pela atuacdo na ativagdo dos acidos graxos e regulacdo da
incorporacdo de triacilgliceréis (NGUYEN et al., 2008; MASHEK, 2013; NELSON; COX,
2014).

Uma vez que os acidos graxos foram sintetizados, alongados e dessaturados, eles podem
seguir para a via de esterificacdo em cadeias de glicerofosfato para formar lipideos mais
complexos, como os triglicerideos (SOFTIC; COHEN; KAHN, 2016). A primeira etapa da
formacédo de triacilglicerois ocorre com a enzima glicerol-3-fosfato aciltransferase (GPAT), que
possui como funcdo adicionar grupos acil-CoA em glicerol-3-fosfato para a formacao de &cido
lisofosfatidico (LPA) (Figura 2). Em seguida, para a producdo de acido fosfatidico (PA), a
enzima l-acilglicerol-3-fosfato aciltransferase (AGPAT) adiciona um segundo acil-CoA na
cadeia carbbnica. O acido fosfatidico pode ser utilizado para a producdo de fosfatidilinositol e
fosfatidilglicerol, ou pode ser utilizado para a producdo de 1,2-diacilglicerol pela
desfosforilacdo da enzima lipina 1 (LPIN1). O passo final da reacdo ocorre com a enzima
diacilglicerol aciltransferase (DGAT), que converte o diacilglicerol gerado em triacilglicerol.
Ao finalizar sua formagdo, os triacilgicerois sdo armazenados em goticulas lipidicas citosdlicas
(MASHEK, 2013; SOFTIC; COHEN; KAHN, 2016).

Paralelamente, a via metabdlica da lipogénese de novo possui reguladores
transcricionais chaves que em conjunto coordenam a expressao dos genes lipogénicos. Dentre
eles estdo os fatores de transcricdo proteina 1C de ligagdo ao elemento regulatério de esterol
(SREBP1c) e proteina de ligagdo ao elemento responsivo ao carboidrato (ChREBP). Ambos
regulam a expressao de genes lipogénicos em resposta a insulina e a glicose, respectivamente.
Além de ambos, os fatores de transcricdo receptores hepaticos X (LXRs) sdo de grande
importancia, pois além de regularem o metabolismo de colesterol, sdo essenciais para o controle
transcricional de SREBP1c, ChREBP e enzimas chaves da via metabdlica como FASN e SCD1
(POSTIC; GIRARD, 2008; MASHEK, 2013). Os fatores de transcri¢do receptores ativadores

da proliferacdo de peroxissomos (PPARs) também atuam no metabolismo de &cidos graxos
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podendo regular a expressdo de genes importantes como CD36, FABP1 e ACSLs, além de
aumentarem a lipogénese de novo principalmente em pacientes com NAFLD (MASHEK,
2013).

Interessantemente, analises de bioinformatica em bancos de dados (miRBase,
TargetScan, miRDB, entre outros) apontam que muitos dos RNAs mensageiros (MRNAS) das
enzimas acima mencionadas (FASN, DGAT1, ACC1, LPIN1, MLYCD, SCD1, CPT1B,
CPT1C, PPARGC1p, PPAR®) apresentam sitios putativos de interacdo ao miRNA-1914-5p, o
que reforca ainda mais seu papel como um potencial modulador do metabolismo lipidico.

Segundo Moustafa et al. (2012), Schwabe e Maher (2012) e Ipsen, Lykkesfeldt e
Tveden-Nyborg (2018), a homeostase hepatica lipidica é uma determinante fundamental no
aparecimento de doencas hepaticas, que pode ser comprometida por um desbalanco entre 0s
diversos tipos de lipideos presentes no tecido, frente a ingestdo inadequada de alimentos, alcool
e mesmo pela sindrome metabolica. Estudos mais recentes indicaram, por exemplo, que a
ingestdo de &cidos graxos poliinsaturados n-3 (6mega 3) é responsavel pela limitacdo da
deposicdo de triglicerideos no tecido hepatico. Todavia, a auséncia dos mesmos da dieta em
conjunto com um aumento na razao entre os acidos graxos n-6/ n-3 (émega 6/ 6mega 3) pode
induzir a doenca gordurosa hepatica ou outras doencas cronicas (FERRAMOSCA; CONTE;
ZARA, 2011). Além disso, a presenca dos acidos graxos poliinsaturados tem um papel especial
na regulacdo negativa do transportador mitocondrial de citrato (CIC), sensor para mudancas
que ocorrem na lipogénese hepatica. Esse fato indica uma correlacdo entre a mitocéndria e as
reacOes citosdlicas (FERRAMOSCA et al., 2006; FERRAMOSCA; ZARA, 2014). Em outros
estudos, a presenca de acidos graxos livres, especialmente os saturados e 0s monoinsaturados
apresentaram um aumento na inducdo da condicdo esteatética no tecido (WANG; WEI,
PAGLIASSOTTI, 2006; LEAMY; EGNATCHIK; YOUNG, 2013; FERRAMOSCA; ZARA,
2014). Ademais, Thompson e colaboradores (2016) demonstraram que uma dieta baseada em
gordura pode apresentar consequéncias a longo termo. Em um estudo com ratos, ao alimentar
as maes com uma dieta altamente gordurosa, os pesquisadores observaram que alguns
individuos da prole adulta destas maes apresentavam desenvolvimento de fibrose e NAFLD
(THOMPSON et al., 2016). Pelo exposto, observa-se uma estreita correlacdo entre o

metabolismo lipidico e a presenga de esteatose, mas 0s aspectos moleculares que sustentam
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esse metabolismo e que poderdo futuramente subsidiar inovacgdes terapéuticas ainda ndo estdo

bem esclarecidos.

1.3 MicroRNAs e a modulacdo na homeostase celular hepatica.

Nos ultimos anos, estudos apontam a potencial utilizacdo de microRNAs (miRNAS) no
desenvolvimento de terapias inovadoras e diagnosticos ndo-invasivos (SCHMIDT, 2014,
WANG; CHEN; TONG, 2014; SCHWARZENBACH, 2015; RUPAIMOOLE; SLACK, 2017).
MiRNAs sdo pequenas moléculas de RNAs endogenos nédo codificantes, contendo de 18 a 23
nucleotideos, que regulam a expressdo de genes em niveis pos-transcricionais (VAN ROOIJ;
KAUPPINEN, 2014; LOOSEN et al., 2017). Os miRNAs podem ser sintetizados por vias
candnicas ou por vias ndo-candnicas. Na via canénica os miRNAs sdo transcritos pela RNA
polimerase Il e resultam em um transcrito primario de miRNA (pri-miRNA) (Figura 3). Esse
transcrito é processado dentro do nucleo celular por um complexo enzimatico nomeado de
Microprocessador composto pelas enzimas Drosha e DGCR8 (Di George syndrome critical
region gene 8). O resultado desse processamento é um miRNA precursor (pré-miRNA) de
aproximadamente 70 a 120 nucleotideos. Os pré-miRNAs produzidos sdo exportados para o
citoplasma pela proteina exportina-5 (Exp-5) e no citoplasma sdo finalmente processados a
miRNAs maduros pela acdo da enzima Dicer-1. Esse processamento citoplasmatico consiste na
clivagem do pré-miRNA para a formac&o de ddplex de RNAs 18 a 23 nucleotideos (AMBROS,
2004; BHASKARAN; MOHAN, 2013; VAN ROOIJ; KAUPPINEN, 2014; AWASTHI et al.,
2017; LOOSEN et al., 2017). Esse duplex de miRNA é posteriormente associado com
proteinas Argonautas (AGO) e formam o complexo indutor de silenciamento de RNA (RISC).
Uma das fitas do miRNA é degradada, enquanto a outra fita se caracteriza como 0 miRNA
maduro que atua modulando o silenciamento génico (BHASKARAN; MOHAN, 2013; HA,
KIM, 2014; VAN ROOIJ; KAUPPINEN, 2014; AWASTHI et al., 2017; LOOSEN et al.,
2017). A diferenga entre a sintese de miRNAs pela via candnica e ndo-candnica ocorre dentro
do nudcleo celular. Enquanto a via candnica depende da atuacdo da enzima Drosha para a
formacéo do pré-miRNA, na via ndo-canonica essa necessidade é contornada e a formacdo de

pré-miRNAs ocorre de outra maneira (Figura 3) (LI; RANA, 2014). Essa via foi descrita pela
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primeira vez durante a formagao de microRNAs localizados nos introns dos mRNAs (Mirtrons),
onde os pré-miRNAs sdo formados através da maquinaria de processamento de mRNA
(splicing). Apods a formacéo dos pré-miRNAS, ocorre a exportacdo para o citoplasma através da
exportina-5 e o processamento continua da mesma forma que a via canonica (ERSON-
BENSAN, 2013; HA; KIM, 2014; LI; RANA, 2014). Os microRNAS podem atuar no
silenciamento génico de duas maneiras; podem clivar e degradar o mRNA alvo ou podem
reprimir a traducdo proteica. O mecanismo de regulacdo depende da complementaridade de
bases entre miIRNA-mRNA alvo. MiRNAs que se alinham perfeitamente com seus mRNA
alvos levam a degradacdo do mRNA, engquanto miRNAs que possuem uma complementaridade
imperfeita levam a inibicdo da traducdo. Essa caracteristica permite que os miRNAs atuem

como reguladores de diversos genes alvos diferentes (SIMONSON; DAS, 2015).



Figura 3. Via canonica e ndo-candnica da biogénese dos microRNAs.
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De maneira importante, miRNAs apresentam diferentes alvos, sendo que um unico

mMiRNA pode potencialmente interagir com mais de 100 alvos (JIANG et al., 2010) e estudos

atuais apontam que essa interacdo pode ocorrer de maneiras diferentes, dependendo da

fisiopatologia celular (GUO et al., 2009; GUO et al., 2014). Complementar a isso, predigdes

computacionais sugerem que aproximadamente 60% dos genes codificadores de proteinas nos

mamiferos podem ser regulados por essas pequenas moléculas (MOQADAM; PIETERS;

BOER, 2012; LAGANA, 2015; DONGIOVANNI et al., 2018), o que reforca o seu potencial
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uso no desenvolvimento de farmacos (SZABO; BALA, 2013; VAN ROOIJ; KAUPPINEN,
2014; RUPAIMOOLE; SLACK, 2017), mas as particularidades do mecanismo de atuacao
dessas moléculas dentro do contexto da biologia dos sistemas devem ser elucidadas, antes de
analises clinicas.

Considerando-se 0o metabolismo lipidico no figado e sua correlagdo com o quadro
esteatdtico, pode-se antever a participacdo de microRNAs (SOBOLEWSKI et al., 2015; LIN;
LIN-HUI; XIANG-HUOQO, 2016). No caso de quadros de NAFLD, os microRNAs podem ser
utilizados por estarem presentes nos fluidos corporais e pela possibilidade de realizar um
diagndstico ndo-invasivo. Além disso, a expressao diferencial de microRNAs presentes em
hepatocarcinoma derivados de NASH pode ser utilizada como um indicador da doenca. Nesse
sentido, 0 mMiRNA-122, que é comumente superexpresso no figado humano e atua como um
supressor tumoral, é encontrado em baixos niveis nos casos de esteatohepatite. Assim sendo, 0
silenciamento do miRNA-122 pode ser utilizado para identificar eventos de carcinogénese em
pacientes com NASH (CHEUNG et al., 2008; TAKAKI et al., 2014; DEL CAMPO et al.,
2018). Além desse microRNA, outros se apresentam envolvidos na progressdo da esteatose
hepética. Yamada e colaboradores (2013) identificaram a expressao diferencial dos miRNAs -
451, -21 e -34a em pacientes com NASH, enquanto Cermelli et al. (2011) identificaram um
aumento de expressdo nos MiRNAs -34a e -16 em pacientes com esteatose hepatica ndo
alcodlica. A identificacdo de miRNAs presentes em amostras de plasma também se mostra
importante. Pirola e colaboradores (2014) identificaram a superexpressdao dos miRNA-122, -
192, -19a/b e -375 em pacientes com esteatose simples e em particular, 0s miRNA-122, -192 e
-375 estavam com um aumento maior em pacientes com NASH. Esses estudos reforcam a
atuacdo de miRNAs no metabolismo do figado gorduroso (DEL CAMPO et al., 2018).

Nesse contexto, o detalhamento da funcionalidade do miRNA-1914-5p é relevante. O
microRNA-1914-5p € codificado de uma sequéncia localizada no cromossomo 20, na regido
codificadora do gene uridina-citidina quinase-like-1 (UCKL1, 20g13.33). O miRNA-1914
passou a ser investigado recentemente, em 2015 ele foi descrito por Li et al. (2015) em um
estudo com tecidos de céncer de estdmago, onde apresentou uma expressdo diferencial
negativa. Em 2017, Liu e colaboradores (2017) demonstraram a elevada presenga do miRNA-

1914 em conjunto com 0 miRNA-647 em amostras de cancer colorretal. No ano seguinte, Zheng
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e colaboradores (2018) identificaram trés miRNAs (-1293, -873 e -1914) diferencialmente
expressos em pacientes com adenocarcinoma de pulméo. Nesse estudo, os trés miRNAs se
encontram em superexpressdo e extremamente relacionados com a sobrevivéncia geral dos
pacientes. No mesmo ano, De Oliveira da Silva e colaboradores (2018), demonstraram a
atuacdo do miRNA-1914-5p na modulacdo do metabolismo lipidico em células estreladas
hepaticas de linhagem LX-2; e na cocultura de células LX-2 e hepatocitos HepG2. No ambiente
hepéatico, 0 microRNA-1914-5p mostrou-se importante na modulacdo de enzimas chaves no
metabolismo lipidico como malonil-CoA descarboxilase (MLYCD), acetil-CoA sintetase de
cadeia longa 4 (ACSL4) e lipina (LPIN1), contribuindo para a reversao do fenétipo ativado
para o fenétipo quiescente (normal) da linhagem LX-2. Dessa forma, essa forte correlacdo com
0 metabolismo lipidico reforca a relevancia do presente estudo, aprofundando na correlacdo da

funcdo deste microRNA com o0 processo pro-esteatdtico.

2 OBJETIVOS.
2.1  Objetivos gerais.

Analisar a atuacdo funcional do miRNA-1914-5p no metabolismo lipidico do processo

pro-esteatdtico em cultura celular de hepatdcitos.

2.2 Objetivos especificos.

1. Estabelecer um modelo celular simulador de condi¢cdes pro-esteatoticas em cultura de
hepatdcitos humanos, que viabilize as analises funcionais do miRNA-1914-5p;

2. Avaliar a composi¢do do perfil lipidico e da expressdo de genes correlatos ao
metabolismo de lipideos e ao processo pro-esteatético hepatico no modelo celular a ser adotado,
transfectado ou ndo com o miRNA-1914-5p;

3. Analisar e identificar de forma qualitativa as proteinas presentes nas condicOes de
cultivo celular pela estratégia shotgun, para se avaliar sistemicamente a funcionalidade do

miRNA-1914-5p no processo pro-esteatotico avaliado.
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7 CONCLUSOES

O acumulo de lipideos no figado ocorre pelo desequilibrio entre a aquisicdo e a liberacao
lipidica, processos que séo regulados pela absorcéo de lipideos circulantes, lipogénese de novo,
oxidacgdo de acidos graxos e a exportacdo de lipideos em forma de VLDL. Com os resultados
apresentados se observa que ao realizar o aumento do miRNA-1914-5p com a transfeccéo de
moléculas mimicas em comparagdo com as células da condi¢do controle, as células HepG2:

e Apresentam um aumento nos triglicerideos, lipideos totais e goticulas lipidicas;

e Apresentam modulagdo de varios genes importantes no metabolismo lipidico:
aumentam os niveis transcricionais de acly, mlycd, accl, acc2, acsl4, acsl5, agpatl,
agpat2, agpat3, cptla, dgat2, hsl, atgl, chrebp, ppary, Ixrp, atg5 e atg7.

e Apresentam modulacdo de varios genes importantes no metabolismo lipidico:

diminuem os niveis transcricionais de scdl, cs e srebplc.

Por sua vez, ao realizar a inibicdo do miRNA-1914-5p com as moléculas inibidoras em
comparacao com as células controle, as células HepG2:

e Apresentaram um aumento nos niveis de triglicerideos, lipideos totais e goticulas
lipidicas;

e Apresentam modulacdo de alguns genes importantes no metabolismo lipidico:
aumentam os niveis transcricionais de cd36, hsl, chrebp, ppary ¢ atg7.

e Apresentam modulacdo de alguns genes importantes no metabolismo lipidico:

diminuem os niveis transcricionais de scdl, cs, gpat3, Ixra, rxro e fgf21.

Além disso, os resultados obtidos na anlise protedmica indicam que as duas condicdes
de células transfectadas podem apresentar uma via energética mais presente. Isso pode ser
indicado pela presenca de proteinas importantes como FH e VLCAD no mimico e PC e G6PD
no inibidor. Ambas as condi¢cBes também apresentaram proteinas envolvidas com regulacédo
epigenética, o que explicaria algumas modulacbes celulares indiretas. Ainda, nas células
transfectadas com o inibidor do miRNA-1914-5p observa-se a presenca de varias proteinas que
atuam de maneiras opostas, algumas piorando o quadro patoldgico e outras o melhorando. Isso

indica novamente uma possivel atuacdo homeostatica da inibicdo do miRNA.

Com os resultados apresentados conclui-se que apesar do aumento dos niveis lipidicos
(triglicerideos, lipideos totais e goticulas lipidicas) em ambas as condi¢des, a mimetizacdo da
molécula do miRNA-1914-5p parece atuar mais acentuadamente nos genes da via lipidica,
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aumentando-os e possivelmente ocasionando a piora do quadro pré-esteatético. Por sua vez, a
condigdo de inibicdo do miRNA-1914-5p apresenta menos modulagdes génicas, apesar de
manter os niveis lipidicos altos. Isso pode sugerir que a inibicdo do miRNA em estudo esteja
atuando na manutencdo do quadro instalado, sem necessariamente atuar na sua progressao ou
regressdo. Assim sendo, 0 miRNA-1914-5p se mostrou um importante modulador do
metabolismo lipidico, especificamente na lipogénese de novo, nas condicGes estudadas e

estudos mais aprofundados na relacdo entre miRNA-mRNA-proteina se fazem importantes.

Figura 53. Atuacdo funcional do miRNA-1914-5p mimico e inibidor na lipogénese de novo. Em laranja

genes que apresentaram um aumento em seu nivel transcricional.
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