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RESUMO

O carcinoma hepatocelular ou hepatocarcinoma ¢ um dos tipos mais comuns de cancer
no mundo € o com maior taxa de mortalidade devido ao seu diagnostico tardio. Novas terapias
envolvendo o controle da sintese de acidos graxos ¢ uma potencial estratégia contra a
tumorigénese e a progressao tumoral, visto que alteracdes no metabolismo de lipideos podem
limitar a proliferacao de células cancerigenas, assim como uma dieta rica em gorduras pode
favorecer doengas que acometem o figado e até estimular a metastase de alguns canceres.
Pequenas moléculas, como os microRNAs, podem ser usadas como controladoras desse
metabolismo e possibilitam o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Assim sendo,
esse estudo avaliou os efeitos moleculares e celulares do miR-1914-5p em culturas celulares
hepaticas, Hep G2 e SK-HEP-1, no que tange o seu papel no metabolismo de lipideos e a
consequéncia das alteragcdes nessa via para a migragao das células. Para isso, foram realizados
ensaios de PCR quantitativa e Western Blot para moléculas correlatas ao metabolismo lipideo,
marcagdo de acidos graxos por microscopia de luz e fluorescéncia, além da quantificagcdo desses
por cromatografia gasosa acoplada a um espectometro de massa. Também foram realizados
ensaios de analise de proliferagdo e migrag¢ao celular, como o ensaio da ferida e da gota de
agarose. Os resultados mostraram que altos niveis do miR-1914-5p causaram regulagdo da
expressdo génica e altos niveis proteicos da Malonil-CoA Descaboxilase e da Acido Graxo
Sintase. Por consequéncia, um niimero elevado de goticulas lipidicas e aumento de acidos
graxos foram observados. Esses resultados combinados com a alta expressdo de Lipina 1
sugerem correlacdo do miR-1914-5p e o acimulo de gordura em células de hepatocarcinoma.
Por outro lado, a inibi¢do do miR-1914-5p parece ter efeito reverso, causando possivel ativagao
da via de B-oxidagdo caracterizado pela auséncia de goticulas lipidicas e alta expressdo de
Acetil-CoA Carboxilase . Também foi observado um possivel estresse metabolico perante a
inibicao miR-1914-5p. Esses dados sugerem o potencial modulatorio do miR-1914-5p sobre o

metabolismo de lipideos em cancer de figado.

Palavras-chave: miRNA hsa-miR-1914-5p. Metabolismo de lipideos. Hepatocarcinoma.



ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma or hepatocarcinoma is one of the most common types of
cancer in the world and the one with the highest mortality rate due to its late diagnosis. New
therapies involving the control of fatty acid synthesis is a potential strategy against
tumorigenesis and tumor progression, since alterations in lipid metabolism may limit the
proliferation of cancer cells, as a diet rich in fats may favor diseases that affect the liver and
even stimulates the metastasis of some cancers. Small molecules, such as microRNAs, can be
used as controllers of this metabolism and enable the development of new therapeutic strategies.
Thus, this study evaluated the molecular and cellular effects of miR-1914-5p on hepatic cell
cultures, Hep G2 and SK-HEP-1, as regards its role in lipid metabolism and the consequence
of alterations in this pathway to cell migration. For this, quantitative PCR and Western Blot
assays were performed for molecules correlated to lipid metabolism, labeling of fatty acids by
light microscopy and fluorescence, besides the quantification of these by Gas Chromatography
coupled to a Mass Spectrometer. Cell proliferation and migration assays were also performed,
such as the Wound Healing and Agarose Assay. The results showed that high levels of miR-
1914-5p caused regulation of gene expression and high protein levels of Malonyl-CoA
Decaboxylase and Fatty Acid Synthase. Consequently, a high number of lipid droplets and
increased fatty acids were observed. These results combined with the high expression of Lipin
1 suggest correlation of miR-1914-5p and accumulation of fat in hepatocarcinoma cells. On the
other hand, inhibition of miR-1914-5p seems to have a reverse effect, causing possible
activation of the B-oxidation pathway characterized by the absence of lipid droplets and high
expression of Acetyl-CoA Carboxylase . Potential metabolic stress was also observed against
miR-1914-5p inhibition. These data suggest the modulatory potential of miR-1914-5p on lipid

metabolism in liver cancer.

Key words: miRNA hsa-miR-1914-5p. Lipid metabolism. Hepatocarcinoma.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hepatocarcinoma: um painel geral

O figado, a maior glandula interna e o segundo maior 6rgdo do corpo humano,
desempenha papel enddcrino e exodcrino, sendo responsavel por fungdes importantes no
organismo, como: regulacdo do metabolismo de lipideos, armazenamento de vitaminas A,
B12, D e E, armazenamento e liberagdao de glicose, processamento de drogas e hormonios,
desintoxicacdo do organismo, entre muitas outras (LEE et al, 2016; HALL, 2017).
Histologicamente, as células hepaticas sdo divididas em dois grandes grupos: células
parenquimatosas (hepatocitos) e células ndo parenquimatosas (células endoteliais sinusoidais,
células fagocitarias de Kupffer, células estreladas hepaticas) (BATALLER, 2005;
VODOVOTZ, Y. et al., 2017). Os hepatocitos correspondem a 70% - 80% da composi¢ao do
figado de um mamifero adulto e se caracterizam como células parenquimatosas, altamente
diferenciadas e que, raramente, se dividem. O estresse causado por diferentes agentes, entre os
quais a exposicdo a virus e a agentes quimicos hepatotdxicos como a aflatoxina 1, causam
alteracdes metabdlicas e/ ou mutacdes nas células hepaticas, que desencadeiam inflamagdes
cronicas no figado. A persisténcia da sinalizagdo deletéria agrava a intensidade das doencas
hepaticas, o que pode levar a hepatocarcinogénese (DE JESUS, 2000; DE MARTEL, C. et al.,
2015). E interessante notar que a indugdo a hepatocarcinogénese nio ocorre no figado sadio,
portanto, a ingestdo abusiva de dlcool, a obesidade, a esteatose hepatica e a cirrose sdo
agravantes ao quadro (CARRILLO et al., 2015).

Céancer ¢ um termo genérico para um grande grupo de doengas que pode afetar
qualquer parte do corpo. Essa enfermidade ¢ caracterizada pelo rapido crescimento de células
anormais e que ocorre além de seus nichos habituais, podendo também invadir partes
adjacentes e se espalhar para outros 6rgdos do corpo, processo referido como metastase
(FUTREAL et al., 2004; SANTARIUS et al., 2010). Globalmente, o cancer ¢ a segunda
principal causa de morte, sendo responsavel em 2018 por 9,6 milhdes de dbitos (Organizagao
Mundial de Saude, 2018). O cancer de figado, por sua vez, ¢ uma das causas mais comuns de
morte por cancer, representando 8,2% do total das mortes por essa patologia em 2018
(Globocan, 2018).

O carcinoma hepatocelular ou hepatocarcinoma (HCC) ¢ o tipo de cancer de figado
primario mais frequente, entre 85%-90% dos casos, (EL-SERAG, 2007). E caracterizado por
alta e heterogénea distribuicdo geografica (EL-SERAG, 2012; FERLAY, J. et al., 2015;
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TATENO et al., 2015). Em 2014, de acordo com estimativas da Organizacdo Mundial da
Saude (WHO, World Healthy Organization), mais de 185 milhdes de pessoas pelo mundo
foram contaminadas com o virus da hepatite C e um terco delas tém expectativa de
desenvolver cirrose ou HCC. Infelizmente, para esse cancer, as opgdes para tratamento ainda
sdo limitadas e a porcentagem de sobrevivéncia ¢ pequena (WALLACE, 2014). Dessa forma,
o HCC geralmente ¢ fatal, tendo o seu prognostico de mortalidade em 95% dos casos
(FERLAY, et al, 2015). Por isso, ha a importancia da elucidagdo dos principais mecanismos
moleculares do HCC, viabilizando assim um diagnoéstico mais rapido além do

desenvolvimento de possiveis tratamentos para essa patologia.

1.2 Metabolismo de lipideos como alvo de terapias contra canceres

Os lipideos se caracterizam como um grupo heterogéneo de biomoléculas, insoluveis
na agua e soliveis em solventes organicos. Eles sao a base dos fosfolipideos e
esfingolipideos, que sdo componentes de todas as células bioldgicas (JORDE et al., 2003;
FAHY, E. et al., 2018). O metabolismo de lipideos ocorre no organismo para a geracdo de
acidos graxos (AG), que possuem como fungdes: participacdo da sintese de membranas,
mensageiros secundarios na sinalizagao celular, além de serem estoque de energia para célula,
em goticulas de lipideos que podem, posteriormente, serem degradados em reagdes
energéticas de oxidacdo (MASHEK, 2013; NELSON, 2014). Os lipideos no organismos sao
obtidos através da alimentag¢do e da sintese de novo de AG que ocorre principalmente no

figado. A Figura 1 esquematiza as vias de sintese, armazenamento e oxidacao de AG.
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Figura 1: Vias de sintese, armazenamento e degradacdo dos acidos graxos.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

O substrato inicial do metabolismo desses lipideos ¢ o acetil-CoA e o produto final,
geralmente, o 4acido palmitico. Enquanto células normais tem preferéncia pelas fontes
externas, células tumorais sintetizam AG pela sintese de novo (CURIE et al., 2013). Essa
sintese ¢ estimulada quando ha muito trifosfato de adenosina (ATP) e acetil-CoA nas células,
sendo a B-oxidacdo dos AG desnecessaria. Nesse caso, o citrato ndo segue no ciclo de Krebs,
porque o ATP inibe a isocitrato desidrogenase; o citrato €, entdo, desviado para a sintese de
lipideos. O citrato entdo sai da mitocondria e sofre, no citosol, uma reacdo onde forma
oxaloacetato e acetil-CoA. O acetil-coA, por sua vez, sofre uma série de reagdes, no qual ¢
convertido em AG. Além da atuagcdo da carnitina-aciltransferase I (CPT1), que limita o
transporte de acidos graxos para dentro da matriz mitocondrial para a -oxidagdo, outras duas
enzimas sao essenciais na coordenacdao do metabolismo dos AG: a acetil-CoA carboxilase a
(ACC1), primeira enzima na sintese dos acidos graxos, que produz malonil-CoA e a malonil-
CoA descarboxilase (MLYCD), que controla os niveis de malonil-CoA, molécula que pode
estar disponiveis para a sintese de AG e para bloquear a CPT1 (BOUZAKRYI, K. et al., 2008;
CURRIE et al., 2013; NELSON, 2014; KASTANIOTIS et al., 2017).

O primeiro passo da sintese de novo ¢ a formagdo do malonil-CoA pelo acetil-CoA,
que seré catalisada pelas enzimas ACC1 e acetil-CoA carboxilase p (ACC2). E interessante
apontar que a ativa¢do de ACC1 ¢ estimulada pela insulina e a malonil-CoA resultante de sua

reacdo servird de substrato para a sintese de AG. Ja a ACC2 tem papel no controle da
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degradagdo de AG, ja que altas concentracdes de malonil-CoA sintetizadas por essa enzima
inibem a CPT1, impedindo assim a entrada de AG na matriz mitocondrial. Quando o nivel de
glicose reduz, a liberagao de glucagon ativa a proteina-cinase dependente de cAMP (PKA)
que fosforila e inativa a ACC1. A MLYCD ¢, entdo, ativada e cataliza uma reacao reversa a
ACC, produzindo novamente acetil-CoA pela malonil-CoA. Com a baixa concentragdo de
malonil-CoA, a inibi¢dao da entrada de AG na mitocondria ¢ aliviada, tornando entdo, os AG,
o principal combustivel da célula (BOUZAKRI, K. et al.,, 2008; CURRIE et al., 2013;
NELSON, 2014).

Na sequéncia da sintese de lipideos, o complexo proteico acido graxo sintetase
(FASN) utiliza o acetil-CoA e o malonil-CoA como substratos em reagdes quimicas
subsequentes para produzir um AG ainda ndo finalizado. Esse produto ¢ utilizado pelas
enzimas acil-CoA sintetases, que adicionam um grupo acil-CoA as suas moléculas, para que
as mesmas sejam utilizadas nos ciclos bioativos dos lipideos (MASHEK, 2013). Apos essa
ativacao, o lipideo pode ser esterificado, geralmente acido palmitico, e realizar suas diferentes
funcdes (NELSON, 2014).

Uma das formas mais simples dos lipideos, construidos a partir de AG, sdo os
triglicerideos. Eles podem ser armazenados em grandes quantidades pelas células e sdo
utilizados pelo corpo para, principalmente, fornecer energia para varios processos
metabolicos. Alguns lipideos como colesterol, fosfolipideos e derivados sdo utilizados pelo
corpo para realizar outras fungdes intracelulares (NELSON, 2014). Entretanto, o acimulo
excessivo de triglicerideos e AG no figado sdo caracteristicas de alteragdes metabodlicas, que
acarretam em doencgas hepaticas, como as esteatoses hepaticas (SZABO, 2013). O actimulo
de gordura no figado indica uma série de condicoes patofisiologicas (WU, 2016) podendo
iniciar com uma simples esteatose (acumulo de gordura > 5% nos hepatocitos) e se
desenvolver em necroinflamagao e fibrose e, em alguns casos, em cirrose ¢ HCC (KATSIKI,
2016).

Nos ultimos anos, a sintese de novo de lipideos tem sido o foco no estudo de
metabolismo do cancer. Algumas pesquisas demonstraram que a inibi¢cdo dessa sintese pode
bloquear o crescimento de células cancerigenas. Laboratérios independentes descobriram que
a glicoproteina transmembrana, CD147 (Basigin), ¢ muito expressa em c¢lulas de HCC e esta
fortemente associada com a progressao do tumor. De acordo com Ju (2016) a CD147 regula o
metabolismo de lipideos nas células cancerigenas e contribui para a reprogramacdo da
oxidacdo de AG em células de HCC, o que diminui a inflamagdo existente no figado. Outro

estudo envolvendo uma linhagem celular de carcinoma oral humano, que superexpressa o
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receptor de AG CD36 e genes do metabolismo de lipideos, demonstrou que acido palmitico e
uma dieta rica em gordura aumenta o potencial metastitico dessas células. Este estudo
também demonstrou que, quando sdo administrados anticorpos para CD36 em ratos modelos,
para analises de cancer oral humano, ha a neutralizagdo desse receptor, que inibe por
completo o potencial metastatico do tumor. Isso revela que o metabolismo de lipideos,
principalmente a obtencao de lipideos exdgenos, esta envolvido no mecanismo de indugdo do
potencial metastatico das células (PASCUAL et al., 2017). Em células de cancer de pulmao,
foi demonstrado que a expressao reduzida (knockdown) de FASN moderou a expressao de E-
caderina, uma proteina transmembrana importante no processo de adesdo célula-célula,
aumentando assim a migracdo das células e promovendo metastase (JIANG et al., 2015).
Dessa forma, a lipogénese ¢ necessaria para manter nas células cancerigenas o alto
fornecimento constante de lipideos para sintese de membrana, moléculas sinalizadoras,
lipoproteinas, entre outros que oferecem suporte ao crescimento das células tumorais.

Além disso, muitas evidéncias indicam que a anormalidade no metabolismo de
lipideos esta relacionada com o HCC. E interessante apontar que alteragdes no metabolismo
de AG podem limitar a proliferacdo de células cancerigenas pelo bloqueio da sintese de AG,
aumento da taxa de degradagdo de AG, aumento do armazenamento de AG em triglicerideos
neutros ou diminui¢do da disponibilidade de AG para armazenamento (CURRIE et al., 2013).
Viérios estudos realizados com paciente obesos, diabéticos e com esteatose hepatica sugerem
que o aumento da concentragdo de lipideos no figado e a resisténcia a insulina promovem a
ativacdo de uma resposta inflamatoria. A ativagdo dessa via em hepatdcitos contribui para o
desenvolvimento do HCC (PARK et al., 2010; CALVISI et al., 2011; LEE et al., 2016).
Yizhak et al (2014) demonstraram, pelos seus estudos realizados com culturas celulares, uma
forte correlagdo entre o crescimento tumoral e o metabolismo lipidico. Nesta pesquisa foram
utilizados dados de expressdo de genes para criar modelos de fendtipos metabolicos de 60
diferentes tipos de cé€lulas cancerigenas. Os autores utilizaram esse modelo para demonstrar o
quao rapido essas células cancerigenas podem se dividir, além da resposta das células ao
tratamento com medicamentos. Os experimentos demonstraram que a enzima MLYCD induz
um efeito seletivo de crescimento celular, quando testado tanto em leucemias quanto em
linhas celulares de cancer renal. Dessa maneira ¢ justificavel a realizagdo de estudos que

correlacionem o metabolismo lipidico e processos de migragao celular em HCC.
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1.3 Terapéutica baseada em miRNA para o Hepatocarcinoma

1.3.1 miRNAs como Moduladores do Equilibrio Celular: Biossintese e Funcao

MicroRNAs (miRNAs) sdo provavelmente a classe de pequenos RNAs ndo
codificadores mais extensamente estudada. Sdo caracterizados por possuirem comprimento de
18 a 24 nucleotideos e por regularem a expressao gé€nica através da ligagdo sitio especifica
com a por¢ao 3’UTR de RNAs mensageiros (mMRNA), induzindo a degradag¢ao ou o bloqueio
da tradugdo de seu alvo dependendo do nivel de complementaridade dessa ligacdo (LEE et al.,
1993; WIGHTMAN et al., 1993; KROL, 2010). Um unico miRNA pode regular mais que
apenas um mRNA e um mRNA pode ser regulado por mais que um miRNA.

Esses miRNA podem ser transcritos pela RNA polimerase II ou III por duas vias, a
canodnica e a ndo-candnica (Li, 2014) (Figura 2). Os miRNA candnicos sdo transcritos em um
RNA longo, com um cap-5’ e poliadenilado de estrutura hairpin denominado miRNA
primdrio (pri-miRNA) que ¢ digerido pelo complexo RNase III Drosha e Di George syndrome
critical region 8 (DGCRS) em uma sequéncia hairpin de miRNA precursora (pre-miRNA). Os
miRNAs da via ndo-canonica (mirtrons) representam 50% dos miRNAs de mamiferos e
diferem da biogénese anterior por ndo serem digeridos pela Drosha-DGCRS. Eles estdo
localizados em introns curtos e o pre-miRNA ¢ gerado pela maquinaria de splicing. O pre-
miRNA de ambas as vias ¢ exportado para fora do nucleo pelo complexo Exportin-5—Ran—
GTP. No citoplasma ¢ clivado em uma sequéncia de miRNA dupla fita pela enzima DICER,
que ¢ parceira de TRBP e da proteina Argonauta 2 (AGO2). A dupla-fita ¢ cortada por
helicases e o miIRNA maduro acompanhado de AGO ¢ acoplado no complexo
ribonucleoproteico funcional RNA indutor de silenciamento (RISC) que media a ativacdo do
miRNA (KIM, 2009). A biogénese dos miRNAs ¢ extremamente controlada, e perturbagdes
nessas vias podem alterar os niveis de miRNA, que sdo mecanismos encontrados em diversas

doenc¢as humanas, inclusive o cancer.
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Figura 2: Vias candnicas e ndo-candnicas da biogénese de miRNAs.
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O miRNA uma vez maduro, juntamente com a RISC, é uma molécula ativa capaz de
se ligar a moléculas alvo de mRNAs pela sua regido central (seed) que possui de 2 a 9
nucleotideos, podendo atuar diretamente no controle da expressdo génica pela ativagdo dos
mecanismos de RNA de interferéncia (RNAi). Por outro lado, outros estudos vém
demonstrando que essas moléculas também possuem outros mecanismos de a¢do, como
explicados a seguir. Os miRNAs também podem se ligar em outras regides de seus alvos,
como a regido codificadora 5’UTR de mRNAs, como ¢ o caso do miR-122 que auxilia a
replicagdo do virus da hepatite C (HCV) no figado (JOPLING et al., 2005; THAKRAL,
2015). Além disso, podem regular positivamente a expressdo génica através da AGO2 e pela
interacdo com o mRNA da proteina codificadora de ribossomos aumentando assim a
biogénese ribossomal (Ling, 2013; Li, 2014). Mais recentemente, estudos vem apontando que

os miRNAs também podem ser empacotados em exossomos € entrar na corrente sanguinea se
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tornando um miRNA circulante que pode atuar como um hormonio, indicando um mecanismo
de comunicagdo celular (VAN ROOIJ et al., 2007; OLIVIERI et al., 2017; SEBASTIANI et
al., 2017).

1.3.2 Terapéutica do miRNA no hepatocarcinoma

Os mecanismos de a¢ao dos miRNAs, principalmente o de RNAi permitiu uma nova
abordagem para a terapéutica de RNAs, o silenciamento génico. Esse fendmeno de
silenciamento génico, a partir de RNA de fita dupla, teve seu mecanismo revelado em 1998
(FIRE et al., 1998) e, atualmente, vem sendo investigado por diferentes laboratorios, uma vez
que a industria farmacéutica vislumbra tal processo no embasamento do desenvolvimento de
novos farmacos. Além disso, estudos que procuram pelo padrdo geral de expressdo de
miRNAs em diversos tecidos, saudaveis ou doentes, ofereceu e oferecem valiosas
informagdes para a identificagdo de novos alvos de drogas. No figado por exemplo, o miR-
122 caracteriza-se como um biomarcador de doengas hepaticas ¢ se caracteriza como um
supressor de tumor. Baixos niveis do miR-122 circulante no plasma e no figado ¢
caracteristico de pacientes com HCC (LING, 2013).

Dentre os avancos em terapias com miRNA em HCC temos tecnologias como os
oligonucleotideos antisense (ASOs), que sdo acidos nucleicos modificados e estaveis que
agem de maneira a formar um complexo RNA-ASO que permite a agao de RNAses no RNA
alvo (Dias, 2002; CROOKE et al., 2018). Existem ASOs modificados que possuem como
alvo a regido seed 5° de miRNAs, denominados anti-miRS, como o Miravisen. Este foi a
primeira droga a atuar na inibi¢do de um miRNA a entrar em testes clinicos patrocinada pela
Santaris Pharma (Roche Innovation Centre). Miravirsen atua inibindo o miR-122 e
potencialmente impede a infec¢do por HCV (GEBERT et al., 2013; JANSSEN et al., 2013;
THAKRAL, 2015). Em 2017, essa droga entrou na fase Il de ensaios pré-clinicos para ter sua
seguranca, tolerabilidade e efeitos antivirais analisados. At¢ o0 momento nao foi demonstrado
nenhum efeito negativo clinicamente significativo para cessar os testes (TITZE-DE-
ALMEIDA, 2017).

Atualmente a maioria das terapias em desenvolvimento ainda trazem a abordagem
classica da fung¢dao dos miRNAs, como reguladores da expressdo gé€nica, porém as novas
funcdes designadas aos miRNAs, como descrito anteriormente, irdo permitir novas

abordagens para essas moléculas.
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1.3.3 O miRNA 1914-5p e o metabolismo de lipideos no figado: uma investigacio

pertinente

O miR-1914-5p ¢ uma pequena molécula nao codificante, cuja sequéncia codificante
se localiza no cromossomo 20 na regido codificadora do gene uridina-citidina quinase-like
1 (UCKLI1 20q13.33), que catalisa a fosforilacdo da uridina para monofostato de uridina.
Entretanto, esse miRNA comegou a ter sua atuacdo funcional investigada apenas
recentemente. Em 2015, ele foi identificado pela primeira vez em cancer de estomago (LI et
al., 2015). Em outro estudo do mesmo ano, foram investigados miRNAs na quimioterapia de
cancer coloretal, onde os 0 miR-1914 e miR-1915-3p se mostraram os responsaveis por
conferir quimioresisténcia a pacientes (HU et al., 2015). Em 2017, ele foi identificado em um
perfil de miRNAs em linfoma de células T periféricas (LIN et al., 2017). E, finalmente em
2018 esse miRNA foi identificado em nossos estudos. Em DA SILVA et al., 2018 foi
analisado o perfil de expressdao de miRNAs em culturas de células estreladas hepaticas e o
miR1914-5p se despontou nas analises. As células estreladas hepaticas sdao caracterizadas
como o principal elemento do figado responsavel pela producdo de elementos de matriz e
colageno, que conduzem o figado a fibrose sob condigcdes de estresse. Nos ensaios de DA
SILVA et al., 2018 as células forma cultivadas sob condi¢des que favoreceram a manutengao
da quiescéncia, ou, sua ativacao, sendo ou nao tratada com angiotensina-(1-7) [ang-(1-7)], um
heptapeptideo conhecido por reduzir a fibrose hepatica e a esteatose. Nessas andlises foi
identificado o miR-1914-5p como uma molécula de importante papel no controle do
metabolismo de lipideos e do ambiente pro-fibrotico (Figura 3). As analises demonstraram
que nas cé€lulas estreladas hepaticas ativadas, ou seja, em estado fibrosante, esse miRNA teve
sua expressao reduzida, enquanto o tratamento com ang-(1-7) fez com que os niveis desse
miRNA retornassem ao padrdo de expressdo das células quiescentes. Para analisar mais a
fundo como o aumento da expressdao do miR-1914-5p em células estreladas hepaticas ativadas
tratadas controla a fibrose foi realizado ensaios de transfec¢do celular com o mimico do miR-
1914-5p. Nessas analises foi observado que o aumento desse miRNA ocasionou efeitos
semelhantes ao do hepatapeptideo, além de revelarem um controle do ambiente pro-fibrotico
através da modulagao do metabolismo de AG. O estudo entdo, possibilitou a elucidagao da
mecanistica do miR-1914-5p que atua na regulacao da expressao de MLYCD e correlaciona-
se com o controle da atividade funcional de Lipina-1. Os resultados foram, portanto,
promissores o que justifica o estudo desse miRNA em modelo celular de HCC,

considerando-se a relevancia do papel do metabolismo lipidico para a sobrevivéncia tumoral.



21

Figura 3: Esquema representativo dos efeitos de ang-(1-7) e do miR-1914-5p em células
estreladas hepaticas ativadas no metabolismo de lipideos e sua correlagdo com o controle do
ambiente pro-fibrotico. A) Células estreladas hepaticas ativadas. B) Efeito da ang-(1-7) em
células estreladas hepaticas ativadas. C) Efeito do miR-1914-5p em células estreladas

hepaticas ativadas.
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Dentro desse contexto, surge o presente estudo. Utilizando-se de culturas de células de
HCC, andlises celulares e moleculares sobre o metabolismo de lipideos foram realizadas, apos
a transfeccdo com mimicos ou inibidores de miR-1914-5p. Essas estratégias metodoldgicas
vém sendo utilizadas de maneira recorrente em diversos estudos (MCMANUS et al., 2002;
MATSUIL 2016), que viabilizam o estudo pontual e funcional de tais moléculas e a
caracterizagdo dos mesmos como biomarcadores moleculares e até mesmo como alvos
terapéuticos dentro do controle da regulacdo da expressdo génica.

Atualmente, s3o necessarias inovagdes biotecnoldgicas para a elucidacdo de
particularidades mecanisticas do equilibrio celular e a cura ou controle de inlimeras

patogenias que necessitam de maiores detalhamentos moleculares. Assim sendo, esse trabalho
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avaliou os efeitos moleculares e celulares do miR-1914-5p em culturas celulares hepaticas
tumorais, no que tange o seu papel no metabolismo de lipideos, visando uma caracteriza¢ao
de elementos centrais do controle da progressao tumoral pela caracterizagdo de um alvo
molecular a ser utilizado como biomarcador ou como molécula terapéutica, ou co-adjuvante

em futuros tratamentos para o cancer de figado.
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6. CONCLUSOES

Nas células Hep G2, células de HCC humano, o miR-1914-5p causou desregulagao de
MLYCD, aumentando seu nivel proteico. Em consequéncia desse aumento os niveis de FASN
subiram, provavelmente devido a maiores quantidades de acetil-CoA disponiveis para a
sintese de lipideos. Com isso as quantidades de AG na célula aumentaram e devido ao
aumento drastico da expressdao de ACC2 e a nao oxidagdo de AG C12 pode-se sugerir que a
B-oxidacao esteja bloqueada, levando a célula a acumular lipideos. Esse acimulo ¢ justificado
pelo aumento de Lipina 1 e das goticulas lipidicas citoplasmaticas. Além disso, a alta
concentragdo de Lipina 1 pode estar regulando o fator de transcrigdo SREBP-1¢ que, por sua
vez, ird desregular novamente os niveis de MLYCD e FASN. Por outro lado, perante a
inibi¢do do miR-1914-5p em células Hep G2, ndo se observam alteragdes nos niveis de
MLYCD, mass niveis da proteina FASN sao encontrados em altas quantidades, favorecendo a
a sintese de altas concentra¢des de AG. Porém nao ha acimulo de lipideos nesse caso, mesmo
com a alta expressdo de Lipina 1, os niveis de PPAR-y, CPT1 e CPT2 nessa célula estavam
altos. Ainda os nives de expressdo ACC2 extremamente baixos e a oxidagdo de AG C12
sugerem que diferente do efeito de acimulo de lipideos do aumento do miR-1914-5p, a
inibicao causa oxida¢do dos AG produzidos pela FASN.

Em células SK-HEP-1, células de adenocarcinoma hepético humano, o aumento do
miR-1914-5p pareceu modular de maneira semelhante a observada em Hep G2, porém de
forma mais sutil ja que essa célula apresenta metabolismo mais pléstico. A principal diferenca
¢ a modulagdo sutil da expressao de MLYCD e FASN, o que por consequéncia nao alterou as
quantidades de acido graxo produzidos nessa célula. Porém, as analises nos levam a inferir
que hé uma possibilidade de bloqueio da oxidacdo de AG pelo miR-1914-5p nessas células,
considerando o acimulo de goticulas de lipideos, aumento da expressao de ACC2 e a ndo
oxidagdo de AG CI12. Ja em células SK-HEP-1 onde houve a inibicdo do miR-1914-5p, os
resultados sugerem que o miR-1914-5p causou um estresse metabodlico. Os niveis de
expressdo de CS, ATGL e CPT2 estavam sendo regulados negativamente, podendo estar
bloqueando duas das principais vias de obtencdo de ATP da célula. Além disso, o acimulo
alto de lipideos, através das goticulas lipidicas de grande tamanho e producdo de AG por
FASN para armazenamento, sugerem um possivel ambiente lipotoxico para a celula. A Figura
22 apresenta essas informagoes lado a lado em forma de esquema, com as vias de atuagdo
elucidadas. Dessa forma, o miR-1914-5p se mostrou um importante regulador do

metabolismo de lipideos.
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