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RESUMO

O carcinoma hepatocelular ou hepatocarcinoma € um dos tipos mais comuns de cancer
no mundo e o com maior taxa de mortalidade devido ao seu diagndstico tardio. Novas terapias
envolvendo o controle da sintese de acidos graxos € uma potencial estratégia contra a
tumorigénese e a progressdo tumoral, visto que alteragdes no metabolismo de lipideos podem
limitar a proliferacdo de células cancerigenas, assim como uma dieta rica em gorduras pode
favorecer doencas que acometem o figado e até estimular a metastase de alguns canceres.
Pequenas moléculas, como 0s microRNAs, podem ser usadas como controladoras desse
metabolismo e possibilitam o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Assim sendo,
esse estudo avaliou os efeitos moleculares e celulares do miR-1914-5p em culturas celulares
hepéticas, Hep G2 e SK-HEP-1, no que tange o seu papel no metabolismo de lipideos e a
consequéncia das alteragcdes nessa via para a migracao das células. Para isso, foram realizados
ensaios de PCR quantitativa e Western Blot para moléculas correlatas ao metabolismo lipideo,
marcacdo de acidos graxos por microscopia de luz e fluorescéncia, além da quantificacao desses
por cromatografia gasosa acoplada a um espectometro de massa. Também foram realizados
ensaios de analise de proliferacdo e migracdo celular, como o ensaio da ferida e da gota de
agarose. Os resultados mostraram que altos niveis do miR-1914-5p causaram regulacdo da
expressdo génica e altos niveis proteicos da Malonil-CoA Descaboxilase e da Acido Graxo
Sintase. Por consequéncia, um numero elevado de goticulas lipidicas e aumento de acidos
graxos foram observados. Esses resultados combinados com a alta expressdo de Lipina 1
sugerem correlacdo do miR-1914-5p e o acimulo de gordura em células de hepatocarcinoma.
Por outro lado, a inibicdo do miR-1914-5p parece ter efeito reverso, causando possivel ativacéo
da via de B-oxidacdo caracterizado pela auséncia de goticulas lipidicas e alta expresséo de
Acetil-CoA Carboxilase . Também foi observado um possivel estresse metabolico perante a
inibicdo miR-1914-5p. Esses dados sugerem o potencial modulatério do miR-1914-5p sobre o
metabolismo de lipideos em céancer de figado.

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



ABSTRACT

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

metabolism in liver cancer.

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

1.1 Hepatocarcinoma: um painel geral

O figado, a maior glandula interna e o segundo maior érgdo do corpo humano,
desempenha papel enddcrino e exdcrino, sendo responsavel por fungdes importantes no
organismo, como: regulacdo do metabolismo de lipideos, armazenamento de vitaminas A,
B12, D e E, armazenamento e liberacdo de glicose, processamento de drogas e hormonios,
desintoxicacdo do organismo, entre muitas outras (LEE et al, 2016; HALL, 2017).
Histologicamente, as células hepéticas sdo divididas em dois grandes grupos: células
parenquimatosas (hepatocitos) e células ndo parenquimatosas (células endoteliais sinusoidais,
células fagocitarias de Kupffer, células estreladas hepéticas) (BATALLER, 2005;
VODOVOTZ, Y. et al., 2017). Os hepatdcitos correspondem a 70% - 80% da composi¢do do
figado de um mamifero adulto e se caracterizam como células parenquimatosas, altamente
diferenciadas e que, raramente, se dividem. O estresse causado por diferentes agentes, entre 0s
quais a exposicdo a virus e a agentes quimicos hepatotoxicos como a aflatoxina 1, causam
alteracbes metabdlicas e/ ou mutaces nas células hepéticas, que desencadeiam inflamacGes
cronicas no figado. A persisténcia da sinalizacdo deletéria agrava a intensidade das doengas
hepaticas, 0 que pode levar a hepatocarcinogénese (DE JESUS, 2000; DE MARTEL, C. et al.,
2015). E interessante notar que a inducdo a hepatocarcinogénese néo ocorre no figado sadio,
portanto, a ingestdo abusiva de alcool, a obesidade, a esteatose hepética e a cirrose sdo
agravantes ao quadro (CARRILLO et al., 2015).

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

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

desenvolvimento de possiveis tratamentos para essa patologia.

1.2 Metabolismo de lipideos como alvo de terapias contra canceres

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

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

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

O primeiro passo da sintese de novo é a formacdo do malonil-CoA pelo acetil-CoA,
que sera catalisada pelas enzimas ACC1 e acetil-CoA carboxilase p (ACC2). E interessante
apontar que a ativacdo de ACCL1 é estimulada pela insulina e a malonil-CoA resultante de sua

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

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

Uma das formas mais simples dos lipideos, construidos a partir de AG, sdo 0s
triglicerideos. Eles podem ser armazenados em grandes quantidades pelas células e sdo
utilizados pelo corpo para, principalmente, fornecer energia para varios processos
metabdlicos. Alguns lipideos como colesterol, fosfolipideos e derivados sdo utilizados pelo
corpo para realizar outras fungdes intracelulares (NELSON, 2014). Entretanto, o acumulo
excessivo de triglicerideos e AG no figado séo caracteristicas de alteracfes metabolicas, que
acarretam em doencas hepaticas, como as esteatoses hepaticas (SZABO, 2013). O acumulo
de gordura no figado indica uma série de condicbes patofisiol6gicas (WU, 2016) podendo
iniciar com uma simples esteatose (acumulo de gordura > 5% nos hepatdcitos) e se
desenvolver em necroinflamacdo e fibrose e, em alguns casos, em cirrose e HCC (KATSIKI,
2016).

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

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

Além disso, muitas evidéncias indicam que a anormalidade no metabolismo de
lipideos esté relacionada com o HCC. E interessante apontar que alteracdes no metabolismo
de AG podem limitar a proliferacdo de células cancerigenas pelo bloqueio da sintese de AG,
aumento da taxa de degradacdo de AG, aumento do armazenamento de AG em triglicerideos
neutros ou diminuicdo da disponibilidade de AG para armazenamento (CURRIE et al., 2013).
Vaérios estudos realizados com paciente obesos, diabéticos e com esteatose hepética sugerem
gue o aumento da concentracdo de lipideos no figado e a resisténcia a insulina promovem a
ativacdo de uma resposta inflamatoria. A ativacdo dessa via em hepatdcitos contribui para o
desenvolvimento do HCC (PARK et al., 2010; CALVISI et al., 2011; LEE et al., 2016).
Yizhak et al (2014) demonstraram, pelos seus estudos realizados com culturas celulares, uma
forte correlacdo entre o crescimento tumoral e 0 metabolismo lipidico. Nesta pesquisa foram
utilizados dados de expressdo de genes para criar modelos de fendtipos metabolicos de 60
diferentes tipos de células cancerigenas. Os autores utilizaram esse modelo para demonstrar o
qudo rapido essas células cancerigenas podem se dividir, além da resposta das celulas ao
tratamento com medicamentos. Os experimentos demonstraram que a enzima MLYCD induz
um efeito seletivo de crescimento celular, quando testado tanto em leucemias quanto em
linhas celulares de céancer renal. Dessa maneira é justificavel a realizacdo de estudos que

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

1.3.1 miRNAs como Moduladores do Equilibrio Celular: Biossintese e Fungao

MicroRNAs (miRNAs) sdo provavelmente a classe de pequenos RNAs néo
codificadores mais extensamente estudada. Sao caracterizados por possuirem comprimento de
18 a 24 nucleotideos e por regularem a expressdo génica através da ligacéo sitio especifica
com a por¢ao 3’UTR de RNAs mensageiros (mMRNA), induzindo a degradagao ou o bloqueio
da traducéo de seu alvo dependendo do nivel de complementaridade dessa ligacdo (LEE et al.,
1993; WIGHTMAN et al., 1993; KROL, 2010). Um Unico miRNA pode regular mais que
apenas um mMRNA e um mRNA pode ser regulado por mais que um miRNA.

Esses miRNA podem ser transcritos pela RNA polimerase Il ou Il por duas vias, a
canonica e a ndo-canonica (Li, 2014) (Figura 2). Os miRNA candnicos sdo transcritos em um
RNA longo, com um cap-5’ e poliadenilado de estrutura hairpin denominado miRNA
primario (pri-miRNA) que € digerido pelo complexo RNase 111 Drosha e Di George syndrome
critical region 8 (DGCR8) em uma sequéncia hairpin de miRNA precursora (pre-miRNA). Os
miRNAs da via ndo-canbnica (mirtrons) representam 50% dos miRNAs de mamiferos e
diferem da biogénese anterior por ndo serem digeridos pela Drosha-DGCRS8. Eles estdo
localizados em introns curtos e o pre-miRNA é gerado pela maquinaria de splicing. O pre-
miRNA de ambas as vias é exportado para fora do nucleo pelo complexo Exportin-5-Ran-—
GTP. No citoplasma é clivado em uma sequéncia de miRNA dupla fita pela enzima DICER,
que é parceira de TRBP e da proteina Argonauta 2 (AGO2). A dupla-fita é cortada por
helicases e o mMIRNA maduro acompanhado de AGO € acoplado no complexo
ribonucleoproteico funcional RNA indutor de silenciamento (RISC) que media a ativagdo do
miRNA (KIM, 2009). A biogénese dos miRNAs é extremamente controlada, e perturbacdes
nessas vias podem alterar os niveis de miRNA, que sdo mecanismos encontrados em diversas

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

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

1.3.2 Terapéutica do miRNA no hepatocarcinoma

Os mecanismos de acdo dos miRNAs, principalmente o de RNAI permitiu uma nova
abordagem para a terapéutica de RNAs, o silenciamento génico. Esse fendmeno de
silenciamento génico, a partir de RNA de fita dupla, teve seu mecanismo revelado em 1998
(FIRE et al., 1998) e, atualmente, vem sendo investigado por diferentes laboratorios, uma vez
que a industria farmacéutica vislumbra tal processo no embasamento do desenvolvimento de
novos farmacos. Além disso, estudos que procuram pelo padrdo geral de expressdo de
miRNAs em diversos tecidos, saudaveis ou doentes, ofereceu e oferecem valiosas
informacgdes para a identificacdo de novos alvos de drogas. No figado por exemplo, 0 miR-
122 caracteriza-se como um biomarcador de doencas hepaticas e se caracteriza como um
supressor de tumor. Baixos niveis do miR-122 circulante no plasma e no figado €
caracteristico de pacientes com HCC (LING, 2013).

Dentre os avangos em terapias com miRNA em HCC temos tecnologias como 0s
oligonucleotideos antisense (ASOs), que sdo &cidos nucleicos modificados e estaveis que
agem de maneira a formar um complexo RNA-ASO que permite a acdo de RNAses no RNA
alvo (Dias, 2002; CROOKE et al., 2018). Existem ASOs modificados que possuem como
alvo a regido seed 5° de miRNAs, denominados anti-miRS, como o0 Miravisen. Este foi a
primeira droga a atuar na inibicdo de um miRNA a entrar em testes clinicos patrocinada pela
Santaris Pharma (Roche Innovation Centre). Miravirsen atua inibindo o miR-122 e
potencialmente impede a infeccdo por HCV (GEBERT et al., 2013; JANSSEN et al., 2013;
THAKRAL, 2015). Em 2017, essa droga entrou na fase Il de ensaios pré-clinicos para ter sua
seguranca, tolerabilidade e efeitos antivirais analisados. Até 0 momento ndo foi demonstrado
nenhum efeito negativo clinicamente significativo para cessar os testes (TITZE-DE-
ALMEIDA, 2017).

Atualmente a maioria das terapias em desenvolvimento ainda trazem a abordagem
classica da funcdo dos miRNAs, como reguladores da expressdo génica, porém as novas
fungbes designadas aos mMIRNAs, como descrito anteriormente, irdo permitir novas

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

O miR-1914-5p é uma pequena molécula ndo codificante, cuja sequéncia codificante
se localiza no cromossomo 20 na regido codificadora do gene uridina-citidina quinase-like
1 (UCKL1 209g13.33), que catalisa a fosforilagdo da uridina para monofostato de uridina.
Entretanto, esse miRNA comegou a ter sua atuacdo funcional investigada apenas
recentemente. Em 2015, ele foi identificado pela primeira vez em cancer de estbmago (LI et
al., 2015). Em outro estudo do mesmo ano, foram investigados miRNAs na quimioterapia de
cancer coloretal, onde os 0 miR-1914 e miR-1915-3p se mostraram 0S responsaveis por
conferir quimioresisténcia a pacientes (HU et al., 2015). Em 2017, ele foi identificado em um
perfil de miRNAs em linfoma de células T periféricas (LIN et al., 2017). E, finalmente em
2018 esse mIRNA foi identificado em nossos estudos. Em DA SILVA et al., 2018 foi
analisado o perfil de expressdo de miRNAs em culturas de células estreladas hepéticas e o
miR1914-5p se despontou nas andlises. As células estreladas hepaticas sdo caracterizadas
como o principal elemento do figado responsavel pela producdo de elementos de matriz e
colageno, que conduzem o figado a fibrose sob condi¢des de estresse. Nos ensaios de DA
SILVA et al., 2018 as células forma cultivadas sob condicGes que favoreceram a manutencéao
da quiescéncia, ou, sua ativagéo, sendo ou ndo tratada com angiotensina-(1-7) [ang-(1-7)], um
heptapeptideo conhecido por reduzir a fibrose hepéatica e a esteatose. Nessas analises foi
identificado o miR-1914-5p como uma molécula de importante papel no controle do
metabolismo de lipideos e do ambiente prd-fibrotico (Figura 3). As analises demonstraram
que nas células estreladas hepéticas ativadas, ou seja, em estado fibrosante, esse miRNA teve
sua expressdo reduzida, enquanto o tratamento com ang-(1-7) fez com que o0s niveis desse
miRNA retornassem ao padrdo de expressao das céelulas quiescentes. Para analisar mais a
fundo como o0 aumento da expressdo do miR-1914-5p em células estreladas hepaticas ativadas
tratadas controla a fibrose foi realizado ensaios de transfec¢édo celular com o mimico do miR-
1914-5p. Nessas analises foi observado que o aumento desse miRNA ocasionou efeitos
semelhantes ao do hepatapeptideo, além de revelarem um controle do ambiente pré-fibrético
através da modulagdo do metabolismo de AG. O estudo entdo, possibilitou a elucidacdo da
mecanistica do miR-1914-5p que atua na regulacao da expressdo de MLYCD e correlaciona-
se com o controle da atividade funcional de Lipina-1. Os resultados foram, portanto,
promissores 0 que justifica o estudo desse mIRNA em modelo celular de HCC,

considerando-se a relevancia do papel do metabolismo lipidico para a sobrevivéncia tumoral.
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Figura 3: Esquema representativo dos efeitos de ang-(1-7) e do miR-1914-5p em ceélulas
estreladas hepaticas ativadas no metabolismo de lipideos e sua correlagdo com o controle do
ambiente pro-fibrdtico. A) Células estreladas hepéticas ativadas. B) Efeito da ang-(1-7) em
células estreladas hepaticas ativadas. C) Efeito do miR-1914-5p em células estreladas

hepaticas ativadas.
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Dentro desse contexto, surge o presente estudo. Utilizando-se de culturas de células de
HCC, analises celulares e moleculares sobre 0 metabolismo de lipideos foram realizadas, apds
a transfeccdo com mimicos ou inibidores de miR-1914-5p. Essas estratégias metodologicas
vém sendo utilizadas de maneira recorrente em diversos estudos (MCMANUS et al., 2002;
MATSUI, 2016), que viabilizam o estudo pontual e funcional de tais moléculas e a
caracterizagdo dos mesmos como biomarcadores moleculares e até mesmo como alvos
terapéuticos dentro do controle da regulagdo da expressao génica.

Atualmente, sdo necessarias inovacgOes biotecnoldgicas para a elucidacdo de
particularidades mecanisticas do equilibrio celular e a cura ou controle de inumeras

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

em futuros tratamentos para o cancer de figado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Analisar os efeitos moduladores de altas concentracdes e da inibicdo do miR-1914-5p
no processo hepético tumoral através de andlises de elementos do metabolismo de lipideos
utilizando células Hep G2 e SK-HEP-1 como modelo.

2.2 Objetivos especificos

(1) Padronizar as condicGes de cultivo das células hepéaticas tumorais Hep G2 e SK-HEP-1
e da transfeccdo do miR-1914-5p mimico e inibidor na cultura de células;

(I1) Avaliar alteracbes no metabolismo de lipideos pela coloracdo de Oil Red O em
ensaios de microscopia de luz e em ensaios de cromatografia gasosa associada a
espectrometria de massa (GC/MS);

(1I7) Analisar a modulacdo da expressdo de genes principais, correlatos a via do
metabolismo de lipideos; da sintese, armazenamento e B-oxidacdo de AG;

(IV) Analisar os efeitos em proteinas correlatas ao metabolismo de lipideos moduladas
pelo mMiRNA-1914-5p mimico e inibidor em ensaios de mensuragdo de proteinas de Western
blot;

(V) Analisar o efeito da modulacdo do metabolismo de lipideos pelo miRNA 1914-5p

mimico e inibidor na B-oxidacdo de acidos graxos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Técnicas usuais em biologia molecular foram utilizadas de acordo com as
metodologias descritas ou adaptadas de Sambrook e Green (2012). Normas basicas em

biosseguranca também foram atendidas.

3.1 Cultura celular e transfeccéo transiente de mimicos e inibidores do miR-1914-5p

Para o estudo dos mecanismos celulares e moleculares em hepatocarcinoma, culturas
das linhagens das células Hep G2 (ATCC® HB8065™) oriundas de HCC humano e SK-HEP-
1 (ATCC® HTB-52™) oriundas de adenocarcinoma de figado humano foram utilizadas. Essas
células foram cultivadas em meio Minimum Essential Medium Eagle (MEM) (Cultilab)
suplementado com 10% de soro fetal de bovino (SBF) (Cultilab) e 0,1% de antibidtico
Gibco™ Antibiotic-Antimycotic (Thermo Fisher Scientific). As culturas foram incubadas em
estufa, contendo 5% de CO> e mantidas a temperatura de 37 °C.

Para se avaliar o efeito modulador do miR-1914-5p nas células Hep G2 e SK-HEP-1, as
células cultivadas foram transfectadas com mimico ou inibidor do miRNA 1914-5p
(mirvana™ miRNA Mimics e miRNA Inhibitors, respectivamente, Thermo Fisher
Scientific), na concentracdo final de 40 nM para Hep G2 e 30 nM para SK-HEP-1, tanto para
mimetizar, quanto para inibir o miRNA em estudo.

Para realizar as transfeccdes do tipo foward, que consiste na transfeccdo das células ja
aderidas, cada célula foi cultivada por 24 horas na presenca de 10% de SBF em garrafas de 75
cm? ou 25 cm?, placas de 6 pogos ou de 24 pocos, de acordo com o ensaio a ser realizado apds
a transfeccdo. Inicialmente o miRNA mimico foi diluido em Opti-MEM® Medium (Thermo
Fisher Scientific), um meio de cultura com baixa concentracdo de soro, nas concentracfes
finais especificas para cada célula, seguido de incubacdo por 5 minutos a temperatura
ambiente. Paralelamente, em outro tubo o agente de transfeccdo, Lipofectamine™
RNAIMAX Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific), também foi diluido em Opti-
MEM® Medium, na concentracdo final de 1:500 e incubado por 5 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida foi realizada a mistura do mimico com agente de transfeccdo, e essa
mistura foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente para permitir a formacdo do
complexo de transfec¢do. Com o complexo formado este foi adicionado as células j& contendo
meio MEM com 10% de SBF respeitando a concentracdo final do miRNA mimico e do

agente transfectante. As células foram colocadas em estufa a 37 °C e 5% de CO». Apés 24
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horas, 0 meio de cultura foi substituido por meio fresco (MEM contendo 10% de SBF) e as
células foram novamente incubadas a 37 °C e 5% de CO2. Apos novo intervalo de 24 horas, as
células foram coletadas e os ensaios foram realizados. O mesmo procedimento metodolédgico
foi realizado para os ensaios que utilizaram o inibidor do miRNA- 1914-5p. Para todos 0s
ensaios as células ndo transfectadas foram utilizadas como controle e os dados obtidos com as
células transfectadas apenas com o agente transfeccdo foram utilizados para a normalizacéo

dos resultados.

3.2 Extracgédo de RNA total e de miRNA, e transcrigéo reversa

3.2.1 Extracdo de RNA total

Células das linhagens Hep G2 e SK-HEP-1 ndo transfectadas e transfectadas somente
com o agente de transfec¢cdo, com o agente de transfeccdo mais o mimico do miRNA e com o
agente de transfeccdo mais o inibidor do miRNA foram cultivadas conforme as especificacfes
do item 3.1. Para as andlises de expressdo génica, as células foram coletadas por
procedimento envolvendo tripisinizagdo celular, processo que consiste na dissociacdo das
células de maneira enzimatica. O RNA total das amostras foi extraido com TRIZOL® Reagent
(Thermo Fisher Scientific), seguindo as recomendacdes do fornecedor. Para isso, as células
foram ressuspendidas em TRIZOL® e incubadas por 5 minutos & temperatura ambiente. Para
cada 1 mL de TRIZOL®, foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio (Merck), sequido de agitacio
vigorosa do microtubo até a juncdo das fases e incubacdo a temperatura ambiente por 3
minutos. Apo6s, as amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 15 minutos a 4 °C, resultando
em uma mistura trifasica, da qual o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de
1,5 mL. No sobrenadante foi adicionado 0,5 mL de alcool isopropilico (100%) para cada 1
mL de TRIZOL®, seguido de incubagdo em gelo por 10 minutos. As amostras foram
centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
de RNA foi lavado com 1 mL de etanol 75% para cada 1 mL de TRIZOL® utilizado no inicio
do procedimento. Os microtubos foram centrifugados a 8.000 g por 5 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e os microtubos contendo o RNA precipitado foram colocados
em um fluxo laminar até estarem secos. Posteriormente 0 RNA foi ressuspendido em 32 pL
de &gua livre de RNAse e quantificado. As amostras foram analisadas com o auxilio do
aparelho espectrofotometro NanoVue™ Plus (GE Healthcare), utilizando-se a razéo
A260/A280 (260 nm - absorbancia de DNA / 280 nm — absorbancia de proteina) e
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A260/A230 (230 nm — absorbancia de contaminantes, como sais, polissacarideos e compostos
organicos como fenol) para se avaliar a qualidade do RNA extraido.

3.2.2 Extracdo de miRNA

Para a anélise da expressdo de miRNAs dos diferentes grupos de Hep G2 e SK-HEP-1,
os mesmos foram extraidos por meio do miRNeasy Mini Kit (Qiagen®), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Para isso, o coletado de células foram ressuspendidos em 700
uL de QIAzol Lysis Reagent e incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida,
foram adicionados 140 uL de cloroférmio, a mistura foi homogeneizada e incubada a
temperatura ambiente por 3 minutos, seguido de centrifugacdo a 12.000 g, por 15 min,a 4°C.
Os sobrenadantes foram transferidos para novos microtubos de 1,5 mL, onde foram
adicionados 1,5 x V/V de etanol 100%. As amostras foram ent&o transferidas para as minis
colunas (RNeasy® Mini Column - Qiagen®) e, logo, foram centrifugadas a 8.000 g, por 15
segundos a temperatura ambiente. Os filtrados foram descartados e foram adicionados 700 uL
de tampdo RWT (Qiagen®) em cada uma das colunas, com posterior centrifugacdo a 8.000 g,
por 15 segundos a temperatura ambiente. Descartou-se os filtrados e foram adicionados 500
uL de tampdo RPE (Qiagen®) as colunas, seguido de nova centrifugagio a 8.000 g por 15
segundos a temperatura ambiente. Repetiu-se o descarte dos filtrados e 500 pL de tampao
RPE foram adicionados, seguido de centrifugacdo a 8.000 g por 2 minutos a temperatura
ambiente. Apos o descarte dos filtrados, as colunas foram colocadas em novos microtubos de
1,5 mL, com posterior centrifugacdo a 8.000 g por 1 minuto a temperatura ambiente. As
colunas foram entdo transferidas para microtubos de 1,5 ml e foram adicionados 50 uL de
agua livre de RNAse diretamente sobre as membranas das colunas, com posterior
centrifugacdo a temperatura ambiente por 1 minuto a 8.000 g para a obtencéo do filtrado final
contendo o0 miRNA total de cada amostra. O miRNA total extraido foi quantificado no
espectrofotometro NanoVue™ Plus (GE Healthcare) a 260 nm, utilizando a razdo A260/A280
e A260/A230 para avaliar-se a qualidade do miRNA extraido.

3.2.3 Transcricao reversa: RNA
Para sintese do DNA complementar (cDNA) a partir do RNA total extraido de todos

os grupos de células, utilizou-se o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo

Fisher Scientific). As reacOes de transcricdo reversa foram realizadas com 200 ng do RNA
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extraido, 10 uM de oligonucleotideos (10 X RT Random Primers), 8 mM de dNTPs [25 X
dNTP Mix (100 mM)] e 1,25 U de transcriptase reversa (MultiScribe™ Reverse
Transcriptase). Com o auxilio do termociclador Mastercycler pro S® (Eppendorf), as reacoes
foram incubadas a 25 °C por um intervalo de 10 minutos, seguido de incubacdo a 37 °C por
120 minutos e inativacdo enzimética a 85 °C por 5 minutos, conforme as orienta¢cGes do
fornecedor. As amostras de RNA total extraidas foram armazenadas a -80 °C, enquanto que o

cDNA sintetizado foi diluido (1:10) e estocado a -20 °C até sua utilizacao.

3.2.4 Transcricdo reversa: miRNA

O cDNA foi transcrito a partir das extracfes dos miRNAs, utilizando-se o miScript Il
RT Kit (Qiagen®), seguindo as recomendacdes do fabricante. Nestas reacdes, foram utilizadas
500 ng de miRNAs, 20 mM de tampdo (5 x miScript HiSpec Buffer), 10 mM de
oligonucleotideos (10 x miScript Nucleics Mix), 10 mM da enzima transcriptase reversa
(miScript Reverse Transcriptase Mix) e agua livre de RNAses em quantidade suficiente para
um volume final de 20 uL. Com o auxilio do termociclador Mastercycler pro S® (Eppendorf),
a reagéo foi incubada a 25 °C por 10 minutos, seguido de 120 minutos a 37 °C e 85 °C por 5

minutos, para inativacdo da transcriptase reversa.

3.3 Analise de expressao génica por gPCR

3.3.1 ReaglOes de gRT-PCR: mRNAs

Reacdes de gPCR (reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real) foram
realizadas utilizando o reagente SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems® -
ThermoFisher Scientific), em placas de 96 pogos (MicroAmp® Optical 96 Well Reacion Plate
— Applied Biosystems) e seladas com o adesivo 6ptico (Applied Biosystems® Micro
Amp®Optical Adhesive Film — Thermo Fisher Scientific™) ao final do procedimento. Cada
reacdo foi processada em um volume final de 5 pl, em cada qual contendo 0,75 uM de
oligonucleotideos, 1 pL de cDNA (1:10) e 2,5 uL de SYBR® Green PCR Master Mix. Os
ensaios foram realizados em triplicata técnicas para todos os genes avaliados, com o controle
enddgeno (B-actina) presente em todas as placas. As andlises foram feitas pelo método de
quantificacdo relativa da expressdo génica (ACrt), que permite quantificar diferencas no nivel

de expressao de um alvo especifico entre diferentes amostras. Os niveis dos genes alvos foram
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normalizados pelos niveis do controle enddgeno. Os resultados foram lancados por uma
férmula aritmética que considera a quantidade do alvo normalizado (AACT). As reacdes de
gRT-PCR (reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real da transcricao reversa)
foram conduzidas conforme programacédo contida no aparelho AB Applied Biosystems Step
one Plus Real time PCR System. Genes especificos e correlatos ao metabolismo de lipideos
auxilio do Primer3Plus

foram desenhados com programa

(http://www.bioinformatics.nl/cgibin/primer3plus/primer3plus.cqi/) e verificados em BLAST:

Basic Local Alignment Search Tool (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). As sequéncias do

oligonucleotideos utilizados se encontram na Tabela 1.

Tabela 1: Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacfes de qRT-PCR.

Tamanho
Gene Primer Sense (5- 3") Primer Antisense (5°-3")  amplicon

(pb)
B-actina CGGGACCTGACTGACTAC CTCCTTAATGTCACGCAC 87
ACACA TGTAAGAGCTCATTTTGGAGGA GAATCGAGAGTGCTGGTTCAG 82
ACACB GCAGCTGATGACCAACTTCA TCCGGGTAGACTCACGAGAT 92
ACSL4 ATGGATGATTGCAGCACAGA  CTGCTTCTTTGCCAAGTGTG 80
ACSL5 GAGCCCACTCCTGATGATGT GGCTCCACAGCTGTACACAA 93
ATGL GGTGGCATTTCAGACAACCT GATGTTGGTGGAGCTGTCCT 92
CPT1 GCTCATGGTGAACAGCAACT TAAAGCAGGATGGCATGGAT 105
CPT2 CCAGCCAGCTACCACTGACT TTAGCAGCTGTGATGCCAGT 90
CS CCATCCACAGTGACCATGAG  GCTGCAAAGGACAGGTAAGG 94
DGAT1 GCCTTCTTCCACGAGTACCT  AGTGGGATCTGAGCCATCA 86
DGAT2 TGAGTCTCTGAGCTCCATGC AACCAGGTCAGCTCCATGAC 97
FASN TCCTGCTGACCAAGAAGTCC CTTGCTCCTTGAAGCCATCT 87
LIPINA1 CCATCAGCCAGTCTTTCACA CAGGGTTGCAGACACTCAAG 81
MLYCD GACATCTCCAGCAACATCCA CTGGGTCAAGCTGATGGAAT 108
PPAR-a GGCCTCAGGCTATCATTACG  ACCAGCTTGAGTCGAATCGT 81
PPAR-y GGCTTCATGACAAGGGAGTTTC AACTCAAACTTGGGCTCCATAAAG 74
SCD GGACGATATCTCTAGCTCCT TCGTCTCCAACTTATCTCCT 92
SIRT1 GTTTTTGCCACCAAATCGTT TCTGGCATGTCCCACTATCA 116
SREBP1C CCCTGTAACGACCACTGTGA TTCATGGCTGTCAGAAGCAG 99

Uma observacdo relevante € que alguns desses genes escolhidos para a analise,
também possuem na por¢do 3'-UTR de seus mMRNASs putativas regifes de interacdo com o
miR-1914-5p. Para a caracterizagcdo e identificacdo de sequéncias alvo foram utilizados

algoritmos disponiveis gratuitamente tais como MiIRDB (http://mirdb.org/miRDB) e
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TargetScanHuman (http://www. targetscan.org/). A Tabela 2 apresenta 0 miRNA em estudo e

seus alvos potenciais.

Tabela 2: Genes que possuem um potencial sitio de ligacdo entre seus mMRNAs e 0 miR-
1914-5p.

miR-1914-5p
ACACA LIPINA1
CPT1  MLYCD

CS PPAR-a
DGAT1 PPAR-y
FASN SCD

3.3.2 ReacOes de qPCR: Analise da expressao diferencial e validacdo de miRNA

As amostras de cDNA provenientes da extragdo de miRNAs foram submetidas a
reagOes de gPCR utilizando o miScript SYBR® Green PCR Kit (Qiagen®) para se identificar a
expressao diferencial do miRNA-1914-5p nas amostras estudadas. Dessa forma, em placas de
96 pocos (MicroAmp® Optical 96 Well Reacion Plate — Applied Biosystems) seladas com o
adesivo optico (Applied Biosystems® Micro Amp®Optical Adhesive Film — Thermo Fisher
Scientific™), cada reacdo foi processada em um volume final de 5 pL. Os ensaios foram
realizados em triplicata técnicas, com o controle U6 presente em todas as placas. As reacdes
ocorreram em equipamento AB Applied Biosystems Step one Plus Real time PCR System
onde as condi¢des de ciclo possuiam uma etapa de ativacdo inicial de 15 minutos a 95 °C,
seguido de 40 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo: 94 °C — 15 segundos; anelamento: 55 °C
— 30 segundos; e extensdo: 70 °C — 30 segundos). As analises foram feitas pelo método de
quantificacdo relativa da expressdo génica (AACT), que permite quantificar diferencas no

nivel de expressdo de um alvo especifico entre diferentes amostras.
3.4 Analises de metabolismo de lipideos:
3.4.1 Marcacao de goticulas de lipideos pelo método Oil Red O
Para se avaliar o metabolismo lipidico e a formagéo das goticulas de lipideos, 2 x 10*

células Hep G2 ou SK-HEP-1 foram cultivadas em placas de 24 pocos contendo laminula de

vidro nas condicgdes descritas no item 3.1. Respeitando o tempo determinado para todos os
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ensaios as células foram fixadas com formol 4% (formaldeido a 37% (Merck) + agua
destilada) durante 30 minutos. Apos lavagem em PBS (tampédo fosfato-salino = 137 mM
NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4), as células contidas nas laminulas
foram incubas por 10 minutos em propilenoglicol 100% (Merck). Posteriormente a solugéo de
Oil Red O a 0,7% (0,17 mM de Oil Red O (Merck) + 15 mL de propilenoglicol) foi
acrescentada e mantida por 7 minutos em agitacdo, seguida, de nova incubagdo em
propilenoglicol 85% V/V por 3 minutos. Apos o intervalo, o material contido nas laminulas
foi lavado com agua destilada e incubado com hematoxilina de Harris (3 mM de hematoxilina
+ 20 mM de alumen de potassio + 2 mM de 6xido de mercurio) por 1 minuto. Apds as
lavagens finais com &agua corrente as laminas foram montadas com auxilio de gelatina
glicerinada e analisadas em microscopio de luz BX51 OLYMPUS. As imagens obtidas foram
utilizadas para a quantificacdo das goticulas de lipideos com o auxilio do software ImageJ
(programa de dominio publico desenvolvido pelo National Institute of Health, USA). Regibes
aleatorias contendo cerca de 100 células foram selecionadas para as analises de cada grupo de

células.

3.4.2 Esterificacdo de acidos graxos, identificacdo e quantificacdo via Cromatografia
Gasosa/ Espectrometria de Massas (GC/MS)

Para os ensaios de quantificacdo de AG 2 x 10° células Hep G2 ou SK-HEP-1 foram
cultivadas em placas de 6 pocos conforme descrito no item 3.1. O extrato das células obtido
foi lavado com PBS e as células foram submetidas ao processo de esterificacdo de Fischer
(Fischer & Speier, 1895). Esse processo permitiu que os AG fossem obtidos na forma de éster
através da hidrdlise dos lipideos por esterificacdo, dessa forma facilitando o movimento
dessas moléculas pelo injetor e pela coluna cromatografica na cromatografia gasosa (CG).
Para isso, no coletado de células foi adicionado metanol como solvente para inicio das reacdes
de transesterificacdo. Para a completa remoc¢do dos AG, o catalisador hidrdxido de potassio
foi adicionado e aquecido a 60 °C para completa saponificagdo das amostras. Ap6s 0
resfriamento das amostras, a estas foram acrescidos H>SO4 a 7 N para esterificacdo dos AG.
As amostras foram entdo evaporadas e no final do processo eluidas com hexano para analise
em CG/MS utilizando um cromatdgrafo GC-210 (Shimadzu Scientific Instruments, Japao).
No cromatdgrafo a amostra foi vaporizada e injetada utilizando CO2 em altas pressdes e
posteriormente separada pela coluna cromatogréfica do equipamento. Os tempos de retencéo

das amostras nas colunas serdo utilizadas para a detecgdo dos acidos graxos especificos,
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utilizando-se padrdes comparativos. Os padrdes utilizados incluiam: &cido laurico (C12:0),
acido miritisco (C14:0), acido palmitico (C16:0), &cido oléico (C18:1), &cido linoleico
(C18:2), acido estearico (C18:0), acido erucico (C22:1) e acido araquidbnico (C20:4). O
sistema acoplado ao espectrémetro de massa (MS) fragmenta de forma mais fina as cadeias de
acidos graxos ocorrendo a caracterizacdo dos componentes lipidicos presentes na mistura
organica. Nessa caracterizacdo é visado obter informacdes de AG de cadeira longa como o

acido miristico, acido palmitico, acido oleico e acido esteérico.

3.4.3 Marcacéo de AG por fluorescéncia

Para essas analises, células Hep G2 e SK-HEP-1 foram semeadas em laminulas
contidas em microplacas de 24 pocos e cultivadas e transfectadas como previamente descrito
no item 3.1. Ap6s 24 horas da transfeccdo foi adicionado ao meio de cultivo das celulas
BODIPY™ 558/568 C12 (4,4-Difluoro-5-(2-Thienyl)-4-Bora-3a,4a-Diaza-s-Indacene-3-
Dodecanoic Acid) (Thermo Fisher Scientific), um analogo de acido graxo saturado de cadeia
de 12 carbonos, na concentracdo de 1 uM. Apds 16h as células foram lavadas com meio de
cultivo e cultivadas com meio de cultivo fresco por 1 hora e por 8 horas afim de realizar a
metodologia pulse-chase dos AG C12 nas células. Para determinar a oxidacdo de AG foi
utilizado um conhecido inibidor de CPT1, o Etomoxir (Merck). Esse reagente foi adicionado
por 8 horas somente nas células Hep G2 e SK-HEP-1 controles ja previamente incubadas por
16 horas com o BODIPY™ 558/568 C12. As células foram entdo, fixadas por 5 minutos a
37°C em paraformaldeido a 3,8% contendo 0,2% de Triton X-100. As laminulas com as
células fixadas foram utilizadas em ensaios de marcacdo de goticulas lipidicas e nucleo. Para
a marcacdo das goticulas de lipideos e nucleo as laminulas foram lavadas sucessivamente com
PBS 0,5 X, a distribuicdo das goticulas lipidicas foram investigadas pela coloracdo com
BODIPY™ 493/503 (4,4-Difluoro-1,3,5,7,8-Pentamethyl-4-Bora-3a,4a-Diaza-s-Indacene)
(Thermo Fisher Scientific), um fluor6foro covalente com cabeca hidrofobica e cadeia de 18
carbonos que é incorporado aos lipideos armazenados em goticulas no citoplasma, e a
morfologia do nucleo foi realizada pela contra coloracdo do com DAPI (4°,6-Diamidino-2-
fenilindol dicloridrato). Para isso, o tampéo fosfato foi retirado e as laminulas contendo as
células foram incubadas por um intervalo de 20 minutos em agitagdo em 200 pl de
BODIPY™ 493/503 na concentragdo de 0,5 ng/mL. Apos sucessivas lavagens com PBS 0,5
X, 0 nucleo foi corado com DAPI na concentracdo de 3,33 ng/ mL diluidas em agua estéril

por 3 minutos a temperatura ambiente. Novamente, sucessivas lavagens com tampéo PBS
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0,5X foram realizadas e as laminulas foram finalmente montadas em l&minas apropriadas com
N-propilgalato. Em seguida, as laminulas foram analisadas com o auxilio de um microscopio
de fluorescéncia modelo BX51 OLYMPUS acoplado a um sistema fotografico. As fotografias
foram analisadas utilizando o programa Image J (NIH), e a localizacdo e sobreposicdo da
marcacdo do BODIPY™ 558/568 C12 e do BODIPY™ 493/503 foram analisadas pelo
Image J “JACoP” pluggin, determinando o coeficiente de sobreposi¢cdo ¢ a intensidade da

marcacao.

3.5 Andlises de quantificacao de proteinas por Western blot

Os extratos celulares totais de Hep G2 e SK-HEP-1 de todos os grupos celulares
investigados nesse trabalho nas condicBes previamente descritas foram cultivadas em garrafas
de 25 cm2 seguindo as condigdes de cultivo descritas no item 3.1. Lisados celulares foram
preparados pela ressuspensdo dos precipitados celulares recolhidos das culturas com solucéo
de lise [detergente 0,5% (Triton X-100 para Hep G2 e IGEPAL NP-40 para SK-HEP-1), Tris
HCI pH 7,2 10 mM, NaCl 100 mM, MgCI2 2,5 mM, DTT 0,5%, PMSF 1 mM, acrescentado
1 mM de inibidor de protease (Thermo Fisher Scientific)], e incubacdo a 4°C por 30 minutos.
Os lisados foram sonicados em 40% de amplitude por 40 segundos para Hep G2 e por 120
segundos intervalados para SK-HEP-1. A sonicacdo permite as moléculas se quebrem, as
células se rompam e as proteinas sejam liberadas. Posteriormente as amostras foram
centrifugadas a 10.000 g por 25 minutos para Hep G2 e por 10 minutos para SK-HEP-1 sob
refrigeracdo de 4°C. O sobrenadante foi recolhido e as proteinas quantificadas em
espectrofotobmetro (595 nm) seguindo o protocolo descrito por Bradford, 1976. Para
construcdo da curva padrdo, foi utilizada a concentracdo padrdo de albumina sérica bovina
(BSA) a 1 ng/uL em diversas diluicdes criando uma curva padréo de 5 pontos sem passar pelo
zero. Para as analises foram utilizadas 100 pg de proteina de cada amostra juntamente com
4% (w/v) SDS e 5% de B-mercaptoetanol. As proteinas foram desnaturadas a 95 °C por 5
minutos, e em seguida submetidas a eletroforese em géis de poliacrilamida a 10% para
analises de B-actina, MLYCD e ACSL4 e em géis de poliacrilamida a 6% para anélises de
FASN. A eletroforese ocorreu a 45 mA durante aproximadamente 60 minutos para separacao
das proteinas contidas nos extratos celulares.

Apbs a corrida eletroforética os géis foram preparados para a transferéncia das
proteinas para membranas de PVDF (difluoreto de polivinilideno). Os géis e as membranas

foram submersos em solucgéo de transferéncia (48 mM Tris, 39 mM de glicina, 1,3 mM SDS e
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20% metanol) por 10 minutos e as transferéncias foram realizadas por 30 minutos a uma
corrente elétrica fixa de 15 V pelo aparelho transferidor do tipo Semi-Dry. Apds o término da
transferéncia as membranas foram bloqueadas em Blotto [5% de Leite em pO desnatado
contendo TBST (5 M NaCl, 1 M Tris-HCI pH 7.6 e 1% de Tween-20)]. Apos o bloqueio, as
membranas foram lavadas 3 vezes com TBST durante 5 minutos e incubadas com o0s
respectivos anticorpos primarios, descritos na Tabela 3. As incubagfes foram realizadas em
um periodo onde as membranas foram mantidas em agitacdo a 4 °C por um periodo de
aproximadamente 36 horas. Apds a incubacdo com 0s anticorpos primarios, as membranas
foram lavadas 3 vezes durante 5 minutos com TBST para retirar os anticorpos que nao se
ligaram a membrana e, entdo, incubadas com o anticorpo secundario descritos na Tabela 3 por
um intervalo de 4 horas sob agitacdo a temperatura ambiente. Realizadas as incubages, as
membranas foram lavadas para retirada dos anticorpos secundarios ndo ligados e em seguida
reveladas. A deteccédo de sinais foi realizada com o Western Blotting Luminol Reagent (GE)
de acordo com as especificacbes do fornecedor. Apés a revelacdo e secagem dos filmes, as
bandas foram quantificadas por analise computadorizada de imagem (com auxilio do software

ImagelJ) onde a densidade ética de cada banda foi aferida.

Tabela 3: Anticorpo primério e secundario utilizados para analise de proteina.

Proteina KDa Anticorpo Primario Anticorpo Secundario
[-actina 41,737  Cell Signaling Biotechnology #4967 1:750 Policlonal anti 1gG
ACSL4 79,188 ABCAM #155182 de coelho conjugado
FASN 273,427 ABCAM #96863 a peroxidase
MLYCD 55,003 Abcam ab95945 1:300 (Cayman) 1:6000

3.6 Analises estatisticas

Analises estatisticas foram realizadas se utilizando o programa Graph Pad Prism® 5.0,
onde as médias + SD foram obtidas. A analise da significancia foi realizada como a utilizacéo
do teste estatistico One Way ANOVA seguindo de teste de Tuckey, sendo que valores de p
<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Todas as analises foram realizadas
considerando as alteragBes comparadas as células controles, Hep G2 e SK-HEP-1 ndo

transfectadas.
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CAPITULO 1: HEPG2

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises preliminares dos efeitos funcionais do miR-1914-5p: mensuracao dos niveis
do miR-1914-5p em células Hep G2 transfectadas

Para se garantir que os nivel do miR-1914-5p fosse alterada frente a transfeccéo
celular com as moléculas mimetizadora e/ ou inibidora do referido miRNA, o RNA total
contendo os miRNAs maduros das células Hep G2 foram extraidos e o miR-1914-5p foi
mensurado por gRT-PCR. Como esperado, quando comparado com o controle, a
concentracdo do miRNA nas células transfectadas com o mimico estava muito maior e a
concentracdo do miRNA nas células transfectadas com o inibidor estava menor (Figura 4).
Particularmente em relacéo ao inibidores de miRNA, estes sdo acidos nucléicos fita simples
guimicamente modificados para se ligarem especificamente e inibirem miRNA enddgenos
(PEREIRA et al., 2013). Assim, 0 uso dessas pequenas moléculas mimetizadoraes e
inibidoras favorece uma anélise global da funcionalidade dos miRNAs no contexto da
biologia do sistemas celular.

Figura 4: Niveis de expressao relativa do miRNA-1914-5p em células Hep G2 transfectadas
com miR-1914-5p mimico e mIiR-1914-5p inibidor. As andlises foram realizadas em
triplicatas técnicas e a expressdo do miRNA foi obtida pelo método de PCR quantitativa em
tempo real, sendo o gréafico plotado utilizando-se o software Graph Pad Prism 5. Os resultados
foram submetidos a andlise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de Tuckey, onde
***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05.

miR 1914-5p

35001
3000+
2500+
2000+
1500+

*kk

Nivel relativo de miRNA




35

4.2. Analises de Oil Red O

Para a andlise da alteracdo da quantidade de goticulas lipidicas frente aos altos niveis
e/ ou a inibicdo do miR-1914-5p em células Hep G2 foram realizados analises de microscopia
de campo claro com marcacdo de Oil Red O. Os resultados demonstraram um aumento
expressivo no acimulo desses componentes celulares nas células transfectadas com o miR-
1914-5p mimico e um efeito reverso nas células onde o miR-1914-5p foi inibido (Figura 5).
Sabe-se que em alguns tipos de cancer, como o cancer de colorretal, a hiperativacdo de FASN
promove o acumulo dessas goticulas e a B-oxidagdo de AG comcomitantemente durante
estresse metabolico, demonstrando um total desequilibrio no metabolismo de lipideos
(ZAYTSEVA et al., 2015). De fato, lipideos em cancer sdo altamente requisitados para
sustentar a rapida proliferacdo celular e o alto consumo energético, além de funcionarem
como mensageiros secundarios em diversas vias de sinalizagdo (WAKIL, 2009; CURRIE,
2013; JU, 2016). As goticulas lipidicas armazenam lipideos neutros, como triglicerideos,
ésteres de esterilo e de retinil que podem ser degrados na mitocondria, gerando assim energia,
ou exercerem o papel de moléculas sinalizadoras atuando em diversas rotas metabdlicas
(WELTE, 2015). Atualmente, sabe-se que células tumorais tem a capacidade de acumularem
maior quantidade de goticulas lipidicas do que células sadias, isso parece estar relacionado a
uma maior agresivade tumoral e resisténcia a quimioterapicos, também possuem papel na
resposta inflamatéria, o que pode resultar no iniciacdo e progressdo da tumorigénese
(TIRINATO et al., 2017). Portanto, o acumulo citoplasmatico e 0 aumento do tamanho das
goticulas de lipideos em Hep G2 transfectadas com o miR-1914-5p mimico, pode estar
associada a uma maior agressividade e resisténcia tumoral,porém sdo necessarias mais

analises para identificar as vias de armazenamento e oxidacao desses lipideos.
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Figura 5: Analise de goticulas lipidicas em microscopia de campo claro. A) Células Hep G2
transfectadas com miR1914-5p mimico ou inibidor. B) Quantificacdo relativa de goticulas
lipidicas. Grafico plotado utilizando-se o software Graph Pad Prism 5. Os resultados foram
submetidos a analise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de Tuckey, onde
***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05.
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4.3 Analise da regulacdo da expressdo génica mediada pelo miR-1914-5p: as analises

transcricionais e de proteinas

Baseado nos resultados das analises de goticulas lipidicas, foi possivel inferir a
presenca de alteraces metabolicas nas células transfectadas, quando da comparagcdo com o
controle. Para melhor explorar os aspectos moleculares desses resultados, analise de
mensuracdo de expressao génica foram realizadas para genes correlatos a diferentes etapas do
metabolismo de lipideos. Para alguns genes chaves desse metabolismo foram realizados além
das anélises transcricionais, ensaios de Western Blot. O conjunto dessas andlises permitiru
uma melhor compreensdo de particularidades funcionais do miR-1914-5p no contexto da

regulacdo do metabolismo lipidico.
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4.3.1 Anédlises moleculares de genes correlatos a sintese de lipideos

Seguindo as andlises, 0os genes chaves do metabolismo de lipideos, ACC1, ACC2,
MLYCD e FASN, e seu fator de transcricdo elementos reguladores de esterdis 1¢ (SREBP-1c)
foram analisados em reacdes de qRT-PCR. Ao observar os resultados na Figura 6 os niveis de
SREBP-1c demonstraram uma diminui¢do na expressao nas células transfectadas com o miR-
1914-5p mimico. Em niveis normais, essa molécula ativa a via da sintese de AG através dos
genes ACC1, ACC2 e FASN (HORTON et al., 2002; SETHI, 2017). Ainda na Figura 6 é
possivel identificar que ndo houve diferenca significativa na expressdo de ACC1. Apesar do
miR-1914-5p ter como alvo putativo o mRNA dessa molécula, a ACC1 é a enzima mais
intensamente regulada na sintese de lipideos (WAKIL, 2009). Os altos niveis do miR-1914-
5p, no entanto, causaram modula¢Bes nos outros genes investigados da sintese lipidica. Para
ACC2 houve um aumento significativo na célula transfectada com o miR-1914-5p mimico em
comparacdo com a célula controle. A expressdo do mRNA de MLYCD teve um aumento
muito significativo e 0 mesmo foi observado para os niveis da sua proteina. Para FASN foi
observado uma diminuicéo significativa nos niveis de mMRNA em comparagdo com o controle
e um aumento nos niveis de proteina.

Para essas andlises € importante considerar os putativos sitios de interacdo do miR-
1914-5p e o tempo de vida das proteinas analisadas. O miR-1914-5p possui sitios putativos de
ligacdo no mMRNA de ACC1, MLYCD e FASN, que podem ser verificados em bancos de
dados online como TargetScanHuman (http://www.targetscan.org/vert_72/) e miRDB
(http://lwww.mirdb.org/cgi-bin/search.cgi). Em nossos ensaios, ACC1 pareceu ndo ter seus
niveis alterados pelas moléculas mimetizadoras e/ ou inibidoras. Por outro lado, a interacéo
entre 0 miR-1914-5p e 0 mMRNA de MLYCD ja foi demonstrada em células estreladas
hepaticas (DA SILVA et al.,, 2018). Entretanto, o aumento consideravel nos niveis
transcricioanis e na proteina do gene MLYCD s&o observados nos ensaios. Esses resultados
podem se correlacionar as particularidades metabdlicas da célula tumoral em analise. A
presenca do miR-1914-5p pode estar desencadeando mecanismos de RNAi em MLYCD, o
que faz com que a célula aumente inerentemente os niveis de RNA e proteina do gene
investigado, considerando-se a sua relevancia pra o metabolismo lipidico da célula tumoral.

Devido ao aumento dos niveis dessa enzima podemos considerar que a disponibilidade
de acetil-CoA no citosol, resultante da reacdo da MLYCD, aumentou, favorecendo assim a
sintese de lipideos. Dessa forma, espera-se um aumento de FASN (JONES, 2015; ROHRIG,
2016). Observando os resultados, € possivel constatar o aumento da proteina FASN, porém héa
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uma diminuicdo em sua expressdo génica. Os resultados, portanto, sugerem que h& uma
regulacdo nos niveis de mRNA de FASN, que podem ter sido causado pelo miR-1914-5p, por
mecanismos de RNAI, considerando-se a presenca de putativos sitio sde interagdo mRNA
FASN: miR-1914-5p (o que requer uma validacdo de interacdo fisica entre as moléculas) e
pelos baixos niveis de expressdo do fator de transcricio SREBP-1c, porém como a proteina
FASN possui um tempo de vida de 35 horas seus niveis sdo capazes de se manter. Logo, a
maior disponibilidade de acetil-CoA causado pela desregulacdo de MLYCD, ocasionou a
elevacdo dos niveis protéicos de FASN. Isso pode levar hd um aumento da producdo de AG,
tanto disponiveis para oxida¢do quanto para o armazenamento (SAAB et al., 2018). Esse
resultados em conjunto sugerem que 0 miR-1914-5p atua no sentido de favorecer o aumento
da quantidade de goticulas de lipideos, tanto por elevar osnhiveis de expressdao de ACC2,
quanto pelo aumento de FASN.

Prosseguindo as andlises,a inibicdo do miR-1914-5p e, assim como observado na
transfeccdo com a molécula mimetizadora, também ocorre diminuicdo dos niveis
transcricionais do fator de transcricdo SREBP-1c e os niveis de ACC1 ndo sofrem alteracdes
em seus niveis de expressdo, quando da comparacdo com a condi¢do controle. Para ACC2,
entretanto, houve uma queda muita significativa em seus niveis de expressdo na células
transfectadas com o miR-1914-5p inibidor em comparacéo com a célula controle. A expressao
do mRNA de MLYCD também teve uma queda significativa, porém os niveis da sua proteina
ndo foram alterados em comparagdo com a Hep G2 controle. Para FASN foi observado uma
diminuicdo significativa nos niveis de mMRNA em compara¢cdo com o controle e um aumento
nos niveis de proteina, embora menor que os niveis de FASN encontrados nas células
transfectadas com o miRNA mimico.

Conjuntamente os resultados sugerem indiretamente alteracdes metabdlicas correlatas
ao controle da B-oxidagdo. Os baixissimos niveis de expressao de ACC2, indicam que a célula
requer energia e procura inviabilizar o bloqueio desse processo na mitrocondria.. Por outro
lado, a presenga de moléculas inibidoras do miR-1914-5p n&o exerceu atuagdo direta na
molécula MLYCD, observagdo essa, respaldada pelos niveis transcricionais e da proteina
encontrados nas células transfectadas com o inibidor, quando da comparacdo com 0s niveis
nas celulas contorle. Em relacdo aos altos niveis de FASN encontrados, este se correlaciona
com a necessidade da célula tumoral em continuar a sintese de lipideos de novo referendado
em diferentes estudos (CURIE et al, 2013; ZAYTSEVA et al., 2015; CAI et al., 2016;

ROHRIG, 2016). Porém, como observado pelo ensaio de Oil Red O, essas células ndo
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acumularam goticulas de lipideos mesmo perante a uma alta atividade de FASN, reforcando o
indicativo de alta atividade oxidacéo desses AG pela célula.

Figura 6: Niveis de expressdo relativa dos mMRNAs SREBP-1c, ACC1, ACC2, MLYCD e
FASN e niveis relativos das proteinas MLYCD e FASN em células Hep G2 néo transfectadas
e transfectadas com miR-1914-5p mimico e miR-1914-5p inibidor na concentragdo de 40nM.
As andlises foram realizadas em triplicatas, as expressdes dos mRNAs foram obtidas pelo
método de gRT-PCR e os niveis de proteina foram mensurados por Western blot. Os gréaficos
foram plotados utilizando-se o software Graph Pad Prism 5. Os resultados foram submetidos a

andlise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de Tuckey, onde ***p<0.0005,
**p<0.005, *p<0.05.
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4.3.2 Analises moleculares de genes correlatos ao armazenamento de lipideos

Considerando-se os resultados acima e para se investigar 0 armazenamento de

lipideos, importantes genes correlatos a esse mecanismo celular foram investigados por qRT-
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PCR. Os resultados podem ser observados na Figura 7. Sirtuina 1 (SIRT1) é uma importante
molécula para o metabolismo de lipideos, sendo conhecida por regular os niveis de SREBP-1c
(ZHANG et al., 2014). O receptor ativador proliferador de peroxissomo y (PPAR-y) auxilia na
manutencdo da homeostasia celular, promovendo o estoque de AG pela da inducdo da
expressao de Lipina 1, importante molécula do processo de biossintese de triglicerideos e
fofoslipideos que também co-regula SREBP-1c que atua no metabolismo lipididco (JANINI,
2015; JIA et al., 2016). Por fim, temos as enzimas diacil-glicerol aciltransferase (DGAT) que
sdo responsaveis pela esterificacdo de diacilglicerol e acil-CoA graxo para a formacdo de
triacilglicer6is. Nos mamiferos podemos encontrar ela de duas formas, a diacil-glicerol
aciltransferase 1 (DGAT1) e diacil-glicerol aciltransferase 2 (DGAT2) (WELTE, 2015). Em
nossas analises a alta concentracdo do miR-1914-5p modulou apenas a expressdo génica de
SIRT1 e Lipina 1. Nas células He G2 transfectadas com o mimico de miR-1914-5p houve um
aumento na expressao dessas moléculas comparado com as células Hep G2 controle. O
aumento de SIRT1 e Lipina 1 podem justificar a maior quantidade de goticulas de lipideosnas
células transfectadas, quando das analises de Oil Red O.

Por outro lado, nas células Hep G2 onde houve a inibicdo do miR-1914-5p, observou-
se também aumento nos niveis transcricioais de SIRT1 e Lipina 1, em relagdo as células
controle. Diferencialmente, 0s niveis de expressdo de PPAR-y aumentaram significativamente
nas célunas transfectadas com o inibidor. Esses altos niveis de expressao reforcam as
alteracdes no metabolismo de lipideos e o favorecimento de processo oxidadivos,
considerando-se que esse importante fator auxilia na regulacdo da [P-oxidagdo em
peroxissomos (LASAR et al.,, 2018). Em relagdo aos elementos DGATS, 0s niveis de
expressdéo de DGAT2 diminuiram consideravelmente nas células transfectadas com o
inibidos, quando em comparacdo com as células controle. Em hepatdcitos, a reducdo de seus
niveis sugere uma reducdo no acumulo de lipideos (CHOI et al, 2015).

Em conjunto, os resultados sugerem que a célula esta ativando vias de armazenamento
de AG para um estoque energético, porém, como observado no ensaio de Oil Red O, essas
células onde o miR-1914-5p foi inibido tiveram suas quantidades de goticulas lipidicas
drasticamente reduzidas. Essas analises referendam a relevancia do miR-1914-5p no controle

do metabolismo energético das células tumorais.
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Figura 7: Niveis de expressdo relativa dos mRNAs SIRT1, PPAR-y, DGATI1, DGAT2,
Lipina 1 em ceélulas Hep G2 néo transfectadas e transfectadas com miR-1914-5p mimico e
miR-1914-5p inibidor na concentracdo de 40nM. As analises foram realizadas em triplicatas e
as expressdes dos mMRNAs foram obtidas pelo método de PCR quantitativa em tempo real,
sendo os gréficos plotados utilizando-se o software Graph Pad Prism 5. Os resultados foram
submetidos a analise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de Tuckey, onde
***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05.
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4.3.3 Analises moleculares de genes correlatos a p-oxidacéo

Para melhor elucidar as vias de sinalizagéo celular que sdo moduladas pelo miR-1914-
5p, ensaios de gRT-PCR foram realizados. Essas analises se centraram na investigacdo da
expressdo de genes importantes a via de 3-oxidacgdo. Os resultados podem ser observados na
Figura 8. A B-oxidacdo é o processo de oxidacdo que ocorre na mitocéndria ou no
peroxissomo, no qual os AG séo sequencialmente degradados em acetil-CoA para a producéo
de ATP (NAKAMURA, 2014). O cancer, a B-oxidacdo & necessaria principalmente em
situacdes de estresse celular, porém seu papel no tratamento da doenca ainda ndo esta bem
descrito (ROHRIG, 2016; XIONG, 2018). Um importante gene para a ativacdo da B-oxidacéo
é 0 receptor ativador proliferador de peroxissomo o (PPAR-a), essa molécula é conhecida por
ser um fator transcricional que induz a oxidagdo de AG (JIA, 2017; RODRIGUEZ, 2016). Na
escassez de nutrientes, as células podem aproveitar os triglicerideos armazenados nas

goticulas lipidicas para utiliza-los na oxidacdo de AG. Para isso, enzimas lipases quebram
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esses triglicerideos em lipideos mais simples para emprega-los em reages de oxidacao para a
geracdo de ATP. Uma importante lipase é a ATGL (lipase de triglicerideos de tecido
adiposo), que é conhecida como a principal lipase hepatica, pois catalisa 0 passo inicial da
degradacéo lipidica (CURRIE et al., 2013; MASHEK et al., 2015). Por fim, temos a CPT1 e a
carnitinapalmitoil-transferase 2 (CPT2) que séo transportadoras dos grupos acil-graxos para a
mitocondria que serdo oxidados (GOLDBERG, 2017).

Nas células Hep G2 transfectadas com o miR-1914-5p mimico, observou-se um
aumento significativo no nivel de expressao de PPAR-a ¢ de ATGL, mas ndo o aumento na
expressdo de CPT1 e CPT2. Conjuntamente com resultados anteriores a alta sintese de
lipideos indicado pelo aumento de FASN, a quantidade de goticulas de lipideos e 0 aumento
na expressdo de ACC2, reforcam a a sugestdo de que o aumento do miR-1914-5p, além do
metabolismo celular basal, conduzem ao bloqueio da B-oxidacao nessas células.

J& nas células Hep G2 transfectadas com o miR-1914-5p inibidor, foi possivel
observar um aumento significativo na expressdo de PPAR-a ¢ CPT1, e um aumento néo téo
significativo, mas ainda significativo, na expressdo de CPT2. Esses resultados somados ao ja
que foi discutido reforcam que quando o miR-1914-5p foi inibido em células Hep G2 houve

uma deplegao energética, levando a célula a realizar 3-oxidagao.



43

Figura 8: Niveis de expressdo relativa dos mRNAs PPAR-a, ATGL, CPT1 ¢ CPT2 em
células Hep G2 ndo transfectadas e transfectadas com miR-1914-5p mimico e miR-1914-5p
inibidor na concentracdo de 40nM. As andlises foram realizadas em triplicatas e as expressdes
dos mRNAs foram obtidas pelo método de PCR quantitativa em tempo real, sendo os graficos
plotados utilizando-se o software Graph Pad Prism 5. Os resultados foram submetidos a
analise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de Tuckey, onde ***p<0.0005,
**p<0.005, *p<0.05.
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4.4 Analise dos AG: guantidade, alongamento e dessaturacao

4.4.1 Anédlise de AG por CG-MS

Tendo como objetivo principal a analise do metabolismo de lipideos, ensaios para a
quantificacdo dos principais AG foram realizadas utilizando metodologia de CG-MS. Células
oriundas dos diferentes grupos experimentais foram analisadas. Nas células Hep G2 foram
encontrados os seguintes AG: acido miristico (C14:0), &cido palmitico (C16:0) , acido oleico
(C18:1), &cido estearico (C18:0) e &cido araquidbnico (C20:4). Em geral, a desregulagdo do
miR-1914-5p elevou a quantidade total de AG encontrados na célula (Tabela 4). O &cido
palmitico foi o acido encontrado em maior abundancia nas células, ~35%. Sabe-se que em

HCC esse &cido altera a fluidez da membrana celular, suprimindo o crescimento e migragdo
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de hepatocitos tumorais (LIN et al., 2017). O segundo AG mais encontrado foi o cido oleico,
esse acido é conhecido por causar acumulacdo de lipideos em células hepaticas
(ALKHATATBEH, 2016). Além disso, a suplementacdo de acido oleico aumenta a metastase
através da modulacdo da expressdo de genes envolvidos na adesdo célula-célula e de
elementos da matrix extracelular (NATH et al., 2015; ZHAO et al., 2016) Em seguida, temos
0 &cido esteérico, esse € um AG saturado com 18 carbonos e seu papel em células tumorais
ainda ndo foi profundamente elucidado, porém, sabe-se que altos niveis desse AG e baixa
razdo entre acido oleico/ acido estearico levam a célula a apoptose (LI et al., 2018). Por fim,
encontrado em menores concentracbes temos o &cido miristico e o &cido araquidénico,
importante AG necessario em respostas inflamatdrias e sobrevivéncia celular (KUWATA,
2015).

Tabela 4: Quantificacdo de AG em células Hep G2 controle, transfectada com miR-1914-5p
mimico e transfectada com o miR-1914-5p inibidor. Valores representados em pg de AG por
mg de células e sua porcentagem correspondente nos AG totais. O resultado da quantidade
total de AG foi submetido a analise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de
Tuckey, onde ***p<0.0005.

HepG2 Controle HepG2 miR-1914-5p mimico HepG2 miR-1914-5p

Acido Graxo inibidor
i (g/mg) (%) (g/mg) (%) (g/mg) (%)
Acido Palmitico 689,7650 35,32 |1007,7380 35,41 |1173,8660 35,57
Acido Oléico 590,7774 30,25 |941,3872 33,08 |1161,3573 35,19
Acido Esteérico 463,6613 23,74 |611,8014 21,50 |676,5665 20,50
Acido Miristico 105,5085 5,40 152,5588 5,36 139,9951 4,24
Acido Aracddnico 102,9941 5,27 132,3423 4,65 148,3287 4,49
Total 1952,7063 100 2845,8277 (***) 100 3300,1136 (***) 100

A analise comparativa dos AG entre os diferentes grupos experimentais permitiu
observar um aumento significativo na quantidade desses, nos grupos de células transfectadas.
Isso ja era esperado devido a modulacdo do miR-1914-5p em ambos os grupos de célula, que
causou aumento da proteina FASN. Outro fator importante a ser observado € que os meios de
cultura em que os diferentes grupos de células foram cultivados também foram analisados por
CG-MS e ndo houve nenhuma mudanca significativa da quantidade de AG entre 0 meio
fresco para o meio do cultivo que ficou em incubagdo com as células por 24 horas. Com isso
pode-se inferir que a diferenca na quantidade de AG encontrados nas células transfectadas é
resultante da sintese de novo de AG. Os resultados apresentados na Tabela 4 foram tabulados

na Figura 9.
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Figura 9: Quantidade em pg/mg de AG em células Hep G2 controle, transfectada com miR-
1914-5p mimico e transfectada com o miR-1914-5p inibidor. As anélises foram realizadas em
triplicatas e a quantidade de AG foi obtida por CG-MS, sendo os gréaficos plotados utilizando-
se 0 software Graph Pad Prism 5. Os resultados foram submetidos a analise estatistica One
way ANOVA seguido pelo teste de Tuckey, onde ***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05.
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4.4.2 Andlise molecular da ativacdo, dessaturacao e alongamento dos AG

Para melhor compreender a modulacdo do miR-1914-5p na ativacdo, dessaturacao e
alongamento dos AG encontrados nas células, analises de gqRT-PCR de genes envolvidos

nesses processos foram realizadas. A Figura 10 esquematiza esses processos.
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Figura 10: Dessaturacdo e alongamento do acido palmitico.
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Fonte: Adaptado de NELSON, D. L.; COX M. M., 2014.

As Acil-CoA sintetases sdo enzimas importantes no processamento de AG, pois séo
elas que ativam os AG adicionando o acil-CoA em sua cadeia (CURRIE et al.,2013). Os
mamiferos possuem cinco formas dessas acil-CoA sintetases, nesse estudo foram analisadas
duas dessas isoformas, a acil-CoA sintetase de cadeia longa 4 (ACSL4) e a acil-CoA
sintetase de cadeia longa 5 (ACSL5), ambas geralmente superexpressas em tumores (DOLL et
al., 2017; RAJKUMAR et al., 2018). Os resultados podem ser observados na Figura 11.

Tanto as células transfectadas com o miR-1914-5p mimico quanto com o inibidor
tiveram um aumento muito significativo na expressdo do mRNA dessas enzimas. O nivel da
proteina ACSL4 foi quantificado por anélises de Western Blot e esse ensaio demonstrou que
ha um aumento para as células transfectadas com o miR-1914-5p mimico. Esse resultado
somado ao aumento da quantidade de acido araquidonico na célula, pode estar associado a
sobrevivéncia celular causado pela prevencao da apoptose, ja observado em outros tumores
(CAO etal., 2000; WU et al., 2015).

Seguindo as analises, também foi investigado uma importante enzima na saturacéo de
AG, a estearoil-coa dessaturase ou delta-9 dessaturase (SCD1). Essa dessaturase catalisa a

introducdo de ligacéo dupla na posi¢cdo C9 em AG de cadeia curta e sabe-se que em HCC sua
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alta expresséo esta relacionada a baixa sobrevivéncia e a resisténcia a quimioterapicos (MA et
al., 2017). Em nossas andlises, o nivel de expressdo génica de SCD1 apresentou uma
expressiva reducédo, tanto nas células Hep G2 onde houve a transfeccdo com miR-1914-5p
mimico, quanto com o miR-1914-5p inibidor.

Ainda foi analisado o nivel de expressdo génica de elongase de acidos graxos de
cadeia muito longa 7 (ELOV7), uma importante elongase de acidos graxos acima de 20
carbonos. Sabe-se que em canceres essa enzima € superexpressa e estd relacionada a
sobrevivéncia tumoral (TAMURA et al., 2009; MARIEN et al., 2016)). A gRT-PCR do gene
de ELOV7 revelou um aumento drastico em sua expressdo em células Hep G2 transfectadas
com 0 miR-1914-5p mimico e uma reducdo acentuada na expressdo para as células com o
miR-1914-5p inibido. E interessante apontar que o miR-1914-5p possui putativos alvos no
MRNA de ELOV?7 e considerando o baixo tempo de vida dessa proteina, de 3 a 4 horas, pode
sugerir efeitos modulares desse miR na expressdo dessa elongase, porém andlises mais

especificas precisam ser realizadas para corroborarmos essa hipétese.

Figura 11: Niveis de expressao relativa dos mRNAs ACSL4, ACSL5, SCD1 e ELOV7 e
nivel relativo da proteina ACSL4 em células Hep G2 ndo transfectadas e transfectadas com
miR-1914-5p mimico e miR-1914-5p inibidor na concentracdo de 40nM. As analises foram
realizadas em triplicatas, as expressdes dos mRNAs foram obtidas pelo método de PCR
guantitativa em tempo real e os niveis de proteina foram mensurados por Western blot. Os
graficos foram plotados utilizando-se o software Graph Pad Prism 5. Os resultados foram
submetidos a analise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de Tuckey, onde
***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05.
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4.5 Andlises da oxidacéo de AG

Em nossos ensaios as células transfectadas com o miR-1914-5p mimico a localizacéo
do vermelho C12 estava quase completamente sobreposta ao verde das goticulas de lipideos.
Esse fendmeno é observado em células onde ha um meio de cultivo altamente nutritivo onde
as células ndo realizam a oxidacdo dos AG (RAMBOLD et al., 2015). Em nossos ensaios, a
observacdo desse fendmeno juntamente com a modulacdo dos genes de B-oxidagdo
observados sugere o bloqueio dessa via como j& hipotetizado. Para confirmar essa hipdtese, o
mesmo ensaio foi realizado nas células Hep G2 cultivadas com Etomoxir (Merck) na
concentracdo de 25 uM e 50 uM (dados ndo apresentados). O Etomoxir € um sodio de sal
hidratado conhecido por inibir a CPT1, dessa forma bloqueando a oxidacdo dos AG. As
células que tiveram a B-oxidacdo bloqueada por Etomoxir apresentaram 0s mesmo resultados
observados nas células Hep G2 transfectadas com o miR-1914-5p mimico, que aumentou a
quantidade intracelular do miRNA em estudo.

Por outro lado, as células onde o miR-1914-5p foi inibido demonstram uma perda
acentuada de sinal do vermelho C12 entre os intervalos observados, além de uma distribuicéo
de sinal diferente, ndo concentrando apenas nas goticulas de lipideos verdes. Estudos
mostraram que isso é observado em células cultivadas em meio de cultivo depletado de
nutrientes, onde had uma maior necessidade de obtencdo de ATP pela oxidacdo de AG
(RAMBOLD et al., 2015). Dessa forma, esses resultados em conjunto com a modulagéo dos
genes dessa via sugerem uma maior ocorréncia da B-oxidacao nas células Hep G2 quando o

miR-1914-5p é inibido. Esses resultados podem ser observados na Figura 12.
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Figura 12: A) Microscopia de fluorescéncias de células Hep G2 controle e transfectadas com
0 miR-1914-5p mimico ou inibidor na concentracdo de 40nM e coradas com BODIPY™
558/568 C12 (lipideo C12 em vermelho), BODIPY™ 493/503 (goticulas lipidicas em verde)
e as imagens sobreposta junto a coloracdo DAPI (nucleo em azul) citoesqueleto em vermelho.
B) Quantificacdo da sobreposicdo do C12 com as goticulas lipidicas pelo o coeficiente de
Pearson. Os graficos foram plotados utilizando-se o software Graph Pad Prism 5. Os
resultados foram submetidos a anélise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de
Tuckey, onde ***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05.
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CAPITULO 2: SK-HEP-1

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises preliminares dos efeitos funcionais do miR-1914-5p: mensuracgdo dos niveis
do miR-1914-5p em células SK-HEP-1 transfectadas

Ap0s reacdes de transcricdo reversa, 0 cDNA obtido foi utilizado em reacdes de gRT-
PCR afim de verificar a alteracdo da quantidade de miR-1914-5p nas células utilizadas nas
andlises desse estudo. Como esperado, a concentracdo do miRNA nas células transfectadas
com o mimico estava muito maior quando comparado ao controle e a concentracdo do
miRNA nas células transfectadas com o inibidor estava menor quando comparado ao controle.

A Figura 13 demonstra esses resultados.

Figura 13: Niveis de expressdo relativa do miRNA-1914-5p em células SK-HEP-1
transfectadas com miR-1914-5p mimico e miR-1914-5p inibidor. As anélises foram realizadas
em triplicatas e a expressdo do miRNA foi obtida pelo método de PCR quantitativa em tempo
real, sendo o grafico plotado utilizando-se o software Graph Pad Prism 5. Os resultados foram
submetidos a andlise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de Tuckey, onde
***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05.
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5.2 Andlises de Oil Red O

Como anteriormente mencionado, as goticulas de lipideos séo consideradas estruturas
dindmicas e funcionais, responsaveis ndo somente pelo armazenamento de gordura e energia,
mas também estdo envolvidas na biossintese de membranas, metabolismo de lipideos,
sinalizacéo celular, inflamacéo e cancer (CURRIE, 2013; WELTE, 2015; JU, 2016). Para a
analise da alteracdo da quantidade de goticulas lipidicas frente a alta concetracao e a inibigéo
do miR-1914-5p em células SK-HEP-1, foram realizados ensaios de microscopia de campo
claro com marcagdo de Oil Red O. Os resultados demonstraram um aumento expressivo nas
células transfectadas tanto com o miR-1914-5p mimico quanto com o inibidor (Figura 14). E
interessante notar que diferente de Hep G2, o inibidor na SK-HEP-1 também aumentou o
numero de goticulas, sugerindo mecanismos de atuacdo dessas moléculas dependentes do tipo

celular.

Figura 14: Andlise de goticulas lipidicas em microscopia de campo claro. A) Células SK-
HEP-1 transfectadas com miR1914-5p mimico ou inibidor. B) Quantificacdo relativa de
goticulas lipidicas. Gréafico plotado utilizando-se o software Graph Pad Prism 5. Os resultados
foram submetidos a anélise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de Tuckey, onde
***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05.
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5.3 Analise da regulacdo da expressdo génica mediada pelo miR-1914-5p: as analises

transcricionais e de proteinas

Através da andlise de goticulas lipidicas, foi possivel observar a ocorréncia de
alteracbes metabdlicas. Para melhor explorar o metabolismo celular frente aos miRNAs
mimicos e inibidores, andlises de mensuracdo de expressdo génica foram realizadas para
genes correlatos a diferentes etapas do metabolismo de lipideos. Para alguns genes chaves
desse metabolismo foram também realizadas analises de Western Blot. O conjunto dessas
analises permitiram uma melhor compreensédo de particularidades funcionais do miR-1914-5p

no contexto da regulacdo funcional do metabolismo lipidico.

5.3.1 Andlises moleculares de genes correlatos a sintese de lipideos

Seguindo as andlises, 0s genes chaves do metabolismo de lipideos, ACC1, ACC2,
MLYCD e FASN, e seu fator de transcricdo SREBP-1c foram analisados atraves por RT-
PCR. Os niveis proteicos de MLYCD e FASN foram quantificados por Western Blot. A
Figura 15 apresenta os resultados obtidos. Podemos observar na Figura que o nivel
transcricional dos genes SREBP-1c, ACC1 e ACC2 aumentou nas células transfectadas com o
miR-1914-5p mimico em relacdo as células controle, sendo esse aumento mais expressivo em
ACC1 e ACC2. Entretanto, para MLYCD, houve um aumento na expressao génica, mas este
aumento ndo resultou em elevacdo da quantidade de proteinas para as células, no qual o
miRNA estava em maior quantidade, que sugere a presenca de mecanismos de RNAI,
considerando-se trabalhos anteriores que demonstram esse mecanismos, como o trabalho
desse grupo de pesquisa (Silva, 2018). Por fim, ainda nesse grupo de células, a expressdo de
mRNA de FASN sofreu uma reducdo significativa, porém seus niveis de proteinas sofreram
leve alteracdo positiva, 0 que pode estar diretamente correlacionado com a meia vida proteica.
O aumento de ACC1 pode ter causado o leve aumento de FASN, ja que o substrato para a
reacdo da sintase pode estar mais abundante. Porém nédo se espera altas taxas de AG nessas
ceélulas. Por se tratar de uma célula de adenocarcinoma, a SK-HEP-1 possui um metabolismo
um tanto plastico e pode depender mais de AG exdgenos do que da sintese de novo de
lipideos, como é observado em células metastaticas (ROHRIG, 2016; PASCUAL et al.,
2017). As goticulas lipidicas encontradas nessas células possuiam um tamanho muito

reduzido se comparado as SK-HEP-1 controle, alem disso também houve alta expressédo de
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ACC?2, que pode estar bloqueando a [3-oxidagéo indiretamente pela producgéo de malonil-CoA,
justificando o acumulo de lipideo. Em conjunto esses resultados sugerem que a alta
concentracdo desse miRNA nessa célula pode nao ser tdo efetivo devido ao seu metabolismo
lipidico flexivel.

Seguindo as analises, em células SK-HEP-1 transfectadas com o miR-1914-5p
inibidor, houve uma reducédo do nivel de expressdo génica do fator de transcricdo SREBP-1c,
0 que pode justificar a reducdo encontrada nos niveis de expressdo do mRNA de ACCL,
considerando-se o papel desse fator de transcricdo na expressao desse gene. No entanto, para
MLYCD, observamos uma reducdo no nivel de seu mRNA mas um aumento dessa proteina
se comparada com as celulas controle. Novamente é importante ressaltar que diferencas nos
niveis génicos e protéicos sdo justificados por mecanismos pds-transcricionais e pelo tempo
de vida das proteinas. A alta quantidade de proteina MLYCD pode ter ocasionado o aumento
significativo de FASN, tanto da expressao génica quanto do nivel protéico. Estes resultados
analisados, juntamente com o aumento de goticulas lipidicas, tanto na quantidade quanto no
tamanho, e ainda a ndo modulacdo de ACC2, podem sugerir um aumento na producdo de AG

nesse grupo de células.
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Figura 15: Niveis de expresséo relativa dos mRNAs SREBP-1c, ACC1, ACC2, MLYCD e
FASN e niveis relativos das proteinas MLYCD e FASN em células SK-HEP-1 néo
transfectadas e transfectadas com miR-1914-5p mimico e miR-1914-5p inibidor na
concentracdo de 30nM. As andlises foram realizadas em triplicatas, as expressdes dos mMRNAS
foram obtidas pelo método de PCR quantitativa em tempo real e os niveis de proteina foram
mensurados por Western blot. Os graficos foram plotados utilizando-se o software Graph Pad
Prism 5. Os resultados foram submetidos a anélise estatistica One way ANOVA seguido pelo
teste de Tuckey, onde ***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05.
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5.3.2 Analises moleculares de genes correlatos ao armazenamento de lipideos

A indicagdo da modulacdo e disturbios causados ao metabolismo das celulas
direcionou uma andlise mais pontual sobre o armazenamento dos lipideos em goticulas
citoplasmaticas. Para isso, da mesma maneira que realizado quando do estudo de HEPG2,
genes correlatos ao armazenamento de lipideos como DGATL1 e DGATZ; Lipina 1 e seu fator
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de transcricdo PPAR-y; e também de SIRT1, importante molécula reguladora de SREBP-1c,
foram analisados por qRT-PCR. nos diferentes grupos de células SK-HEP-1 (controle,
transfectada com o miR-1914-5p mimico e transfectada com o miR-1914-5p inibidor). A

Figura 16 apresenta os resultados obtidos.

Figura 16: Niveis de expressdo relativa dos mRNAs SIRT1, PPAR-y, DGATI1, DGAT?2,
Lipina 1 em celulas SK-HEP-1 n&o transfectadas e transfectadas com miR-1914-5p mimico e
miR-1914-5p inibidor na concentra¢do de 30nM. As analises foram realizadas em triplicatas e
as expressdes dos mMRNAs foram obtidas pelo método de PCR quantitativa em tempo real,
sendo os gréficos plotados utilizando-se o software Graph Pad Prism 5. Os resultados foram
submetidos a analise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de Tuckey, onde
***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05.

SIRT1 PPAR-y

Ing

=

-

n
1

-
v

-
=)
1

4
o

Expressao relativa de mRNA
*
Expressao relativa de mRNA

g
o
=4
o

Lipina 1
1.5

g
o
T
*
i
*

-
v
1
*

1.0

0.5+

Expressao relativa de mRNA
%
Expressao relativa de mRNA
o
i

Expressio relativa de mRNA
o

e
o
T

Por sua vez o aumento dos niveis do miR-1914-5p em células SK-HEP-1 conduziu a
variacdo na expressdo génica. A expressdo de SIRT1 apresentou aumento significativo se
comparada com as células controle. Também foi observado um aumento na expressdo dos
genes DGAT2 e Lipina 1 nesse grupo de celulas. Esses aumentos transcricionais sdo
relevantes, pois esta correlacionado a maior quantidade de goticulas lipidicas encontradas
nessas células (REUE, 2008; WELTE, 2015).

Nas células onde houve a inibicdo do miR-1914-5p, podemos observar uma reducéo

da expressdo de SIRT1 e de PPAR-y, sendo a ultima mais expressiva. A redugdo da expressao
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desses genes sugere uma reducdo no acumulo de lipideos em células hepéticas (JIA et al,
2016), poréem ndo observamos tal fen6tipo nas andlises de Oil Red O. Ainda, as expressdes
génicas de DGAT1 e DGAT2 também sofreram reducdo significativa quando comparamos as
células SK-HEP-1 transfectadas com o miR-1914-5p inibidor com o as células SK-HEP-1
controle. Mais uma vez as analises moleculares sugerem reducéo de goticulas lipidicas. Dessa
forma, o aumento expressivo na expressdo do gene Lipina 1 levanta a hipdtese que o acimulo
de goticulas lipidicas nessa célula esta sendo modulado por uma rota onde a Lipina 1 tem
funcdo (DA SILVA, 2018).

5.3.3 Analises moleculares de genes correlatos a -oxidagéo

Continuando as analises funcionais do miR-1914-5p sobre o metabolismo de lipideos,
ensaios de gRT-PCR para genes importantes na oxidacdo de AG foram realizados. Em cancer
a B-oxidacdo é necessaria para atender as altas demandas energéticas, ja que este processo
produz ATP para a célula. Em situagdes de estresse celular, a B-oxidacdo pode auxiliar na
sobrevivéncia da célula, no entanto o papel da B-oxidacdo em célula tumorais ainda é muito
discutido (ROHRIG, 2016; XIONG, 2018). Os genes investigados nesse estudo, correlatos a
esse processo, foram o fator de transcricdo que regula diretamente a expressdo de diversos
genes na absorgdo ou oxidacdo de &cidos graxos PPAR-a, a lipase ATGL e as transportadoras
dos grupos acil-graxos CPT1 e CPT2. Os resultados dessas analises estdo representados na
Figura 17.

As células SK-HEP-1 transfectadas com o miR-1914-5p mimico quando comparadas
com as células SK-HEP-1 controle, apenas demonstraram diferenca no nivel de expressdo
génica de CPT2, onde foi possivel visualizar uma reducdo expressiva e significativa nos
niveis transcricionais desse gene.

Para as células SK-HEP-1 transfectadas com o miR-1914-5p inibidor, houve
modulagdes negativas em todos os genes analisados, sendo mais evidente em PPAR-a e
CPT2. Esses resultados sugerem novamente alteragdes metabolicas causadas nas células SK-
HEP-1.
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Figura 17: Niveis de expressdo relativa dos mMRNAs PPAR-a, ATGL, CPT1 ¢ CPT2 em
células SK-HEP-1 ndo transfectadas e transfectadas com miR-1914-5p mimico e miR-1914-
5p inibidor na concentracdo de 30nM. As anélises foram realizadas em triplicatas e as
expressdes dos mMRNAs foram obtidas pelo método de PCR quantitativa em tempo real, sendo
os gréficos plotados utilizando-se o software Graph Pad Prism 5. Os resultados foram
submetidos a analise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de Tuckey, onde
***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05.

PPAR-a ATGL

‘zt 1.5+ g 1.5

o [

E E

@ @ Q

© k-]

g 1.04 ox g 1.0

© a

© E

1= (=

© 0.5+ o 0.5

] E ]

] a

e 2

g g

i 0.0- X 0.0

Cad & & 2° & &
:ﬁ‘é & Q@\e & ‘:Q@& ‘ﬁ@a
& .\v"’ Q\"" N
i > N

& & & &
CPT1 CPT2

1.5

-
o
I

0.5

Expressao relativa de mRNA
]
i

Expresséao relativa de mRNA

e
o
I

&

5.3.4 Andlises moleculares de genes correlatos ao metabolismo energético

Em tumores, a ativacdo de oncogenes e a perda de supressores tumorais causam
reprogramacao metabodlica nas células, resultando em aumento da necessidade energética e
vias biossintéticas. No entanto, a limitagdo nutricional faz com que as células tumorais
flexibilizem seu metabolismo com o intuito de sustentar sua sobrevivéncia (RIBAS, 2016;
ZHANG, 2017). Dessa forma, o metabolismo de lipideos vem se tornando foco de interesse
no estudo de cancer, ja que a sintese de AG é um processo essencial para células, pois
converte nutrientes em metabolitos intermediarios para a biossintese da membrana lipidica,
estoque energeético e moléculas de vias de sinalizacdo (WAKIL, 2009; CURRIE, 2013; JU,
2016; ROHRIG, 2016). Porém, os resultados apresentados para as analise da SK-HEP-1

sugeriram desvios no metabolismo de lipideos frente & inibicdo do miRNA-1914-5p. Portanto,
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a expressao de citrato sintase (CS) foi analisada para se investigar possiveis mecanismos
desenvolvidos pelas células para obtencdo de energia. CS catalisa a conversdo de
oxaloacetato e acetil-CoA em citrato e coenzima A (CoA) (ALEKSANDROV, 2014;
NELSON, 2014). A formacdo de citrato ocorre na membrana mitocondrial. Quando seus
niveis estdo muito altos, 0 mesmo é encontrado também no citoplasma, seguindo para o

metabolismo lipidico (BERG, 2002). Os resultados estdo apresentados na Figura 18.

Figura 18: Niveis de expressdo relativa do mRNA CS em células SK-HEP-1 néo
transfectadas e transfectadas com miR-1914-5p mimico e miR-1914-5p inibidor na
concentracdo de 30nM. As analises foram realizadas em triplicatas e as expressdes dos
mRNAs foram obtidas pelo método de PCR quantitativa em tempo real, sendo os graficos
plotados utilizando-se o software Graph Pad Prism 5. Os resultados foram submetidos a
andlise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de Tuckey, onde ***p<0.0005,
**p<0.005, *p<0.05.

CS

=
6]
1

=
o
1

*kk

Expresséo relativa de mRNA
o
o

o
o
1

Como pode ser observado, tanto a alta concentragdo quanto a inibi¢cdo do miR-1914-
5p diminuiu significativamente a expressdo de mRNA de CS. Os resultados sugerem que a
transfeccdo das células parece induzir um baixo metabolismo celular aer6bio e uma
diminuicdo no nivel de expressdo de CS sugeriria uma baixa concentracdo de citrato a nivel
celular que poderia ser encaminhado para o metabolismo lipidico. O baixo metabolismo
aerobico em cancer ja é observado e descrito, conhecido como efeito de Warburg
(DEBERARDINIS et al., 2008). Esse efeito se caracteriza pela alteragdo nas taxas do
metabolismo oxidativo de produgdo energética na via ciclo de Krebs, e uma maior utilizagéo
da via anaerobica (MATOBA et al., 2006; DEBERARDINIS et al., 2008). Todavia, a
concentracdo de CS é um indicativo de atividade mitocondrial e sua baixa expressdo pode

mais uma vez sugerir desvios metabolicos causados a célula tumoral. Com essas analises
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pode-se observar que h& uma regulacdo para baixa atividade mitocondrial pela reducdo da
expressdo de CS, baixa oxidacdo de AG pela reducdo da expressdao de PPAR-a ¢ ATGL,
porém alta sintese e armazenamento de AG pelo aumento de MLYCD, FASN e Lipina, além

da alta quantidade de goticulas lipidicas identificadas.

5.4 Andlise dos AG: quantidade, elongamento e saturacao

5.4.1 Analise de AG por CG-MS

As andlises celulares e moleculares realizadas, demonstraram alteragdes em todo o
metabolismo lipidico das células SK-HEP-1 transfectadas. Considerando-se os resultados
obtidos, observou-se aumento nos niveis protéicos e de MRNA de FASN, principalmente em
células onde 0 miR-1914-5p foi inibido. Considerando a funcdo dessa enzima na sintese de
AG, foram realizados ensaios de esterificagdo de AGs para a quantificagdo dos mesmos,
utilizando-se a metodologia de CG-MS. Os resultados dessas analises se encontram na Tabela
5. Nas células SK-HEP-1 foram encontrados os seguintes AG: &cido miristico (C14), acido
palmitico (C16) , &cido oleico (C18:1), &cido esterarico (C18) e acido aracddnico (C20:4).
Como esperado, podemos observar na Tabela 5, 0 aumento nos niveis do miR-1914-5p pela
transfeccdo reduz a quantidade total de AG encontrado nas células SK-HEP-1 em comparagéo
com as células SK-HEP-1 controle, enquanto a inibi¢cdo do miRNA aumentou essa quantidade
em 40,8%.

O é&cido estearico foi 0 AG mais presente em todos os grupos de células, seguido do
acido palmitico e do acido oleico que foram encontrados em quantidade equivalentes. Por fim,

encontrado em menores concentracdes, temos o acido miristico e o acido araquidénico.

Tabela 5: Quantificacdo de AG em células SK-HEP-1 controle, transfectada com miR-1914-
5p mimico e transfectada com o miR-1914-5p inibidor. Valores representados em g de AG
por mg de células e sua porcentagem correspondente nos AG totais.

Acido Graxo SkHep Controle SkHep miR-1914-5p mimico SkHep miR-1914-5p inibidor

i (g/mg) (%) (g/mg) (%) (g/mg) (%)

Acido Palmitico ~ 748,2925 28,85 |646,5909 29,20 |1083,0137 29,65
Acido Oléico 762,8694 29,41 |656,4439 29,65 |1089,4927 29,83
Acido Esteérico 840,5339 32,40 |689,4387 31,14 | 1140,7760 31,23
Acido Aracdonico 137,6249 5,31 [120,8870 5,46 |184,0346 5,04
Acido Miristico 104,7435 4,04 1100,7656 4,55 | 155,2550 4,25
Total 2594,0643 100 2214,1261 100 3652,5720 100
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A andlise isolada de cada AG entre os diferentes grupos de células SK-HEP-1
demonstrou que apenas as células em que o0 miR-1914-5p foi inibido apresentou aumento da
concentracdo de AG. Esse aumento foi mais expressivo principalmente no acido miristico e
no acido palmitico. A analise do meio de cultivo ap6s 24 horas de incubacdo das células
transfectadas com o miR-1914-5p mimico e inibidor demonstrou redugdo da quantidade
apenas para o0 &cido miristico quando comparado ao meio das células controle, demonstrando
que as células devem ter obtido esse acido atraveés de transporte para manter a sua
sobrevivéncia. Apenas o dado obtidos com o acido miristico foi apresentado.

Em conjunto, esses resultados corrobora o anteriormente discutido, que as células SK-
HEP-1 apresentam perfil metastatico e possuem metabolismo de lipideos mais flexivel,
podendo dessa maneira se valer dos AGs no meio de cultura. Para o acido palmitico, as
analises ndo apresentaram diferencas nas quantidades encontradas nos meios de cultivo,
sugerindo que esse AG foi obtido através da sintese por FASN. Isso ja era esperado, ja que o
acido palmitico é o principal produto da acdo da FASN, e os niveis dessa enzima se
encontram altos nas células SK-HEP-1 transfectadas com o miR-1914-5p inibidor (CURRIE

et al., 2013). Resultados representados na Figura 19.



61

Figura 19: Quantidade em pg/mg de AG em células SK-HEP-1 controle, transfectada com
miR-1914-5p mimico e transfectada com o miR-1914-5p inibidor. As analises foram
realizadas em triplicatas e a quantidade de AG foi obtida por CG-MS, sendo os gréaficos
plotados utilizando-se o software Graph Pad Prism 5. Os resultados foram submetidos a
andlise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de Tuckey, onde ***p<0.0005,
**p<0.005, *p<0.05.
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5.4.2 Analise molecular da dessaturacdo e alongamento dos AG

Para melhor correlacionar a atividade funcional do miR-1914-5p na dessaturagédo e
alongamento dos AG encontrados nas células, analises de qRT-PCR de genes envolvidos nos
processos de ativacdo, elongamento e saturacdo desses AG foram realizadas. Os niveis das
Acil-CoA sintetases, ACSL4 e ACSL5, enzimas que ativam 0os AG adicionando o acil-CoA
em sua cadeia, foram analisadas. Os resultados apresentados na Figura 20 demonstraram que
ndo houve modulacdo muito significativa frente a desregulacdo do miR-1914-5p na expressao
génica destes. O nivel da proteina ACSL4 foi quantificado por analises de Western Blot e esse
ensaio demonstrou mesmo resultado.

Seguindo as analises, a investigacdo de SCD1 se fez necessaria devido a sua acao de
dessaturase do acido estearico para o &cido oleico, os dois &cidos mais abundantes nas células
SK-HEP-1. Em nossas anélises o nivel de expresséo génica de SCD1 apresentou uma redugéo

significativa tanto nas células SK-HEP-1, onde ha altos niveis do miR-1914-5p, quanto nas
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celulas que tiveram o miRNA inibido. O mesmo padréo de expressdo génica foi observado na
linhagem celular Hep G2, demonstrando uma acdo efetiva de miR-1914-5p na regulacéo
dessa enzima em duas células de HCC diferentes. E interessante apontar que o mRNA da
SCD1 possui sitios putativos de ligacdo ao miR-1914-5p., o que pode facilitar mecanismos de
RNAI pela interacdo fisica miRNA: mRNA. Entretanto, essa validacdo ainda precisa ser
realizada. Por outro lado, observamos que a presenga da molécula inibidora reduz
consideravelmente os niveis transcricionais de SCD1, o que na SKHEP-1, pode estar
correlacionado com a reducéo brusca nos niveis de PPAR-y, considerado um elemento ligante
da regido promotora de SCD1 (KAWAI, 2010).

Por fim, foram também analisados os niveis transcricionais da elongase de AG longos,
a ELOV7. Sabe-se que em canceres, essa enzima € superexpressa e esta relacionada a
sobrevivéncia tumoral. A gRT-PCR do gene de ELOV7 revelou uma reducdo acentuada em
sua expressdao em células SK-HEP-1 transfectadas com o miR-1914-5p inibidor, assim como
observados nas células Hep G2 (Figura 11). Esse resultado reforca a idéia de uma possivel

aplicacdo biotecnoldgica do miR-1914-5p no metabolismo de patogenias hepaticas.
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Figura 20: Niveis de expressdo relativa dos mMRNAs ACSL4, ACSL5, SCD1 e ELOV7 e
nivel relativo da proteina ACSL4 em células SK-HEP-1 ndo transfectadas e transfectadas com
miR-1914-5p mimico e miR-1914-5p inibidor na concentragdo de 30nM. As andlises foram
realizadas em triplicatas, as expressdes dos mRNAs foram obtidas pelo método de PCR
quantitativa em tempo real e os niveis de proteina foram mensurados por Western blot. Os
gréficos foram plotados utilizando-se o software Graph Pad Prism 5. Os resultados foram

submetidos a andlise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de Tuckey, onde
**xn<0.0005, **p<0.005, *p<0.05.
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5.5 Analises da oxidacao de AG

Para as andlises de oxidagdo dos AG nas células SK-HEP-1, ensaios de microscopia de
fluorescéncia que se baseiam em mensuracdo de lipideos gastos e incorporados foram
realizados . Os resultados dessas analises podem ser observados na Figura 21.

Em nossos ensaios, a transfeccdo de moléculas mimetizadoras ou inibidoras do miR-
1914-5p ndo alteraram o perfil das goticulas lipidica, quando da comparacdo com o perfil de
goticulas apresentados nas ceélulas controle. Nas celulas transfectadas, a localizagdo do
vermelho C12, um analogo de acido graxo saturado de cadeia de 12 carbonos, estava quase
completamente sobreposta ao verde das goticulas de lipideos. Como ja discutido, nas células
Hep G2, esse fendbmeno ¢é observado em células onde ha escassez nutritiva e essa observacéo
em nossos ensaios sugere o bloqueio dessa via como ja hipotetizado. Analises utilizando o

Etomoxir (Merck) na concentragdo de 25 pM e 50 uM foram realizadas e observado foi o
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mesmo, co-localizagdo do vermelho C12 e das goticulas lipidicas verdes. Podemos entéo
sugerir novamente que o miR-1914-5p tanto em células Hep G2 quanto em células SK-HEP-1
bloqueia a obtencdo de ATP através da via de oxidacdo de AG quando em altas
concentracdes. No entanto a inibicdo desse miRNA em células SK-HEP-1 parece causar o
mesmo fendmeno, no entanto outras vias de obtencdo energética analisadas nesse estudo
também parecem estar comprometidas. Dessa forma, a inibi¢do do miR-1914-5p em células

SK-HEP-1 parece causar algum estresse a mitocondria.
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Figura 21: A) Microscopia de fluorescéncias de células SK-HEP-1 controle e transfectadas
com 0 miR-1914-5p mimico ou inibidor na concentracdo de 40nM e coradas com BODIPY™
558/568 C12 (lipideo C12 em vermelho), BODIPY™ 493/503 (goticulas lipidicas em verde)
e as imagens sobreposta junto a coloracdo DAPI (nucleo em azul) citoesqueleto em vermelho.
B) Quantificagdo da sobreposi¢cdo do C12 com as goticulas lipidicas pelo coeficiente de
Pearson. Os graficos foram plotados utilizando-se o software Graph Pad Prism 5. Os
resultados foram submetidos a anélise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de
Tuckey, onde ***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05.
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6. CONCLUSOES

Nas células Hep G2, células de HCC humano, o0 miR-1914-5p causou desregulacéo de
MLYCD, aumentando seu nivel proteico. Em consequéncia desse aumento os niveis de FASN
subiram, provavelmente devido & maiores quantidades de acetil-CoA disponiveis para a
sintese de lipideos. Com isso as quantidades de AG na célula aumentaram e devido ao
aumento drastico da expressdo de ACC2 e a ndo oxidagdo de AG C12 pode-se sugerir que a
[B-oxidacdo esteja bloqueada, levando a célula a acumular lipideos. Esse acumulo é justificado
pelo aumento de Lipina 1 e das goticulas lipidicas citoplasmaticas. Além disso, a alta
concentracdo de Lipina 1 pode estar regulando o fator de transcricdo SREBP-1c que, por sua
vez, ird desregular novamente os niveis de MLYCD e FASN. Por outro lado, perante a
inibicdo do miR-1914-5p em ceélulas Hep G2, ndo se observam alteracfes nos niveis de
MLYCD, mass niveis da proteina FASN sdo encontrados em altas quantidades, favorecendo a
a sintese de altas concentragdes de AG. Porém ndo ha acimulo de lipideos nesse caso, mesmo
com a alta expresséo de Lipina 1, os niveis de PPAR-y, CPT1 e CPT2 nessa célula estavam
altos. Ainda os nives de expressdo ACC2 extremamente baixos e a oxidacdo de AG C12
sugerem que diferente do efeito de acimulo de lipideos do aumento do miR-1914-5p, a
inibicdo causa oxidacdo dos AG produzidos pela FASN.

Em células SK-HEP-1, células de adenocarcinoma hepéatico humano, o aumento do
miR-1914-5p pareceu modular de maneira semelhante a observada em Hep G2, porém de
forma mais sutil ja que essa célula apresenta metabolismo mais pléstico. A principal diferenca
é a modulacdo sutil da expressdo de MLYCD e FASN, o que por consequéncia ndo alterou as
quantidades de acido graxo produzidos nessa célula. Porém, as analises nos levam a inferir
gue ha uma possibilidade de bloqueio da oxidacdo de AG pelo miR-1914-5p nessas células,
considerando o acumulo de goticulas de lipideos, aumento da expressdo de ACC2 e a ndo
oxidacdo de AG C12. Ja em células SK-HEP-1 onde houve a inibicdo do miR-1914-5p, os
resultados sugerem que o0 mIiR-1914-5p causou um estresse metabdlico. Os niveis de
expressdo de CS, ATGL e CPT2 estavam sendo regulados negativamente, podendo estar
bloqueando duas das principais vias de obtencdo de ATP da célula. Além disso, o acimulo
alto de lipideos, através das goticulas lipidicas de grande tamanho e producdo de AG por
FASN para armazenamento, sugerem um possivel ambiente lipotéxico para a celula. A Figura
22 apresenta essas informagdes lado a lado em forma de esquema, com as vias de atuagdo
elucidadas. Dessa forma, o miR-1914-5p se mostrou um importante regulador do
metabolismo de lipideos.
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