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RESUMO 

As doenças hepáticas estão entre as principais causas de morte no mundo todo, 
afetando aproximadamente 20% da população. A esteatose hepática é uma condição 
caracterizada pelo acúmulo de gordura nos hepatócitos e, embora seja uma condição 
reversível, pode progredir para quadro de esteatohepatite e carcinoma hepatocelular. 
A falta de tratamentos específicos para a esteatose é um problema atual, e a 
caracterização de novas moléculas poderá ajudar no desenvolvimento de terapias. 
Diversos estudos apontam um papel decisivo de microRNAs (miRNAs) no 
desenvolvimento de patologias hepáticas. Os miRNA são pequenas moléculas que 
estão envolvidas na regulação de genes importantes no metabolismo lipídico. Mais 
especificamente, o miR-1914-5p está intimamente relacionado com a biossíntese de 
ácidos graxos em células hepáticas estreladas, e buscar entender sua atuação 
funcional no quadro pró-esteatótico celular é o objetivo central dessa proposta. Para 
isto, um modelo celular pró-esteatótico foi estabelecido no presente trabalho, 
utilizando-se linhagens celulares hepáticas, tais como LX-2 e HepG2. Ensaios 
bioquímicos para mensuração de lipídeos intracelulares e níveis de β-oxidação foram 
realizados. Em células cocultivadas, onde houve um aumento dos níveis endógenos 
do miR-1914-5p, observou-se um aumento no conteúdo lipídico intracelular, sugerindo 
um efeito acentuado deste miRNA na produção e acúmulo de lipídeos. Sob outra 
perspectiva, células cocultivadas onde o miR-1914-5p foi inibido, houve diminuição 
nos níveis de lipídeos totais e glicose intracelulares, inferindo que este miRNA estaria 
diminuindo espécies lipídicas que são alteradas no quadro pró-esteatótico. Análises 
bioquímicas e de expressão gênica foram realizadas em células LX-2. Em células 
onde há aumento endógeno do miR-1914-5p, houve aumento nos níveis de 
triglicerídeos e colesterol, além da modulação dos níveis de expressão de diversos 
genes correlatos à síntese, armazenamento e hidrólise de lipídeos, sugerindo que as 
células contendo esta condição estariam tentando encontrar uma homeostase lipídica 
ao liberar AGs para oxidação. Por outro lado, células onde o miR-1914-5p foi inibido, 
houve diminuição nos níveis de colesterol intracelulares, além deste miRNA ter 
mostrado interagir com sítios putativos de genes correlatos à síntese de colesterol. A 
partir dos resultados, a inibição do miR-1914-5p pareceu ter um efeito mais intenso 
na síntese de lipídeos, uma vez que genes relacionados à via oxidativa não foram 
modulados. Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o efeito do miR-
1914-5p parece variar em linhagens cultivadas isoladamente, tendo a confirmação de 
que a potencial ação deste miRNA é aparentemente fortalecida quando este é inserido 
em linhagens cocultivadas. 
 

Palavras-chave: Esteatose hepática; lipídeos; miR-1914-5p; LX-2; HepG2. 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Liver disease is among the main causes of death worldwide, affecting approximately 
20% of the population. Liver steatosis is a condition characterized by the accumulation 
of fat in hepatocytes and, although it is a reversible condition, it can progress to 
steatohepatitis and hepatocellular carcinoma. The lack of specific treatments for 
steatosis is a current problem, and the characterization of new molecules may help in 
the development of therapies. Several studies point to a decisive role of microRNAs 
(miRNAs) in the development of liver pathologies. MiRNA are small molecules that are 
involved in the regulation of important genes in lipid metabolism. More specifically, 
miR-1914-5p is closely related to the biosynthesis of fatty acids in hepatic stellate cells, 
and seeking to understand their functional role in the cellular pro-steatotic setting is the 
central objective of this proposal. For this, a pro-steatotic cell model was established 
in the present work, using liver cell lines, such as LX-2 and HepG2. Biochemical tests 
to measure intracellular lipids and β-oxidation levels were performed. In cocultivated 
cells where there was an increase in endogenous levels of miR-1914-5p, an increase 
in intracellular lipid content was observed, suggesting a marked effect of this miRNA 
on lipid production and accumulation. From another perspective, cocultivated cells 
where miR-1914-5p was inhibited, there was a decrease in the levels of total lipids and 
intracellular glucose, inferring that this miRNA would be decreasing lipid species that 
are altered in the pro-steatotic setting. In addition, biochemical and gene expression 
analyzes were performed on LX-2 cells. In LX-2 cells where there was an endogenous 
increase in miR-1914-5p, there was an increase in the levels of triglycerides and 
cholesterol, in addition to the modulation of the expression levels of several genes 
related to the synthesis, storage and hydrolysis of lipids, suggesting that the cells 
containing this condition would be trying to find a lipid homeostasis by releasing AGs 
for oxidation. On the other hand, LX-2 cells where miR-1914-5p was inhibited, there 
was a decrease in intracellular cholesterol levels, in addition to this miRNA being 
shown to interact with putative sites of genes related to cholesterol synthesis. From 
the results, the inhibition of miR-1914-5p in LX-2 cells seemed to have a more intense 
effect on lipid synthesis, since genes related to the oxidative pathway were not 
modulated. The results obtained in this project have shown that the effect of miR-1914-
5p seems to vary in cell line grown alone, confirming that the potential action of this 
miRNA is apparently strengthened when it is inserted into cocultured cell line. 

 

Keywords: Liver steatosis; lipids; miR-1914-5p; LX-2; HepG2. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Fígado: um biorreator metabólico 

O fígado é a maior glândula presente no corpo humano e possui diversas funções 

metabólicas, sendo o primeiro local de processamento de muitos nutrientes 

(OZOUGWA; EYO, 2014; PONZIANI et al., 2015). É também local de armazenamento 

de reservas energéticas, como lipídeos e glicogênio que são oriundos da dieta e 

disponibilizados quando necessário. Ele também pode metabolizar substâncias 

tóxicas e as converter em substâncias que possam ser excretadas (CHIANG, 2014). 

Justamente por desempenhar papéis fundamentais e contribuir significativamente 

para a homeostase corporal, desequilíbrios fisiológicos podem acarretar uma série de 

distúrbios na função hepática. Além do mais, por possuir constantes relações e 

mecanismos de comunicação com outros órgãos endócrinos, a perturbação do 

equilíbrio hepático pode desencadear alterações metabólicas e resultar no mau 

funcionamento do órgão (BURRA, 2013). 

O lobo hepático é composto por alguns tipos celulares, constituído basicamente 

por hepatócitos, células de Kupffer, células hepáticas estreladas (CHE) e células 

endoteliais sinusoidais (CES) (OZOUGWU, 2017) (Figura 1).  

 

Figura 1. Tipos de células hepáticas. (1) hepatócitos; (2) CHE; (3) células de Kupffer; (4) CES. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Friedman, 2008. 
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Em mamíferos, os hepatócitos compõem aproximadamente 70-85% do volume 

total do fígado (KMIEC, 2001) e a capacidade de síntese e de metabolismo do fígado 

se dá, em maioria, por eles (ALLEN, 2002). Justamente por esta capacidade, os 

hepatócitos são ricos em organelas, como retículo endoplasmático e complexo de 

golgi, que participam ativamente no metabolismo de lipídeos, carboidratos e proteínas 

(OZOUGWU, 2017).  

As células de Kupffer são macrófagos residentes no fígado, que, após a ativação, 

podem secretar citocinas e espécies reativas de oxigênio (ERO), desencadeando 

assim uma resposta inflamatória (KMIEC, 2001).  

As CHE são células especializadas em armazenamento, abrigando na forma de 

gotícula lipídica dispostas no citoplasma, os retinóides (vitamina A) (KNOOK; 

SEFFELAAR; DE LEEUW, 1982), e sob condições de homeostase, as CHE 

apresentam uma forma quiescente. Entretanto, sob condições de estresse, estas 

podem se tornar ativadas, passando de um estado quiescente para o estado ativado, 

perdendo seu armazenamento de retinóides e adquirindo uma morfologia semelhante 

à miofibroblastos, desempenhando um papel importante na resposta inflamatória 

(FRIEDMAN, 2008). 

As CES são células altamente especializadas que contribuem significativamente 

para a formação da parede dos sinusoides do fígado, representando a interface entre 

o fluxo sanguíneo e células hepáticas. Essas células contêm uma arquitetura 

descontínua em suas membranas que formam fenestras, e por sua vez, criam canais 

que possibilitam a troca de substâncias entre vasos sanguíneos e hepatócitos (NI et 

al., 2017; POISSON et al., 2017).  

 

1.2 Doenças hepáticas e a esteatose 

Distúrbios no fígado constituem um conjunto de doenças que incluem as 

hepatites, doenças hepáticas alcoólicas e não alcoólicas, cirrose, carcinoma 

hepatocelular e hemocromatose, sendo estas as maiores causadoras de mortes no 

mundo (WANG et al., 2014). A doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) é 

considerada um complexo conjunto de doenças não causadas pelo álcool, que varia 

de esteatose simples, geralmente assintomática, à esteatohepatite, cirrose e 

carcinoma hepatocelular (SATTAR; FORREST; PREISS, 2014). Entretanto, a 

patogênese e os mecanismos moleculares subjacentes à progressão da doença, 

ainda são pouco compreendidos (FERRAMOSCA; ZARA, 2014).  
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Em geral, a prevalência global de DHGNA dobrou nos últimos 20 anos 

(LABRECQUE et al., 2014; PERUMPAIL et al., 2017) e afeta aproximadamente 20% 

da população mundial (SATTAR; FORREST; PREISS, 2014). O aumento de DHGNA 

está intimamente associado à obesidade, dislipidemia, resistência à insulina e 

diabetes tipo 2, sendo estes, na maioria das vezes, consequências de hábitos 

alimentares inapropriados e estilo de vida sedentário, características cada vez mais 

comuns no mundo desenvolvido atual (ANGULO, 2002; SAYINER et al., 2016). 

A esteatose hepática, foco do presente trabalho, é uma condição caracterizada 

pelo acúmulo de gordura (>5% do peso do fígado), principalmente de triglicerídeos, 

nos hepatócitos (HARDY et al., 2016; KARANJIA et al., 2016; BENEDICT; ZHANG, 

2017), sem que haja evidência de lesão hepática (NASSIR et al., 2015; KANWAR; 

KOWDLEY, 2016). Pode ser diferenciada em esteatose macrovesicular, quando um 

único e volumoso vacúolo lipídico está presente, ou em esteatose microvesicular, 

quando há pequenas vesículas lipídicas no citoplasma de hepatócitos (AHMED et al., 

2017), sendo esta uma condição rara (YEH; BRUNT, 2014). Além de fatores 

relacionados à alimentação, a esteatose hepática também pode resultar de fatores 

secundários, como infecção pelo vírus HCV, perda de peso abrupta e ingestão de 

drogas (amiodarona, esteroides e terapias anti-retroviral) (KARANJIA et al., 2016). 

Apesar de ser uma doença reversível e que não está associada com 

mortalidade, a esteatose pode evoluir a quadros sintomatológicos piores 

(esteatohepatite, fibrose e carcinoma hepatocelular) (AHMED et al., 2017). Em 1998, 

Day e James postularam a teoria dos dois eventos (two-hit theory), com o intuito de 

explicar a progressão da patogênese. De acordo com esta teoria, o acúmulo de 

gordura no fígado, decorrente por dieta hiperlipídica, sedentarismo ou obesidade 

(BUZZETTI; PINZANI; TSOCHATZIS, 2016), é considerado o primeiro evento, o que 

poderia levar à lesão dos hepatócitos, enquanto que, em decorrência disto, fatores 

secundários como citocinas, disfunção mitocondrial e estresse do retículo 

endoplasmático caracterizam o segundo evento, ativando processos inflamatórios e 

progredindo à esteatohepatite (LEVENE; GOLDIN, 2012; PEVERILL; POWELL; 

SKOIEN, 2014). Todavia, a compreensão sobre os mecanismos subjacentes à 

progressão da doença aumentou nos últimos anos, revelando que a complexidade da 

DHGNA envolve múltiplos fatores que agem coletivamente, contribuindo com o 

desenvolvimento da doença (BUZZETTI; PINZANI; TSOCHATZIS, 2016). 

Consequentemente, houve a reformulação da teoria dos dois eventos que passou a 
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ser denominada teoria dos múltiplos eventos (multiple-hit theory), onde, além da 

possível predisposição genética, a resistência à insulina juntamente com a 

hiperinsulinemia, ingestão de álcool ou drogas, agem como “estressores” e resultam 

em aumento da lipogênese de novo (RISTIG; DRECHSLER; POWDERLY, 2005). O 

acúmulo de gordura torna o fígado suscetível à eventos como estresse oxidativo, 

apoptose e ativação das células hepáticas estreladas (TILG; MOSCHEN, 2010), que 

atrelados à liberação de citocinas pelas células de Kupffer, ocasiona em lesão nos 

hepatócitos e caracteriza na transição para esteatohepatite e fibrose (YILMAZ, 2012; 

HARDY et al., 2016). 

Por ser uma doença assintomática, na maioria das vezes, os pacientes 

esteatóticos demoram a descobrir a doença, sendo revelada em exames de rotina 

(TOLMAN; DALPIAZ, 2007). A demora em descobrir/ diagnosticar a doença, a baixa 

conscientização dos pacientes que possuem risco de progressão e a falta de 

diagnósticos precisos e confiáveis, explicam o porquê de a doença só ser identificada 

em estágios mais avançados (RATZIU et al., 2012), podendo até mesmo potencializar 

as doenças hepáticas terminais. Resultados de estudos demonstraram que, além da 

morte relacionada propriamente ao fígado, os pacientes apresentam riscos 

aumentados de desenvolverem doenças cardiovasculares, o que leva a uma 

frequência aumentada de mortalidade (AHMED et al., 2017). 

Ainda que a compreensão sobre a patofisiologia da DHGNA tenha crescido 

significativamente nos últimos anos, a falta de tratamentos farmacológicos específicos 

para esteatose também é uma problemática (AHMED et al., 2017). A heterogeneidade 

de DHGNA é um fator-chave que dificulta o desenvolvimento de terapias apropriadas 

(HAAS; FRANCQUE; STAELS, 2016) e a falta de detalhamentos moleculares sobre o 

desenvolvimento dessa patologia limita as inovações farmacológicas. Os poucos 

tratamentos satisfatórios disponíveis são indicados para estágios mais avançados de 

DHGNA, como esteatohepatite e fibrose (AHMED et al., 2017). Como DHGNA está 

intrinsecamente ligada à obesidade, resistência à insulina e dislipidemia, os 

tratamentos disponíveis são direcionados para o estresse oxidativo (antioxidantes), 

anti-inflamatórios, sensibilizadores de insulina e fármacos que induzam a perda de 

peso (AHMED et al., 2017). No que tange à esteatose hepática, uma opção alternativa 

para o tratamento pode ser a modificação do estilo de vida. Dieta e exercícios físicos 

podem auxiliar na perda de peso gradual e consequentemente, na diminuição do 

acúmulo de gordura hepática (BENEDICT; ZHANG, 2017). Todavia, determinar a taxa 
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de perda de peso é um fator importante, considerando-se que evidências sugerem 

que o rápido emagrecimento pode até mesmo agravar as doenças do quadro DHGNA 

(TSAI et al., 2017). 

 

1.3 Metabolismo de lipídeos na esteatose hepática 

O fígado apresenta papel fundamental no metabolismo lipídico, atuando no 

armazenamento, na síntese e na oxidação dos ácidos graxos (AGs) (CHIANG, 2014). 

Lipídeos são os principais constituintes das membranas celulares, participam de 

sinalizações intracelulares e desempenham funções importantes como precursores 

de ligantes de receptores nucleares (CALDER, 2015). Mais especificamente, ácidos 

graxos e triglicerídeos são as formas de energia mais comuns que podem ser 

armazenadas e utilizadas quando os níveis de glicose no sangue estão baixos 

(CALDER, 2015). O volume de gotículas lipídicas armazenadas em hepatócitos é 

rigorosamente regulado por fatores de transcrição e moléculas celulares, que podem 

ativar ou inibir no fígado a captação de ácidos graxos, síntese, esterificação, oxidação 

mitocondrial e exportação dos triglicerídeos (HARDY et al., 2016). Alterações nesses 

processos como aumento da absorção de ácidos graxos e consequente diminuição 

na taxa de oxidação/ exportação, pode desencadear o desenvolvimento de esteatose 

hepática. A redução na síntese de VLDL (very low denstity lipoprotein), lipoproteína 

responsável pela captação de triglicerídeos circulantes, também pode contribuir para 

o aumento da absorção desses lipídeos pelo fígado (NASSIR et al., 2015). 

Os lipídeos que contribuem para a esteatose hepática são oriundos da 

lipogênese de novo e do tecido adiposo (através da lipólise) (NASSIR et al., 2015). 

Evidências sugerem que a resistência à insulina é o principal fator no que tange ao 

aumento da lipólise no tecido adiposo, aumentando proporcionalmente a circulação 

de ácidos graxos livres no sangue (AHMED et al., 2017). Além do mais, a má 

alimentação também contribui para a acumulação de lipídeos hepáticos, segundo 

Donnelly et al., (2005), que demonstraram que aproximadamente 15% dos lipídeos 

hepáticos no fígado de pacientes com DHGNA são oriundos de lipídeos dietéticos. 

Logo, a ingestão de lipídeos através da dieta pode desempenhar um papel crucial na 

acumulação de gordura hepática (SOZIO; LIANGPUNSAKUL; CRABB, 2010).  

A acumulação massiva de lipídeos nos hepatócitos pode resultar na disfunção 

mitocondrial. As ultraestruturas mitocondriais podem sofrer lesões, perda de DNA 

mitocondrial (mtDNA) e uma diminuição nas atividades dos complexos da cadeia 
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respiratória (WEI et al., 2008), o que, por sua vez, pode impactar diretamente na 

transferência de elétrons de intermediários respiratórios anteriores para o oxigênio 

molecular, aumentado consideravelmente a produção de ERO (HENSLEY et al., 2000; 

BENEDICT; ZHANG, 2017). Ainda, há regulação positiva de citocinas pró-apoptóticas 

e pró-inflamatórias (AHMED et al., 2017), levando o hepatócito a apoptose, 

necroinflamação e fibrose (TOLMAN; DALPIAZ, 2007).  

O retículo endoplasmático (RE) é um importante local para processamento de 

proteínas recém-sintetizadas, auxiliando na modificação pós-traducional e 

enovelamento adequados (BODEN et al., 2011; SCHWARZ; BLOWER, 2016). 

Quando a capacidade de processamento do RE é excedida, a resposta a proteína 

desnovelada (UPR - Unfolded Protein Response) é ativada (BENEDICT; ZHANG, 

2017). Estudos mostraram que o excesso de gordura também pode sobrecarregar o 

RE, promovendo uma sobrecarga de proteínas desnoveladas e estimulando a 

ativação da UPR (WANG; WEI; PAGLIASSOTTI, 2006; PINEAU et al., 2009; ZHANG 

et al., 2014). 

Parte dos AGs hepáticos são originados da síntese de novo, que tem início com 

a molécula acetil-CoA e tem como produto um ácido graxo de 16 carbonos, o ácido 

palmítico, que ainda pode ser insaturado e/ou alongado (DIJKSTRA; HAMILTON; 

HAMM, 2008; SOFTIC; COHEN; KAHN, 2016). A síntese de novo ocorre no fígado e 

implica uma complexa série de reações, sendo estritamente regulada por fatores de 

transcrição (FERRAMOSCA; ZARA, 2014). Os níveis elevados de insulina, por 

exemplo, induzem a expressão de genes lipogênicos através da ação da Proteína de 

Ligação ao Elemento Regulador de Esterol-1c (SREBP-1c), que se caracteriza como 

um fator de transcrição que colabora com a expressão de genes que favorecem a 

síntese de novo de AGs, aumentando seus níveis intracelulares (DENTIN; GIRARD; 

POSTIC, 2005; AMEER et al., 2014).  

Basicamente, a insulina, hormônio que desempenha papel fundamental na 

regulação do metabolismo lipídico, estimula a via glicolítica para produzir o composto 

orgânico acetil-CoA, que pode ser derivado do metabolismo de carboidratos ou de 

aminoácidos (NELSON; COX, 2014). Por ser uma molécula mitocondrial, o acetil-CoA 

precisa ser transportado da matriz mitocondrial para o citosol, de modo a dar início à 

síntese de ácidos graxos. Assim, o acetil-CoA é condensado ao oxaloacetato, 

formando uma molécula de citrato. O citrato, por sua vez, é transportado da matriz 

mitocondrial pelo translocador de citrato (CIC). Já no citosol, o citrato é novamente 
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convertido em acetil-CoA e oxaloacetato a partir da enzima citrato liase (ACLY), dando 

início a síntese de AGs (WATSON; LOWESTEIN, 1970; CHIANG, 2014). No citosol, 

o acetil-CoA é convertido em malonil-CoA a partir de uma carboxilação catalisada pela 

acetil-CoA carboxilase (ACC). Enquanto a ACC1 é uma enzima citosólica e 

desempenha função crucial na síntese de AGs, a enzima ACC2 é residente na 

membrana mitocondrial e tem papel na inibição da degradação de AGs, produzindo 

altas concentrações de malonil-CoA que podem inibir alostericamente a proteína 

carnitina palmitoil transferase 1 (CPT1), impedindo, consequentemente, a entrada de 

AGs na matriz mitocondrial para a β-oxidação (GOEDEKE et al., 2018). 

Posteriormente, a enzima ácido graxo sintase (FASN), que consiste num 

complexo proteico que possui múltiplos domínios, vai possibilitar a construção dos 

ácidos graxos, estendendo sequencialmente a cadeia carbônica do malonil numa 

sequência de reações de condensação, redução, desidratação e redução, 

respectivamente (NELSON; COX, 2014), até finalmente formar o ácido palmítico 

(FERRAMOSCA; ZARA, 2014). O ácido palmítico pode sofrer modificações das 

elongases (ELOVL) e dessaturases (SCD), que por sua vez, poderão adicionar mais 

carbonos e duplas ligações para formar ácidos graxos de cadeias maiores, mono e 

poli-insaturados (CHIANG, 2014). 

Após esse processo, os ácidos graxos sintetizados podem ser armazenados 

na forma de TGs. Na via de síntese de TGs, a enzima glicerol-3-fosfato aciltransferase 

(GPAT) adiciona acil-CoA ao glicerol-3-fosfato (intermediário do metabolismo de 

carboidratos), formando o ácido lisofosfatídico (LPA). Posteriormente, a 1-acilglicerol-

3-fosfato aciltransferase (AGPAT) condensa mais uma molécula de acil-CoA para 

produzir o ácido fosfatídico (PA), que é desfosforilado pela lipina 1 (ou PAP), formando 

1,2-diacilglicerol (DAG) (SOFTIC; COHEN; KAHN, 2016). Por fim, a diacilglicerol 

aciltransferase (DGAT) converte diacilglicerol em TGs, que podem ser armazenados 

como gotículas lipídicas, exportados pela corrente sanguínea através das 

lipoproteínas, atuar como combustível energético e componentes estruturais nas 

membranas celulares (CHIANG, 2014). 

Os AGs livres podem ser derivados da síntese de novo, lipólise do tecido 

adiposo ou mesmo da dieta (LOU-BONAFONTE; ARNAL; OSADA, 2011) e entram 

nos hepatócitos através das proteínas de membrana, como as Proteínas de 

Transporte de Ácidos Graxos (FATPs), Translocases de Ácidos Graxos (CD36) 

(NASSIR et al., 2015) e as Proteínas de Ligação de Ácidos Graxos (FABP) (SOZIO; 
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LIANGPUNSAKUL; CRABB, 2010). Estudos já mostraram, inclusive, que a 

superexpressão de um determinado tipo de FATP, a FATP5, aumenta a absorção de 

ácidos graxos (DOEGE et al., 2006), e que a expressão de CD36 está diretamente 

relacionada com o acúmulo de lipídeos hepáticos (NASSIR et al., 2015).  

Quando os níveis de glucagon estão altos, a enzima ACC1 é inibida reduzindo 

a síntese de ácidos graxos. Concomitantemente, os AGs são ativados pela acil-CoA 

sintetase que os liga à acetil-CoA, formando acil-CoA graxo, que é transportado para 

o interior das mitocôndrias através da carnitina-palmitoil transferase I (CPTI) e II (CPT 

II), onde as reações de β-oxidação ocorrem (NELSON; COX, 2014), gerando 

novamente moléculas de acetil-CoA e ATP (CHIANG, 2014). A Figura 2 esquematiza 

a via de síntese de novo, armazenamento e oxidação dos AGs. 

É evidente que o metabolismo lipídico é extremamente coordenado e 

complexo, o que torna claro que a desregulação desse metabolismo pode 

comprometer a função hepática e levar ao desenvolvimento de esteatose hepática. 

Portanto, compreender os mecanismos do metabolismo lipídico certamente 

contribuirá com a elucidação de detalhes da DHGNA e com a caracterização de novas 

moléculas potencialmente terapêuticas. 
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Figura 2. Vias de síntese de novo e oxidação de ácidos graxos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Currie et al., 2013. 

 

1.4 MiRNA como ferramenta biotecnológica 

Desde que foi caracterizado por Lee e colegas, em 1993, diversos estudos 

apontam a atuação funcional de microRNAs (miRNAs) no equilíbrio celular e em 

patologias, incluindo DHGNA, o que o torna um elemento potencial como alvo 

terapêutico (GERHARD; DISTEFANO, 2015). Estudos humanos encontraram 

miRNAs específicos regulados positivamente em doenças hepáticas, como o miR-

122. Por estar envolvido na expressão de diversos genes relacionados no colesterol 

hepático e metabolismo lipídico (SZABO; BALA, 2013), este miRNA mostrou ser 

regulado positivamente em pacientes com DHGNA, quando comparado à níveis 

séricos de pacientes saudáveis (HAYES; CHAYAMA, 2016). 
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Os miRNAs são pequenas moléculas de RNA de fita simples (com 

aproximadamente 18-25 nucleotídeos) que podem regular a expressão gênica pós-

transcricional através do bloqueio da tradução ou clivagem de alvos específicos (JIN 

et al., 2012) pela sua interação com regiões 3’ não traduzidas (UTR) de mRNAs alvos, 

afetando os níveis proteicos da célula (KRETH; HÜBNER; HINSKE, 2018). 

MiRNAs são transcritos pela polimerase Pol II ou III a partir de vias canônicas 

ou não-canônicas (LI; RANA, 2014). Os miRNAs canônicos são transcritos como 

miRNA primário (pri-miRNA), que possuem muitos nucleotídeos de comprimento 

(centenas a milhares) (SZABO; BALA, 2013; HAYES; CHAYAMA, 2016). Essa 

molécula primária é, em seguida, processada pelo complexo proteico RNAse III 

composto pelas enzimas Drosha e Di George syndrome critical region 8 (DGCR8) (LI; 

RANA, 2014; WANG; CHEN; SEN, 2016), em pré-miRNA, um produto com 

aproximadamente 70 nucleotídeos, cuja estrutura se pareia formando estruturas tipo 

grampo (hairpin) (HAN et al., 2006). Esse pré-miRNA é, então, transportado pela 

exportina-5 até o citoplasma, quando uma de suas fitas é clivada pela Dicer 

juntamente com TRBP, tornando-se um miRNA maduro de fita dupla (KRETH; 

HÜBNER; HINSKE, 2018). Posteriormente, uma das fitas do miRNA maduro 

(normalmente a fita menos estável) é degradada por helicases, enquanto a outra fita 

é incorporada ao Complexo Indutor de Silenciamento (RISC), composto pelas 

proteínas Argonauta 2 (Ago2) e GW182, tornando-se apto para reconhecer seu mRNA 

alvo através da complementaridade de Watson-Crick (extremidade 5’ do miRNA com 

a extremidade 3’ de seu mRNA-alvo) (HAYES; CHAYAMA, 2016; KRETH; HÜBNER; 

HINSKE, 2018). O grau de complementaridade da região é quem vai determinar o 

destino do RNA mensageiro-alvo: ativação, clivagem ou repressão traducional 

(KRETH; HÜBNER; HINSKE, 2018) (Figura 3). 

 MiRNAs transcritos a partir da via não-canônica diferem da biogênese da via 

anterior por não terem a digestão mediada pelo complexo Drosha-DGCR8. Desta 

forma, os pre-miRNAs são gerados através da maquinaria de splicing (LI; RANA, 

2014).  

Estudos já demonstraram diversos miRNAs regulando genes envolvidos no 

metabolismo lipídico, confirmando sua importância na homeostase hepática (SZABO; 

BALA, 2013). Esses miRNAs podem ter como alvo enzimas cruciais do metabolismo 

lipídico, como a FASN, enzima responsável pela síntese de ácidos graxos (BHATIA; 

VERMA; DATTA, 2014), as carnitina palmitoil transferases (CPT) I e II, envolvidas no 
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processo de transporte de ácidos graxos para o interior da mitocôndria (ILIOPOULOS 

et al., 2010), e a SIRT1 hepática, enzima envolvida no aumento da beta-oxidação 

(LEE et al., 2010) entre outras.  

O microRNA-1914-5p possui 22 nucleotídeos, onde se localiza no cromossomo 

20 (20q13.33) humano. O miR-1914 foi identificado por Li et al. (2015), em estudo 

analisando a expressão de diversos miRNAs relacionados com o câncer gástrico. 

Outros estudos também relacionaram a expressão do miR-1914 em outros cânceres, 

como o câncer colorretal (HU et al., 2016) e linfoma de células T (LIN et al., 2017). No 

que tange ao metabolismo lipídico, De Oliveira da Silva e colaboradores (2018) 

postularam, recentemente, a participação do miR-1914-5p na modulação do 

metabolismo lipídico em linhagens humanas de células estreladas hepáticas. Seus 

resultados mostraram que este miRNA está intimamente relacionado com a 

biossíntese de ácidos graxos, além de alterar o ambiente celular e contribuir para o 

controle da fibrogênese hepática.   

Abordagens destinadas a traçar as redes de interações e atuação do miRNA-

1914-5p no metabolismo lipídico e, consequente a sua correlação com o processo de 

esteatose hepática, irão melhorar nossa compreensão sobre o seu efeito mecanístico 

nas doenças hepáticas. 
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Figura 3. Via canônica da biogênese do miRNA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Szabo; Bala, 2013. 
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7 CONCLUSÕES 

O cultivo de células transfectadas com o mímico do miR-1914-5p e incubadas 

com AGs mostrou um aumento nos níveis de triglicerídeos e colesterol intracelulares, 

além da modulação de genes correlatos à síntese e oxidação de lipídeos, quando 

comparadas à condição controle. O aumento da expressão do gene SREBP1c, por 

sua vez induz a ativação de genes lipogênicos. A diminuição dos níveis de MLYCD, 

juntamente com o aumento dos níveis de ACC2 poderiam indicar uma grande 

disposição de malonil-CoA no meio.  O aumento dos níveis de ACSL4, lipina 1 e 

DGAT2 podem sugerir um aumento na síntese de TGs e posterior armazenamento 

em gotículas lipídicas. Entretanto, uma maior expressão de genes relacionados à 

hidrólise de TGs, como ATGL, HSL e MAGL, poderia indicar que a célula não estaria 

apenas armazenando TGs, mas tentando buscar uma homeostase lipídica liberando 

esses AGs para oxidação. Com os altos níveis de malonil-CoA no meio intracelular, o 

aumento da expressão da CPT1a poderia indicar um efeito compensatório da célula, 

onde a CPT1a tentaria combater a inibição ocasionada pelo aumento de ACC2. 

Apesar do miR-1914-5p modular os níveis de expressão de diversos genes correlatos 

ao metabolismo de lipídeos, cabe ressaltar que essas análises são a nível de mRNA, 

o que não necessariamente implica numa maior expressão das proteínas.

Em células transfectadas com moléculas inibidoras do miR-1914-5p e 

incubadas com AGs, observa-se um aumento nos níveis de expressão dos genes 

SREBP1c e ACC1, sendo este último um gene alvo do miR-1914-5p. A baixa 

expressão de MLYCD, juntamente com o aumento de ACC1 faz com que haja malonil-

CoA para seguir na síntese de AGs. Níveis aumentados de ACC2 produz malonil-CoA 

o suficiente para inibir a via da β-oxidação. O aumento de ACSL4, ACSL5, lipina 1 e

DGAT2 sugere uma maior síntese de TGs. A baixa expressão de lipases para hidrólise 

de TGs poderia indicar um maior armazenamento de TGs em gotículas lipídicas, o 

que está de acordo com os resultados obtidos na análise de TGs intracelulares. A 

expressão dos níveis de mRNA de SCD1 foi aumentada quando o miR-1914-5p foi 

inibido, pois sabe-se que o miR-1914-5p possui interação com o mRNA deste gene. 

É provável que, se há uma maior expressão de SCD1, sugere-se uma maior produção 

de AGs insaturados, como o ácido oleico, corroborando com o apresentado no ensaio 

de GC/MS (Figura 23). Apesar de supostamente aumentar a lipogênese de novo, a 

inibição do miR-1914-5p diminuiu consideravelmente os níveis de colesterol 

intracelulares, quando comparado à condição controle, além de mostrar ter sítios 
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putativos de interação com genes relacionados à via de síntese de colesterol. A partir 

dos resultados obtidos, a inibição deste miRNA pareceu ter um efeito mais intenso na 

LDN, uma vez que genes relacionados à via oxidativa não foram modulados. Os 

esquemas simulando os efeitos do aumento ou inibição do miR-1914-5p em células 

LX-2 são apresentados na Figura 34. 

Podemos concluir que o efeito do miR-1914-5p parece variar em linhagens 

cultivadas isoladamente, tendo a confirmação de que a potencial ação deste miRNA 

é aparentemente fortalecida quando este é inserido em linhagens cocultivadas. 
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Figura 34. Esquema sintético do aumento ou inibição do miR-1914-5p em células LX-2. 

 

Fonte: Adaptado de Currie et al., 2013. 
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