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RESUMO 
 

Os diferentes tipos de cânceres estão entre as principais causas de morbidade 
e mortalidade em todo mundo, contabilizando 8,2 milhões de óbitos no ano de 2012. 
Dentre eles, o câncer de pulmão é o mais recorrente, sendo que o subtipo 
denominado câncer pulmonar de células não-pequenas (non-small cell lung cancer – 
NSCLC) é diagnosticado em 85% dos casos. Dada a importância epidemiológica do 
câncer pulmonar, associado ao platô atingido pelos tratamentos com quimioterapia e 
radioterapia, novas estratégias terapêuticas têm sido buscadas e neste contexto, o 
peptídeo vasoativo Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] tem se mostrado bastante 
promissor. Além da participação em uma gama de processo fisiológicos no 
organismo, a Ang-(1-7) está sendo cada vez mais exploradas nos processos 
patológicos devidos suas funções vasodilatadora, anti-hipertensiva, anti-proliferativa 
e antitumoral. Outros estudos apontam ainda que uma melhor compreensão da 
regulação gênica nos processo tumorais poderia direcionar o desenvolvimento de 
outros métodos terapêuticos para o câncer de pulmão. Neste sentido, os microRNAs 
assumem posição ímpar por sua capacidade regulatória pós-transcriocional de 
vários genes, a citar o miR-21-5p superexpresso em vários tipos tumorais, incluindo 
o NSCLC. Portanto, o presente trabalho investigou os efeitos bioquímicos, 
moleculares e fisiológicos decorrentes do tratamento da linhagem celular tumoral 
A549 com Ang-(1-7), concomitantemente a análises comparativas dos efeitos da 
superexpressão do miR-21-5p nas células tumorais. Para isso foram utilizados os 
grupos celulares A549 controle e tratamento [10-7 M de Ang-(1-7)], e os clones A549-
pEP-miR-Controle e A549-pEP-miR-21-5p. Análises bioquímicas mostraram que a 
presença do heptapeptídeo no grupo tratamento, e as condições de cultura dos 
clones estudados, causaram um aumento na síntese de lactato pelas células A549. 
Foi observado também que a Ang-(1-7) retarda o crescimento celular. Análises de 
expressão gênica não apontaram ativação do processo apoptótico em nenhuma das 
condições estudadas, entretanto o peptídeo Ang-(1-7) modula positivamente a 
expressão do gene tjp1 e negativamente a transcrição dos genes itgb8 e mmp-8, 
sugerindo que o tratamento celular com o heptapeptídeo fortaleça as interações 
celulares e dificulte os processo de migração e invasão celular. Estes dados são 
corroborados pelo ensaio de cicatrização da ferida o qual evidenciou que a Ang-(1-7) 
diminui a taxa de migração celular em comparação ao grupo controle. Por sua vez, a 
superexpressão do miR-21-5p intensifica consideravelmente a capacidade invasiva 
das células tumorais como observado no ensaio da gota de agarose. 
Conjuntamente, os resultados apontam para o potencial terapêutico da Ang-(1-7) no 
controle dos processos de adesão, migração e invasão celular, e corrobora o papel 
do miR-21-5p na evolução e intensificação dos processos tumorais. 
 
Palavras-chave: Angiotensina-(1-7), adesão e migração celuar, câncer pulmonar de 
célula não-pequena, microRNA. 

 



 
 

ABSTRACT 
 

The different types of cancers are among the leading causes of morbidity and 
mortality worldwide, accounting for 8.2 million deaths in 2012. Among them, lung 
cancer is the most frequent, and the subtype called non-small cell lung cancer 
(NSCLC) is diagnosed in 85% of cases. Given the epidemiological importance of 
lung cancer, associated with the plateau reached by chemotherapy and radiation 
therapies, new therapeutic strategies have been pursued and in this context, the 
vasoactive peptide Angiotensin-(1-7) [Ang- (1-7)] has shown quite promising. 
Besides participating in a range of physiological process in the body, Ang- (1-7) is 
being increasingly exploited in pathological processes due to its vasodilator, anti-
hypertensive, anti-proliferative and anti-tumor functions. Other studies also indicate 
that a better understanding of gene regulation in tumor process could direct the 
development of other therapeutic methods for lung cancer. In this sense, microRNAs 
assume unique position due to its post-transcriocional regulatory capacity of several 
genes, for exemple the miR-21-5p upregulated in several tumor types, including 
NSCLC. Therefore, this study investigated the biochemical, molecular and 
physiological effects of Ang-(1-7) treatment on tumor cell line A549, concurrently to 
the comparative analysis of the effects of upregulation of miR-21-5p in tumor cells. In 
order to do this, the cell groups A549 control and treatment [10-7 M of Ang-(1-7)], and 
the A549-pEP-miR-control and A549-pEP-miR-21-5p clones were used. Biochemical 
analyzes showed that the presence of the heptapeptide in treatment group, and the 
culture conditions of the studied clones, caused an increase in lactate synthesis on 
A549 cells. It was also observed that Ang-(1-7) slows cell growth. Gene expression 
analysis showed no activation of apoptotic process in any of the conditions studied, 
though the peptide Ang-(1-7) positively modulates the expression of tjp1 gene and 
negatively the transcription of itgb8 and mmp-8 genes, suggesting that the cell 
treatment with the heptapeptide strengthen cell interactions and prevents cell 
migration and invasion. These data are corroborated by wound healing assay which 
showed that Ang-(1-7) decreases cell migration rate compared to the control group. 
In turn, the upregulation of miR-21-5p considerably enhances tumor cells 
invasiveness as observed in the agarose spot assay. Collectively, the results point to 
Ang-(1-7) therapeutic potential in controling cell adhesion, migration and invasion, 
and supports miR-21-5p role in the evolution and enhancement of tumor processes. 

 
Keywords: Angiotensin-(1-7), cellular adhesion and migration, non-small cell lung 
cancer, microRNA. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1. Importância epidemiológica do câncer de pulmão 
 

Cânceres estão entre as principais causas de morbidade e mortalidade em 
todo mundo. No ano de 2012, aproximadamente 8,2 milhões de mortes em todo o 
mundo foram decorrentes dessa enfermidade, sendo que o câncer de pulmão 
responsável por 1,59 milhões de óbitos (WHO, 2015). No Brasil, o câncer de pulmão 
foi responsável por 22.424 óbitos no ano de 2011, entretanto as estimativas 
apontam para 28.220 novos casos em 2016 (INCA, 2016). Dentre os inúmeros 
fatores de risco para este tipo de câncer encontramos a predisposição hereditária, a 
idade, o sexo e a poluição ambiental; entretanto, 90% dos casos diagnosticados 
correlacionam-se ao consumo de derivados do tabaco (INCA, 2016). Apesar da forte 
influência negativa do tabagismo, a ocorrência desta neoplasia em indivíduos não 
fumantes tem sido o foco de várias pesquisas na tentativa de elucidar o complexo 
processo de formação e desenvolvimento do câncer pulmonar (TOH et al., 2006; 
WAKELEE et al., 2007). 

Embora os levantamentos estatísticos destaquem a importância epidemiológica 
da doença, o termo câncer de pulmão é utilizado de forma generalizada para 
caracterizar enfermidades derivadas do crescimento celular desordenado na região 
das vias aéreas ou no parênquima pulmonar (IASLC, 2015). Considerando-se as 
particularidades anatomopatológicas, o tumor na região pulmonar pode ser 
classificado, principalmente, em câncer pulmonar de pequenas células (small cell 
lung cancer – SCLC) e câncer pulmonar de células não-pequenas (non-small cell 
lung cancer – NSCLC), sendo diagnosticado em 15% e 85%, respectivamente, dos 
casos (IASLC, 2015; INCA, 2016).  

Ainda que a incidência de SCLC seja consideravelmente menor, este tipo é 
caracterizado como sendo a forma mais agressiva de cânceres pulmonares e está, 
na maioria dos casos, relacionado à exposição ao tabaco (ETTINGER; AISNER, 
2006; VARGHESE et al., 2014; BYERS; RUDIN, 2014). Comparando-se as duas 
classificações de câncer pulmonar, o SCLC apresenta tempo de duplicação curto e 
rápido processo metastático (BYERS; RUDIN, 2014). Outra particularidade dos 
pacientes diagnosticados com SCLC é que a alta taxa de resposta 
(aproximadamente 70%) aos tratamentos iniciais por quimioterapia e radiação, é 
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drasticamente reduzida nas terapias subsequentes utilizadas após a recorrência da 
doença (SIMON; ARGIRIS; MURREN, 2004; BYERS; RUDIN, 2014). 

O subtipo de câncer pulmonar denominado NSCLC apresenta a maior 
incidência sobre a população mundial, o que justifica a importância epidemiológica 
desta neoplasia. Apesar da significante incidência mundial, o NSCLC ainda pode ser 
divido em três variações histológicas: carcinoma epidermóide, carcinoma de grandes 
células e adenocarcinoma, sendo este o diagnóstico em 40% dos pacientes com 
câncer de pulmão (IASLC, 2015; INCA, 2015). Além da grande diversidade de 
fatores de risco, de acordo com a International Association for the Study of Lung 
Cancer (IASLC, 2015), a maioria dos pacientes se encontra em estágio avançado da 
doença, quando diagnosticados, devido à ausência de sintomas característicos na 
fase inicial, elevando ainda mais a importância epidemiológica desta doença. 
Sintomas como sangramento pelas vias respiratórias e tosse acompanhada de muco 
e sangue podem ser sinais do estágio avançado da doença (IIIA e IIIB), de modo 
que apenas tratamentos paliativos estarão disponíveis aos pacientes (SIEGEL; 
NAISHADHAM; JEMAL, 2013). 

É estimado que 75% dos pacientes com NSCLC são beneficiados com a 
radioterapia devido às funções curativas e paliativas deste tratamento. Além disso, o 
tratamento com radioterapia concomitante à quimioterapia tem se estabelecido como 
tratamento padrão para pacientes em estágios avançados de NSCLC, uma vez que 
tem elevado a taxa de sobrevivência, após cinco anos desde o diagnóstico, para 
20% (AUPERIN et al., 2010). Entretanto, ainda é a minoria dos pacientes que 
apresentam respostas positivas decorrentes do tratamento (LE CHEVALIER et al. 
2005), considerando-se os sérios efeitos colaterais do tratamento.  

Neste contexto, os avanços na elucidação de vias moleculares específicas têm 
proporcionado o desenvolvimento de drogas com ação direcionada sobre proteínas 
de interesse com significância no processo tumoral (KAN et al., 2010; TOYOOKA et 
al., 2011; DIMOU; PAPADIMITRAKOPOULOU, 2014). Além disso, com o avanço 
das técnicas moleculares e a compreensão do perfil genético do câncer de pulmão e 
do seu padrão de expressão gênica, estão sendo vislumbrados novos tratamentos e 
o desenvolvimento de fármacos (JU et al., 2012; IMIELINSKI et al., 2012; TESTONI 
et al., 2016), possibilitando, futuramente, um tratamento personalizado (DIMOU; 
PAPADIMITRAKOPOULOU, 2014). Atualmente, algumas terapias específicas têm 
apresentado resultados promissores em populações de pacientes com NSCLC; 
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bevacizumab age sobre o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF - vascular 
endotelial growth factor) e pode ser usado junto à quimioterapia para o tratamento 
de carcinoma não-epidermóide (GRIDELLI et al., 2007; HALL et al., 2015; ROLFF et 
al., 2016). 

Outro importante alvo molecular no tratamento do NSCLC é o receptor do fator 
de crescimento epidermal (EGFR – epidermal growth factor receptor) (FUKUOKA et 
al., 2011; DIMOU; PAPADIMITRAKOPOULOU, 2014). É estimado que 40-80% dos 
pacientes com NSCLC apresentem super-expressão de EGFR, o qual é um receptor 
de tirosina quinase (TK – tyrosine kinase) que pode ser ativado por vários ligantes 
de fatores de crescimento, resultando na ativação de diversas outras vias incluindo 
RAS/MAPK, PI3K/Akt e STAT, as quais regulam diferentes processos celulares 
como síntese de DNA e proliferação (CARBONE; FELIP, 2011; RUSSO et al., 2015). 
A via de sinalização de EGFR encontra-se frequentemente desregulada em 
pacientes com câncer, principalmente devido a mutações genéticas do receptor 
(ZHANG, Z. et al., 2010; SHTIVELMAN et al., 2014). Tais mutações foram 
identificadas em 2004 por dois grupos de pesquisa distintos, analisando-se um 
pequeno grupo de pacientes com NSCLC que estavam em tratamento com o inibidor 
de tirosina quinase do EFGR (TKI) Gefitinib (PAEZ et al., 2004; LYNCH et al., 2004). 
A importância de compreender o funcionamento de processos tumorais associados 
à oncogenes específicos, como no caso de EGFR mutado em NSCLC, se dá pela 
necessidade de novas estratégias de combate, uma vez que este tipo neoplasia 
pode apresentar um padrão de metástase distinto em relação aos tumores 
convencionais (LYNCH et al., 2004; ZHANG, Z. et al., 2010; SHTIVELMAN et al., 
2014). 

A melhor compreensão dos mecanismos moleculares intrínsecos do NSCLC se 
torna essencial para a identificação de potenciais alvos genéticos e tratamento 
específico influenciando diretamente na taxa de sobrevida e/ ou cura dos pacientes 
devidamente tratados. 

 
1.2. Sistema Renina Angiotensina 

 
O sistema renina angiotensina (SRA) é atualmente conhecido como um 

importante regulador fisiológico primário devido sua atuação central na regulação 
cardiovascular, além de atuar na homeostasia hidroeletrolítica e na regulação da 
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proliferação celular (FLEMING; KOHLSTEDT; BUSSE, 2005; IWAI; HORIUCHI, 
2009; GALLAGHER et al., 2011; VERANO-BRAGA et al., 2012). Desde 1897, 
pesquisas envolvendo animais evidenciaram a existência de moléculas intrínsecas 
do organismo com capacidade de regular a pressão arterial (TIGERSTEDT; 
BERGMANN, 1897; MUÑOZ, J. et al., 1939; PAGE; HELMER, 1940). A partir desses 
estudos, os principais elementos regulatórios foram sendo caracterizados entre os 
quais se destacam a enzima renina e o produto de sua ação proteolítica, a 
angiotensina (PAGE; HELMER, 1940; BRAUN-MENENDEZ; PAGE, 1958). 

A síntese dos peptídeos efetores do SRA (Figura 1) ocorre através de uma 
cascata de eventos da qual o angiotensinogênio, sintetizado e liberado na circulação 
pelo fígado, é degradado pela ação da renina plasmática ativa. Renina é uma 
enzima sintetizada e armazenada na circulação renal pelas células 
justaglomerulares das paredes das arteríolas aferentes do glomérulo renal na forma 
de uma pró-enzima, sendo esta liberada após alterações do padrão hemodinâmico e 
hidroeletrolítico do sistema circulatório como, alterações na reabsorção de Na+, 
aumento ou diminuição da pressão nos vasos ou ativação de adrenoceptores. Após 
sua liberação, a pró-enzima é processada a uma pró-renina, e consequentemente 
em sua forma ativa, atuando sobre o angiotensinogênio e formando o decapeptídeo 
angiotensina I (Ang I) (CAMPBELL, 2003; RIGATTO; BÖHLKE; IRIGOYEN, 2004; 
KAMIYAMA et al., 2013). Neste contexto, inserem-se as enzimas conversora de 
angiotensina I (ECA I) e a conversora de angiotensina II (ECA II), proteínas 
produzidas principalmente no epitélio pulmonar, inicialmente caracterizadas em 
humanos e roedores (DONOGHUE et al., 2000; WANG, L. et al., 2013; DE MELLO; 
FROHLICH, 2014). A enzima ECA I é uma proteína de membrana com sítios ativos 
expostos para o espaço extracelular, responsável por clivar Ang I, produzindo Ang II 
(COATES, 2003; DE MELLO; FROHLICH, 2014). Paralelamente, a enzima ECA II é 
responsável por degradar a Ang II originando Ang-(1-7), ou por clivar a Ang I no 
nonapeptídeo Ang-(1-9), que posteriormente é convertido em Ang-(1-7) pela ECA I 
e/ ou por neprilisinas (NEP) (CASTRO, 2008; DE MELLO; FROHLICH, 2014). 
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Fonte: Adaptação de Castro et al. (2008).  

Na visão clássica do SRA, o octapeptídeo Ang II era considerado o hormônio 
efetor que, mediante sua ligação aos receptores AT1 e AT2 dos órgãos-alvos, é 
capaz de regular a homeostase cardiovascular, a pressão arterial e o equilíbrio 
hidroeletrolítico, tanto em condições fisiológicas quanto patológicas (DZAU; 
BURT; PRATT, 1988). Entretanto, sabe-se hoje que existem outros peptídeos 
menores que são gerados a partir da Ang I e da Ang II, dentre os quais se destaca a 
Ang-(1-7) (GEMBARDT et al., 2005). 

Inicialmente, a Ang-(1-7) (Figura 2) era considerada um fragmento inativo do 
SRA, entretanto a concepção deste peptídeo constituído por sete aminoácidos (Asp-
Arg-Val-Tir-Ile-His-Pro) foi sendo alterada devido aos avanços científicos e melhor 
entendimento deste sistema (SANTOS; FERREIRA, 2007; JIANG, F. et al., 2014). 
Após a descoberta do receptor Mas, estudos foram redirecionados para melhor 
compreensão da via de sinalização intracelular do peptídeo Ang-(1-7), até então 
considerado como elemento secundário (SANTOS, R. et al., 2003; OUDIT et al., 
2008; VERANO-BRAGA et al., 2012). Vários estudos demonstraram que Ang-(1-7) 
tem a capacidade de inibir ECA e competir pela ligação aos receptores AT1, 

Figura 1 - Representação das principais vias de síntese do Sistema Renina Angiotensina (SRA).ECA 
- Enzima Conversora de Angiotensina; ECA II - Enzima Conversora de Angiotensina II; NEP -
Neprilisina; AT- Receptor de Angiotensina II; MAS- Receptor de Angiotensina-(1-7) 
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impedindo assim a via de sinalização intracelular da Ang II (UEDA et al., 2000; 
CHANSEL et al., 2001; JIANG, F. et al., 2014). Ang-(1-7) destaca-se, principalmente, 
por ser uma molécula do SRA que contrabalança os efeitos deletérios da Ang II 
sobre o aparelho cardiovascular, apresentando amplos benefícios como 
vasodilatação, proteção do miocárdio, tratamento de arritmias e propriedade anti-
hipertensiva (MUÑOZ, M. et al., 2010; BOIM; ZATZ; TEIXEIRA, 2011; WANG, L. et 
al., 2013; DE MELLO; FROHLICH, 2014; JIANG, F. et al., 2014). 

 
Figura 2 – Estrutura química do peptídeo vasoativo Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)]  

   
Fonte: pubchem.ncbi.nlm.nih.gov (2016). 
 
O heptapeptídeo também afeta substancialmente o metabolismo de glicose, 

sugerindo potenciais benefícios para pacientes com diabetes (JIANG, F. et al., 
2014). Aumentado a concentração circulante de Ang-(1-7), por infusão crônica ou 
expressão transgênica, ocorre amenização da hiperinsulinemia e resistência a 
insulina em ratos super-nutridos (GIANI et al., 2009; MARCUS et al., 2013), e maior 
sensibilidade à insulina e tolerância a glicose em ratos normoglicêmicos (SANTOS, 
S. et al., 2010). Além disso, em modelo de estudo de ratos com diabetes do tipo 2, o 
tratamento oral crônico com Ang-(1-7) induziu um efeito hipoglicemiante significativo, 
aumentou a sensibilidade à insulina e preveniu a hiperinsulinemia (SANTOS, S. et 
al., 2014). Evidências sugerem que a Ang–(1-7) facilite a captação de glicose 
através da regulação positiva da expressão do transportador de glicose tipo 4, sendo 
esse o principal transportador de glicose em humanos (TAKEDA et al., 2013). 
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A via de fosfatidilinositol-3-quinase/serina-treonina quinase (PI3K/Akt) também 
é ativada pela Ang-(1-7) (SAMPAIO et al., 2007a; DIAS-PEIXOTO et al., 2008; 
MUÑOZ, M. et al., 2010; THAN; LEOW; CHEN, 2013). A ação da Ang-(1-7) sobre a 
via PI3K/Akt, pode parcialmente explicar os efeitos benéficos do heptapeptídeo 
sobre o funcionamento dos vasos sanguíneos e no metabolismo de glicose, uma vez 
que tal via facilita a sinalização induzida por insulina e a captação de glicose 
(SAMPAIO et al., 2007a; DIAS-PEIXOTO et al., 2008; GIANI et al., 2009; MUÑOZ, 
M. et al., 2010; THAN; LEOW; CHEN, 2013; SANTOS, R. et al., 2013). 

Basicamente, a ativação da via PI3K/Akt (Figura 2) se dá em resposta a 
eventos fisiológicos e/ ou patológicos do organismo. Mediante ativação, a enzima 
fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) fosforila o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) em 
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). Os níveis celulares de PIP3 modulam a 
atividade da quinase 1 dependente de fosfoinositídeos-3 (PDK-1) e posteriormente a 
atividade da proteína Akt/quinase B (Akt/PKB) (MOCANU; YELLON, 2007). Estudos 
apontam para a proteína fosfatase e tensina homóloga (PTEN) como sendo um 
modulador negativo de PI3K/Akt, interconectando-se à via através da reversão de 
PIP3 a PIP2, controlando assim a homeostasia do sistema (MOCANU; YELLON, 
2007; OUDIT et al., 2008). 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Adaptação de Mocanu e Yellon (2007). 

Figura 3 - Via esquemática de PI3K/Akt 
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A ativação da via PI3K/Akt é de grande relevância devido sua capacidade de 
modular vários outros processos fisiológicos do organismo, além do metabolismo de 
glicose, como os mecanismos correlatos à proliferação e morte celular, hipertrofia, 
processo inflamatório e ciclo celular (BRADLEY; HAWLEY; BUNTING, 2002; 
VALENTINO; PIERRE, 2006; PAL; FIGLIN; RECKAMP, 2008). No tecido cardíaco 
de ratos, por exemplo, Akt apresenta elevada expressão e estaria relacionada com o 
crescimento celular e tecidual. Matsui e Rosenzweig (2005) evidenciam que existe 
uma relação direta entre expressão do gene de Akt e o volume do tecido cardíaco. 
St-Germain et al. (2004) demonstraram em seus estudos uma correlação entre a 
ativação de AKT e a ativação do fator nuclear kappa B (NF-κB), resultando no 
respectivo aumento da expressão da proteína ciclooxigenase-2 (COX-2), envolvida 
no processo hipertrófico mediado por inflamação. 

O processo de apoptose também é regulado pela via de Akt. A proteína AKT 
fosforila fatores pró-apoptóticos como, por exemplo, a proteína Bad pertencente à 
família Bcl-2 (linfoma de célula B 2) (YUAN; YANKNER, 2000), a glicogênio sintetase 
quinase 3 beta (GSK-3β) (CROSS et al., 2001), a caspase-9 e a família de fatores 
de transcrição da forquilha (FKHR) (VIVANCO; SAWYERS, 2002; KSIEZAK-
REDING et al., 2003), os quais induzem a expressão de fatores pró-apoptóticos 
como o ligante Fas. Além disso, Akt também induz a ativação de proteínas 
reguladoras de genes com atividade anti-apoptótica, incluindo o elemento de 
resposta de ligação de cAMP (CREB) e o complexo I kappa B quinase (IKK), o qual 
regula positivamente NF-κB. Por sua vez, a proteína NF-κB é responsável pela 
transcrição de genes que promovem a sobrevivência celular, tais como Bcl-XL, 
inibidor de caspases e c-Myb (TESTA; BELLACOSA, 2001; FRESNO VARA et al., 
2004; OSAKI; OSHIMURA; ITO, 2004). 

Em relação ao câncer, evidências demonstram que a regulação negativa da via 
PI3K/Akt, suprime o desenvolvimento tumoral (DI CRISTOFANO; PANDOLFI, 2000; 
MCCUBREY et al., 2012). Interessantemente, a proteína PTEN, um modulador 
negativo da via PI3K/Akt, se encontra mutada em diferentes tumores (SIMPSON; 
PARSONS, 2001; TROTMAN et al., 2007; SUZUKI et al., 2008). Estudos mostraram 
que a perda da função de PTEN, ou sua inativação por mutações, é um fato 
recorrente em diversos tumores, como o carcinoma pulmonar de pequenas células e 
o melanoma (DI CRISTOFANO; PANDOLFI, 2000; SORIA et al., 2002; TANG et al., 
2006; MOCANU; YELLON, 2007; OUDIT et al., 2008; CHENG; ZHANG, 2010; 
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STEELMAN et al., 2011). Segundo Tang et al. (2006), a diminuição na expressão da 
proteína PTEN está presente em 39-77% dos adenocarcinomas pulmonares, 
sugerindo que os baixos níveis de PTEN esteja associado ao mau prognóstico em 
pacientes com NSCLC. A proteína caseína-quinase 2 (CK-2), uma serina/treonina 
quinase altamente expressa em vários tipos de tumores malignos, é a principal 
enzima responsável pelo processo de fosforilação de PTEN, resultando em sua 
inativação, acúmulo de PIP3 e na ativação de AKT (KWON et al., 2004; RUZZENE; 
PINNA, 2010; PONCE et al., 2011). Neste contexto, a via PI3K/ AKT assume uma 
posição de destaque no processo de desenvolvimento tumoral, se tornando um 
atraente alvo terapêutico anticâncer (BRADLEY; HAWLEY; BUNTING, 2002; 
VALENTINO; PIERRE, 2006; PAL; FIGLIN; RECKAMP, 2008). 

Fisiologicamente, os efeitos da Ang-(1-7) atuam sobre diversos órgãos. Além 
dos efeitos antiproliferativo, antifribótico e antihipertrófico da Ang-(1-7) no coração 
(TALLANT; FERRARIO; GALLAGHER, 2005). Os rins, por exemplo, são conhecidos 
por serem importantes alvos do heptapeptídeo. Em condições normais, a Ang-(1-7) 
se encontra em concentrações comparáveis a Ang II (PENDERGRASS et al., 2006) 
mas ainda sim pode desencadear complexos efeitos neste órgão (SANTOS, R. et 
al., 2005). Estudos em modelo animal apontaram tanto o efeito antidiurético quanto o 
natriurético da Ang-(1–7), dependendo da condição fisiológica do animal, sendo 
sugerido que tais efeitos ocorram, provavelmente, devido à ativação cruzada dos 
receptores Mas e AT1, AT2 e V2 (receptor V2 da vasopressina) (PINHEIRO; 
SIMÕES E SILVA, 2004; SANTOS, R. et al., 2005; FERRARIO, 2006). Estes 
resultados mostram a necessidade de mais estudos para elucidar o mecanismo de 
ação da Ang-(1-7) na excreção de água e sais. Uma recente observação (SU; 
ZIMPELMANN; BURNS, 2006) de que o RNA mensageiro (mRNA) de Mas está 
presente em células tubulares proximais, nas quais a Ang-(1-7) inibe a fosforilação 
de proteínas quinases ativadoras de mitogênese (MAPK) induzidas por Ang II, 
evidenciam um putativo papel da Ang-(1-7) na proteção renal. 

Ang-(1–7) é também conhecida como o principal peptídeo do SRA produzido 
no Sistema Nervoso Central (SNC). Sendo expressa em diversas regiões do 
cérebro, incluindo hipotálamo, hipocampo e amígdala, a Ang-(1-7) influência 
diferentes funções cerebrais como aprendizado, memória e proteção contra 
isquemia cerebral (BECKER et al., 2007; ZHANG, Y. et al., 2008; PASSOS-SILVA; 
VERANO-BRAGA; SANTOS, 2013). De fato, Holy et al. (1992) evidenciaram que a 
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administração de Ang-(1–7) tinha efeitos psicotrópicos. Interessantemente, o 
hipocampo é a região com maior expressão do heptapeptídeo (METZGER et al., 
1995) e estudos mostram que o knockout ou bloqueio de Mas, leva a um déficit na 
memória de reconhecimento de objetos, indicando a importância modulatória do eixo 
Ang-(1-7) /Mas no processo de aprendizado e memória (LAZARONI et al., 2012). 
Uma possível via molecular envolvida neste mecanismo é a síntese de óxido nítrico 
(NO), um fator crucial para memória de reconhecimento de objetos e que é 
modulado pela Ang-(1-7). Neste contexto, Yang et al. (2011) mostraram que a Ang-
(1–7), via ativação de Mas, eleva os níveis de NO através da síntese neuronal de 
NO em neurônios catecolaminérgicos. Além disso, a Ang-(1–7) através da sua 
interação com o receptor Mas é capaz de aumentar a potenciação de longo prazo 
(long-term potentiation - LTP) no hipocampo e amígdala, sendo a LTP a base do 
aprendizado e memória (HELLNER et al., 2005). Um estudo recente apontou 
também que a infusão de Ang-(1-7) na região ventricular cerebral atenuava o déficit 
neurológico e diminuía o volume de infarto, através de um mecanismo paralelo da 
ação cérebro-protetora da Ang-(1–7) (JIANG, T. et al., 2012). Tal efeito era mediado 
pelas propriedades anti-inflamatórias via redução do estresse oxidativo e citocinas 
pró-inflamatórias (JIANG, T. et al., 2012). 

Além destes exemplos, sabe-se que a Ang-(1-7) é de extrema relevância em 
outros processos incluindo a reprodução (VAZ-SILVA et al., 2009; PRINGLE et al., 
2011; REIS et al., 2011), o metabolismo de lipídeos (SANTOS, S. et al., 2010), e o 
processo fibrosante (PEREIRA et al., 2007; LUBEL et al., 2009; OSTERREICHER et 
al., 2009; WANG, K. et al., 2012).Fica evidente a importância biológica da Ang-(1-7), 
visto a diversidade de sistemas e vias moleculares sujeitas a sua modulação. 
Entretanto, a relevância dos efeitos deste peptídeo não se restringe aos processos 
fisiológicos do organismo. Estudos apontam para o potencial terapêutico da Ang-(1-
7) no tratamento de neoplasias como, por exemplo, o câncer de pulmão. 

 
1.3. O Sistema Renina Angiotensina e sua correlação com o câncer de 

pulmão: o papel da angiotensina-(1-7) 
 

Apesar da vasta quantidade de estudos buscando a compreensão dos efeitos 
fisiológicos e regulatórios dos componentes do SRA sobre o organismo, pesquisas 
apontam que vários tipos tumorais (cânceres de bexiga, cérebro, cólon, estômago, 
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fígado, pâncreas, pele, próstata, pulmão, rim e útero) também são modulados por 
estes elementos (ROSENTHAL et al., 2009; HANIF et al., 2010; GALLAGHER et al., 
2011). Alguns dados recentes sugerem que além da angiotensina produzida 
sistemicamente, o ambiente tumoral possui também todos os componentes do SRA 
para a produção de angiotensina local, contribuindo significativamente na modulação 
do crescimento tumoral e da angiogênese (SANTOS; FERREIRA; SIMÕES e SILVA, 
2008). 

Inicialmente, um estudo conduzido por Romer et al. (1981) demonstrou que 
pacientes recém-diagnosticados com câncer de pulmão apresentavam uma redução 
significativa nos níveis séricos de ECA I em comparação com os indivíduos 
saudáveis. Essa observação foi corroborada por outros pesquisadores, que 
observaram baixos níveis de ECA I em pacientes com tumores no pulmão em 
comparação com indivíduos acometidos por outras doenças pulmonares ou outros 
tipos de tumores (MANSFIELD et al., 1984; SCHWEISFURTH et al., 1985; YUAN et 
al., 2013). Ainda, outros pesquisadores correlacionaram os baixos níveis de ECA I 
com um mau prognóstico da doença, maior taxa de recaída dos pacientes, bem 
como o aumento de metástase (ROMER et al., 1981; SIEFKIN et al. 1984; 
ROULSTON et al., 1986; VARELA et al., 1993; ZHANG, F. et al., 2010). Essa análise 
sugere que a diminuição da ECA I em pacientes com câncer de pulmão seja 
provavelmente um reflexo do aumento tumoral, visto que ocorre uma redução na 
quantidade de células epiteliais pulmonares, as quais são fonte primária da ECA I 
circulante. Interessantemente, outros estudos apontam um aumento na atividade da 
ECA I em pacientes com câncer dos brônquios submetidos a tratamentos 
quimioterápicos e/ou radioterápicos (SCHWEISFURTH et al., 1985; ROULSTON et 
al., 1986; VARELA et al., 1993; YUAN et al., 2013). A redução do volume tumoral em 
decorrência destes tratamentos resulta no aumento da produção da ECA I (SIEFKIN 
et al., 1984; ROULSTON et al., 1986), e consequentemente de seus metabólitos 
finais. 

Além da ECA I, outras enzimas do SRA apresentam-se moduladas 
negativamente frente ao processo tumoral. Em relação ao câncer de pulmão, a 
enzima NEP vem sendo apontada como um importante fator na regulação do 
crescimento de células cancerígenas (SHIPP et al., 1991; COHEN et al., 1999, 
GALLAGHER et al., 2011). Caracterizada como uma zinco-metaloprotease, a NEP 
está presente em vários tecidos, mas no pulmão, particularmente, ela se encontra 
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em elevados níveis de expressão auxiliando a regulação da bronquioconstrição e no 
controle dos níveis dos peptídeos vasoativos do SRA (GALLAGHER; TALLANT, 
2004; GALLAGHER et al., 2011).Entretanto, a utilização do cigarro pode inativar a 
NEP no pulmão, levando à acumulação de peptídeos mitogênicos no fluido brônquio 
alveolar, semelhantemente à situação observada em pacientes com câncer de 
pulmão devido à redução dos níveis dessa proteína (COHEN et al., 1999). 
Interessantemente, a inativação da NEP regula negativamente os níveis de Ang-(1-
7), favorecendo assim o crescimento do tumor (GALLAGHER; TALLANT, 2004; 
SOTO-PANTOJA et al., 2009; GALLAGHER et al., 2011). 

Um estudo aponta que a super-expressão de ECA II pode reduzir os níveis de 
Ang II e suprimir a proliferação de linhagens celulares de adenocarcinoma pulmonar 
humano (FENG et al., 2010). Ang-(1-7), gerada principalmente a partir de Ang II pela 
ECA II, Ang-(1-7) causa uma acentuada diminuição da síntese de DNA e da 
proliferação de células de câncer pulmonar humano, além de inibir a angiogênese 
tumoral in vivo pela redução do fator de crescimento vascular endotelial A 
(GALLAGHER; TALLANT, 2004; SOTO-PANTOJA et al., 2009). 

Estudos em modelo murinho constataram que a infusão do heptapeptídeo 
reduziu a quantidade de hemoglobina, o fluxo sanguíneo e a atividade proliferativa 
local, corroborando com os indícios que a administração de Ang-(1-7) possa inibir o 
processo de angiogênese tumoral (MACHADO et al., 2000, FENG et al., 2011; 
GALLAGHER et al., 2011). Menon et al. (2007) evidenciaram através da 
administração de Ang-(1-7), uma redução no volume tumoral, de 30%, em 
xenoenxertos de câncer pulmonar humano em camundongos, sendo que nenhum 
efeito colateral (mudanças no peso do coração e do corpo, frequência cardíaca ou 
pressão sanguínea) decorrente do tratamento foi observado. Outros estudos 
realizados com linhagens celulares de câncer de pulmão humano (SK-LU-1, A549 e 
SK-MES-1) tratadas com Ang-(l-7), também demonstraram redução significativa no 
crescimento celular, decorrente da redução na taxa de síntese de DNA (COHEN et 
al., 1999; GALLAGHER; TALLANT, 2004; MCCOLLUM et al., 2012). 

Entretanto, os estudos com Ang-(1-7) focaram-se, principalmente, na sua ação 
inibidora da proliferação de células tumorais ou de angiogênese, sendo que o papel 
do peptídeo no processo metastático ainda é pouco compreendido (NI, L. et al., 
2012). Sendo o processo metastático uma das principais causas de mortalidade 
entre os pacientes com NSCLC (ISCLC, 2015), é de grande importância à 
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compreensão dos efeitos da Ang-(1-7) sobre os mecanismos de disseminação do 
tumor. A metástase tumoral consiste de uma intrincada cascata de etapas 
interdependentes, como as interações célula-célula e célula-matriz extracelular, 
degradação dos componentes da matriz, angiogênese, invasão e disseminação 
celular, as quais são reguladas por mecanismos extremamente complexos (FIDLER, 
2002). Um elemento de extrema importância para a ocorrência da metástase são as 
metaloproteinases de matriz (MMP) envolvidas na degradação e remodelação da 
matriz extracelular (ECM) (EGEBLAD; WERB, 2002). Numerosos estudos apontam 
que a expressão de MMP é mediada por membros da família MAPK e pela via de 
PI3K/Akt (CHAKRABORTI et al., 2003; REDDY et al., 2003; LEE, S. et al., 2007; 
LOPEZ-BERGAMI et al., 2007; NI, L. et al., 2012). As proteínas intracelulares da 
família MAPK são caracterizadas por direcionar respostas celulares para vários 
estímulos como fatores de crescimento, citocinas e interações célula-matriz, 
regulando assim o crescimento celular e os mecanismos de apoptose, diferenciação 
e metástase (NI, L. et al., 2012). Além disso, a ativação de PI3K/Akt está 
diretamente relacionada com o desenvolvimento e progressão de vários tumores, 
uma vez que transdução dos sinais dessa via regulam a metástase celular pelo 
aumento na expressão de MMPs e promovendo a invasão tumoral (KIM et al., 2001; 
VIVANCO; SAWYERS, 2002). 

Ni et al. (2012) mostraram in vitro um potencial efeito antimetastático da Ang-
(1-7) avaliando o efeito do peptídeo no processo de migração e invasão da linhagem 
celular A549. Os resultados mostram que as células apresentaram uma redução da 
capacidade de migração e invasão quando expostas a Ang-(1-7) de maneira dose-
dependente. Além disso, a inibição da expressão de MMP-2 e MMP-9 pela Ang-(1-7) 
foram relacionadas à inativação de PI3K/Akt e MAPKs. Outro estudo (CHIEN et al., 
2009) também relacionou o processo metastático em célula de NSCLC com a via 
PI3K/Akt. Neste contexto, Ni et al. (2012) sugerem que Ang-(1-7) age de maneira 
importante na regulação do microambiente tumoral, principalmente através da 
inativação das vias de sinalização de PI3K/Akt e MAPKs.  

A partir das informações apresentadas, fica evidente a importância do SRA 
para o organismo, destacando-se o eixo Ang-(1-7) – receptor Mas no controle do 
crescimento do câncer de pulmão e do processo de metástase, representando assim 
uma promissora estratégia no combate ao câncer. 
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1.4. Participação das moléculas de adesão nos processos de carcinogênese 
e metástase tumoral 

 
A ocorrência de metástase cerebral em 25-40% dos pacientes diagnosticados 

com NSCLC, logo nos dois primeiros anos após o diagnóstico, pode ser considerado 
um grande complicador da doença. Entretanto, devido ao quadro de saúde 
debilitado, muitos pacientes com metástase cerebral não são elegíveis para cirurgia 
ou radio cirurgia. Além disso, a utilização de quimioterapia sistêmica como 
tratamento de metástase cerebral é controversa devido à natureza impenetrável da 
barreira hematoencefálica, sendo que as taxas de resposta ao tratamento variam de 
15-30% (DEMPKE et al., 2015). Neste contexto fica evidente a necessidade de um 
melhor entendimento e novas estratégias de tratamento voltado aos processos 
celulares envolvidos na metástase. 

Dentre os elementos facilitadores da metástase temos as interações celulares 
(célula-célula, célula-matriz) que facilitam a adesão das células tumorais a pontos 
inespecíficos e o processo metastático. Atualmente, a inibição destas interações 
representa um interessante alvo terapêutico para a atenuação de metástase, assim 
como para a regressão tumoral e no processo de angiogênese (DESGROSELLIER; 
CHERESH, 2010). 

As integrinas, por exemplo, são glicoproteínas transmembranas grandes e 
complexas, estruturadas por duas cadeias diferentes, α- e β-subunidade, as quais 
formam um heterodímero não covalente (HYNES, 2002; MORGAN et al., 2007). 
Responsáveis por mediar a adesão celular, elas se ligam diretamente aos 
componentes da matriz extracelular (ECM), tais como fibronectina, laminina e 
colágeno, proporcionando assim a ancoragem necessária para a migração e invasão 
celular (HYNES, 2002; MORGAN et al., 2007). As integrinas também estão 
envolvidas na sinalização intra e extracelular, regulando a proliferação celular, 
mecanismos de sobrevivência e angiogênese, sendo estes processos de extrema 
importância para a progressão tumoral. Desgrosellier e Cheresh (2010) relacionaram 
os níveis de expressão de integrinas com os resultados patológicos, tais como 
metástase ou a sobrevida dos pacientes, identificando assim várias integrinas 
possivelmente envolvidas na progressão do câncer. A expressão de diferentes 
integrinas em células tumorais foi relacionada com a progressão metastática em 
pacientes com melanoma, carcinoma da mama, próstata, pâncreas e câncer do 
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pulmão (DESGROSELLIER; CHERESH, 2010). Os resultados mostram um papel 
fundamental das integrinas na evolução do câncer e por isso elas têm se tornando 
alvos terapêuticos atrativos para novas estratégias focadas tanto na diminuição do 
tumor, quanto na repreensão da metástase. 

Outra proteína de interesse é a molécula de adesão da célula epitelial (EPCAM 
– epitelial cell adhesion molecule), uma glicoproteína identificada como um marcador 
para o câncer, devido à sua elevada expressão na rápida proliferação tumoral de 
origem epitelial (MAETZEL et al., 2009). Em condição fisiológica, os epitélios 
expressam EPCAM em um nível variável, mas geralmente inferior ao que é 
produzido pelas células tumorais (MAETZEL et al., 2009). Inicialmente, EPCAM foi 
descrita como uma molécula de adesão célula-célula, entretanto estudos posteriores 
revelaram um papel mais versátil para a proteína, incluindo processos de 
sinalização, migração, proliferação e diferenciação celular (MAETZEL et al., 2009).  
Estudos apontam que dependendo do tecido de origem, EPCAM pode agir de forma 
oncogênica, promovendo a proliferação celular, motilidade, carcinogênese e 
metástase, ou de forma a suprimir a progressão do câncer (VAN DER GUN et al., 
2010), mas os mecanismos responsáveis pelas atividades divergentes de EPCAM 
em diferentes contextos ainda não foram elucidados. A maioria dos estudos 
envolvendo EPCAM está focada em seu efeito na proliferação celular (LITVINOV et 
al., 1994; CHAVES-PEREZ et al., 2012) ou na capacidade de invasão das células 
tumorais (SANKPAL et al., 2009). Outros estudos utilizaram EPCAM como um 
marcador de superfície para a identificação de células de iniciação tumoral 
(NAGRATH et al., 2007; YAMASHITA et al., 2009; TERRIS et al., 2010). A 
diversidade biológica de EPCAM no processo tumoral faz com que a mesma seja, 
também, um importante alvo de pesquisas. 

Além dessas, o complexo de Junções Oclusivas (TJ, tight junctions) consiste 
em um dos complexos juncionais mais importantes de células endoteliais e epiteliais 
(RUNKLE; MU, 2013).  As proteínas TJ podem ainda ser subdivididas em proteínas 
integrais de membrana e proteínas citoplasmáticas, dentre as quais se destaca a 
ocludina, uma proteína de membrana, e as proteínas adaptadoras citoplasmáticas 
da zona de oclusão (ZO, zonula occludens), designadas ZO-1, -2, e -3, responsáveis 
por ligar as proteínas de membrana ao citoesqueleto de actina.  Coletivamente, as 
TJ apresentam função de barreira celular, regulando a permeabilidade de soluto 
entre células adjacentes e controlando a difusão lateral de proteínas inseridas na 
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bicamada lipídica. A ocludina foi a primeira proteína transmembrana identificada no 
complexo das TJs, e desde então muitas pesquisas foram conduzidas para 
determinar sua função (TORRES-FLORES; ARIAS, 2015). Apesar de não serem 
essenciais para a formação das TJs (SCHULZKE et al., 2005), as ocludinas são 
capazes de regular o transporte de alguns pequenos íons pelo espaço paracelular 
(YU; TURNER, 2008) e podem estar envolvidas tanto na biogênese de vesículas 
endocíticas quanto na organização de domínios especializados de membrana 
semelhante às TJs (SÁNCHEZ-PULIDO et al., 2002). Em um estudo com RNA de 
interferência, a expressão de ocludina foi silenciada em células epiteliais 
ocasionando um comprometimento da ativação da GTPase RhoA, sugerindo que 
ocludina também esteja relacionada a transdução de sinais (YU, A. et al., 2005). Por 
sua vez, ZO-1 foi a primeira proteína citoplasmática descrita do complexo proteico 
de TJ, sendo de extrema importância para a montagem das junções (UMEDA et al., 
2004; MCNEIL et al., 2006; RODGERS et al., 2013) e atuando como suporte 
citoplasmático para outras proteínas sinalizadoras, como proteína quinase C (PKC), 
GTPases Rho, Rab, e Ras, envolvidas na transdução de sinal correlato às TJs 
(TORRES-FLORES; ARIAS, 2015). 

Apesar do enfoque tradicional dado pelos pesquisadores à função de barreira 
celular, novas tendências apontam para a participação das TJ na proliferação e 
transformação celular, além de suprimir a metástase (RUNKLE; MU, 2013). Ocludina 
emergiu como um mediador crítico para a transformação celular desde a descoberta 
de que é transcricionalmente reprimida a partir da expressão constitutiva de Raf-1 
(Raf-1 Proto-Oncogene, Serina/Treonina Quinase), e sua subsequente re-expressão 
foi suficiente para resgatar o fenótipo transformado, sugerindo que ocludina seja um 
proteína anti-transformação (LI; MRSNY, 2000; WANG, Z. et al., 2007; RUNKLE; 
MU, 2013). Outro estudo mostra que ocludina é epigeneticamente silenciada por 
hipermetilação da região promotora em células de melanoma murino e, uma vez 
forçada a expressão de ocludina, observou-se redução na taxa de migração das 
células (OSANAI et al., 2006). Uma vez estabilizada a expressão de ocludina em 
células de melanoma e câncer de mama, seguido de injeção das mesmas no tórax 
(posição crânio-lateral) e no tecido adiposo mamário, respectivamente, resultou na 
redução no tamanho da metástase pulmonar (OSANAI et al., 2006). Além disso, um 
estudo conduzido por Phillips et al. (2008), notou que a perda de ocludina, aumentou 
as taxas de proliferação celular. As proteínas ZO têm sido descritas principalmente 
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nas TJs, mas também foram encontradas no núcleo celular, onde diversos eventos 
regulatórios acontecem (TAPIA et al., 2009; GONZALEZ-MARISCAL et al., 2009). 
Matter e Balda (2000) relacionaram proteínas TJ à regulação do ciclo celular 
mediante a descoberta da proteína de interação com ZO-1 chamada ZONAB (ZO-1- 
associated nucleic acid-binding protein). Este estudo mostrou interações da ZONAB 
com proteínas regulatórias de promotores do ciclo celular, sendo que o 
silenciamento de ZONAB reduziu as taxas de proliferação, enquanto a 
superexpressão aumentou a densidade celular. Neste contexto, o uso do modelo de 
estudo celular é de extrema valia para melhor compreensão da participação das 
proteínas de TJs além dos processos de regulação da barreira celular. 

Existe ainda uma gama de proteínas inerentes ao mecanismo de adesão que 
podem ser relacionados com o câncer, como por exemplo, a caderina e catenina, 
responsáveis pela formação do complexo E-caderina/β-catenina. Este complexo já 
foi bem explorado e revisado por vários autores, quanto a sua relação com a 
progressão, invasão e prognóstico em diversos tipos tumorais como câncer 
pulmonar, câncer de estômago e câncer de laringe (BREMNES et al., 2002; 
CHARALABOPOULOS, et al., 2004; MITTARI et al., 2005; CHAN, 2006; AL 
MOUSTAFA et al., 2008). Neste contexto, fica evidente a necessidade de se 
explorar o potencial terapêutico existentes nas interações biológicas envolvendo 
moléculas de adesão, como opção de suprimir o crescimento do volume tumoral e 
impedir o processo metastático em pacientes acometidos pelo câncer. 

 
1.5. MicroRNAs: biogênese, função e regulação do processo tumoral 

 
Dentro do contexto do equilíbrio sistêmico de um organismo, a homeostase 

celular é necessária.  Para tal, a regulação fina da expressão gênica é ponto crucial 
e esta pode se dar por múltiplos mecanismos a nível transcricional, pós-
transcricional e/ ou pós-traducional. Dentre os elementos envolvidos com este 
equilíbrio, os microRNAs (miRNAs) vêm sendo apontados como moléculas 
regulatórias de grande interesse científico (WINTER et al., 2009). 

Apesar de se tratar de uma temática ainda pouco compreendida dentro do 
estudo de genomas (MATTICK et al., 2010), sabe-se que os miRNAs são pequenas 
moléculas de ácido ribonucleico (RNA), constituídos de uma sequência de 18-25 
nucleotídeos dispostos em fita simples e que não codificam proteínas (WINTER et 
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al., 2009; SUBRAMANIAM et al., 2013). Os miRNAs regulam a expressão gênica 
inibindo a tradução ou degradando o mRNA alvo, através de um mecanismo 
caracterizado como RNA de interferência (RNAi) (BARTEL, 2004; WINTER et al., 
2009). A biogênese dos miRNAs (Figura 3) se inicia com a transcrição do seu gene 
realizada pela RNA polimerase II, gerando uma molécula de miRNA primário (pri-
miRNA) que pode conter um ou múltiplos miRNAs (CALIN et al., 2004). Os pri-
miRNAs apresentam uma estrutura em forma de grampo (hairpin) que é clivada 
ainda no núcleo celular pela enzima Drosha (caracterizada como uma RNA 
polimerase III), gerando uma molécula precursora do miRNA maduro denominada 
pré-miRNA (BARTEL, 2004; WINTER et al., 2009). Esses pré-miRNAs são então 
transportado rapidamente ao citoplasma pelo complexo Exportina5/Ran-GTP 
(PINEAU et al., 2010). No citoplasma, os pré-miRNAs são processados pela enzima 
Dicer, gerando um duplex de RNA (CHENDRIMADA et al., 2005). Na maioria das 
vezes umas das fitas do duplex se transforma no miRNA maduro e a outra fita é 
degradada (LIU; OLSON, 2010). O produto não degradado é então incorporado pelo 
Complexo Indutor de Silenciamento de RNA (RISC - RNA-induced silencing 
complex) e é então direcionada por esse complexo a sequências complementares 
na porção 3´- não traduzidas (3’-UTR) do mRNA. Esse pareamento desencadeia o 
mecanismo de RNAi (CARTHEW; SONTHEIMER 2009). 
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Fonte: Adaptação de Szabo e Bala (2013). 

Os miRNAs podem ser encontrados nos éxons, íntrons ou regiões intergênicas 
do genoma de animais e de plantas (LI et al., 2006), e têm sido relacionados a uma 
grande variedade de processos biológicos tais como proliferação celular, apoptose 
(CHENG et al., 2005), resposta ao estresse (DRESIOS et al., 2005), cânceres (KIM 
et al., 2014), desenvolvimento de órgãos, entre outros. Interessantemente, os 
miRNAs representam uma das classes de moléculas regulatórias mais abundantes 
em organismos multicelulares (BARTEL, 2004), e análises preliminares de 
bioinformática sugerem que um único miRNA pode regular inúmeros mRNAs alvos 
(SELBACH et al., 2008), ressaltando a importância da participação dessas pequenas 
moléculas na regulação gênica. 

Nos últimos anos, os miRNAs vêm sendo extensivamente estudado nos 
processos tumorais. Entre as várias pesquisas nessa área, estudos apontam a 
importância dessas moléculas na modulação do crescimento tumoral, invasão, 
angiogênese e evasão à imunidade (HAYES et al., 2014). A relação entre a variação 
nos níveis de miRNAs e o processo tumoral foi inicialmente descrita em leucemia 
linfocítica crônica (CLL) e desde então um crescente número de investigações 

Figura 4- Esquema de biogênese e atuação dos miRNAs 
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apontam que miRNAs podem atuar como oncogenes (oncomirs) e/ou supressores 
tumorais. Estudos envolvendo câncer de pulmão humano in vivo e in vitro, 
mostraram que muitos miRNAs estão geralmente reprimidos quando comparados ao 
tecido normal, como por exemplo, os miRNAs let-7 (HE et al., 2009), miR-15a, miR-
16 (SHEN et al., 2010), miR-34a (BANDI et al., 2011), miR-34b (WANG, L. et al., 
2013), miR-125 (JIANG et al., 2011), miR-155, miR-192 e miR-486 (PENG et al., 
2013), enquanto outros são super-expressos, como o miR-21 (SUN et al., 2013; 
ZHANG, X. et al., 2014), o miR194 (WU et al., 2013) e o miR-186 (HUANG et al., 
2013). Através da caracterização funcional de miRNAs novas oportunidades de 
terapia e diagnóstico têm sido exploradas, principalmente devido ao fato de miRNAs, 
associados a câncer, serem passíveis de detecção em fluidos biológicos, agindo 
como biomarcadores, o que permite um monitoramento, menos invasivo, do quadro 
clínico do paciente. 

Dentre os miRNAs, o miR-21 é reconhecido como o principal elemento 
proveniente da transcrição de miRNAs, apresentando alta expressão em diversos 
tumores sólidos e se relacionando aos processos de proliferação celular, 
diferenciação, apoptose, crescimento tumoral, invasão, metástase e de resistência 
às drogas (SELCUKLU et al., 2009; KRICHEVSKY; GABRIELY, 2009; LI, Y. et al., 
2010; MOORE; ZHANG, 2010; ROSSI et al., 2010; SHI, G. et al., 2010; LI, S. et al., 
2012). Yan et al. (2008) reportaram que a super-expressão do miRNA-21 estava 
correlacionada com características clinico-patológicas do câncer de mama, assim 
com o estágio tumoral avançado, metástase nos linfonodos e condições 
desfavoráveis de sobrevivência do paciente. Em células de câncer de estômago, o 
miRNA-21 demonstrou regular a radio-sensibilidade, possivelmente pela direta 
modulação da expressão de PTEN (LIMA et al., 2011), além de ser associado ao 
grau de diferenciação do tecido tumoral (HUANG et al., 2013).  Um estudo 
conduzido por Schuster et al. (2008) com câncer colorretal mostrou que a super-
expressão de miRNA-21 está associada com piores prognósticos e menor taxa de 
resposta aos quimioterápicos. Outros estudos apontam para a correlação entre a 
alta expressão do miRNA-21 em câncer pulmonar com a presença de metástase nos 
linfonodos e as taxas de sobrevivência (MARKOU et al., 2008; ZHANG, J. et al., 
2010; WEI et al., 2011). Entretanto, a inibição do miRNA-21 em cultura de célula 
A549 não modificou a taxa de crescimento ou morte celular (CHENG et al., 2005). 
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Interessantemente, estudos do desenvolvimento de modelos vertebrados 
apontam que a expressão de miR-21 foi detectada logo nas primeiras 12 horas de 
desenvolvimento do embrião (CHEN et al., 2005; KUMARSWAMY et al., 2011). Em 
outro estudo com peixes (RAMACHANDRA et al., 2008) foi mostrado que os níveis 
de expressão do miR-21 e Stat3, o qual é um fator de transcrição regulador do 
miRNA-21 (LOFFLER et al., 2007), elevaram-se significativamente durante a 
ativação gênica embrionária. Desta forma, é proposto que o miRNA-21 atua de 
maneira importante na degradação de mRNAs herdados maternalmente, através de 
um mecanismo não tão bem compreendido até então (KUMARSWAMY et al., 2011). 
Além disso, o miR-21 tem sido apontado como elemento atuante na morfogênese 
ramificada (HAYASHI et al., 2011), sendo este um processo de desenvolvimento 
basal na formação de vários órgãos, incluindo pulmões, rins e glândulas exócrinas. 
Neste contexto, fica evidente a importância do miRNA-21, uma vez que o mesmo 
atua de maneira crucial em diversos processos biológicos. 

Porém, ainda são muitas as particularidades moleculares que precisam ser 
elucidadas sobre os miRNAs, como por exemplo, de que forma eles são 
transportados nos fluidos corpóreos e porque alguns miRNAs são encontrados em 
regiões distantes de onde foram sintetizados. Uma possível explicação seria: através 
de vesículas microscópicas, com diâmetro de 40-100 nm, denominadas de 
exossomos (COCUCCI et al., 2009). O termo foi primeiramente utilizado em 1970, e 
desde então tem recebido bastante atenção dos pesquisadores (QIN; XU, 2014). 
Diversas linhagens celulares liberam exossomos ex-vivo (células neuronais, 
fibroblastos, adipócitos, células do epitélio intestinal e células tumorais) e através de 
vários estudos foi observado que a liberação dessas microvesículas está 
intimamente relacionada com a resposta imune, coagulação, inflamação e 
angiogênese (SKOG et al., 2008; AHMAD et al., 2010). Mittelbrunn et al. (2011) 
encontraram miRNAs em leite materno, sendo transportados por exossomos, ao 
longo dos seis primeiros meses de lactação, demonstrando a alta capacidade de 
disseminação dos miRNAs por exossomos através dos fluidos corpóreos. Além 
disso, Valadi et al. (2007) demonstraram que alguns miRNAs são detectados em 
maior quantidade nos exossomos do que nas células de origem, sugerindo que 
alguns miRNAs são especificamente destinados a serem transferidos pelos 
exossomos. Nesse contexto, a comunicação célula-célula, em condições normais ou 
patológicas, se mostra bastante complexa podendo ocorrer através da transferência 
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de RNA por exossomos, além de maneiras já descritas como eventos mediados por 
receptores químicos, contato direto célula-célula, e sinapses celulares (VALADI et 
al., 2007).  

Frente aos avanços científicos na área, fica evidente a importância dos 
miRNAs, não apenas no metabolismo da célula onde é produzido, mas também no 
funcionamento do organismo como um todo, já que estas pequenas moléculas de 
RNA não-codificantes podem ser encontradas e/ou enviadas a todo o organismo, 
reforçando seu potencial de uso como biomarcadores visando a uma rápida 
detecção da presença de um quadro patológico, além de seu uso na classificação de 
diferentes tipos de câncer e, também, como um aliado na construção e 
desenvolvimento de ferramentas terapêuticas (LIU et al., 2011). 

Vários miRNAs se mostraram promissores em terapia combinada com outros 
tratamentos. No caso de câncer colorretal (CRC), o miR-147, por exemplo, 
aumentou a sensibilidade à gefitinib após a indução da transição mesênquima-
epitelial (MET) (LEE, C. et al., 2014). Ruzzo et al. (2012) mostrou que super-
expressão de let-7a restaurou a sensibilidade à tratamentos anti-EGFR em 
pacientes com CRC. Outro exemplo seria a ação do miR-192, o qual se apresenta 
como um sensibilizador das células de CRC ao metotrexato, sendo que o tratamento 
combinado do miRNA com o fármaco apresentou maior eficácia em relação a outros 
tratamentos (SONG et al., 2008). Assim como os exemplos relatados em estudos de 
CRC, é necessário a compreensão e desenvolvimento de estratégias similares de 
terapêutica do miRNA, visto a grande importância destas moléculas associado 
impacto epidemiológico mundial inerente ao câncer de pulmão. 

 
1.6. O modelo celular de investigação científica 

 
A tecnologia da cultura celular marca uma grande mudança no campo da 

pesquisa durante as últimas décadas, visto sua versatilidade de estudos e os 
diversos ensaios aos quais se aplicam (RODRÍGUEZ-HERNÁNDEZ et al., 2014). A 
história desta técnica data desde o século XIX, quando Wilhelm Roux conseguiu 
manter células vivas do disco neural de embriões de galinha em solução salina por 
alguns dias (RODRÍGUEZ-HERNÁNDEZ et al., 2014). Em 1907, Ross Granville 
Harrison publicou um artigo apresentando uma metodologia para cultura de células 
nervosas com a finalidade de estudo da fisiologia e comportamento das células 
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animais em ambiente homeostático e em situações de estresse (HARRISON, 1907; 
RYAN, 2008).  

Para isso, Harrison superou alguns desafios existentes na cultura básica e 
desenvolveu uma técnica reproduzível. A técnica consistia da fragmentação do tubo 
neural de embrião de sapo e da transferência de uma gota da linfa para uma 
lamínula. Uma vez coagulada a linfa, a lamínula era colocada sobre uma lâmina 
escavada gerando assim uma gota de cultura suspensa. Esta técnica já era 
amplamente usada por microbiologista para o estudo de bactérias, entretanto a 
aplicação da mesma para cultura de tecidos foi um sucesso (RODRÍGUEZ-
HERNÁNDEZ et al., 2014). Desde então a técnica foi sendo utilizada, adaptada e 
aperfeiçoada, até que a partir de 1940, com o desenvolvimento de um meio de 
cultura sintético para células vegetais e animais, a cultura celular despontou 
possibilitando a consolidação desta metodologia científica (WHITE, 1946; FISCHER, 
1947; FRESHNEY, 2006; RYAN, 2008).  

Earle et al. (1943) estabeleceram a primeira linhagem celular, sendo essa, 
fibroblastos adaptados ao crescimento indefinido em meio de cultura. Em 1951, uma 
paciente chamada Henrietta Lacks foi diagnosticada com câncer cervical a partir de 
uma biópsia. Uma amostra das células foi enviada para análise e, após o cultivo, 
observou-se que a linhagem celular era extremamente resistente e se proliferava em 
intervalos regulares de vinte horas (RODRÍGUEZ-HERNÁNDEZ et al., 2014). Esta 
nova linhagem celular denominada HeLa (Henrietta Lacks) foi então utilizada para o 
desenvolvimento da vacina Salk, e constituiu um dos recursos mais importantes no 
estudo do câncer (SHARRER, 2006). Em 1954, culturas de células foram utilizadas 
para produzir uma vacina veterinária contra febre aftosa (WU et al., 2010). Harris e 
Watkins (1965) produziram as primeiras células híbridas de mamíferos, pela 
recombinação de células humanas e de ratos, utilizando um vetor viral. Em 1975, 
Georges Kohler e Cesar Milstein produziram os primeiros anticorpos monoclonais, o 
que os rendeu o Prêmio Nobel de Medicina em 1984 (RODRÍGUEZ-HERNÁNDEZ et 
al., 2014). No ano de 1973, Graham e Van der Eb introduziram DNA em cultura de 
células mamíferas (GRAHAM; VAN DER EB, 1973) e a base para o 
desenvolvimento de técnicas para incorporação de genes no genoma celular 
(RODRÍGUEZ-HERNÁNDEZ et al., 2014). Em 1992 foi criado o banco de células 
denominado Associação Americana de Tipo de Cultura (American Type Culture 
Association) (RODRÍGUEZ-HERNÁNDEZ et al., 2014), até que no final dos anos 90 
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aconteceu o maior sucesso científico da época: a clonagem de um mamífero 
(WILMUT et al., 1997). Neste contexto, as culturas celulares se estabeleceram como 
uma importante ferramenta para a investigação científica e que vem contribuindo 
com o desenvolvimento da biotecnologia. Além disso, a crescente tendência de 
reduzir, ou até substituir, a utilização de animais como modelo experimental, 
favoreceu ainda mais a utilização do modelo celular visando a melhor compreensão 
dos mecanismos moleculares, bioquímicos e fisiológicos do organismo (HALL, 1988; 
LINDENBACH et al., 2005; LELAND; GINOCCHIO, 2007; WU et al., 2010). 

Através dos avanços advindos da bioquímica, biologia molecular, biologia 
celular e bioinformática, expandiram-se as aplicações científicas das culturas 
celulares (LI, Y. et al., 2010). Correlatos a investigação científica que se embasa na 
elucidação de mecanismos moleculares, a utilização do cultivo celular subsidia 
estudos sobre as atividades intracelulares que incluem a transcrição do DNA, 
processamento de RNA, síntese de proteínas marcadas radioativamente ou por 
fluorescência, técnicas de imobilização, linhagens celulares específicas, ciclo celular, 
caracterização, proliferação, diferenciação, apoptose, etc (HOFFMAN et al., 1998; 
ANDREEFF et al., 2000; KOURTIS; TAVERNARAKIS, 2009; RODRÍGUEZ-
HERNÁNDEZ et al., 2014). Nos campos da genômica e proteômica, as culturas 
celulares podem ser exploradas para estudos de expressão gênica, infecção, 
transformação celular, imortalização, vias metabólicas, e interações celulares como 
morfogênese, proliferação e adesão (ANDREEFF et al., 2000; RODRÍGUEZ-
HERNÁNDEZ et al., 2014). Além disso, a tecnologia de cultura celular se tornou uma 
ferramenta indispensável em determinadas áreas de estudo como virologia, 
farmacologia, toxicologia e oncologia. Em virologia, a cultura celular viabilizou o 
isolamento de vírus, facilitou o controle de contaminação por meio de antibióticos e 
equipamentos estéreis, e ajudou a diminuir o uso do modelo animal (LINDENBACH 
et al., 2005; LELAND; GINOCCHIO, 2007). As aplicações de culturas celulares na 
farmacologia e toxicologia visam testar o efeito de diferentes drogas, interações do 
tipo droga-receptor, fenômenos de resistência, citotoxicidade, mutagênese, 
carcinogênese, entre outros (FRIEDRICH et al., 2007; SMALLEY et al., 2008; 
LOVITT et al., 2014; RODRÍGUEZ-HERNÁNDEZ et al., 2014). Na oncologia, a 
utilização de culturas celulares facilita a elucidação do processo tumoral uma vez 
que as pesquisas de expressão e regulação gênica (CRACKOWER et al., 2002; 
MARSIT et al., 2005; TANG et al., 2006; MOCANU; YELLON, 2007; YAN et al., 
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2008; CHENG; ZHANG, 2010; LIMA et al., 2011), vias metabólicas e de transdução 
de sinal (DI CRISTOFANO; PANDOLFI, 2000; KIM et al., 2001; BRADLEY; 
HAWLEY; BUNTING, 2002; FERRAJOLI et al., 2006; ALVES, 2008; MCCUBREY et 
al., 2012), identificação de potenciais alvos terapêuticos (VALENTINO; PIERRE, 
2006; PAL; FIGLIN; RECKAMP, 2008; FUKUOKA et al., 2011; DIMOU; 
PAPADIMITRAKOPOULOU, 2014) e desenvolvimento de terapias anticâncer 
(LINDEE, 2007; CRUZ et al., 2009) podem ser realizadas de maneira precisa e 
isoladamente, viabilizando um estudo mecanístico de elementos centrais na 
patologia. 

Desta maneira, considerando-se as vantagens do modelo de estudo que se 
embasa na cultura de células, o presente projeto procurou investigar o efeito 
modulador do peptídeo vasoativo Angiotensina-(1-7) sobre a linhagem celular A549 
e a atuação do microRNA 21-5p no processo tumoral pulmonar. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



38  

2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo geral 

 
Analisar os efeitos bioquímicos, fisiológicos e moleculares do tratamento com o 

peptídeo vasoativo Angiotensina-(1-7) em linhagem celular tumoral A549 e a 
atuação do microRNA 21-5p. 

 
2.2. Objetivos específicos 

 
o Realizar ensaios de viabilidade celular utilizando-se a concentração 10-7 M do 

heptapeptídeo angiotensina-(1-7), corroborando dados da literatura; 
o Estabelecer os quatro grupos de culturas celulares: A549 controle, A549 

tratamento com Ang-(1-7), A549-pEP-miR-Controle e A549-pEP-miR-21-5p (que 
surperexpressa o miRNA-21-5p); 

o Investigar aspectos da fisiologia e bioquímica das células A549, tais como 
mensuração de lactato, pH e tempo de duplicação das culturas, em cada um dos 
grupos estudados;  

o Analisar o padrão transcricional de genes correlacionados ao processo tumoral e 
aos mecanismos de adesão e migração, para cada grupo celular analisado; 

o Quantificar o potencial invasivo e migratório dos grupos celulares; 
o Mensurar a atividade de MMP-2 e MMP-9 em cada um dos grupos celulares 

estudados. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

Técnicas usuais de biologia molecular foram baseadas nas metodologias 
descritas em Sambrook et al. (1989) e Ausubel et al. (1995). 

 
3.1. Cultura celular e tratamento 

 
Culturas da linhagem celular A549 (American Type Culture Collection, ATCC: 

CRM-CCL-185™), oriundas de carcinoma de tecido pulmonar, foram crescidas em 
garrafas de 75 cm2 com meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium: Nutrient Mixture 
F-12 (DMEM/F12, Thermo Fisher Scientific Inc.) suplementado com 10% de soro 
bovino fetal (FBS) e 0,1% de antibiótico (Penicilina e Estreptomicina, Thermo Fisher 
Scientific Inc.). As culturas celulares foram mantidas em estufa, a 37°C e atmosfera 
contendo 5% CO2. 

Para a realização dos ensaios, 1,5 x 105 células foram semeadas em garrafas 
de cultura e crescidas na ausência (grupo controle) ou presença do heptapeptídeo 
Ang-(1-7) (Bachem®) na concentração final de 10-7 M (grupo tratamento). Em 
intervalos regulares de 24 horas, o meio de cultura de ambos os grupos era 
substituído. As células foram incubadas e crescidas até atingir a confluência de 90%, 
e em seguida utilizadas nas análises celulares e moleculares. 

 
3.2. Ensaios de viabilidade celular 

 
O potencial citotóxico do heptapeptídeo Ang-(1-7) em células A549 foi avaliado 

pelo ensaio de viabilidade celular, também conhecido como MTT (MOSMANN, 
1983). Esta técnica quantifica a atividade mitocondrial, através da redução de sais 
amarelos de tetrazólio MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio) 
pela enzima desidrogenase succínica, formando cristais azuis (formazan) 
intracelularmente. Posteriormente os cristais são dissolvidos em dimetil sulfóxido 
(DMSO) e realiza-se a quantificação em espectrofotômetro a 570 nm (MOSMANN, 
1983; LOBNER, 2000). Baseado em informações disponíveis na literatura 
(SAMPAIO et al., 2007; VERANO-BRAGA et al., 2012), adotou-se a concentração 
de Ang-(1-7) a 10-7 M para a realização das análises, e o efeito citotóxico da mesma 
foi avaliado em diferentes intervalos.  
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Para os ensaios, 1,5 x 104 células foram cultivadas em microplaca de 96 poços 
e incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% CO2. Em seguida, o meio de 
cultura foi substituído em intervalos regulares de 24 horas (24, 48 e 72 horas), 
contendo ou não o heptapeptídeo na concentração final de 10-7 M. As células foram 
então incubadas a 37°C e 5% CO2. Após os respectivos intervalos de incubação, foi 
realizado o ensaio de viabilidade celular e para isso o meio de cultura foi substituído 
por alíquotas novas contendo o reagente MTT (Sigma - Aldrich®), na concentração 
de 5 mg/ml. As culturas foram então incubadas por 2 horas, a 37°C e 5% CO2. Em 
seguida, o meio de cultura contendo MTT foi removido e foram adicionados 100 μL 
de DMSO às células; a placa foi novamente incubada por 2 horas, a 37°C e 5% CO2, 
para dissolução dos cristais formados intracelularmente. Ao final da incubação, 
analisou-se a absorbância em leitor de microplacas EZ Read 400 Microplate Reader 
(Biochrom) pelo ensaio de ELISA no comprimento de onda de 570 nm. 

 
3.3. Análises bioquímicas e fisiológicas 

 
3.3.1. Avaliação dos níveis de Lactato e pH 

 
Para a realização dos ensaios, 1,5 x 105 células, dos diferentes grupos 

celulares avaliados, foram semeadas em garrafas de 75 cm2 e crescidas até a 
confluência de 90%, enquanto o meio de cultura foi trocado em intervalos regulares 
de 24 horas. Alíquotas dos sobrenadantes foram coletadas 24 horas após o início do 
ensaio e, novamente, quando as células atingissem 90% de confluência. 
Analisando-se os sobrenadantes, foi possível avaliar possíveis alterações 
bioquímicas no metabolismo celular, comparando-se os diferentes grupos celulares 
avaliados. Para tal investigação, os níveis de lactato e variação de pH foram 
mensurados. Fitas ColorpHast® pH Strips 5-10 (EMD Millipore®) foram imersas em 
microtubos de 1,5 mL contendo alíquotas do sobrenadante celular para mensurar as 
variações de pH.  

Para a mensuração de lactato, foi utilizado o Lactato Enzimático Kit (Labtest), 
seguindo as especificações do fabricante. Para tal, utilizando-se uma proporção de 
4:1 dos Reagentes 1 e 2 do respectivo kit, foi adicionado 1 mL da mistura de 
reagentes a 0,01 mL do sobrenadante de cada grupo celular, aliquotados 
previamente em microtubos de 1,5 mL. Após homogeneização, os microtubos foram 
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incubados a 37°C por 5 minutos, seguido da análise de absorbância em 550 nm no 
espectrofotômetro BioMate™ 3 (Thermo Fisher Scientific Inc.). 

 
3.3.2. Tempo de Duplicação Celular 

 
Após os diferentes grupos celulares serem semeados (1,5 x 105 células) e 

incubados até a confluência de 90%, com a constante troca do meio de cultura em 
intervalos regulares de 24 horas, as células foram retiradas da garrafa de cultura 
utilizando-se tripsina-PBS/ EDTA (1X PBS/ EDTA: 137 mM NaCl, 2,7 mM de KCl, 10 
mM de Na2HPO4, 2 mM de KH2PO4, 0,68 mM EDTA, pH 7,4) e contadas com o 
auxílio de uma câmara de Neubauer. No momento da contagem de células, a 
viabilidade celular foi determinada com Trypan Blue (Thermo Fisher Scientific Inc.). 
Em seguida, o tempo de duplicação celular foi calculado com base na fórmula 
DT=t* ln(2)/ln(A/Ao), aonde: DT = tempo de duplicação, A = número de células no 
intervalo t, A0 = número de células iniciais (LEGRIER et al., 2007).  
 

3.3.3. Avaliação da Migração Celular: Ensaio de Cicatrização da Ferida  
 

Para o ensaio de cicatrização da ferida, foram semeadas 1,5 x 105 células, de 
cada um dos grupos investigados, em microplacas de 6 poços seguido de incubação 
até a confluência de 90%. A troca do meio de cultura celular e a adição do peptídeo 
vasoativo (grupo tratamento) na concentração de 10-7 M foram realizadas em 
intervalos regulares de 24 horas como descrito no item 3.1.  

Ao atingir a confluência de 90%, foram feitos riscos longitudinais, com auxílio 
de uma ponteira de 200 µL, na monocamada de células aderente ao fundo dos 
poços, simulando uma lesão. Com o auxílio de uma câmera digital COOLPIX 
S5200® (Nikon) acoplada à objetiva do microscópio, cada poço foi fotografado no 
momento da lesão (T = 0 hora) e 24 horas depois. As placas foram analisadas no 
microscópio binocular invertido Motic AE2000® (Motic). 

Para a análise das imagens, foi utilizado o software ImageJ 1.48v (NIH – 
http://imagej.nih.gov/ij). Para cada tempo e cada grupo estudado, foi mensurada a 
área com ausência de células. 
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3.3.4. Avaliação da Invasão Celular: Ensaio da Gota de Agarose 
 

Para os ensaios de invasão celular, adaptou-se a técnica descrita por Wiggins 
e Rappoport (2010), denominada Agarose Spot Assay ou Ensaio da Gota de 
Agarose. 

Em ambiente estéril, foi preparada uma solução de agarose 0,8% em PBS 1X, 
a qual foi aquecida a 100° C e agitada até completa dissolução da agarose. Feito 
isso, a solução foi resfriada até a temperatura de 40° C e aliquotada em 2 
microtubos de 1,5 mL. As alíquotas foram diluídas na proporção 1:1, com PBS 1X e 
Meio DMEM/F12 10% SFB para a formação das soluções do controle negativo, e do 
controle positivo, respectivamente. Um total de quatro gotas de 10 L das soluções 
de controle negativo e positivo (duas gotas de cada solução) foram pipetadas nos 
poços de placas de 6 poços. 

Após a polimerização das gotas de agarose a 4° C por 10 min, 2 X 105 células 
dos diferentes grupos de A549 (crescidas na ausência ou presença do 
heptapeptídeo, e dos clones A549-pEP-miR-Controle e A549-pEP-miR-21-5p – 
abaixo apresentados), foram semeadas nas placas de 6 poços e então, foi 
adicionado 1 mL de meio de cultura específico para cada grupo celular, conforme 
descrito nos itens 3.1 e 3.7. 

As imagens foram adquiridas nos intervalos de 24, 48 e 72 horas com o auxílio 
de uma câmera digital COOLPIX S5200® (Nikon) acoplada à objetiva do microscópio 
binocular invertido Motic AE2000® (Motic). Conforme especificado por Wiggins e 
Rappoport (2010), a região da gota de agarose apresentando a maior quantidade de 
células invasoras foi utilizadas para análise quantitativa. 
 

3.3.5. Zimografia 
 

Para esse ensaio, os extratos celulares dos diferentes grupos de células A549 
(crescidas na presença ou ausência do heptapeptídeo, e dos clones) foram 
coletados e homogeneizados em 100 µL de tampão RIPA (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 
150 mM NaCl, 1,0% NP-40/ Igepal, 0,1% Dodecil Sulfato de Sódio), seguido de 30 
minutos a 4° C. As amostras foram então centrifugadas a 16000 g por 20 minutos, a 
4°C, e o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL. As 
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proteínas foram quantificadas utilizando diluições de albumina sérica bovina (BSA) a 
1 μg/µL para construção da curva padrão. 

Após a quantificação, foi adicionado o tampão de corrida (4% w/v) às amostras. 
Um total de 100 µg de cada amostra foi carregado aos poços do gel de 
poliacrilamida a 8%, enriquecida com 0,1% de Gelatina (Sigma - Aldrich®). Após a 
realização da eletroforese, o gel foi lavado duas vezes, 15 minutos cada, em solução 
2,5% Triton X-100 à temperatura ambiente para a retirada do Dodecil Sulfato de 
Sódio (SDS) e renaturação das proteínas. O gel foi então lavado duas vezes, 1 
minuto cada, em tampão de incubação (0,05 M Tris-HCl pH 8,0, 5 mM CaCl2, 5 µM 
ZnCl2) à temperatura ambiente, e finalmente incubado a 37° C por 15 horas, em 
aproximadamente 100 mL do tampão de incubação. Terminado o tempo de 
incubação, o gel foi corado em 0,5% Comassie Brilliant Blue R-250 por 3 horas, à 
temperatura ambiente. Pra fotodocumentação, o gel foi descorado em solução 
descorante (45% Metanol, 10% AcOH glacial, 45% Água), até que fossem 
perceptíveis os halos decorrentes da degradação da gelatina pelas MMPs, e as 
imagens foram adquiridas com o auxílio de uma câmera digital COOLPIX S5200® 
(Nikon) e de um negatoscópio. A quantificação dos halos foi realizada utilizando-se o 
programa ImageJ 1.48v (NIH – http://imagej.nih.gov/ij). 

 
3.4. Extração de RNA total e miRNA, e transcrição reversa 

 
3.4.1. Extração de RNA total 

 
Após o crescimento das células A549 na presença ou ausência da Ang-(1-7), e 

dos clones, as mesmas foram coletadas utilizando-se tripsina-PBS/ EDTA (1X PBS/ 
EDTA: 137 mM NaCl, 2,7 mM de KCl, 10 mM de Na2HPO4, 2 mM de KH2PO4, 0,68 
mM EDTA, pH 7,4) e utilizadas na extração de RNA total com TRIZOL®Reagent 
(Thermo Fisher Scientific Inc.), seguindo as recomendações do fornecedor.  

Para isso, as células foram ressuspendidas em TRIZOL® e incubados por 5 
minutos à temperatura ambiente. Para cada 1 mL de TRIZOL®, foram adicionados 
0,2 mL de clorofórmio (Merck) seguido de agitação vigorosa do microtubo por 15 
segundos e incubação à temperatura ambiente por 3 minutos. As amostras foram 
centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos a 4ºC, resultando em uma mistura 
trifásica, da qual o sobrenadante foi cuidadosamente transferido para um novo 



44  

microtubo de 1,5 mL. Ao sobrenadante adicionou-se 0,5 mL de álcool isopropílico 
(100%) para cada 1 mL de TRIZOL®, seguido de incubação à temperatura ambiente 
por 10 minutos e então, a amostra foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos a 
4°C. Descartou-se o sobrenadante e o precipitado de RNA foi lavado com 1 mL de 
etanol 75% para cada 1 mL de TRIZOL® utilizado. Os microtubos foram 
cuidadosamente invertidos 5 vezes seguido de centrifugação a 8000 rpm por 5 
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e, para que o precipitado pudesse 
ficar seco, os microtubos foram colocados em um fluxo laminar por 5 minutos. Esse 
precipitado de RNA foi ressuspendido em 32 µL de água livre de RNAse e 
quantificado. 

As amostras de RNA foram analisadas com o auxílio do aparelho 
espectrofotômetro NanoVue™ Plus (GE Healthcare), utilizando-se a razão 
A260/A280 e A260/A230 para se avaliar a qualidade do RNA extraído. 

 
3.4.2. Extração de miRNA 

 
Para a análise da expressão de miRNAs, os mesmos foram extraídos das 

células A549 crescidas na presença ou ausência do heptapeptídeo, e dos clones, 
utilizando o miRNAse mini kit (Qiagen®), seguindo as recomendações do fabricante. 
Para tanto, as células foram ressuspendidas em 700 μL de QIAzol Lysis Reagent e 
incubadas a temperatura ambiente durante 5 min. Logo após foram adicionados 140 
μL de clorofórmio a cada amostra e a mistura foi homogeneizada e incubada a 
temperatura ambiente por 3 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 
12.000 rpm, por 15 min, a 4°C. Os sobrenadantes foram então transferidos para 
novos microtubos de 1,5 mL e a eles foram adicionados 1,5 x v/v de etanol. As 
amostras foram então transferidas para as mini colunas (RNeasy® Mini Column - 
Qiagen®) e em sequência foram centrifugadas a 8.000 rpm, por 15 segundos à 
temperatura ambiente. Descartaram-se os filtrados. Em seguida, foram adicionados 
700 μL de tampão RWT (Qiagen®) em cada uma das colunas, com posterior 
centrifugação a 8.000 rpm, por 15 segundos à temperatura ambiente. Os filtrados 
foram descartados e foram adicionados 500 μL de tampão RPE (Qiagen®) às 
colunas, seguido de nova centrifugação a 8.000 rpm por 15 segundos à temperatura 
ambiente. Novamente, os filtrados foram descartados e outros 500 μL de tampão 
RPE foram adicionados às colunas, com posterior centrifugação a 8.000 rpm por 2 
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minutos à temperatura ambiente. Após o descarte dos filtrados, as colunas foram 
colocadas em novos microtubos de 1,5 mL, com posterior centrifugação a 8.000 rpm 
por 1 minuto à temperatura ambiente. As colunas foram então transferidas para 
microtubos de 1,5 ml e foram adicionados 50 μL de água livre de RNAse diretamente 
sobre as membranas das colunas, com posterior centrifugação à temperatura 
ambiente por 1 min a 8.000 rpm. Os filtrados foram quantificados no 
espectrofotômetro NanoVue™ Plus (GE Healthcare) a 260nm, utilizando a razão 
A260/A280 e A260/A230. 

 
3.4.3. Transcrição reversa: RNA 

 
Para síntese do DNA complementar (cDNA) a partir do RNA total extraído dos 

grupos celulares, utilizou-se o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 
(Thermo Fisher Scientific Inc.). As reações de transcrição reversa foram realizadas 
com 1 μg do RNA extraído, 10 μM de oligonucleotídeos (10 x RT Random primer), 8 
mM de dNTPs [25 x dNTP Mix] e 1,25 U de transcriptase reversa (Multi ScriptTM 
Reverse Transcriptase) conforme especificado pelo fabricante. Com o auxílio do 
termociclador Mastercycler pro S® (Eppendorf), as reações foram incubadas a 25°C 
por um intervalo de 10 minutos, seguido de incubação a 37°C por 120 minutos e 
inativação enzimática a 85°C por 5 minutos, conforme as orientações do fornecedor. 
O excedente da amostra de RNA total extraído foi armazenado a -80°C, enquanto 
que o cDNA sintetizado foi diluído (1:10) e estocado a -20°C até sua utilização. 

 
3.4.4. Transcrição reversa: miRNA 

 
A síntese de cDNA a partir das amostras de RNAs totais extraídos, 

enriquecidas com miRNAs, foi realizada por reações de transcrição reversa 
utilizando o Miscript II RT Kit (Qiagen®), seguindo as recomendações do fabricante. 
Para essas reações, 2 μg de RNA total enriquecidos com miRNAs foram utilizadas 
além de 20 mM de tampão (5 x miScript HiSpec Buffer), 10 mM de oligonucleotídeos 
(10 x miScript Nucleics Mix), 10 mM da enzima transcriptase reversa (miScript 
Reverse Transcriptase Mix), água livre de RNAses em quantidade suficiente para um 
volume final de 20 μL. Com o auxílio do termociclador Mastercycler pro S® 
(Eppendorf), a mistura foi incubada a 25°C por 10 minutos, seguido de 120 minutos 
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a 37°C e 85°C por 5 minutos para inativação da transcriptase reversa, seguindo as 
informações do fornecedor dos reagentes. 
 

3.5. Análise de expressão gênica por reações de PCR convencional e PCR 
quantitativa em tempo real (qPCR) 

 
3.5.1. Reações de PCR convencional 

 
Para as reações de PCR convencional, as sequências codificadoras de genes 

correlatos ao processo apoptótico foram obtidas do National Center for 
Biotechnology Information, NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e utilizadas para 
desenho dos oligonucleotídeos (Tabela 1) com o auxílio de ferramentas básicas de 
bioinformáticas como software Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi) e Blast (www.ncbi.lm.nih.gov/Blast).  

 
Tabela 1 - Sequência dos oligonucleotídeos utilizados nas reações de PCR convencional e 
suas respectivas temperaturas de anelamento (Tm). 
 

Gene Sequência Tm 
β-actina AS: 5´ - GATCATGTTTGAGACCTTCAACAC 54°C AS: 5´ - GATCATGTTTGAGACCTTCAACAC 

bax AS: 5´ - CGTCACACTTCATGATGGAGTTGA 56°C AS: 5' - TGGCAGCTGACATGTTTTCTGAC 
bcl2 AS: 5' - GTCCCAACCACCCTGGTCTTGG 54°C AS: 5' - TTTGAGTTCGGTGGGGTCAT 

caspase 3 AS: 5' – TGACTTCACTTGTGGCCCAG 54°C AS: 5' - GCACACATTATAGCTACTGG 
caspase 9 AS: 5' - GTTAAACTCCGACGACGTATTA 59°C AS: 5' - CGTGGTGGTCATTCTCTCTCA 

fas AS: 5'-  CTTGACACTGCGTCCAGCTG 56°C AS: 5’ - ACCTCTGGTTCTTACGTCTGTTGC 
 

Após a síntese de cDNA, reações de PCR foram processadas em um volume 
final de 15 μl, utilizando 2 μl do cDNA (1:10), 10 μM de oligonucleotídeos direto e 
reverso, 1,5 mM de MgCl2, solução tampão para PCR (1 X), 250 μM de dNTP e 1,25 
U da enzima Taq DNA polimerase (Thermo Fisher Scientific Inc.). As reações foram 
processadas em triplicatas. 

As reações foram realizadas com o auxílio do termociclador Mastercycler pro 
S® (Eppendorf) e então submetidas à eletroforese em gel de agarose 1,0%. Para a 
quantificação dos resultados foi utilizado o software ImageJ 1.48v (NIH – 
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http://imagej.nih.gov/ij), levando em consideração a intensidade de sinal por unidade 
de área. 

 
3.5.2. Reações de qPCR: mRNAs 

 
Para as reações de qPCR, as sequências codificadoras dos genes de interesse 

foram obtidas do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e utilizadas para desenho dos 
oligonucleotídeos (Tabela 2) com o auxílio de ferramentas básicas de 
bioinformáticas como software Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi) e Blast (www.ncbi.lm.nih.gov/Blast).  
 
Tabela 2 - Sequências dos oligonucleotídeos utilizados nas reações de qPCR.  

Gene Sequência 
β-actina AS: 5´ - CGGGACCTGACTGACTAC 

AS: 5´ - CTCCTTAATGTCACGCAC 
cldn1 AS: 5' - CTCCCTGACAATGTATCC 

AS: 5' - ATGAAGAGAGCAGAAGCC 
epcam AS: 5’ - GGTTGTGGTGATAGCAGTTG 

AS: 5’ - GCCTTCTCATACTTTGCC 
itgb8 AS: 5´ - AGATTGCTGCTGGTGATG 

AS: 5´ - ACAGTTTCCGTCATTGGG 
tjp1 AS: 5´ - GAACGAGGCATCATCCCTAA 

AS: 5´ - GCTGCGAAGACCTCTGAATC 
ocln AS: 5´ - AAAGAACTCTCCCGTTTGGA 

AS: 5´ - GCAGATCCCTTCACTTGCTT 
ctnnb1 AS: 5´ - CCATTCCATTGTTTGTGCAG 

AS: 5´ - CTTCTGCAGCTTCCTTGTCC 
cdh5 AS: 5´ - AGGCCAGGTATGAGATCGTG 

AS: 5´ - TCTTGCAGAGTGACCAGCAC 
mmp1 AS: 5´ - CTGAAGGTGATGAAGCAGCC 

AS: 5´ - AGTCCAAGAGAATGGCCGAG 
mmp2 AS: 5´ - GACCCAGAGACAGTGGATGA 

AS: 5´ - CAGTGCAGCTGTTGTACTCC 
mmp8 AS: 5´ - TGATGCTATCACCACACTCC 

AS: 5´ - GTAGAAAACAGCTGCGTCAA 
mmp9 AS: 5´ - CCAGTTTCCATTCATCTTCC 

AS: 5´ - TCTTGTCGCTGTCAAAGTTC 
mmp13 AS: 5´ - GTGACTGGCAAACTTGACGA 

AS: 5´ - GGTAGAAGTCGCCATGCTCC 
mmp15 AS: 5´ - GGCCGACATCATGGTACTCT 

AS: 5´ - GTCAACGTCCTTCCACTGGT 
timp1 AS: 5´ - GTTGTTGCTGTGGCTGATAG 

AS: 5´ - GTGATGTGCAAGAGTCCATC 
timp2 AS: 5´ - TCAGTGAGAAGGAGGTGGAC 

AS: 5´ - ATCTGGTACCTGTGGTTCAG 
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timp3 AS: 5´ - GTGCAACTTCGTGGAGAGGT 
AS: 5´ - TCTGTGGCATTGATGATGCT 

akt1 AS: 5' - CGGGCACATTAAGATCACAG 
AS: 5' - TCATTGTCCTCCAGCACCTC 

gsk3β AS: 5' - AATGGGCGAGACACACCTGC 
AS: 5' - GCTTGAATCCGAGCATGAGG 

Pten AS: 5' - CCGGCAGCATCAAATGTTTC 
AS: 5' - GGCAACCACAGCCATCGTTA 

 
As reações de qPCR foram realizadas utilizando-se SYBR Green/ Rox qPCR 

Master Mix (Thermo Fisher Scientific Inc.) e placas de 96 poços vedadas com o selo 
óptico (MicroAmp® Optical Adhesive Film - Thermo Fisher Scientific Inc.). Cada 
reação foi processada em um volume final de 10 μL, em cada qual contendo 0,75 
μM de oligonucleotídeos, 2 μL de cDNA (1:10) e 5 μL de SYBR® Green PCR Master 
Mix. As reações foram processadas em triplicatas. 

As reações foram realizadas no ciclador 7500 Real-Time PCR (Thermo Fisher 
Scientific Inc.) em triplicatas. O método de quantificação relativa da expressão 
gênica (∆CT) foi utilizado, permitindo quantificar diferenças nos níveis de expressão 
de um alvo específico entre diferentes amostras. 
 

3.5.3. Reações de qPCR: microRNAs 
 

Os oligonucleotídeos (Tabela 3) utilizados para análise de expressão dos 
miRNAs de interesse foram desenhados com o auxílio de ferramentas básicas de 
bioinformáticas, como software Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi) e Blast (www.ncbi.lm.nih.gov/Blast), a partir de suas 
respectivas sequências maduras disponíveis nos bancos de dados mirDB 
(http://mirdb.org/miRDB/), MiRBase (http://www.mirbase.org/) e NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
 
Tabela 3 - Sequências dos oligonucleotídeos utilizados nas reações de qPCR de miRNAs 
envolvidos no processo tumoral pulmonar. 
 

miRNA Sequência 
hsa-miR-1-3p S: 5’ – TGGAATGTAAAGAAGTATGTAT 

hsa-miR-21-5p S: 5’ – TAGCTTATCAGACTGATGTTGA 
hsa-miR-U6 S: 5' – TGGCCCCTGCGCAAGGATG 
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As reações de qPCR foram realizadas com o miScript SYBR® Green PCR Kit 
(Qiagen®).O cálculo da expressão gênica relativa dos miRNAs foi realizado pelo 
método do ∆Ct, conforme sugerido pelo fabricante do aparelho 7500 Real-Time PCR 
(Thermo Fisher Scientific Inc.). 
 

3.6. Clonagem do hsa-miR-21-5p 
 

3.6.1. Extração do DNA genômico (gDNA) de células A549 
 

O gDNA foi extraído de células A549 não tratadas com Ang-(1-7). Para isso, as 
células foram incubadas com tampão de lise contendo 0,15 M NaCl, 1% NP-40, 
0,1% SDS e 50 mM Tris-HCl pH 7,6, adaptando-se metodologia descrita em 
Sambrook et al. (1989). Em seguida, o material genético foi precipitado e purificado 
através da extração com fenol-clorofórmio. A verificação da qualidade e 
concentração do DNA preparado foi avaliada em espectrofotômetro NanoVue™ Plus 
(GE Healthcare) utilizando a razão A260/A280 e A260/A230 ~ 2.0. 

 
3.6.2. Amplificação da sequência precursora do hsa-miR-21-5p por PCR 
 

Aproximadamente 50 ng de gDNA foram utilizadas na reação de PCR 
convencional para amplificar a região do genoma aonde se insere a sequência 
precursora do miRNA hsa-miR-21-5p. Inicialmente, a sequência precursora miR-21 
foi adquirida dos bancos de dados, miRBase (http://www.mirbase.org/) e NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), e analisada no programa BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Conforme as orientações do fornecedor do 
plasmídeo miRNASelect™ pEP-miR Cloning and Expression Vector (Cell Biolabs 
Inc.), considerou-se a sequência precursora do microRNA, acrescida de 100 bases 
nos flancos (à montante e a jusante), para o desenho dos oligonucleotídeos 
utilizados na reação de PCR convencional.  

Aos oligonucleotídeos direto (sense: 5' – 
TCGAGGATCCGTTTTTTTGGTTTGTTTTTGT – 3’) e reverso (anti-sense: 5' – 
TCGAGCTAGCAGACAGAAGGACCAGAGTTTC – 3’) foram inseridas bases 
correspondentes aos sítios das enzimas Bam HI e Nhe I, respectivamente. 
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3.6.3. Digestão com enzimas de restrição 
 
Após a amplificação dos fragmentos por PCR, estes foram devidamente 

digeridos com as enzimas de restrição Bam HI e Nhe I (NEW ENGLAND BioLabs®), 
conforme as especificações do fabricante. Paralelamente o vetor miRNASelect™ 
pEP-miR Cloning and Expression Vector (Cell Biolabs Inc.) também foi digerido com 
as enzimas Bam HI e Nhe I.  

 
3.6.4. Reação de ligação 

 
Utilizando-se orientações gerais de clonagem (SAMBROOK et al., 1989), 

inserto e vetor foram ligados em reações de ligação utilizando-se aproximadamente 
2 µg do vetor digerido, 6 µg do inserto digerido, 10% v/v de tampão (10 X T4 DNA 
Ligase Buffer – NEW ENGLAND BioLabs®), 10% v/v de ATP e 10% v/v de enzima 
(T4 DNA Ligase – NEW ENGLAND BioLabs®), incubados a 16°C por um intervalo de 
16 h.  

 
3.6.5. Transformação bacteriana e sequenciamento 

 
O plasmídeo recombinante foi utilizado na transformação de bactérias DH5α 

(F-, Φ80dlacZ△M15, △(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17 (rk-, mk+), 
phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1) adaptando-se metodologia descrita em 
Sambrook et al. (1989).  

Após a transformação, colônias de bactérias foram analisadas por PCR de 
colônia, processadas em um volume final de 15 μl contendo 10 μM de 
oligonucleotídeos sense (5' – TCGAGGATCCGTTTTTTTGGTTTGTTTTTGT – 3’) e 
anti-sense (5' – TCGAGCTAGCAGACAGAAGGACCAGAGTTTC – 3’) do hsa-miR-
21, 1,5 mM de MgCl2, solução tampão para PCR (1X), 250 μM de dNTP, 1,25 U da 
enzima Taq DNA polimerase (Thermo Fisher Scientific Inc.) e uma colônia 
bacteriana removida da placa de Petri com o auxílio de uma ponteira de 2 μl. A 
clonagem foi confirmada por digestão enzimática [Bam HI e Nhe I (NEW ENGLAND 
BioLabs®)] dos clones de interesse, e subsequente eletroforese em gel de agarose 
1%.  
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Os plasmídeos recombinantes de algumas colônias de interesse foram 
preparados seguindo protocolo padrão descrito em Sambrook et al. (1989), isolados 
e sequenciados no Centro de Genômica da ESALQ – Piracicaba/ SP, utilizando-se 
sequenciamento que se embasa nas reações de Sanger. Considerando-se as 
especificidades dos clones, oligonucleotídeos apropriados foram utilizados nas 
reações de sequenciamento (pEPmiR-Seq sense: 5' – 
TCCTCAGCCGTCGCTTCATG – 3’ e pEPmiR-Seq anti-Sense: 5' – 
GTGTGGGGAAACTCCATCGC – 3’). Os resultados de sequenciamento foram 
analisados com o software BioEdit v7.2.5 (Tom Hall – Ibis Biosciences) para verificar 
e comprovar a eficácia das clonagens. 

 
3.7. Estabelecimento dos clones celulares 

 
Para o estabelecimento dos clonesA549-pEP-miR-Controle eA549-pEP-

miR-21-5p, células A549 foram respectivamente transfectadas com o vetor controle 
miRNASelect™ pEP-miR Null Control Vector (Cell Biolabs Inc.) e o vetor de 
clonagem miRNASelect™ pEP-miR Cloning and Expression Vector (Cell Biolabs 
Inc.), preparado conforme relatado no item 3.5, utilizando-se Lipofectamine® 2000 
Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific Inc.),conforme especificação 
do fabricante. Os vetores utilizados nas transfecções celulares estão 
representados esquematicamente na Figura 4. 

 
 
 
 

 
Fonte: Cell Biolabs Inc. 

Figura 5 - Representação esquemática dos vetores de clonagem. A) Vetor de clonagem 
miRNASelect™ pEP-miR Cloning and Expression Vector (Cell Biolabs Inc.) utilizado para 
estabelecimento do clone A549-pEP-miR-21-5p. B) Vetor controle miRNASelect™ pEP-miR Null 
Control Vector (Cell Biolabs Inc.) utilizado para estabelecimento do clone A549-pEP-miR-
Controle. 
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O vetor miRNASelect™ pEP-miR Cloning and Expression Vector (Cell Biolabs 

Inc. - Figura 4A) foi projetado para a clonagem e expressão de precursores de 
miRNAs individuais, preservando estruturas putativas do grampo de miRNA e 
garantindo a interação do mesmo com a maquinaria de processamento endógeno da 
célula e com moléculas regulatórias, levando à correta clivagem dos miRNAs. Os 
precursores individuais de miRNA, flanqueados por suas sequências intrônicas, 
podem ser clonados entre os sítios de Bam HI e Nhe I. Além disso, o vetor 
apresenta a região promotora EF-1α (garantindo alta taxa de expressão em células 
de mamíferos), marcador de resistência à Puromicina (seleção estável de células 
transfectadas), o sinal SV40 PoliA (garante, com eficiência, a terminação da 
transcrição), origem de replicação pUC (promovendo alta taxa de replicação e 
manutenção do plasmídeo em E. coli) e o gene de resistência à Ampicilina (para 
seleção de E. coli). O controle miRNASelect™ pEP-miR Null Control Vector (Cell 
Biolabs Inc. - Figura 4B) é bem similar ao vetor de clonagem e expressão, exceto 
pela ausência do precursor de miRNA e dos sítios de clonagem  Bam HI e Nhe I. 

Para a realização da transfecção, 2 x 104 células A549 foram cultivadas em 
placas de 24 poços. Os plasmídeos foram separadamente diluídos à concentração 
de 3 μg/μL, em microtubos de 1,5 mL contendo 50 µL meio Opti-MEM, e incubados 
por 5 minutos à temperatura ambiente. Em um novo microtubo de 1,5 mL, foram 
diluídos 2 µL de Lipofectamine® 2000 em 50 µL de meio Opti-MEM, seguido de 
incubação à temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente foi realizada a 
mistura do conteúdo dos dois microtubos, seguida de incubação à temperatura 
ambiente por 10 minutos para que o complexo de transfecção seja formado. Após 
esse período, acrescentou-se 400 µL de meio DMEM/F12 à mistura, a qual foi 
adicionada na placa de 24 poços com as células, seguida de incubação à 37ºC. 
Após 6 horas de transfecção, trocou-se o meio da placa por DMEM/F12 e, 
novamente, a placa foi incubada à 37ºC por 24 horas. O meio DMEM/F12 foi então 
substituído por DMEM/F12 contendo puromicina na concentração de 0,8 μg/mL. 

O estabelecimento dos clones permanentes, A549-pEP-miR-Controle e A549-
pEP-miR-21-5p, deu-se pela manutenção das culturas transfectadas por 
considerável intervalo de tempo em meio de cultura DMEM/F12, contendo o 
antibiótico Puromicina. Após a seleção dos clones por reações de qPCR, os 
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mesmos foram utilizados nas análises funcionais. As novas linhagens estabelecidas 
foram armazenadas em nitrogênio líquido. 

 
3.8. Análise de bioinformática 

 
A análise dos miRNAs de interesse para o presente estudo foi realizada por 

bioinformática utilizando-se informações disponíveis em banco de dados como 
mirDB (http://mirdb.org/miRDB/), MiRBase (http://www.mirbase.org/) e Target Scan 
(http://www.targetscan.org/). As sequências maduras dos miRNAs e os 
oligonucleotídeos dos genes de interesse foram analisados e desenhadas em 
ferramentas básicas de bioinformáticas como o Blast (www.ncbi.lm.nih.gov/Blast) e o 
Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi), 
respectivamente. 

 
3.9. Análise estatística 

 
Os resultados obtidos foram estatisticamente analisados com o auxílio do 

programa Graph Pad Prism® 3.0 software, através do teste One Way ANOVA 
seguido de análise de Dunnett, e do teste Two-Way ANOVA. O nível de significância 
adotado foi de *p≤0,05 com intervalo de confiança de 95%. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÂO 
 

4.1. Resultados de viabilidade celular 
 

Inicialmente, foram realizados ensaios de viabilidade celular para se avaliar o 
potencial citotóxico do peptídeo Ang-(1-7) em culturas celulares de A549. Como 
mencionado anteriormente, adotou-se a concentração de Ang-(1-7) a 10-7 M  com 
base em estudos científicos prévios (SAMPAIO et al., 2007; VERANO-BRAGA et al., 
2012), e os resultados obtidos corroboram com a literatura disponível, uma vez que 
não foi observada nenhuma alteração significativa na viabilidade das células A549, 
decorrentes do tratamento por um período de incubação de até 72 horas (Figura 6). 

 
Figura 6 - Ensaio de Viabilidade de Células A549 crescidas na ausência (Controle) e presença de 10-
7 M do heptapeptídeo Ang-(1-7). O tempo de incubação utilizado no ensaio foi 0, 24, 48 e 72 horas. As 
análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o teste One-Way ANOVA com pós-teste de 
Dunnett. *p≤0.05.  

 
 

4.2. Análises de bioinformática e qPCR de miRNAs 
 

Com base na literatura científica e análises em banco de dados de miRNAs, os 
microRNAs hsa-miR-1-3p e hsa-miR-21-5p foram selecionados como alvos de 
estudo no presente trabalho.  

O vetor de clonagem miRNASelect™ pEP-miR Cloning and Expression Vector 
(Cell Biolabs Inc.) possui uma região específica para inserção da sequência 
precurssora do miRNA de interesse, podendo assim expressar, mediante 
transfecção, ambos miRNAs maduros nas células. Entretanto, evidências 
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experimentais apontam, para ambos microRNAs selecionados, apenas um miRNA 
maduro (miR-1-3p e miR-21-5p), sugerindo instabilidade e, consequentemente, a 
degradação, da molécula complementar (miR-1-5p e miR-21-3p). Além disso, optou-
se por selecionar microRNAs de relevância no processo tumoral pulmonar que 
apresentassem níveis de expressão distintos entre si. Neste contexto, o miR-21-5p é 
classicamente descrito como um miRNA super-expresso e de extrema importância 
para o desenvolvimento tumoral (SELCUKLU et al., 2009; KRICHEVSKY; 
GABRIELY, 2009; LI, Y. et al., 2010; MOORE;  ZHANG, 2010; ROSSI et al., 2010; 
SHI, L. et al., 2010; LI, S. et al., 2012), enquanto que o miR-1-3p é frequentemente 
regulado negativamente no câncer pulmonar (NASSER et al., 2008; MELKAMU et 
al., 2010; TOMINAGA et al., 2013; YU, Q. et al., 2014; ZHAO et al., 2014) sugerindo 
um potencial anti-tumorigênico. Após essas análises iniciais, foram realizadas 
reações de qPCR (Figura 7) para analisar o padrão de expressão do miR-21-5p e 
miR-1-3p em células A549, na ausência e presença do peptídeo Ang-(1-7).  

 
 
 

 

 
 
Os dados apresentados mostram que o tratamento celular com Ang-(1-7) não 

alterou significativamente a expressão do miR-1-3p em relação ao grupo controle 
(Figura 7A). Entretando, a presença do heptapeptídeo elevou significativamente os 
níveis transcricionais do miR-21-5p quando comparado ao grupo A549 controle 
(Figura 7B), sugerindo que o heptapeptídeo module positivamente o processo 
tumoral, via regulação positiva do miR-21-5p. 

 

Figura 7 - Nível de expressão relativa dos miRNAs hsa-miR-1-3p e hsa-miR-21-5p em células A549 
crescidas até a confluência na ausência (Controle) e presença da Ang-(1-7). A expressão gênica 
relativa apresentada nos gráficos foi normalizada em relação ao gene U6. Para análise estatística foi 
utilizado o teste One-Way ANOVA com pós-teste de Dunnett. *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01. 
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4.3. Clonagem e transfecção celular: o estabelecimento dos clones 
celulares A549-pEP-miR-Controle e A549-pEP-miR-21-5p 

 
Considerando-se o aumento da expressão do miR-21-5p mediante o 

tratamento com a Ang-(1-7), ensaios de clonagem e transfecção, para obtenção dos 
clones celulares A549-pEP-miR-Controle e A549-pEP-miR-21-5p foram realizados. A 
obtenção dos clones que superexpressam o miRNA-21-5p viabilizou a análise 
pontual do efeito desta molécula nas células A549 e possibilitou uma análise  
comparativa dos efeitos celulares e moleculares do microRNA com os efeitos 
sistêmicos do tratamento com o heptapeptídeo. 

 Inicialmente, a sequência precursora do miR-21 foi clonada no vetor de 
expressão pEP-miR como aprsentada na Figura 8. 
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Figura 8 - Clonagem do miR-21-5p. (A) Sequência precursora do miR-21, acrescida de 100 bases em 
ambas as extremidades, utilizada para desenho dos oligonucleotídeos; (B) Digestão do amplicon, produzido na reação de PCR convencional, com as enzimas de restrição Bam HI e Nhe I, seguido da 
inserção e ligação no vetor pEP-miR, e transformação de E.coli; (C) Eletroforese em gel de agarose 
1.0% contendo a digestão, nos sítios de restrição Bam HI e Nhe I, de dois produtos de PCR de 
colônia.  
 

 
 

Fonte: Lima (2016); NCBI (2016). 
 

Após as transformações bacterianas e a seleção dos clones de interesse, 
células A549 foram transfectadas, conforme protocolo previamente descrito, e os 
clones celulares (A549-pEP-miR-21-5p e A549-pEP-miR-Controle) foram 
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estabelecidos. A escolha do clone a ser estudado embasou-se em reações de qPCR 
(Figura 9). 
 
Figura 9 - Confirmação da transfecção celular por reação de qPCR. Nível de expressão relativa do 
miRNA hsa-miR-21-5p nos clones estabelecidos em relação às células A549 controle.  A expressão 
gênica relativa apresentada nos gráficos foi normalizada em relação ao gene U6. Para análise 
estatística foi utilizado o teste One-Way ANOVA com pós-teste de Dunnett. *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01, ***p 
≤ 0.001. 
 

 
 

 Pela análise dos resultados de qPCR, fica evidente a superexpressão do miR-
21-5p pelo clone A549-pEP-miR-21-5p, revelendo a eficiência no estabelecimento 
do clone. Entretanto, foi observado que o clone A549-pEP-miR-Controle apresenta 
uma redução na expressão do miRNA-21-5p em relação ao grupo celular A549 
controle sendo que a transfecção celular com o controle miRNASelect™ pEP-miR 
Null Control Vector (Cell Biolabs Inc.) não deveria acarretar nenhuma alteração na 
homeostase celular. Uma possível explicação para o fato seria a presença da 
Puromicina no meio de cultura dos clones. Sabe-se que a puromicina apresenta 
rápido poder de ação e capacidade de induzir morte celular mesmo em baixas 
concentrações (LEE; WURSTER, 1995), mas, além disso, este antibiótico é 
conhecido por inibir a síntese de proteínas (GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO, 
2010), o que pode resultar em uma redução nos níveis de fatores de transcrição e 
consequentemente, nos níveis do miR-21-5p, como observado. 

Com os clones A549 em mãos, quatro grupos de análises foram estabelecidos 
e com eles trabalhados ao longo do desenvolvimento do trabalho: células A549 não 
tratadas (controle) ou tratadas com o Ang-(1-7) e os clones pEP-miR. 
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4.4. Tempo de duplicação celular e análises bioquímicas 
 

Uma vez atingida a confluência de 90%, as células foram tripsinizadas e 
contadas para se calcular o tempo de duplicação celular em cada grupo estudado. A 
Tabela 5 apresenta os valores encontrados. 
 
Tabela 4 – Tempo de duplicação celular por grupo estudado.  

Grupos Tempo de Duplicação 
A549 (Controle) 18 horas e 10 minutos 

A549 + Ang-(1-7) 22 horas e 20 minutos 
A549-pEP-miR-Controle 17 horas e 35 minutos 

A549-pEP-miR-21-5p 18 horas e 10 minutos 
 
Para a realização da contagem celular, foi utilizado Trypan Blue (Thermo Fisher 

Scientific Inc.) para se diferenciar células mortas de células vivas; devido à 
permeabilidade seletiva da membrana celular, células vivas não permitem a entrada 
do corante, ao contrário das células mortas que se apresentam de forma azulada 
quando observadas no microscópio. Do total de células contadas, menos de 0,5% 
eram células mortas, e esse número era indiferente entre os grupos celulares 
analisados. A baixa taxa de células mortas evidencia que os tratamentos e 
condições de cultura celular não afetam a viabilidade das células A549. 

Os resultados do tempo de duplicação celular mostram que a presença da Ang-
(1-7) aumenta o intervalo de tempo para duplicação, em aproximadamente 22%, 
quando comparado ao grupo controle, sugerindo então que a presença do 
heptapeptídeo possa retardar a proliferação celular ou interferir na regulação do ciclo 
celular. O clone A549-pEP-miR-Controle apresentou uma leve redução de 3,2% no 
intervalo entre as duplicações celulares, quando comparado ao grupo controle. Ao 
ser analisado o tempo de duplicação celular do clone A549-pEP-miR-21-5p, 
percebe-se que o resultado é igual ao apresentado pelo grupo controle. Este 
resultado corrobora o estudo de Cheng et al. (2005), o qual observou que não existe, 
necessariamente, uma relação direta entre a presença do miRNA-21 e a taxa de 
crescimento celular. 

Paralelamente, foram realizadas análises bioquímicas para se avaliar os 
possíveis efeitos do tratamento com Ang-(1-7) e da superexpressão do miR-21-5p 
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em relação ao grupo controle.  Para tanto, foram mensuradas a produção de lactato 
e a variação nos níveis de pH do meio de cultura, em cada um dos grupos celulares 
analisados (Figura 10). 

Os resultados mostram que em todos os grupos analisados existe um aumento 
nos níveis de lactato (Figura 10A) detectados quando as células atingem 90% de 
confluência em relação às 24 horas iniciais. Após as primeiras 24 horas de 
incubação, apenas o clone A549-pEP-miR-Controle apresentou uma redução nos 
níveis de lactato em relação ao grupo controle. Entretanto, após atingirem a 
confluência, todos os grupos apresentaram aumento nos níveis de lactato em 
relação ao grupo A549 controle. 

 
Figura 10 – Ensaios Bioquímicos. Sobrenadante das culturas celulares de A549 crescidas na 
ausência (controle) e presença do heptapeptídeo Ang-(1-7), e dos clones A549-pEP-miR-Controle e 
A549-pEP-miR-21-5p, foram analisados para mensurar (A) a produção de lactato e (B) os valores de 
pH do meio de cultura celular. As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o teste One-Way 
ANOVA com pós-teste de Dunnett. * p≤0.05, ** p≤0.01 e *** p≤0.001.  

 
Quando as células atingem 90% de confluência, é observado uma síntese 

progressiva de lactato nos grupos tratamento, A549-pEP-miR-Controle e A549-pEP-
miR-21-5p, respectivamente. Sugere-se que o tratamento com Ang-(1-7) e as 
alterações metabólicas causadas pelas transfecções sejam responsáveis pelo 
aumento nos níveis de lactato. 
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Sabe-se que a células cancerígenas apresentam um metabolismo alterado, 
comparado às células normais, o qual as confere vantagens para sua sobrevivência 
e proliferação. Com o rápido crescimento tumoral, a capacidade limite de difusão do 
fornecimento sanguíneo local é excedida, levando à condição de hipóxia. Com isso, 
o metabolismo celular é consequentemente alterado de maneira à menor 
dependência da via oxidativa (DENKO, 2008). Este mesmo efeito foi observado no 
estudo de Otto Warburg, onde células cancerígenas preferencialmente utilizavam 
vias glicolíticas para geração de energia, enquanto que atividade respiratória 
aeróbica era regulada negativamente (WARBURG, 1956; MATOBA et al., 2006); 
esta observação foi denominada Efeito Warburg. Assim, o piruvato não é 
metabolizado pela mitocôndria, mas é convertido em lactado pela lactato 
desidrogenase (LDH) e então, liberado no espaço extracelular (DENKO, 2008; 
DRAOUI; FERON, 2011). Interessantemente, o lactato foi descrito como um 
combustível metabólico alternativo para células cancerígenas (SONVEAUX et al., 
2008; FERON, 2009; WHITAKER-MENEZES et al., 2011), de modo que as células 
tumorais com fácil acesso ao oxigênio poderiam usar o lactato ao invés de glicose 
de modo a poupá-la e permitir que ela se difunda pelo tumor, servindo de 
combustível para às células distantes dos vasos sanguíneos, ou em condição de 
hipóxia (SONVEAUX et al., 2008). 

Curiosamente, nas análises realizadas, o peptídeo Ang-(1-7) apontado como 
um potencial agente antitumoral está, neste caso, estimulando a síntese de lactato, 
reforçando a atuação do mesmo na alteração do metabolismo celular. Essa 
alteração também foi encontrada nos grupos pEP-miR-Controle e pEP-miR-21-5p. 
Para esses dois clones podemos sugerir que as alterações metabólicas 
correlacionem-se com a presença de puromicina no meio de cultura, (LEE; 
WURSTER, 1995; GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO, 2010), que pode regular a 
expressão de proteínas correlatas ao metabolismo celular, modulando positivamente 
a via de lactato.  

Paralelamente, a análise da variação de pH (Figura 10B) mostrou que após as 
primeiras 24 horas de incubação, ocorre uma pequena redução do pH nos grupos 
tratamento, A549-pEP-miR-Controle e A549-pEP-miR-21-5p, provavelmente devido 
à adaptação da cultura celular ao contato com o peptídeo Ang-(1-7) e à puromicina 
acrescentadas ao meio de cultura do grupo tratamento e dos clones, 
respectivamente. Por outro lado, não foram observadas alterações no  pH, entre os 
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grupos estudados, quando as culturas atingiram 90% de confluência, embora 
alterações nos valores da produção de lactato têm sido encontradas. Em conjunto, 
as análises sugerem que a presença de outro metabólito prsesente no sobrenadante 
das culturas tende a evitar maiores quedas no pH.  

Devido às diferentes condições de cultivo celular, fica inviável a quantificação 
conjunta dos dados em relação a um único controle. Dessa maneira, as futuras 
análises a serem apresentadas foram realizadas separando-se os grupos celulares 
em dois conjuntos: conjunto A, células A549 tratadas ou não com Ang-(1-7); 
conjunto B, células A549-pEP-miR-Controle e A549-pEP-miR-21-5p, onde a 
puromicina se faz presente. 

 
4.5. Nível de expressão do mRNA de genes envolvidos no processo 

apoptótico 
 

Embora os diferentes processos tumorais sejam bastante distintos entre si, 
todos os tumores malignos possuem a capacidade de crescer além dos limites 
impostos às células normais e conseguem se esquivar do processo apoptótico 
(GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). As evidências demonstram ainda que a 
resistência à apoptose seja uma das principais características da maioria dos 
tumores malignos (OKADA; MAK, 2004). Basicamente, a apoptose pode ocorrer 
através da via extrínseca ou intrínseca (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). 
Conforme esquematizado na Figura 11, a via extrínseca é desencadeada pela 
ligação de ligantes específicos aos receptores Fas, membros da superfamília dos 
receptores de fatores de necrose tumoral (rTNF). Esta ligação é capaz de ativar a 
cascata das caspases, levando a morte por apoptose (BUDIHARDJO et al., 1999; 
DANIEL et al., 2001; GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). Por sua vez, a via 
intrínseca é ativada por estresses diversos, como a deprivação de fatores de 
crescimento, danos no DNA, hipóxia ou ativação de oncogenes. Estes sinais são 
transduzidos até as mitcôndrias, as quais liberam molécula pró-apoptóticas, como o 
citrocomo c, no citoplasma (DESAGHER; MARTINOU, 2000; HENGARTNER, 2000), 
estimulando a ativação das caspase-9 e caspase-3 (GOTTLIEB; VANDER HEIDEN; 
THOMPSON, 2000; GOTTLIEB, 2001; PETROS; OLEJNICZAK; FESIK, 2004; 
RUPNARAIN et al., 2004) e, consequentemente, a apoptose celular. 
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Figura 11 – Representação esquemática das vias celulares, extrínseca e intrínseca, do processo 
apoptótico.  

 
Fonte: Adaptação de Grivicich; Regner; Rocha, 2007; Lima (2016). 

 
Em cada grupo celular, a expressão dos genes relacionados à apoptose celular 

(bcl-2, bax, caspase 3, caspase 9 e fas) foi avaliada por PCR convencional (Figura 
12). A quantificação da expressão relativa dos genes de interesse foi feita em 
relação à expressão do gene de referência β-actina. 
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Figura 12 - Níveis de expressão do mRNA de β-actina e de genes envolvidos no processo de 
apoptose celular. Expressão relativa dos genes β-actina (A), bcl2 (B), bax (C), caspase 3 (D), 
caspase 9 (E) e fas (F), nos grupos celulares controle, tratamento, A549-pEP-miR-Controle e A549-
pEP-miR-21-5p. Para análise estatística foi utilizado o teste One-Way ANOVA com pós-teste de 
Dunnett, analisando-se separadamente os grupos na presença e ausência de puromicina. *p≤0.05, 
**p≤0.01 e ***p≤0.001. 
 

 
A partir da análise dos resultados, não foi encontrada nenhuma diferença 

estatisticamente significativa no nível de expressão do mRNA dos genes  avaliados. 
A ausência de alteração no nível de expressão dos genes em questão sugere que 
nenhuma das condições estudadas estimula a via apoptótica.  
 

4.6. Análises de qPCR 
 

4.6.1. Expressão de genes correlatos a via de PI3K/Akt 
 

Dada a importância da via de PI3K/Akt no estabelecimento e desenvolvimento 
do processo tumoral, foram avaliadas a expressão relativa dos genes akt1, gsk3β, e 
pten, em cada um dos grupos celulares estudados. Para isso, análises de qPCR 
foram realizadas e os resultados  são apresentados na figura 13. Todas as análises 
dos níveis de expressão dos genes alvos foram normalizadas pelos níveis do 
controle endógeno β-actina. 
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Figura 13 - Níveis de expressão do mRNAs de genes correlatos a via de PI3K/Akt. Expressão relativa 
dos genes akt1 (A), gsk3β (B) e pten (C) nos grupos celulares controle, tratamento, A549-pEP-miR-
Controle e A549-pEP-miR-21-5p. Para análise estatística foi utilizado o teste One-Way ANOVA com 
pós-teste de Dunnett, analisando-se separadamente os grupos na presença e ausência de 
puromicina. *p≤0.05, **p≤0.01 e ***p≤0.001.  

 
Os resultados apontam para a redução da expressão de akt1 (Figura 13A) no 

grupo tratamento em relação ao controle. Interessantemente, o clone A549-pEP-
miR-21-5p apresentou também, em menor intensidade, uma redução na expressão 
do gene akt1, em relação ao clone A549-pEP-miR-Controle. Sabe-se que a ativação 
da proteína Akt representa uma das etapas de maior relevância na via PI3K/Akt 
(MOCANU; YELLON, 2007) e é de extrema importância para o desenvolvimento 
tumoral (DI CRISTOFANO; PANDOLFI, 2000; MCCUBREY et al., 2012). Os 
resultados apresentados sugerem um efeito modulador do peptídeo Ang-(1-7) na via 
PI3K/Akt, como reportado anteriormente (GIANI et al., 2007; SAMPAIO et al., 2007; 
DIAS-PEIXOTO et al., 2008; MUNOZ et al., 2010; THAN et al., 2013; GIANI et al., 
2009; SANTOS, R. et al., 2013). A mesma observação pode ser posta para a 
superexpressão do miR-21-5p.  

Por outro lado, o tratamento com Ang-(1-7) em nada alterou a expressão de 
gsk3β (Figura 13B) quando comparado ao grupo controle. Entretanto, a super-
expressão do miRNA-21-5p resulta na maior expressão do gene gsk3β. Na via de 
PI3K/Akt, Akt é o principal elemento responsável pela fosforilação e inativação de 
GSK3Β (VINCENT et al., 2014), sendo que alguns autores sugeriram sua atuação 
na supressão da oncogênese (BAN et al., 2003; ZHENG et al., 2007; KANG et al., 
2008; MISHRA, 2010; VINCENT et al., 2014). Assim, o aumento significativo nos 
níveis transcricionais de gsk3β no clone A549-pEP-miR-21-5p torna-se interessante, 
mas para maiores análises os níveis protéicos e funcionais da proteína GSK3B 
precisam ser melhor avaliados, mas os resultados sugerem a existência de 
regulação pós-transcricional. 
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Por sua vez, os níveis transcricionais de pten (Figura 13C) se apresentaram 
reduzido nos grupos tratamento em relação ao controle, enquanto não foi observada 
nenhuma alteração de expressão deste gene entre os clones estudados. A 
transcrição do gene e síntese da proteína PTEN são de muita importância para 
modulação da via PI3K/Akt (SIMPSON; PARSONS, 2001; TROTMAN et al., 2007; 
SUZUKI et al., 2008), que por sua vez modula o crescimento tumoral (DI 
CRISTOFANO; PANDOLFI, 2000; MCCUBREY et al., 2012). Entretanto, análises 
preliminares desse trabalho, correlatos aos níveis de expressão da proteína PTEN 
em ensaios de Western Blot (dados não demonstrados), não demonstraram 
diferenças nos níveis de expressão da proteína, o que sugere uma meia vida 
diferente entre os níveis proteicos e do transcrito do gene pten. Certamente, a 
redução nos níveis do transcrito correlaciona-se com uma modulação pós-
transcricional, visando o equilíbrio celular, frente ao tratamento realizado, 
considerando-se os efeitos do heptapeptídeos no controle do crescimento tumoral, 
como demonstrado em trabalhos anteriores (GALLAGHER; TALLANT, 2004; 
MENON et al., 2007; SANTOS; FERREIRA; SIMÕES e SILVA, 2008; SOTO-
PANTOJA et al., 2009). 

 
4.6.2. Expressão de genes correlatos ao processo de adesão/ migração 

tumoral 
 

Para se avaliar particularidades do processo de adesão e migração tumoral 
foram realizadas análises de qPCR para genes de interesse correlatos às interações 
célula-célula e célula-matriz (Figura 14), e ao processo de degradação da matriz 
extracelular (Figura 15). Esses genes modulam os processos de migração celular, 
angiogênese, invasão celular e metástase. 
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Figura 14 - Níveis de expressão dos mRNAs de genes correlatos às interações célula-célula e célula 
matriz. Expressão relativa dos genes tjp1 (A), ocln (B), cdh5 (C), ctnnb1 (D), epcam (E) e itgb8 (F) 
nos grupos celulares controle, tratamento, A549-pEP-miR-Controle e A549-pEP-miR-21-5p. Para 
análise estatística foi utilizado o teste One-Way ANOVA com pós-teste de Dunnett, analisando-se 
separadamente os grupos na presença e ausência de puromicina. *p≤0.05, **p≤0.01 e ***p≤0.001. 
 

  
As análises de qPCR apresentadas na Figura 14 mostram particularidades na 

expressão dos genes investigados: tjp1 (também denominado zo-1), ocln, cdh5 (ou 
VE-caderina), ctnnb1, epcam e itgb8. 

 As análises da transcrição do gene zo-1 são observadas na Figura 14A, 
mostrando que o tratamento com Ang-(1-7) resulta no aumento da expressão desse 
gene em relação ao grupo controle. As junções oclusivas são bem conhecidas por 
sua função especializada entre células adjacentes (RUNKLE; MU, 2013), oferecendo 
certa resistência contra a dissociação de células epiteliais. Neste contexto, tais 
junções representam a primeira barreira celular a ser vencida pelo câncer de modo a 
iniciar o processo metastático (MARTIN; MANSEL; JIANG, 2002). Estudos 
correlacionaram a redução na expressão de ZO-1 com aumento no processo de 
invasão de câncer do trato digestivo de humanos (KIMURA et al., 1997), câncer de 
mama (HOOVER; LIAO; BRYANT, 1998) e coloretal (KAIHARA et al., 2003). Ni, S. 
et al. (2013), observaram que os níveis de mRNA de zo-1 são significativamente 
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baixos em NSCLC, sugerindo que os níveis de expressão de ZO-1 exerçam 
importante função na tumorigênese de NSCLC e seja indicativo do prognóstico do 
paciente. Neste contexto, sugere-se que o tratamento celular com Ang-(1-7) 
fortaleça as interações adesivas entre células adjacentes e dificulte o processo de 
dissociação celular, uma vez que foi observa um aumento nos níveis de expressão 
de zo-1. Para os clones pEP-miR não foram observadas alterações significativas nos 
níveis de expressão transcricional. 

Como já mencionado anteriormente, o complexo de junções oclusivas consiste 
de interações entre proteínas transmembranas, como a Ocludina (OCLN), e 
proteínas intracelulares como a ZO-1. Sendo assim, a Figura 14B apresenta os 
níveis de expressão desse gene nos diferentes grupos A549 investigados. Embora 
nas células controle e tratamento com ang-(1-7) não tenham sido observadas 
alterações nos níveis de expressão do gene ocln, os níveis transcricionais desse 
gene são alterados nos clones pEP-miR. O clone A549-pEP-miR-21-5p apresenta 
maior expressão de ocln, quando da comparação com os níveis de expressão 
observados no clone A549-pEP-miR-Controle. Desde a sua descoberta, vários 
estudos foram conduzidos para determinar a função da ocludina (SÁNCHEZ-
PULIDO et al., 2002; SCHULZKE et al., 2005; YU, A. et al., 2005; YU; TURNER, 
2008; TORRES-FLORES; ARIAS, 2015), contudo, a literatura ainda é escassa de 
informações quanto a participação destas moléculas no processo de adesão, 
invasão e migração celular. Sabe-se que a metástase cerebral continua sendo um 
grave problema de importância clínica (WALKER; ROBINS; WEINFELD, 1985; 
WILHELM et al., 2013), e as interações entre células tumorais e a barreira 
sanguínea cerebral (BBB) precisam ser elucidadas. Nesse contexto, as junções 
oclusivas (ex.: ocludina) se inserem, entre as células endoteliais dos capilares 
cerebrais, proporcionando um ambiente fechado para o cérebro (JIA et al., 2014). 
Ge et al. (2015), estudando lesões cerebrais traumáticas (TBI) em ratos, mostrou 
que após as lesões ocorre um aumento nos níveis de miR-21, que por sua vez reduz 
a perda de expressão de ocludina induzidas por TBI. O presente trabalho, com 
modelo celular de câncer pulmonar, apresentou um aumento na expressão de ocln 
em células A549 que super-expressam o miR-21. Este resultado, assim como 
observado por Ge et al. (2015) sugere uma correlação direta entre níveis de miR-21 
e expressão de ocln. 
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 Além das junções oclusivas, existem ainda as junções aderentes, as quais são 
de extrema importância para a adesão célula-célula, além de atuar em várias vias de 
sinalização intracelular, e regulação da migração e proliferação celular (SOUZA, 
2009). Um dos subtipos moleculares de junções aderentes é o complexo E-
caderina/catenina (NIESSEN; GOTTARDI, 2008), o qual se associa ao citoesqueleto 
de actina e estabiliza a junção (SOUZA, 2009). Em relação às células endoteliais, o 
subtipo de caderina presente é a VE-caderina, a qual se liga intracelularmente a três 
tipos de cateninas, dentre elas a β-catenina (LAMPUGNANI et al, 1995). Assim 
como uma E-caderina, as VE-caderinas se associam lateralmente às células 
adjacentes por homodímeros dependentes de cálcio (SOUZA, 2009). A análise da 
expressão do gene ve-caderina nos grupos celulares, detectou uma redução 
significativa no clone A549-pEP-miR-21-5p, quando da comparação com a sua 
condição controle, pEP-miR-controle, (Figura 14C). Esses resultados vão ao 
encontro do que é observado na formação de carcinomas com a ocorrência de 
desestabilização das junções aderentes (GLOUSHANKOVA, 2008). Além disso, em 
outros estudos, vários autores demonstraram que a diminuição dos níveis de VE-
caderina pode também acarretar na translocação de β-catenina para o núcleo, onde 
ocorreria a ativação de fatores transcricionais, induzindo eventos relacionados ao 
processo tumorigênico, como maior proliferação celular, resistência a apoptose e 
aumento do potencial invasivo (FUCHS et al, 2005; JEANES; GOTTARDI; YAP, 
2008; SOUZA, 2009). Interessantemente, nossas análises também sugerem a 
presença desse mecanismo. Os níveis transcricionais de ctnnb1 no clone A549-pEP-
miR-21-5p (Figura 14D) apresentam-se, aproximadamente, 25 vezes maior em 
relação ao clone A549-pEP-miR-Controle, reforçando a importância da β-catenina na 
sinalização intracelular inerente à evolução do processo tumoral, e reforçando a 
atuação funcional do miR-21 como um elemento facilitador do metabolismo tumoral 
em nosso modelo celular. Paralelamente, nenhuma alteração foi observada nos 
grupos celulaes controle e tratamento com o hepatpeptídeo. 

Continuando as análises da expressão de elementos correlatos aos processos 
de adesão e migração celular, outro gene investigado e que apresentou elevada 
expressão em nossos ensaios foi o gene epcam (Figura 14E). Embora as culturas 
não transfectadas não tenham apresentado variação nos níveis transcricionais do 
gene, a expressão de epcam no clone A549-pEP-miR-21-5p foi consideravelmente 
maior ao observado no clone A549-pEP-miR-Controle. EPCAM se caracteriza como 
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uma molécula de adesão da célula epitelial, sendo uma glicoproteína 
transmembrana super-expressa na maioria dos carcinomas humanos (WENT et al., 
2004). No desenvolvimento e progressão tumoral, EPCAM apresenta uma complexa 
função biológica (VAN DER GUN et al., 2010). Sendo uma molécula de adesão, 
EPCAM participa das interações homofílicas célula-célula, prevenindo assim a 
ocorrência de metástase (LITVINOV et al., 1994; MARTOWICZ et al., 2013). Por 
outro lado, sabe-se que EPCAM é capaz de anular a adesão célula-célua mediada 
pela E-caderina, promovendo assim a metástase (WINTER et al., 2003). Dada a 
relação existente entre EPCAM e o complexo E-caderina/catenina (MAETZEL et al., 
2009), sugere-se que o aumento de expressão de mRNA de epcam no clone A549-
pEP-miR-21-5p em relação ao grupo pEP-miR-Controle, esteja correlacionado à 
diminuição da expressão do gene da VE-Caderina e aumento nos níveis do gene β-
catenina1 , favorecendo a sinalização intracelular para o desenvolvimento tumoral. 

Finalmente, a Figura 14F apresenta uma redução dos níveis de itgb8 em 
células A549 tratadas Ang-(1-7), quando comparado ao grupo controle. As integrinas 
constituem uma família de receptores da superfície celular que mediam as 
interações célula-célula e célula–matriz extracelular (MEC) (HYNES, 2002; 
MORGAN et al., 2007). Tais proteínas pertencem ao grupo de moléculas de adesão 
celular (CAMs) e são constituídas de subunidades α e β (GORDÓN-NUÑEZ et al., 
2007). Integrina β8 é uma sub-unidade do complexo de intergrinas e está codificada 
pelo gene itgβ8, o qual apresentou reduzida expressão no grupo tratamento. Essa 
diminuição nos níveis de transcrito itgb8 sugerem, mais uma vez, um efeito 
antiproliferativo e antitumoral da Ang-(1-7), visto que a expressão das integrinas 
contribuem para a sobrevivência das células cancerígenas, resistência à 
quimioterapia, angiogênese, migração e invasão celular (LAMB; ZARIF;  MIRANTI, 
2011; BIANCHI-SMIRAGLIA; PAESANTE; BAKIN, 2013; FERRAZ; FERNANDEZ, 
2014). Nenuma alteração significativa nos níveis de itgb8 foram observadas nos 
clones pEP-miR. 
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Figura 15 - Níveis de expressão dos mRNAs de genes correlatos à degradação da matriz extra-
celular. Expressão relativa dos genes timp1 (A), timp2 (B), timp3 (C), mmp1 (D), mmp2 (E), mmp8 (F), 
mmp9 (G), mmp13 (H) e mmp15 (I) nos grupos celulares controle, tratamento, A549-pEP-miR-
Controle e A549-pEP-miR-21-5p. Para análise estatística foi utilizado o teste One-Way ANOVA com 
pós-teste de Dunnett, analisando-se separadamente os grupos na presença e ausência de 
puromicina. *p≤0.05, **p≤0.01 e ***p≤0.001.  
 

 
Além dos genes investigados e apresentados na Figura 14, os níveis de 

metaloproteinases de matriz (MMP), descritas como endopeptidase zinco-
dependentes responsáveis pela degradação da matriz extracelular (ECM) e 
remodelação de tecidos (SINGH et al., 2015), também foram analisados. Estas 
enzimas são responsáveis por preparar estruturalmente o microambiente para o 
processo de migração celular e angiogênese, e podem ter sua atividade modulada 
pelos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP) (HAMEEDALDEEN et al., 
2014). As MMPs são classificadas em quarto subgrupos, baseados nos diferentes 
elementos alvos da ECM a serem degradados: colagenases (MMP-1, MMP-8 e 
MMP-13) degradam, principalmente, fibras de colágeno, as gelatinases (MMP-2 e 
MMP-9) possuem a capacidade de degradar o produto resultante da desnaturação 
do colágeno, as estromelisinas degradam fibronectinas e proteoglicanas, e as MMP 
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ligadas à membrana (MMP-15) apresentam um importante papel na ativação das 
outras MMP (WOESSNER, 1991; BIRKEDAL-HANSEN, 1995; IKI et al., 1999; 
HIDALGO; ECKHARDT, 2001; NABESHIMA et al., 2002; VISSE; NAGASE, 2003;  
SINGH et al., 2015). Assim, considerando-se a relevância dessas proteínas no 
processo metastático, as análises transcricionais de MMPs e dos genes de proteínas 
inibidoras das MMPs (TIMPS) foram realizadas e os resultados estão apresentados 
na Figura 15. 

Dentre os genes analisados no presente estudo, apenas MMP-8 (Figura 15F) 
apresentou uma redução nos níveis de expressão devido ao tratamento com Ang-(1-
7), quando da comparação com a condição controle. Os clones pEP-miR não 
aprsentaram variação estatisticamente significativa quando comparados entre si. 
Conisderando-se o gene MMP-8, este codifica uma proteína caracterizada como 
uma colagenase, responsável por degradar colágeno intersticial tipos I, II e III, além 
de outras moléculas da MEC (BIRKEDAL-HANSEN, 1995; KERKELA; SAARIALHO-
KERE, 2003). Neste contexto, os resultados corroboram o efeito protetor do 
heptapeptídeo, sugerindo que o mesmo esteja relacionado na inibição da 
degradação da ECM e, assim, dificultando o processo de migração celular.  

Por sua vez, a super-expressão do miR-21-5p resultou em alterações nos 
níveis transcricionais de MMP-13 e MMP-15 (Figura 15H e 15I). A análise dos 
resultados apresenta uma aumento nos níveis transcrionais de MMP13 no clone 
A549-pEP-miR-21-5p em relação ao clone controle, sugerindo uma modulação 
positiva da expressão da colagenase MMP-13 pela super-expressão do miR-21-5p 
(Figura 15H). Esses resultados fortalecem a hipótese de que a atuação do miR-21-
5p possa intensificar o processo migratório de cálulas cancerígenas. Já, os níveis 
transcricionais de MMP15 (Figura 15I) apresentaram-se reduzidos no clone A549-
pEP-miR-21-5p em relação ao A549-pEP-miR-Controle. O resultado encontrado vai 
contra os dados da literatura, os quais dizem que altos níveis desta 
metaloproteinase estão diretamente relacionados com invasão celular e resistência à 
apoptose (UENO et al., 1997; TIBSHIRANI et al., 2002; JACKSON et al., 2003; 
ABRAHAM, et al., 2005). Entretanto, se fizermos uma análise estatística ONE-Way 
ANOVA, seguida do teste de tukey entre os níveis de expressão da MMP-15 nos 
diferentes grupos celulares (controle e tratamentos), observa-se que os níveis de 
expressão do gene em questão assemelha-se aos níveis de expressão do clone 
pEP-miR-21. Podemos sugerir que um mecanismo inerente ao tipo celular module 
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os níveis transcricionais de MMP-15. Com relação aos níveis de expressão das 
TIMPs, nenhuma alteração significativa foi observada. 

 Conjuntamente, a análise dos resultados de qPCR sugere o efeito do peptídeo 
Ang-(1-7) na modulação de mRNA de genes correlatos ao processo de adesão 
(tjp1), invasão (itgb8) e migração celular (MMP-8). 
 

4.7. Análises fisiológicas 
 

Para se avaliar particularidades da fisiologia celular das células A549 nos 
diferentes grupos, foram realizados ensaios investigativos do padrão de migração e 
invasão celular, além da quantificação da atividade enzimática de gelatinaes 
envolvidas na degradação de ECM. 

 
4.7.1. Controle da migração celular pela Ang-(1-7) 

 
O ensaio de migração celular foi realizado de modo a mensurar a capacidade 

migratória de cada um dos grupos celulares analisados. Este ensaio é uma 
adaptação do que foi descrito por Straatman (2008) e os resultados estão 
apresentados na Figura 16. 
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Figura 16 – Ensaio de Migração Celular. (A) Foi simulado uma lesão na monocamada de células 
A549 dos grupos controle, tratamento, A549-pEP-miR-Controle e A549-pEP-miR-21-5p crescidas até 
90% de confluência, e as imagens foram adquiridas nos tempos 0 e 24 horas. (B) Quantificação da 
recuperação das áreas lesionadas após um período de 24 horas. As análises estatísticas foram 
realizadas utilizando-se o teste One-Way ANOVA com pós-teste de Dunnett, analisando-se 
separadamente os grupos na presença e ausência de puromicina. * p≤0.05, ** p≤0.01.  

 
Os resultados apresentados mostram que, após o período de 24 horas, o 

peptídeo Ang-(1-7) tem a capacidade de reduzir em até 20% a taxa de migração de 
células A549, quando comparado ao grupo controle (90% de recuperação da área 
lesada), sugerindo o potencial terapêutico do heptapeptídeo no tratamento da 
disseminação do câncer. Nossos resultados corroboram o dados de Ni et al. (2012), 
o qual demonstrou o efeito anti-metastático da Ang-(1-7) em células A549 por 
observar a ação inibitória do peptídeo sobre mecanismos de  migração e invasão. 

A taxa de migração celular observada nos grupos A549-pEP-miR-Controle e 
A549-pEP-miR-21-5p (75% e 90%, respectivamente, de recuperação da área 
lesada) foi similar ao encontrado no grupo controle, entretanto as análises 
quantitativas não evidenciaram diferença estatística entro os clones estudados. 
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4.7.2. Potencialização da capacidade invasiva pela superexpressão do miR-
21-5p 

 
Complementando os resultados de migração celular, foram realizados ensaios 

para avaliar-se o potencial invasivo das células A549 em cada um dos grupos 
estudados. Para tanto, adaptou-se a metodologia descrita por Wiggins e Rappoport 
(2010) a qual permite a análise do pontencial invasivo celular sobre superfícies 
planas e pode ter suas condições experimentais alteradas de modo a serem 
realizadas múltiplas análises de interesse. Os resultados estão apresentados na 
figura 17. 
 
Figura 17 - Ensaio de Invasão Celular. Análise do potencial invasivo de células A549 dos grupos 
controle, tratamento, A549-pEP-miR-Controle e A549-pEP-miR-21-5p, através do ensaio de gota de 
agarose. (A) Imagens de microscopia de contraste de fase (x100) das células A549 migrando por 
debaixo das gotas de agarose diluídas em PBS (controle negativo) ou DMEN/F12 10% SFB (controle 
positivo); as imagens foram adquiridas em intervalos regulares de 24 horas, ao longo de 72 horas.  O 
processo de invasão está representado da esquerda para direita, através do limite da gota de 
agarose delimitado pela linha pontilhada. As setas apontam para um grupo de células invasoras 
observadas no controle negativo do clone A549-pEP-miR-21-5p. (B) Quantidade de células invasoras, 
em cada grupo estudado, que migraram por debaixo das gotas de agarose. As análises estatísticas 
foram realizadas utilizando-se o teste Two-Way ANOVA. *p≤0.05, **p≤0.01 e ***p≤0.001.  
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A partir da análise dos resultados do ensaio de invasão, é possível inferir que a 

super-expressão do miR-21-5p aumenta significativamente o potencial invasivo das 
células A549. A primeira diferença marcante foi vista após 48 horas de ensaio, onde 
o número de células invasoras quadruplicou em relação ao grupo A549-pEP-miR-
Controle. Após 72 horas de ensaio, o número de células invasoras foi, 
aproximadamente, seis vezes a quantidade do clone controle. A correlação entre 
expressão do miR-21-5p e o potencial invasivo das células A549 é reforçada pela 
observação das massas de células invasoras (sinalizados pela setas) no controle 
negativo do ensaio após 48 horas e 72 horas de incubação. Não foi observada 
nenhuma outra alteração significativa entre os outros grupos estudados. 

Sendo o processo de invasão celular de extrema relevância para o 
estabelecimento da metástase, o presente resultado corrobora os achados de 
Markou et al. (2008), Zhang, J. et al. (2010) e Wei et al. (2011), onde foi apontado a 
correlação existente entre a elevação nos níveis de miR-21-5p em neoplasias 
pulmonares com o estabelecimento de metástase tumoral. Entretanto, sabe-se que 
outros eventos são necessários para o estabelecimento do processo metastático, 
sendo necessário a realização de ensaios complementares para uma correlação 
mais precisa entre os níveis de miRNA e a disseminação de células cancerosas. 
Nesse ponto, podemos sugerir, que os efeitos inibidores do crescimento de células 
tumorais pelo peptídeos Ang-(1-7), deve-se a atuação conjunta de vários miRNAs, 
que possivelmente atuam controlando os efeitos adversos do miR-21-5p no 
processo metastático. 

 
 



77  

4.7.3. Quantificação da atividade enzimática de MMP-2 e MMP-9 
 
Como mencionado anteriormente, as metaloproteinases de matriz são enzimas 

de extrema importância no processo de degradação e remodelação de ECM (SINGH 
et al., 2015), necessários para estruturação do ambiente tumoral e, 
consequentemente, ocorrência de migração celular e angiogênese 
(HAMEEDALDEEN et al., 2014). Dentre as MMPs, MMP-2 e MMP-9 são 
responsáveis pela degradação do colágeno tipo IV, sendo esse o maior componente 
da membrane basal, sugerindo um papel crítico destas duas MMPs para o petencial 
invasivo e metastático do câncer pulmonar (THOMAS; KHOKHA, 2000; PARKS; 
SHAPIRO, 2001). Neste contexto, o ensaio de zimografia visa quantificar a atividade 
enzimática das gelatinases MMP-2 e MMP-9 presentes nos extratos celulares dos 
respectivos grupos analisados (Figura 18). 
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Figura 18 - Ensaio de Zimografia. (A) Extratos celulares de A549 acrescido de inibidor de protease 
(controle negativo), A549 crescidas na ausência de Ang-(1-7) (A549 / controle) e em presença do 
heptapeptídeo [Ang-(1-7) / tratamento], e dos clones A549-pEP-miR-Controle e A549-pEP-miR-21-5p, 
lisados e submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, enriquecido de gelatina 1%; Os 
halos específicos foram utilizados na quantificação da atividade enzimática da MMP2 (B) e MMP9 (C). 
As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o teste One-Way ANOVA com pós-teste de 
Dunnett analisando-se separadamente os grupos na presença e ausência de puromicina. *p≤0.05, 
**p≤0.01 e ***p≤0.001. 
  

 
 
A presença do inibidor de protease no extrato do controle experimental 

negativo inibiu de tal forma ação das gelatinases, que não foi possível detectar com 
clareza os halos específicos referentes à degradação do substrato (gelatina / Sigma 
- Aldrich®), presente no gel de poliacrilamida, pela MMP-2 e MMP-9. 

Não foi detectada nenhuma alteração significativa na análise dos níveis de 
expressão da MMP-2 (62 kDa), entre os grupos celulares estudados. Em 
contrapartida, o nível de MMP-9 (82 kDa) expresso no grupo tratamento apresentou-
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se maior em relação ao grupo controle, mostrando uma influência da Ang-(1-7) na 
modulação da atividade enzimática desta metaloproteinase. 

Em contraste com o presente resultado, as MMP-9 e MMP-2 apresentam forte 
expressão em tecido de câncer de mama comparado ao tecido normal (KOHRMANN 
et al., 2009). Por sua vez, a MMP-9 é capaz de degradar a ECM do tecido 
circundante ao tumor, apresentando uma relação estreita com o processo de 
invasão e metástase tumoral (PEI et al., 2015). Outro estudo com metástase 
pulmonar (GILKES; SEMENZA; WIRTZ, 2014), evidencia o papel chave da MMP-9 
na formação do ambiente metastático, através da sua super-expressão. Desta 
forma, o resultado de zimografia sugere que o peptídeo Ang-(1-7) estimula a 
atividade da MMP-9 nas células A549, o que se caracteriza negativo para o controle 
do crescimento tumoral. Entretanto, uma miríade de interações moleculares que se 
intercruzam acontece no processo metastático, e a inibição do crescimento do tumor 
pelo heptapetídeo é certamente complexa e não somente dependente da ativação 
da MMP-9. Existem ainda poucos dados disponíveis a respeito do efeito de Ang-(1-
7), e seu receptor Mas, na atividade de metaloproteinases (Gava et al., 2012), 
entretanto, os dados existentes apontam para um efeito contrário ao observado no 
presente estudo. Um estudo conduzido por Ni et al. (2012) demonstrou que a 
presença da Ang-(1-7) inibiu a atividade enzimática de MMP-9 em células A549, 
reduzindo a migração e invasão celular. Existe ainda a evidência de que, ao 
contrário da Ang-II, o tratamento com Ang-(1-7) leva à diminuição das taxas de 
expressão de MMPs e TIMPs em cardiomiócitos humanos (PAN; WEN; LIN, 2009). 
Com isso, se faz necessária a complementação do presente estudo, visando a 
compreensão do fato que o tratamento celular de A549 com Ang-(1-7) aumenta a 
atividade enzimática da gelatinase MMP-9.  
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5. CONCLUSÃO 
 

Cânceres estão entre as principais causas de morbidade e mortalidade em 
todo mundo, sendo o câncer de pulmão de extrema importância epidemiológica 
(WHO, 2015). Dentre as novas estratégias terapêuticas, a utilização do 
heptapeptídeo angiotensina-(1-7), originado do SRA, tem se mostrado bastante 
promissora no tratamento tumoral (SANTOS; FERREIRA; SIMÕES e SILVA, 2008; 
ROSENTHAL et al., 2009; HANIF et al., 2010; GALLAGHER et al., 2011). Ainda no 
contexto de processos patológicos, os microRNAs se destacam na capacidade 
regulatória de vias intrínsecas a processos de proliferação, adesão, migração e 
invasão celular tumoral (BARTEL, 2004; CHENG et al., 2005; DRESIOS et al., 2005; 
HAYES et al., 2014; KIM et al., 2014). Desta forma, o presente trabalho buscou 
analisar de forma comparativa os efeitos moleculares causados pelo tratamento de 
células A549 com o heptapeptídeo Ang-(1-7), em relação à super-expressão do miR-
21-5p nesta linhagem tumoral. 

 Os resultados apontaram, inicialmente, que a concentração de 10-7 M  de 
Angiotensina-(1-7) utilizada no tratamento de células A549 não alterou a viabilidade 
celular. Além disso, as condições de cultivo celular utilizadas nos grupos estudados 
(controle, tratamento, A549-pEP-miR-Controle e A549-pEP-miR-21-5p) não 
desencadeou alterações no padrão de expressão de genes correlatos ao processo 
apoptótico.  

A presença da Ang-(1-7) prolongou o intervalo de tempo para duplicação 
celular em 22%, quando comparado ao grupo controle crescido na ausência do 
peptídeo, sugerindo que a Ang-(1-7) seja capaz de regular negativamente os 
mecanismos de proliferação celular tumoral. Entretanto, as análises bioquímicas 
revelaram que o peptídeo estimula a síntese de lactato em células A549 controle. 
Estudos mostraram que o lactato pode ser utilizado como combustível metabólico 
alternativo pelas células tumorais (SONVEAUX et al., 2008; FERON, 
2009; WHITAKER-MENEZES et al., 2011), indicando que a presença da Ang-(1-7) 
modula o metabolismo e o desenvolvimento tumoral. Os resultados mostraram 
também que a presença da puromicina no meio de cultura dos clones A549-pEP-
miR-Controle e A549-pEP-miR-21-5p aumentou a síntese de lactato, evidenciando 
um estresse celular decorrente da presença do antibiótico. 
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Em relação às análises de expressão gênica, os resultados das qPCRs para os 
genes correlatos a via de PI3K/Akt, mostraram que a expressão de akt1 no grupo 
tratamento é inferior ao controle, assim como o nível de expressão deste gene no 
clone A549-pEP-miR-21-5p é menor ao apresentado pelo grupo A549-pEP-miR-
controle, sugerindo um efeito protetor do peptídeo Ang-(1-7) na inibição da via 
PI3K/Akt. Análises complementares também poderão explicar a provável existência 
de uma modulação pós-transcricional dos níveis de pten no grupo tratado com o 
peptídeo Ang-(1-7), considerando-se o papel da proteína PTEN na modulação do 
processo tumoral.  

A análise dos genes correlatos ao processo de adesão e migração celular 
evidenciou o papel da Ang-(1-7) no fortalecimento das junções celulares através do 
aumento na expressão de genes envolvidos nos mecanismos de adesão celular 
(tjp1) e inibição de mecanismos de invasão e migração (itgb8 e MMP-8, 
respectivamente). Os resultados sugeriram ainda uma relação direta entre nível de 
expressão do miR-21 com o mRNA de ocln. Ainda, as análises apresentaram uma 
redução nos níveis de ve-caderina e aumento nos níveis de β-catenina no grupo 
A549-pEP-miR-21-5p o que sugere uma desestabilização das junções aderentes e 
ativação da sinalização celular tumoral, respectivamente. Os níveis de epcam 
encontrados podem estar relacionados à expressão dos genes responsáveis pela 
formção do complexo E-caderina/catenina. Futuras análises complementares 
poderão elucidar melhor os níveis trancricionais de MMP-15, uma vez que os 
mesmos não são corroborados pela literatura.  

As análises dos resultados referentes aos ensaios de migração e invasão 
celular reforçam o efeito do peptídeo Ang-(1-7) na redução da taxa de migração 
celular, e do miR-21-5p no aumento do potencial invasivo de céluas A549. Esses 
dados sugerem o potencial terapêutico do heptapeptídeo no tratamento da 
disseminação do câncer de pulmão, e reforçam que um único miRNA, mesmo que 
sendo considerado como oncomiR, não é suficiente para a modulação positiva do 
processo metastático. Além disso, os resultados de zimografia sugerem, pelo 
aumento na atividade enzimática de MMP-9, que o peptídeo parece de alguma 
forma favorecer o processo invasivo celular em A549. Esse fato se opõe as limitadas 
informações existentes na literatura referente à ação da Ang-(1-7) na ação de 
gelatinases, sendo necessário completar esse estudo para melhor compreensão do 
resultado apresentado. 
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De maneira geral, baseado neste estudo e em outros realizados por diferentes 
autores (CHIEN et al., 2009; NI, L. et al., 2012), o peptídeo Ang-(1-7) se apresenta 
como potencial agente terapêutico no controle da migração celular tumoral. As 
análises em conjunto dos resultados aqui apresentados sugerem uma modulação 
favorável de diferentes elementos no controle da invasão e metástase em nosso 
modelo celular. Entretanto, o miR-21-5p, elemento classicamente descrito como um 
onco-miR, apresenta-se com expressão elevada em células tratadas com o 
hepatapeptídeo. A partir dessa análise decidimos avaliar o papel do miRNA-21, de 
maneira sistêmica, nas culturas celulares de A549 e corroboramos o seu papel 
ativador do processo tumoral.  Pontualmente, a superexpressão do miR-21-5p em 
células A549 apontou o efeito deste microRNA na potencialização dos mecanismos 
de migração e invasão celular, visto o conjunto dos resultados apresentados. Dessa 
maneira, podemos afirmar que embora a própria angiotensina-(1-7) atue 
promovendo a expressão do miR-21, o heptapeptídeo seja responsável, também, 
pela modulação da expressão conjunta de outros elementos, resultando no controle 
do crescimento, migração e invasão de células tumorais. Assim sendo, futuras 
análises que investiguem os efeitos de ativação transcricional cruzada de moléculas 
poderão subsidiar um maior entendimento dos mecanismos de ação do peptídeo 
nas células tumorais. 
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