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RESUMO

As doencas hepaticas estdo entre as principais causas de morte no mundo todo,
afetando aproximadamente 20% da populacdo. A esteatose hepatica € uma condicéo
caracterizada pelo acumulo de gordura nos hepatécitos e, embora seja uma condi¢cdo
reversivel, pode progredir para quadro de esteatohepatite e carcinoma hepatocelular.
A falta de tratamentos especificos para a esteatose € um problema atual, e a
caracterizacdo de novas moléculas podera ajudar no desenvolvimento de terapias.
Diversos estudos apontam um papel decisivo de microRNAs (miRNAs) no
desenvolvimento de patologias hepaticas. Os miRNA sdo pequenas moléculas que
estdo envolvidas na regulacdo de genes importantes no metabolismo lipidico. Mais
especificamente, 0 miR-1914-5p esta intimamente relacionado com a biossintese de
acidos graxos em células hepaticas estreladas, e buscar entender sua atuacdo
funcional no quadro pro-esteatoético celular é o objetivo central dessa proposta. Para
isto, um modelo celular pro-esteatético foi estabelecido no presente trabalho,
utilizando-se linhagens celulares hepaticas, tais como LX-2 e HepG2. Ensaios
bioquimicos para mensuragéo de lipideos intracelulares e niveis de (-oxidacdo foram
realizados. Em células cocultivadas, onde houve um aumento dos niveis endégenos
do miR-1914-5p, observou-se um aumento no conteudo lipidico intracelular, sugerindo
um efeito acentuado deste miRNA na producdo e acumulo de lipideos. Sob outra
perspectiva, células cocultivadas onde o miR-1914-5p foi inibido, houve diminui¢cdo
nos niveis de lipideos totais e glicose intracelulares, inferindo que este miRNA estaria
diminuindo espécies lipidicas que séo alteradas no quadro pro-esteatdtico. Andlises
bioquimicas e de expressdo génica foram realizadas em células LX-2. Em células
onde h& aumento enddégeno do miR-1914-5p, houve aumento nos niveis de
triglicerideos e colesterol, além da modulacdo dos niveis de expressado de diversos
genes correlatos a sintese, armazenamento e hidrélise de lipideos, sugerindo que as
células contendo esta condicao estariam tentando encontrar uma homeostase lipidica
ao liberar AGs para oxidacdo. Por outro lado, células onde o miR-1914-5p foi inibido,
houve diminuicdo nos niveis de colesterol intracelulares, além deste miRNA ter
mostrado interagir com sitios putativos de genes correlatos a sintese de colesterol. A
partir dos resultados, a inibicdo do miR-1914-5p pareceu ter um efeito mais intenso
na sintese de lipideos, uma vez que genes relacionados a via oxidativa ndo foram
modulados. Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o efeito do miR-
1914-5p parece variar em linhagens cultivadas isoladamente, tendo a confirmacao de
gue a potencial acdo deste miRNA € aparentemente fortalecida quando este é inserido
em linhagens cocultivadas.

Palavras-chave: Esteatose hepdtica; lipideos; miR-1914-5p; LX-2; HepG2.



ABSTRACT

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

Keywords: Liver steatosis; lipids; miR-1914-5p; LX-2; HepG2.
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1 INTRODUCAO
1.1 Figado: um biorreator metabdlico

O figado é a maior glandula presente no corpo humano e possui diversas funcdes
metabdlicas, sendo o primeiro local de processamento de muitos nutrientes
(OZOUGWA; EYO, 2014; PONZIANI et al., 2015). E também local de armazenamento
de reservas energéticas, como lipideos e glicogénio que sdo oriundos da dieta e
disponibilizados quando necessario. Ele também pode metabolizar substancias
toxicas e as converter em substancias que possam ser excretadas (CHIANG, 2014).
Justamente por desempenhar papéis fundamentais e contribuir significativamente
para a homeostase corporal, desequilibrios fisiolégicos podem acarretar uma série de
distarbios na funcdo hepética. Além do mais, por possuir constantes relacées e
mecanismos de comunicacdo com outros O6rgados endocrinos, a perturbacdo do
equilibrio hepatico pode desencadear alteragcbes metabdlicas e resultar no mau
funcionamento do 6rgdo (BURRA, 2013).

O lobo hepatico é composto por alguns tipos celulares, constituido basicamente
por hepatdcitos, células de Kupffer, células hepéticas estreladas (CHE) e células
endoteliais sinusoidais (CES) (OZOUGWU, 2017) (Figura 1).

Figura 1. Tipos de células hepaticas. (1) hepatdcitos; (2) CHE; (3) células de Kupffer; (4) CES.

Fonte: Adaptado de Friedman, 2008.
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Em mamiferos, os hepatécitos compdem aproximadamente 70-85% do volume
total do figado (KMIEC, 2001) e a capacidade de sintese e de metabolismo do figado
se da, em maioria, por eles (ALLEN, 2002). Justamente por esta capacidade, os
hepatocitos sdo ricos em organelas, como reticulo endoplasmatico e complexo de
golgi, que participam ativamente no metabolismo de lipideos, carboidratos e proteinas
(OZOUGWU, 2017).

As células de Kupffer sdo macréfagos residentes no figado, que, apds a ativacéo,
podem secretar citocinas e espécies reativas de oxigénio (ERO), desencadeando
assim uma resposta inflamatéria (KMIEC, 2001).

As CHE séo células especializadas em armazenamento, abrigando na forma de
goticula lipidica dispostas no citoplasma, os retindides (vitamina A) (KNOOK;
SEFFELAAR; DE LEEUW, 1982), e sob condicbes de homeostase, as CHE
apresentam uma forma quiescente. Entretanto, sob condi¢cdes de estresse, estas
podem se tornar ativadas, passando de um estado quiescente para o estado ativado,
perdendo seu armazenamento de retindides e adquirindo uma morfologia semelhante
a miofibroblastos, desempenhando um papel importante na resposta inflamatoria
(FRIEDMAN, 2008).

As CES séo células altamente especializadas que contribuem significativamente
para a formacéo da parede dos sinusoides do figado, representando a interface entre
o fluxo sanguineo e células hepaticas. Essas células contém uma arquitetura
descontinua em suas membranas que formam fenestras, e por sua vez, criam canais
gue possibilitam a troca de substancias entre vasos sanguineos e hepatécitos (NI et
al., 2017; POISSON et al., 2017).

1.2 Doencas hepéaticas e a esteatose

Distarbios no figado constituem um conjunto de doencas que incluem as
hepatites, doencas hepaticas alcodlicas e né&o alcodlicas, cirrose, carcinoma
hepatocelular e hemocromatose, sendo estas as maiores causadoras de mortes no
mundo (WANG et al., 2014). A doenca hepatica gordurosa néo alcoolica (DHGNA) é
considerada um complexo conjunto de doencas néo causadas pelo alcool, que varia
de esteatose simples, geralmente assintomatica, a esteatohepatite, cirrose e
carcinoma hepatocelular (SATTAR; FORREST,; PREISS, 2014). Entretanto, a
patogénese e 0s mecanismos moleculares subjacentes a progressdo da doenca,
ainda sdo pouco compreendidos (FERRAMOSCA; ZARA, 2014).
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Em geral, a prevaléncia global de DHGNA dobrou nos udltimos 20 anos
(LABRECQUE et al., 2014; PERUMPAIL et al., 2017) e afeta aproximadamente 20%
da populacdo mundial (SATTAR; FORREST; PREISS, 2014). O aumento de DHGNA
estd intimamente associado a obesidade, dislipidemia, resisténcia a insulina e
diabetes tipo 2, sendo estes, na maioria das vezes, consequéncias de habitos
alimentares inapropriados e estilo de vida sedentario, caracteristicas cada vez mais
comuns no mundo desenvolvido atual (ANGULO, 2002; SAYINER et al., 2016).

A esteatose hepdtica, foco do presente trabalho, € uma condicdo caracterizada
pelo acimulo de gordura (>5% do peso do figado), principalmente de triglicerideos,
nos hepatécitos (HARDY et al., 2016; KARANJIA et al., 2016; BENEDICT; ZHANG,
2017), sem que haja evidéncia de lesdo hepética (NASSIR et al., 2015; KANWAR,;
KOWDLEY, 2016). Pode ser diferenciada em esteatose macrovesicular, quando um
Gnico e volumoso vacuolo lipidico estd presente, ou em esteatose microvesicular,
guando ha pequenas vesiculas lipidicas no citoplasma de hepatdcitos (AHMED et al.,
2017), sendo esta uma condicdo rara (YEH; BRUNT, 2014). Além de fatores
relacionados a alimentacdo, a esteatose hepatica também pode resultar de fatores
secundarios, como infec¢céo pelo virus HCV, perda de peso abrupta e ingestdo de
drogas (amiodarona, esteroides e terapias anti-retroviral) (KARANJIA et al., 2016).

Apesar de ser uma doenca reversivel e que ndo estd associada com
mortalidade, a esteatose pode evoluir a quadros sintomatolégicos piores
(esteatohepatite, fibrose e carcinoma hepatocelular) (AHMED et al., 2017). Em 1998,
Day e James postularam a teoria dos dois eventos (two-hit theory), com o intuito de
explicar a progressdo da patogénese. De acordo com esta teoria, o acumulo de
gordura no figado, decorrente por dieta hiperlipidica, sedentarismo ou obesidade
(BUZZETTI; PINZANI; TSOCHATZIS, 2016), é considerado o primeiro evento, o que
poderia levar a lesdo dos hepatécitos, enquanto que, em decorréncia disto, fatores
secundarios como citocinas, disfuncdo mitocondrial e estresse do reticulo
endoplasmatico caracterizam o segundo evento, ativando processos inflamatérios e
progredindo a esteatohepatite (LEVENE; GOLDIN, 2012; PEVERILL; POWELL;
SKOIEN, 2014). Todavia, a compreensdo sobre 0s mecanismos subjacentes a
progressao da doenga aumentou nos ultimos anos, revelando que a complexidade da
DHGNA envolve multiplos fatores que agem coletivamente, contribuindo com o
desenvolvimento da doenca (BUZZETTI; PINZANI;, TSOCHATZIS, 2016).

Consequentemente, houve a reformulacéo da teoria dos dois eventos que passou a
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ser denominada teoria dos multiplos eventos (multiple-hit theory), onde, além da
possivel predisposicdo genética, a resisténcia a insulina juntamente com a
hiperinsulinemia, ingestao de alcool ou drogas, agem como “estressores” e resultam
em aumento da lipogénese de novo (RISTIG; DRECHSLER; POWDERLY, 2005). O
acumulo de gordura torna o figado suscetivel a eventos como estresse oxidativo,
apoptose e ativagcdo das células hepéticas estreladas (TILG; MOSCHEN, 2010), que
atrelados a liberagédo de citocinas pelas células de Kupffer, ocasiona em lesédo nos
hepatdcitos e caracteriza na transicao para esteatohepatite e fibrose (YILMAZ, 2012;
HARDY et al., 2016).

Por ser uma doenca assintomatica, na maioria das vezes, 0s pacientes
esteatéticos demoram a descobrir a doenca, sendo revelada em exames de rotina
(TOLMAN; DALPIAZ, 2007). A demora em descobrir/ diagnosticar a doenca, a baixa
conscientizacdo dos pacientes que possuem risco de progressdo e a falta de
diagndsticos precisos e confiaveis, explicam o porqué de a doenca so ser identificada
em estagios mais avancados (RATZIU et al., 2012), podendo até mesmo potencializar
as doencas hepéticas terminais. Resultados de estudos demonstraram que, além da
morte relacionada propriamente ao figado, os pacientes apresentam riscos
aumentados de desenvolverem doencas cardiovasculares, o que leva a uma
frequéncia aumentada de mortalidade (AHMED et al., 2017).

Ainda que a compreensao sobre a patofisiologia da DHGNA tenha crescido
significativamente nos ultimos anos, a falta de tratamentos farmacoldgicos especificos
para esteatose também é uma problematica (AHMED et al., 2017). A heterogeneidade
de DHGNA é um fator-chave que dificulta o desenvolvimento de terapias apropriadas
(HAAS; FRANCQUE; STAELS, 2016) e a falta de detalhamentos moleculares sobre o
desenvolvimento dessa patologia limita as inovacdes farmacoldgicas. Os poucos
tratamentos satisfatorios disponiveis sao indicados para estagios mais avancados de
DHGNA, como esteatohepatite e fibrose (AHMED et al., 2017). Como DHGNA esta
intrinsecamente ligada a obesidade, resisténcia a insulina e dislipidemia, o0s
tratamentos disponiveis sdo direcionados para o estresse oxidativo (antioxidantes),
anti-inflamatorios, sensibilizadores de insulina e farmacos que induzam a perda de
peso (AHMED et al., 2017). No que tange a esteatose hepatica, uma opcao alternativa
para o tratamento pode ser a modificacdo do estilo de vida. Dieta e exercicios fisicos
podem auxiliar na perda de peso gradual e consequentemente, na diminuigdo do
acumulo de gordura hepatica (BENEDICT; ZHANG, 2017). Todavia, determinar a taxa
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de perda de peso é um fator importante, considerando-se que evidéncias sugerem
que o rapido emagrecimento pode até mesmo agravar as doenc¢as do quadro DHGNA
(TSAl et al., 2017).

1.3 Metabolismo de lipideos na esteatose hepatica

O figado apresenta papel fundamental no metabolismo lipidico, atuando no
armazenamento, na sintese e na oxidagao dos acidos graxos (AGs) (CHIANG, 2014).
Lipideos sdo os principais constituintes das membranas celulares, participam de
sinalizacdes intracelulares e desempenham fungbes importantes como precursores
de ligantes de receptores nucleares (CALDER, 2015). Mais especificamente, &cidos
graxos e triglicerideos sdo as formas de energia mais comuns que podem ser
armazenadas e utilizadas quando os niveis de glicose no sangue estdo baixos
(CALDER, 2015). O volume de goticulas lipidicas armazenadas em hepatdcitos é
rigorosamente regulado por fatores de transcricdo e moléculas celulares, que podem
ativar ou inibir no figado a captacéo de acidos graxos, sintese, esterificacdo, oxidacao
mitocondrial e exportacdo dos triglicerideos (HARDY et al., 2016). Alteracdes nesses
processos como aumento da absorcao de acidos graxos e consequente diminuicao
na taxa de oxidacao/ exportacao, pode desencadear o desenvolvimento de esteatose
hepatica. A reducédo na sintese de VLDL (very low denstity lipoprotein), lipoproteina
responsavel pela captacao de triglicerideos circulantes, também pode contribuir para
0 aumento da absorcéo desses lipideos pelo figado (NASSIR et al., 2015).

Os lipideos que contribuem para a esteatose hepatica sdo oriundos da
lipogénese de novo e do tecido adiposo (através da lipdlise) (NASSIR et al., 2015).
Evidéncias sugerem que a resisténcia a insulina é o principal fator no que tange ao
aumento da lipdlise no tecido adiposo, aumentando proporcionalmente a circulacao
de acidos graxos livres no sangue (AHMED et al., 2017). Além do mais, a ma
alimentacdo também contribui para a acumulacéo de lipideos hepaticos, segundo
Donnelly et al., (2005), que demonstraram que aproximadamente 15% dos lipideos
hepaticos no figado de pacientes com DHGNA sé&o oriundos de lipideos dietéticos.
Logo, a ingestédo de lipideos através da dieta pode desempenhar um papel crucial na
acumulacéo de gordura hepéatica (SOZIO; LIANGPUNSAKUL; CRABB, 2010).

A acumulagédo massiva de lipideos nos hepatocitos pode resultar na disfungéo
mitocondrial. As ultraestruturas mitocondriais podem sofrer lesdes, perda de DNA

mitocondrial (MtDNA) e uma diminuigdo nas atividades dos complexos da cadeia
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respiratoria (WEI et al., 2008), o que, por sua vez, pode impactar diretamente na
transferéncia de elétrons de intermediérios respiratorios anteriores para o oxigénio
molecular, aumentado consideravelmente a producao de ERO (HENSLEY et al., 2000;
BENEDICT; ZHANG, 2017). Ainda, ha regulacao positiva de citocinas pro-apoptoticas
e proé-inflamatérias (AHMED et al., 2017), levando o hepatécito a apoptose,
necroinflamacéao e fibrose (TOLMAN; DALPIAZ, 2007).

O reticulo endoplasmatico (RE) é um importante local para processamento de
proteinas recém-sintetizadas, auxiliando na modificacdo pos-traducional e
enovelamento adequados (BODEN et al., 2011; SCHWARZ; BLOWER, 2016).
Quando a capacidade de processamento do RE é excedida, a resposta a proteina
desnovelada (UPR - Unfolded Protein Response) é ativada (BENEDICT; ZHANG,
2017). Estudos mostraram que o excesso de gordura também pode sobrecarregar o
RE, promovendo uma sobrecarga de proteinas desnoveladas e estimulando a
ativagcdo da UPR (WANG; WEI; PAGLIASSOTTI, 2006; PINEAU et al., 2009; ZHANG
et al., 2014).

Parte dos AGs hepaticos sédo originados da sintese de novo, que tem inicio com
a molécula acetil-CoA e tem como produto um acido graxo de 16 carbonos, o acido
palmitico, que ainda pode ser insaturado e/ou alongado (DIJKSTRA; HAMILTON;
HAMM, 2008; SOFTIC; COHEN; KAHN, 2016). A sintese de novo ocorre no figado e
implica uma complexa série de reacfes, sendo estritamente regulada por fatores de
transcricdo (FERRAMOSCA; ZARA, 2014). Os niveis elevados de insulina, por
exemplo, induzem a expresséao de genes lipogénicos através da acdo da Proteina de
Ligacdo ao Elemento Regulador de Esterol-1c (SREBP-1c), que se caracteriza como
um fator de transcricdo que colabora com a expressédo de genes que favorecem a
sintese de novo de AGs, aumentando seus niveis intracelulares (DENTIN; GIRARD;
POSTIC, 2005; AMEER et al., 2014).

Basicamente, a insulina, hormbnio que desempenha papel fundamental na
regulacdo do metabolismo lipidico, estimula a via glicolitica para produzir o composto
organico acetil-CoA, que pode ser derivado do metabolismo de carboidratos ou de
aminoacidos (NELSON; COX, 2014). Por ser uma molécula mitocondrial, o acetil-CoA
precisa ser transportado da matriz mitocondrial para o citosol, de modo a dar inicio a
sintese de &cidos graxos. Assim, o acetil-CoA é condensado ao oxaloacetato,
formando uma molécula de citrato. O citrato, por sua vez, é transportado da matriz

mitocondrial pelo translocador de citrato (CIC). J& no citosol, o citrato € novamente
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convertido em acetil-CoA e oxaloacetato a partir da enzima citrato liase (ACLY), dando
inicio a sintese de AGs (WATSON; LOWESTEIN, 1970; CHIANG, 2014). No citosol,
o acetil-CoA é convertido em malonil-CoA a partir de uma carboxilacéo catalisada pela
acetil-CoA carboxilase (ACC). Enquanto a ACCl1l é uma enzima citosolica e
desempenha funcéo crucial na sintese de AGs, a enzima ACC2 é residente na
membrana mitocondrial e tem papel na inibicdo da degradacéo de AGs, produzindo
altas concentracdes de malonil-CoA que podem inibir alostericamente a proteina
carnitina palmitoil transferase 1 (CPT1), impedindo, consequentemente, a entrada de
AGs na matriz mitocondrial para a p-oxidacado (GOEDEKE et al., 2018).

Posteriormente, a enzima acido graxo sintase (FASN), que consiste num
complexo proteico que possui multiplos dominios, vai possibilitar a constru¢cdo dos
acidos graxos, estendendo sequencialmente a cadeia carbdnica do malonil numa
sequéncia de reacOes de condensacdo, reducdo, desidratacdo e reducgéo,
respectivamente (NELSON; COX, 2014), até finalmente formar o &cido palmitico
(FERRAMOSCA; ZARA, 2014). O &acido palmitico pode sofrer modificacbes das
elongases (ELOVL) e dessaturases (SCD), que por sua vez, poderao adicionar mais
carbonos e duplas ligacdes para formar acidos graxos de cadeias maiores, mono e
poli-insaturados (CHIANG, 2014).

Apbs esse processo, 0s acidos graxos sintetizados podem ser armazenados
na forma de TGs. Na via de sintese de TGs, a enzima glicerol-3-fosfato aciltransferase
(GPAT) adiciona acil-CoA ao glicerol-3-fosfato (intermediario do metabolismo de
carboidratos), formando o acido lisofosfatidico (LPA). Posteriormente, a 1-acilglicerol-
3-fosfato aciltransferase (AGPAT) condensa mais uma molécula de acil-CoA para
produzir o acido fosfatidico (PA), que é desfosforilado pela lipina 1 (ou PAP), formando
1,2-diacilglicerol (DAG) (SOFTIC; COHEN; KAHN, 2016). Por fim, a diacilglicerol
aciltransferase (DGAT) converte diacilglicerol em TGs, que podem ser armazenados
como goticulas lipidicas, exportados pela corrente sanguinea atraves das
lipoproteinas, atuar como combustivel energético e componentes estruturais nas
membranas celulares (CHIANG, 2014).

Os AGs livres podem ser derivados da sintese de novo, lipolise do tecido
adiposo ou mesmo da dieta (LOU-BONAFONTE; ARNAL; OSADA, 2011) e entram
nos hepatdcitos através das proteinas de membrana, como as Proteinas de
Transporte de Acidos Graxos (FATPs), Translocases de Acidos Graxos (CD36)
(NASSIR et al., 2015) e as Proteinas de Ligacdo de Acidos Graxos (FABP) (SOZIO;
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LIANGPUNSAKUL; CRABB, 2010). Estudos ja mostraram, inclusive, que a
superexpressao de um determinado tipo de FATP, a FATP5, aumenta a absorcao de
acidos graxos (DOEGE et al., 2006), e que a expressado de CD36 esta diretamente
relacionada com o acumulo de lipideos hepaticos (NASSIR et al., 2015).

Quando os niveis de glucagon estao altos, a enzima ACC1 é inibida reduzindo
a sintese de acidos graxos. Concomitantemente, os AGs sao ativados pela acil-CoA
sintetase que os liga a acetil-CoA, formando acil-CoA graxo, que € transportado para
o interior das mitocondrias através da carnitina-palmitoil transferase | (CPTI) e Il (CPT
II), onde as reagbes de B-oxidacdo ocorrem (NELSON; COX, 2014), gerando
novamente moléculas de acetil-CoA e ATP (CHIANG, 2014). A Figura 2 esquematiza
a via de sintese de novo, armazenamento e oxidacéo dos AGs.

E evidente que o metabolismo lipidico é extremamente coordenado e
complexo, o que torna claro que a desregulacdo desse metabolismo pode
comprometer a fungéo hepética e levar ao desenvolvimento de esteatose hepatica.
Portanto, compreender os mecanismos do metabolismo lipidico certamente
contribuird com a elucidacao de detalhes da DHGNA e com a caracterizacdo de novas

moléculas potencialmente terapéuticas.



Figura 2. Vias de sintese de novo e oxidacao de acidos graxos.
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1.4 MiRNA como ferramenta biotecnoldgica
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Desde que foi caracterizado por Lee e colegas, em 1993, diversos estudos

apontam a atuacdo funcional de microRNAs (miRNAs) no equilibrio celular e em

patologias, incluindo DHGNA, o que o torna um elemento potencial como alvo
terapéutico (GERHARD; DISTEFANO, 2015). Estudos humanos encontraram

MiRNAs especificos regulados positivamente em doencas hepaticas, como o miR-

122. Por estar envolvido na expressao de diversos genes relacionados no colesterol
hepatico e metabolismo lipidico (SZABO; BALA, 2013), este miRNA mostrou ser

regulado positivamente em pacientes com DHGNA, quando comparado a niveis
séricos de pacientes saudaveis (HAYES; CHAYAMA, 2016).
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Os miRNAs s&o pequenas moléculas de RNA de fita simples (com
aproximadamente 18-25 nucleotideos) que podem regular a expressao génica pos-
transcricional através do bloqueio da traducéo ou clivagem de alvos especificos (JIN
et al., 2012) pela sua interagdo com regides 3’ ndo traduzidas (UTR) de mRNAs alvos,
afetando os niveis proteicos da célula (KRETH; HUBNER; HINSKE, 2018).

MiRNAs séo transcritos pela polimerase Pol Il ou Il a partir de vias candnicas
ou ndo-candnicas (LI; RANA, 2014). Os miRNAs candnicos sao transcritos como
MIiRNA primario (pri-miRNA), que possuem muitos nucleotideos de comprimento
(centenas a milhares) (SZABO; BALA, 2013; HAYES; CHAYAMA, 2016). Essa
molécula primaria é, em seguida, processada pelo complexo proteico RNAse Il
composto pelas enzimas Drosha e Di George syndrome critical region 8 (DGCRS8) (L1,
RANA, 2014; WANG; CHEN; SEN, 2016), em pré-miRNA, um produto com
aproximadamente 70 nucleotideos, cuja estrutura se pareia formando estruturas tipo
grampo (hairpin) (HAN et al., 2006). Esse pré-miRNA €, entdo, transportado pela
exportina-5 até o citoplasma, quando uma de suas fitas € clivada pela Dicer
juntamente com TRBP, tornando-se um miRNA maduro de fita dupla (KRETH,;
HUBNER; HINSKE, 2018). Posteriormente, uma das fitas do miRNA maduro
(normalmente a fita menos estavel) € degradada por helicases, enquanto a outra fita
€ incorporada ao Complexo Indutor de Silenciamento (RISC), composto pelas
proteinas Argonauta 2 (Ago2) e GW182, tornando-se apto para reconhecer seu mRNA
alvo através da complementaridade de Watson-Crick (extremidade 5 do miRNA com
a extremidade 3’ de seu mRNA-alvo) (HAYES; CHAYAMA, 2016; KRETH; HUBNER;
HINSKE, 2018). O grau de complementaridade da regido € quem vai determinar o
destino do RNA mensageiro-alvo: ativacdo, clivagem ou repressdo traducional
(KRETH; HUBNER; HINSKE, 2018) (Figura 3).

MiRNAs transcritos a partir da via ndo-canonica diferem da biogénese da via
anterior por ndo terem a digestdo mediada pelo complexo Drosha-DGCRS8. Desta
forma, os pre-miRNAs séo gerados atraves da maquinaria de splicing (LI; RANA,
2014).

Estudos ja demonstraram diversos miRNAs regulando genes envolvidos no
metabolismo lipidico, confirmando sua importancia na homeostase hepatica (SZABO;
BALA, 2013). Esses miRNAs podem ter como alvo enzimas cruciais do metabolismo
lipidico, como a FASN, enzima responsavel pela sintese de acidos graxos (BHATIA;
VERMA,; DATTA, 2014), as carnitina palmitoil transferases (CPT) | e Il, envolvidas no
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processo de transporte de acidos graxos para o interior da mitocéndria (ILIOPOULOS
et al., 2010), e a SIRT1 hepética, enzima envolvida no aumento da beta-oxidacéo
(LEE et al., 2010) entre outras.

O microRNA-1914-5p possui 22 nucleotideos, onde se localiza no cromossomo
20 (20g13.33) humano. O miR-1914 foi identificado por Li et al. (2015), em estudo
analisando a expressdo de diversos miRNAs relacionados com o cancer gastrico.
Outros estudos também relacionaram a expressao do miR-1914 em outros canceres,
como o cancer colorretal (HU et al., 2016) e linfoma de células T (LIN et al., 2017). No
que tange ao metabolismo lipidico, De Oliveira da Silva e colaboradores (2018)
postularam, recentemente, a participagdo do miR-1914-5p na modulacdo do
metabolismo lipidico em linhagens humanas de células estreladas hepaticas. Seus
resultados mostraram que este MIRNA estd intimamente relacionado com a
biossintese de acidos graxos, além de alterar o ambiente celular e contribuir para o
controle da fibrogénese hepatica.

Abordagens destinadas a tracar as redes de interacdes e atuacdo do miRNA-
1914-5p no metabolismo lipidico e, consequente a sua correlacdo com o processo de
esteatose hepatica, irdo melhorar nossa compreensédo sobre o0 seu efeito mecanistico

nas doencas hepaticas.



Figura 3. Via candnica da biogénese do miRNA.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Estabelecer um modelo celular de cocultura em quadro pré-esteatotico e avaliar

o papel funcional do miRNA-1914-5p no metabolismo lipidico.

2.2 Objetivos especificos

Padronizar condi¢gdes de cocultivo celular e inducao de esteatose celular;
Padronizar a transfeccao das coculturas com o miR-1914-5p para se avaliar o
efeito sistémico do mesmo no metabolismo lipidico e no equilibrio celular;
Realizar andlises de microscopia de fluorescéncia para avaliar o acimulo de
goticulas de lipideos intracelulares;

Realizar ensaios bioquimicos para mensuracao de triglicerideos, colesterol e
lipideos totais nas culturas celulares;

Realizar ensaio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa
(GC/MS) para quantificacdo de acidos graxos relevantes;

Avaliar o efeito sisttmico do miR-1914-5p na modulacdo transcricional de
genes correlatos ao metabolismo lipidico, buscando inferir rotas metabdlicas
centrais moduladas pelo miRNA em estudo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Culturas de células e ensaios de viabilidade celular (MTT)

Para padronizacdo das concentracdes de acidos graxos a serem utilizadas,
células hepaticas estreladas (CHE), LX-2 (XU et al., 2005), e células de carcinoma
hepatocelular, HepG2 (ATCC® HB-8065™), foram crescidas em meio Dulbecco's
Modified Eagles's Medium (DMEM) contendo 10% de soro bovino fetal (SBF) e
antibidtico Gibco™ Antibiotic-Antimycotic (Thermo Fisher Scientific). As culturas foram
mantidas em estufa a 37 °C, contendo 5% de CO, até atingirem 90% de confluéncia
para a realizacdo dos ensaios, que foram realizados com as linhagens isoladas e/ ou
utilizando-se cocultura de CHE e hepatdcito, seguindo metodologia descrita em De
Oliveira da Silva et al. (2018).

Para inicio das analises, ensaios de viabilidade celular (MTT) foram realizados
adaptando-se o protocolo descrito em Mosmann (1983). Nesses ensaios foram
avaliadas diferentes concentracfes de uma mistura de &cidos graxos (AGs) oleico e
palmitico (Sigma-Aldrich) na proporcédo de 2:1. Diferentes concentracdes do solvente
dimetilsulféxido (DMSO) foram adicionadas as culturas celulares de maneira
equivalente ao volume de solvente presente na mistura de AG (V/v).

Para os ensaios de padronizacéo, e considerando-se o tempo de duplicacao
celular das culturas independentes ou em cocultivo, células foram adicionadas em
placas de 96 pocos. Para essas analises, em cada um dos pocos das microplacas
foram cultivadas 5 x 103 células LX-2 isoladamente, ou 1 x 10* células HepG2
isoladamente, ou 1 x 10* células combinadas em cocultura (CHE e HepG2, na
proporcao de 7 hepatdcitos : 3 CHE; DE OLIVEIRA DA SILVA et al., 2018). Apés 24
h de cultivo iniciais, foram adicionadas diferentes concentracdes dos AGs ou DMSO
(v/v) as culturas, que foram novamente incubadas a 37° C a 5% de CO:2 por um
intervalo subsequente de mais 24 h.

Apos os intervalos de incubagcdo com os AGs ou DMSO, o reagente Brometo
de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) foi adicionado na concentracao
de 0,2 pg/ pL por poco e incubado durante a noite em temperatura de 37° C a 5% de
CO2. Em seguida, foi adicionado DMSO para a solubiliza¢éo dos cristais de formazan,
para viabilizar a leitura. Os ensaios foram realizados em triplicatas e os resultados
foram avaliados em leitor de microplaca EZ Read 400 Microplate Reader (Biochrom)

em absorbancia de A = 570 nm.
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3.2 Transfeccdes celulares

Para realizacdo dos ensaios que envolveram transfeccdes celulares do miR-
1914-5p (Ambion®, Thermo Fisher Scientific), as células foram cultivadas durante 24
horas em meio DMEM contendo 10% de SBF em garrafas de 25 cmz?, ou placas de 6
pocos ou placas de 24 pogos apropriadas para cultura celular. Posteriormente, 0 meio
de cultivo foi substituido por meio DMEM fresco e, em seguida, as células foram
transfectadas com diferentes concentracdes de mimico (moléculas que mimetizam o
MiRNA, aumentando seus niveis intracelulares) e inibidor (moléculas complementares
gue se pareiam nas fitas do miRNA e consequentemente inibem sua expresséo) do
miR-1914-5p, visando determinar as melhores condi¢bes de transfeccdo para as
analises funcionais do miR-1914-5p.

As transfeccBes foram realizadas seguindo as instrucdes do fornecedor do
reagente Lipofectamine™ RNAIMAX Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific).
Para isto, as moléculas de mimico ou inibidor foram diluidas em Opti-MEM® Medium
(Thermo Fisher Scientific), meio de cultura que contém baixas concentracdes de soro.
Essas misturas foram incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente.
Concomitantemente, o agente de transfeccao foi aliquotado em outro tubo e diluido
em Opti-MEM® Medium, e também incubado pelo mesmo intervalo. Em seguida, as
moléculas sintéticas do miRNA foram misturadas ao agente de transfeccao, seguido
de nova incubacao por 10 minutos, que permitiu uma complexa interacédo entre eles e
formacdo de lipossomas utilizadas na transfeccéo. Posteriormente, essa mistura foi
adicionada as culturas celulares.

Em seguida, as células foram incubadas com a mistura de AGs padronizada
nos ensaios de MTT (item 3.1) e mantidas em estufa a 37 °C, contendo 5% de CO,

por mais 24 h e, em seguida, utilizadas em diferentes analises (Figura 4).
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Figura 4. Modelo celular experimental com transfeccdo de moléculas mimetizadoras ou
inibidoras do miR-1914-5p, seguida da da incubacdo com AGs para inducdo de esteatose.

24 horas 24 horas

Adicao de 400 uM de Ags (O)
(2 acido oleico : 1 acido palmitico)

124 horas

Inicio do cultivo Transfecgao com miR-1914-5p (&)

Coleta das células

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

3.3 Analises bioquimicas de lipideos intracelulares
3.3.1 Mensuracéo de Triglicerideos

Para se mensurar os niveis de triglicerideos intracelulares, 2,5 x 10° células LX-
2 ou 5 x 10° cocultivo de células HepG2 e LX-2 foram semeadas em garrafas de 25
cm? e cultivadas como descrito anteriormente. Apds 24 h, o meio de cultivo foi
substituido por meio DMEM fresco. Posteriormente, as células foram incubadas com
a mistura de 400 uM de AGs por mais 24 h e entdo coletadas para analises.

Para as analises funcionais do miR-1914-5p na producdo de triglicerideos
(TGs), as células foram transfectadas com diferentes concentragdes do miRNA, como
descrito no item 3.2.

Apbs os intervalos de crescimento, incubacdo com AG e/ ou transfec¢des, as
células foram coletadas e lavadas com 5 mL de tampé&o fosfato (PBS) contendo 137
mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4, 2 mM, mais 0,68 mM de &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA). Em seguida, as células foram centrifugadas a 3000
rpm por um intervalo de 4 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado celular
foi ressuspendido com 100 pL de PBS-EDTA e colocado em tubos de 1,5 mL
previamente tratados com NaOH 2%, para remoc¢ao de contaminantes derivados de
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AGs exogenos ao ensaio. Os triglicerideos das células coletadas foram analisados
com reagentes comerciais (Triglicérides Liquiform, LabTest), seguindo as
recomendacdes dos fabricantes. As mensuracdes dos resultados foram realizadas
posteriormente no espectrofotdbmetro Thermo Biomate 3 UV-Vis (Thermo Fischer

Scientific) em absorbancia de A = 505 nm.

3.3.2 Mensuracéo de Colesterol

Para se avaliar as possiveis alteracdes nos niveis de colesterol em nosso
modelo de estudo, estes foram mensurados de forma semelhante aos triglicerideos,
exceto pela lavagem das garrafas, que foi feita utilizando 5 mL de PBS 1 X e as células
foram ressuspendidas em 100 uL de PBS 1 X, seguindo as recomendacdes do
fornecedor do reagente.

A coleta das células cultivadas nas garrafas foi realizada ap6s 24 h de
incubagéo com os AGs. O colesterol intracelular coletado foi analisado com reagentes
comerciais (Colesterol Liquiform, da LabTest), seguindo as recomendacdes dos
fabricantes. A mensuracdo dos resultados foi realizada posteriormente no
espectrofotometro Thermo Biomate 3 UV-Vis (Thermo Fischer Scientific) em
absorbancia de A = 500 nm.

Em seguida, como descrito acima, as transfec¢des foram realizadas e as
células foram incubadas com a mistura de AGs e novas analises de mensuracédo de

colesterol foram realizadas.

3.3.3 Mensuracgéo de Glicose

Para mensuracdo dos niveis de glicose, células LX-2 e HepG2 foram
cultivadas, coletadas e mensuradas conforme descrito no item 3.3.2.

A glicose intracelular coletada foi analisada com reagentes comerciais (Glicose
Liguiform, da LabTest), seguindo as recomendac¢des dos fabricantes.

3.4 Anélises de metabolismo lipidico
3.4.1 Quantificacao e identificacdo de acidos graxos via Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (GC/MS)

Para quantificar os AGs presentes nas células, 1,2 x 10° células LX-2 e 2,2 x
10° do cocultivo das células HepG2 e LX-2 (7:3) foram crescidas em placas de 6

pocos, incubadas com AGs e transfectadas, conforme mencionado anteriormente no
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item 3.2. Os extratos celulares obtidos foram lavados duas vezes com PBS 1 X e
armazenados em tubos previamente tratados com NaOH 2%, para remocédo de
contaminantes derivados de AGs exdgenos ao ensaio. Posteriormente, 0s extratos
foram submetidos ao processo de esterificacdo, descrito por Fischer (Fischer &
Speier, 1895), que permite uma maior movimentacdo dos ésteres de AGs na coluna
cromatografica. Para isso, os extratos foram ressuspendidos com metanol e a
posterior remocdo dos acidos graxos foi utilizando reacdes de saponificacdo com
hidréxido de potassio (NaOH). Acido sulfirico foi adicionado para a metilagio dos
AGs, contribuindo para o aumento da volatilidade e melhora da estabilidade das
amostras na coluna cromatografica. As amostras foram eluidas com hexano para
analise em CG/MS, utilizando um cromatégrafo GC-210 (Shimadzu Scientific
Instruments, Japéo). O espectrometro de massas foi operado no modo de ionizagao
de elétrons a 70Ev com deteccédo de 40 a 500 mZ. Os padrdes utilizados nas curvas
de calibrac&o incluiram acido palmitico (C16:0), acido oleico (C18:1), &cido linoleico
(C18:2), acido miristico (C14:0), acido araquidbnico (C20:4), acido estearico (C18:0)

e acido erucico (C22:1) para identificacdo dos AGs amostrais.

3.4.2 Andlises de lipideos totais através da espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier (FT-IR)

Para essas andlises, 2,2 x 10° de células HepG2 cocultivadas com células LX-
2 (7:3) e 1,2 x 10° de células LX-2 cultivadas individualmente foram semeadas em
placas de 6 pocos, transfectadas e incubadas com AGs. Ao final do ensaio, os extratos
celulares foram coletados e ressuspendidos em 100 yL de PBS 1 X, depositados
sobre laminas de vidro e levados para secagem em estufa a 37°por 2 dias. As laminas
foram analisadas em aparelho Nicolet iIS10 FT-IR Spectrometer (Thermo Fisher
Scientific) utilizando luz infravermelha com 32 scans, cujos espectros foram obtidos
em absorbancia. O pico da amida Il (1560-1530 cm) juntamente com mais 4 picos
correspondentes aos lipideos (2956, 2920, 2870, 2850 cm™) foram utilizados para
analises, seguindo metodologia de Stuart (2004) e Sakane et al. (2013). Para
obtencéo dos resultados, a soma da area dos 4 picos referentes aos lipideos foi feita,
e entdo dividida pelo valor da area do pico da amida Il.
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3.5 Marcagao de AGs por fluorescéncia: mensuragao da -oxidagéo

Para inferir os mecanismos oxidativos e a modulagdo do miR-1914-5p no
cenario pro-esteatatico, goticulas de lipideos intracelulares foram avaliadas. Para isso,
3,5 x 10* de células HepG2 cocultivadas com células LX-2 (7:3) e 3,5 x 10* de células
LX-2 isoladas foram semeadas em laminulas circulares contidas em placas de 24
pocos e transfectadas. Apds 24 horas da transfeccéo, foram adicionados 400 uM da
mistura de AGs ou, no caso da condicao controle, adicionado meio de cultura normal.
As culturas também foi adicionado o BODIPY™ 558/568 C12 (4,4-Difluoro-5-(2-
Thienyl)-4-Bora-3a,4a-Diaza-s-Indacene-3-Dodecanoic  Acid) (Thermo  Fisher
Scientific) na concentragdo de 1 uM. O BODIPY ™ 558/568 C12 € um analogo de acido
graxo saturado composto de 12 carbonos. Decorrido 16 horas da adicdo de C12, os
meios de cultivo foram trocados por meio de cultura novo e incubados por 1 hora e 8
horas sob condic¢des regulares de cultivo. Alguns grupos celulares foram fixados apés
1 hora e outros apés 8 horas de incubacéo.

Essa metodologia permite a realizacdo da metodologia pulse-chase dos AGs
C12 nas células. Como controle negativo da beta-oxidacdo, foi utilizado o Etomoxir
(Merck), um inibidor de CPT1. O Etomoxir foi adicionado 1 hora ap0s a troca dos meios
das culturas somente na condicdo controle, j& previamente incubadas por 16 horas
com o BODIPY™ 558/568 C12, e incubado por 8 horas subsequentes e, em seguida,
também fixadas. A fixacdo se deu em solucdo de paraformaldeido a 1,41% por 5
minutos e entdo lavadas com solucéo salina (PBS 0,5 X) em trés séries de 5 minutos.
Para a marcacéo do nucleo, foi utilizado DAPI (4”,6-Diamidino-2-fenilindol dicloridrato)
na concentracédo de 3,33 ng/ mL por 3 minutos e entdo lavadas trés vezes com PBS
0,5 X por 7 minutos.

A fim de determinar se os AGs C12 foram incorporados e metabolizados, os
lipideos neutros foram marcados com BODIPY™ 493/503 (4,4-Difluoro-1,3,5,7,8-
Pentamethyl-4-Bora-3a,4a-Diaza-s-Indacene) (Thermo Fisher Scientific), um
fluoréforo de 18 carbonos que é incorporado aos lipideos neutros armazenados nas
células. O BODIPY™ 493/503 foi usado na concentragao de 0,5 ug/ mL diluido em
tampéo salino-fosfato (PBS) e incubado nas laminulas durante 20 minutos sob
agitacdo. Posteriormente as laminulas foram lavadas com PBS 0,5 X em trés séries
de 5 minutos. As laminulas foram colocadas sob laminas contendo N-propilgalato e

analisadas com o microscoépio de fluorescéncia BX 51 OLYMPUS.
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As imagens foram analisadas e quantificadas utilizando o programa ImageJ e,
juntamente com o “JACoP” pluggin, foi possivel determinar a localizagdo de
sobreposicdo da marcacdo do da marcacdo do BODIPY™ 558/568 C12 e do
BODIPY™ 493/503.

3.6 Extrac&o de RNA total, de miRNA e transcrigcao reversa
3.6.1 Extracdo de RNA total

Células LX-2 nas condicBes controle, incubadas apenas com AGs e/ ou
transfectadas com moléculas mimetizadoras ou inibidoras do miR-1914-5p foram
semeadas em placas de 6 pocos, como descrito anteriormente. Os extratos celulares
foram coletados e o RNA total das amostras foi extraido utilizando-se TRIZOL®
Reagent (Thermo Fisher Scientific), seguindo recomendacdes fornecidas pelo
fabricante. Para isto, as células foram ressuspendidas em TRIZOL®, incubadas por 5
minutos em temperatura ambiente e centrifugadas a 12.000 g durante 5 minutos, e
posteriormente foram transferidas para um tubo novo. Em cada amostra, foi
adicionado 100 uL de cloroférmio (Merck) e os tubos foram agitados até a juncao das
fases e posterior incubacdo em temperatura ambiente por 3 minutos. As amostras
foram centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a 4 °C, resultando numa mistura
trifasica, da qual o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. No sobrenadante,
foi adicionado 250 uL de alcool isopropilico (100%), seguido de incubagédo em gelo
por 10 minutos. As amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado de RNA foi lavado duas vezes com 500
ML de etanol 80%. Os tubos foram centrifugados a 7.600 g por 5 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e os precipitados de RNA foram colocados para
secarem. Posteriormente, o RNA foi ressuspendido em 30 uL de agua livre de RNAse
e guantificados em aparelho espectrofotdometro NanoVue™ Plus (GE Healthcare),
utilizando-se a razdo A260/A280 (260 nm - absorbancia de DNA / 280 nm —
absorbéancia de proteina) e A260/A230 (230 nm — absorbancia de contaminantes,
como sais, polissacarideos e compostos organicos como fenol) para se avaliar a
qualidade do RNA extraido.
3.6.2 Transcrigao reversa do RNA total

Para sintese do DNA complementar (cDNA) a partir do RNA total obtido das
diferentes condi¢gdes de cultivo de células LX-2, utilizou-se o High Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific). As reacdes de transcricao
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reversa foram realizadas com 200 ng do RNA extraido, 10 uM de oligonucleotideos
(10 X RT Random Primers), 8 mM de dNTPs [25 X dNTP Mix (100 mM)] e 1,25 U de
transcriptase reversa (MultiScribe™ Reverse Transcriptase). As reacdes foram
colocadas em termociclador Mastercycler pro S® (Eppendorf) e incubadas a 25 °C por
10 minutos, seguido de 120 minutos de incubacédo a 37 °C e inativagdo enzimatica a
85 °C por 5 minutos, seguindo as orientagbes do fabricante. As amostras de cDNA

obtidas foram diluidas (1:10) para posterior utilizacdo em gqPCR.

3.6.3 Extracdo de miRNA

Para analise da expressdo de miRNAs das diferentes condi¢des de cultivo das
células LX-2, as células foram cultivadas em placas de 6 poc¢os, conforme ja descrito,
e 0s MiRNAs foram extraidos utilizando-se o kit miRNeasy Mini Kit (Qiagen®),
seguindo as recomendacdes do fabricante. Para isto, o extrato celular obtido foi
ressuspendido em 700 pL de QIAzol Lysis Reagent e incubadas a temperatura
ambiente por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 140 pL de cloroférmio, e a
mistura foi homogeneizada e incubada a temperatura ambiente por 3 minutos, seguido
de centrifugacdo a 12.000 g, por 15 minutos a 4°C. Os sobrenadantes resultantes
foram transferidos para novos tubos, onde foram adicionados 1,5 x V/V de etanol
100%. Posteriormente, as amostras foram transferidas para as minis colunas
(RNeasy® Mini Column - Qiagen®) e centrifugadas a 8.000 g por 15 segundos a
temperatura ambiente. Os filtrados foram descartados e foram adicionados 700 uL de
tampdo RWT (Qiagen®) em cada uma das colunas, seguido de nova centrifugacéo a
8.000 g, por 15 segundos a temperatura ambiente. Os filtrados foram novamente
descartados e 500 yL de tampao RPE (Qiagen®) foram adicionados as colunas, com
posterior centrifugacdo a 8.000 g por 15 segundos a temperatura ambiente. Os
filtrados foram descartados e adicionou-se 500 yL de tampao RPE em cada coluna,
seguido de centrifugacdo a 8.000 g por 2 minutos em temperatura ambiente. As
colunas foram colocadas em novos tubos e 40 pyL de agua livre de RNAse foram
adicionados sobre as membranas das colunas, seguido de centrifugacdo a
temperatura ambiente por 1 minuto a 8.000 g para a obtenc¢éo do filtrado final contendo
o mIRNA total de cada amostra. O miRNA foi quantificado em espectrofotdmetro
NanoVue™ Plus (GE Healthcare) a 260 nm, utilizando a razdao A260/A280 e
A260/A230 para avaliar-se a qualidade do miRNA extraido.
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3.6.4 Transcricdo de miRNA

O cDNA obtido foi transcrito utilizando-se o miScript 1l RT Kit (Qiagen®),
seguindo as recomendacfes do fabricante. Para isto, foram utilizadas 500 ng de
mMiRNAs totais, 20 mM de tampéo (5 x miScript HiSpec Buffer), 10 mM de
oligonucleotideos (10 x miScript Nucleics Mix), 10 mM da enzima transcriptase reversa
(miScript Reverse Transcriptase Mix) e 4gua livre de RNAses até que se completasse
o volume final de 20 uL. As reacgbes foram feitas utilizando-se o termociclador
Mastercycler pro S® (Eppendorf), com incubacéo a 25 °C por 10 minutos, seguido de

120 minutos a 37 °C e 85 °C por 5 minutos, para inativacao da transcriptase reversa.

3.7 Andlises de expressao génica por gPCR
3.7.1 qPCR: mRNA

As reacdes de gPCR foram realizadas utilizando o reagente SYBR® Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems® - ThermoFisher Scientific) em placas de 96
pocos (MicroAmp® Optical 96 Well Reacion Plate — Applied Biosystems),e seladas
com adesivo oOptico (Applied Biosystems® Micro Amp®Optical Adhesive Film —
Thermo Fisher Scientific™). Cada reagao foi processada em volume final de 5 pL,
contendo 0,75 yM de oligonucleotideos, 1 yL de cDNA (1:10) e 2,5 pL de SYBR®
Green PCR Master Mix. Os ensaios foram realizados em triplicata técnicas para todos
0s genes avaliados, com o controle enddgeno (B-actina) presente em todas as placas.
As analises foram feitas pelo método de quantificacéo relativa da expressdo génica
(ACT), que permite quantificar diferengas no nivel de expressédo de um alvo especifico
entre diferentes amostras. Os niveis dos genes alvos foram normalizados pelos niveis
do controle enddgeno. Os resultados foram lancados por uma formula aritmética que
considera a quantidade do alvo normalizado (AACT). As reacdes de qRT-PCR foram
conduzidas em aparelho AB Applied Biosystems Step One Plus Real time PCR
System. Genes especificos e correlatos ao metabolismo de lipideos foram
desenhados com auxilio do programa Primer3Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgibin/primer3plus/primer3plus.cgi/) e verificados em
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (https://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/). As

sequéncias do oligonucleotideos utilizados se encontram na Tabela 1.



Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados nas reacbes de qPCR.
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Gene Primer Sense (5’-3’) Primer Antisense (3’-5’) Amplico
B-actina CGGGACCTGACTGACTAC CTCCTTAATGTCACGCAC : g:;b)
SREBP1 AATCCGCCGCGCCTTGACAG AAGTGCAATCCATGGCTCC 107
SRECBPZ AAGTCCAAAGCCTGGTGACA ATTGGCCGTTTGTGTCAGCA 101
ChREBP TGCAAACAGCTCTTCTCCAG CGGACAAAAAGCAATTGAGG 100
HMGCS1 | AGCAGGGAAGAGAATTGGAG CCGGTGTAGCATCTTGTGTG 90
HMGCR TGGTGACACAGGAACCTGAA CCTTTCTCTGCATTCCCAAG 89

ACC1l TGTAAGAGCT%ATTTTG GAGG GAATCGAGAGTGCTGGTTCAG 82

ACC2 GCAGCTGATGACCAACTTCA TCCGGGTAGACTCACGAGAT 92
MLYCD GACATCTCCAGCAACATCCA CTGGGTCAAGCTGATGGAAT 108

FASN TCCTGCTGACCAAGAAGTCC CTTGCTCCTTGAAGCCATCT 87

SCD1 GGACGATATCTCTAGCTCCT TCGTCTCCAACTTATCTCCT 92
ACSL4 ATGGATGATTGCAGCACAGA CTGCTTCTTTGCCAAGTGTG 80
ACSL5 GAGCCCACTCCTGATGATGT GGCTCCACAGCTGTACACAA 93
PPAR-y GGCTTCATGAgAAGGGAGTTT AACTCAAACTT((;3 GGCTCCATAAA 74
PPAR-a GGCCTCAGGCTATCATTACG ACCAGCTTGAGTCGAATCGT 81
Lipina 1 ATGAATTACGTGGGGCAGTT ATGATGTCAATGCACCCTGA 101
Lipina 2 TGAGCTCCGATGATGACAAG TGATCCCCAGAATGGAAGAG 106
Lipina 3 TTCAGCCTGACACAGAGGAT GAGCTCTGAGTCTTGCTTTCCT 82
DGAT1 GCCTTCTTCCACGAGTACCT AGTGGGATCTGAGCCATCA 86
DGAT2 TGAGTCTCTGAGCTCCATGC AACCAGGTCAGCTCCATGAC 97

ATGL GGTGGCATTTCAGACAACCT GATGTTGGTGGAGCTGTCCT 92

HSL TTTGAGATGCCACTGACTGC GAGATGAGCCTGACGAGGAC 98

MAGL GATCGCCTATGTGACAGCAA GCTCCTTGTGGAGAACATGG 87

CPTla GCTCATGGTGAACAGCAACT TAAAGCAGGATGGCATGGAT 105

CPT2 CCAGCCAGCTACCACTGACT TTAGCAGCTGTGATGCCAGT 90
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3.7.2 gPCR: analise da expressdao diferencial e validagcdo do miR-1914-5p

As amostras de cDNA obtidas dos miRNAs foram utilizadas para reacoes de
gPCR utilizando o miScript SYBR® Green PCR Kit (Qiagen®) para se identificar a
expressao diferencial do miR-1914-5p nas diferentes condi¢des de cultivo das células
LX-2. Desta forma, cada reagao foi processada em um volume final de 5 uL utilizando-
se placas de 96 pocos (MicroAmp® Optical 96 Well Reacion Plate — Applied
Biosystems) seladas com o adesivo 6ptico (Applied Biosystems® Micro Amp®Optical
Adhesive Film — Thermo Fisher Scientific™). Os ensaios foram realizados em
triplicadas técnicas, utilizando o controle do U6 como normalizador. As reacdes
ocorreram em equipamento AB Applied Biosystems Step one Plus Real time PCR
System onde as condi¢Bes de ciclo possuiam uma etapa de ativacao inicial de 15
minutos a 95 °C, seguido de 40 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo: 94 °C — 15
segundos; anelamento: 55 °C — 30 segundos; e extensdo: 70 °C — 30 segundos). As
andlises foram feitas pelo método de quantificacdo relativa da expressdo génica
(AACT), que permite quantificar diferencas no nivel de expressao de um alvo

especifico entre diferentes amostras.

3.8 Analises estatisticas

Andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad versao
5.0 (Prism Inc.), onde a média e desvio padrdo foram obtidos. Foram utilizadas
analises de One Way ANOVA, seguindo de post-hoc Dunnett ou Tukey para
determinar as diferencas estatisticas entre condicdes de controle (células néo
incubadas com AGs e nao transfectadas) e tratamento (incubadas com AGs e
transfectadas). Valores de p<0,05 foram determinados para serem estatisticamente

significantes.
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CAPITULO I: COCULTURA
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o desenvolvimento do presente projeto foi necessario o estabelecimento
de um modelo celular que respondesse ao acumulo de lipideos e que fosse apto a
transfeccOes celulares. Diante do proposto, analisou-se o comportamento de cada
umas das linhagens celulares utilizadas no estudo de maneira individual e em
cocultura. Inicialmente foram testadas 3 linhagens de hepatécitos: HepG2 (ATCC®
HB-8065™), Huh-7 (NAKABAYASHI et al., 1982) e HepG2/C3A (ATCC® CRL-
10741™). A partir dos resultados preliminares obtidos para cada cultura (resultados
ndo apresentados no corpo dessa Dissertacdo), além das particularidades
metabdlicas destas linhagens, o modelo celular utilizando-se células HepG2 foi
selecionado para se prosseguir com as analises.

A seguir sdo apresentados os resultados de maneira contextualizada e
separados em grupos celulares; Capitulo | — Cocultura; Capitulo Il — Linhagem LX-2.
Os resultados séo limitados a analise desses grupos, considerando-se que 0 projeto
de mestrado em desenvolvimento faz parte do projeto geral da professora orientadora,

gue envolve, portanto, outros alunos.

4.1 Ensaio de viabilidade celular em linhagens celulares hepaticas

Andlises de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolio)
permitem mensurar a viabilidade celular, perante a incubacéo de células e substancias
potencialmente toxicas. Este ensaio detecta células vivas a partir da formacao de
granulos de formazan de cor purpura nas mitocéndrias das células vivas. Esse
processo ocorre quando as enzimas redutase mitocondriais estdo ativas e, logo, esta
conversdo esta diretamente relacionada ao nimero de células vivas (MOSMANN,
1983). O ensaio de MTT permitiu indicar concentragdes de AGs que viabilizassem a
sobrevivéncia de pelo menos 70% das células.

No que tange a inducéo de esteatose, a proporgédo de uso de AGs na inducao
de quadros celulares pro-esteatéticos esta bem consolidada na literatura. Estudos
mostraram que o acido oleico induz a sintese de triglicerideos e, consequente,
inducéo de esteatose mais eficientemente que o &cido palmitico (MORAVCOVA et al.,
2015). Por outro lado, o acido palmitico demonstra ser um agente citotéxico mais
agressivo que o acido oleico, pois leva a formacao de espécies reativas de oxigénio
(RICCHI et al., 2009; MORAVCOVA et al., 2015). Portanto, a escolha da combinacéao
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entre esses dois AGs atua de maneira mais eficaz na inducdo do modelo esteat6tico
celular e é respaldada pela literatura (RICCHI et al., 2009).

As incubacdes com as misturas de AGs foram processadas por 24 horas. Os
resultados sé@o apresentados na Figura 5 e apresentam o perfil da sobrevivéncia/
proliferagdo celular quando incubadas com misturas de AGs com as diferentes
linhagens utilizadas. Foi importante padronizar uma concentracdo de AGs que
induzisse o quadro pro-esteatdtico e ndo afetasse a viabilidade celular tanto em
células cultivadas isoladamente quanto em células cocultivadas. A analise dos
resultados demonstra que a incubacdo com diferentes concentracdes da mistura de
AGs nas células HepG2 nédo alterou sua viabilidade, enquanto que em células
cocultivadas, a viabilidade celular foi alterada em concentra¢cdes maiores do que 400
MM. Assim, a concentracdo de 400 uM foi determinante para inducédo do quadro pro-
esteatdtico em cocultura e, portanto, a concentracdo escolhida para prosseguirmos
com 0S ensaios.

As diferentes concentracdes de DMSO, solvente utilizado para diluicdo dos
AGs, ndo alteraram a viabilidade celular das culturas, mostrando que este solvente
ndo foi citotdxico para as células nas diferentes concentracdes utilizadas para a
solubilizacdo dos AGs (dados ndo mostrados).

Figura 5. Ensaio de viabilidade celular (MTT). Células hepaticas HepG2 e cocultivo de HepG2
+ LX-2, incubadas com crescentes concentracdes de AGs (200 uM a 800 uM - 2:1 &cidos
oleico e palmitico) no periodo de 24 horas. A condicao controle contém células cultivadas em
10% SBF. Para andlise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA com poés-teste de
Dunnett, onde ***p<0,0005, **p<0,005 e *p<0,05.
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4.2 Anédlises bioquimicas de lipideos intracelulares
4.2.1 Niveis intracelulares de triglicerideos nas células cocultivadas

A caracteristica proeminente da esteatose hepatica € a acumulacdo de
triglicerideos (TGs) no citoplasma de hepatdcitos, decorrente do desequilibrio entre
aquisicao lipidica e oxidacdo dos mesmos (TOLMAN; DALPIAZ, 2007; GUNN et al.,
2017). Logo, torna-se necessario mensurar os niveis de triglicerideos nas culturas
estabelecidas, na tentativa de se estabelecer o melhor modelo para a analise funcional
do miR-1914-5p.

Células HepG2 carregam a mutacdo pontual na variante transcricional 1148M
do gene PNPLAS3, que se baseia em taxas menores de gordura hepatica derivada da
lipogénese de novo (LDN), além de secretar menos TGs (PIRAZZI| et al., 2012; GUNN
et al., 2017). A proteina codificada pelo gene PNPLA3 age como uma lipase (HE et
al., 2010), cuja funcéo é a de hidrolisar TGs armazenados, recrutando-os para a ApoB,
gue sera secretada na forma de VLDL (PIRAZZI et al., 2012; SEVASTIANOVA et al.,
2012). Todavia, a mutacdo pontual neste gene pode acarretar na incapacidade da
proteina de hidrolisar TGs (HE et al., 2010), levando a reducdo do recrutamento de
AGs pela VLDL e aumento no conteudo intracelular hepatico (ROMEO et al., 2008;
PIRAZZI et al., 2012). Consequentemente, a célula contendo alto nivel de contetdo
de TG intracelular levara a diminuicdo da producdo de novos TGs a partir da LDN.

Analisando os resultados apresentados na Figura 6, € possivel visualizar um
maior acumulo de triglicerideos na cocultura incubada com 400 uM de AGs. Estudos
realizados por diferentes autores, com células HepG2 e LX-2 cultivadas de forma
isoladas, mostraram que os acidos palmitico e/ ou oleico foram capazes de induzir
acumulacao lipidica apés incubacao (RICCHI et al., 2009; EL TAGHDOUINI et al.,
2015).
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Figura 6. Mensuracdo dos niveis de triglicerideos intracelulares. Células HepG2 + LX-2
cocultivadas (7:3) em meio contendo 400 uM AGs — 4cidos oleico e palmitico (2:1) por 24 h.
A condicao controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para andlise estatistica foi
utilizado o teste One-Way ANOVA com pos-teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, **p<0,005 e
*p<0,05.
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Posteriormente, diferentes concentracbes de moléculas mimetizadoras ou
inibidoras do miR-1914-5p foram utilizadas para escolha da melhor concentracdo a
ser utilizada nas andlises funcionais e que conduzissem alteracdes celulares e
moleculares nos ensaios. A partir das transfec¢cdes com diferentes concentracdes de
moléculas de mimico ou inibidor do miR-1914-5p, novas analises de TGs foram
realizadas.

E possivel observar na Figura 7 que dentre as diversas concentracdes
testadas, todas apresentaram um aumento significativo no acumulo de TGs quando
comparadas a condicdo controle (células incubadas sem AGs). Entretanto,
comparando-se as diferentes concentracées com as células incubadas apenas com
AGs (400 uM) (post-test Tukey), as concentracdes de 10 nM da condicdo do mimico
e 30 nM, 40 nM e 50 nM da condicdo do inibidor ndo apresentaram diferenca
estatistica, de modo a manter niveis semelhantes de acimulo de TGs em células
incubadas com AGs e néo transfectadas. Ainda em comparacao a condicao de 400
UM, as demais concentracdes, tanto de mimico quanto de inibidor, aumentaram a

guantidade lipidica.
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Figura 7. Mensuracdo dos niveis de triglicerideos intracelulares. Células HepG2 + LX-2
cocultivadas (7:3), transfectadas com mimico (10 nM a 50 nM) ou inibidor (10 nM a 50 nM) do
mMiR-1914-5p e posteriormente incubadas em meio contendo 400 uM AGs — acidos oleico e
palmitico (2:1), por 24 h. Para andlise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA com
pos-teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, **p<0,005 e *p<0,05.
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Entretanto, como no presente laboratorio jA havia se trabalhado com a
concentragcdo de 40 nM de moléculas mimetizadoras e inibidoras do miR-1914-5p em
outro modelo experimental (DA SILVEIRA, 2019), decidimos manter esta
concentracdo nas demais andlises.

Numa andlise mais detalhada da Figura 7, a Figura 8 sugere que a
concentragdo de 40 nM de moléculas mimetizadoras e inibidoras séo potencialmente
interessantes em seus efeitos sistémicos. As culturas transfectadas com mimico ou
inibidor do miR-1914-5p aumentaram o0s niveis de TGs intracelulares quando
comparadas a condicao controle. Entretanto, comparando-se estas duas condi¢cdes
as células incubadas apenas com AGs (post-test Tukey), a inibicdo do miR-1914-5p
manteve seus niveis semelhantes aqueles encontrados na condigdo de 400 uM,
sugerindo o efeito sistémico desse miRNA no controle do metabolismo lipidico, como
esperado, considerando-se o0 consideravel numero de potenciais moléculas
mensageiras reguladas pelo miR-1914-5p via mecanismos de RNA de interferéncia
(RNAI).
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Figura 8. Mensuracdo dos niveis de triglicerideos intracelulares. Células HepG2 + LX-2
cocultivadas (7:3), transfectadas com mimico (40 nM) ou inibidor (40 nM) do miR-1914-5p e
posteriormente incubadas em meio contendo 400 uM AGs — acidos oleico e palmitico (2:1),
por 24 h. A condig¢éo controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para andlise estatistica
foi utilizado o teste One-Way ANOVA com pés-teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, **p<0,005
e *p<0,05.
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4.2.2 Niveis intracelulares de colesterol nas células cocultivadas

No quadro esteatético, além do acumulo de TGs em células hepaticas, o
aumento dos niveis de colesterol também pode influenciar na patologia (MIN et al.,
2012). Sabe-se que enquanto ésteres de colesterol ndo séo alterados, os niveis de
colesterol livre tendem a ser aumentados na doenca do figado gorduroso,
contribuindo, inclusive, na lipotoxicidade e progressdo da esteatose a esteatohepatite
(PURI et al., 2007)

Os resultados obtidos (Figura 9) sugerem que o modelo celular baseado na
cocultura de hepatdcitos e células estreladas hepaticas estdo respondendo ao
estimulo realizado pela incubacdo com AGs e ocorre aumento nos niveis de

colesterol.
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Figura 9. Mensuracdo dos niveis de colesterol intracelulares. Células HepG2 + LX-2
cocultivadas (7:3) em meio contendo 400 uM AGs — 4cidos oleico e palmitico (2:1) por 24 h.
A condicao controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para andlise estatistica foi
utilizado o teste One-Way ANOVA com pos-teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, **p<0,005 e
*p<0,05.
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A sintese de novo de colesterol ocorre a partir de acetil-CoA, substrato que
pode ser derivado do metabolismo da glicose, AGs e aminoacidos (SHI; TU, 2015).
Na condicdo de esteatose, a célula capta muitos AGs do meio, de modo que destina
a maior parte dos mesmos para armazenamento ao invés da oxidacao, justamente
pelo desequilibrio entre acumulacdo e oxidacao lipidica. A diminuicdo da oxidacéo,
consequentemente, poderia diminuir a formacéo do substrato acetil-CoA, de modo a
afetar diretamente a producao de colesterol a partir da sintese de novo, o que poderia
explicar o aumento moderado nas concentragdes intracelulares de colesterol nas
células hepaticas. Recentemente, Carroll et al. (2018) sugeriram que a FASN pode
regular a sintese de colesterol, onde a inibicdo da FASN reduziu os niveis de colesterol
intracelular. Além do mais, o tempo de cultivo de células incubadas em AGs (24 horas)
também poderia influenciar nos niveis de colesterol. E provavel que em células
incubadas com AGs em periodos maiores, 0s niveis de colesterol aumentem.

Uma vez que foi obtido os niveis de colesterol intracelulares de células
incubadas com meio contendo AGs no periodo de 24 h, as células transfectadas
tiveram seus niveis de colesterol analisados.

A partir da Figura 10, observa-se um aumento nos niveis de colesterol de
células transfectadas com mimico ou inibidor do miR-1914-5p, quando comparadas

as condicdes controle e células apenas incubadas com AGs (UM). Entretanto, quando
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as condi¢cdes de mimico e inibidor sdo comparadas entre si (post-test Tukey), ndo ha
diferenca nos niveis de colesterol, sugerindo que 0 aumento ou inibicdo do miR-1914-
5p nédo afeta diretamente o metabolismo de colesterol.

Figura 10. Mensuracdo dos niveis de colesterol intracelulares. Células HepG2 + LX-2
cocultivadas (7:3), transfectadas com mimico (40 nM) ou inibidor (40 nM) do miR-1914-5p e
posteriormente incubadas em meio contendo 400 uM AGs — acidos oleico e palmitico (2:1),
por 24 h. A condic¢éo controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para andlise estatistica

foi utilizado o teste One-Way ANOVA com pés-teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, **p<0,005
e *p<0,05.
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4.3 Ensaio de viabilidade celular em coculturas transfectadas com o miR-1914-
5p

Andlises de viabilidade celular utilizando MTT foram feitas em células
incubadas com AGs e transfectadas com mimico ou inibidor do miR-1914-5p. Os
resultados apresentados na Figura 11 mostram que as transfec¢bes celulares de
mimico ou inibidor ndo interferiram na viabilidade celular, mantendo seus niveis de

viabilidade semelhantes a condi¢éo controle.
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Figura 11. Ensaio de viabilidade celular (MTT). Células HepG2 + LX-2 cocultivadas (7:3),
transfectadas com mimico (40 nM) ou inibidor (40 nM) do miR-1914-5p e posteriormente
incubadas em meio contendo 400 uM AGs — 4cidos oleico e palmitico (2:1), por 24 h. A
condicao controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para andlise estatistica foi utilizado
o teste One-Way ANOVA com pos-teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, **p<0,005 e *p<0,05.
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4.4 Analises de metabolismo de lipideos
4.4.1 Quantificacdo e identificacdo de &cidos graxos através da Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC/MS)

Os ensaios de cromatografia permitiram identificar os principais acidos graxos
presentes tanto intracelularmente quanto no meio celular. Na Figura 12, no que se
refere a cocultura, os acidos graxos identificados foram os acidos miristico, palmitico,
oleico, estearico e araquiddnico, sendo os acidos oleico e palmitico os mais
abundantes na cultura celular, o que € explicado pela incubacédo das células com

acidos oleico e palmitico (2:1) para inducéo de esteatose.
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Figura 12. Analise de GC-MS. Quantidade em pg/mg de AGs em células HepG2 + LX-2
cocultivadas (7:3), transfectadas com mimico (40 nM) ou inibidor (40 nM) do miR-1914-5p e
posteriormente incubadas em meio contendo 400 uM AGs — acidos oleico e palmitico (2:1),
por 24 h. A condig¢éo controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para andlise estatistica
foi utilizado o teste One-Way ANOVA com pés-teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, **p<0,005

e *p<0,05.
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O acido miristico € um AG de 14 carbonos nédo sintetizado pela FASN hepética,
uma vez que esta enzima sintetiza AGs a partir de 16 carbonos. Anélises do meio
DMEM utilizado no cultivo celular foram realizadas (DA SILVEIRA, 2019), e mostraram
gue o meio de cultura forneceu o acido miristico. Isto poderia indicar que as células
obtiveram esse AG através do transporte.

Ainda na Figura 12 é possivel observar que, ao contrario do observado no
aumento do miR-1914-5p, a inibicdo deste miRNA diminuiu consideravelmente todos
0s acidos graxos identificados. Analisando os graficos referentes ao meio celular,
notou-se que, a inibicdo do miR-1914-5p aumentou a quantidade de AGs dispostos
no meio celular, sugerindo que a célula estaria exportando os AGs para 0 meio.

Existem varias proteinas que estdo envolvidas no transporte de AGs atraves
da membrana, podendo até mesmo trabalhar simultaneamente para facilitar a
absorcdo dos mesmos (THOMPSON; LOBO; BERNLOHR, 2010). E provavel que,
apos a hidrélise de TGs, os AGs resultantes se liguem as proteinas de ligacdo ao
acido graxo (FABP) e sejam, posteriormente, transportados para o citoplasma atraves
dos transportadores de AGs (CD36), resultando no efluxo de AGs (DUTTAROQY, 2003;
MARTIUS et al., 2014). A captacao e o transporte de AGs sao estritamente regulados
no figado (MASHEK, 2013), inclusive por fatores de transcricdo que podem induzir a
expressao de varias dessas proteinas envolvidas na captacdo dos AGs (MANDARD;
MULLER; KERSTEN, 2004).

A familia PPAR constitui fatores de transcricdo envolvidos na regulacdo de
genes relacionados a captacdo de AGs. O PPAR-a, por exemplo, pode regular
positivamente transportadores de AGs, como FAT/CD36. De Oliveira da Silva et al.
(2018) mostraram a relacéo indireta do miR-1914-5p e a expressdao de PPAR-a no
modelo celular de células estreladas hepaticas. Segundo POPEIJUS e colaboradores
(2014), o acido miristico também pode modular levemente a atividade deste receptor

nuclear, ativando, consequentemente, genes relacionados a via de oxidagao lipidica.

4.4.2 Quantificacdo de lipideos totais através da espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

As células de mamiferos podem expressar muitas espécies lipidicas diferentes
(MURO; ATILLA-GOKCUMEN; EGGERT, 2014) e sabe-se que na condicdo de
DHGNA, essas moléculas séo alteradas. Um estudo publicado em 2007 identificou

alteracdes na homeostase lipidica que podem ser importantes na fisiopatologia de
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DHGNA, mostrando um aumento na composi¢cdo de DGs, TGs, colesterol livre e
fosfolipideos, corroborando, inclusive, na evidéncia existente de que o acumulo de
TGs é um fator-chave do figado gorduroso (PURI et al., 2007). A mensuracdo da
guantidade total de lipideos contidos nas células cocultivadas foi realizada através do

ensaio de FT-IR e os resultados sao apresentados na Figura 13.

Figura 13. Andlise de lipideos totais por FT-IR. Células HepG2 + LX-2 cocultivadas (7:3),
transfectadas com mimico (40 nM) ou inibidor (40 nM) do miR-1914-5p e posteriormente
incubadas em meio contendo 400 uM AGs — 4cidos oleico e palmitico (2:1), por 24 h. A
condicado controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para analise estatistica foi utilizado
o teste One-Way ANOVA com pos-teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, **p<0,005 e *p<0,05.
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Observa-se que células incubadas apenas com AGs tiveram um aumento
significativo de espécies lipidicas quando em comparacdo das células ndo cultivadas
com AGs (grupo controle). Analises estatisticas mostraram que células incubadas com
AGs e transfectadas com moléculas mimicas tiveram um aumento de *P<0.05 e
células transfectadas com o inibidor tiveram uma diminuicdo *P<0.05, ambas em
relacdo ao grupo controle.

Conjuntamente e em linha com os resultados obtidos anteriormente, a inibicao
do miR-1914-5p reduziu todos os lipideos contidos na célula, apresentando niveis
lipidicos inferiores as células controles. Ainda, analises estatisticas entre células
incubadas com AGs e células contendo o inibidor do miR-1914-5p (post-test Tukey),
mostraram uma consideravel diminuigdo (***P<0.05), inferindo que a inibicdo deste
mMiRNA poderia melhorar o quadro pré-esteatdético por reduzir perfis de lipideos que

sao alterados na condicéo de esteatose.
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4.5 Marcacgao de AGs e analise da B-oxidacao por fluorescéncia
Na figura 14 sdo apresentados os resultados de B-oxidacdo pelo método de

fluorescéncia.
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Figura 14. A) Microscopia de fluorescéncia. Células HepG2 + LX-2 cocultivadas,
transfectadas com mimico (40 nM) ou inibidor (40 nM) do miR-1914-5p, incubadas com 400
UM de AGs (2:1 4cidos oleico e palmitico), coradas com BODIPY™ 558/568 C12 (lipideo
vermelho), BODIPY™ 493/503 (lipideo verde), e DAPI (nucleo em azul). B) Quantificacdo da
sobreposicdo do C12 com goticulas de lipideos verdes pelo Coeficiente de Sobreposicao.
Para andlise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA com pds-teste de Tukey, onde
***n<0,0005, **p<0,005 e *p<0,05.
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Na Figura 14 B é possivel observar que a taxa de sobreposicdo do C12 em
goticulas lipidicas neutras (em verde) diminuiu nas células transfectadas com o
mimico e o inibidor do miR-1914-5p quando comparadas a condicdo controle, nos
intervalos analisados (1h e 8h). Entretanto, ao realizar o post-test de Tukey para
comparacgdo entre as condicdes de mimico e inibidor no intervalo de 8 horas, a
diminuicAo da sobreposicdo mostra-se estatisticamente acentuada no inibidor
(**P<0,05).

Isso demonstra que a localizacdo do C12 nao foi totalmente sobreposta em
relagdo as goticulas lipidicas armazenadas e indicadas pelo BODIPY™ 493/503
(lipideo verde), sugerindo que o C12 foi oxidado, e ndo somente armazenado.
Rambold e colaboradores (2015) mostraram que em células cultivadas em meio
ricamente nutritivo, ndo ha a necessidade de oxidacdo de AGs, justamente pela
demanda energética estar sendo suprida pelo meio celular. Entretanto, em meio
celular em que ha reducéo de nutrientes, existe uma maior necessidade das células
oxidarem AGs para obtencdo de energia na forma de ATP (RAMBOLD; COHEN;
LIPPINCOTT-SCHWARTZ, 2015). Em linha com nossos resultados anteriores, onde
a inibicado do miR-1914-5p diminui a quantidade de lipideos intracelulares, € normal
que as células precisem oxidar AGs para obter energia, explicando assim o aumento
da beta-oxida¢do quando o miR1914-5p é inibido. Uma outra hipétese, baseando-se
nos resultados dos ensaios de GC/MS, € que parte da quantidade de C12 possa
também estar sendo exportado para o meio extracelular. Entretanto, cabe uma

investigagdo mais detalhada.

4.6 Mensuracéo de glicose intracelular

Além dos AGs, os carboidratos também sdo importantes macromoléculas
utilizadas na producédo de energia (KIM, 2016). A metabolizacdo da glicose gera
piruvato, que por sua vez sera oxidado através do ciclo de Krebs na mitocondria,
gerando ATP (RUI, 2011). A partir das andlises feitas anteriormente, foi possivel
constatar que a inibicdo do miR-1914-5p diminuiu significativamente o perfil de
lipideos celulares, o que tornou interessante mensurar 0s niveis de glicose
intracelular.

De acordo com o observado na Figura 15, a transfeccdo com mimico ou
inibidor do miR-1914-5p ndo alterou os niveis de glicose intracelular quando

comparados a condi¢cdo controle. Embora as analises realizadas com post-test de
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Dunnett ndo tenham apontado diferencas entre as condicbes de transfeccdo e o
controle experimental, analises com post-test de Tukey comparando-se as condi¢cdes
de transfeccdo mostraram que células contendo o inibidor do miR-1914-5p tiveram
valores menores no acumulo de glicose quando em comparacdo com células
transfectadas com o mimico (**P<0.05). Ainda, comparando-se células transfectadas
e células incubadas apenas com AGs, a inibicdo do miR-1914-5p reduziu os niveis de
glicose, de modo a apresentar uma significativa diferenca (***P<0,05) em relacao a
condicdo de 400 pM, enquanto que em culturas transfectadas com o mimico, ndo

houve diferenca estatistica.

Figura 15. Mensuracdo dos niveis de glicose intracelulares. Células HepG2 + LX-2
cocultivadas (7:3), transfectadas com mimico (40 nM) ou inibidor (40 nM) do miR-1914-5p e
posteriormente incubadas em meio contendo 400 uM AGs — acidos oleico e palmitico (2:1),
por 24 h. A condic¢éo controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para andlise estatistica
foi utilizado o teste One-Way ANOVA com pés-teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, **p<0,005
e *p<0,05.
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Desta forma, pode-se supor que, se ha uma drastica diminuicdo nos niveis de
lipideos celulares, é provavel que a célula tente obter sua fonte de energia a partir de
outro substrato, como a glicose. Logo, se ha niveis menores de lipideos quando o
miR-1914-5p é inibido, provavelmente a célula estaria utilizando a glicose para fins
energeéticos, o que explicaria seus niveis intracelulares reduzidos nesta condicao.

Por outro lado, a célula pode sintetizar glicose a partir de substratos nao-
carboidratos, como lactato, aminoacidos ou glicerol (RUI, 2011). TGs armazenados

em goticulas lipidicas sé&o hidrolisados, havendo liberacdo do esqueleto de glicerol
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para producgéao de glicose, quando suas concentracdes intracelulares séo baixas. Uma

vez que a inibicdo do miR-1914-5p diminuiu o conteudo lipidico na célula, é provavel

gue a sintese de glicose a partir do glicerol esteja prejudicada, o que também poderia

explicar os baixos niveis de glicose nesta condicdo (STAEHR et al., 2003).

5 CONCLUSOES

Conjuntamente, os resultados obtidos no presente trabalho mostram que, em

relacdo as células da condicdo controle, as células cocultivadas de HepG2 e LX-2

transfectadas com o mimico do miR-1914-5p:

N&o apresentaram a viabilidade celular prejudicada pela transfeccao;
Apresentaram aumento nos niveis de TGs intracelulares;
Apresentaram aumento nos niveis de lipideos totais;

Apresentaram aumento da B-oxidacao.

O aumento nos niveis lipidicos em células transfectadas com o mimico do miR-

1914-5p sugere que este mIRNA tem efeito acentuado na producdo e acumulo de

lipideos, principalmente TGs, um lipideo intimamente associado a esteatose hepatica.

Por outro lado, em comparacdo as células da condicdo controle, células

transfectadas com o inibidor do miR-1914-5p:

N&o apresentaram viabilidade celular prejudicada pela transfec¢ao;
Apresentaram diminui¢cdo nos AGs identificados no ensaio de GC/MS;
Apresentaram consideravel diminuicdo de lipideos totais;

Apresentaram aumento acentuado da B-oxidagao;

Apresentaram diminuicdo nos niveis de glicose em comparacao as células
incubadas apenas com AGs e células transfectadas com mimico do miR-1914-

ap.
Apesar de ndo haver diminuicdo nos niveis de TGs ou colesterol, pode-se

sugerir que a inibicdo do miR-1914-5p estaria diminuindo outros tipos de lipideos que

sao alterados na esteatose.
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CAPITULO II: LX-2
6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apoés definicho do estabelecimento do modelo celular, assim como das
padronizacdes das condicOes de transfeccédo, realizamos ensaios variados com as
culturas de células LX-2 cultivadas isoladamente. As analises anteriores do miR-1914-
5p quando inserido em coculturas apontaram um potente efeito no que tange ao
controle do ambiente de pro-esteatose hepatica quando este miRNA é inibido. Assim,
torna-se importante também avaliar os efeitos do miR-1914-5p nas linhagens
cultivadas isoladamente. Aqui, analisamos o efeito desse miRNA nas células LX-2.
Em estudo paralelo, os efeitos do mesmo também vém sendo investigados nas células
HepG2.

6.1 Ensaio de viabilidade celular em células LX-2

E importante considerar que, embora as células LX-2 possam se
transdiferenciar do estado quiescente para o estado ativado sob diferentes
concentracfes de soro bovino fetal (2% e 10% respectivamente), as analises foram
realizadas utilizando culturas de LX-2 cultivadas em meio contendo 10% de SBF, uma
vez que as células cultivadas em meio contendo 2% néo sobreviveram sob incubagao
com AGs.

Os resultados das células LX-2 incubadas com diferentes concentracdes da
mistura de AGs, no periodo de 24 horas, apontaram que células LX-2 conseguem
sobreviver em meio de cultivo contendo altas concentragbes de AGs. Uma pequena
diminuicdo nos niveis de viabilidade celular foi observada na concentracao de 800 uM
guando comparada a condicdo controle (Figura 16). Um estudo realizado em 2016
mostrou que linhagens de células hepaticas estreladas se mostraram viaveis e
proliferativas quando incubadas com altas concentracdes da mistura de &cidos
palmitico e oleico (na concentracdo de 1000 uM) no periodo reduzido de 6 horas
(HETHERINGTON et al., 2016), justificando nossas analises. Entretanto, por induzir o
quadro pré-esteatdtico sem reduzir a viabilidade celular, a concentracdo de 400 uM

foi mantida para se prosseguir com 0S ensaios.
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Figura 16. Ensaio de viabilidade celular (MTT) de células hepaticas estreladas, LX-2,
incubadas com concentracdes crescentes de AGs (200 UM a 800 uM - 2:1 acidos oleico e
palmitico) no periodo de 24 horas. Para andlise estatistica foi utilizado o teste One-Way
ANOVA com pos-teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, **p<0,005 e *p<0,05.
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6.2 Analises bioquimicas de lipideos intracelulares
6.2.1 Niveis intracelulares de triglicerideos em células LX-2

Os resultados apresentados na Figura 17 apontam um grande acumulo lipidico
nas células LX-2 quando estas sdo incubadas com AGs no periodo de 24 horas,
confirmando que as células responderam ao estimulo dos AGs. Em um recente
estudo, Hong et al. (2018) mostraram que células LX-2 tratadas com &cido oleico
apresentaram seu conteudo de TGs aumentado em 1,3 vezes quando comparado
com o controle, indicando que o &cido oleico pode induzir o acumulo de TGs

citoplasmaticos, o que estaria em linha com o observado em nosso ensaio.
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Figura 17. Mensuracdo dos niveis de triglicerideos intracelulares. Células hepaticas
estreladas, LX-2, em meio contendo 400 uM AGs — acidos oleico e palmitico (2:1) por 24 h. A
condicado controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para andlise estatistica foi utilizado
o teste One-Way ANOVA com pos-teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, **p<0,005 e *p<0,05.
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Em seguida, foram feitas as analises de TGs das células transfectadas com as
moléculas mimetizadoras ou inibidoras do miR-1914-5p na concentracao de 40 nM,
para se avaliar o efeito do miRNA no acumulo de lipideos nesta linhagem celular.

A Figura 18 apresenta os resultados da producao de TGs para as diferentes
condi¢Bes de cultivo. As andlises dos resultados para as células transfectadas com
mimico ou inibidor mostraram um aumento nos niveis de TGs quando em comparacao
a condicdo controle. Entretanto, utilizando-se o post-test de Tukey para comparacdo
entre células transfectadas e células incubadas com AGs, células contendo o mimico
do miR-1914-5p ndo apresentaram diferencas estatisticas quando comparadas as
células da condicao de 400 uM, inferindo que o aumento enddégeno deste miRNA nao
alterou os niveis intracelulares de TGs. Por outro lado, a transfeccdo com o inibidor
do miR-1914-5p aumentou o conteudo lipidico de TGs nas células LX-2, quando em
comparacao com as concentracbes de TGs encontradas nas culturas incubadas
apenas com o0s AGs. De Oliveira da Silva et al. (2018) relacionaram a atividade do
miR-1914-5p no metabolismo lipidico na linhagem LX-2, direcionando os efeitos
potenciais deste miRNA para a enzima MLYCD. Esta enzima tem um papel importante
na sintese de AGs, uma vez que ela catalisa a reacdo de descarboxilacdo do malonil-
CoA (que por sua vez, inibe a via da -oxidagéo através da CPT1) e fornece substrato
para a formacao de AGs a partir de acetil-CoA (Currie et al., 2013).
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Figura 18. Mensuracdo dos niveis de triglicerideos intracelulares. Células hepaticas
estreladas, LX-2, transfectadas com mimico (40 nM) ou inibidor (40 nM) do miR-1914-5p e
posteriormente incubadas em meio contendo 400 uM AGs — acidos oleico e palmitico (2:1),
por 24 h. A condic¢éo controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para analise estatistica
foi utilizado o teste One-Way ANOVA com pés-teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, **p<0,005
e *p<0,05.
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Até aqui, os resultados reforcam que o0 miR-1914-5p possa estar modulando o
metabolismo lipidico quer seja pela interacdo com a enzima MLYCD, quer seja pelo
seu efeito potencial com moléculas envolvidas em outras etapas do metabolismo
lipidico. Essa observacéo é feita considerando-se que esse miRNA possui mais de
100 possiveis alvos de interacdo com mMRNAs de moléculas centrais no metabolismo
de lipidios, apontados por andlises de bioinformatica disponiveis em plataformas
online, como TargetScanHuman (http://www.targetscan.org/vert_72/) e miRDB

(http://www.mirdb.org/cgi-bin/search.cgi).

6.2.2 Niveis intracelulares de colesterol em células LX-2

Os niveis de colesterol intracelular foram mensurados em células LX-2 e os
resultados sédo apresentados na Figura 19. ApdOs incubacdo das células em meio
contendo AGs, no periodo de 24 horas, é possivel observar que ndo houve alteracdes
nos niveis de colesterol, mostrando-se estatisticamente iguais em relacéo as ceélulas

da condicéo controle.


http://www.targetscan.org/vert_72/
http://www.mirdb.org/cgi-bin/search.cgi

59

Figura 19. Mensuracéao dos niveis de colesterol intracelulares. Células hepéticas estreladas,
LX-2, em meio contendo 400 uM AGs — acidos oleico e palmitico (2:1) por 24 h. A condi¢éo
controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para analise estatistica foi utilizado o teste
One-Way ANOVA com pds-teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, **p<0,005 e *p<0,05.
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Entretanto, células transfectadas com 40 nM de moléculas mimetizadoras ou
inibidoras do miR-1914-5p pareceram modular os niveis de colesterol em células pro-
esteatéticas, como mostrado na Figura 20, sugerindo uma atuacao funcional do miR-
1914-5p no metabolismo de colesterol das células LX-2.

A andlise dos resultados demonstra que o0 aumento do miR-1914-5p na célula
induziu o acréscimo dos niveis de colesterol, enquanto que a inibicdo deste miRNA
diminuiu consideravelmente os niveis de colesterol. Entretanto, analises da expressao

de genes correlatos ao metabolismo de colesterol sédo necessérias para confirmar esta

relacéo.
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Figura 20. Mensuracéao dos niveis de colesterol intracelulares. Células hepaticas estreladas,
LX-2, transfectadas com mimico (40 nM) ou inibidor (40 nM) do miR-1914-5p e posteriormente
incubadas em meio contendo 400 uM AGs — 4cidos oleico e palmitico (2:1), por 24 h. A
condicao controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para andlise estatistica foi utilizado
o teste One-Way ANOVA com pos-teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, **p<0,005 e *p<0,05.
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6.3 Mensuracdo dos niveis de miRNA em células LX-2 transfectadas

Os niveis do miR-1914-5p foram mensurados para cada condi¢cdo de cultivo
das células LX-2 e a Figura 21 apresenta os resultados. E possivel observar que os
niveis do miRNA foram alterados frente as transfeccdes celulares de moléculas
mimetizadoras ou inibidoras, onde células cultivadas com o mimico do miR-1914-5p
apresentaram niveis elevados de miRNA, enquanto células transfectadas com o
inibidor do miR-1914-5p apresentaram niveis inferiores de miRNAs, quando em
comparacao a condicdo controle. Assim, apés a confirmacéo da eficiéncia do aumento
ou inibicdo do miRNA utilizando-se moléculas sintéticas, ensaios posteriores foram

realizados.
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Figura 21. Niveis relativos da expressao do miR-1914-5p. Células hepaticas estreladas, LX-
2, transfectadas com mimico (40 nM) ou inibidor (40 nM) do miR-1914-5p e posteriormente
incubadas em meio contendo 400 uM AGs — 4cidos oleico e palmitico (2:1), por 24 h. A
condicao controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para andlise estatistica foi utilizado
o teste One-Way ANOVA com pos-teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, **p<0,005 e *p<0,05.
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6.4 Ensaio de viabilidade celular em células LX-2 transfectadas com o miR-1914-
5p

O ensaio de MTT foi realizado em células LX-2 incubadas com AGs e
transfectadas com mimico ou inibidor do miR-1914-5p, com o objetivo de mensurar se
a viabilidade celular seria prejudicada com a transfeccao celular.

Os resultados apresentados na Figura 22 mostram que células LX-2 nado
apresentaram viabilidade celular alterada com a transfeccdo, mostrando-se

proliferativas e mantendo-se iguais as células cultivadas na condicao controle.
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Figura 22. Ensaio de viabilidade celular (MTT). Células hepéticas estreladas, LX-2,
transfectadas com mimico (40 nM) ou inibidor (40 nM) do miR-1914-5p e posteriormente
incubadas em meio contendo 400 uM AGs — 4cidos oleico e palmitico (2:1), por 24 h. A
condicao controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para andlise estatistica foi utilizado
o teste One-Way ANOVA com pos-teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, **p<0,005 e *p<0,05.
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6.5 Andlises de metabolismo de lipideos
6.5.1 Quantificacao e identificacdo de acidos graxos através da Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC/MS)

Em células LX-2 cultivadas isoladamente, os acidos graxos identificados a partir
do ensaio de GC/MS foram: miristico, palmitico, oleico, esteérico e araquidénico. A
Figura 23 mostra que os niveis de acido miristico aumentaram em todas as condi¢fes
de cultivo aonde foi adicionada a mistura de AGs, incluindo as culturas transfectadas
com mimico ou inibidor do miR-1914-5p. Entretanto, a analise com post-test de Tukey
(ndo apresentada na Figura 23) demonstrou ndo haver diferencas estatisticas entre
células incubadas com AGs e células transfectadas, sugerindo que o miRNA em

estudo ndo afeta esse metabolismo.
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Figura 23. Andlise de GC-MS. Quantidade em pg/mg de AGs em células hepaticas
estreladas, LX-2, transfectadas com mimico (40 nM) ou inibidor (40 nM) do miR-1914-5p e
posteriormente incubadas em meio contendo 400 uM AGs — acidos oleico e palmitico (2:1),
por 24 h. A condig¢éo controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para andlise estatistica
foi utilizado o teste One-Way ANOVA com pés-teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, **p<0,005

e *p<0,05.

Acido miristico

1000

800 ek *k

Hg/ mg

(2 o 2 <
\ﬂ& v.(7 V'O \>°
& & x x
o o & &
» &6‘ o
N
tx‘ﬁ R
e o
N 2
&
&

Acido estearico do meio de cultivo
100 *kk

80
g, 60 1T
= kK
g 40 —p— *kk
-
20
0 T T T T
4 o o l
o&(& \b‘p J Y'O ‘VO
) o¥ R o
s & °
e Q
o
K3 \hf’
PO
& &

Acido palmitico Acido oleico

Hg/ mg

Acido araquidénico
500

400

g 300
2 200
100
0
< 9 9 2
o‘@ é\ve ,"0 ,"0
® Q o
5 & &
W & &
& &
R o
K O
Q-'g 3
& <&
& &

Em relagdo ao &cido palmitico, houve um aumento significativo nas células

transfectadas com as moléculas mimicas ou inibidoras, em comparacao as células da

condicao controle e as cultivadas apenas com AGs. Quanto aos niveis de 4cido oleico,

todas as condicfes de cultivo incubadas com AGs apresentaram aumento de seus

niveis, quando em comparacao com as culturas da condi¢cdo controle. Entretanto,
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apenas a condicao celular transfectada com o inibidor do miR-1914-5p apresentou
diferenca estatistica em relacdo as células incubadas com AGs.

Considerando-se o conjunto de resultados de GC/MS apresentados até aqui e
o fato que que para a inducédo do quadro pro-esteatotico, as células foram incubadas
com altas concentracdes de &cidos palmitico e oleico, os altos niveis destes AGs no
interior das células podem ser explicados pela composi¢do do meio de cultivo.

Apesar do acido estearico, AG precursor do acido oleico, ter seus niveis
elevados em todas as condi¢des cultivadas com AGs, a comparacdo entre células
incubadas apenas com AGs e células transfectadas com mimico ou inibidor do miR-
1914-5p, mostrou ndo haver diferenca estatistica. Entretanto, ao observar o gréafico
referente a andlise do meio de cultivo, os niveis de acido estearico se mostraram
estatisticamente mais baixos em células transfectadas em comparacdo as outras
condig¢des, sugerindo que essas células estariam utilizando 4cido esteérico em outras
vias, sem exportar este AG para o meio.

O acido araquiddnico ndo apresentou diferencas estatisticas, mantendo-se

com niveis semelhantes em células controle e células incubadas com AGs.

6.5.2 Quantificacdo de lipideos totais através da espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

A mensuracao de lipideos totais foi realizada em células LX-2 e a Figura 24
apresenta os resultados. A partir dos resultados obtidos, € possivel notar que em todas
as condi¢cdes de cultivo incubadas com AGs ocorreu um aumento na quantidade de
lipideos totais, quando comparadas a condi¢éo controle. Entretanto, ao se realizarem
comparacdes estatisticas entre as condicées de cultivo (post-test Tukey), ndo se
observam diferencas estatisticas, inferindo que a miR-1914-5p ndo atua na

modulacdo dos niveis de lipideos totais nas células LX-2 cultivadas isoladamente.
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Figura 24. Andlise de lipideos totais por FT-IR. Células hepdticas estreladas, LX-2,
transfectadas com mimico (40 nM) ou inibidor (40 nM) do miR-1914-5p e posteriormente
incubadas em meio contendo 400 uM AGs — 4cidos oleico e palmitico (2:1), por 24 h. A
condicao controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para andlise estatistica foi utilizado
o teste One-Way ANOVA com pos-teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, **p<0,005 e *p<0,05.
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6.6 Andlises da expressao de genes correlatos ao metabolismo de lipideos
6.6.1 Fatores de transcricdo naregulacéo de genes hepaticos

O figado possui diversos fatores de transcricdo que regulam estritamente as
vias de sintese, armazenamento e oxidacdo de AGs. O fator de transcricdo SREBP1c
desempenha um importante papel na homeostase lipidica, sendo em condicbes
normais ativado pela insulina, e aumentando a expresséo de genes lipogénicos, como
ACC, MLYCD e FASN (MOSLEHI; HAMIDI-ZAD, 2018). Na Figura 25 é possivel
observar que houve um aumento nos niveis de expressao deste fator de transcricéo
em células cultivadas em meio contendo AGs, células transfectadas com moléculas
mimetizadoras e inibidoras do miR-1914-5p, quando em relacdo aos niveis de
expressao encontrados nas culturas controle. Entretanto, quando comparados entre
si, 0s resultados obtidos nas condi¢cdes de células transfectadas com o mimico e o
inibidor, ndo se observam diferengas estatisticas, sugerindo que o aumento dos niveis
de SREBPI1c sédo ocasionados pela incubacdo das células com AGs. Estudos
mostraram o aumento da expressdo de SREBP1c em células cultivadas em meio
contendo AGs (WANG et al.,, 2013; QIN; YIN; HUANG, 2016), indicando que o
aumento da expressdo poderia estar relacionado a incubacdo com AGs. Além do

mais, SREBP1c foi mostrado ter regulacdo positiva em modelos animais de figado
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gorduroso (HIGUCHI, et al., 2008) e em pacientes obesos com DHGNA (PETTINELLI,

et al., 2009), uma vez que resulta no aumento da LDN por ativar genes-chaves da
sintese de AGs.

Figura 25. Niveis de expresséo relativa de mRNAs de SREBP1c, ChREBP, PPAR-y e PPAR-
a em células hepaticas estreladas, LX-2, transfectadas com mimico (40 nM) ou inibidor (40
nM) do miR-1914-5p e posteriormente incubadas em meio contendo 400 uM AGs — &cidos
oleico e palmitico (2:1), por 24 h. A condi¢ao controle contém células cultivadas em 10% SBF.
Para analise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA com pés-teste de Dunnett, onde
***n<0,0005, **p<0,005 e *p<0,05.
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A proteina de ligagdo ao elemento responsivo a carboidratos (ChREBP) atua

como mediadora central no metabolismo de carboidratos e mostrou ser determinante
na inducdo de genes lipogénicos em sinergia com SREBP1c (DENTIN; GIRARD;
POSTIC, 2005). Ainda, o silenciamento de ChREBP em células hepéaticas reduziu
significativamente a sintese lipidica, além de ndo haver a indugéo de genes envolvidos
nos metabolismos lipidico e de carboidrato, mostrando ser um potencial alvo para o
tratamento da esteatose hepatica (DENECHAUD et al., 2008). Nossos resultados
mostraram que independente das condi¢es de cultivo, as células ndo apresentaram

diferencas na expressdao de mRNA do fator de transcricio ChREBP. Jois e
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colaboradores (2016) mostraram uma diminuicdo na expressdo de ChREBP em dietas
ricas em gordura em ratos, o que estaria em linha com nossos resultados.

Os fatores de transcricdo PPARs pertencem a familia de receptores nucleares
e seus membros diferem em suas atividades. O PPAR-y, com niveis maiores de
expresséo no tecido adiposo, possui vias de sinalizagdo mais intimamente envolvidas
na captagdo e armazenamento de lipideos (WALCZAK; TONTONOZ, 2002). A sua
expressao € altamente induzida em pacientes com DHGNA (PETTINELLI; VIDELA,
2011) e sua delecdo em hepatdécitos de camundongos mostrou ter funcéo protetora
contra o desenvolvimento da esteatose hepatica (MORAN-SALVADOR et al., 2011).
Ja o PPAR-a é altamente expresso em hepatdcitos e desempenha um importante
papel na captacao e oxidacao de AGs, ativando genes importantes nesta via (TYAGI
et al., 2011). Em pacientes portadores de DHGNA, a expressdo de PPAR-a € menor,
resultando em taxas menores de oxidacdo de AGs (FRANCQUE, et al., 2015). De
acordo com os resultados, o nivel de expressdo de PPAR- y foi aumentado em células
transfectadas com o mimico do miR-1914-5p, enquanto que 0s niveis nas outras
condicBes ndo foram alterados, em relacéo a condicdo controle. Por outro lado, os
niveis de PPAR-a foram aumentados em células incubadas com AGs e também
transfectadas com mimico ou inibidor, quando comparadas a condicdo controle.
Quando analisamos essas trés condi¢cdes (400 puM, mimico e inibidor), ndo ha
diferenca estatistica entre elas, sugerindo que o aumento da expressao deste gene
estaria sendo induzida pela incubacéo das células com AGs. Um estudo realizado em
2006 mostrou que a expressao de PPAR-a foi aumentada quando camundongos do
tipo selvagem foram alimentados com uma dieta rica em gordura, supondo que este
aumento poderia indicar uma resposta protetora da célula para manter a homeostase
lipidica (PATSOURIS et al., 2006).

6.6.2 Genes correlatos a sintese de novo de AGs

A lipogénese de novo (LDN) é a via responsavel por produzir lipideos
necessarios para homeostase celular a partir de carboidratos (WU; NAAR, 2019).
Donnelly e colaboradores (2005) estimaram uma contribuicdo de 30% da LDN para o
desenvolvimento da esteatose hepatica, tornando-se necessario analisar os genes
desta via no modelo pré-esteatdtico de células LX-2. Os resultados sédo apresentados

na Figura 26.
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Figura 26. Niveis de expressao relativa de mRNAs de ACC1, ACC2, MLYCD e FASN em
células hepéticas estreladas, LX-2, transfectadas com mimico (40 nM) ou inibidor (40 nM) do
mMiR-1914-5p e posteriormente incubadas em meio contendo 400 uM AGs — acidos oleico e
palmitico (2:1), por 24 h. A condig&o controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para
analise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA com pés-teste de Dunnett, onde
***n<0,0005, **p<0,005 e *p<0,05.
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A acetil-CoA carboxilase (ACC) é considerada a primeira enzima comprometida
na via da LDN. Duas isoformas, ACC1 e ACC2, sdo encontradas em mamiferos e
medeiam papéis fisioldgicos distintos na célula. A ACC1 esté localizada no citosol e é
responsavel pela conversdo de acetil-CoA em malonil-CoA, que vai servir como
doador de carbonos para a sintese de AGs e, consequentemente, atua na regulacéo
da via de biossintese (LEE et al., 2014). Por outro lado, a ACC2 é encontrada
ancorada na superficie mitocondrial, sintetizando malonil-CoA que inibe
alostericamente a via da oxidacdo de AGs (WAKIL; ABU-ELHEIGA, 2009). Estudos
sugerem que a inibicdo de ACC1 e ACC2 poderia ser um tratamento efetivo da
DHGNA, uma vez que reduziria a sintese de lipideos via LDN e aumentaria a oxidagao
de AGs simultaneamente (BORBEAU; BARTBERGER, 2015).

Em relac&o aos niveis de ACC1, células transfectadas com o inibidor do miR-
1914-5p tiveram um aumento significativo, enquanto que na condi¢cdo de células

incubadas com o0 miR-1914-5p mimico ou de células incubadas apenas com AGSs, 0s
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niveis foram os mesmos daquele encontrado na condicdo controle. Sabe-se que
MRNAs de ACC1 sdo alvos putativos do miR-1914-5p de acordo com os dados
analisados em bancos de dados, o que esta em linha com o resultado obtido. No caso
da ACC2, as células transfectadas com mimico ou inibidor do miR-1914-5p tiveram
um aumento significativo na expressao deste gene, quando comparados a condi¢ao
controle, conforme mostrado na Figura 26. Andlises estatisticas foram feitas entre as
condi¢cBes de mimico e inibidor, e apontaram uma diferenca significativa de **p<0,005
entre elas, evidenciando um aumento na expressao génica das células transfectadas
com o inibidor. O aumento da expressao de ACC2 poderia indicar uma maior
disposicdo de malonil-CoA intracelular, e consequente diminuicdo da oxidacao
lipidica. Ensaios de B-oxidacdo e andlises da expressdo génica de genes relacionados
a via oxidativa foram realizados e serdo apresentados nesse trabalho e corroboram
com a presente discussao.

A malonil-CoA descarboxilase (MLYCD ou MCD) tem a fungéo de descarboxilar
o malonil-CoA em acetil-CoA, numa reacdo de reversao aquela catalisada pela ACC
(CURRIE et al., 2013), como mencionado anteriormente. De Oliveira da Silva et al.
(2018) demonstraram a MLYCD como alvo do miR-1914-5p em células estreladas
hepéticas. De acordo com os resultados obtidos na Figura 26, a transfeccdo com
mimico ou inibidor do miR-1914-5p diminuiu consideravelmente os niveis de MLYCD.
Por outro lado, os resultados apresentados na Figura 18 contradizem os encontrados
na Figura 26. Esses resultados poderiam ser explicados baseando-se na meia vida
das proteinas MLYCD, e embora o0 gene nao esteja sendo transcrito, a mesma possa
ainda estar funcionalmente ativa no momento investigado. Outro pronto a ser
observado é que o presente modelo de investigacao celular analisa os efeitos do miR-
1914-5p em quadro pré-esteatdtico e difere do modelo celular utilizado por DE
OLIVEIRA DA SILVA e colaboradores, o que poderia explicar tal contradi¢éo
observada em nossos resultados.

A FASN possibilita a producéo de AGs a partir da cadeia carbdnica do malonil-
CoA, adicionando moléculas de acetil-CoA para a formacdo do acido palmitico
(FERRAMOSCA; ZARA, 2014). Os niveis da expressdo de mRNA de FASN nao foram
alterados e permaneceu semelhante em todas as condi¢des analisadas. Isto poderia
ser explicado pela disposi¢do de AGs na cultura celular, o que tornaria desnecessaria
0 aumento da producdo de AGs, uma vez que as células também adquirem AGs do
meio (THOMPSON; LOBO; BERNLOHR, 2010).
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6.6.3 Genes correlatos ao armazenamento de AGs

Apbs o processo de sintese, alongamento e dessaturacdo, os AGs podem ser
esterificados no esqueleto de glicerol-3-fosfato para formarem lipideos mais
complexos, como os TGs (SOFTIC; COHEN; KAHN, 2016).

As lipinas séo enzimas que convertem o &cido fosfatidico (através das reagdes
enzimaticas da GPAT e AGPAT, respectivamente) em 1,2-diacilglicerol. Em
mamiferos, trés genes independentes codificam isoformas de lipinas: lipina 1, lipina 2
e lipina 3 (PETERFY et al., 2001). Apesar de serem expressas em diferentes niveis
dependendo do tecido em que se encontram, evidéncias sugerem que as trés
isoformas desempenham fungdes semelhantes (CSAKI; REUE, 2010). Os resultados
apresentados na Figura 27 sugerem que 0s niveis de expressdo da lipina 1
aumentaram significativamente nas condicdes de mimico e inibidor, quando
comparados as condi¢des controle e de células incubadas apenas com AGs. Os niveis
transcricionais da lipina 2 aumentaram em todas as células incubadas com AGs.
Contudo, nas células transfectadas com o inibidor do miR-1914-5p houve um
significativo aumento estatistico quando estas sdo comparadas as demais condic¢oes.
No caso da lipina 3, células transfectadas com mimico ou inibidor tiveram um aumento
significativo nos niveis de expresséo deste gene. Entretanto, analises comparativas
entre essas duas condi¢cdes ndo apresentaram diferencas estatisticas, sugerindo que
0 aumento da lipina 3 n&o foi ocasionado pela presenga ou inibigdo do miR-1914-5p.
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Figura 27. Niveis de expressao relativa de mRNAs de Lipina 1, Lipina 2, Lipina 3, DGAT1 e
DGAT2 em células hepaticas estreladas, LX-2, transfectadas com mimico (40 nM) ou inibidor
(40 nM) do miR-1914-5p e posteriormente incubadas em meio contendo 400 yM AGs — 4cidos
oleico e palmitico (2:1), por 24 h. A condi¢ao controle contém células cultivadas em 10% SBF.

Para analise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA com pés-teste de Dunnett, onde
***n<0,0005, **p<0,005 e *p<0,05.
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O passo final na sintese de TG é catalisado pela diacilglicerol aciltransferase
(DGATSs), que converte moléculas de diacilglicerdis (DGs) em TGs, podendo ser
armazenados em goticulas lipidicas ou exportados na forma de VLDL (SOFTIC;
COHEN; KAHN, 2016). Células de mamiferos possuem duas enzimas DGATSs:
DGAT1 e DGAT2 (WELTE, 2015) e ambas sao amplamente expressas no figado
(CASES et al., 1998).

Ainda na Figura 27, os resultados mostram que os niveis de DGAT1 né&o se
alteraram em nenhumas das condi¢cfes de cultivo incubadas com AGs, quando da
comparacao com a condicéo de cultivo controle, sugerindo que esse gene nao atua
no modelo celular utilizado. Por outro lado, os niveis de DGAT2 foram aumentados
consideravelmente em células transfectadas com mimico e inibidor, quando
comparadas com as condi¢des controle e de células incubadas com AGs. Entretanto,

a comparacao entre as condicbes de mimico e inibidor ndo apontaram diferenca
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estatistica, o que sugere que o aumento de DGAT2 néo ¢é efeito da atuacéo direta do
miR-1914-5p, mas sim de um feito sistémico do mesmo em vias metabdlicas paralelas.

Conjuntamente, esses resultados inferem que células transfectadas com
mimico ou inibidor estdo produzindo diacilglicerdis, que por sua vez, estdo sendo
convertidos em TGs. Sabe-se que a enzima DGAT desempenha um importante papel
no desenvolvimento da esteatose hepética e o silenciamento de suas atividades
mostraram melhorar a esteatose em camundongos (YU et al., 2005). Entretanto, as

enzimas nao apresentaram expressdes significativas em nossas analises.

6.6.4 Genes correlatos a ativacao e dessaturacdo de AGs

A familia de acil-CoA sintetases de cadeira longa (ACSL) sdo importantes na
via de armazenamento e oxidacao de lipideos, pois essas enzimas tém a capacidade
de ativar os acidos graxos recém-sintetizados, adicionando uma molécula de acil-CoA
em suas cadeias e ativando-os para serem processados na formacéo de TGs ou para
entrarem na via da B-oxidacao (SINGH et al., 2019). Em mamiferos, a familia ACSL
inclui 5 isoformas e estas se diferenciam em relacdo a distribuicdo de tecidos,
localizacdo celular, cinética enzimatica e especificidade de substrato (MASHEK; LlI;
COLEMAN, 2006). Em nosso estudo, os genes ACSL4 e ACSL5 foram analisados e
0os resultados sao mostrados na Figura 28. A ACSL4 é encontrada no reticulo
endoplasmatico e peroxissomos, enquanto a ACSL5 localiza-se na membrana
mitocondrial interna (HARDWICK et al., 2013)
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Figura 28. Niveis de expressao relativa de mRNAs de ACSL4, ACSL5 e SCD1 em células
hepaticas estreladas, LX-2, transfectadas com mimico (40 nM) ou inibidor (40 nM) do miR-
1914-5p e posteriormente incubadas em meio contendo 400 uM AGs — &cidos oleico e
palmitico (2:1), por 24 h. A condig&o controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para
analise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA com pés-teste de Dunnett, onde
***n<0,0005, **p<0,005 e *p<0,05.
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Células incubadas com AGs e transfectadas com mimico ou inibidor
apresentaram niveis aumentados de ACSL4, quando comparadas a condicao
controle. Entretanto, analises comparativas entre as condi¢des de células incubadas
com AGs e células transfectadas com mimico e inibidor do miR-1914-5p, nédo
apresentaram diferencas estatisticas. Quanto aos niveis de ACSL5, apenas a
condi¢cdo onde 0 miR-1914-5p foi inibido apresentou um aumento significativo quando
comparado a condicao controle e de células incubadas com AGs. Segundo Bu e
Mashek (2010), a ACSL5 canaliza AGs para vias de sintese de lipideos, de modo a
envolver a sintese de novo de AGs e regular reacfes subsequentes para producdo de
TGs e fosfolipideos.

O palmitato, &cido graxo primario de 16 carbonos produzido na sintese de novo,
pode sofrer modificagbes em sua estrutura, sendo alongado a estearato (C18:0) ou
em AGs de cadeias carbdnicas maiores, através da acdo enzimatica da ELOVL6. A
estearoil-CoA dessaturase (SCD1) € uma enzima que converte AGs saturados em
AGs monoinsaturados. Assim, 0 palmitato ou estearato podem ter insaturacdes
adicionadas em suas estruturas, formando respectivamente o palmitolato (16:1) e
oleato (18:1), pela acdo da SCD1 (SOFTIC; COHEN; KAHN, 2016). A Figura 29
sintetiza este processo.

De acordo com a Figura 28, a expressédo dos niveis de mRNA de SCD1 foi
aumentada apenas quando o miR-1914-5p foi inibido. Sabe-se que o miR-1914-5p
possui sitios de interacdo com a SCD1, o que esta em linha com o resultado obtido.

Niveis aumentados de SCD1 foram encontrados em camundongos obesos com
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esteatose hepatica (COHEN et al., 2002), e no figado humano o aumento da atividade
desta enzima mostrou aumentar o conteudo lipidico no figado (KOTRONEN et al.,
2009).

Figura 29. Via de alongamento e dessaturacdo do acido palmitico.
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Fonte: NELSON, D. L.; COX M. M., 2014.

6.6.5 Genes a via de B-oxidacao de AGs

O acumulo de TGs no quadro esteatotico é resultado de um desequilibrio entre
as taxas de aquisicdo e oxidagdo lipidica (IPSEN; LYKKESFELDT; TVEDEN-
NYBORG, 2018). A B-oxidag&o lipidica ocorre nas mitocondrias ou peroxissomos para
fornecer energia através da producéo de ATP.

As células podem hidrolisar TGs armazenados em goticulas lipidicas em trés

AGs, a partir da acdo em sequéncia das enzimas lipase de triglicerideos de tecido



75

adiposo (ATGL), que catalisa a primeira hidrolise, seguida da lipase hormonio-sensivel
(HSL) e a lipase monoacilglicerol (MAGL) (CURRIE et al., 2013). Por fim, a carnitina
palmitoiltransferase (CPT1), situada na membrana externa da mitocondria, €
responsavel pelo transporte de AGs de cadeia longa para o interior das mitocondrias,
e posteriormente, a CPT2, localizada na membrana interna da mitocéndria, dara inicio
as reagoes de (B-oxidacdo (NASSIR; IBDAH, 2014). Existem trés isoformas de CPT1,
sendo estas especificas para o tecido (BROWN et al., 2018). A CPT1a foi a isoforma
analisada em nosso estudo.

E possivel observar na Figura 30 que células transfectadas com moléculas
mimetizadoras tiveram um aumento nos niveis de expresséo de ATGL, HSL e MAGL
guando comparadas as outras condicfes. Células transfectadas com o inibidor
mostraram niveis de ATGL e MAGL semelhantes aqueles encontrados na condi¢éo
controle, enquanto que os niveis de HSL diminuiram, o que poderia indicar um menor
nivel de hidrélise dos TGs. Atrelado a isto, os niveis de CPTla aumentaram
significativamente na condicao das culturas transfectadas com o mimico, o que néo
ocorreu nas culturas transfectadas com o inibidor, uma vez que o0s niveis de mRNA
estdo iguais aos encontrados na condi¢do controle. Os niveis de CPT2 nao foram
alterados em nenhuma condicdo. A partir disto, sugere-se que o aumento dos niveis
de CPTla poderiam ocorrer em resposta aos altos niveis de TGs sintetizados,
representando um efeito compensatorio da célula em tentar obter uma homeostase

lipidica intracelular.
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Figura 30. Niveis de expressao relativa de mRNAs de ATGL, HSL, MAGL, CPT1la e CPT2
em células hepaticas estreladas, LX-2, transfectadas com mimico (40 nM) ou inibidor (40 nM)
do miR-1914-5p e posteriormente incubadas em meio contendo 400 uM AGs — acidos oleico
e palmitico (2:1), por 24 h. A condic¢ao controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para
analise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA com pés-teste de Dunnett, onde
***n<0,0005, **p<0,005 e *p<0,05.
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Os resultados obtidos até aqui inferem que a inibicdo do miR-1914-5p aumenta
consideravelmente os niveis de TGs intracelulares, indicando que esta havendo certo
acumulo lipidico. Por outro lado, células transfectadas com moléculas mimetizadoras
exibem acumulo de TGs, entretanto, apresentando niveis semelhantes aqueles
encontrados na condicdo das células apenas incubadas com AGs. Apesar disto,
infere-se que a célula aumentou os niveis da expressao de genes relacionados a via
de oxidacao lipidica, de modo a tentar obter a homeostase em resposta ao acumulo
lipidico (IPSEN; LYKKESFELDT; TVEDEN-NYBORG, 2018).

6.6.6 Genes correlatos ao metabolismo de colesterol
Os fatores de transcricdo da familia de proteinas de ligacdo a elementos
reguladores de esterol (SREBPS) regulam a sintese e captacdo de AGs e colesterol.

Enquanto SREBP1c tem participacao ativa na sintese de AGs, sabe-se que a ativagédo
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dos genes relacionados na via de sintese de colesterol, como HMG-CoA redutase
(HMGCR) e HMG-CoA sintase (HMGCS), se da através do SREBP2 (MADISON,
2016). As enzimas HMGCS e HMGCR catalisam reacdes limitantes na sintese de
colesterol, onde a HMGCS catalisa a condensacao irreversivel de acetil-CoA
(derivado de reacdes de oxidacéo e transportado para o citoplasma) em HMG-CoA,
gue por sua vez sera convertido em mevalonato pela HMGCR (CERQUEIRA et al.,
2016). Em seguida, diversas outras reacfes enzimaticas sequenciais ocorrem
gerando o produto colesterol, como esquematizado na Figura 31 (VOCK; DORING;
NITZ, 2008). O colesterol pode desempenhar varios papéis nas células de mamiferos,
sendo componente das bicamadas lipidicas ou agir como precursor de horménios
esteroides (CERQUEIRA et al., 2016).

Figura 31. Via da sintese de colesterol.
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A partir dos resultados obtidos na analise de colesterol intracelular, foi possivel
observar uma significativa reducéo dos niveis de colesterol quando as células foram
transfectadas com o inibidor do miR-1914-5p. Desta forma, foi feita a analise da

expressao dos principais genes relacionados a via de sintese de colesterol.
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Conforme apresentado na Figura 32, é possivel observar que 0s niveis
transcricionais da SREBP2 nao foram alterados nas células da condi¢cdo controle,
células incubadas com AGs e células transfectadas com o mimico do miR-1914-5p.
De acordo com Vallim e Salter (2010), que avaliaram o efeito de uma dieta hiperlipidica
em hamsters, os niveis de expressao de SREBP2 diminuem na presenca de altas
concentracdes de gordura, corroborando com o observado em nossas andlises. Em
contrapartida, células transfectadas com o inibidor do miR-1914-5p apresentaram um
aumento significativo nos niveis de expressao de SREBP2, em compara¢do com as
demais condi¢Bes. Como ja mostrado em bancos de dados, este fator de transcri¢cao
possui sitios putativos de interacdo com o miR-1914-5p, o que explicaria seu aumento

em células contendo o inibidor.

Figura 32. Niveis de expressédo relativa de mRNAs de SREBP2, HMGCS1, HMGCR em
células hepdticas estreladas, LX-2, transfectadas com mimico (40 nM) ou inibidor (40 nM) do
miR-1914-5p e posteriormente incubadas em meio contendo 400 yM AGs — &cidos oleico e
palmitico (2:1), por 24 h. A condi¢&do controle contém células cultivadas em 10% SBF. Para
andlise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA com péds-teste de Dunnett, onde
***n<0,0005, *p<0,005 e *p<0,05.
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Uma vez que ha aumento dos niveis de SREBP2, ocorre aumento da
expresséo de genes relacionados diretamente com este fator de transcricdo. Nota-se
gue em células onde o miR-1914-5p foi inibido, os niveis de expressdo de HMGCS1
e HMGCR aumentaram significativamente quando comparados as outras condi¢des.
Dados obtidos a partir de banco de dados sugerem que o gene HMGCS1 possui sitios
de interacdo com o miIRNA em estudo, o que também estaria de acordo com o
observado em nossas andlises. Consequentemente, se ha maior producdo de
substrato catalisado pela HMGCS1, os niveis de HMGCR aumentam na tentativa de

manter os niveis de colesterol em homeostasia celular, como forma de resposta
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compensatoéria. Baseando-se também em informagfes de bioinformatica, algumas
enzimas (ndo analisadas neste trabalho) envolvidas na sintese de colesterol também
possuem sitios putativos de interacdo com o0 miR-1914-5p, tais como a
fosfomevalonato quinase (PMVK), lanosterol sintase (LSS), citocromo P450 familia 51
(CYP51A1) e 24-dehidrocolesterol redutase.

Estudos mais detalhados irdo esclarecer como o inibidor miR-1914-5p atua
nessa via. Por outro lado, analises preliminares de estudos protedbmicos, obtidas em
nosso grupo de pesquisa, apontou que, apesar do aumento da expressdo do mRNA
de HMGCS1, néo houve sintese proteica da molécula, insinuando que o miR-1914-5p
estaria atuando como RNA de interferéncia na modificagdo poés-transcricional. O
MiRNA pode atuar de acordo com a sua complementaridade com o mRNA-alvo. Neste
cenario, poderiamos deduzir que a imperfeita complementaridade do miR-1914-5p
estaria resultando na inibig&o traducional.

A diminui¢@o nos niveis de colesterol intracelular pode também ser explicado
por outra Otica. As células podem remover o excesso de colesterol através do
transporte reverso de colesterol (TRC) (FU et al., 2004). Este transporte reverso se da
por invaginacdes na membrana plasmatica, denominadas caveéolas. As cavéolas
possuem proteinas associadas em sua estrutura, as caveolinas. Estas proteinas, por
sua vez, possuem 3 isoformas: caveolina-1, caveolina-2 e caveolina-3 (LUO et al.,
2010), diferindo na estrutura molecular e distribuicdo dos tecidos (RAZANI,
WOODMAN; LISANTI, 2002). Estudos tém mostrado que as caveolinas podem estar
envolvidas na regulacdo do colesterol através do TRC (SMART et al., 1996; FU et al.,
2004; LUO et al., 2010). Pesquisas em bancos de bioinformética tém sugerido que a
caveolina-2 possui sitios de interacdo com o miR-1914-5p. Esta informacao, por sua
vez, pode sugerir que, a inibicdo deste miRNA poderia aumentar a expressédo da
caveolina-2, de modo a aumentar o efluxo de colesterol para o meio extracelular. Logo,
os niveis de expresséo de genes correlatos a sintese de colesterol poderiam ter sua
expressdo aumentada como forma de compensar os baixos niveis de colesterol no

meio intracelular. Entretanto, mais investigagoes desta correlacao deveréo ser feitas.

6.7 Marcagao de AGs e analise da B-oxidacao por fluorescéncia
Para se analisar os niveis de (-oxidacdo de AGs, ensaios de microscopia de
fluorescéncia foram realizados, para se mensurar os lipideos neutros armazenados e/

ou oxidados. Os resultados séo apresentados na Figura 33.
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Ao analisarmos os resultados (Figura 33 B), € possivel observar que as células
transfectadas com o mimico do miR-1914-5p ndo apresentaram uma completa
sobreposicao do vermelho C12 (molécula analoga a um AG saturado de 12 carbonos)
as goticulas verdes de lipideos neutros (apontadas em verde nas imagens). Esses
resultados sugerem que parte dos lipideos armazenados estavam sendo oxidados
para obtencao de energia por parte da célula. Este fenbmeno é observado em células
cujo meio celular carece de nutrientes, como postulado por Rambold e colaboradores
(2015). Ainda em nossas analises, isso sugere uma forte alteracdo metabdlica

Em contrapartida, células onde o miR-1914-5p foi inibido, houve uma
sobreposi¢cao completa do vermelho C12 ao verde das goticulas de lipideos, indicando
um maior armazenamento de lipideos e uma reducdo nas taxas de oxidacdo. Esses
resultados, em parte, justificam os aumentos nos niveis de expressdo de ACC2
(Figura 26) e dos transcritos ACSL4/5 (Figura 28) nas culturas transfectadas com a
molécula inibidora do miR-1914-5p. Um acumulo de lipideos neutros e uma reducao
na atividade oxidativa, leve a “morte em meio a fartura” caso a situagao se persista,
muito semelhante aos quadros da diabetes, sendo deletério a célula e ao organismo

como um todo.
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Figura 33. A) Microscopia de fluorescéncia. Células hepaticas estreladas, LX-2, transfectadas
com mimico (40 nM) ou inibidor (40 nM) do miR-1914-5p, incubadas com 400 uM de AGs (2:1
acidos oleico e palmitico), coradas com BODIPY™ 558/568 C12 (lipideo vermelho),
BODIPY™ 493/503 (lipideo verde), e DAPI (nucleo em azul). B) Quantificacdo da
sobreposicdo do C12 com goticulas de lipideos verdes pelo Coeficiente de Sobreposicao.
Para andlise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA com pds-teste de Tukey, onde
***n<0,0005, **p<0,005 e *p<0,05.
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7 CONCLUSOES

O cultivo de células transfectadas com o mimico do miR-1914-5p e incubadas
com AGs mostrou um aumento nos niveis de triglicerideos e colesterol intracelulares,
além da modulacdo de genes correlatos a sintese e oxidacdo de lipideos, quando
comparadas a condicdo controle. O aumento da expressdo do gene SREBP1c, por
sua vez induz a ativacédo de genes lipogénicos. A diminuicdo dos niveis de MLYCD,
juntamente com o aumento dos niveis de ACC2 poderiam indicar uma grande
disposicdo de malonil-CoA no meio. O aumento dos niveis de ACSLA4, lipina 1 e
DGAT2 podem sugerir um aumento na sintese de TGs e posterior armazenamento
em goticulas lipidicas. Entretanto, uma maior expressdo de genes relacionados a
hidrélise de TGs, como ATGL, HSL e MAGL, poderia indicar que a célula ndo estaria
apenas armazenando TGs, mas tentando buscar uma homeostase lipidica liberando
esses AGs para oxidacdo. Com os altos niveis de malonil-CoA no meio intracelular, o
aumento da expressdo da CPT1la poderia indicar um efeito compensatorio da célula,
onde a CPTla tentaria combater a inibicdo ocasionada pelo aumento de ACC2.
Apesar do miR-1914-5p modular os niveis de expressao de diversos genes correlatos
ao metabolismo de lipideos, cabe ressaltar que essas analises sdo a nivel de mRNA,
0 que ndo necessariamente implica numa maior expressao das proteinas.

Em células transfectadas com moléculas inibidoras do miR-1914-5p e
incubadas com AGs, observa-se um aumento nos niveis de expressdo dos genes
SREBP1c e ACC1, sendo este Ultimo um gene alvo do miR-1914-5p. A baixa
expressdo de MLYCD, juntamente com o aumento de ACC1 faz com que haja malonil-
CoA para seguir na sintese de AGs. Niveis aumentados de ACC2 produz malonil-CoA
o suficiente para inibir a via da B-oxidacéo. O aumento de ACSL4, ACSL5, lipina le
DGAT?2 sugere uma maior sintese de TGs. A baixa expresséo de lipases para hidrélise
de TGs poderia indicar um maior armazenamento de TGs em goticulas lipidicas, o
gque esta de acordo com os resultados obtidos na analise de TGs intracelulares. A
expresséo dos niveis de mRNA de SCD1 foi aumentada quando o miR-1914-5p foi
inibido, pois sabe-se que o miR-1914-5p possui interagcdo com 0 MRNA deste gene.
E provavel que, se ha uma maior expressdo de SCD1, sugere-se uma maior producéo
de AGs insaturados, como o acido oleico, corroborando com o apresentado no ensaio
de GC/MS (Figura 23). Apesar de supostamente aumentar a lipogénese de novo, a
inibicAo do miR-1914-5p diminuiu consideravelmente os niveis de colesterol

intracelulares, quando comparado a condicdo controle, além de mostrar ter sitios
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putativos de interacdo com genes relacionados a via de sintese de colesterol. A partir
dos resultados obtidos, a inibicdo deste miRNA pareceu ter um efeito mais intenso na
LDN, uma vez que genes relacionados a via oxidativa ndo foram modulados. Os
esquemas simulando os efeitos do aumento ou inibicdo do miR-1914-5p em células
LX-2 sdo apresentados na Figura 34.

Podemos concluir que o efeito do miR-1914-5p parece variar em linhagens
cultivadas isoladamente, tendo a confirmacdo de que a potencial acdo deste miRNA

€ aparentemente fortalecida quando este é inserido em linhagens cocultivadas.



84

Figura 34. Esquema sintético do aumento ou inibigdo do miR-1914-5p em células LX-2.
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