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Resumo 

Nos últimos anos a prevalência das doenças hepáticas gordurosas não alcóolicas (DHGNA) 
tem aumentado no mundo. Esta condição é caracterizada pelo acúmulo desequilibrado de 
triglicerídeos no interior dos hepatócitos, e sua progressão pode levar a esteato-hepatite não 
alcoólica (EHNA), cirrose e até mesmo hepatocarcinoma. Diversas são as etiologias que 
contribuem para o desenvolvimento da DHGNA, dentre elas a obesidade, o diabetes, a 
genética e epigenética, agrotóxicos, vírus entre outros, o que complica ainda mais o 
desenvolvimento de terapias eficazes. Atualmente, o único tratamento para esta condição se 
baseia no estilo de vida e mudança nos hábitos alimentares dos indivíduos. Assim, buscar 
entender detalhes mecanísticos que subsidiem ao desenvolvimento de novas drogas é 
pertinente. Dessa maneira o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade funcional 
do miRNA-1914-5p, baseado em estudos proteômicos e análises bioquímica, na biologia do 
sistema de células hepáticas em condições de pró-esteatose. As análises dos resultados 
proteômicos apontaram mecanismos reguladores do ambiente pro-esteatótico, entre os quais, 
o processo epigenético que foi avaliado em ensaios bioquímicos e análises de expressão 
gênica (qPCR e western blotting). Estas analises evidenciaram que a presença do miRNA-
1914-5p no processo de pró-esteatose levou a maior perturbação do equilíbrio celular por 
aumento das proteínas HSP e a presença da proteína HSP5, sinalizadora de estresse do 
retículo endoplasmático, além de possível progressão da DHGNA com o aumento da 
expressão gênica de MAT2A e MAT2B. Contrariamente, a inibição do miRNA-1914-5p, 
apresentou atenuar os processos de pró-esteatose por possível aumentou das expressões de 
genes fundamentais da via do 1-carbono (1C) como AHCY, MTHFRD2 e MTR, além de 
apresentar possível consumo exacerbado de GSH, pertencente a via da transsulfuração, 
anexa a via do 1C, para a recuperação do equilíbrio e homeostasia celular. Em conclusão, a 
inibição do miRNA-1914-5p, apresentou atenuar a condição de pró-esteatose no modelo de 
co-cultura por possível atuação na via do 1C e facilitação do consumo exacerbado de GSH. 
Entretanto mais investigações são necessárias para melhor compreender de fato a atuação 
deste miRNA na via da do 1C e na via da transsulfuração. 

 

Palavras-chaves: análise funcional, doenças hepáticas, epigenética, miRNA-1914-5p, 
modelo celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Abstract 

In recent years, the prevalence of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) has increased 
worldwide. This condition is characterized by unbalanced accumulation of triglycerides within 
hepatocytes, and its progression can lead to non-alcoholic steatohepatitis (NASH), cirrhosis 
and even hepatocellular carcinoma. There are several etiologies that contribute to the 
development of NAFLD, including obesity, diabetes, genetics and epigenetics, pesticides, 
viruses, among others, which further complicates the development of effective therapies. 
Currently, the only treatment for this condition is based on lifestyle and changing eating habits 
of individuals. Thus, seeking to understand mechanistic details that support the development 
of new drugs is pertinent. Thus, the present work aimed to evaluate the functional activity of 
miRNA-1914-5p, based on proteomic studies and biochemical analysis, in the biology of the 
liver cell system under conditions of pro-steatosis. The analyzes of the proteomic results 
pointed regulatory mechanisms of the pro-steatotic environment, among which, the epigenetic 
process that was evaluated in biochemical assays and analysis of gene expression (qPCR and 
western blotting). These analyzes showed that the presence of miRNA-1914-5p in the process 
of pro-steatosis led to a greater disruption of cell balance due to an increase in HSP proteins 
and the presence of the HSP5 protein, which signals endoplasmic reticulum stress, in addition 
to the possible progression of NAFLD with increased gene expression of MAT2A and MAT2B. 
In contrast, the inhibition of miRNA-1914-5p, attenuated pro-steatosis processes by possibly 
increasing the expression of fundamental genes of the 1-carbon (1C) pathway, such as AHCY, 
MTHFRD2 and MTR, in addition to presenting a possible exacerbated consumption of GSH, 
belonging to the transsulfuration pathway, attaches to the 1C pathway, for the recovery of 
cellular balance and homeostasis. In conclusion, the inhibition of miRNA-1914-5p, showed to 
attenuate the condition of pro-steatosis in the co-culture model by possible action in the 1C 
pathway and facilitation of the exacerbated consumption of GSH. However, further 
investigations are needed to better understand the actual role of this miRNA in the 1C pathway 
and in the transsulfuration pathway. 
 
 
Keywords: functional analysis, hepatic diseases, epigenetics, miRNA-1914-5p, cell model. 
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INTRODUÇÃO 

1.1 Fígado: o motor do metabolismo e modulador da homeostasia 
O metabolismo sistêmico é regulado por vias complexas que controlam o gasto de 

energia e a absorção de nutrientes (PRIEST, C.; TONTONOZ et al., 2019). Este processo é 

realizado pela atividade funcional do fígado que é considerado a maior glândula e o segundo 

maior órgão do nosso organismo (JENSEN-CODY, S. O.; POTTHOFF, M. J, 2021). O fígado 

possui uma arquitetura em lóbulos hexagonais que permite o desempenho de diversas 

funções importantes no equilíbrio celular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; RUI, 2014; 

TARASENKO; MCGUIRE, 2017). Este órgão está localizado na parte superior direita do 

abdômen do corpo humano sendo formado por vários tipos de células (ILUZ-FREUNDLICH, 

2020) tais como: as células não parenquimatosas (NPCs), que são compostas pelos 

fibroblastos e células de Kupffer, células endoteliais sinusoidais (CES), células estreladas 

hepáticas (HSCs), e por células parenquimatosas como os hepatócitos parenquimatosos e 

colanginócitos (Figura 1 A) (PANWAR; DAS; TAN, et al., 2021; SHU et al., 2022).  

 

Figura 1. Representação histológica e estrutural do fígado. 

 

(A) Localização estrutural dos compartimentos e das células do fígado (Adaptada do site Smart Servicer 
Medical Art - Disponível em: https://smart.servier.com/); (B) Organização histológica do fígado 
(Adaptada de ROEHLEN; CROUCHET; BAUMERT, 2020 e Smart Servicer Medical Art). 

 

As células de Kupffer são os macrófagos que residem no espaço sinusoidal do órgão 

em proximidade com as células endoteliais. Essas células possuem como função a fagocitose 

de partículas como bactérias, secreção de moléculas reguladoras do sistema imune e 

remoção de células senescentes (GIBERT-RAMOS et al., 2021). As células de Kupffer 

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

desencadeando assim uma resposta inflamatória no tecido do fígado (KMIEĆ, 2001; SLEVIN 

et al., 2021). Já as células endoteliais sinusoidais, contribuem para a formação das paredes 
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dos sinusoides hepáticos, moldando o sistema vascular endotelial no órgão e formando uma 

interface entre o fluxo sanguíneo e os outros tecidos que se distingue pela fenestração dos 

poros que é separada dos hepatócitos pelo espaço subendotelial de Disse (POISSON et al., 

2017) (Figura 1B). Este espaço contém uma matriz semelhante a uma membrana basal de 

baixa densidade que é essencial para manter a função diferenciada de células 

parenquimatosas e suficientemente poroso para permitir a troca metabólica entre a corrente 

sanguínea e os hepatócitos (BINATTI et al., 2022). No espaço Disse são encontradas as 

células estreladas hepáticas (CEHs), que ficam entre os hepatócitos e as células endoteliais 

sinusoidais. As CEHs, em estados fisiológicos saudável armazenam gotículas de lipídeos 

ricas em retinol no seu citoplasma (SILVA et al., 2020) e contribuem para a produção de matriz 

extracelular no fígado secretando diversos tipos de colágenos. Atualmente, as CEH são 

consideradas as principais células envolvidas no processo de fibrose hepática (CAI et al., 

2020). Em condições de homeostase, apresentam uma forma quiescente, entretanto, em 

condições de estresse, estas células podem se tornar ativadas, passando de um estado 

quiescente para o estado ativado (HIGASHI; FRIEDMAN; HOSHIDA, 2017), perdendo seu 

armazenamento de retinóides e adquirindo uma morfologia semelhante à miofibroblastos, o 

que desempenha um papel importante na resposta inflamatória (FRIEDMAN, 2008). Já os 

hepatócitos, estes constituem >80% das células do fígado e representam o principal atuante 

dos processos metabólicos do corpo (TRIVEDI; WANG; FRIEDMAN, 2021). 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). 

São esses vários tipos de células e estruturas de tecidos que são afetados à medida 

que o DHGNA se desenvolve e estão envolvidos na progressão da doença em diferentes 

estágios (BESSONE; RAZORI; ROMA, 2019). Dentre as diversas funções metabólicas do 

fígado, estão a metabolização de carboidratos, aminoácidos e gorduras, a oxidação de ácidos 

graxos, o controle dos níveis de colesterol, a ureagênese, desintoxicação de resíduos 

endógenos e xenobióticos, sintetização de proteínas e produção de enzimas digestivas (ILUZ-

FREUNDLICH et al., 2020). Além disso, este órgão regula a homeostase sistêmica da glicose 

por meio da produção hepática de glicose e armazenamento de glicogênio (RODEN; 

BERNROIDER, 2003). O fígado também fornece cetonas da oxidação de lipídios e lipídios 

aos tecidos periféricos por meio da produção de lipoproteínas de densidade muito baixa 

(VLDL). Essa regulação da produção, utilização e armazenamento de energia pelo fígado é 

essencial para manter a homeostase energética fisiológica. Todos esses processos que 

resultam em funções metabólicas são regulados por mecanismos alostéricos, transcricionais 

e pós-transcricionais mediados por hormônios, fatores de transcrição e metabólitos celulares 
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(AGUILERA-MÉNDEZ et al., 2013). A desregulação de qualquer uma das várias vias 

metabólicas do fígado podem resultar em disfunção e contribuir para o desenvolvimento da 

doença hepática, principalmente as doenças hepáticas gordurosas não alcóolicas (JENSEN-

CODY; POTTHOFF, 2021). 

 

1.2 Agentes etiológicos da DHGNA  
Dentre as condições patológicas do fígado, as doenças hepáticas gordurosas não 

alcoólicas (DHGNA), também conhecida como esteatose hepática, se encontra com 

significativa prevalência no mundo. Estima-se que 1,5 bilhão de pessoas sejam afetadas por 

doenças crônicas do fígado que eventualmente progridem para fibrose e cirrose (MOON; 

SINGAL; TAPPER, 2020). Nas condições mais graves da doença, o transplante de fígado é o 

único tratamento eficaz que melhora radicalmente o desfecho da insuficiência hepática 

(BRUNO et al., 2021). Atualmente, a nível global, 25% dos adultos (RAMOS et al., 2022) e de 

1 a 3% das crianças e adolescentes desenvolvem DHGNA, e a estimativa é de que no futuro 

essa estatística aumentará para 31% em adultos até 2030 (ESTES et al., 2018; LE GARF et 

al., 2021; LAZARUS et al., 2022) elevando as preocupações da rede pública de saúde com 

relação a esta doença.  

O termo “doença hepática gordurosa não alcoólica” foi introduzido pela primeira vez 

por Schaffner e Thaler em 1986 para descrever doença do fígado gorduroso (DFG) que ocorre 

na ausência de consumo significativo de álcool (KANG ET al., 2021). Esta doença se 

caracteriza quando lipídios, mais comumente triglicerídeos, são acumulados de forma 

desequilibrada no interior dos hepatócitos (CAI; ZHANG; LI, 2018). Atualmente a DHGNA é 

considerada uma doença multifatorial, ou seja, possui fisiopatologia complexa e, embora os 

estudos de sua compreensão tenham avançado, esta patologia ainda não é completamente 

compreendida (VACHHER et al., 2022). O desenvolvimento da DHGNA foi inicialmente 

explicado usando uma “hipótese de dois alvos/ estímulos”, no inglês “two hits”, onde o 

“primeiro alvo” é o acúmulo de lipídios nos hepatócitos, o que aumenta a vulnerabilidade do 

fígado ao “segundo estímulo”, que inclui uma variedade de fatores prejudiciais, como estresse 

oxidativo, polimorfismos genéticos, modificações epigenéticas, apoptose, vias inflamatórias, 

secreção desregulada de adipocinas e estimulação de células estreladas hepáticas (DAY; 

JAMES, 1998; TILG; EFFENBERGER et al., 2020). Entretanto, a primeira teoria evoluiu para 

a “teoria de múltiplos alvos paralelos” da progressão da DHGNA (TILG; MOSCHEN, 2010; 

WANG et al., 2022), que fornece uma explicação mais precisa da patogênese desta doença. 

Esta teoria inclui múltiplos processos interligados que se baseiam na resistência à insulina, 

lipotoxicidade, ativação imune inata, microbioma, genética, bem como dieta (gordura saturada 

e frutose) e estilo de vida sedentário são os múltiplos fatores que se interligam e levam à 

progressão da DHGNA (PASCHOS; PALETAS, 2009; ZARGHAMRAVANBAKHSH; 
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FRENKEL; PORETSKY, 2021). Entretanto, sabe-se que as disfunções metabólicas são 

acometidas a partir de diversas etiologias (KANG et al., 2021) dentre elas a obesidade e 

diabetes, que muitas vezes está atrelada a hábitos alimentares pouco saudáveis (PIROLA; 

SOOKOIAN, 2022) ou condições genéticas dos indivíduos (ESLAM; GEORGE, 2020), 

fármacos (ARCONZO; PICCININ; MASCHETTA, 2021), agrotóxicos (NAGARAJU et al., 2020) 

e até infecções por vírus e parasitas (BOECKMANS et al., 2021) que podem ser apontadas 

como agentes da NAFLD. 

 

1.2.1 Obesidade e diabetes no desenvolvimento de DHGNA 
A maioria dos modelos matemáticos de previsão de DHGNA/NASH são baseados na 

prevalência de obesidade e diabetes (ESTES et al., 2018). Em 2016 o total de 1,9 bilhões de 

pessoas no mundo estavam acima do peso, sendo que 13% eram obesas (WHO, 2016). Em 

2020 a OMS divulgou que 39 milhões de crianças de 5 anos estavam em condições de 

sobrepeso ou obesas no ano de 2016, e que a população entre a faixa etária de 5 a 19 anos, 

alcançavam o 340 milhões acometidos pelas mesmas condições (AMORIN; BARBOSA; 

SOBRAL, 2022). É conhecido que desde 1975, a obesidade mundial quase triplicou (WHO, 

2016) e segundo o Atlas da obesidade publicado pela Federação Mundial da Obesidade em 

2022, a previsão é de que um bilhão de pessoas em todo o mundo (1 em cada 5 mulheres e 

1 em cada 7 homens), estarão com obesidade até 2030 (WOA, 2022). Já, a prevalência global 

de diabetes se encontra estimada em 536,6 milhões de pessoas na faixa etária de 20 a 79 

anos, com uma expectativa para 783,2 milhões em 2045 (SUN et al., 2022). Esses dados 

reforçam a preocupação com relação ao aumento de pessoas que poderão vir a ser 

acometidas pela DHGNA e os impactos que essa possível epidemia virá a trazer no futuro 

para a rede de saúde pública.  

Em condições de sobrepeso e de aumento do consumo de uma dieta rica em gordura, 

leva ao aumento de ácidos graxos (AG) na corrente sanguínea, os quais são captados pelo 

fígado tanto por difusão passiva quanto por transporte ativo. Neste processo, diferentes 

proteínas participam desta captação, incluindo a translocase de AG CD36, as proteínas de 

transporte de AG (FATPs) e as proteínas de ligação de AG (FABPs) (SHEEDFAR et al., 2014; 

STENERBERG et al., 2015; NASSIR, 2022). O aumento da captação de ácidos graxos 

acarreta o acúmulo de AGs no interior dos hepatócitos e como consequência leva ao distúrbio 

das vias metabólicas e resistência à insulina (RI). A RI na obesidade, aumenta a lipólise do 

tecido adiposo e a liberação de AGs na circulação, aumentando a captação dessas moléculas 

nas células hepáticas, promovendo lipogênese de novo (LDN) por meio do aumento da 

atividade da glicoquinase e da ativação prejudicada do glicogênio sintase. Este desequilíbrio 

leva a captura de AGs em excesso, que pode causar lipotoxicidade e a progressão da doença, 

a partir do aumento de espécies reativas de oxigênio (EROS) (WANG et al., 2020). Por sua 
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vez a produção de EROs, promove a peroxidação lipídica, resultando em lesão de organelas 

e da membrana celular, e como consequência promove a apoptose. Todo esse processo em 

paralelo contribui para a progressão da DHGNA para NASH (RADA et al., 2020). As vias 

metabólicas, assim como os genes atuantes no desenvolvimento da DHGNA, serão discutidas 

e mais detalhadas no capítulo I desta tese no item: Lipid metabolismo as a relevant 

mechanism for NAFLD stablishment. 

 

1.2.2 Genética e epigenética na DHGNA 
Embora a obesidade seja a maior causa da DHGNA no mundo, estudos tem 

evidenciado que aproximadamente 20% dos indivíduos com DHGNA, não tem sobrepeso ou 

obesidade (VILARINHO et al., 2021). A “DHGNA magra”, como ela tem sido chamada, foi 

relatada pela primeira vez na população asiática e tem sido evidenciada como uma das 

principais causas de doença hepática que não se conhece sua definitiva origem (VOS et al., 

2011; MAIER et al., 2021). YUN et al., 2019, tem associado a microbiota intestinal como um 

forte agente da DHGNA magra, por observar diferenças consideráveis nos perfis da 

microbiota entre indivíduos obesos e magros com a DHGNA estabelecida (YUN et al., 2019). 

Já, YE et al., 2020 em seu estudo de meta análise, observou que o grupo não obeso com 

DHGNA era mais propenso a ser resistente à insulina, ter concentrações plasmáticas de 

triglicerídeos elevadas e, quando não diabético, ter um meio metabólico semelhante ao de 

pacientes obesos com DHGNA. Esses dados evidenciam que além da microbiota, a influência 

genética pode ter forte correlação com ao desenvolvimento desta doença nos indivíduos 

magros (DONGIOVANNI; VALENTI, 2016; ESLAM; GEROGE, 2020; MERONI et al., 2020). 

A hereditariedade genética tem sido associada no desenvolvimento de doenças hepáticas, 

tanto pela penetrância gênica, expressividade e até polimorfismos gênicos (CHOUDHARY; 

DUSEJA, 2021; PANSA; MOLICA; MORAES, 2022). Alguns estudos anteriores 

demonstraram e relataram a influência de variantes genéticas no desenvolvimento de DHGNA 

e progressão para NASH (NIU et al., 2019; YUAN et al., 2022). Portanto, a genética pode 

entrar neste contexto como uma forte candidata para explicar a NAFLD magra, uma vez que, 

estudos com base em um inquérito prévio sobre consumo alimentar, identificaram que 

indivíduos não obesos com DHGNA tiveram colesterol substancialmente mais alto e menor 

ingestão de ácidos graxos poliinsaturados do que os indivíduos obesos com DHGNA 

(YASUTAKE et al., 2009). Além disso, há também evidências de variações étnicas que 

também podem contribuir para uma pré-disposição no desenvolvimento desta doença (ZHOU 

et al., 2019; HUANG et al., 2021; PANSA; MOLICA; MORAES, 2022). Esses fatores citados, 

devem ser considerados nos estudos sobre o desenvolvimento e progressão da DHGNA. 

Conjuntamente com os fatores genéticos, as condições ambientais, como o estilo de 

vida sedentário e dieta rica em calorias/carboidratos agem como uma força motora para o 
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desenvolvimento e progressão de doenças hepáticas gordurosas e distúrbio metabólicos 

PANSA et al., 2022). Esses fatores ambientais modulam os processos chamados de 

epigenéticos, os quais são caracterizados por alterações hereditárias e/ou reversíveis na 

expressão gênica (CHOI et al., 2010; FERNANDES; ERIKA; COUTINHO, 2020). Nos últimos 

anos, a epigenética tem se despontado como um elemento controlador da expressão dos 

genes e como consequência modulador da homeostasia celular (ESLAM, 2021; PANSA; 

MOLICA; MORAES, 2022). Basicamente, a epigenética atua em um organismo pela 

intermediação de três mecanismos básicos de atuação: modificações no padrão de metilação 

de moléculas de DNA, modificações no padrão de empacotamento dos cromossomos pelas 

modificações pós-traducionais de histonas (metilação e acetilação) e atuação de RNAs não 

decodificadores (miRNAs e RNAs longos e não decodificaros, lnRNAs) (ZHAOU et al., 2018; 

PANSA; MOLICA; MORAES, 2022).  

Considerando o processo de metilação, este é diretamente envolvido com a via do um 

carbono (1C), que é composto por associação a três vias complementares:  via do folato, 

metionina e transsulfuração (LAI et al., 2019) (Figura 2). A via do 1C sintetiza a molécula S-

adenosiltransferase (SAM também conhecida como AdoMet), principal doador de metil para 

o processo de metilação. Para se chegar a SAM, uma série de reações moleculares entre as 

três vias acontecem. Iniciando pelo ácido fólico, este obtido através da alimentação é reduzido 

a dihidrofolato (DHF) pela DHF redutase (DHFR) e em seguida é reduzido para à forma 

biologicamente ativa, tetrahidrofolato (THF), a qual dá início de fato ao do ciclo do folato 

(DUCKER, RABINOWITZ, 2017). O THF sofre diversas conversões pela atuação das 

enzimas: serina hidroxi metiltransferase (SHMT), que é dependente de B6 e depois pela 

enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) dependente de B2, que originam a 

molécula 5-mTHF. A desmetilação do 5-mTHF completa o ciclo do folato à medida que o 1C 

é doado para a remetilação da homocisteína (HCY) em metionina (MENTCH; LOCASALE, 

2016), pela atuação da enzima metionina sintase (MTR) também dependente de B12. Está 

última enzima atua em paralelo interligando o ciclo do folato ao ciclo do 1C. No ciclo do 1C, a 

metionina também pode ser obtida através da dieta e inicia o ciclo do 1C por sua adenilação 

pela metionina adenosiltransferase (MAT), que transforma a metionina em SAM (ROJE, 

2006). Por sua vez, a SAM sofre a transferência/doação de metil (-CH3) para o DNA pela 

atuação das DNA metiltransferase (DNMT), e neste processo a SAM é convertida em S-

adenosilhomocisteína (SAH) (ULREY ET AL., 2005), que em seguida é hidrolisada para HCY 

através de uma reação reversível catalisada pela S-adenosilhomocisteína hidrolase (AHCY) 

para completar o ciclo da metionina (CAUDILL et al., 2001). Neste momento, ocorre 

novamente o encontro da HCY com o ciclo do folato através da atuação da MTR. Entretanto, 

quando os níveis de metionina e folato são suficientes, altos níveis de SAM sintetizado 
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induzem a degradação de HCY, e esta atividade é por meio da via da transsulfuração, anexa 

a via do 1C. SAM age como inibidor do MTHFR, inibindo também o ciclo do folato e ativando 

cistationina β-sintase (CBS), atuante da via da transsulfuração transformando HCY em 

cistationina. Em seguida, cistationina γ-liase produz cisteína, um precursor da glutationina 

(GSH), que é o principal sistema de regulação redox nas células (MENTCH; LOCASALE, 

2016; CLARE, 2019). Trata-se de uma via complexa e dependente da dieta alimentar, o que 

evidencia que o estilo de vida e o ambiente podem modular suas atividades. 

 

Figura 2. Via do 1 Carbono (1C) 

 

Figura elaborada pela autora, 2023, utilizando como base o artigo de CLARE et al., 2018. Ciclo do 
folato, metionina e um carbono (1C) 

 

Um estudo com roedores submetidos a uma dieta rica em gordura e que 

desenvolveram DHGNA, apresentaram o metabolismo de um carbono interrompido, o que 

levou a diminuição da concentração de SAM, aumento do nível de homocisteína e à 

hipometilação (ausência de metilação) do DNA global no fígado (WANG, ZHANG, e ZHOU, 

2014; BAKIR et al., 2019). Outros estudos onde camundongos foram alimentados com dieta 

livre de doadores de grupamento metil (metionina, colina, ácido fólico e betaína), 

desenvolveram DHGNA, e como consequência levou a diminuição da metilação global do 

DNA (TRYNDYAK, HAN e MUSKHELISHVILI, 2011; PAGE et al., 2016). Esses resultados 

evidenciam que a metilação do DNA pode modular o desenvolvimento de DHGNA, ativando 
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a transcrição gênica por hipometilação ou silenciando por hipermetilação (aumento da 

metilação) (LEE et al., 2017; LAI et al., 2019).  

Um outro processo epigenético atuante no metabolismo hepático é a acetilação de 

histona. A acetilação é um processo no qual o grupo acetil da acetil coenzima A (Ac-CoA) é 

transferido para um local específico da histona (DRAZIC et al., 2016), através da atividade 

das acetiltransferases (HATs) que ao adicionar o grupo acetil ativam a transcrição gênica, 

enquanto a histonas desacetilases (HDACs) responsável pela deacetilação, ou seja, retirada 

do grupo acetila da histona leva a inibição dos processos de transcrição (PANSA; RAMOS e 

MORAES 2022). Este processo compete com processos metabólicos, como a biossíntese de 

ácidos graxos, uma vez que são dependentes da molécula de acetil-CoA (GALDIERI e 

VANCURA, 2012). Em mamíferos, o acetil-CoA pode ser produzido a partir de nutrientes como 

carboidratos, gorduras e proteínas, os quais são reduzidos a partir da atividade de 

dinucleótido de nicotinamida e adenina (NAD+) (MENZIES Et al., 2016). Uma restrição 

calórica, assim como uma dieta rica em gorduras afetam a acetilação das histonas por afetar 

a disponibilidade de NAD + e como consequência interferir nos processos de acetilação 

(CHENG et al., 2009; BRAIDY et al., 2011; SU, WELLEN e RABINOWITZ, 2015). Um estudo 

com camundongos diabéticos induzidos por dieta hiperlipídica apresentaram a diminuição da 

atividade enzimática da nicotinamida fosforibosiltransferase (NAMPT), essencial na síntese 

de NAD +. Portanto, a dieta está intimamente ligada a este processo epigenético. Todos esses 

dados, até o momento, evidenciam a relação dos processos epigenéticos com a modulação 

de doenças hepáticas, entretanto, embora muito se tenha aprendido com essas modificações, 

suas contribuições na regulação do metabolismo ainda necessitam de maior elucidação 

(RAMOS et al., 2020; STEVANOVIĆ et al., 2020; PANSA; MOLICA; MORAES, 2022).  

 

1.2.2.1 miRNA na epigenética: miRNA-1914-5p 
Dentro do contexto epigenético, os miRNAs tem importante atuação, essas pequenas 

moléculas de RNA não codificantes de cerca de 22 nucleotídeos estão envolvidos na 

maquinaria de interferência de RNA (RNAi) ligando-se às regiões não traduzidas (UTRs) do 

mRNA para suprimir a tradução de proteínas ou decair o mRNA  (FAN et al., 2013; SUN et 

al., 2016; LIU et al., 2017). Essa regulação pode acontecer por clivagem de endonuclease, 

promovendo a repressão da tradução ou acelerando a desadenilação e decapagem do mRNA 

(Figura 4) (CHEN et al., 2009; SALMENA et al., 2011; SEBASTIAN-DELACRUZ et al., 2021).  
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Figura 4. Mecanismos de silenciamento gênico mediado por microRNA 

 
Elaborada pela autora da tese, 2023. 

 

 

Os miRNA moléculas podem atuar como moduladores epigenéticos, visando enzimas-

chave responsáveis por reações epigenéticas, como DNA metiltransferases (DNMTs), 

histonas desacetilases (HDACs) e histonas metiltransferases (SATO et al., 2016; KWA; 

JACKSON; 2018, LI et al., 2018) Além disso, a expressão de miRNAs também é regulada 

pela maquinaria epigenética, como a metilação do DNA, modificação do RNA e modificação 

das histonas. Esses fatores tornam a relação entre miRNAs e a epigenética recíproca, uma 

vez que a epigenética regula sua expressão e os miRNAs podem regular os processos 

epigenéticos (YAO, CHEN, ZHOU, 2019). Neste contexto, o miRNA-1914-5p, quando filtrado 

no banco de dados Target Scan Human (TargetscanHuman 8.0: predicted miRNA targets of 

miR-1914-5p), foi identificado possuir diversos sítios de ligação com os mRNA de genes 

atuantes na via do 1 carbono e nos processos de acetilação, tais como: MTHFR, MTHFDL1, 

SET, ACHYL, BHMT1 e SHMT1 (via do 1 carbono), Sirtuína 3 (SIRT3) e HDAC2. O miRNA-

1914-5p, também já foi observado no ambiente hepático modulando processos de fibrose em 

células estreladas hepáticas (DE OLIVEIRA et al., 2018). Portanto, apostar em um 

aprofundamento detalhado desses mecanismos nas patogenias hepáticas torna-se promissor 

no sentido de se caracterizar elementos chaves que possam subsidiar o desenvolvimento de 

novas estratégias terapêuticas. No capítulo 1 desta Tese são apresentados aspectos 

detalhados do assunto: genética e os processos epigenéticos na DHGNA no artigo publicado 

intitulado: Non-alcoholic fatty liver disease establishment and progression: genetic and 

epigenetics as relevant modulataor of the pathology (Scandinavian Journal, DOI: 

https://doi.org/10.1080/00365521.2022.2148835) 
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1.2.3 Agentes xenobiontes no desenvolvimento de DHGNA 
 Dentre os fatores ambientais que modulam e levam ao desenvolvimento da DHGNA, 

os xenobióticos ou produtos químicos, que são extrínsecos ao metabolismo normal de um 

organismo, incluindo carcinógenos, drogas, aditivos alimentares, bifenilos policlorados 

(PCBs), hidrocarbonetos e pesticidas, estão sendo cada vez mais reconhecidos como 

contribuintes para o desenvolvimento de doenças hepáticas (AL-ERYANI et al., 2015; RAJAK 

et al., 2022). Dentre estes compostos, os pesticidas têm se destacado como causador de uma 

variedade de problemas de saúde, como desregulação metabólica, obesidade e diabetes 

(KAHN et al., 2020; NAGARAJU et al., 2020).  

O rápido aumento da população global trouxe como consequência maior demanda do 

fornecimento de alimentos, produtos agrícolas e seus recursos associados. Na busca para 

superar e atender a esses requisitos, os agricultores optaram por aplicar pesticidas 

(inseticidas, herbicidas, fungicidas etc.) às plantas agrícolas (LIU et al., 2019). Além disso, 

esses pesticidas também são continuamente usados na indústria, fazendas de gado e 

instalações humanas para controlar e erradicar pragas e insetos (BEN-ZUR et al., 2011; 

DIAUUDIN et al., 2019; LIU et al., 2019). É notório que os pesticidas desempenham um papel 

crucial nas técnicas agrícolas modernas. Entretanto, a quantidade de constituintes perigosos 

liberados em corpos d'água e outros nichos ecológicos têm crescido vertiginosamente devido 

à frequente atividade humana (BILAL; IQBAL; BARCELÓ, 2019; FANG et al., 2020). 

Recentemente um estudo relatou que países de alta renda como Estados Unidos e 

emergentes como o Brasil exibem alta dependência do uso de pesticida com um uso anual 

de 408 e 383 mil toneladas, respectivamente, desses agentes químicos na agricultura 

(WYCKHUYS et al., 2022). Estes constituintes químicos são persistentes no meio ambiente e 

ecossistemas, e gradualmente entram nas cadeias alimentares. O contato com esses 

químicos, por seres humanos, pode levar a problemas de saúde graves, dentre os quais 

incluem tipos de câncer, doenças neurodegenerativas, problemas reprodutivos, 

neurotoxicidade, perturbações do sistema endócrino, danos ao fígado e alterações físicas e 

de desenvolvimento dos sistemas biológicos (UMAPATHI et al., 2022). Os trabalhadores 

agrícolas como os agricultores, pulverizadores, misturadores, carregadores, formuladores e 

pessoas que residem perto das terras onde os pesticidas são frequentemente pulverizados, 

sofrem de exposição direta. Enquanto as demais pessoas são indiretamente afetadas pela 

ingestão de frutas, vegetais, alimentos e água contaminados com pesticidas. A absorção de 

resíduos de pesticidas tóxicos ocorre principalmente através da pele, sistema gastrointestinal 

e trato respiratório. Devido a esses perigos, a poluição por esses agentes tornou-se um dos 

desafios globais mais alarmantes (BILAL; IQBAL; BARCELÓ, 2019; FARKHONDEH et al., 

2020) 
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Recentemente, a exposição a pesticidas foi reconhecida como um dos principais 

contribuintes para o acúmulo de gordura no fígado (JIANG et al., 2022). Estudos tem mostrado 

uma forte correlação entre os níveis séricos de inseticidas organoclorados, incluindo dieldrin, 

e os metabólitos de clordano, heptacloro epóxido e trans-nonacloro, com a elevação de 

alanina aminotransferase (ALT) em pacientes com suspeita de DHGNA (WAHLANG et al., 

2020; YANG et al., 2018). Mecanisticamente, os inseticidas podem induzir peroxidação 

lipídica e estresse oxidativo nos hepatócitos e interromper o metabolismo lipídico e da glicose 

(PEYRE et al., 2012; RAJAK et al., 2022).  Além disso, foi comprovada a inibição da atividade 

de amida hidrolase de ácidos graxos, responsável pela degradação de N-acil taurinas (NATs) 

que são derivadas de ácidos graxos ômega-3 hipotrigliceridêmicos, da N-acil etanolaminas 

(NAEs), que incluem atividade sob diversas moléculas biologicamente ativas (GREVENGOED 

et al., 2021). Também foi observada a inibição da carboxilesterase hepática, que 

desempenham um papel fundamental na biotransformação de drogas, substratos endógenos 

e produtos químicos contendo ésteres, amidas, carbamatos ou tioésteres (LIU et al., 2022), 

além da colinesterase circulante, que atua na clivagem de moléculas maiores, dentre as quais 

incluem a clivagem de ligações éster em lipídios (ABOUGHAZALA; ANAN, 2020). Outros 

estudos também observaram que os pesticidas aumentaram a expressão hepática em 

camundongos obesos da enzima PEPCK, atuante na gliconeogênese promovendo seu 

aumento (KONDAKALA et al., 2017; HOWELL et al., 2018; YAN et al., 2020). Portanto, esses 

estudos evidenciam que a exposição crônica a inseticidas pode contribuir para o 

desenvolvimento da DHGNA (RAJAK et al., 2022), e estudos no sentido de compreender as 

vias perturbadas por esses agentes químicos, assim como o nível de danos que estes 

pesticidas causam, podem contribuir para a conscientização e mitigação do seu uso. 

Contudo, os dados evidenciados no item 1.2, oferecem evidências de que podem ser 

diversos os fatores que desequilibram as vias do metabolismo hepático e que contribuem para 

o desenvolvimento da DHGNA e sua progressão para NASH. Portanto, para minimizar o 

avanço desta doença, é necessário medidas de prognósticos e o desenvolvimento de 

medicamento e/ou terapias para atenuar os impactos futuros que a DHGNA poderá trazer à 

rede de saúde pública.  

 

1.3 DHGNA: considerações terapêuticas 
A DHGNA é uma doença hepática cada vez mais presente na população e de 

crescente morbidade, com estimativa de impactos na saúde pública e na economia, o que tem 

despertado grande interesse pela busca de tratamentos eficazes (WANG et al., 2022). 

Embora existam ensaios clínicos de fármacos em andamento, nenhum método ainda foi 

aprovado (PELECHÁ et al., 2022). Atualmente, o tratamento se baseia na modificação do 

estilo de vida (PELECHÁ et al., 2022) com abordagens que visam principalmente controlar o 
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peso corporal e os distúrbios metabólicos (RAZA et al., 2021). Entretanto, vale ressaltar que 

nem todos os pacientes com DHGNA estão associados à obesidade, e apenas uma proporção 

de pacientes obesos podem perder peso com sucesso, portanto, está terapia apresenta 

limitações (WANG et al., 2022). Contudo, é urgente encontrar medicamentos ou métodos 

terapêuticos seguros e eficazes para tratar a NAFLD. 

Para o desenvolvimento de medicamentos, a etiopatogenia multidimensional da 

DHGNA deve ser considerada (THIAGARAJAN; AITHAL, 2019), uma vez que os tratamentos 

se concentram no controle das diferentes vias implicadas na progressão desta doença, como 

inflamação crônica, resistência à insulina e fibrogênese (XU et al., 2022). Portanto, o 

aprofundamento no conhecimento dos diferentes mecanismos moleculares que levam a 

DHGNA se faz necessário para contribuir com estudos da fisiopatologia da doença e identificar 

novos alvos terapêuticos (RAMOS-LOPEZ et al., 2022). Atualmente, os medicamentos em 

fase de testes são moléculas que tem como alvo vários aspectos da disfunção metabólica, 

incluindo lipotoxicidade, estresse oxidativo, disfunção mitocondrial e fibrose (NASSIR 2022). 

Alguns destes são agonista de mRNAs, como do receptor farnesóide X, ácido obeticólico 

(OCA), o agonista do receptor de hormônio tireoidiano THRβ (Resmetirom) e o Aramchol 

(ácido biliar e conjugado de FA, ácido cólico-ácido araquídico), são drogas atualmente em 

fase 3 de ensaios clínicos randomizados para o tratamento de DHGNA e NASH não cirrótica 

(ALKHOURI et al., 2021; NASSIR, 2022).   

Nos últimos anos, estudos tem sugerido a utilização dos microRNAs como possíveis 

alvos terapêuticos no tratamento da DHGNA (FANG; DOU; WANG, 2021; RUSU et al., 2022), 

principalmente por sua atuação na regulação da tradução gênica. Além disso, tem sido 

relatada que cada miRNA tem como alvo centenas de mRNAs (SELBACH et al., 2008). 

Acredita-se que mais de 30% dos genes humanos sejam alvo de miRNAs, o que significa que 

os miRNAs têm um impacto global nos transcriptomas e proteomas de eucariotos 

(VASUDEVAN et al., 2007; ORANG et al., 2014). São diversos os miRNAs descritos e 

caracterizados em bancos de dado, como na plataforma miRbase (http://www.mirbase.org), 

que contêm aproximadamente 2000 miRNAs em seu banco de dados que são classificados 

com diferentes processos metabólicos e o metabolismo lipídios (CAI; LIN; YU, 2019). Vários 

estudos apontam a atuação dessas pequenas moléculas na lipogênese de novo, na 

modulação da oxidação lipídica e mesmo na captação/exportação de tais metabólitos pelo 

fígado. Na Figura 5 resume várias das atuações metabólicas de diversos miRNAs no 

metabolismo hepático e relacionados ao desenvolvimento de DHGNA (HAN; KAUFMAN, 

2016; GJORGJIEVA et al., 2019). 
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Figura 5. MiRNAs já identificados e atuantes nas vias metabólicas da patogênese da doença hepática 
gordurosa não alcoólica (DHGNA) e da esteatohepatite não alcoólica (NASH). 

 

 
Imagem por FANG; LOU; WANG, 2021. 
 

 

Já o miRNA-1914-5p, embora não apresentado na imagem, este se mostrou 

importante na modulação de enzimas chaves no metabolismo lipídico como malonil-CoA 

descarboxilase (MLYCD), acetil-CoA sintetase de cadeia longa 4 (ACSL4) e lipina (LPIN1), 

contribuindo para a reversão do fenótipo ativado para o fenótipo quiescente (normal) da 

linhagem LX-2 (DE OLIVEIRA et al., 2018).  Essas evidências reforçam a importância dos 

miRNAs e a relevância dessas pequenas moléculas na homeostase hepática, mostrando que 

o desbalanço nitidamente pode se correlacionar com o aparecimento de anomalias como as 

DHGNA (HAN; KAUFMAN, 2016; GJORGJIEVA et al., 2019). 

Embora esses dados representem uma base importante para novas estratégias 

terapêuticas, sua relevância em relação à DHGNA deve ser considerada com cautela, pois os 

mecanismos regulatórios para miRNAs podem ser altamente específicos do tecido 

(GJORGJIEVA, 2022). Além disso, as particularidades mecanístico-funcionais de atuação dos 

microRNAs, dentro do contexto da biologia dos sistemas, ainda necessitam ser melhor 

investigadas antes de suas aplicações terapêuticas e análises clínicas (BAFFY, 2015). Sendo 

assim, o estudo e caracterização de novos miRNA e seus mecanismos de ação no tecido 

hepático e no controle do metabolismo de lipídios, pode avançar para futuramente subsidiar 

o desenvolvimento dessa nova estratégia terapêutica. 
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1.4 Modelo de estudo de condições pró-esteatóticas: a co-cultura de células hepáticas 
A necessidade de tratamentos seguros e eficazes instigou o desenvolvimento de 

modelos in vivo e in vitro que subsidiam a elucidação de detalhes celulares e moleculares que 

sustentama DHGNA, identificar alvos potenciais e avaliar o potencial terapêutico de drogas 

antes de transferi-las para testes clínicos (FRIEDMAN et al., 2018; PELECHA et al., 2022).  

Neste sentido, os modelos celulares têm sido amplamente utilizados (ANSTEE; GOLDIN, 

2006; BHATTACHARJEE et al., 2014; WANG et al., 2022), principalmente pela minimização 

do uso de animais na pesquisa. Nas últimas duas décadas, foi alcançado progresso 

significativo na criação de modelos celulares humanos de DHGNA (WANG et al., 2022). Esses 

modelos se baseiam no cultivo de células hepáticas em monocamadas, hepatócitos humanos 

primários (HHP), co-culturas de diferentes células hepáticas e plataformas de fígado 

manipuladas, como sistemas de perfusão (OSEINI et al., 2018). O uso de células em co-

cultura que mimetizam o parênquima hepático endógeno celular e células não 

parenquimatosas (NPCs) e indutores de acúmulo de lipídios, do qual inclui nutrientes e 

metabólitos, têm sido empregados nos atuais estudos (CHO et al., 2010; MESSNER et al., 

2013; WARE et al., 2018). Uma vez que, a progressão da DHGNA envolve múltiplas 

interações de tipo celular e remodelação do ambiente tecidual, a interação de duas ou mais 

células tem se tornado uma prática viável (WANG et al., 2022).   

O uso experimental do modelo em co-cultura torna-se confiável principalmente pela 

interação célula a célula na progressão da DHGNA. Estudos com co-cultura, observaram que 

uma ativação das células de Kupffer por endotoxina pode desencadear a indução de citocinas 

inflamatórias em outros tipos de células no fígado (por exemplo, hepatócitos), que 

desempenham um papel vital na progressão da doença hepática gordurosa não alcoólica 

induzida por frutose (SPRUSS et al., 2011; KANURI et al., 2013). Ainda, a ativação de HSC 

co-cultivada foi relacionada à regulação positiva do fator regulador nuclear antioxidante 

relacionado ao eritróide 2 (NRF2) em hepatócitos danificado pelo acúmulo de lipídios. Esses 

estudos evidenciaram a interação entre o acúmulo de lipídeos nos hepatócitos e a ativação 

das HSC com um fenótipo fibronogênico em modelos de co-cultura de esteato hepatite (YU 

et al., 2021). 

Contudo, os dados apresentados indicam que as linhagens de células hepáticas 

imortalizadas cultivadas em co-cultura, podem oferecer um potencial de estudos amplo e 

confiável para a DHGNA. Assim, como a combinação de resultados de modelos in vitro bem 

validados e novas abordagens como as ômicas, podem resultar em ensaios mais preditivos. 

Além de auxiliar na compreensão de mecanismos pró-esteatóticos e sua progressão, bem 

como, também serem úteis no desenvolvimento de medicamentos. E embora no decorrer dos 

anos, tenha se observado um claro progresso no esclarecimento da etiopatogenia da DHGNA 
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e na busca pelo desenvolvimento de tratamentos farmacológicos, ainda há muitos desafios 

para elucidar os mecanismos implicados nessa doença e sua progressão afim de encontrar 

novas terapias (PELECHÁ et al., 2022). Portanto, a pesquisa pré-clínica básica se desponta 

torna-se essencial para a continuidade evolutiva do conhecimento da fisiopatologia da 

DHGNA. 
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2 OBJETIVO GERAL 

  

Analisar a funcionalidade do miRNA-1914-5p no metabolismo pró-esteatótico em co-

cultura de células hepáticas para o detalhamento mecanístico de vias moleculares visando 

auxiliar no direcionamento do desenvolvimento de futura aplicações terapêuticas 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 

 Elaborar uma revisão bibliográfica com contextos genéticos e epigenéticos no 

desenvolvimento e progressão da DHGNA. 

 

 Validar análises proteômicas de co-cultivo de células hepáticas transfectadas com 

miRNA mimético e/ou inibidor do miRNA-1914-5p. 

 

 Validar rotas metabólicas apontadas nos estudos proteômicos como processos 

epigenéticos correlatos a metilação de DNA e acetilação de histonas quando na 

presença de moléculas miméticas e/ou inibidoras do miRNA-1914-5p. 

 
 Investigar e validar o papel do miRNA na modulação direta de elementos das vias do 

1-carbono 
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CAPÍTULO I. Non-alcoholic fatty liver disease establishment and progression: genetics 
and epigenetics as relevant modulators of the pathology   

As doenças hepáticas gordurosas não alcoólicas (DHGNA) tem cada vez mais se 

despontado como um sério problema de saúde mundial, principalmente pelo aumento do 

índice de obesidade. Entretanto, fatores genéticos e epigenéticos tem sido cada vez mais 

associados como fortes moduladores no desenvolvimento da DHGNA. Nos últimos anos, com 

os avanços tecnológicos, diversas variantes gênicas foram descritas como atuante em vias 

metabólicas do fígado, as quais apresentam associação no desenvolvimento desta doença.  

Essas variantes associadas aos processos epigenéticos, os quais são modulados pelos 

fatores ambientais, principalmente alimentação e estilo de vida, podem aumentar a pré-

disposição de cada indivíduo.  

Atualmente, não há medicamentos aprovados para o tratamento da DHGNA, apenas 

a mudança no comportamento e estilo de vida. Portanto o aprofundamento dos estudos das 

variantes genéticas e da influência / impacto da epigenética no desenvolvimento da DHGNA 

podem contribuir para maior elucidação dos mecanismos que levam ao desenvolvimento 

desta doença. Neste sentido, pode-se caracterizar elementos chaves para subsidiar o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas. Além disso, a estimativa é que nos anos 

seguintes ocorra o aumento da prevalência desta doença no mundo, elevando as 

preocupações da rede de saúde pública, pois a DHGNA, quando não tratada pode progredir 

para quadros graves, como cirrose e hepatocarcinoma. Diante desse contexto, no artigo a 

seguir do capítulo I, aborda informações e estudos sobre variantes genéticas, processos 

epigenéticos e miRNAs, para apontar potenciais biomarcadores como alvos terapêuticos para 

o controle ou tratamento da DHGNA.  
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Com base nos estudos abordados nesta revisão, muitos detalhes do desenvolvimento 

da DHGNA ainda necessitam de elucidação, assim como a busca por novos alvos 

terapêuticos.  Entretanto, diversas variantes genéticas citadas evidenciaram forte relação ao 

desenvolvimento da DHGNA, assim como sua associação a grupos étnicos. Esta evidencia 

possibilita um rastreamento e acompanhamento destes indivíduos para minimizar o aumento 

desta condição patogênica no futuro.  Neste sentido, a genética, atrelada as condições 

ambientais que modulam os processos epigenéticos, podem acelerar e/ou agravar o 

desenvolvimento da DHGNA e, portanto, é essencial a conscientização com relação ao estilo 

de vida e alimentação. Em conjunto, esses dados podem fornecer abordagens preventivas e 

atenuadoras a partir do conhecimento dos indivíduos suscetíveis a doenças. A elaboração 

dessas abordagens e medidas poderiam minimizar os impactos que a DHGNA pode vir a 

trazer para o futuro principalmente as redes de saúde pública.  
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CAPÍTULO ll. Inibição do miR-1914-5p atenua ambiente pro-esteatótico em modelo de 

co-cultura de células hepáticas pela modulação de processos epigenéticos e atuação 

na via do 1- carbono 

Em estudos anteriores realizado por nosso grupo de pesquisa, demonstrou-se o papel 

funcional do miR-1914-5p na modulação do processo pró-fibrosantes de células estreladas 

hepáticas, mecanismo esse correlacionado ao metabolismo lipídico. Diante desses 

resultados, foi proposto a investigação do mecanismo de atuação do miR-1914-5p no 

ambiente pró-esteatótico. Para este estudo, a molécula mimetizadora e / ou inibidora do miR-

1914-5p foram utilizadas na transfecção de co-culturas de células hepáticas, as quais foram 

submetidas a condição de pró-esteatose. Essas culturas foram então utilizadas em análises 

proteômicas, da qual, a prática experimental foi desenvolvida pela aluna Msc Letícia Ramos, 

durante a elaboração da sua dissertação de mestrado. Enquanto a análise de bioinformática 

foi realizada na elaboração desta tese de doutorado. Nesta análise foi evidenciada possível 

correlação do miR-1914-5p com a via do 1-carbono (1-C) e a processos epigenéticos nas 

condições avaliadas. A análise de genes das rotas correlatas a via do 1-C, apontaram 

putativos sítios de interação ao miR-1914-5p, o que reforçou a necessidade do estudo 

detalhado dessa rota metabólica. A análise da expressão de genes e de proteínas dessa rota 

metabólica demonstrou uma correlação direta do miR-1914-5p a vários de seus elementos 

que direta ou indiretamente atuam em mecanismos de metilação do DNA e acetilação de 

histonas. Nesse contexto, o conjunto de resultado demonstrou que a inibição do miR-1914-

5p, atua no controle do quadro pró-esteatótico. A seguir, o capítulo II apresenta detalhes do 

desenvolvimento e resultados deste trabalho. 
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Inibição do miR-1914-5p atenua ambiente pro-esteatótico em modelo de co-cultura de células 

hepáticas pela modulação de processos epigenéticos e atuação na via do 1- carbono 

 

 

 

Pansa, C.C1; Ramos, L.1; Porto, T.1; Palma, M.2; Souza, B.2, Moraes, K1. 

 

¹ Laboratório Sinalização Celular e Expressão Gênica, LSCEG, Instituto de Biociências, 

Universidade Estadual Paulista, UNESP, Rio Claro, SP, Brazil. 

 
2 Laboratório de Centro de Estudos de Insetos Sociais, CEIS, Instituto de Biociências, 

Universidade Estadual Paulista, UNESP, Rio Claro, SP, Brazil. 

 

 

Corresponding author: 

*Karen C.M. Moraes 

Laboratório Sinalização Celular e Expressão Gênica, DBGA, Instituto de Biociências, 

Universidade Estadual Paulista, UNESP, Rio Claro, SP, Brazil. 

Zip Code 13506-900, Rio Claro, SP - Brazil 

E-mail: kcm.moraes@unesp.br / Tel.: +55-19-3526-4144/ Fax: +55-19-3526-4136 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



59 
 

Resumo 

A doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) é uma das causas mais comuns de 

patologias crônicas do fígado. A forma progressiva de DHGNA é a esteato-hepatite não 

alcoólica (EHNA) podendo progredir para cirrose e até hepatocarcinoma. Com o rápido 

aumento e prevalência desta doença no mundo somado a ausência de medicamento 

específico para seu tratamento, pesquisas são necessárias para se detalhar particulariedades 

mecanisticas dessa patogenia visando o controle de sua progressão e/ou cura. O surgimento 

do campo da epigenética oferece uma explicação convincente para a base do estilo de vida, 

ambiente e outros fatores de risco que influenciam no desenvolvimento DHGNA. A 

compreensão de mecanismos epigenéticos, e a atividade de microRNAs (miRNAs), podem 

conduzir a descoberta de causas primárias da DHGNA e uma estratégia para sua prevenção 

e/ou desenvolvimento de novas intervenções terapêuticas. Portanto este trabalho objetivou 

investigar as particularidades mecanístico-funcionais de atuação do miR-1914-5p no processo 

pró-esteatótico hepático em modelo de co-cultura (LX-2 e HepG2) e sua relação com os 

processos epigenéticos. Para este trabalho, análises de resultados proteômicos, análises 

bioquímicas, expressão gênica e western blot, foram utilizadas. As analises evidenciaram que 

a presença do miR-1914-5p no processo de pró-esteatose levaram a maior perturbação do 

equilíbrio celular por aumento das proteínas HSP e a presença da proteína HSP5, sinalizadora 

de estresse do retículo endoplasmático, além de possível progressão da doença com o 

aumento da expressão gênica de MAT2A e MAT2B. Contrariamente, a inibição do miR-1914-

5p, apresentou atenuar os processos de pró-esteatose por possível aumentou das expressões 

de genes fundamentais da via do 1C como AHCY, MTHFRD2 e MTR, além de apresentar 

possível consumo exacerbado de GSH, pertencente a via da transsulfuração, anexa a via do 

1C, para a recuperação do equilíbrio e homeostasia celular. Em conclusão, a inibição do miR-

1914-5p, apresentou atenuar a condição de pró-esteatose no modelo de co-cultura por 

possível atuação na via do 1C e facilitação do consumo exacerbado de GSH. Entretanto mais 

investigações são necessárias para melhor compreender de fato a atuação deste miRNA na 

via da do 1C e na via da transsulfuração. 
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Abstract 

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is one of the most common causes of chronic liver 

disease. The progressive form of NAFLD is non-alcoholic steatohepatitis (NASH) and may 

progress to cirrhosis and even hepatocellular carcinoma. With the rapid increase and 

prevalence of this disease in the world and the absence of specific medication for its treatment, 

research is necessary to detail the mechanistic particularities of the this pathogenisis in order 

to control its progression and/or cure. The understanding of epigenetic mechanisms, and the 

activity of microRNAs (miRNAs), can lead to the discovery of primary causes of NAFLD and a 

strategy for its prevention and/or development of new therapeutic interventions. Therefore, this 

work aimed to investigate the mechanistic-functional particularities of miR-1914-5p action in 

the hepatic pro-steatotic process in a co-culture model (LX-2 and HepG2) and the relationship 

with the epigenetic processes. For this work analysis of proteomic results, biochemical 

analysis, gene expression and western blot were used. The analyzes showed that the 

presence of miR-1914-5p in the process of pro-steatosis presents a greater disruption of 

cellular balance by increasing HSP proteins. In addition to the presence of the HSP5 protein, 

signaling endoplasmic reticulum stress and possible disease progression with increased gene 

expression of MAT2A and MAT2B. On the other hand, the inhibition of miR-1914-5p, showed 

to attenuate the processes of pro-steatosis by possibly increasing the expression of 

fundamental genes of the 1C pathway such as AHCY, MTHFRD2 and MTR. In addition to the 

increase in the exacerbated consumption of GSH, belonging to the transsulfuration pathway, 

it attaches to the 1C pathway, for the possible recovery of cellular balance and homeostasis. 

In conclusion, the inhibition of miR-1914-5p, showed to attenuate the condition of pro-steatosis 

in the co-culture model by possible action in the 1C pathway and facilitation of the exacerbated 

consumption of GSH. However, further investigations are needed to better understand the 

actual role of this miRNA in the 1C pathway and in the transsulfuration pathway. 

 

Keywords: NAFLD, epigenetics, miRNA, 1C pathway. 
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1 Introdução 

A doença hepática gordurosa não alcóolica (DHGNA), ou simplesmente esteatose, é 

uma condição anômalo do fígado comum nas sociedades modernas (YOUNOSSI, 2020; 

NASSIR, 2022). A patologia se caracterizada pelo acúmulo excessivo de ácidos graxos no 

interior dos hepatócitos e é diagnosticada quando a gordura se acumula a níveis ≥ a 5% do 

peso do fígado (WONG, 2015). A cada ano, os índices epidemiológicos da doença gordurosa 

do fígado não alcóolica têm aumentado e atualmente a prevalência é de aproximadamente 

25% da população global (BONACINI, 2021) com estimativa de 30% até 2030 (ESTES, 2020). 

Entretanto, um dos maiores desafios da DHGNA é a possibilidade de piora no grau de 

comprometimento hepático com o estadiamento da doença a níveis mais deletérios, quando 

não controlada. A esteatose pode progredir para esteato-hepatite não alcoólica (NASH), uma 

forma mais grave da doença onde o órgão apresenta inflamação e dano celular; fibrose e em 

alguns casos pode progredir a carcinoma hepatocelular (CHC) (WONG, 2015; NASSIR, 

2022).  

Apresentando diferentes etiologias, a DHGNA atinge diferente populações. Entretanto, 

estudos apresentam uma correlação entre nível de desenvolvimento sócio-econômico e uma 

causa maior de comprometimento hepático (FROHME, 2020)., sugerindo forte interação 

gene-ambiente, reforçando a relevância de mecanismos epigenéticos no desenvolvimento 

dessas patologias (TALENS et al., 2021). Mecanismos epigenéticos são modificações 

hereditárias, mas reversíveis, que modulam a expressão gênica em resposta a estímulos 

ambientais, sem alterar a sequência do DNA (MERONI, 2019).  Nos últimos anos, evidências 

crescentes têm relatado alterações na dinâmica dos processos epigenéticos devido a estresse 

e mudanças nutricionais, associados principalmente à metilação do DNA (SHANKAR; 

KUMAR; SRIVASTAVA, 2013; LEE, 2021).  

Mecanisticamente, a metilação está atrelada ao ciclo de ciclo do carbono (1C), uma via 

metabólica importante que regula a metilação do DNA e o equilíbrio redox da célula 

(MARTINOV, 2010). Está via é intimamente atrelada a alimentação, principalmente por 

componentes como folato, betaina, colina e vitamina B (LECORGUILLÉ et al., 2022). É 

através desta via que ocorre a sintetização do principal doador de metil, SAM (S-

adenosilmetionina), também conhecida como AdoMet. A ausência de SAM pode levar a 

redução da metilação e aumento da transcrição gênica, uma vez que a metilação leva a 

inibição da transcrição. Embora todos os órgãos dos mamíferos tenham a capacidade de 

sintetizar SAM, o fígado é um dos locais mais ativos onde ocorre o ciclo completo da metionina 

(WANG, 2022). A desregulação desta via tem se associado ao desenvolvimento de doenças 

hepáticas gordurosas não alcóolicas (WU, 2019), tanto pelo aumento exacerbado quando pela 

redução da SAM. Anexa a via do 1C, se encontra à via da transsulfuração (TSP) (WERGE, 
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2021) e sua ativação se dá pelo aumento de homocisteína, que é derivada da redução de 

SAM. A via da transsulfuração é responsável pela síntese de sulfeto de hidrogênio (H2S) e 

glutationa (GSH), este último é o principal componente do potencial redox da célula. Estudos 

tem relatado que alterações nas enzimas atuantes nesta via leva a esteatose hepática, 

inflamação e fibrose em modelos animais (VAIRETTI et al., 2022). Ainda não foi estabelecida 

uma ligação causal entre o TSP e DHGNA no entanto, disfunções na TSP e vias relacionadas, 

em termos de expressão enzimática e níveis plasmáticos dos metabólitos, foram relatadas na 

DHGNA e na cirrose hepática em modelos animais e humanos (WERGE, 2021).  

Embora tenha se descoberto que existem muitas vias fisiopatológicas que levam a 

esses distúrbios metabólicos, as opções atuais de tratamento são muito limitadas e inclui 

principalmente mudanças dos hábitos alimentares, estilo de vida, e, em alguns casos, 

tratamento cirúrgico (SUNNY; BRIL; CUSI, 2017; YU; CHEN; REN, 2022).  

Nos últimos anos, estudos recorrentes sugerem a utilização dos miRNAs como novos 

biomarcadores no diagnóstico de patogenias, por estarem presentes nos fluidos, o por fácil 

detecção dos mesmos de maneira não-invasiva (PAOLINI et al., 2022; CONDRAT et al., 

2022). Ainda, outros estudos sugerem a utilização dessas pequenas moléculas como 

possíveis candidatas ao desenvolvimento de terapias inovadoras (RUSU, 2022), uma vez que 

os miRNAs podem atuar no controle da expressão gênica pós-transcricional, inibindo o 

processo tranducional (DE ROOIJ, 2022), quer seja pelo pareamento perfeito de bases 

mRNA:miRNA ou pela inibição direta da acoplagem do ribossomo. Essa característica permite 

que os miRNAs atuem como reguladores de diversos genes alvos (SIMONSON e DAS, 2015). 

Sendo assim, a caracterização de novos elementos e seus mecanismos de ação no tecido 

hepático e no controle do metabolismo de lipídeos, podem subsidiar o desenvolvimento de 

novas estratégias terapêuticas. No ambiente hepático, o miR-1914-5p já se mostrou 

importante na modulação de enzimas chaves no metabolismo lipídico como malonil-CoA 

descarboxilase (MLYCD), acetil-CoA sintetase de cadeia longa 4 (ACSL4) e lipina (LPIN1), 

contribuindo para a reversão do fenótipo ativado para o fenótipo quiescente (normal) da 

linhagem LX-2 (DE OLIVEIRA et al., 2018). Baseado nessas observações, o presente estudo 

buscou compreender as particularidades mecanístico-funcionais de atuação do miR-1914-5p 

no processo pró-esteatótico hepático e sua relação com os processos epigenéticos. Uma vez 

que a compreensão das particularidades de moléculas de miRNAs dentro do contexto da 

biologia dos sistemas do fígado podem contribuir para futuras aplicações diagnósticas e/ou 

terapêuticas. 
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2 Materiais e métodos 

2.1 Cultura celular e modelo experimental 

Células estreladas hepáticas (CHE), LX-2 (XU, 2005), e células de carcinoma 

hepatocelular, HepG2 (ATCC® HB-8065™) foram crescidas em meio Dulbecco's Modified 

Eagles's Medium (DMEM) contendo 10% de soro bovino fetal (SBF) e antibiótico Anti-anti 

(Thermo Fisher Scientific). As culturas foram mantidas em estufa a 37 °C, contendo 5% de 

CO₂ até atingirem 70-80% de confluência e utilizadas em co-cultivos na proporção de 7:3 

(hepatócitos: CHE), totalizando 1,5 x 106 de células. Para a indução do processo pró-

esteatótico a concentração de 400 M de uma mistura de ácidos graxos (2 oleico: 1 palmítico) 

foi utilizada e o protocolo foi previamente padronizado em nosso laboratório (Ramos, L.F, 

2020; Barbosa, T.P, 2020 – Dissertações de Mestrado;). 

Para as análises, os grupos experimentais foram utilizados: a) Controle: células 

cultivadas em meio DMEN contendo 10% de SBF; b) Pró-esteatose: células cultivadas em 

meio DMEN contendo 10% de SBF e incubadas com 400 µM da mistura de AG (2 unidades 

de ácido oleico: 1 unidade de ácido palmítico, por 24h; c) DMSO: solvente dos AG (células 

cultivadas em DMEN contendo 10% de SBF e a mesma proporção v/v do solvente 

correspondente ao volume de AGs utilizados e incubadas por 24 h); d) RNAimax: células 

cultivadas em DMEN contendo 10% de SBF, incubadas  com lipofectamina RNA imax 

(Transfection Reagent - Thermo Fisher Scientific), pelo mesmo intervalo utilizado nas 

transfecções; e) grupo transfectado com a molécula mímica ou mimético (células cultivadas 

em DMEN contendo 10% de SBF, transfectadas com 40 nM do miR-1914-5p mimético diluído 

com lipofectamina,; f) grupo transfectado com a molécula miRNA inibidora (células cultivadas 

em DMEN contendo 10% de SBF, transfectadas com 40 nM do inibidor).  Para se avaliar o 

efeito das moléculas no controle ou reverão de quadros esteatóticos, os grupos d, e, f que 

foram transfectados ou tratados com lipofectamina foram incubados com 400 µM da mistura 

de AGs por um intervalo de 1h. A Figura 1 traz uma representação esquemática do ensaio 

realizado e de todas as suas etapas. 

Após os respectivos intervalos da experimentação, as células foram coletadas 

seguindo metodologia usual por tripsinização, lavadas com tampão fosfato (PBS, 1 X PBS =  

137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM) e congeladas em freezer -80 C até sua 

utilização nos diferentes ensaios.   

Cabe observar que para clareza das interpretações dos resultados e análises, os 

controles experimentais, Lipofectamina e DMSO tiveram seus resultados avaliados, e na 

maioria dos ensaios não causaram alterações nos níveis do produto metabólico investigado, 

em relação ao controle. Em casos pontuais, onde alterações foram observadas, esses 

resultados foram cuidadosamente relativizados em tabelas apropriadas, e seus valores 
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descontados ou imbuídos nas análises para não se alterar mascarar o efeito das moléculas 

mímicas e/ ou miméticas do miR-1914-5p. 

 

Figura 1. Ilustração representativa das condições de cultivo celular para a realização das análises 
(cultivo, transfecção e indução de condições pró-esteatóticas). 
 

 

 

2.2 Análise proteômica 

A parte experimental proteômica foi realizada pela MSc. Letícia Ramos em 2018, sob 

orientação da professora Dra. Karen C. M. Moraes, que somente realizou algumas poucas 

análises de bioinformática.  A metodologia utilizada para o preparo de amostras e a 

espectroscopia de massas, encontram-se descrita na referida dissertação da aluna.  

 

2.2.1 Obtenção e digestão das amostras proteicas 

Para a obtenção das amostras, 1,5 x 106 células em co-cultura (HepG2 e LX-2) foram 

crescidas em garrafas de 75 cm2 nas diferentes condições de cultivo, conforme descrito 

anteriormente (item 2.1). O conjunto de células foi coletado por tripsinização e ressuspenso 

em tampão de lise (Triton X-100 0,5%, Tris HCl pH 7,2 10 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 2,5 mM, 

DTT 0,5%, PMSF 1 mM e 1 mM de inibidor de protease) por 30 minutos em gelo. Em seguida, 

as amostras foram sonicadas por 40 segundos em amplitude de 40% em sonicador Sonics 

Vibra Cell VCX 130 (Sonics & Materials, Inc.) e centrifugadas a 10.000 g por 25 minutos a 4 

°C. O sobrenadante foi transferido para um tubo de 50 mL e foi adicionado 10 x o volume de 

acetona 100%. As amostras foram vortexadas e incubadas 30 minutos em temperatura 

ambiente para a precipitação das proteínas. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 

3.200 g por 15 minutos a 4 ºC, o sobrenadante foi descartado e 2 mL de água ultrapura foi 

adicionado. Posteriormente, as amostras foram secas em liofilizador DryWinner 3 (Heto) e em 

seguida a quantificação das amostras foi realizada através do kit QubitTM Protein Assay Kit 

(Thermo Fisher Scientific) em aparelho QubitTM 3 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific). 

Para a continuação das análises, a 500 μg de proteína foram adicionados 100 μL de tampão 

bicarbonato de amônio 50 mM pH 7,9, contendo ureia a 7,5 M. As amostras foram incubadas 
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a 37 °C por 1 hora, a redução e a alquilação das amostras foram realizadas com a utilização 

de DTT 10 mM por 1 hora a 37 °C e iodoacetamina (IAA) 40 mM a 25 °C por 1 hora protegido 

da luz. Em seguida, as amostras foram diluídas em bicarbonato de amônio 100 mM, pH 7.9 

com cloreto de cálcio 1 M. Posteriormente, foi adicionada tripsina 20 ng/μL (Sequencing Grade 

Modified Trypsin - Promega) a 37° C por 18 horas para que ocorra a digestão. A digestão foi 

interrompida com o acréscimo de 5 μL de ácido fórmico. Em seguida, as amostras foram 

dessalinizadas utilizando uma coluna Sep-Pak® Vac 1cc 100 mg C18 50 Cartridges (Waters) 

de sílica condicionada com acetonitrila e ácido trifluoroacético (ACN/TFA 0,1%). Os peptídeos 

foram eluidos da coluna com ACN 80% / TFA 0,1% e concentradas em liofilizador DryWinner 

3 (Heto). Posteriormente, foram diluídas em acetonitrila a 50% / ácido fórmico 5% (v/v).  

 

2.2.2 Espectrometria de massa 

Para as análises de espectrometria de massas foi utilizado um espectrômetro do tipo 

μLC-ESI-micrOTOF-Q-III (Bruker Daltonics Bremen, Alemanha) acoplado a um sistema UFLC 

(Shimadzu) contendo duas bombas LC-20AD e um amostrador automático SIL- 20AHT. Foi 

utilizado um gradiente de 5 a 95% (v/v) ACN, contendo 0,05% (v/v) de ácido fórmico por 120 

min, em coluna XBridge® Peptide BEH C18 Column, 300 A, 3.5 μm (2.1 mm x 100 mm). Os 

dados de MS e MS/MS foram adquiridos em uma faixa de m/z 100 a m/z 2200. Os espectros 

MS/MS foram adquiridos e uma lista de picos foi gerada pelo software DataAnalysis 4.1 

(Bruker Daltonics). Em seguida, as análises de bioinformática foram realizadas com o servidor 

MASCOT 2.3.02 (Matrix Science, London, UK) com buscas contra o banco de dados liver 

Homo sapiens (310. 960 de entradas em 16/12/2019). Os parâmetros de busca foram 

utilizados de acordo com a taxonomia do organismo de estudo (Homo sapiens), assim como 

as modificações que possam ter ocorrido. Assim sendo, foram utilizados os seguintes 

parâmetros: a) Enzima: tripsina; b) Carbamidometilação (C) como modificação fixa; c) 

Oxidação (M) como modificação variável; d) Número de clivagens perdidas pela enzima: 3 e) 

Massa molecular do tipo: monoisotópica; f) Erro de tolerância de peptídeos ± 0,8 Da e erro de 

tolerância de MSn ± 0,8 Da; g) Protonação: +2, +3, +4 para o estado da carga dos peptídeos; 

h) Tipo de instrumento: ESI-Quad-TOF; i) Foram admitidos Protein Scores significativos 

(p<0,05) para a identificação das proteínas. 

 

2.2.3 Análises de bioinformática: identificação gênica, enriquecimento de vias e redes 

de interação proteína-proteína a partir de análies proteômicas 

As proteínas foram submetidas para análise no algoritmo Scaffold 4.3.2 (Proteome 

Software INC., Portland, OR) utilizando o cálculo do FDR – false discovery rate (< 1%), para 

validar a identificação dos peptídeos. Posteriormente, para interpretar os dados obtidos, o 
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agrupamento de proteínas foi realizado usando Gene Ontology (GO) 

(http://geneontology.org/) as análises das funções proteicas foram determinadas utilizando o 

banco de dados DAVID (https://david.ncifcrf.gov/), o qual fornece um conjunto abrangente de 

ferramentas de anotação funcional para compreender o significado biológico por trás de 

grandes listas de genes. A ferramenta Funrich (https://FunRich.org), foi empregada para 

complementar o enriquecimento da análise funcional dos genes, na construção de gráficos 

como Veen e HeatMap, das proteínas. A ferramenta String (STRING, https://string-db.org/) foi 

empregada para simular as interações entre as proteínas usando uma pontuação mínima de 

interação de 0,7 para os modelos experimentais.  

 

2.3 Ensaios bioquímicos epigenéticos 

2.3.1 Quantificação da acetilação de histona H3 e H4 

 Os modelos celulares citados no item 2.1, primeiramente foram submetidos a extração 

de histona seguindo as recomendações descritas no protocolo do kit do fornecedor ABCAM 

ab113476 (Histone Extraction Kit). Para confirmação da extração, as amostras foram 

submetidas ao gel de SDS-PAGE e quantificadas no Nanodrop – NanoVue Plus (GE 

Healthcare, Life Sciences). Após, as amostras foram diluídas para a concentração de 200 

ng/mL. A acetilação de histona H3 e H4 foi determinada utilizando o kit ABCAM ab115102 

(Histone H3 Acetylation Assay Kit) e ab115103 (Histone H4 Acetylation Assay Kit), 

respectivamente, seguindo as instruções do fabricante. Para a quantificação foram utilizados 

padrões de histonas do kit de 10 a 150 ng para a construção da curva padrão. Para a 

quantificação da acetilação, 2 µg de proteína histona das amostras foi utilizado. A acetilação 

foi determinada no leitor de placa modelo Infinite M200 Pro™ plate reader (Tecan, Crailsheim, 

Germany) a 450 nm 

 

Para encontrar a quantidade de acetilação das histonas H3 e H4 foi utilizada a seguinte 

fórmula: 

𝑛𝑔/𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 =
𝐴𝑏𝑠 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠 − 𝐴𝑏𝑠 𝑑𝑜 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜

𝐼𝑛𝑐𝑟𝑖𝑛𝑎çã𝑜 𝑑𝑎 𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎
𝑥 1000 

 

2.3.2 Quantificação de metilação de histona H3-K4 

 Para analisar o índice de metilação de histonas H3/K4, foi utilizado o kit P-30258 da 

Epigentek (EpiQuik Global Pan-Methyl Histone H3-K4 Quantification Ki Colorimetric), 

seguindo as recomendações do fabricante. Para a análise 100 ng das amostras proteicas de 

histonas extraídas foram utilizadas. Para a quantificação, uma curva de calibração foi 

determinada de 1 a 100 ng/µL com o controle padrão do kit. A metilação das histonas H3-K4, 
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foi determinada no leitor de placa modelo Infinite M200 Pro™ plate reader (Tecan, Crailsheim, 

Germany) a 450 nm 

 

Para o cálculo da quantidade em ng de mono-, di-, ou tri-metilação da H3/K4 o cálculo a seguir 

foi utilizado: 

𝑛𝑔 𝑑𝑒 ℎ𝑖𝑠𝑡𝑜𝑛𝑎 𝑚𝑒𝑡𝑖𝑙𝑎𝑑𝑎 =
𝐴𝑏𝑠 (𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜)

𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 (µg ∗)𝑥 𝑖𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜 𝑑𝑎 𝑟𝑒𝑡𝑎
 𝑥 1000 

 

*Quantidade em µg de proteína adicionado aos poços. 

 

2.3.3 Quantificação de metilação global do DNA 

Para analisar o nível de metilação global de DNA das condições celulares, as amostras 

foram previamente submetidas a extração de DNA utilizando o kit PureLink® Genomic (DNA 

Kits For purification of genomic DNA Catalog Numbers K1820-01, K1820-02, K1821-0). A 

qualidade do DNA extraído foi confirmado em eletroforese em gel de agarose e sua 

quantificação foi determinada no Nanodrop – NanoVue Plus (GE Healthcare, Life Sciences). 

Na sequência, foi avaliado o perfil do nível de metilação global do DNA, utilizando-se o kit da 

ABCAM (ab117128 Methylated DNA Quantification Kit – Colorimetric) seguindo as 

recomendações do fabricante. Para a análise 100 ng de DNA das amostras previamente 

extraído foi utilizado. Para a quantificação uma curva padrão foi realizada com a amostra do 

kit na concentração de 0,5 a 10 ng/µL. A metilação global do DNA foi determinada no leitor de 

placa modelo Infinite M200 Pro™ plate reader (Tecan, Crailsheim, Germany) a 450 nm. 

 

Para calcular o nível global de metilação do DNA, foi utilizada a seguinte fórmula: 

 

5 − 𝑚𝐶 % =
(𝐴𝑏𝑠 𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴𝑏𝑠 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜) ÷ 100 𝑛𝑔 𝐷𝑁𝐴

(𝐴𝑏𝑠 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜 − 𝐴𝑏𝑠 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 ) 𝑥 2 ÷ 5 𝑛𝑔 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜
𝑥 100 

 

2.3.4 Quantificação dos níveis de SAM e SAH 

 Para quantificação de SAM e SAH, foi utilizado o kit da cel biolabs STA-672 (S-

Adenosylmethionine (SAM) ELISA) e MET-5151 (S-Adenosylhomocysteine (SAH) ELISA), 

respectivamente. As amostras celulares coletadas foram submetidas a lise em 500 µL de PBS 

por sonicação a 40 segundos com 40% de amplitude no equipamento Sonics Vibra Cell VCX 

130 (Sonics & Materials, Inc.). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10000g por 15 

minutos a 4ºC e 50 µL do sobrenadante foi adicionado em cada poço da placa de ELISA. Para 

a análise, uma curva de calibração foi realizada utilizando os padrões do kit, do qual para SAM 

foi determinada de 0 a 25 g, enquanto para SAH, a curva foi de 0 a 12 M, conforme 
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recomendação do fabricante. A quantificação de SAM e SAH, foram determinados utilizando 

o leitor de placa modelo Infinite M200 Pro™ plate reader (Tecan, Crailsheim, Germany) a 450 

nm. 

 

2.3.5 Quantificação dos níveis de GSH 

Para a quantificação dos índices de GSH, foi utilizado o kit KTB1600 da Abbkine 

(CheKineTM Reduced Glutathione (GSH) Colorimetric Assay Kit). Conforme descrito pelo 

fabricante, as condições celulares do item 2.1 foram coletados na concentração de 2x106. As 

condições celulares foram submetidas ao processo de lavagem com PBS gelado e 

centrifugado a 600g por 10 minutos a 4ºC. Após, o pellet obtido foi submetido a lise utilizando 

o tampão de extração do kit, com 3 ciclos de congelamento em nitrogênio líquido e 

descongelamento a 37ºC. As amostras foram submetidas a centrifugação a 8000g por 10 

minutos a 4ºC e 20 µL do sobrenadando foi adicionado nos respectivos poços. A curva padrão 

foi determinada de 0 a 100 µg/mL conforme recomendação do fabricante. A quantificação de 

GSH das amostras foi determinado no leitor de placa modelo Infinite M200 Pro™ plate reader 

(Tecan, Crailsheim, Germany) 412 nm.   

 

Para calcular a concentração de GSH a seguinte formula foi realizada: 

 

µ𝑔/𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝐺𝑆𝐻 = (𝐴𝑏𝑠 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴𝑏𝑠 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜) ∗ 𝑎 (𝑑𝑎 𝑒𝑞𝑢𝑎çã𝑜 𝑑𝑎 𝑟𝑒𝑡𝑎 𝑑𝑎 𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜) 

 

2.4 Ensaios de PCR quantitativo (qRT-PCR) 

Os níveis de mRNA de todos as condições celulares de co-cultura foram investigados 

pelo método da PCR quantitativa em tempo real de transcrição reversa (RT-qPCR). Ao final 

de cada experimento celular descrito no item 2.1, o RNA total foi isolado utilizando TRIZOL® 

Reagent (Thermo Fisher Scientific) seguindo a orientação do fabricante. O RNA total de cada 

condição, foi então transcrito de forma reversa em cDNA utilizando o kit High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific). Subsequentemente, as amostras de 

cDNA foram quantificadas por qPCR utilizando o reagente SYBR® Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems® - ThermoFisher Scientific) em placas de 96 poços (MicroAmp® Optical 

96 Well Reacion Plate – Applied Biosystems), após foram seladas com adesivo óptico (Applied 

Biosystems® Micro Amp®Optical Adhesive Film – Thermo Fisher Scientific™). As reações 

foram realizadas em triplicata e os primers utilizados nas reações de amplificação foram 

projetados usando a plataforma Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi) - Tabela 1. Os níveis de expressão de relevantes genes no 

metabolismo epigenético foram investigados. A expressão foi normalizada para o gene de 
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referência β-actina. O método 2−ΔΔCT foi usado para quantificação relativa e os gráficos 

foram plotados usando Graph Pad Prism® 8.9. 

 

Tabela 1. Conjunto de primers utilizados para análise da PCR quantitativa. 

Gene Oligonucleotídeo sense (5'-3') Oligonucleotídeo antisense (3'-5') 
Amplicon 

pb 
AHCY TGAGCTCAGTGGTCTTGGAA AGGCCTAGATGGCAAAACAC 100 

BHMT2 GACGCAGTTCGTCAACTTCA TCCTCACTGGCAGAAAAGGT 83 
CBS GGTAATCCTGGGAATGGTGA GACTTTGCCAACTTGGTCTG 88 

DHFR ACCTGGTTCTCCATTCCTGA ATGAGCTCCTTGTGGAGGTT 96 
DNMT1 GCGCACTGAAAAGGAGGAAGAAG CAGTTTCTGTTTGGGTGTTGG 88 

DNMT3A TGTGCCAAAACTGCAAGAAC CAGCAGATGGTGCAGTAGGA 85 
DNMT3B TTGAATATGAAGCCCCCAAG CGATGCCATCAAACAATGAC 87 

GNMT ATGCCAGTGACAAGATGCTG GCTTCTTCGATGACCCACTT 91 
HADAC1 TAAATTCTTGCGCTCCATCC AACAGGCCATCGAATACTGG 102 
HADAC2 GAATCCGCATGACCCATAAC TTCTTCGGCAGTGGCTTTAT 89 
HADAC3 ATGTATGAAGTCGGGGCAGA GATAACCGGCTGGAAAAGGT 105 
HADAC4 ACGACGCCAAAGATGACTTC TCGGCCACTTTCTGCTTTAG 88 

HAT1 GCCATGGTGCTCAACTTCTT GGATGGATCTTCCGCTGTAA 86 
MAT1A ATCCCCAGATATTGCCCAGT GCATAGCCGAACATCAAACC 87 
MAT2A GTTGTGCCTGCGAAATACCT ATTTTGCGTCCAGTCAAACC 110 
MAT2B CCCCACACATGTCAAAGATG ATTGCCAGACCAGTGAAAGG 100 

MTHFD1 TCAAACCTGGGGCAATAGTC TATGCCACATCACCCACAAC 94 
MTHFD1L CATTTGCCTCCCTCCAGATA GCAAGGCCATGTACTCTGGTAT 87 
MTHFD2 ATGGCCTCCTTGTTCAGTTG GCCATCAACATCCTTGTCTG 89 
MTHFR GCTGACCTGAAGCACTTGAA TCACAAAGCGGAAGAATGTG 97 

MTR ACAGCAGCATCATGGTCAAG TTCTCGGCGAACTCTTTCAT 83 
MTRR TGCTTGTTGGATCTCCTCCT GAGCTTGCACACGAATATGG 97 
NNMT CACTCTGCAGAAAGCCAGATT AATCAGCAGGTCTCCCTTCA 110 
p300 ACAGGCAGGCTTGACTTCTC TTCCCATGGCAGGCTGATTT 113 
SET GGTTCCCGATATGGATGATG ATCCTCATCCCCTTCTTCGT 105 

SHMT1 AAGCTGATCATCGCAGGAAC CCCGTTCTCATCTGCAATCT 81 
SHMT2 CGGGAGATCCCTTACACATTT TACTGCAGCAATGGCATGAT 93 
SIRT1 GTTTTTGCCACCAAATCGTT TCTGGCATGTCCCACTATCA 116 
SIRT3 TCTCTGAGACAGGGAAGGCA GAAGGAGCCTGTGCAGAAGT 96 

TRRAP GGAAGATGCTGAAGGAGTCG CTTTGCAGTCGGAAAACTCC  90 
 

2.5 Western Blot 

As análises de western blot foram realizadas seguindo protocolo descrito em Da Silva 

et al., (2016). Para os ensaios, 100 µg de proteína foram separadas em gel de poliacrilamida 

a 10%, seguido de transferência das proteínas para membranas de difluoreto de polivinilideno 

(PVDF), bloqueio em Blotto (5% leite-desnatado e TBS-T) e incubadas com anticorpos 

primários e secundários específicos. Nesses ensaios foram utilizados os anticorpos primários 

Anti-AHCYL (Cell Signlling - USA) e anti-β-actina (Cell Signaling, USA), incubados por 24 

horas overnight a 4ºC. Os anticorpos secundários conjugados Anti-rabbyt (Cell Signlling - 

USA) foram incubados, por 2 horas. A imunoreatividade dos anticorpos foi detectada através 
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de kit de reação quimioluminescente e exposto em filme de raio-X (ECL – GE Healthcare Life 

Sciences). Para a quantificação relativa dos níveis de proteína, o software Image J 

(http://rsbweb.nih.gov) (SCHNEIDER et al., 2012) foi utilizado, tomando como normalizador 

os níveis proteicos de β-actina. 

 

2.6 Gráficos e análises estatísticas 

Três valores de cada ensaio (triplicata), foram utilizados para as análises, e os gráficos 

foram plotados usando Graph Pad Prism® 5. Os dados são apresentados como média ± 

desvio padrão e as diferenças entre as células sem tratamento (controle) e os demais grupos 

investigados, usando análise unidirecional de variância (ANOVA), seguido pelo teste de 

Dunnett. Quando necessário as análises de Tuckey também foram realizadas e a significância 

foi definida em *p<0,05, **p<0,01 ***p<0,001 e ****p<0,0001. 
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3 Resultados  
3.1 Análise de estudos proteômicos: abordagem de bioinformática e sua validação 
funcional  
3.1.1 Análise proteômica de co-cultura de células hepática sugere indução de pró-
esteatose no modelo celular incubado com ácidos graxos e sugere atuação do miR-
1914-5p em processos epigenéticos. 

A abordagem proteômica qualitativa de alto rendimento baseada na estratégia de 

shotgun foi utilizada para obter uma visão abrangente dos conjuntos de proteínas de cada 

condição celular descrita no item 2.1.  A análise de bioinformática dos resultados, usando os 

algoritmos apropriados para a análise proteômica (item 2.2.3) apontou particularidades na 

expressão de proteínas em cada grupo analisado. Cabe observar, que para todas as análises, 

controles experimentais foram processados nas diferentes condições de cultivo celular. A 

Tabela 2 apresenta os resultados tabulados pelo algoritmo Scaffold 4.3.2 (Proteome Software 

INC., Portland, OR) utilizando o cálculo do FDR – false Discovery rate e Gene Ontology (GO) 

(http://geneontology.org/), que aponta a presença de vários peptídeos, nas análises. Na 

sequência, a tabela 3 apresenta uma lista completa dessas proteínas diferencialmente 

expressas. 

 

Tabela 2. Número total de proteínas apontadas em análises proteômicas nos diferentes grupos 
experimentais investigados. 

Co-culturas Número  

Controle experimental 65 

400 µM AG (2 oleico: 1 palmítico) 252 

400 µM AG + 40 nM miR-1914-5p mimico 500 

400 µM AG+ 40 nM miR-1914-5p inibidor 438 

DMSO (solvente) 581 

Lipofectamina RNAimax 230 

AG = ácidos graxos 

 

Tabela 3. Proteínas identificadas na proteômica com corte igual ou superior a 5 proteínas por condição 
celular. 

Proteínas identificadas (com 
cortes acima de 5 proteínas) 

Gene ID Controle 
400 
µM 
AG 

400 µM 
AG + 40 

nM 
miRNA 
mimico 

400 µM 
AG + 40 

nM 
miRNA 
Inibidor 

60 kDa heat shock protein HSPD1 gi|129379 (+3) 10 9 62 87 
Tubulin alpha-1C  TUBA1C gi|20455322 [3] 65 80 21 32 
Tubulin alpha-1C chain TUBA1C gi|20455322 15 14 10 9 
Tubulin alpha-4A  TUBA4A gi|55977476 2 6 1 0 
Tubulin beta-5 chain TUBB5 gi|56757569 35 62 2 8 
Alpha-enolase ENO1 gi|119339 18 50 12 5 



72 
 

Cluster of M2-type pyruvate kinase  PKM gi|189998 [46] 16 43 6 4 
M2-type pyruvate kinase  PKM gi|189998 (+1) 9 36 1 0 
Annexin 2 ANXA2 gi|113950 (+3) 38 21 8 30 
glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase  GAPDH gi|31645 15 25 10 7 
L-lactate dehydrogenase A chain LDHA gi|126047 (+32) 3 26 5 1 
Heat shock protein HSP 90-beta HSP90B1 gi|17865718 [6] 4 20 12 5 
Heat shock protein HSP 90-beta HSP90B1 gi|17865718 4 18 2 3 
Glucose-regulated protein GRP78 gi|119360 (+1) 0 2 10 2 
Heat shock cognate 71 HSPA8 gi|123648 (+1) 6 11 3 5 
Profilin-1 PFN1 gi|130979 16 19 5 3 
Triosephosphate isomerase TPI1 gi|353526311 (+1) 10 17 5 3 
Transketolase TKT gi|1729976 (+2) 2 26 5 0 
ATP synthase subunit beta ATP5F1B gi|114549 [19] 0 3 39 40 
Vimentin  VIM gi|55977767 [3] 0 10 39 30 
Peptidylprolyl isomerase A 
(cyclophilin A)  PPIA gi|223459776 (+2) 1 16 2 3 
L-lactate dehydrogenase B chain LDHB gi|126041 5 7 7 1 
14-3-3 protein zeta/delta YWHAZ gi|52000887 10 15 3 2 
Cofilin-1 CFL1 gi|116848 6 9 6 5 
Peroxiredoxin-6 PRDX6 gi|1718024 (+1) 3 12 2 1 
Heat shock 70 kDa protein 1B  HSPA1B gi|167466173 (+2) 5 4 5 6 
Annexin A1 ANXA1 gi|113944 3 23 0 11 
14-3-3 epsilon YWHAE gi|1561719 (+1) 2 18 3 3 
Elongation factor 2 EEF2 gi|119172 3 17 1 0 
Peroxiredoxin-1 PRDX1 gi|548453 6 24 2 9 
Phosphoglycerate mutase 1 PGAM1 gi|130348 (+3) 0 18 0 0 
carbamoyl-phosphate synthase  CPS1 gi|1603768567 1 4 10 7 
Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1 gi|92090606 3 11 2 1 
Filamin-B FLNB gi|296434507 [2] 5 3 3 8 
Fructose-bisphosphate aldolase A ALDOA gi|113606 [6] 9 12 4 1 
Phosphoglycerate kinase 1 PGK1 gi|52788229 0 8 2 0 
10 kDa heat shock protein HSPB1 gi|47606335 2 0 11 9 
Annexin A5 ANXA5 gi|113960 1 14 0 0 
Alpha-actinin-4 ACTN4 gi|13123943 [4] 0 0 5 8 
Eukaryotic translation initiation factor 
5A-1 EIF5A gi|54037409 7 3 3 3 
Protein disulfide-isomerase A6 PDIA6 gi|2501205 1 7 4 5 
nucleophosmin isoform 1 NPM1 gi|957949912 0 0 3 6 
CD98 CD98 gi|257051063 0 1 7 14 
Thioredoxin TXN gi|135773 2 3 5 2 
TCP-1-eta TCP1 gi|3041738 0 13 0 0 
T-complex protein 1 subunit zeta TCP1 gi|730922 4 11 0 0 

NME1-NME2 readthrough transcript  
NME1-
NME2 gi|124376250 (+1) 2 7 1 0 

protein disulfide-isomerase 
precursor PDIA3 gi|20070125 (+1) 0 6 5 0 
Myosin-9 MYH9 gi|6166599 4 4 0 0 
Endoplasmic reticulum chaperone 
BiP BiP gi|14916999 1 1 6 1 
Importin subunit beta-1 KPNB1 gi|20981701 0 6 0 0 
14-3-3 protein theta YWHAQ gi|112690 2 7 3 0 
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26S proteasome non-ATPase 
regulatory subunit 13 PSMD13 gi|317373273 (+1) 5 6 0 0 
Glucose-6-phosphate isomerase GPI gi|17380385 0 10 1 0 
Fatty acid synthase FASN gi|269849686 (+1) 0 10 0 0 
Cluster of ADP/ATP translocase 2  SLC25A5 gi|156071459 [5] 0 0 4 6 
Complement component 1 Q 
subcomponent-binding protein C1QBP gi|730772 5 0 3 5 
Macrophage migration inhibitory 
factor MIF gi|1170955 (+1) 0 7 2 1 
Voltage-dependent anion-selective 
channel protein 1 VDAC1 gi|130683 0 0 5 9 
RPS5  RPS5  gi|1494127361 (+1) 0 5 2 3 
Clathrin heavy chain 1 CLTCL1 gi|1705916 (+2) 1 0 1 1 
prohibitin-2 isoform 1  PHB2 gi|221307584 (+2) 0 0 2 9 
lysosome-associated membrane 
protein-2 LAMP2 gi|1195542 (+3) 0 0 6 6 
Malate dehydrogenase, 
mitochondrial MDH2 gi|215274114 0 1 7 5 
histone H4  H4C14 gi|386773 (+1) 0 0 4 10 
Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein K HNRNPK gi|48429103 0 5 1 2 
ribonucleoside-diphosphate 
reductase M1 chain variant RRM1 gi|62897131 1 0 0 0 
Rab GDP dissociation inhibitor beta GDI2 gi|13638228 0 4 0 0 
Prohibitin isoform 1  PHB1 gi|4505773 (+3) 0 0 2 5 
Ubiquitin-like modifier-activating 
enzyme 1 UBA1 gi|24418865 0 0 0 0 
Talin-1 TLN1 gi|81175200 0 6 0 0 
LysR family transcriptional regulator  KARS1 gi|1380301696 0 0 0 7 
Phosphoribosylformylglycinamidine 
synthase PFAS gi|317373541 0 9 0 0 

60S ribosomal protein L6 RPL6 gi|1350762 (+9) 0 1 0 0 
Vinculin VCL gi|21903479 0 0 0 0 
Eukaryotic translation initiation factor 
4 gamma 1 EIF4G1 gi|294862538 0 0 0 0 
Exportin-2 Exportin2 gi|62297557 0 0 0 0 
Cluster of eIF-2-alpha kinase 
activator GCN1 GCN1 gi|296439506 [2] 0 0 0 0 
Pyridoxal kinase isoform 2 PDXK gi|1061899879 (+2) 0 0 0 0 
Serine/threonine-protein 
phosphatase 2A PP2A gi|143811355 0 0 0 0 
eIF3 p47 EIF3A gi|6685511 0 0 0 0 
CAND1 CAND1 gi|67460541 0 0 0 0 
6-phosphogluconate 
dehydrogenase, decarboxylating G6PD gi|20981679 0 0 0 0 
Histone H1.4 H1-4 gi|121919 (+2) 0 0 3 6 

 

 

Considerando-se os resultados, foram adotados critérios para avaliar possíveis rotas 

metabólicas nos quais o miR-1914-5p possa estar modulando. Para isso, o algoritmo DAVID 

(https://david.ncifcrf.gov/) e Panther (pantherdb.org) foram utilizados no agrupamento das 

proteínas em rotas fisiológicas gerais. A Figura 2 apresenta os resultados principais obtidos.  
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Figura 2. Principais rotas fisiológicas apresentadas na análise.  

Assim, considerando-se as rotas metabólicas apontadas e complementares as 

informações de bioinformática, a ferramenta FunRich (FunRich :: Functional Enrichment 

Analysis Tool :: Home), que faz um enriquecimento de dados ômicos para análises funcionais, 

foi utilizado para construção da figura 3. 

 
Figura 3. A - Diagrama de Venn com a sobreposição das proteínas identificadas nas quatro diferentes 
condições investigadas. B – HeatMap dos níveis de expressão das proteínas identificadas na 
proteômica de cada condição investigada. C – Esquema da via glicolítica. D – Esquema simplificado 
da síntese de ácido graxos. 
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Os resultados apresentados apontam que nas co-culturas incubadas com a mistura de 

ácidos graxos (AG) 20 proteínas foram expressas exclusivamente nesta condição, enquanto 

nas células transfectadas com o inibidor ou o mímico do miR-1914-5p, apresentaram 

expressão diferencial de 7 e 1 proteínas, respectivamente. A cultura considerada controle 

experimental não apresentou expressão diferencial / exclusiva de proteínas (Figura 3A). As 

proteínas fosfoglicerato Mutase 1 (PGAM1), fosfoglicerato quinase 1 (PGK1), glicose-6-

fosfatase isomerase (GPI), envolvidas especificamente na metabolização da glicose (DU, 

2022) (Figura 3 C), foram identificadas apenas na condição com AG, assim como a ácido 

graxo sintase (FASN), envolvida no processo de síntese de ácidos graxos (CHENG, 2020) 

(Figura 3D). Esses resultados são esperados, uma vez que o modelo se baseia na indução 

da pró-esteatose, portanto, as vias envolvidas na síntese e acúmulo de TG, assim como a da 

glicose, são esperadas estarem em maior evidência nesta condição. 

Já na condição celular com a transfecção do mímico do miR-1914-5p, foi observada 

expressão exclusiva da proteína de choque térmico A (Hsp70) membro 5 (HSPA5), que é 

pertencente à família das Proteína de Choque Térmico (Figura 3 A), com nível elevado de 

expressão (Figura 3 B). Na mesma condição, outras proteínas também pertencentes a família 

das proteínas de choque térmico fora observada com níveis elevados (Figura 3 B). Esses 

resultados sugerem possível estresse celular pela presença do miRNA.  



76 
 

Diferentemente, na condição com o inibidor do miR-1914-5p, as HSP não 

apresentaram expressões elevadas quando comparadas (Figura 3 B), além disso, foi 

observada a presença exclusiva das proteínas histonas da família H1 e H4,  as quais são 

relacionadas aos processos epigenéticos (ANWAR; RASHID; FAROOQ, 2022), assim como, 

foi observada o aparecimento exclusivo das proteínas proibitina 1  (PHB1) e proibitina 2 

(PHB2) com elevada expressão (Figura 3A, B), atuantes nas atividades internas das 

mitocôndrias e que não foram observadas nas demais condições celulares. Em conjunto, os 

dados observados evidenciam a atuação das moléculas do miR-1914-5p, nos processos 

observados na figura 2, as quais destacam o metabolismo mitocondrial, lipídica, e via do 1C.   

 

3.1.2 Redes de interação proteína-proteína sugerem atenuação da via glicolítica e da 
gliconeogênese após inibição do microRNA1914-5p  

Usando o banco de dados STRING v10.5, construiu-se redes de interação proteína-

proteína (PPI do inglês: Protein-Protein Interaction) a partir de resultados das análises 

proteômicas para estimar possíveis vias moleculares predominantes em cada uma das 

condições de cultivo celular (Figura 4). Para esta análise, utilizamos um score de alta 

confiança (0,700) e um número máximo de 2 interações entre as proteínas, para visualizar as 

interações com maior probabilidade de ocorrência no universo celular. Conforme ilustrado na 

Figura 4 (A, B, C e D), as cores dos nódulos representam as atividades biológicas que cada 

proteína está envolvida, podendo cada uma apresentar mais de uma atividade. Quando 

analisado os resultados obtidos, observa-se forte prevalência de conexão entre proteínas 

relacionadas a processos de acetilação nas quatro condições investigadas. 

Ao observar as condições celulares separadamente, no AG o nível de interação de 

proteínas relacionadas a síntese de glicólise e gliconeogênese apresentaram estimativa de 

interação formando uma rede de conexão entre elas (Figura 4 B), além disso, uma rede 

também foi observada entre as proteínas de choque térmico (HSP). Similarmente, o cultivo 

celular com o mímico do miR-1914-5p, apresentou o mesmo padrão que a condição com AG, 

entretanto sua rede de interação apresentou menor conexão entre as proteínas glicolíticas e 

as HSP (Figura 4 C). Em ambos os tratamentos se observou as proteínas GAPDH, TPI1, 

ENO1 e PKM todas envolvidas na via glicolítica e gliconeogênese, assim como, as HSPD1, 

HSP90B1, HSP90AA1 e HSPA8, envolvidas na reposta ao estresse celular. Portanto, a 

estimativa de interação e conexão proteica da via glicolítica observada em ambas as 

condições (AG e mímico), podem sugerir aumento da metabolização enérgica, e aceleração 

dos processos celulares, e como consequência ativando proteínas de choque térmico, os 

quais podem estar ocorrendo por uma resposta da perturbação no metabolismo ocasionada 

pela presença do AG e do miRNA. 
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Diferentemente, o cultivo celular com o inibidor do miR-1914-5p apresentou baixa 

interação entre as proteínas relacionadas a síntese glicolítica, não formando uma rede de 

interação (Figura 4 D). Entretanto, mesmo a conexão da via glicolítica apresentar atenuação 

com a presença da molécula do inibidor, proteínas chaves para o metabolismo de energia 

continuam presentes e interligadas pelo GAPDH, Enolase 1 e MDH2, evidenciando 

continuidade na atividade do metabolismo energético (SHEN et al., 2015). Esses dados 

sugerem continuidade da atividade metabólica energética no inibidor e possível atenuação da 

perturbação celular ocasionada pelos processos pró-esteatótico.  

 
Figura 4. Esquemas ilustrativos de possíveis interações proteína-proteína de grupos representativos 
de cada uma das condições investigadas nas análises proteômicas. A – Grupo controle. B – Grupo 
tratado com 400 µM de ácidos graxos (AG). C – Grupo transfectado com 40 nM de molécula 
mimética/mímica e tratado com 400 µM AG (400 µM AG + 40 nM mímica). D – Grupo transfectado com 
40 nM de molécula inibidora e tratado com 400 µM AG (400 µM AG + 40 nM inibidor).  
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3.2 Validação dos resultados proteômicos no modelo celular de co-cultura 

3.2.1 Níveis de acetilação de histonas H3 e H4 aumenta na presença de AG e não 
apresenta modulação pelo miR-1914-5p.  

Para investigar e validar os resultados correlatos aos processos epigenético 

modulados pelo miR-1914-5p e sugeridos pelas análises proteômicas, ensaios bioquímicos e 

moleculares foram realizados. Para isso os níveis de acetilação de histonas H3 e H4 foram 

quantificados (Figura 5 A). Os resultados apontaram que os níveis de acetilação das histonas 

H3 e H4 aumentaram, em relação a condição controle experimental, na presença de AG (17% 

e 64%, respectivamente, para H3 e H4). Já nas células transfectadas com mímico e inibidor 

do miR-1914-5p, a acetilação da H3 não apresentou diferenças em relação a condição 

controle, enquanto os níveis de acetilação da histona H4 reduziu em ~65% para ambas as 

condições de transfecção (Figura 5 A). Embora os índices da acetilação tenham reduzidos, 

esses resultados sugerem a não interferência diferencial das moléculas mímicas e inibidora 

do miRNA nesses mecanismos, uma vez que não houve diferença entre as células 

transfectadas com essas moléculas. Entretanto é possível que a presença ou a inibição do 

miRNA possa estar modulando vias secundárias e indiretamente modulando a acetilação da 

histona H4. É necessária uma investigação mais ampla dos mecanismos de atuação deste 

miRNA para de fato compreender as vias paralelas que está molécula pode regular e 

secundariamente modular atividades metabólicas. 

C D 
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Figura 5 – Análise epigenética de acetilação. A – Níveis de acetilação de histona H3 e H4. B – Heat 
map do nível de expressão de genes atuante na via de acetilação 

 

Para complementar a análise, genes principais nos processos de acetilação, como 

p300 e Histona acetiltransferase 1 (HAT1) foram analisados e seus níveis transcricionais 

foram significativamente elevados nas três diferentes condições (AG, mímico e inibidor) com 

49%, 80% e 52% respectivamente, a mais que o controle. Embora este resultado corrobore 

com o aumento da acetilação no cultivo com AG, o mesmo não foi observado para os as 

condições com mímico e inibidor do miRNA, uma vez que a acetilação foi reduzida e em 

ambos e os genes encontravam-se elevados. Entretanto, o aumento significativo nos níveis 

transcricionais da sirtuina 1 (SIRT1) (~2x inibidor) e da histona decetiltransferase 2 (HDAC2) 

(~9x a mais no mímico e ~6x a mais no inibidor), responsáveis pela deacetilação de histonas, 

em ambos os genes (Figura 5 B), pode justificar os índices de acetilação reduzido nesta 

condição. É possível que o aumento da HDAC2 seja uma resposta pelo aumento de HAT1, 

devido aos níveis elevados de acetilação (ARIAS-ALVARADO et al., 2020). Ainda, o nível 

elevado das deacetiltransferases pode ter ocorrido mecanisticamente por indução da 

presença do AG nas condições, para controlar/amenizar a acetilação que apresentou 
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aumento com a adição de AG. Contudo, os resultados observados não apresentam 

modulação pela presença e/ou inibição do miR-1914-5p, nas atividades de acetilação.  

 

3.2.2 Inibição do miR-1914-5p apresenta atenuação da condição pró-esteatose do 

modelo de co-cultura por possível atuação na via do 1C. 

Para analisar outros mecanismos epigenéticos, elementos correlatos aos processos 

de metilação foram avaliados. Inicialmente foi quantificado os níveis de SAM e SAH, dos quais 

apenas SAH apresentou aumento significativo nas três condições celulares (AG, mímico e 

inibidor com 28%, 20% e 24%, respectivamente) frente ao controle, mas sem diferença entre 

eles (Figura 6 A). Esse resultado evidência que a modulação está acontecendo pela presença 

dos Ags e não por atuação e/ou ausência da molécula de miR-1914-5p. Entretanto, ao analisar 

os índices de metilação global do DNA no cultivo com AG, este apresentou redução de ~60% 

do nível de metilação quando comparado ao controle, diferente das condições com a molécula 

mímica e inibidora do miR-1914-5p que não apresentaram alterações significativas (Figura 6 

B). Em paralelo, o nível de metilação das histonas H3/K4, também foram observadas e na 

condição com AG houve um aumento significativo de metilação da histona H3/K4 de ~16% 

frente ao controle (Figura 6 B). Os cultivos celulares com mímico e inibidor do miR-1914-5p 

também não apresentam alterações significativas na metilação das histonas H3/K4. Esses 

dados em conjunto, sugerem que a presença do AG está modulando os níveis de metilação. 

Para complementar esta análise, os níveis transcricionais dos genes atuantes nos 

processos de metilação e ciclo do carbono foram analisados (Figura 6 C). Na condição com 

AG, o gene MAT2A se destacou por seu aumento transcricional significativo de ~20 vezes 

mais que o controle. Este gene é conhecido por substituir a expressão do gene MAT1A no 

fígado em condições de estresse, rápido crescimento e diferenciação celular (LU; MATO, 

2005). Esses dados corroboram com nossos resultados, uma vez que o gene MAT1A 

apresentou redução da sua transcrição na condição com AG, sugerindo desequilíbrio nos 

processos moleculares nesta condição. Similarmente, o cultivo com o mímico do miR-1914-

5p, apresentou aumento transcricional significativo do MAT2A (~20x) frente ao controle, 

enquanto o gene MAT1A, também foi reduzido. Além disso, foi observado o aumento 

transcricional significativo de MAT2B (~6x) frente ao controle na condição com o mímico. Este 

gene controla a atividade de MAT2A, e ambos são expressos em tecidos extra-hepáticos 

como células não parenquimatosas do fígado (por exemplo, células estreladas hepáticas e 

células de Kupffer) (LU; MATO, 2005). Além disso, a expressão em conjunto desses genes 

ocorre em múltiplas doenças hepáticas durante o crescimento e diferenciação celular 

(MURRAY et al., 2019). Esses dados evidenciam aumento da perturbação celular com a 

presença do mímico do miR-1914-5p em condições de pró-esteatose. 
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Diferentemente, na condição com o inibidor do miR-1914-5p, embora o nível 

transcricional do gene MAT2A esteja significativamente aumentado (~4x) frente ao controle, 

o gene MAT1A surpreendeu com um aumento transcricional significativo de ~28 vezes a mais 

que o controle. Esse resultado pode sugerir possível tentativa da recuperação do equilíbrio 

celular pelo aumento do gene MAT1A após inibição do miR-1914-5p. Juntamente com esse 

resultado, os genes BHMT2, MTHFD2 e MTR, também apresentaram níveis transcricionais 

significativamente elevados (~4x, ~10x e ~10x, respectivamente). Além destes, o gene 

AHCLY também surpreendeu com seu alto nível transcricional significativo de ~19x mais que 

o controle. Ainda os níveis proteicos deste gene que não foram observados na condição 

mimica foi observada a recuperação da expressão na condição com o inibidor (Figura 6 E). 

Esses resultados reforçam que a inibição do miR-1914-5p esteja influenciando o aumento 

transcricional de genes atuantes na via do 1C, evidenciando tentativa molecular da célula de 

recuperar o equilíbrio nas condições de pró-esteatose.  

 

3.2.3 Inibição do miR-1914-5p reduz GSH por possível utilização para o equilíbrio da 
célula. 
 Com o aumento do ACHY, tanto transcricional quanto proteico, foi investigado o índice 

de GSH proveniente da via da transsulfuração (Figura 6 F), uma vez que o AHCY é 

responsável pela produção de homocisteína, o principal substrato para ativação desta via. 

Entretanto, os índices de GSH, foram reduzidos em 70% após adição de AG e 80% após a 

adição do miRNA-1914-5p, já o inibidor do miR-1914-5p não apresentou índices de GSH 

(Figura 6 D). Quando observado o índice transcricional do gene CBS, responsável pela 

conversão da homocisteína em cistationina o primeiro produto do início da via da 

transsulfuração, seus índices apresentaram-se elevados nas três diferentes condições: AG 

(~1x), mímico (~5x) e inibidor (~6x) a mais, quando comparados ao controle (Figura 6 C). 

Esses dados sugerem que pode não ter ocorrido uma inibição da via da transsulfuração mas 

sim sugerir que a inibição do miR-1914-5p, pode ter aumentado/facilitado o consumo 

exacerbado da molécula GSH, uma vez que esta é essencial para o potencial redox da célula. 

Entretanto, em complementaridade ao analisarmos a transcrição gênica, o gene MTR, 

também responsável pela captação da homocisteína e sua conversão em metionina, 

apresentou aumento significativo na condição com o inibidor do miRNA. O gene MTR 

aumentou ~10 vezes mais sua transcrição que o controle e ~6 vezes mais que a condição 

com AG (Figura 6 E). Esta observação do aumento do MTR em conjunto com o possível uso 

exacerbado do GSH, pode explicar a ausência da molécula de GSH na condição com o 

inibidor do miR-1914-5p.  

Contudo, em conjunto os resultados observados na condição com o inibidor mostraram 

atenuar os desequilíbrios celulares observados em condição de pró esteatose do modelo 
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celular, ao comparar a sua similaridade de resultados com a condição controle, o que pode 

sugerir a utilização imediata do GSH, pela biotransformação de resíduos tóxicos e do estresse 

oxidativo causado pela presença da mistura de AGs. Os níveis intra e extracelulares de GSH 

são determinados pelo equilíbrio entre sua produção, consumo e transporte e devido às 

importantes funções fisiológicas do GSH, esses processos são fortemente regulados. As 

atividades das enzimas envolvidas no metabolismo do GSH são controladas nos níveis 

transcricional, translacional e pós-traducional (AQUILANO et al., 2014), cabendo, portanto, 

uma avaliação mais detalhada de todas as etapas. Futuras análises em modelos 

translacionais poderão comprovar tais observações. 
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Figura 6. Análise epigenética dos processos de metilação. A – Níveis de SAM e SAH. B – Nível de 
metilação global do DNA e nível de metilação de Hitonas H3-K4. C – Nível de expressão dos genes 
atuante na via da metilação e transsulfuração. D – Nível de GSH. E – Western Blot. F – Via do 1 
elaborada pela autora da tese utilizando como base o artigo de CLARE et al., 2018. 
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4 Discussão 

A busca pela compreensão molecular da DHGNA tem cada vez mais ganhado 

protagonismo na área, uma vez que a elucidação completa de seus mecanismos pode apoiar 

no desenvolvimento de terapias e/ou medicamentos específicos para o tratamento desta 

doença. Com isso, a junção de esforços sustentáveis pode contribuir para a descoberta de 

candidatos biomarcadores no diagnóstico e/ou prognóstico da DHGNA, assim como seu 

tratamento. Recentemente, a análise proteômica tem ganhado força e sido considerada uma 

ferramenta valiosa e aliada para a compreensão molecular de diversas doenças (ZHANG, 

2022), e neste contexto, o uso de modelos celulares in vitro em co-cultura tem se mostrado 

eficientes para o estudo do fígado gorduroso, por mostrarem resultados similares aos 

encontrados em ensaios e análises do metabolismo humano de acúmulo de gordura, já 

conhecidos desta doença (BARBERO-BECERRA et al., 2015; XIAO et al., 2022; RAMOS et 

al., 2023 - dados ainda não publicados). No presente estudo, buscou-se validar resultados 

analisados pela proteômica qualitativa das quatro diferentes condições do modelo celular de 

co-cultura (Controle, 400 µM de FA, 40 nM de mímico do miR-1914-5p + 400 µM de FA e 40 

nM Inibidor do miR-1914-5p + 400 µM de FA) para oferecer uma visão das nuances função 

hepática a nível de proteína com AG e sua relação com o miR-1914-5p. Este estudo visou 

compreender a modulação molecular de condições pró-esteatótica na presença e ausência 

do miRNA, assim como, identificar proteínas chaves que potencialmente regulam ou modulam 

processos que favorecem o estabelecimento da DHGNA. Além disso, dados proteômicos, 

assim como a validação destas análises a nível molecular podem fornecer informações úteis 

para pesquisadores interessados na biologia molecular do fígado em condições de pró-

esteatose.  

As análises proteômicas apresentaram diferentes classes de proteínas expoentes em 

cada um dos tipos do modelo celular (Figura 3 A,B). O modelo celular com ácidos graxos (AG) 

foi responsivo as características de pró-esteatótica visto que proteínas atuantes no 

metabolismo de lipídios e de AG foram aumentadas, assim como proteínas relacionadas a 

gliconeogêneses (Figura 3 C, D). Este resultado é esperado, uma vez que o modelo celular 

foi induzido a esteatose pelo aumento da disponibilidade de AG. A DHGNA pode resultar do 

desequilíbrio entre o aumento da AG disponíveis e aumento da síntese e captação hepática 

dos ácidos graxos livres (AGL), que leva ao acúmulo excessivo destas moléculas nos 

hepatócitos (DONNELLY, 2005; KWANTEN, 2014; BESSONE; RAZORI; ROMA, 2019). 

Ainda, com relação ao modelo celular, estudos realizados por JOSHI-BARVE et al. (2007) e 

por GARCÍA-RUIZ et al. (2015), utilizando células HepG2 imortalizada, os autores 

conseguiram o fenótipo de esteatose crônica benigna, utilizando a junção de dois tipos de 

ácidos graxos, o ácido palmítico (PA) e ácido esteárico (SA), uma vez que, o uso de um único 
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AG, já foi relatado como insuficiente para induzir alterações metabólicas em células (PÉREZ-

CARRERAS, 2003). Esses resultados reforçam o potencial do uso do nosso modelo celular 

pró esteatótico, uma vez que, ao utilizarmos a junção de dois AG, levou a perturbação de vias 

fundamentais para o metabolismo do fígado (PÉREZ-CARRERAS et al., 2003), as quais, 

quando desequilibradas levam ao desenvolvimento da DHGNA (ADNAN, 2021).  

No presente estudo, a presença de altas concentrações do miR-1914-5p nas células 

sob condições de pró-esteatose, favoreceram o aumento expressivo das proteínas de choque 

térmico (Figura 3 B), as quais, são fundamentais em situações de perturbação e estresse 

celular (YUN et al., 2020). Nesta mesma condição, se destacou a expressão da HSP5 (Figura 

3 A), membro das proteínas que são reguladas pela glicose (GAWRIEH, 2010) e atua como 

um sensor de estresse para o retículo endoplasmático (RE) (NI, 2007), o que sugere possível 

perturbação do RE nesta condição.  Em estudos realizados pelos autores KOO et al., 2021 

sugeriram que o estresse do RE está clinicamente associado à progressão da DHGNA, por 

impulsionar a doença para o avanço do tecido adiposo, fase hepática para inflamação ou 

fibrose. Portanto esses dados sugerem a possibilidade da presença do miR-1914-5p estar 

impulsionando o avanço de condições pró-esteatóticas em cultura celular (SMITH, 2004; 

MIOZZO, 2015; MARINOVA, 2011; FRITAH, 2009). Conjuntamente, no processo de metilação 

do DNA, a presença do miR-1914-5p, conduziu a um aumento na expressão gênica do gene 

MAT2A (Figura 6 C). A expressão deste gene já foi relatada por levar a diminuição do nível 

de SAM em células estreladas hepáticas, promovendo assim a ativação dessas células 

(WANG et al., 2019). Esses dados reforçam a possível atuação do miR-1914-5p na 

progressão do estado pró-esteatótico, uma vez que o desequilíbrio da metilação global do 

DNA já foi associado a progressão da DHGNA para a forma mais complexas das condições 

patológicas do fígado em estudos de metiloma e transcriptoma (SODUM et al., 2021). 

Diferentemente, no modelo celular com a molécula inibidora do miR-1914-5p, a 

inibição apresentou possivelmente atuar no controle e/ou reversão da desorganização celular, 

colaborando com o estabelecimento da homeostasia nas atividades celulares. Para se chegar 

a esta análise, alguns pontos foram observados na condição com a inibição do miRNA, que 

possivelmente podem ter levado a recuperação do equilíbrio da célula, dentre eles o 

aparecimento de proteína PHB1 e 2 (Figura 3 A), sugerindo presença das atividades 

mitocôndrias. Ambas as proteínas atuam na membrana interna da mitocôndria formando um 

grande complexo multimérico, conhecido como o complexo PHB, que protege proteínas 

recém-importadas das degradações por proteases mitocondriais, além de promover a síntese 

de proteínas mitocondriais, manter a organização e o número de cópias de DNA mitocondrial 

(BARBIER-TORRES; LU, 2020). Além disso, não se pode descartar a possibilidade da 

atuação do miR-1914-5p sobre mRNAs envolvidos no metabolismo do fígado, principalmente 
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mRNAs pertencentes a via do 1 carbono (Figura 6 F). Essa associação se baseia na presença 

de possíveis regiões de interação entre o miR-1914-5p e mRNAs das rotas metabólica do 1 

carbono observadas anteriormente. Diante do contexto, ao analisar os efeitos fisiológicos e 

metabólicos na condição com o inibidor do miR-1914-5p, os genes de MAT1A, MTR, MTHFD2 

e AHCYL foram significativamente expressos (Figura 6 C). Em conjunto, a expressão proteica, 

da proteína AHCYL apresentou redução na condição celular mímica e aumento significativo 

da expressão após a inibição do miR-1914-5p (Figura 6 E). Esses dados podem sugerir 

possível regulação desse gene por atuação do miR-1914-5p, uma vez que, em análise ao 

banco de dados TargetScan human 8.0, foram encontrados 2 putativos sítios de ligação do 

AHCYL com miR1914-5p, o que reforça a hipótese de possível atuação do miRNA sobre este 

gene. Portanto, a inibição do miRNA pode levar a recuperação eficiente da expressão do 

AHCYL e suas atividades no metabolismo hepático na via do 1C. Juntamente com esse 

resultado, houve o aumento significativo da expressão transcricional do gene MTR nesta 

condição (Figura 6 C), o qual capta a homocisteína para sua transformação em metionina, 

reforçando continuidade na atividade da via do 1C (Figura 6 F). Esses dados corroboram, 

quando analisado os níveis de metilação global do DNA, assim como o de metilação de 

histonas H3/K4, que apresentaram similaridades ao controle, juntamente com os níveis de 

SAM e SAH (Figura 6 B), que não apresentaram alterações, sugerindo estabilidade quanto ao 

ciclo do 1C e de metilação na condição com o inibidor do miRNA. Curiosamente, a produção 

de GSH foi inibida ou consumida exageradamente nesta condição (Figura 6 D). O GSH é 

considerado o mais importante tampão redox celular e o principal defensor contra o estresse 

oxidativo (VAIRETTI ET AL., 2021). Está molécula também está associado a via do 1C, uma 

vez que sua produção acontece na via da transsulfuração, anexa e dependente da 

homocisteína produzida no ciclo do carbono (Figura 6 F). Entretanto, em nossos estudos foi 

observado uma redução exacerbada de GSH na condição com inibidor. Os autores VAIRETTI 

et al., 2021 associam essa resposta à uma rápida ativação do sistema antioxidante para 

proteger a célula. Além disso, está molécula muda rapidamente, e possui uma meia vida de 

2-3h (LU, 2020). Portanto, é possível que no presente estudo o consumo imediato da molécula 

GSH foi em resposta ao estresse celular ocasionado pelo AG, assim como a inibição do 

miRNA pode ter facilitado a utilização desta molécula para auxiliar no equilíbrio redox da 

célula. Embora as hipóteses citadas necessitem de maiores esclarecimentos, os resultados 

em conjunto observados, sugerem tentativa recuperação da homeostasia do metabolismo 

hepático após a inibição do miR-1914-5p em células em condições de pró-esteatose. E 

análises futuras e mais detalhada de todas as etapas, juntamente com modelos translacionais 

poderão comprovar tais observações. 
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5. Conclusão 

Em conclusão, os ácidos graxos adicionados no tratamento celular induziram ao perfil 

pró-estatótico no modelo celular por perturbação nas vias do metabolismo energético e 

síntese de lipídios. A condição com mímico do miR-1914-5p apresentou aumentar a 

perturbação do equilíbrio celular por favorecer o aumento de proteínas de choque térmico e 

HSP5, uma proteína sinalizadora de estresse do retículo endoplasmático. Ainda na condição 

com a molécula mimética do miRNA, observou-se indício de progressão da DHGNA por 

possível diminuição do gene MAT1A, associado ao aumento de MAT2A e MAT2B, os quais 

são expressos em condições patológica no fígado.  

Contrariamente, na condição com o inibidor do miR-1914-5p, foi observada atenuação 

nos processos pró-esteatótico por modelar mecanismos chaves como o ciclo do 1 carbono. 

Nesta condição foi observado aumento dos níveis transcricionais de genes pertencentes a via 

do 1C, tais como MAT1A, MTR, MTHFD2 e principalmente o AHCYL, que se observou 

significativamente expresso de forma transcricional quanto proteico, o qual é essencial para a 

ativação da via da transsulfuração.  Esses resultados corroboram, uma vez que na condição 

inibidora houve consumo exacerbado de GSH, que apresentou proporcionar/facilitar o 

consumo dessa molécula produzida na via da transsulfuração. Em conjunto, a modulação 

destas vias chaves pela inibição do miR-1914-5p, podem ter contribuído para a recuperação 

do equilíbrio e homeostasia da célula. Entretanto, estes resultados necessitam de maiores 

investigação e esclarecimentos para de fato compreender a atuação do miR-1914-5p na via 

do 1C e transsulfuração. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS  

O desenvolvimento das doenças hepáticas gordurosas não alcóolicas possui alta 

complexidade, entretanto os esforços científicos para compreender de fato o seu 

desenvolvimento podem fornecer esclarecimentos para sua definitiva compreensão. Em 

nossos estudos observamos que as particularidades dos indivíduos, como a genética e etnia 

podem ter forte influência no desenvolvimento e na progressão da DHGNA. Juntamente com 

essas características individuas, o estilo de vida tem se despontado como um forte promotor 

e potencializador, principalmente por modular os processos epigenéticos.  

Neste trabalho, foram também avaliados aspectos da atuação funcional do miR-1914-

5p em modelo pro-esteatose, correlatos a via do 1 C e a processos epigenéticos, do qual foi 

observado que a redução do miR-1914-5p, ou seja, a inibição desta molécula, apresentou 

atenuar o desequilíbrio ocasionado pela presença do óleo no modelo celular. Esses resultados 

foram observados ao adicionar a molécula inibidora na condição celular de pró-esteatose, do 

qual apresentou aumento transcricional de genes atuantes na via do 1C que possivelmente 

proporcionou continuidade e equilíbrio as atividades metabólicas da via e como consequência 

equilíbrio na produção de SAM e nos processos de metilação. Ainda, a inibição do miR-1914-

5p, também apresentou facilitar/aumentar o consumo exacerbado da molécula de GSH, que 

pode ter levado a um aumento do equilíbrio redox da célula e contribuído para a homeostasia 

da célula em condições de pró-esteatose. É importante salientar que a via da produção de 

GSH, é uma via dependente da via do 1C, e, portanto, a inibição do miR-1914-5p, apresentou 

modular vias chaves que podem ter proporcionado equilíbrio as atividades metabólicas das 

células em condições de estresse proporcionado pela presença dos ácidos graxos. 

Entretanto, é necessário aprofundamento da compreensão e estudo desta interação, para se 

elucidar de fato o papel do miRNA nestas vias, assim como no desenvolvimento da DHGNA. 
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ANEXO 

A seguir é apresentado um artigo realizado em paralelo estudos paralelos realizados 

durante o desenvolvimento desse trabalho de doutoramento, os quais possibilitaram a 

construção do artigo apresentado a seguir.  Este artigo, também está associado a estudos de 

mecanismos pro-pesteatóticos que subsidiam o estabelecimento da DHGNA, entretanto o viés 

do desenvolvimento desta condição são os agrotóxicos. Uma vez que as doenças hepáticas 

gordurosas não alcoólicas são ocasionadas por desequilíbrio metabólico no fígado que levam 

ao acúmulo exagerado de gordura nos hepatócitos, está condição também pode ser 

desencadeada pelos agrotóxicos, os quais são nocivos à saúde. Os agrotóxicos são 

encontrados principalmente nos alimentos e meio ambiente, o que torna este agente um fator 

preocupante, uma vez que a alta demanda populacional tem cada vez mais acelerado a 

produtividade e neste contexto levado ao aumento dos agrotóxicos na agricultura. Contudo, é 

possível que futuramente o aumento dos casos de DHGNA no mundo alcance proporções 

além do estipulado pelos estudos estatísticos. Portanto, o artigo a seguir, teve como objetivo 

investigar os efeitos do fitossanitário Fipronil em células HepG2, a fim detalhar os efeitos do 

produto químico no metabolismo lipídico e abordar possíveis opções terapêuticas para o 

tratamento induzido por pesticidas. 

Para este estudo, foi utilizado cultura de célula HepG2 e adição do fitossanitário 

Fipronil em 3 diferentes concentrações. Estas condições celulares foram submetidas a 

ensaios bioquímicos de mensuração do nível de triglicerídeos e glicose, assim como, foi 

utilizado a metodologia de microscopia de fluorescência para complementar a análise de 

quantificação de triglicerídeo acumulado na célula. Ainda, com o método de microscopia de 

fluorescência, foi analisada a atividade de β-oxidação das células. Para complementar todas 

essas análises, a quantificação da transcrição gênica dos genes chaves dos processos 

metabólicos citados, também foram analisados.  

Neste trabalho foi observado que o fitossanitário Fipronil se despontou como 

perturbador da homeostasia da célula e promotor do acúmulo de lipídios por alterações 

moleculares nas vias lipídicas e lipogênese de novo. Esse resultado sugere o favorecimento 

do desenvolvimento de DHGNA pelos efeitos do fitossanitário e os detalhes do 

desenvolvimento deste trabalho encontra-se no artigo que está a seguir anexado e que foi 

submetido para a revista: Journal of Biochemical and Molecular Toxicology. 
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