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RESUMO

O figado desempenha varias fun¢des na homeostase celular, mas infelizmente o nimero de
pessoas acometidas por doengas hepaticas ¢ alto, caracterizando-as como um grave problema
de saude publica. Uma caracteristica presente nessas doengas hepaticas ¢ a fibrose, que se
caracteriza como uma resposta de cicatrizagdo a lesdes acometidas pelo tecido, acarretando no
acimulo de componentes da matriz extracelular. Caso a lesdo seja continua, mecanismos pro-
inflamatoérios se estabelecem comprometendo as fungdes do 6rgao. As células responsaveis pela
sintese dos elementos da matriz extracelular sdo as células estreladas hepaticas, as quais,
armazenam goticulas lipidicas ricas em vitamina A nos figados normais. Em figados fibrosados,
a célula perde sua conformacdo estrelada e as goticulas lipidicas. No geral a resposta
inflamatéria ¢ caracteristica das injurias hepaticas, e os estimulos pro-inflamatorios sao
decorrentes do metabolismo do 4cido araquidonico, na via de sintese de prostaglandinas,
mediada pela atuacdo das proteinas ciclooxigenases. Estudos recentes apontam uma conexao
entre a proteina ciclooxigenase 2 e as enzimas formadoras de goticulas lipidicas (Acil-CoA
sintetases). Paralelamente, terapias eficazes contra a fibrose ainda sao elusivas e a
caracterizagdo de novas moléculas que subsidiem o desenvolvimento de terapias alternativas ¢
objetivado e microRNAs se destacam. Dentro desse contexto, o estudo com o microRNA-769-
3p possibilitou uma analise funcional de sua correlacdo nas vias de metabolismo lipidico e
processo pro-inflamatorio. Para o desenvolvimento deste trabalho, células estreladas hepaticas
de linhagem LX-2 foram cultivadas para a realiza¢do de analise das goticulas lipidicas através
de Oil Red O, para analises de expressdo génica por RT-PCR e qRT-PCR e andlises de
imunofluorescéncia e ELISA para a identificacdo de algumas proteinas importantes no processo
fibrosante hepatico. As células transfectadas com o mimico e inibidor do microRNA-769-3p
demonstraram um reaparecimento das goticulas lipidicas, sendo este, significativo nas células
transfectadas com o inibidor do microRNA-769-3p, sugerindo um ambiente celular
desfavoravel. Além disso, a inibicdo do microRNA-769-3p ocasiona um aumento significativo
em diversas enzimas importantes no metabolismo lipidico e em citrato sintase, indicando um
aumento metabolico celular principalmente na via mitocondrial oxidativa e na formacao das
goticulas lipidicas. Apesar de ndo demonstrar regulagdo em vias relacionadas com a reversao
do processo fibrosante hepatico, a inibicdo do microRNA-769-3p apresentou resultados
interessantes indicando o seu papel importante no impedimento de um quadro pro-inflamatério
mais elevado.

Palavras-chave: fibrose hepatica; processo pro-inflamatorio; células LX-2.



ABSTRACT

The liver plays several roles in cellular homeostasis, but, unfortunately, high number of people
are accomited by hepatic problems, characterizing them as a serious public health problem. One
ordinary characteristic of such pathologies is fibrosis, which is stablished due to the intense
healing response to the damaged tissue resulting in the accumulation of extracellular matrix
components. If the lesion is continuous, pro-inflammatory mechanisms are established
compromising the organ functions. In the liver, the cells responsible for the synthesis of
extracellular matrix elements are the hepatic stellate cells. In health liver, such cells store
vitamin A in lipid droplets. In pro-fibrotic livers, the cell loses its star-shaped conformation and
the lipid droplets. In general, the inflammatory response is characteristic of liver injury, and
pro-inflammatory stimuli are the result of arachidonic acid metabolism in the prostaglandin
synthesis pathway, mediated by the action of cyclooxygenase proteins. Recent studies point to
a connection between cyclooxygenase 2 protein and lipid droplet forming enzymes (acyl-CoA
synthetases). In parallel, effective therapies against fibrosis are still elusive and the
characterization of new molecules that support the development of alternative therapies is
aimed. In this context, microRNAs comes as a promising molecule. In this study the
microRNA-769-3p was functionally investigated focusing in its metabolic correlation with the
lipid metabolism and pro-inflammatory processes. For the development of this work, LX-2
lineage liver cells were cultured for the analysis of lipid droplets by Oil Red O, for analysis of
gene expression by RT-PCR and qRT-PCR, and immunofluorescence and ELISA analyzes for
the identification of some important proteins in the fibrogenic process. Cellular transfection
with either miRNA-769-3p mimic or inhibitor change their metabolism and conduce to the
reappearance of lipid droplets. A more pronounced number of lipid droplets were observed in
the microRNA-769-3p inhibitor transfected cells, suggesting an unfavorable cellular
environment. In addition, inhibition of microRNA-769-3p causes a significant increase in
several important enzymes in lipid metabolism and citrate synthase, suggesting high level of
cellular metabolism mainly in the oxidative mitochondrial pathway and in the formation of lipid
droplets. Although it did not demonstrate regulation in pathways related to the reversal of the
hepatic fibrosing process, inhibition of microRNA-769-3p presented interesting results
indicating its important role in preventing a higher proinflammatory environment.

Keywords: hepatic fibrosis; pro-inflammatory process; LX-2 cells.



SUMARIO

L. INTRODUGAO ...ttt eer e 7
1.1. O processo fibrosante hepatico: um painel geral ...........ccceeviveriieiiieniienieeieeeeee, 7

1.2. O metabolismo lipidico e a sua correlagdo com o processo pro-inflamatorio ....... 13

1.3. Os microRNAs e sua atuag@o na fibrose hepatica..........ccccecveeevcrieenieeeicieecie e 16

2. OBJETIVOS ...ttt ettt et ettt et e st e s aeesbesntesaeenseeneesseeseenee e 19
2.1, ODJEHIVOS ZOTAIS...eecuiieeiieeeieeesieeesteeesteeessteeessreessseesseeessseeessseeesssesessseeessseesnsseenns 19

2.2, ODbJetiVOS ESPECTIICOS. ...ueiuiruiiiiiiiiieitteie ettt sttt sttt et 19

3. MATERIAL E METODOS ........coooiiiiiiinniieeeeeeeesse sttt 19
3.1. Cultura de células e transfecgdo celular.............ccoeeeevieiiiiieiiiecee e, 19

3.2. Analises morfoldgicas: a microscopia de campo claro e as andlises das goticulas de
TIPIA@OS ..ttt ettt ettt et e et e et e e e tb e e b e s sa e e b e e etaeebeentteenbeenareenne 21

3.3. Analises morfoldgicas: imunofluorescéncia e as analises de ACSL4 e COX-2....22

3.4. Anadlise molecular: extracdo de RNA e mensuracio da expressao génica............. 22

3.5. Mensuragdes de TGFB-1 em ELISA .....ccoiiiiiiiiiiiiiceceeeece e 26

3.6. ANALISES ©STATISTICAS ...eevieeutieiiieiie ettt ettt ettt ettt et e et e b e e b e et esate e aee e 27

4. RESULTADOS E DISCUSSAQ ......ccooiimiiriieieeiesinsiisesenesiessessses s ssssessesesesssesssnsens 27
4.1.  Analises preliminares com 0 miRNA .........cociiiiiiiiiniieeeeee 27

4.2.  Analise de goticulas lipidicas pelo ensaio de Oil Red O........ccccocveviiniiiiinicnennns 28

4.3. Analise de expressao génica em reagdes de polimerase em cadeia .........c..coueeee. 30
4.3.1.  Analises moleculares de genes marcadores moleculares de fibrose hepatica........ 30
4.3.2. Analises moleculares de genes correlatos ao processo de estresse oxidativo........ 34
4.3.3. Analise da expressao de genes correlatos ao processo apoptotico........cccveeennennnee. 36
4.3.4. Analise da expressao de genes correlatos ao processo pro-inflamatorio ............... 39
4.3.5. Analise da expressao de genes correlatos ao metabolismo de lipideos.................. 42
4.3.6. Analise da expressdo de genes correlatos ao ciclo celular e a transicao epitélio-

MESENQUIMAL.....eoutiiiiieiie et ettt et e st e et e e st e e bt esseeeteesabeenseesnneenseans 49



4.4. Imunofluorescéncia de ACSLA € COX 2. eenenes
4.5. Mensuracdo de TGFB-1 em ELISA .....ccooiiiiiiiiee et

5. CONCLUSAOD. ... et e e e et e e e e s e e e s e et e e s e e e es e e s eaeeens

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....o.ooooeoeoeeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e



1. INTRODUCAO
1.1. O processo fibrosante hepatico: um painel geral

O figado, considerado a maior glandula e o segundo maior 6rgao do nosso organismo,
possui uma arquitetura em lébulos hexagonais, que permite o desempenho de muitas fungdes
importantes no equilibrio celular e na homeostase do organismo (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013; RUI, 2014; TARASENKO; MCGUIRE, 2017). Dentre as fungdes metabdlicas mais
importantes estdo a metabolizacdo de carboidratos, aminoacidos e gorduras, a oxidacao de
acidos graxos, a ureagénese e desintoxicagcdo de residuos enddgenos e xenobidticos. Além
disso, por receber 30% do volume sanguineo total por minuto, o figado também pode atuar
como imunovigilante, sendo também conhecido pela produ¢do de proteinas de fase aguda em
respostas inflamatorias (TARASENKO; MCGUIRE, 2017). Infelizmente, € crescente o nimero
de pessoas acometidas pelos problemas hepaticos, como ¢ possivel observar nos dados da
Organizacdo Mundial da Saude (2015) em que a cirrose ¢ o cancer de figado subiram de
colocagao nas causas de morte mundiais entre os anos de 2000 a 2015 (de 13° para 11° e de 20°
para 16°, respectivamente). Dessa forma, esses problemas hepaticos acarretam alta morbidade
e mortalidade, caracterizando-se como grave problema de saude publica. As doencas hepaticas
e entre elas as hepatites, esteatoses, cirrose € hepatocarcinoma podem ser decorrentes de injurias
provenientes de virus, alcool, alimentacdo, desordens metabdlicas, parasitas e toxicidade por
drogas, entre outros agentes quimicos e bioldgicos que podem levar a progressdao de fibrose
(PUCHE; SAIMAN; FRIEDMAN, 2013; LI; OU-YANG; HAN, 2014; ZHAO et al., 2014;
GAO; BATALLER, 2015; WALLACE; MANN; FRIEDMAN, 2015). Dados da Organizagao
Mundial da Saude (OMS) apontam que em paises de renda média-baixa e média-alta a cirrose
e o cancer hepatico aparecem como 9* causa de morte (WHO, 2015).

Nas condigdes patologicas, uma caracteristica marcante ¢ a fibrose que acomete o
organismo. A fibrose hepatica ¢ uma resposta a inflamacdo crénica e lesdo hepatica e se
caracteriza como uma resposta de cicatrizagdo a injurias acometidas pelo tecido hepatico, que
acarreta no acumulo de componentes da matriz extracelular (MEC). Quando a injuria do tecido
hepatico ¢ transitoria ha a possibilidade de restauragdo do mesmo, voltando o figado a sua
condi¢do normal. No entanto, se a injuria for continua, a inflamagao cronica persistira e ocorrera
uma substituicdo do parénquima do figado por tecido cicatricial, o que acarretaria no
comprometimento de suas fungdes (HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN, 2011; PUCHE;
SAIMAN; FRIEDMAN, 2013; SEKI; BRENNER, 2015; HOROWITZ et al., 2017).



Considerando-se os elementos da MEC, estes se caracterizam como um conjunto de
macromoléculas estruturais como colagenos, ndo-coldgenos, glicoproteinas, proteoglicanos,
fatores de crescimento ligados a matriz e glicosaminoglicanos (SCHIFF; MADDREY;
SORRELL, 2012). Em um figado normal, a matriz extracelular ¢ dindmica possuindo um
equilibrio entre sua sintese e degradagao, contudo, durante a injuria hepatica esse equilibrio ¢
quebrado e a sintese de matriz extracelular se sobressai desenvolvendo-se na fibrose hepatica
(HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN, 2011). Particularmente, o figado ¢ constituido pelos
hepatocitos (células epiteliais, que constituem 80% do volume do 6rgdo), pelas células
endoteliais e pelas células ndo-parenquimatosas associadas ao figado que incluem as células de
Kupffer (KC), células dendriticas e células estreladas hepaticas (HSC) (Figura 1) (SENOO et
al., 2010; HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN, 2011). No processo fibrogénico, as células
estreladas hepaticas (hepatic stellate cell - HSC) sdo caracterizadas como efetoras e
responsaveis pela sintese acentuada de elementos da MEC (HERNANDEZ-GEA;
FRIEDMAN, 2011; WALLACE; FRIEDMAN, 2014; LEE; WALLACE; FRIEDMAN, 2015).
Além disso, essas células apresentam um metabolismo lipidico dinamico, participando do
armazenamento de goticulas de lipideos na forma de vitamina A (aproximadamente 50% a 80%
do total corporal) e também de seu transporte. Nas células 95% da vitamina A se apresenta
como ¢éster de retinil, sendo que de 30% a 50% estdo envoltas nas goticulas lipidicas (SENOO
et al., 2013; LEE; WALLACE; FRIEDMAN, 2015; SEKI; BRENNER, 2015; SENOO;
MEZAKTI; FUJIIWARA, 2017). No figado normal, as células estreladas se encontram em estado
quiescente, contendo goticulas de lipideos no citoplasma e conformagao de estrela; durante as
perturbagdes hepaticas ocorre a liberagdo de citocinas e quimiocinas que provocam a ativagao
da célula estrelada hepética, a qual perde as goticulas de lipideos, a forma estrelada e aumenta
sua sintese de componentes da matriz extracelular, permanecendo desta forma com o fenotipo
ativado, transformando-se em miofibroblasto, proliferativo, contratil, quimiotatico e
inflamatorio (PUCHE; SAIMAN; FRIEDMAN, 2013; TRAUTWEIN, 2015; TSUCHIDA;
FRIEDMAN, 2017). Elas apresentam uma caracteristica transcriptomica interessante pois
expressam genes e proteinas que as distinguem dos outros tipos celulares do figado, como o
receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas tipo b (PDGFRb), a enzima lecitina
retinol aciltransferase (LRAT), proteinas do citoesqueleto como desmina e proteina acida

fibrilar glial (GFAP) (TSUCHIDA; FRIEDMAN, 2017).



Figura 1. Esquema histologico do figado.
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HSC — células estreladas hepaticas e KC- células de Kupffer. Adaptado de Hernandez-Gea e
Friedman (2011).

Considerando-se a relevancia das HSCs para o estabelecimento do quadro fibrogénico
hepatico, essas células tornaram-se alvo de interesse de diferentes pesquisas. Essas células
representam 5-8% do volume hepatico, e estudos com culturas primdarias sempre foram alvos
de questionamento e burocracias éticas (CASTILHO-FERNANDES et al., 2011;
WEISKIRCHEN et al., 2013). Na busca de solucionar esses problemas, as linhagens celulares
LX-1 e LX-2 foram estabelecidas por Xu et al. (2005) e se demonstraram como uma op¢ao
positiva pois mantém um crescimento continuo e as caracteristicas fenotipicas das células
estreladas, permitindo a reproducao de experimentos (CASTILHO-FERNANDES et al., 2011;
WEISKIRCHEN et al.,, 2013). As células LX-2 apresentam a capacidade de se
transdiferenciarem do estado quiescente ao fibrosado em cultura celular, além de expressarem
marcadores moleculares especificos como alfa actina de musculo liso (a-SMA), vimentina,
proteina acida fibrilar glial (GFAP) e receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas
tipo b (PDGFRb) (WEISKIRCHEN et al., 2013), o que torna essas células um modelo de estudo
na elucidagdo do processo fibrosante hepatico (CASTILHO-FERNANDES et al., 2011).

Nas HSCs, o inicio da sintese dos componentes da MEC ocorre por meio da ativagdo
das mesmas, o que pode ocorrer pelos processos de iniciacdo e perpetuacao (Figura 2). A
iniciagdo ocorre deixando as células sensiveis a muitos sinais extracelulares. Ela ¢ realizada
através de estimulos ocasionados por fatores pro-inflamatorios e pro-fibrinogénicos oriundos
de células vizinhas (HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN, 2011; WALLACE, MANN;
FRIEDMAN, 2015; TSUCHIDA; FRIEDMAN, 2017). Entre os elementos indutores do inicio

da ativacdo das HSCs temos o fator de crescimento transformador B1 (TGF-B1) e o fator de



10

crescimento derivado de plaquetas (PDGF), sendo que o primeiro ¢ o principal estimulador de
produgdo de colageno I (WALLACE, MANN; FRIEDMAN, 2015; JI et al., 2017). Na
perpetuagdo, ocorre a amplificagdo do fendtipo ativado, as células respondem a citocinas e
fatores de crescimento de outras células hepaticas, resultando na cicatrizagao do tecido através
da proliferagdo, contratilidade, fibrogénese e sinalizagdo proé-inflamatoria. Durante este
processo de perpetuagdo ocorrem modificagdes comportamentais na célula, como a
modificagao de seu potencial contratil verificada pela expressao da proteina alfa actina de
musculo liso (a-SMA), considerada um importante marcador molecular da ativagao de células
estreladas (PUCHE; SAIMAN; FRIEDMAN, 2013; ELPEK, 2014; TSUCHIDA; FRIEDMAN,
2017). Outra modificacdo ¢ a perda das goticulas lipidicas, a qual pode ser regulada pelo
receptor ativador proliferador de peroxissomo y (PPARYy) encontrado em baixa expressdao nas
células ativadas. Entretanto essas sdo caracteristicas fenotipicas reversiveis quando da
transdiferenciagdo celular do estado ativado para o quiescente (SHARVIT et al., 2013; LEE;
WALLACE; FRIEDMAN, 2015).

Figura 2. Ativacdo das células estreladas hepéticas através dos processos de iniciagdo e
perpetuacao celular.
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Histologicamente, a fibrose hepatica ocasiona alteracdes quantitativas e qualitativas nos
componentes da matriz extracelular, entretanto, a bidpsia do figado nao € considerada o método

adequado para o diagndstico, pois possui baixa aceitacdo do paciente e pequeno risco de
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complicacdes, além de ndo ser util para o monitoramento do quadro hepético a longo prazo e
estar suscetivel a erros de amostragem e interpretacao do patologista (HOROWITZ et al., 2017;
LOOSEN et al., 2017). Embora o figado apresente uma capacidade regenerativa, as opgoes para
o tratamento sdo escassas, o principal tratamento € o transplante ou a retirada do estimulo
agressor, sendo uma terapia eficaz para a fibrose algo ainda elusivo (WESTRA et al., 2016).
Dentro deste contexto, o heptapeptideo Ang-(1-7), uma pequena molécula que compde o
sistema renina-angiotensina e foi inicialmente descrita pelos seus efeitos no sistema
cardiovascular (PACHAURI et al., 2017; HAY et al., 2017), vem apresentando atuagdo em
diversos tecidos (MACHADO-SILVA et al., 2016) e alguns estudos preliminares apontam
efeitos positivos da pequena molécula no controle e/ ou reversdo da fibrose hepatica (WANG
et al., 2016; SILVA; TEIXEIRA, 2016; LU et al., 2017). Assim, elucidar particularidades
mecanisticas da atuacdo desse peptideo na modulacdo do processo fibrosante hepatico ¢
relevante. Particularmente, nosso grupo de pesquisa vem investigando os efeitos moduladores
desse peptideo na expressdo de miRNAs em células LX-2, visando a caracterizagdo de
moléculas que auxiliem no desenvolvimento de novos farmacos.

No geral, as doengas hepaticas em sua fase inicial sdo marcadas pela presenca de uma
resposta inflamatdria, que se caracteriza como uma resposta a estimulos nocivos sofridos pelo
orgdo na tentativa de manter a homeostase do tecido (LIN; LIN-HUI; XIANG-HUO, 2016;
LIU; WANG; JIANG, 2017), caracterizando-se como uma resposta aguda ou crdénica. Na
resposta inflamatdria cronica ocorre producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e reparo
reduzido no DNA (LIN; LIN-HUI; XIANG-HUO, 2016). No figado, nas diversas formas de
lesdo tecidual, a inflamacao precede a fibrogénese e as células inflamatérias chegam ao local
da injuria através de quimiocinas, produtos de células em apoptose ou fragmentos de
glicosaminoglicanos e proteinas (BISSELL, 2010). Estudos realizados por Boaru et al. (2012);
Wree et al. (2014) e Alegre, Pelegrin e Feldstein (2017) relacionam o papel dos inflamassomos
ao desenvolvimento da fibrose hepatica. Os inflamassomos sdo complexos multiproteicos que
detectam sinais de perigo de fontes exdgenas e endogenas e produzem a clivagem de citocinas
pro-inflamatdrias em citocinas maduras como interleucina 1 (IL-1p) e interleucina-18 (IL-18),
a principal familia que os formam sdo as proteinas que apresentam dominios de ligacdo a
nucleotideos e repeti¢des ricas em leucina (NLRs) (LIU; WANG; JIANG, 2017; ALEGRE;
PELEGRIN; FELDSTEIN, 2017). Segundo Alegre, Pelegrin e Feldstein (2017) a ativagdo
dessas proteinas nos inflamassomos resulta em um aumento no nivel de expressao de a-SMA,
sendo associado ao desenvolvimento espontaneo da fibrose, além disso, a formacdo de espécies

reativas ao oxigénio mostra também uma fung¢ado de ativadores dos inflamassomos. Além dessas
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moléculas, quando da ativacdo dos mecanismos inflamatorios, elementos correlatos a via do
acido araquidonico atuam.

Mediante um estimulo proé-inflamatoério, a fosfolipase A2 hidrolisa fosfolipideos
insaturados de membrana, liberando &cidos graxos livres, entre eles, o acido linoleico e o 4cido
araquidonico, precursor dos eicosanoides, podendo se tornar substrato da via das
ciclooxigenases (COXs) originando prostaglandinas e tromboxanos, ou se tornar substrato da
via das lipoxigenases originando leucotrienos e acidos hidroxieicosatetrandicos (HETES)
(Figura 3). Em seguida, o acido araquidonico ¢ convertido pela enzima COX em um
intermediario instavel, a prostaglandina H> (PGH2), o qual ¢ o precursor comum de todos os
prostanoides. Inicialmente, o acido araquidonico passa por uma bis-oxigenagao e se transforma
em PGGg, este, por sua vez, € convertido por uma reagdo de hidroperoxidase para PGH,. Essas
prostaglandinas primarias tém pouca atividade, mas servem de substrato para a formagao de
diversas PGs (PGD., PGE,, PGF2), prostaciclinas e tromboxanos (TXA2), que atuam nos
processos inflamatorios, na proliferacdo e diferencia¢do celular, angiogénese e apoptose

(HERSCHMAN, 2004; HARDWICK et al., 2013; BHARDWAI et al., 2017).

Figura 3. Cascata enzimatica do fosfolipideo de membrana: 4cido araquiddnico.
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A enzima ciclooxigenase ¢ encontrada em trés isoformas no organismo, a
ciclooxigenase 1, 2 e 3 (COX-1, COX-2 e COX-3). COX-1 ¢ expressa de forma constitutiva no

organismo, sendo responsavel pela produ¢do basal de prostaglandinas (PGs) que coordenam
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funcdes de homeostase como a regulacdo do sistema cardiovascular e gastrointestinal.
Contrario a isso, COX-2 ¢ expressa em baixos niveis em condi¢des normais, tendo seus niveis
rapidamente regulados positivamente em resposta a estimulos patogénicos, mitogénicos e pro-
inflamatérios como citocinas, fatores de crescimento e promotores tumorais, sendo uma
evidéncia de seu envolvimento direto com o processo inflamatorio. Por sua vez COX-3, uma
variante de COX-1, é expressa apenas em partes especificas do cérebro e tem sua fungdo ainda
incerta. (GILROY; SAUNDERS; WU, 2001; BHARDWAJ et al., 2017; CHEN et al., 2017).
Nos ultimos anos, um interesse crescente sobre os mecanismos da COX-2 em diferentes
patologias surgiu, pois esta ¢ uma enzima muito mais complexa do que apreciada, uma vez que
a mesma pode exercer efeitos benéficos ou deletérios dependendo da intensidade e da causa de
sua inducdo. Estudos recentes demonstraram a correlagdo entre COX-2 e a carcinogénese
humana em diferentes tecidos (BHARDWAJ et al., 2017; CHEN et al., 2017); no figado
prostaglandina E> (PGE:z), um dos produtos oriundos de COX-2, participa ativamente das
funcdes hepaticas como a regulacao da pressdo do sangue portal, na homeostase glicolitica, na
distribuicdo de nutrientes para as células hepaticas e na patogenia da fibrose hepatica (A
MOHAMMED, 2004). A importancia de COX-2 no figado ainda ¢ incerta, alguns estudos
demonstram sua alta expressao correlacionada com o desenvolvimento de inflamagao e fibrose
hepatica ou sua agcdo como um agente acelerador de injarias teciduais (A MOHAMMED, 2004;
BRENNER et al., 2013), enquanto outro estudo aponta COX-2 como um protetor contra a
insuficiéncia hepatica induzida por FAS, assim como as prostaglandinas, citadas como
essenciais na reducdo de injurias de reperfusdo em figados transplantados (HOSSAIN et al.,
2006; LI et al., 2009). Em conjunto a isso, Chen et al. (2016a) demonstraram que o tratamento
com acido palmitico em células de mioblastos de ratos induziu um aumento na expressao de
COX-2, localizado especificamente nas goticulas lipidicas, inferindo a possibilidade do uso das

goticulas lipidicas para detec¢do e controle da homeostase energética celular.

1.2. O metabolismo lipidico e a sua correlacio com o processo pro-inflamatorio

Lipideos sao biomoléculas insoltiveis em 4gua variando de hidrofobicos a anfifilicos,
além disso, apresentam fungdes celulares importantes como a compartimentacao celular,
segregagao celular, transdugdo de sinais, armazenamento de energia, produ¢cdo hormonal e
fissdo ou fusdo de membrana (BURDGE; CALDER, 2014; XU; ZHANG; LIU, 2017; ONAL
et al., 2017). Os lipideos existentes na célula sdo originados da alimentacdo e/ ou da sintese de

novo de acidos graxos e podem seguir para diferentes processos como a incorporacdo na
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membrana celular, atuagdo como moléculas de sinalizacao celular, oxidagdo e armazenamento
em goticulas lipidicas. Essa capacidade de armazenamento ¢ considerada um mecanismo de
protecdo, pois permite que a célula encare flutuacdes no suprimento de acidos graxos sem
arriscar a entrada no processo lipotoxico (RODRIGUEZ; KERSTEN, 2017).

As goticulas lipidicas estdo presentes em células de varios organismos, como animais,
plantas, fungos e bactérias. No passado a presenca de goticulas de lipideos nas células estava
envolvida apenas com o armazenamento ¢ o trafego lipidico se demonstrando no geral como
uma vesicula inerte, porém, atualmente essas goticulas sao conhecidas por serem altamente
reguladas e envolvidas em muitos processos celulares, como ativagdo e metabolismo,
degradagdo de proteinas, sequestro de fatores de transcri¢do e de componentes da cromatina,
além de estarem envolvidas nos processos inflamatorios (BOZZA; VIOLA, 2010; WELTE;
GOULD, 2017; ONAL et al., 2017). Estudos protedmicos recentes identificaram diversos tipos
de proteinas presentes nas goticulas lipidicas, como proteinas estruturais nomeadas de
perilipinas, cuja fungdo ¢ a prote¢do das goticulas contra a a¢do de lipases; enzimas para o
metabolismo lipidico; proteinas envolvidas no trafego de membrana; proteinas de sinalizacao,
como a presenga de alguns sinalizadores pro-inflamatdrios, COX-2 especificamente; proteinas
envolvidas na degradacdo de proteinas, proteinas ribossomais; histonas e proteinas de
citoesqueleto (WELTE; GOULD, 2017; XU; ZHANG; LIU, 2017).

No geral, a biossintese de lipideos e, particularmente, o armazenamento dos mesmos
envolvem diferentes vias de maneiras dependentes de estimulos e receptores. Para o inicio da
biogénese lipidica, os acidos graxos livres requerem uma modificagdo covalente realizada pela
jungdo a coenzima A (CoA) e catalisada pelas Acil-CoA sintetases (ACSs) (Figura 4) (CURRIE
etal., 2013; ONAL et al., 2017). Posteriormente, os dcidos graxos podem ser esterificados com
cadeias de glicerol ou esterol originando triacilglicerois ou éster de esterdis, respectivamente,
para enfim serem armazenados em goticulas de lipideos (GL) (CURRIE et al., 2013;
RODRIGUEZ; KERSTEN, 2017). A sintese de triacilglicerdis de novo ocorre em quatro passos
envolvendo diversas enzimas como aciltransferase de glicerol-3-fosfato (GPAT), a O-
aciltransferase de 1-acilglicerol-3-fosfato (AGPAT), a lipina (PAP) e as enzimas de
diacilglicerolaciltransferase (DGAT) (ONAL et al.,2017). Quando a sintese das goticulas
lipidicas ocorre através de enzimas como a DGAT, elas sdo denominadas de goticulas lipidicas
nascentes. Apos a sua formacgao, elas podem continuar crescendo através da sintese lipidica
local ou de tecidos proximos especializados, como o tecido adiposo (WELTE; GOULD, 2017).
Além das enzimas citadas, alguns mecanismos dependentes de transcri¢do também podem estar

envolvidos na biogénese, como os fatores de transcricdo proteina ligadora do elemento
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regulatorio de esterol (SREBP) e receptor ativado por proliferadores de peroxissomo (PPAR)
como previamente mencionado, sendo o receptor ativado por proliferadores de peroxissomo o
(PPARa) o fator de transcri¢ado que regula diretamente a expressao de diversos genes na
absor¢ao ou oxidagdo de acidos graxos, metabolismo e armazenamento de triglicerideos e
alguns mediadores pré-inflamatorios como o fator de ativacdo de plaquetas (PAF) e a
prostaglandina D2, podendo atuar como potentes indutores da formacao de goticulas lipidicas

(BOZZA; VIOLA, 2010; RODRIGUEZ; KERSTEN, 2017).

Figura 4. Biossintese de 4cidos graxos.

/. Fosforilacdo |
oxidativa

Glicose

Ciclode Krebs |

\ - e - ff /)
Lactato S g "&,\\,__// / Beta-oxidagdo
Fermentac3o ) 5
Citrato
ACLY {
Acetil-CoA \ﬁ\‘_‘f_c_‘\
\  MCD talonil-co /

1
FASN \‘ — / Citoplasma

Sintese de || Lipideos :
membranal | sinalizacdo Glicerol

\ f K.FA—%MAGL

PL
\ : MAG

FA\ ')‘
7 DG ~—— )
SR —
~ /

= FA— e S
FA-CoA ‘// f}j,ATGL;
/

-
e B /
; DGAT
Renao R B Goticulas Lipidicas
Endoplasmatico '\ \| ID/GA TG P

i

Adaptado de Currie et al. (2013).

Uma das primeiras enzimas da biogénese, a Acil-CoA sintetase (ACS), tem papel
importante na formagdo de triacilglicerdis e diacilglicerois. Ela ¢ encontrada em cinco
subfamilias nos mamiferos, a de maior interesse nesse caso sao as Acil-CoA sintetases de cadeia
longa (ACSL), as quais foram identificadas 5 isoformas diferentes nos mamiferos (ACSLI,
ACSL3, ACSL4, ACSLS e ACSL6). Os membros dessa subfamilia se diferenciam pela

especificidade aos tipos de acidos graxos e pela sua distribui¢do (WATKINS; ELLIS, 2012;
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TUOHETAHUNTILA et al., 2015). A Acil-CoA sintetase de cadeia longa 4 (ACSL4) é uma
proteina de membrana periférica reconhecida por sua alta afinidade pelo acido araquidonico
(AA) e por outros acidos graxos de cadeia longa poli-insaturados e que pode ser encontrada em
tecidos humanos com uma expressao alta em cérebro, placenta, testiculo, ovarios, bago e cortex
adrenal. Em figados normais ¢ encontrada em baixos niveis, entretanto figados com condic¢des
patologicas como hepatocarcinoma e esteatose ndo-alcodlica apresentam altos niveis de
expressdo de ACSL4 (KAN et al., 2014; TUOHETAHUNTILA et al., 2015). O 4acido
araquidonico, além de estar envolvido na via lipidica como substrato de ACSL4, também pode
ser utilizado na conversdo de alguns mediadores lipidicos como prostaglandinas e leucotrienos,
nesse caso sendo utilizado pelas enzimas lipooxigenase (LOX) ou ciclooxigenase (COX-2)
(KUWATA; HARA, 2015). Segundo Kuwata e Hara, (2015) a inibicdo de ACSL4 em
fibroblastos embrionarios de ratos apresenta um aumento significativo na produ¢ao dependente
de interleucina-1p (IL-1B), de prostaglandina E, (PGE»), prostaglandina D, (PGD2) e
prostaglandina F» (PGF>), produtos de COX-2. Em contraponto, estudos desenvolvidos em
células de cancer de mama mostram um aumento no nivel de expressao de enzimas envolvidas
no metabolismo do 4cido araquidonico, como COX-2 e ACSL4. Ao tratarem as células com
rosiglitazona, farmaco conhecido por inibir ACSL4, ocorreu uma inibi¢ao na indugdo de COX-
2 levando os pesquisadores a concluirem que os niveis de COX-2 presentes sofriam regulagcdo
por ACSL4 (ASKARI et al., 2007; SCODITTTI et al., 2009; ORLANDO et al., 2012). Ademais,
outros estudos demonstram a correlagdo entre a formagao das goticulas lipidicas e o aumento
na geragdo de COX e lipoxigenase (LOX); a regulacdo positiva de ACSL4 sugerindo controle
da proliferacao celular pela geracdo de eicosanoides e o silenciamento de ACSL4 causando
efeitos na secrecao de varias prostaglandinas em células estreladas hepaticas ativadas, todos
corroborando a existéncia da correlagdo entre COX-2 ¢ ACSL4 (BOZZA; VIOLA, 2010;
MALOBERTI et al., 2010; TUOHETAHUNTILA et al., 2015).

1.3. Os microRNAs e sua atuac¢io na fibrose hepatica

Como mencionado, o diagnostico hepatico atual realizado através da biopsia do figado
ndo ¢ considerado adequado por diversos fatores, como a dificuldade em monitoramento a
longo prazo, entre outros (LOOSEN et al., 2017). Atualmente, a busca por terapias e
diagnosticos inovadores € constante e estratégias alternativas menos invasivas que a biopsia
para uma melhor avaliag¢do e terapéutica do quadro clinico sdo de grande importancia, neste

contexto, os estudos com microRNAs como uma modalidade terapéutica tem obtido resultados
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positivos. MicroRNAs (miRNAs) sdo pequenas moléculas de RNAs enddgenos nao
codificantes que regulam a expressdo de genes em niveis pds-transcricionais (VAN ROOILJ,
2011; MOQADAM; PIETERS; BOER, 2012; VAN ROOIJ; KAUPPINEN, 2014; LOOSEN et
al., 2017). Os genes de miRNA sao transcritos pela RNA polimerase II e III e resultam num
transcrito primario de miRNA (pri-miRNA). Esse transcrito ¢ processado dentro do nucleo
celular por um complexo enzimatico chamado Drosha-DGCRS resultando num miRNA
precursor (pré-miRNA) com aproximadamente 70 nucleotideos. Os pré-miRNAs sao
exportados para o citoplasma pela exportina-5 e posteriormente sao clivados pelo complexo
enzimatico Dicer-TRBP para retirada da alca stem-loop formando diplex de miRNAs. O duplex
ao ser integrado ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) tera as duas fitas
separadas, a qual uma delas permanecera integrada ao complexo, formando assim o0 miRNA
maduro, e a outra fita sofrerd degradacdo (Figura 5) (VAN ROOIJ; KAUPPINEN, 2014;
LOOSEN et al., 2017).

Figura 5. Biogénese do microRNA.
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Complementar a isto, segundo Moqadam, Pieters e Boer (2012) predi¢des

computacionais sugerem que por volta de 60% dos genes codificadores de proteinas nos
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mamiferos podem ser regulados por esses miRNAs, sendo que essa regulagcdo surge em varios
processos celulares como apoptose, proliferagdo e diferenciacdo e possibilita a modulacao de
uma via inteira da doenga, pois esses miRNAs possuem varios alvos dentro de uma rede celular
(MOQADAM; PIETERS; BOER, 2012; VAN ROOIJ; KAUPPINEN, 2014; JONAS;
IZAURRALDE, 2015) e a afinidade de interagdo dessas moléculas ¢ dependente da
fisiopatologia do 6rgdo. Essa diversidade de regulacdo se deve a ligagdo imperfeita (regido
seed) da 3’-UTR dos mRNAs, a qual resulta em varias possiveis ligacdes ao local (MAUBACH,
2011). Ademais, um aspecto comum encontrado em cancer, doengas do sistema nervoso central,
inflamacao, doencas cardiovasculares e desordens metabdlicas ¢ a desregulagdo dos miRNAs
(MOQADAM; PIETERS; BOER, 2012; VAN ROOIJ; KAUPPINEN, 2014). Todo esse
conhecimento, sugere que os miRNAs possuem vérias vantagens que subsidiam a sua utiliza¢ao
para o desenvolvimento de novos farmacos (VAN ROOIJ, 2011; VAN ROOI1J; KAUPPINEN,
2014).

A regulagdo do processo pro-inflamatério no figado em conjunto com a ocorréncia de
fibrose hepatica, pode ser realizada por miRNAs, que por sua vez, se apresentam desregulados
na presenca de inflamagdo hepdtica cronica (LIN; LIN-HUI; ZUANG-HUO, 2016). O miR-
122, ¢ um exemplo, possui uma expressao abundante no figado e em ratos com o miR-122
silenciado ha o desenvolvimento de fibrose hepatica (LIN; LIN-HUI; ZUANG-HUO, 2016).
Por sua vez, com o miR-146a-5p, estudos demonstraram sua participagdo na regulacao de
proliferacdo e ativagdo das células estreladas hepaticas, além deste miRNA, outros se
mostraram envolvidos na regula¢do da diferenciacdo, proliferacdo e produ¢do de MEC pelas
HSCs (CHEN et al, 2016b). Estudos mais recentes com o miR-146a indicam seu envolvimento
em doengas inflamatorias e na regulacdo do fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-xB), além
de também estar relacionado com a ativacdo das células estreladas hepaticas (MAUBACH,
2011). Loosen et al. (2017) demonstraram em pacientes com fibrose a superexpressao de alguns
miRNAs comparando com a célula quiescente; entre eles estdo presentes os miR-138, -140, -
143, -325, -328 e -349. Todos esses estudos recentes exemplificam a importancia de analises
mais aprofundadas com miRNAs para um maior entendimento da regulacdo génica,
principalmente quando estdo envolvidas nesse contexto, patologias graves.

Andlises preliminares de nosso grupo de pesquisa apontaram a expressao do miRNA-
769-3p como expoente entre as condigdes simuladoras da quiescéncia celular (2% de SBF) e
ativacdo pro-fibrotica (10% de SBF). Segundo Luo et al. (2014), o miRNA-769-3p tem
correlagdo com o aumento de apoptose em células de cdncer de mama durante a reoxigenagao,

baseando-se nisso € no entendimento que o processo apoptdtico pode ocorrer na fibrose
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hepéatica sendo resultante de um processo pro-inflamatorio celular, cox-2, um gene bem
caracterizado na inflamagao foi analisado, mostrando resultados interessantes € uma possivel
regulacdo do miRNA-769-3p em vias correlatas com o processo pro-inflamatério. Dessa

maneira o miRNA-769-3p foi selecionado para analises funcionais.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Analisar aspectos funcionais da atuagao do miR-769-3p no processo pro-fibrosante em
células estreladas hepaticas LX-2, focando-se em sua correlacdo com a modulagao do processo

pro-inflamatério e o metabolismo de lipideos.

2.2. Objetivos especificos

1. Acompanhar alteracdes morfofisiologicas nas culturas de células LX-2 transfectadas ou
nao com o miRNA 769-3p mimico e inibidor no acimulo de goticulas lipidicas;

2. Avaliar, nas condig¢des de cultivo das células LX-2 em estudo, alteragdes moleculares
na expressao de genes correlatos as vias dos processos pro-fibrosante, pro-inflamatorio,
do metabolismo de lipideos e do estresse oxidativo;

3. Investigar a expressdo das proteinas COX-2 e ACSL4, nas condigdes de cultivo celular
em estudo, buscando-se uma correlacio da atuagdo das enzimas e 0s processos
metabolicos em analise;

4. Mensurar os niveis de TGF-B1 produzido pelas culturas celulares em ensaios de ELISA.

3. MATERIAL E METODOS

Técnicas usuais em biologia molecular foram utilizadas de acordo com as metodologias
descritas ou adaptadas de Ausubel et al. (1995) e Sambrook, Fritsch e Maniatis (2000). Normas

basicas em biosseguranga também foram atendidas.

3.1. Cultura de células e transfec¢ao celular

Culturas da linhagem hepatica estrelada humana LX-2 (Cedidas pelo professor Scott L.

Friedman, NY, EUA) foram crescidas em garrafas de 75 cm? em meio Dulbecco’s Modified
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Eagle’s Medium (DMEM) contendo soro bovino fetal (SBF) e antibiotico Anti-anti (Thermo
Fisher Scientific) a 37° C e em atmosfera contendo 5% CO>. 1.5 x 10° células foram semeadas
e os ensaios foram realizados quando as culturas atingiram aproximadamente 80% de
confluéncia. Para a manutencao da quiescéncia, as células LX-2 foram crescidas em meio
contendo 2% de soro bovino fetal (SBF); para a ativagdo do processo pro-fibrosante as células
LX-2 foram crescidas em meio contendo 10% de SBF (XU et al., 2005).

Para as analises funcionais do miRNA, padronizacgdes da transfeccao celular precisaram
ser realizadas. Para isso, células LX-2 foram crescidas em microplacas de 24 pogos em meio
contendo 10% SBF até a confluéncia de aproximadamente 60% e em seguida foram
transfectadas com diferentes concentragcdes do miRVana™ Mimics 769-3p (Thermo Fisher
Scientific) (10 nM, 30 nM e 50 nM), utilizando-se o reagente de transfec¢do Lipofectamina®
RNAIMAX (Thermo Fisher Scientific), seguindo condi¢des previamente estabelecidas pelo
nosso grupo (Silva et al., 2016). Analises posteriores de qPCR com marcadores de fibrose
hepatica demonstraram que as células transfectadas com 10 nM do miRNA-769-3p nao
apresentavam um quadro clinico positivo se considerado a reversao do processo pro- fibrosante,
pois o nivel de expressdo dos genes estava elevado em comparagdo com a célula quiescente,
desta forma, as concentragcdes de 30 nM e 50 nM foram focadas (Figura 6). Estudos de
microscopia de fluorescéncia de citoesqueleto e nicleo realizados demonstraram que as células
transfectadas com 50 nM apresentavam morfologia mais semelhante com a célula quiescente,
resultando assim, na escola desta concentracdo de 50 nM para continuacdo do estudo. Em
seguida, para analise funcional, as células LX-2 foram crescidas e transfectadas com 50 nM de
miRVana™ Mimics 769-3p ou 50 nM miRVana™ Inhibitor 769-3p em conjunto com a
Lipofectamina® RNAiIMAX em meio Opti-MEM. O controle negativo do ensaio foi realizado
com as células transfectadas apenas com Lipofectamina® RNAIMAX em meio Opti-MEM.
Ap0s as transfecgdes, as culturas celulares foram mantidas em cultivo por mais 48 h e em

seguida as cé¢lulas foram utilizadas em anélises celulares e moleculares pertinentes.
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Figura 6. Graficos de padronizacdo do miRNA-769-3p nas concentragdes 10 nM, 30 nM e 50

nM.
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Os resultados foram submetidos a andlise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de
Dunnett, onde ***p < 0.0005, **p < 0.005, *p< 0.05.

3.2. Analises morfoldégicas: a microscopia de campo claro e as analises das goticulas de

lipideos

Para se avaliar o metabolismo lipidico e a formacio das goticulas de lipideos, 2,0 x 10*

células LX-2 foram cultivadas em placas de 24 pocos nas condi¢des descritas acima. Apds

atingirem 80% de confluéncia, as células foram fixadas com formol calcio (formaldeido a 37%

+ cloreto de célcio a 1% + dgua destilada) durante 30 minutos. Apos lavagem em 4gua corrente

e em agua destilada, as células contidas nas laminulas foram incubas por 10 minutos em



22

propilenoglicol 100% (Merck). Posteriormente a solucao de oil red a 0,7% (0,17 mM de oil red
Merck + 15 mL de propilenoglicol) foi acrescentada e mantida por 7 minutos em agitacao,
seguida, de nova incubacdo em propilenoglicol 85% V/V por 3 minutos. Apds 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 alimen de potassio + 2 mM de 6xido de mercurio)
por 1 minuto. Apos as lavagens finais as laminas foram montadas com auxilio de gelatina
glicerinada e analisadas em microscopio de luz OLYMPUS BX51 utilizando-se contraste de

fase.

3.3. Analises morfologicas: imunofluorescéncia e as analises de ACSL4 e COX-2

Para investigacio de proteinas através da imunofluorescéncia, 2 x10* células foram
cultivadas como descrito no item 3.1 em laminulas em placas de 24 pocos e apds atingirem 80%
de confluéncias foram fixadas com paraformaldeido 3,7% e Triton X-100 a 0,02% por 5
minutos em temperatura ambiente. Para bloquear sitios inespecificos de ligagdo com o
anticorpo, as células foram incubadas por 2 horas em solu¢dao 1% de BSA (Albumina de Soro
Bovino — Sigma-Aldrich + PBS 0,5x) e posteriormente incubadas separadamente overnight em
150 nL de solugao com anticorpos especificos para ACSL4 e COX-2 diluidos na propor¢ao de
1:200 em TBS a 20°C. Em seguida, foi realizada marcacdo com 200 pL de faloidina-TRITC
diluida em BSA 0,5% (1% diluido em 4gua) na proporg¢ao 1:150, a qual permaneceu na célula
por 2 horas para visualiza¢do dos filamentos de actina; posterior a isso, foram realizadas duas
lavagens de 5 minutos em agitacdo com PBS 0,5x e marcagado das células com 180 pL de DAPI
(4’,6-Diamidino-2-fenilindol dicloridrato) diluido em agua na propor¢ao de 1:2000 por 3
minutos para visualiza¢do do nucleo celular. Apds a marcagdo com DAPI, foram realizadas trés
lavagens de 10 minutos com PBS 0,5x em agitacdo e as células foram incubadas por 4 horas
com 150 pL de FITC na proporg¢ao 1:40 diluido em TBS. Decorridas as 4 horas, as laminulas
foram lavadas com PBS 0,5x duas vezes de 5 minutos em agitagdo e preparadas para a
montagem das laminas, para tal, foi utilizado o N-propilgalato. As fotografias foram realizadas
com microscopio de fluorescéncia modelo BX51 OLYMPUS acoplado a uma camera

fotografica.

3.4. Analise molecular: extracio de RNA e mensuragio da expressiao génica

Para se verificar o efeito do peptideo nas células LX-2, focando-se na modulacdo

transcricional de proteinas do processo inflamatdrio-fibrosante e dos elementos em estudo, o
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mRNA das células crescidas sob diferentes condi¢oes foi extraido utilizando-se TRIZOL®
Reagent (Thermo Fisher Scientific). O RNA extraido foi analisado em NanoVue Plus (GE
Healthcare, Life Sciences) para verificar a pureza e a quantificacdo e aproximadamente 200 ng
do mRNA de cada amostra foi utilizado em reagdes de transcrigao reversa para preparo do DNA
complementar (cDNA), utilizando SuperScript® III First-StrandSynthesis System for RT-PCR
(Thermo Fisher Scientific) e seguindo as recomendagdes do fabricante. O cDNA, em seguida,
foi utilizado em PCR semiquantitativa com 0.2 mM de desoxirribonucleotideos (ANTP), 1,5
mM de MgCl, 0,4 uM de oligonucleotideos especificos, tampdes e enzima Tag DNA
polimerase (0.025 U/ pl) em termociclador Mastercycler® ep (Eppendorf). Na PCR
semiquantitativa para cada conjunto de oligonucleotideo, temperaturas especificas de
anelamento (TM) foram utilizadas. Apds as reagdes, os produtos foram analisados em gel de
agarose a 0.9% corado com Gel Red (Biotium™ -Uniscience) e fotografados em camera digital
(MiniBIS Pro —-DNR Bio-Imaging Systems). A quantifica¢do relativa das bandas foi realizada
com a utilizacdo de softwares apropriados como Image-J (programa de dominio publico
desenvolvido por Wayne Rasband, NIH, USA).

Para as andlises envolvendo rea¢des de PCR quantitativa em tempo real (qQPCR), foram
realizadas utilizando-se os reagentes do SYBR Green/ Rox gPCR Master MIX (Thermo Fisher
Scientific) em placas de 96 pocos (MicroAmp® Optical 96 Well Reaction Plate — Applied
Biosystems) e seladas com adesivo Optico. As reacdes foram realizadas pelo ciclador A&B —
Step One Plus™ Real-Time PCR System. Para andlise dos dados foi realizado o método de
quantificagdo relativa da expressdo génica (ACT), o qual permite verificar diferengas no nivel
de expressao de um alvo especifico entre diferentes amostras. Os resultados foram obtidos pela
formula aritmética que considera a quantidade do alvo normalizado (2°2¢T). Os ensaios de PCR
semiquantitativa e PCR quantitativa em tempo real foram realizados em triplicatas biologicas
utilizando-se o gene B-actina como controle endogeno. Os oligonucleotideos especificos para
os genes envolvidos no processo fibrosante hepatico, nas vias de estresse oxidativo e apoptose,
nas vias lipidicas, no processo pro-inflamatorio € em processos regulatorios como ciclo celular
e transi¢do epitélio-mesenquimal (Tabela 1) foram investigados pela sua relevancia funcional.
Os oligonucleotideos foram desenhados utilizando-se sequéncias depositadas no banco de
dados National Center for Biotechnologie Information (NCBI —http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

e 0 programa Primer 3 Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi/).
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Tabela 1. Sequéncia de oligonucleotideos utilizados nas reagdes de qRT-PCR e RT-PCR.

Gene Primer Sense (5°-3’) | Primer Antisense (5’-3’) | TM (°C) | Amplicon
(pb)
tgfpl GACTCGCCAGAGTG | GGAGCTGAAGCAAT - 80
GTTATC AGTTGG
tgff2 | GCACCTCCACATATA | GGCAATAACATTAGC - 80
CCAGT AGGAG
pdgf | CCCAGGAATTACTC | ACAGCCACAATTTCC - 84
GGTCAA TCCAC
ctgf GCTGACCTGGAAGA | ACAGCGATTCAAAG - 81
GAACAT ATGTCA
collal | ATGACGTGATCTGTG | AAATTCCTCCGGTTG - 110
ACGAG ATTTC
a-sma | AATCCTGACCCTGA | TAGAAAGAGTGGTG - 84
AGTACC CCAGAT
smad3 | CTTTGAGGCTGTCTA | TGACAACAATGGGTT 44 294
CCAGT GAGTA
smad2 | CAAATTCAGAGAGG | CCCTGATTAACAGAC 47 286
TTCTGC TGAGC
plau TGGAAAACCTCATC | CTTCAGAGCCGTAGT 47 300
CTACAC AGTGG
sod-1 | TGTGGGGAAGCATT | CACCTTTGCCCAAGT 56 297
AAAGGA CATCT
racl GCAAAGTGGTATCC | CAGCAGGCATTTTCT 52 291
TGAGGTG CTTCC
gss AAGACCGAAGGCTG | TCTTCACCCACATCC 55 289
TTTGTG AGTGA
por TGGAGGAGGACTTC | TTTTGGAGTCCGAGA 52 300
ATCACC TGTCC
bax TGGCAGCTGACATG | GTCCCAACCACCCTG 58 300
TTTTCTGAC GTCTTGG
casp3 | GCAGCAAACCTCAG | TGTCGGCATACTGTT 55 300
GGAAAC TCAGCA
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casp9 | TCGAAGGTCCTCAA | CGTGGTGGTCATTCT 55 300
ACCTTCCTGG CTCTCA
fas ACCTCTGGTTCTTAC | CATGTCCTTCATCAC 56 300
GTCTGTTGC ACAATC
cox-2 | CAGCACTTCACGCAT | CTAGCCAGAGTTTCA - 110
CAG CCG
pten CCGGCAGCATCAAA | GGCAACCACAGCCAT - 110
TGTTTC CGTTA
aktl CGGGCACATTAAGA | TCATTGTCCTCCAGC - 98
TCACAG ACCTC
foxol | GCCTGACCCAAGTG | GCCCATTCTGCCATA - 93
AAGAC GCC
nf-kB | TTGAAACACTGGAA | TTGCAAATAGGCAAG - 89
GCACGA GTCAG
il-1 ACAAGCTGAGGAAG | CTTATCATCTTTCAA 58 300
ATGCTGGTTCC CACGCAGG
il-6 CCTCTTCAGAACGA | TGTACTCATCTGCAC 44 299
ATTGAC AGCTC
acsl4 | ATGGATGATTGCAG | CTGCTTCTTTGCCAA - 80
CACAGA GTGTG
mlycd | GACATCTCCAGCAA | CTGGGTCAAGCTGAT - 108
CATCCA GGAAT
fasn TCCTGCTGACCAAG | CTTGCTCCTTGAAGC - 87
AAGTCC CATCT
acacal | TGTAAGAGCTCATTT | GAATCGAGAGTGCTG - 82
TGGAGGA GTTCAG
pap CCATCAGCCAGTCTT | CAGGGTTGCAGACAC - 81
TCACA TCAAG
cs CCATCCACAGTGAC | GCTGCAAAGGACAG - 94
CATGAG GTAAGG
magl | GATCGCCTATGTGAC | GCTCCTTGTGGAGAA - 87
AGCAA CATGG
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gpatl | TCGATGAACACCAG | CAAGAATTGCTGCTG - &3
ATGGA TCGAA
atgl GGTGGCATTTCAGA | GATGTTGGTGGAGCT - 92
CAACCT GTCCT
dgatl | GCCTTCTTCCACGAG | AGTGGGATCTGAGCC - 86
TACCT ATCA
dgat2 | TGAGTCTCTGAGCTC | AACCAGGTCAGCTCC - 97
CATGC ATGAC
cptla | GCTCATGGTGAACA | TAAAGCAGGATGGC - 105
GCAACT ATGGAT
cpt2 CCAGCCAGCTACCA | TTAGCAGCTGTGATG - 90
CTGACT CCAGT
rgcc TCTTCTCTCTGCCAC | TGTCAAGATCAGCAA - 83
TGTCACT TGAAGG
zebl TGCACTGAGTGTGG | AAGCGTTTCTTGCAG - 107
AAAAGC TTTGG
zeb?2 AATGGACTGCAAGG | CGACAGGCGGAATA - 110
CTGAAG TTAGGA
p-actina | CGGGACCTGACTGA | CTCCTTAATGTCACG - 87
CTAC CAC
p-actina | TCGTGCGTGACATTA | GATCTTCATTGTGCT 55 300
AGG GGGTG

3.5. Mensuragdes de TGFp-1 em ELISA

Para a mensuragdao de TGFf-1, foi utilizado o reagente ELISA kit — TGFf-1 (Thermo

Fisher Scientific — Invitrogen) seguindo as orientagdes do fornecedor. Para tal, as células LX-2

foram cultivadas em placas de 24 pogos e o sobrenadante foi coletado e centrifugado a 1000

rpm por 10 minutos a 4°C para assentamento das particulas. Posteriormente, o sobrenadante foi

coletado e transferido a um novo tubo com adi¢ao de 50 pL da solugdo de extracdo e incubacao

por 30 minutos a 4°C. Em seguida, 250 pL de Standard Diluent Buffer foram adicionados e

misturados; 200 uL desta solugdo de trabalho foi adicionada na placa de ELISA juntamente

com 50 pL de Biotin Conjugate para incubag¢do por 3 horas em temperatura ambiente. ApOs as



27

3 horas, os pocos foram lavados 4 vezes com Wash Buffer por 30 segundos e adicionados 100
uL de Streptavidin-HRP Working Solution diluida conforme as instru¢des do fabricante.
Posterior a isso, o sobrenadante foi incubado por 30 minutos a temperatura ambiente e 0s pogos
foram lavados como descrito acima. 100 pL da solucao de Stabilized Chromogen foram
adicionados aos pogos para incubacdo por 30 minutos em temperatura ambiente protegido da
luz; decorridos os 30 minutos, foi adicionado 100 pL da solugdo Stop Solution e a leitura foi
realizada em 450 nm em leitor RChistoInfinite M200 PRO TECAN.

Em conjunto com os ensaios anteriores, essas analises construirdo um painel do efeito
modulador do miRNA-769-3p na modulagdo de elementos da via lipidica e pro-inflamatoria e

no quadro fibrosante hepatico nas células LX-2.

3.6. Analises estatisticas

Analises estatisticas dos resultados foram geradas no programa GraphPad, versao 5.0
(Prism Inc.) utilizando-se ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. Serd adotado o valor *p<

0.05 para significancia estatistica.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analises preliminares com 0 miRNA

Andlises preliminares e em larga escala, realizadas pelo grupo de pesquisa da Profa. Dra.
Karen CM Moraes (resultados ndo publicados), apontou como estatisticamente significativo
(**p< 0.005) o nivel de expressdo do miRNA-769-3p nas células cultivadas na presenga de
10% SBF (células ativadas), quando da comparag¢dao com o nivel de expressdo encontrado nas
células oriundas de culturas quiescentes (consideradas como controle experimental) (Figura 7).
Esse alto nivel de expressdao motivou a analise funcional desse miRNA nas culturas celulares,
pela utilizacdo de moléculas mimetizadoras e inibidoras da pequena molécula, visando a um

melhor entendimento das vias de sinalizacdo moduladas pelo miRNA-769-3p.
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Figura 7. Nivel de expressao relativo do miRNA-769-3p em duas condi¢des de cultivo (2%

SBF; 10% SBF).
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Os resultados foram submetidos a andlise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de
Dunnett, onde ***p < 0.0005, **p < 0.005, *p< 0.05.

4.2. Analise de goticulas lipidicas pelo ensaio de Oil Red O

Para se avaliar o efeito das diferentes condigdes de cultivo ¢ das moléculas mimicas e
inibidoras do miRNA, primeiramente foram realizados ensaios de marcacdo de goticulas
lipidicas com Oil Red O. Esse ensaio foi realizado, considerando-se que as goticulas reduzem
em numero e tamanho quando da transdiferenciagdo celular do estado quiescente ao ativado
(YONEDA et al., 2016). Segundo Puche, Saiman e Friedman (2013) e Anthony et al. (2010),
as células estreladas hepaticas de mamiferos se caracterizam como grandes armazenadoras de
goticulas de vitamina A (retindide) em sua condi¢do quiescente em um figado saudavel.
Entretanto, quando a célula sofre lesdes e se transdiferencia para um fenotipo ativado, ocorre a
perda de retinoides. Essa modificagdo lipidica pode ser observada na marcacdo de goticulas
lipidicas realizada, as quais estdo presentes na célula LX-2 quiescente e desaparecem nas
células LX-2 ativadas (Figura 8).

Ao tratar as células com as moléculas mimicas ou inibidoras do miRNA-769-3p ¢
observado o reaparecimento das goticulas lipidicas € um aumento no nimero das mesmas
quando da comparagdo com as cé€lulas quiescentes. Porém, esse aumento € significativo
(***p<0,0005) apenas nas células transfectadas com o inibidor do miRNA-769-3p, sugerindo
que o miRNA-769-3p esteja envolvido na regulacdo de vias do metabolismo lipidico.

Apesar da presenca das goticulas lipidicas nas células crescidas em condigdes saudaveis,

uma excessiva presenca das mesmas nas células pode indicar um ambiente celular desfavoravel.
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Segundo Currie et al. (2013), células com alta taxa proliferativa, apresentam alteragdes no
metabolismo lipidico, sendo as células cancerigenas englobadas nessa classificagdo. Além
disso, Ikura e Caldwell (2015) descrevem a alta quantidade de goticulas lipidicas como possivel
contribuicdo no desenvolvimento de desordens metabolicas relacionadas com o estresse

oxidativo, o estresse do reticulo endoplasmatico e a resisténcia a insulina.

Figura 8. Analise de goticulas lipidicas em microscopia de campo claro em células LX-2.
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A) LX-2 cultivada em 2% de SBF; B) LX-2 cultivada em 10% de SBF; C) LX-2 cultivada
em 10% de SBF e na presen¢a do mimico do miRNA-769-3p a 50 nM; D) LX-2 cultivada
em 10% de SBF e na presenca do inibidor do miRNA-769-3p a 50 nM. Goticulas lipidicas
indicadas por seta. E) Quantificacdo relativa de goticulas lipidicas. Andlise estatistica
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realizada em One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p < 0.0005, **p <
0.005 e *p < 0.05.

4.3. Analise de expressiao génica em reacoes de polimerase em cadeia

Através da analise de goticulas lipidicas, foi possivel observar a ocorréncia de alteragdes
metabolicas que podem sugerir a presenca de transdiferenciagdo celular. Para melhor explorar
o metabolismo celular frente aos miRNAs mimicos e inibidores, analise de mensuragao de
expressao génica foram realizadas para genes marcadores moleculares de fibrose hepatica,
genes envolvidos com o estresse oxidativo € o processo apoptotico, genes envolvidos com o
processo pro-inflamatério e genes relacionados com a via lipidica. O conjunto da andlise
permitiu uma melhor compreensdo de particularidades funcionais do miRNA-769-3p no

contexto da regulacdo funcional da fibrogénese hepatica.

4.3.1. Analises moleculares de genes marcadores moleculares de fibrose hepatica

Diversos estudos vem relacionando o aparecimento da condigdo fibrosante no figado
com o aumento no nivel de expressdo de alguns genes especificos (HERNANDEZ-GEA;
FRIEDMAN, 2011; ELPEK, 2014; WALLACE; FRIEDMAN; MANN, 2015). Nos resultados
obtidos nas reagdes de polimerizacdo em cadeia (Figura 9) € possivel observar que o nivel de
expressao do fator de crescimento transformador Bl (fgf-f/) tem um aumento significativo
(**p<0,005) nas células cultivadas a 10% de SBF, nas células transfectadas com o mimico do
miRNA-769-3p também houve um aumento significativo (***p<0,0005) em comparagdo com
as células quiescentes — utilizadas como controle experimental. Entretanto, nao houve diferenca
significativa entre a célula ativada e o mimico. Por sua vez, nas células transfectadas com o
inibidor do miRNA-769-3p, o resultado se mostra interessante, pois ocorre um aumento
expressivo nos niveis transcricionais de zgf-f/ em comparagdo com as células quiescentes
(***p<0,0005), sugerindo que ao inibir a funcdo do miRNA ocorre um desequilibrio celular
negativo a homeostase da LX-2. Os resultados do fator de crescimento transformador B2 (zgf-
S2) demonstram que nas células cultivadas em 10% de SBF houve um grande aumento
(***p<0,0005) no nivel de expressdo em comparagdo com as células quiescentes, nivel que se
mantém nas células transfectadas com o inibidor do miRNA-769-3p (***p<0,0005). Entretanto,
ao se transfectar as células com o mimico do miRNA-769-3p ha um decaimento em seu nivel
de expressdo, embora o mesmo continue apresentando diferenca significativa com as células
quiescentes (***p<0,0005). Esses resultados sugerem que o aumento do miRNA nas células

auxiliaram na diminuicdo de #gf-f2, possivelmente como uma forma de tentar buscar a
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homeostase celular ¢ uma diminuicdo do quadro pré-inflamatorio que se estabelece
anteriormente ao aparecimento do quadro pro-fibrosante.

Segundo Tu et al. (2014), o nivel de expressao de 7gf-f ¢ aumentado em diversos
modelos animais e pacientes humanos com fibrose hepatica. A familia TGF-f possui isoformas
com atividades bioldgicas semelhantes no figado, TGF-B1 ¢ TGF-B2 que podem ser secretados
por diversos tipos celulares estando envolvidos em vérias fungdes como a proliferagdo e
diferenciagao celular, angiogénese e modificacao da matriz extracelular. TGF-f1 atua no figado
como principal mediador pro-fibrogénico, sendo considerado o fator mais potente na aceleragao
fibrosante atuando na transdiferenciacdo das células estreladas hepaticas e favorecendo a
sintese de MEC; o TGF-B2 também atua no processo fibrosante podendo induzir a expressao
de marcadores fibroticos, contribuindo na proliferacao celular e na expressao de alfa actina de
musculo liso (a-SMA). (YU et al., 2016; PENG et al., 2017; ZOU et al., 2017). Nessa via
fibrosante, TGF-B1 se liga ao seu receptor de tipo II (TPRII), recruta e ativa o receptor de tipo
I (TBRI), que por sua vez, fosforila as proteinas SMAD family member 2 (SMAD2) e SMAD
family member 3 (SMAD3) permitindo a transdugdo de sinais até a regulagdo de genes alvos
no nucleo celular (TU et al., 2014). Baseando-se nessas informacdes, o nivel de expressdao dos
genes das proteinas SMAD2 e SMAD3 também foram avaliados. Smad?2 apresenta um nivel de
expressao decrescente em células cultivadas a 10% de SBF, transfectadas com o mimico e com
o inibidor, resultando em uma diminuig¢ao significativa (***p<0,0005) em comparagdo com as
células quiescentes. Por sua vez, smad3 ndo apresenta diferenga significativa entre os diversos
tipos de cultivos celulares. Podemos inferir, a partir dos dados obtidos, que 0 miRNA-769-3p
possa estar agindo na manutengdo do ambiente celular, ndo permitindo que a célula entre em
um desequilibrio pro-fibrosante maior. Porém, a alta expressdo de #gf-f/ ndo apresenta
sincronia com a expressdo dos genes smads 2 e 3. Esse resultado pode ser explicado pelas
diversas modificagdes pos-traducionais que a proteina pode sofrer, inativando-a alguma vezes,
mas que colabora com a homeostasia celular. Cabe ainda uma observacao de que na atividade
funcional da via mediada pelas proteinas, TGF- precisa ser ativada por mecanismos
proteoliticos ou ndo, incluindo a atuacdo de proteases ativadores de plasminogénio tipo
uroquinase (PLAU) e plasmina (PLAT) e metaloproteinases 2 ¢ 9 (MMP2 e 9) (SFERRA et
al.,2017). Nesse contexto, a investiga¢ao do ativador de plasminogénio uroquinase (PLAU), se
fez importante, para confirmagdo da ativagdo de TGF-B. No grafico do nivel de expressao de
plau € possivel observar que as células ativadas e as células transfectadas com o mimico do
miRNA-769-3p ndo apresentaram diferenga significativa com as células quiescentes. Esse

resultado sugere que nessas duas condicdes, outras proteases ativadoras podem estar atuando
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na célula. Por sua vez, nas células transfectadas com o inibidor do miRNA-769-3p ¢ possivel
observar que houve diferenca significativa (**p< 0,005) em relagdo com as células quiescentes,
evidenciando que nessa condi¢ao de cultivo PLAU pode estar atuando como ativadora de TGF-

B, 0 que coopera com o processamento da molécula (¢gf-f), cujo nivel transcricional ¢ alto.

Figura 9. Niveis relativos de expressdo génica de marcadores moleculares do processo

fibrosante hepatico: tgf-f1, tgf-p2, smad2, smad3 e plau.
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Andlise estatistica realizada em One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p <
0.0005, **p < 0.005, *p< 0.05.

Além dessas importantes moléculas, também foram avaliadas as expressdes de outros
genes: actina do musculo liso alfa (a-sma), fator de crescimento do tecido conjuntivo (ctgf),
fator de crescimento derivado de plaquetas (pdgf) e colageno tipo 1 alfa 1 (collal). A Figura
10 apresenta os resultados e sdo observados altos niveis de expressdo dos genes apontados nas
células fibrosadas. A figura ainda aponta uma mudanga crescente no nivel de expressao de a-
sma nas células ativadas, transfectadas com o mimico e com o inibidor do miRNA-769-3p em
comparacdo com a célula quiescente. As trés condigdes citadas tiveram um aumento
significativo, todavia, o aumento de expressdao que se mostra mais significativo ¢ a inibig¢do do
miRNA que ocasiona uma grande elevagao (***p<0,0005) no nivel de expressao de a-sma. No

figado lesionado, para transdiferenciacdo das células estreladas hepaticas em miofibroblastos,
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a producdo de novo de a-SMA ¢ essencial, pois, esta inteiramente relacionada com o aumento
de motilidade e contratilidade celular, além desse papel, também desempenha importante
fun¢do em outros processos na célula como mobilidade celular e divisao celular (ROCKEY;
WEYMOUTH; SHI, 2013). Dessa forma, podemos inferir que o miRNA pode ter uma fungao
na manutencdo das células ativadas, pois ao inibi-lo se observa um alto aumento de a-sma,
correspondente a alta contratilidade e mobilidade celular e possivelmente a um maior nimero
de células ativadas.

Ainda, as analises demonstram que ctgf apresenta um aumento significativo
(***p<0,0005) entre as trés condi¢des ativadas e as células quiescentes e pdgf apenas apresenta
diferenca significativa nas células transfectadas com o inibidor do miRNA (*p<0,05). Ambos
os genes sdo descritos como importantes no desenvolvimento da fibrose hepatica na literatura,
ctgf ¢ expresso em niveis baixos em condigdes quiescentes, entretanto o aumento da expressao
¢ presente nas culturas crescidas em condi¢des pro-fibrosantes. As vias de atuagdo do CTGF
podem ser diversas como auxilio na proliferacdo celular, migragdo, adesdo, sobrevivéncia e
producdo de matriz extracelular, contribuindo, desta forma, para o quadro fibrogénico. Por sua
vez, PDGF possui fun¢des importantes na proliferacdo e sobrevivéncia celular, angiogénese,
migragdo celular, reorganizacdo do citoesqueleto e producao de elementos da MEC do tecido
conjuntivo (WANG et al., 2011; BORKHAM-KAMPHORST; WEISKIRCHEN, 2016).
Entretanto, quando da comparacao das células transfectadas com as células ativadas, em ambos
os genes, ndo € possivel observar diferenga estatisticamente significativa, sugerindo que a
alteragao no nivel de expressao pode ser resultado do cultivo em 10% de SBF e ndo da regulagao
pelo miRNA. Outra caracteristica do processo fibrosante ¢ a acumulagdao de colageno,
principalmente o colageno de tipo I, nesse caso, se observa que ao transfectar a célula com
mimico e com o inibidor, houve um aumento significativo (***p<0,0005) no nivel de expressao
de collal em comparagdo com as células quiescentes, sugerindo que o miRNA possa estar

regulando a expressao de colageno.
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Figura 10. Niveis relativos de expressdo génica de marcadores moleculares do processo

fibrosante hepatico: a-sma, ctgf, pdgf, collal.
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Andlise estatistica realizada em One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p <
0.0005, **p < 0.005, *p< 0.05.

4.3.2. Analises moleculares de genes correlatos ao processo de estresse oxidativo

O estresse oxidativo ¢ uma via importante de ser estudada, considerando-se que a
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs) esta relacionada a diversos
processos patoldgicos. Além disso, a produgao de EROS pode induzir a acumulagido de
goticulas lipidicas em cultura celular e ativar varias citocinas e fatores de crescimento
(TOVMASYAN; REBOUCAS; BENOV, 2014; LEE; WALLACE; FRIEDMAN, 2015;
RICHTER; KIETZMANN, 2016). A formagao de EROs pode acontecer em resposta a diversas
situagdes como niveis insuficientes de antioxidantes, radiagdo ionizante e produtos quimicos
toxicos, além de poder ser produzido mais facilmente por enzimas das familias do citocromo
P450, xantina oxidoredutase, lipoxigenase e NADPH oxidase (LEE; WALLACE;
FRIEDMAN, 2015; RICHTER; KIETZMANN, 2016). Nesse contexto, foram escolhidos
alguns genes importantes no estresse oxidativo. Ras-related C3 botulinum toxin substrate (rac-

1), que pertence a familia Rho de pequenas GTPases, que além de estar envolvida na producao
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de EROs, também apresenta fun¢do na migragao celular, perda de adesdo e invasdo celular (LIU
et al., 2017); citocromo P450 oxidoredutase (por) se caracteriza como um doador de elétrons
obrigatorio para os citocromos P450, o qual se caracteriza como uma importante fonte de EROs
(PORTER et al., 2011; DONG et al.,, 2013). Entretanto, os resultados obtidos com a
investigacao do nivel de expressdo destes genes ndo demonstraram diferencga significativa entre
as quatro condi¢des estudadas, indicando que possivelmente a célula ndo esta em estresse
oxidativo e o miRNA nao atua sobre esses genes (Figura 11).

Além de genes envolvidos com a produ¢ao de EROs, também foram investigados genes
conhecidos por antioxidantes, como superdxido dismutase (sod-1) e glutationa sintetase (gss).
SOD-1 ¢ uma enzima conhecida por catalisar a reagdo de formacao de superoxido em oxigénio
e peroxido de hidrogénio, impedindo a formagdo de outras EROs (SMYTH et al., 2008;
MILLER, 2011). GSS ¢ conhecida pela sintese de glutationa que protege as células do estresse
oxidativo, além de atuar na desintoxificagdo de xenobioticos (USHIDA et al., 2009). Assim
como os resultados acima, esses dois genes ndo apresentaram diferenca significativa entre as

condi¢des, corroborando com a hipotese de que a célula ndo estd em estresse oxidativo (Figura

11).
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Figura 11. Niveis de expressdo relativa de genes envolvidos com o estresse oxidativo: rac/,

por, sod-1 e gss.
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Andlise estatistica realizada em One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p <
0.0005, **p < 0.005, *p< 0.05.

4.3.3. Analise da expressao de genes correlatos ao processo apoptotico

Injurias provenientes de insultos toxicos ou inflamatorios podem levar a ativagdo da
morte celular programada, também nomeada apoptose. Assim, investigar os efeitos do miRNA-
769-3p na expressdo desses genes ¢ importante. Além disso, segundo Luo et al. (2014), a
superexpressao do miRNA-769-3p possui uma funcdo relevante na inibi¢do de proliferacdo
celular e na inducdo de apoptose em células de cancer de mama; assim, a verificagdo desta
funcao no figado se fez pertinente. A apoptose pode ocorrer através de ativagado via extrinseca
(receptores de morte) ou através da via intrinseca (mitocondrial). A via extrinseca envolve a
ativacdo de um receptor de morte, como o receptor de morte de superficie celular Fas (FAS),
por um ligante, resultando na formagao do complexo de sinaliza¢do indutora de morte (DISC).
DISC cliva procaspase-8, ativando-a em caspase-8, que, por sua vez, ativara as caspases
efetoras 3 e 7 iniciando o processo apoptotico (Figura 12) (FEUTH et al., 2014). A via intrinseca

¢ ativada em resposta a estressores intracelulares, como diminuic¢do nos fatores de crescimento
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ou danos no DNA. Esses estressores desencadeiam uma permeabilizagdio na membrana
mitocondrial, que facilita a liberacdo de fatores pro-apoptoéticos como citocromo ¢ ¢ BCL2
associado X, regulador de apoptose (BAX). Tais fatores pro-apoptoticos estimulam a formagao
do apoptossomo, o qual recruta caspase-9 e inicia assim a cascata proteolitica que leva ao

processo apoptotico (WU; BRATTON, 2013).

Figura 12. Esquema das vias intrinseca e extrinseca do processo apoptotico.
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Adaptado de Almagro e Vucic (2012).

Dessa forma, genes relacionados com o processo apoptotico foram selecionados
(caspase3, caspase9, fas e bax) e os resultados sdo mostrados na Figura 13. Caspase-3 mostrou
um aumento significativo (***p<0,0005) nas c€lulas ativadas e nas transfectadas com o mimico
e com o inibidor do miRNA. Entretanto, em comparag¢do com as células ativadas, as células
transfectadas com o mimico apresentaram um leve decaimento no nivel de expressdo. Por sua
vez, o nivel de expressdo de caspase-9 ndo mostrou diferenga estatistica significativa entre as
quatro condi¢des de cultivo. As caspases sdo proteases conhecidas pela funcio especifica na
apoptose e podem ser divididas em dois grupos: as caspases iniciais, como a -2,-8,-9 ¢ -10 e as
caspases efetoras como -3 e -7 (KIM; SRIVASTAVA; KIM, 2014). A caspase-3 ¢ considerada
um importante fator de ativagdo da apoptose, sendo muito utilizada para a verificagdo da
existéncia de mecanismos de morte celular programada. Por sua vez, essa caspase-3 pode ser

regulada por diversas modificacdes pds-traducionais, tanto de forma positiva quanto negativa.
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Uma das modificagdes pos-traducionais conhecida ¢ a agao da proteina quinase C, delta (PKC9)
na fosforilagdo da caspase-3 e consequentemente no aumento de sua atividade (PARRISH;
FREEL; KORNBLUTH, 2013; WU et al., 2016). Desta forma, ¢ possivel sugerir que o alto
nivel de expressao deste gene, pode estar envolvido com outras vias ou com modifica¢des pos-
traducionais, pois os niveis de caspase-9 ndao demonstram um processo apoptotico ativo. Os
outros genes investigados foram fas e bax. O primeiro, receptor de morte atuante na via
apoptotica extrinseca, ndo demonstrou resultados significativos entre as quatro condigdes do
estudo. Enquanto bax, gene da proteina pro-apoptotica membro da familia Bcl-2, apresenta um
aumento significativo (***p<0,0005) entre as células ativadas, as transfectadas com o mimico
e as com o inibidor em comparagdo com a célula quiescente. Esse resultado demonstra que o
miRNA possa estar atuando na ativagdo desta proteina, porém, a ativacao da caspase-9 para
inicio da apoptose oriunda de BAX depende da razdo entre BAX e BCL-2 — proteina anti-
apoptdtica. Nesse caso, o aumento de BAX e a diminui¢do de BCL-2 estimula a liberagao de
citocromo c e ativa caspase-9 (WU et al., 2016), dessa forma, nao € possivel inferir se 0 aumento

em bax estaria relacionado com o inicio do processo apoptotico.
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Figura 13. Niveis de expressdo relativa de genes envolvidos com o processo apoptético: casp3,

casp9, fas e bax.
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Andlise estatistica realizada em One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p <
0.0005, **p < 0.005, *p< 0.05.

4.3.4. Analise da expressdo de genes correlatos ao processo pro-inflamatorio

Como descrito anteriormente, todo processo fibrosante ¢ precedido por um mecanismo
inflamatorio. Assim, para se averiguar a conexao desses mecanismos em nosso modelo celular,
alguns genes de inflamagdo foram selecionados como: interleucina-1 (i/-/), interleucina-6 (i/-
6), ciclooxigenase-2 (cox-2), fosfatase homodloga a tensina (pften), serina-treonina quinase 1
(aktl), fator nuclear kappa B (nf-Kb) e forkhead box O1 (foxo!). Os resultados obtidos para il-
1 e il-6 estdo presentes na Figura 14. Interleucina-1 (IL-1) é conhecida por seu papel central em
varias doencas auto-inflamatorias e pelo controle das reagdes pro-inflamatdrias em resposta a
injarias teciduais (WEBER; WASILIEW; KRACHT, 2010). Estudos realizados por Gieling,
Wallace e Han, (2009) e por Weber, Wasiliew e Kracht, (2010) indicam seu papel na inducao
de multiplas metaloproteinases, na possivel provocagdo da ativacdo de células estreladas

hepaticas ao induzir a produ¢do de fibronectina e na ativagao de genes como nf-«xB e cox-2. E
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possivel observar na Fig. 14 que houve um aumento significativo (*p<0,005) entre as células
transfectadas com o mimico e com as transfectadas com o inibidor do miRNA em comparagao
com a célula quiescente. Porém, ao comparar ambas com as cé€lulas ativadas, ndo ¢ observada
diferenca significativa, indicando que as diferengas apresentadas podem ser ocasionadas pela
condicdo de cultivo a que essas células estdo inseridas, dessa forma ¢é possivel inferir que o
miRNA ndo estd atuando no nivel de expressdo de il-/. Ao verificarmos interleucina-6 (il-6),
uma importante citocina pro-inflamatoria que possui diversas fungdes como a regulacao da fase
aguda da inflamagao, resposta imune, hematopoiese e crescimento celular (ATAIE-KACHOIE
et al., 2014), verificamos que a mesma apresenta um aumento significativo (***p<0,0005)
quando ocorre a inibigdo do miRNA em relacdo ao grupo quiescente. Segundo Ataie-kachoie
etal. (2014), a citocina IL-6 esta envolvida na manutengao da inflamagao, mantendo a produgao
de varios mediadores inflamatorios, como outras citocinas, prostaglandinas e EROs, além disso,
niveis elevados de IL-6 sdo distinguiveis como um indicador de neoplasias malignas, ocorrendo
principalmente pelas vias de sinalizagdo JAK/STAT3, RassMAPK e PI3K/AKT (ATAIE-
KACHOIE et al., 2014).

Figura 14. Niveis de expressdo relativa de genes envolvidos com processo pré-inflamatorio:
il-1 e il-6.
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Andlise estatistica realizada em One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p <
0.0005, **p < 0.005, *p< 0.05.

Cheng et al. (2013), demonstraram em seu estudo com esteatose hepatica ndo-alcoolica
que a alta expressdao de IL-6 pode coincidir com uma indu¢do de COX-2 para producdo de
prostaglandinas. Para se corroborar essas analises, a expressdao do gene da proteina COX-2
(também conhecido como prgs?2) foi investigada demonstrando um resultado interessante. E

observado na Figura 15, um aumento exacerbado (***p<0,0005) de cox-2 nas células
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transfectadas com o inibidor do miRNA-769-3p, sugerindo uma alta regulacio do mesmo no
processo pro-inflamatorio. Ao continuar a investigacao das vias correlatas aos mecanismo pro-
inflamatoérios, foram investigados os genes do fator nuclear kappa B (nf-xB), que se caracteriza
como um fator de transcricdo envolvido no controle da resposta ao estresse, na regulagdao do
ciclo celular, no controle da apoptose e na resposta inflamagao (WANG et al., 2011), fosfatase
homologa a tensina (pten) —uma fosfatase lipidica e proteica que controla a ativagdo de AKT,
aparecendo frequentemente em cancer de figado com baixa expressao por causa de mutacoes
(MORRIS et al., 2014) e serina-treonina quinase 1 (aktl), responsavel pela regulacdo de
diversas fungdes celulares como sobrevivéncia e proliferacao celular, diferenciacdo e pelo
metabolismo intermediario (ARRANZ et al., 2012). A analise dos genes nf-kB e pten nao
demonstra aumento estatistico significativo entre as quatro condi¢des de estudo, sugerindo que
0s mesmos nao estdo participando dos mecanismos de transativacdo das células LX-2 e na
forma¢ao de um ambiente pro-inflamatdrio. Por sua vez, akt/ apresenta uma diminui¢do em
seu nivel de expressao nas células ativadas e transfectadas, indicando que o microRNA-769-3p
ndo ativa cox-2 através desta via.

Outra proteina importante no processo pro-inflamatério ¢ FOXO1, o qual desempenha
funcdes em diversos processos celulares como proliferagao, apoptose, autofagia, metabolismo,
resisténcia ao estresse e inflamacao (WANG; ZHOU; GRAVES, 2014). Na analise de sua
expressao génica € observado uma diminuigdo significativa (***p<0,0005) na expressao génica
da condicdo ativada, (**p<0,005) da condi¢do transfectada com mimico e (*p<0,05) com
inibidor do miRNA em comparacdo com a condicdo quiescente. Todavia, ao se comparar as
células transfectadas com a condi¢do ativada, ndo ocorre diferenca significativa entre elas,
indicando que a diferenca na expressdo génica pode estar ocorrendo por influéncia da
quantidade de soro (10%) utilizada no cultivo, que transdiferencia a célula.

Estudos apontam que a alta expressdo de COX-2 corrobora com um alto processo
inflamatério (QIU, 2002; CHENG et al., 2013). Frequentemente ¢ observado que COX-2 se
encontra superexpresso nos estagios iniciais de hepatocarcinoma, cirrose ou hepatite cronica.
Os dados obtidos na andlise demonstram que nas células ativadas e nas transfectadas com o
mimico ndo sdo observados niveis elevados de cox-2, o que sugere um controle de mecanismos
pré-inflamatorios, o que reforga a hipotese de atuacdo do miRNA na regulacao do processo pro-
inflamatério. Em tecidos hepaticos de ratos com esteatose, Cheng et al. (2013) demonstraram
que o aumento da proteina COX-2 estava relacionado com o local onde houve aumento de
formacao das goticulas lipidicas. Além disso, também demonstraram a possibilidade de indugao

de COX-2 através de IL-6, que pode atuar como regulador ou co-regulador da proteina
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(CHENG et al., 2013). A partir destes dados, ¢ possivel sugerir que a regulagdo de cox-2 no
presente trabalho possa estar ocorrendo através de i/-6, além de estar extremamente relacionada
com a quantidade lipidica presente. Os mesmos autores ainda apontam um importante papel
regulador do miRNA-769-3p no controle do processo pro-inflamatorio. Porém, mais estudos
ainda sdo necessarios para se detalhar a ativacao da regulagdo de cox-2 na transdiferenciacao

das células LX-2 e o papel do miRNA-769-3p nessa modulagao.

Figura 15. Niveis de expressao relativa de genes envolvidos com processo pro-inflamatorio:
cox-2, nf-kB, pten, aktl e foxol.
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Andlise estatistica realizada em One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p <
0.0005, **p < 0.005, *p< 0.05.

4.3.5. Analise da expressdo de genes correlatos ao metabolismo de lipideos

As goticulas lipidicas sdo locais de armazenamento de lipideos neutros na célula, como
triacilglicerdis, estéril ester e retinilester. A sintese de lipideos ¢ regulada por diversas enzimas
tais como acil-CoA sintetase de cadeia longa 4 (ACSL4), malonil-CoA descarboxilase
(MLYCD), acetil-CoA carboxilase alfa (ACACA1) e acido graxo sintase (FASN) (CURRIE et
al.,2013; WELTE, 2015). Um importante fator para a sintese de lipideos ¢ a presenca de acetil-
CoA livre, a qual pode ser oriunda do citrato citoplasmatico através da enzima ATP citrato liase

(ACLY) ou pode ser originada também pela conversao de malonil-CoA para acetil-CoA pela
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enzima MLYCD. Esta tltima reagdo ocorre em via dupla, ou seja, a concentragdo de ACACA1
também ¢ importante na célula, pois a mesma catalisa a rea¢ao de acetil-CoA para malonil-CoA
(CURRIE et al., 2013) (Fig. 4). Com uma quantidade suficiente de acetil-CoA no ambiente
celular, favorece-se a sintese de acidos graxos com o auxilio da enzima FASN, que catalisa a
sintese de acido graxo proveniente de malonil-CoA (CURRIE et al., 2013; LONG et al., 2014).
Ao observar o nivel de expressao de mlycd e acacal na Figura 16 ¢ possivel identificar que nao
houve diferenca significativa na expressao de mlycd, enquanto acacal teve em geral uma
diminui¢do significativa (**p<0,005 para as cé€lulas ativadas e ***p<0,0005 para as cé¢lulas
transfectadas), em comparagdo com a célula quiescente. Essa diminui¢do correlaciona-se com
o aumento de gorduras presentes no soro, inibindo a ativagdo de fasn (WANG, 2010),
independentemente da presenca ou auséncia das moléculas mimetizadoras e/ ou inibidoras.
Seguindo ainda a via lipidica, a enzima ACSL4 ¢ importante na ativagdo dos acidos graxos
através da adicao de um grupamento acil-CoA, para que os mesmos possam ser reaproveitados
em reagoes de f-oxidagdo e/ ou para sintese de novas moléculas. Nas analises realizadas, o nivel
de expressao de acsl4, diminui nas culturas transfectadas com o miRNA-mimico ¢ aumentam
nas culturas transfectadas com o inibidor (***p<0,0005). Esse resultado pode ser explicado de
maneira interconectada com a observacao dos resultados das andlises correlatas a presenga do
estimulo proé-inflamatorio, responsavel pela liberacdo de acidos graxos livres como o acido
araquidonico. Kan et al. (2014) descrevem em seu estudo que o metabolismo de ACSL4 possui
afinidade pelo acido araquidonico, que por sua vez caracteriza-se como um elemento central na
via do metabolismo pro-inflamatério (HARDWICK et al., 2013). Assim, baseado no conjunto
dos resultados pode-se sugerir que 0 miRNA-769-3p possa estar atuando na célula como um
fator controlador dos processos pro-inflamatérios, impedindo a piora do quadro pro-

inflamatorio da patologia.
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Figura 16. Niveis de expressao relativa de genes envolvidos com metabolismo de lipideos:

mlycd, acacal, fasn, acsl4.
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Andlise estatistica realizada em One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p <
0.0005, **p < 0.005, *p< 0.05.

Apos a sintese de lipideos, eles podem ser convertidos em moléculas sinalizadoras,
utilizados para a constru¢do da membrana lipidica, além de serem armazenados ou degradados
para a obtencdo de energia (CURRIE et al., 2013). A enzima glicerol-3-fosfato aciltransferase
(GPAT1) ¢ a primeira na via de armazenamento através do reticulo endoplasmatico e a
responsavel pela esterificagdao de acil-CoA graxo de cadeia longa em uma cadeira de glicerol-
3-fosfato (WENDEL et al.,2013). Ao observar na Figura 17, o padrao do nivel de expressao de
gpatl nas células € possivel reconhecer que houve um aumento significativo (***p<0,0005)
entre as células quiescentes e as células crescidas a 10% de SBF e este aumento se demonstra
mais significativo ainda nas células transfectadas com o inibidor do miRNA. O alto nivel de
expressao de gpatl nesta condigdo de cultivo pode ter ocorrido pelo alto nivel de acs/4 nesta
condicdo, pois, neste caso, um aumento em acil-CoA graxo de cadeia longa proveniente de
ACSLA resulta em uma maior quantidade de glicerol-3-fosfato. Em seguida, a enzima lipina

(PAP) catalisa a conversao de diacilglicerol (DAG) oriundo de acido fosfatidico (PA). Porém,
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o nivel de expressdo de pap diminuiu nas células ativadas e transfectadas com o mimico
(***p<0,0005) e teve um leve aumento nas células transfectadas com o inibidor, demonstrando
que ao inibir o miRNA o nivel de expressao desta enzima equivale ao da célula quiescente.

As enzimas diacil-glicerol aciltransferase (DGAT) sdo responsaveis pela esterificagao
de diacilglicerol e acil-CoA graxo para a formacao de triacilglicer6is (TGs). Nos mamiferos ¢
possivel encontrar duas enzimas diacil-glicerol aciltransferase 1 (DGATI1) e diacil-glicerol
aciltransferase 2 (DGAT2) (WELTE, 2015). O nivel de expressdao de dgat/ demonstrado na
Figura 17 aumenta significativamente (***p<0,0005) entre o grupo quiescente e¢ os demais
grupos. Todavia, ao compararmos as células ativadas com as células transfectadas com o
mimico e o inibidor, ndo ha diferenga estatistica, sugerindo que a alta expressdo génica ¢
proveniente do meio em que a célula esta inserida, que contém 10% de soro. Por sua vez, o
nivel de expressdo de dgat? demonstra um aumento significativo (***p<0,0005) das células
ativadas, transfectadas com o mimico e com o inibidor em comparagdo com o grupo de células
quiescentes. Em dgat2, ao comparar as células transfectadas com o inibidor e as c€lulas ativadas
ndo ha diferenga significativa no nivel de expressdo, porém, as células transfectadas com o
mimico apresentam um aumento significativo no seu nivel de expressdo em comparagdo com
as células ativadas. Esse resultado pode ser explicado pela diminuicdo de gpat/ na mesma
condi¢do celular, o que ocasiona uma menor conversdao de acil-CoA graxo em glicerol-3-
fosfato, possibilitando que o acil-CoA graxo siga livremente para a via de esterificacdo para

formacao de TAG catalisada pela DGAT?2.
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Figura 17. Niveis de expressao relativa de genes envolvidos com metabolismo de lipideos:

gpatl, pap, dgatl e dgat?.
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Analise estatistica realizada em One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p <
0.0005, **p < 0.005, *p< 0.05.

Além das vias de sintese dos lipideos, outras moléculas se correlacionam com a
degracao desses metabolitos visando a liberagdo de energia para a manuten¢do dos processos
fisiologicos celulares e para tal o metabolismo mitocondrial € relevante. Dentro desse contexto,
a expressao de alguns outros genes foram investigados. As enzimas carnitinapalmitoil-
transferases (CPTs) sdo responsaveis pelo transporte de acidos graxos para a mitocondria, onde
ocorrerd a oxidagdo dos mesmos (CURRIE et al., 2013). Os resultados obtidos demonstram que
apesar de carnitinapalmitoil-transferase 2 (cpt2) apresentar pequena diferenca estatistica
significativa (*p<0,05) entre o grupo de células quiescentes e os grupos transfectados com o
mimico e com o inibidor, 0 mesmo nio ocorre com o grupo de células ativadas, indicando que
0 aumento presente neste caso ¢ pelo ambiente em que a célula se insere. Por sua vez,
carnitinapalmitoil-transferase 1 (cptl1A4) apresenta um resultado interessante, demonstrando um
aumento significativo (***p<0,0005) entre o grupo quiescente e os grupos celulares cultivados
na presenca de 10% de SBF. Nenhuma observacdo relevante foi observada entre as células

ativadas e as transfectadas com o mimico. Nas células transfectadas com o inibidor houve um
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aumento significativo na expressao do gene cptl 4, tanto em relagdo a cultura quiescente, como
em relagdo a cultura ativada. Esse resultado sugere a facilitagdo de um maior metabolismo
oxidativo, que pode estar conectado a processos de estresse celular nas culturas ativadas
transfectadas ou nao.

A enzima citrato sintase (CS) conhecida por ser uma das primeiras enzimas do ciclo do
acido citrico e catalisar a conversdo de oxaloacetato e acetil-CoA em citrato e coenzima A
(CoA) (ALEKSANDROV; ZVEREVA; FIELD, 2014) tem sua investigagdo importante neste
estudo como um indicativo do metabolismo aerdbico. A formagdo de citrato ocorre na
membrana mitocondrial, quando seus niveis estdo muito altos, 0 mesmo ¢ encontrado também
no citoplasma, se tornando substrato de ACLY e seguindo para o metabolismo lipidico (BERG;
TYMOCZKO; STRYER, 2002). Os resultados corroboram com o esperado, pois hd um
aumento significativo de cs (***p<0,0005) entre as c€lulas transfectadas com o inibidor e o
grupo de células quiescentes. O resultado indica que a inibi¢do do miRNA parece originar um
alto metabolismo celular aerébio e o aumento no nivel de expressdo de cs sugeriria uma alta
concentracdo de citrato a nivel celular que poderia ser encaminhado para o metabolismo
lipidico. Todavia, para afirmar sobre a concentragao celular de citrato, seriam necessarios mais

ensaios especificos.

Figura 18. Niveis de expressdo relativa de genes envolvidos com metabolismo oxidativo de
lipideos: cptiA, cpt? e cs.
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Andlise estatistica realizada em One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p <
0.0005, **p < 0.005, *p< 0.05.

Em momentos de escassez, o organismo pode lisar as goticulas lipidicas para utilizagao
através de lipdlise, resultando assim em lipideos importantes na sinalizag¢do celular. Entre as
enzimas responsaveis por esse processo estdo a lipase de triglicerideos de tecido adiposo

(ATGL) e a lipase de monoacilglicerdis (MAGL). ATGL ¢ conhecida como a principal lipase
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hepatica, pois catalisa o passo inicial da degradagdo lipidica. Segundo Currie et al. (2013), seus
niveis de expressdo se apresentam elevados em caquexia, por sua vez, MAGL catalisa a etapa
final, hidrolisando o monoacilglicerol em cadeia de glicerol, além de estar relacionado em casos
de cancer com o aumento de prostaglandina E> (PGE»), relacionada com o aumento de invasao
e migracdo tumoral (MALOBERTI et al., 2010; CURRIE et al., 2013; MASHEK et al., 2015).
Na Figura 19, os niveis de expressdo de ambas as lipases apresentam uma diminui¢do entre as
células transfectadas com o mimico e com o inibidor em comparagdo com o grupo de células
quiescentes. Este resultado € interessante, pois um aumento no nivel de cox-2 pode ocasionar
um aumento no nivel de PGE2, entretanto, ¢ observado que o nivel de mag/ diminui quando
ocorre a inibigdo do microRNA, sugerindo que o miRNA nao atua nesta via de degradacao

lipidica.

Figura 19. Niveis de expressao relativa de genes envolvidos com metabolismo de lipideos: atg/

e magl.
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Andlise estatistica realizada em One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p <
0.0005, **p < 0.005, *p< 0.05.

Segundo Xu, Zhang e Liu (2017), existem diversas vias de crescimento de goticulas
lipidicas, sendo a principal oriunda de biogénese no reticulo endoplasmatico a partir de TAG,
porém, estudos com fibroblastos de ratos demonstraram o crescimento das goticulas de lipideos
de maneira independente da sintese de TAG. Estes resultados sugerem que a presenca de
goticulas lipidicas nas células transfectadas com o mimico e com o inibidor do miRNA possa

ser proveniente de uma via independente de TAG.
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4.3.6. Analise da expressao de genes correlatos ao ciclo celular e a transicdo
epitélio-mesenquimal

A indicagdo de que varios genes investigados podem ocasionar um quadro cancerigeno
em um alto nivel de expressdo, mostrou a necessidade de investigagdo de genes relacionados
com alta proliferacao celular como o regulador do ciclo celular (rgcc) e genes relacionados com
a transi¢ao epitélio-mesenquimal como zinc finger E-box binding homeobox 1 ¢ 2 (zebl e
zeb2). O regulador do ciclo celular (RGCC) ¢ conhecido pela sua atuagdo na ativacao do ciclo
celular (XU et al., 2014). Na Figura 20, o nivel de expressao deste gene ndo apresenta diferenca
significativa entre células ativadas e transfectadas com o mimico e as células quiescentes.
Entretanto, ha uma diminuigdo significativa (**p<0,005) no nivel de expressdo de rgcc nas
células transfectadas com o inibidor, indicando que ha menos células em divisdo celular e
consequentemente uma possivel regulacdo indireta do miRNA sobre esta via.

A transicao epitélio-mesenquimal ¢ associada em estudos com a progressao de fibrose
e cancer em varios 6rgaos (GONZALEZ; MEDICI, 2014). ZEB1 e ZEB2 sdo pertencentes a
familia de fatores de transcricdo Zinc finger E-box binding homeobox (ZEB), sendo ambas
conhecidas por promover invasdo tumoral e metastase com a inducdo da transi¢do epitélio-
mesenquimal. Na Figura 20, ¢ possivel ver que o nivel de expressdo de zeb! decai nas células
ativadas, porém ndo apresenta diferenca significativa entre as células quiescentes e os outros
grupos celulares. Por sua vez, zeb2, como descrito por Yang et al. (2015), quando ¢ expresso
em altas concentragdes pode ser um importante mediador da formagdo de microvasos em
canceres agressivos como hepatocarcinoma. O interessante € que o nivel de expressao de zeb2
demonstra uma alta diferenca significativa (***p<0,0005) entre as células transfectadas com o
mimico e com inibidor em comparagdo com o grupo de células quiescentes. Esse resultado, em
conjunto com o obtido de cox-2 e acsl4, sugere que o ambiente celular desfavoravel ocasionado
pela inibicdo do microRNA pode estar sendo regulado de forma a propiciar um possivel

desenvolvimento de carcinoma.
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Figura 20. Niveis de expressdo relativa de genes envolvidos com ciclo celular e transi¢ao
epitélio-mesenquimal: rgec, zebl e zeb?.
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Andlise estatistica realizada em One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p <
0.0005, **p < 0.005, *p< 0.05.

4.4. Imunofluorescéncia de ACSL4 e COX-2

Como descrito acima, o figado possui importante funcdo no controle do metabolismo
lipidico de todo o organismo. Para que ocorra ativa¢do dos acidos graxos, a fim de servirem de
substratos a diferentes reagdes metabolicas de sintese e/ ou degradagao (CURRIE et al., 2013)
ocorre participagdo das enzimas ACSLs. Considerando-se o foco de nossas investigagdes a
isoforma ACSL4 ¢ relevante, considerando-se a sua preferéncia pelo acido araquidonico, que é
interconvertido a eucosanoides mediados pela atuagcdo da enzima COX-2 (KAN et al., 2014).
Para se avaliar a expressdo da enzimas ACSL4 e COX-2 nas diferentes condigdes de cultivo,
foram realizadas microscopias de fluorescéncia das mesmas, utilizando-se anticorpos
especificos. A Figura 21 apresenta a proteina ACSL4 preferenciamente distribuida nos ntcleos
celulares, com um aumento de sua distribuicao citoplasmatica nas células crescidas na presenga
de 10% de SBF. Entretanto, a transfec¢do com o inibidor do miRNA-769-3p acarreta na
aglomeracdo de ACSL4 em pequenos granulos ao redor do nucleo, que sugerem a sua

distribuicao nas goticulas lipidicas, assim como observado em Tuohetahuntila et al. (2015).
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Figura 21. Microscopia de fluorescéncia de ACSL4 nas células LX-2 cultivadas com 2% de
SBF, 10% de SBF, 10% de SBF + mimico do miRNA-769-3p e 10% de SBF + inibidor do
miRNA-769-3p.

Ntcleo Citoesqueleto ACSL4 Sobreposigao

LX-2 2%

LX-2 10%

LX-2 10% + mimico

LX-2 10% + inibidor

Marcagao nuclear realizada com DAPI, em azul. Marcagao dos filamentos de actina realizada
com faloidina-TRITC, em vermelho e marcagao de ACSL4 com FITC, em verde. Sobreposi¢ao
das trés figuras.

Segundo Tuohetahuntila et al. (2015), ACSL4 ¢ uma enzima chave no aumento de
espécies de triacilglicerol contendo acidos graxos poli-insaturados (TAG-PUFAs) em células
estreladas ativadas de rato, favorecendo o aciimulo de goticulas lipidicas observada em nossos
ensaios (Fig 8.). Relacionado a isso, a enzima ACSL4 preferencialmente esterifica acidos
araquidonicos (AA) em acil-CoA. Segundo Tuohetahuntila et al. (2015), em células tumorais,
esses TAG-PUFASs transativam a produgdo de COX-2. Baseado nessas observagdes, os niveis
de expressao e localizagdo celular da enzima COX-2 também foram avaliadas em ensaios de
imunofluorescéncia (Figura 22). Os resultados demonstram uma localizacdo preferencial de
COX-2 nas regides nucleares em todas as condi¢des avaliadas. Uma observagao a ser realizada

¢ a marcagdo pontuada de COX-2 nas células transfectadas com o mimico do miRNA,
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sugerindo a presenca de granulos de estresse (SG), que se estabelece frente a situagdes de
estresse celular (ANDERSON; KEDERSHA; IVANOV, 2015). Entretanto, basecado nesses
ensaios, a quantificacdo da enzima se torna inviavel, mas o que se pode observar ¢ uma reduzida
ou mesmo ausente presenca de SG nas células transfectadas com o inibidor, sugerindo a
ocorréncia de modificagdes pds-transcricionais, que controlam uma tradugdo exacerbada e
provavelmente deletéria de COX-2, considerando-se os altos niveis transcricionais da molécula

(Fig. 15).

Figura 22. Microscopia de fluorescéncia de COX-2 nas células LX-2 cultivadas com 2% de
SBF, 10% de SBF, 10% de SBF + mimico do miRNA-769-3p e 10% de SBF + inibidor do
miRNA-769-3p.

Nucleo Citoesqueleto COX-2 Sobreposicdao

LX-2 2%

LX-2 10%

LX-2 10% + mimico

LX-2 10% + inibidor

Marcagao nuclear realizada com DAPI, em azul. Marcagao dos filamentos de actina realizada
com faloidina-TRITC, em vermelho e marcacao de COX-2 com FITC, em verde. Sobreposi¢ao
das trés figuras.
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4.5. Mensuracio de TGFp-1 em ELISA

No quadro fibrogénico, um dos principais reguladores da ativagdo das células estreladas
hepaticas ¢ o TGFB-1. Dada a sua importancia e o padrao de expressao obtido pelo resultado
de andlises génicas, a investigagdo proteica do mesmo se fez importante. Entretanto, os
resultados obtidos com a mensuragao proteica em leitor de ELISA foram de encontro com os
resultados obtidos na expressdo génica. E possivel observar na Figura 23 que ha uma
diminuicdo significativa (***p<0,0005) entre as células transfectadas com o mimico e com o
inibidor em comparagdo com as células quiescentes. Este resultado pode indicar uma
diminui¢do na ativacao de células estreladas hepaticas ou uma possivel regulagao em nivel pos-
traducional de TGFp-1, resultando num alto nivel de expressdo génico e em baixo nivel
proteico. Além disso, uma tentativa de compensagao também pode explicé-lo, ou seja, o nivel
de expressdo génico se mostra elevado para compensar o baixo nivel proteico e atingir um nivel
requerido pela condi¢do cultivada. Segundo Huen, Moeckel e Cantley (2013), os niveis de
TGEFp-1 participam da homeostasia celular, podendo haver a diminui¢do do nivel proteico na

busca de um controle do processo pro-inflamatorio.

Figura 23. Concentracgdo proteica de TGFf-1 mensurado em ELISA.
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Analise estatistica realizada em One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p <
0.0005, **p < 0.005 e *p < 0.05.

5. CONCLUSAO

A fibrose hepatica ¢ um grande problema de satide mundial, pois as lesdes hepaticas podem

ocorrer devido a uma ampla gama de agentes estressores, como a hepatite viral, abuso de alcool,
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esteatose, entre outros, que ocasionam a inflamagdo e iniciam o processo cronico de
cicatrizag¢do resultando posteriormente em um estagio de cirrose e hepatocarcinoma. Dentro
deste contexto, terapias alternativas que objetivam a melhora do quadro clinico do paciente
estao sendo visadas, como a utilizacdo de miRNAs para uma terapéutica adequada. Os miRNAs
sdo moléculas importantes, pois conseguem realizar a regulacdo génica em nivel poOs-
transcricional. Desta forma, a superexpressio do miRNA-769-3p viabilizou um estudo
funcional do mesmo, possibilitando novos conhecimentos sobre a relacdo entre a fibrose
hepatica, o metabolismo lipidico e a via pré-inflamatoria.

Com os resultados obtidos foi possivel verificar o envolvimento do miRNA-769-3p no
metabolismo lipidico, onde sua inibi¢do desencadeia modificagdes na morfologia e na fisiologia
celular com o aumento nas goticulas lipidicas. Entretanto, ndo foi possivel esclarecer a via de
formacgdo de goticulas lipidicas regulada pelo miRNA-769-3p, pois enquanto alguns genes se
apresentam super-regulados, outros ndo sofrem modificacdes significativas, sendo
provavelmente uma via ndo dependente do reticulo endoplasmatico que se encarrega do
reaparecimento das goticulas lipidicas. Foi possivel concluir que o miRNA-769-3p ndo
transativa vias de estresse oxidativo e processo apoptotico, porém, genes muito relacionados
com a via do acido araquiddnico se mostraram superexpressos na auséncia do miRNA no
ambiente celular, sugerindo a regulagdo desta via pelo mesmo. Através dos resultados obtidos
com as analises moleculares da via pro-inflamatdria, foi possivel sugerir que o miRNA-769-3p
tem papel importante na regulacdo do processo pro-inflamatorio, principalmente no seu
controle, ndo permitindo uma piora do quadro pro-fibrosante. Além disso, alguns genes
descritos como envolvidos na iniciagdo ou manutengdo de um quadro clinico mais grave (cox-
2, acsl4 e zeb2), como o desenvolvimento de hepatocarcinoma apresentam uma altissima
expressdo na inibicdlo do miRNA-769-3p. Ademais, a superexpressio de cox-2
concomitantemente com i/-6 sugere um papel regulatorio por parte da i/-6, sendo possivelmente
por esta via a ocorréncia da ativagao de COX-2.

E possivel observar um aumento metabolico nas células transfectadas com o inibidor do
miRNA-769-3p, onde hd aumento nas goticulas lipidicas e um aumento do metabolismo
mitocondrial oxidativo, inferindo que embora o mesmo nao esteja relacionado com o processo
de reversdo da fibrose hepatica, seu estudo ¢ muito importante no impedimento da piora no

quadro patologico.
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