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RESUMO: O carcinoma hepatocelular (CHC) ocupa o 5° lugar entre os canceres mais
comum no mundo. No geral, canceres apresentam alto risco de recorréncia na forma de
doenga metastatica. A identificacdo e caracterizacdo funcional de genes associados a
invasdo e metéstase é crucial para o desenvolvimento de novas terapias orientada contra
esse processo. A proteina celular associada a migracdo e angiogénese (AAMP), esté
amplamente distribuida em muitos tipos de células com potencial migratério. Associado
a isso, varios estudos apontam o papel crucial do metabolismo lipidico na iniciagdo das
metastases. Estudos demonstram que 0os microRNAs (miRNAs) tém um papel central no
controle das fungdes bésicas das células. Um miRNA de grande interesse para este
trabalho é 0 miRNA-149-3p. Em trabalhos realizados anteriormente pelo grupo de
pesquisa, foi demonstrado que em células tumorais pulmonares (A549) esse miRNA foi
apontado como um elemento de destaque no controle dos processos celulares de
migracao, pelo controle da proteina celular associada a migracéo e angiogénese (AAMP).
Tendo em vista as doencas hepaticas, cabe avaliar os efeitos do miRNA-149-3p,
considerando a existéncia de alvos putativos a esse miRNA, que se correlacionam
diretamente com o0 metabolismo energético, buscando analisar pontos da via onde ocorre
modulacdo ocasionada por este miRNA. Para as analises optou-se por trabalhar com as
células SK-HEP-1 (linhagem metastatica) e HEP-G2 (linhagem metabolizadora).
Segundo as analises, demonstrou-se que tanto para SK-HEP-1 quanto para HEP-G2 a
AAMP néo ¢ a proteina principal, responsavel pelo controle da migracdo. Ao analisar a
expressdo dos genes correlatos ao processo de migracdo e adesdo celular (MMP2 e
MMP9; TIMP1 e TIMP2; Ocludina, TJP1 entre outros), observa-se que em SK-HEP-1
apresenta, aumento desses genes ao transfectar as células com o miR-149-3p mimico; e
também houve aumento na expressdo dos fatores de transcricdo envolvidos no
metabolismo de lipideos, inferindo que este microRNA potencializa e garante energia
para as células desempenharem suas atividades (promove migracao). Diferentemente em
HEP-G2, onde os genes correlatos ao processo de migragéo e adeséo aumentam ao inibir
0 mMiR-149-3p, que também, mostrou-se um modelo interessante no estudo do
metabolismo energético. No presente estudo, 0 miR-149-3p obteve maior relevancia no
controle do metabolismo de lipideos. A importancia desse trabalho se destaca, uma vez
que, o tratamento clinico com microRNAs ainda precisa de muita atencdo, dedicacéo e
pesquisa.

Palavras-chave: cancer de figado CHC; microRNAs; metabolismo de lipideos; migracao

celular; cultura de células.



ABSTRACT: Hepatocellular carcinoma (CHC) ranks 5th among the most common
cancers in the world. In general, cancers are at high risk of recurrence in the form of
metastatic disease. The identification and functional characterization of genes associated
with invasion and metastasis is crucial for the development of new therapies targeted
against this process. Cellular protein associated with migration and angiogenesis
(AAMP), is widely distributed in many cell types with migratory potential. Associated
with this, several studies point to the crucial role of lipid metabolism in the initiation of
metastases. Studies have shown that microRNAs (miRNAs) play a central role in the
control of basic cell functions. A miRNA of great interest for this work is miRNA-149-
3p. In previous studies by the research group, it was demonstrated that in lung tumor cells
(A549) this miRNA was indicated as a prominent element in the control of cellular
migration processes, by the cellular protein control associated with migration and
angiogenesis (AAMP). Considering the hepatic diseases, the effects of miRNA-149-3p
can be evaluated, considering the existence of putative targets for this miRNA, which
correlate directly with the energetic metabolism, seeking to analyze points of the pathway
where the miRNA modulation occurs. For the analyzes we opted to work with the SK-
HEP-1 (metastatic line) and HEP-G2 (metabolizing line) cells. According to the analyzes,
it has been shown that for both SK-HEP-1 and HEP-G2 the AAMP is not the main protein
responsible for migration control. In analyzing the expression of the genes correlated to
the process of migration and cell adhesion (MMP2 and MMP9, TIMP1 and TIMP2,
Occludin, TJP1 among others), it is observed that in SK-HEP-1 it presents, increase of
these genes when transfecting cells with or miR-149-3p mimic; and there was also an
increase in the expression of the transcription factors involved in lipid metabolism,
inferring that this microRNA potentiates and guarantees energy for cells to perform their
activities (promotes migration). Differently in HEP-G2, where the genes correlated to the
migration and adhesion process increase when inhibiting miR-149-3p, which also proved
to be an interesting model in the study of energy metabolism. In the present study, miR-
149-3p was more relevant in the control of lipid metabolism. The importance of this work
stands out, since, the clinical treatment with microRNAs still needs a lot of attention,

dedication and research.

Keywords: liver cancer HCC; microRNAs; lipid metabolism; cell migration; cell culture.
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1. INTRODUCAO

1.1 Figado e carcinoma hepatocelular (CHC)

O figado é a maior glandula do corpo humano, pesando em média 1.500 g em
adultos, o que equivale em média a 2,5% do peso corporal e é responsavel pelas principais
funcdes fisiologicas, como o metabolismo de carboidratos, aminoacidos, acidos graxos,
a secrecdo biliar e a desintoxicacdo (COX; NELSON, 2011). O drgdo é composto por
diferentes células especializadas (Figura 1), que sdo divididas em células
parenquimatosas, os hepatocitos (correspondendo de 60% a 70% da massa celular total)
e nado-parenquimatosas, células endoteliais sinusoidais, células de Kupffer, células
estreladas e colangiécitos (LEE; LUK, 2010; JUZA; PAULLI, 2014).

Figura 1: Representacdo ilustrativa dos componentes celulares do figado (Adaptado de
IREDALE, 2007).

Hepatocyte

Sabe-se que sdo inimeras as patologias que acometem o figado. Individuos que
apresentam alguma doenca hepatica, como as hepatites, por exemplo, estdo propensos a
complicacdes, sendo que 25% a 30% dos casos evoluirdo para o quadro de cirrose
hepatica e 5% a 10% desenvolverdo carcinoma hepatocelular (CHC) (EL-SERAG et al.,
2008).

O CHC é um dos tumores malignos mais comuns do mundo, cuja baixa
expectativa de vida (cinco anos ap0s o diagnostico) deve-se a alta ocorréncia de metastase
(DAVIS et al., 2008). Como nos demais canceres, 0 CHC surge quando ocorre mutacao
nos genes de uma célula que a fazem se multiplicar desordenadamente. Por sua vez, essa

mutacdo pode ser causada por agentes externos, como o virus da hepatite, modificacGes
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epigenéticas, ou pela multiplicacdo excessiva das células, aumentando o risco de
surgimento de erros na duplicacdo dos genes, e perturbacdo das vias celulares e
moleculares (GOMES et al., 2013; JEMAL et al., 2011). O CHC representa o principal
subtipo histolégico de neoplasias hepaticas primarias, representando 70% a 85% do
numero total de canceres de figado. Os principais fatores de risco para 0 CHC incluem a
infeccdo pelo virus da hepatite B e C, as doencas hepéticas derivadas do consumo de

alcool, como a cirrose; e a esteatose hepatica nao alcodlica (BAFFY et al. 2012).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) apontam o cancer como uma das
principais causas de morte em todo o mundo, representando 8,8 milhdes de 6bitos em
2015 (FAROUZANFAR et al., 2015). Particularmente, o CHC é considerado o 5° cancer
mais comum no mundo e a 3% causa mais comum de morte relacionada ao cancer em
humanos (FINGAS et al., 2016; GOMES et al., 2013; JEMAL, 2011). Embora nas
Gltimas deécadas os métodos de tratamentos do CHC estejam evoluindo (radio e
quimioterapia, terapias locorregionais, resseccdo hepatica e a possibilidade de
transplante), o progndstico permanece extremamente diferente (DHIR et al., 2016;
ZHANG et al., 2012).

1.2 Elementos celulares e moleculares na metastase

1.2.1 Adesao celular

No geral, canceres apresentam alto risco de recorréncia na forma de doenca
metastatica. A identificacdo e caracterizacdo funcional de genes associados a invaséo e
metastase é crucial para o desenvolvimento de uma nova terapia orientada contra esse
processo (AL KUBAISY et al., 2016). Entre as diversas areas de estudo da biologia
celular, a adesdo célula-célula e a sua propriedade migratdria se destacam, uma vez que
podem prescrever tanto o desenvolvimento normal quanto a aquisicdo de um potencial
invasivo durante a progressdo tumoral (RODGERS et al., 2013).

As interacdes entre as células sdo importantes para a montagem e manutencéo de
tecidos tridimensionais. Estudos ultra-estruturais revelam que as células estdo conectadas
por multiplos complexos juncionais, incluindo as jungdes estreitas, juncdes aderentes,
juncbes comunicantes e desmossomos (Figura 2) (CAMPBELL et al., 2017). O mais

apical de todos os componentes juncionais sdo as juncdes estreitas, elas possuem duas
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fungdes, atuam como barreira regulando a passagem de ions, 4gua e macromoléculas
através das regides entre as células e também estabelecendo e mantendo a polaridade da
célula, restringindo a distribuicdo de lipideos dentro da membrana (IKENOUCHI et al.,
2007). As juncOes estreitas sdo compostas por mais de 40 proteinas que sdo proteinas
transmembranas ou proteinas citoplasmaticas de ligagdo a actina. Os principais
constituintes do grupo transmembranas sdo as Claudinas, Ocludina e moléculas de adeséo
juncional (JAMs). As principais proteinas de ligacdo a actina citoplasmaticas nas juncdes
apertadas sdo as proteinas da Zénula de Oclusdo (ZO). A Ocludina é importante para
manter a estabilidade e a funcéo de barreira das juncdes estreitas (CAMPBELL et al.,
2017; SCHULZKE et al., 2005).

Embora todos os complexos juncionais sejam funcionalmente significativos,
evidéncias recentes mostraram que as juncdes aderentes tém um papel crucial tanto como
sensores de estimulos extracelulares quanto na regulacdo da dindmica das células
epiteliais (CAMPBELL et al., 2017; RODGERS et al., 2013).

Figura 2: Representacgdo ilustrativa da comunicacao celular através do contato célula-
célula. (Adaptado de CAMPBELL et al., 2017).
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1.2.2 Transicao epitélio-mesenquimal

A transicdo epitelio mesenquimal (TEM) foi descrita como um conjunto de

mudancas morfoldgicas que ocorrem nos epitélios embrionarios e que dao origem a



18

células migratoérias individuais (CAMPBELL et al., 2017). Os critérios atuais (vagamente
definidos) para uma TEM incluem a desmontagem do contato célula-célula, levando a
perda da polaridade epitelial e a separacdo em células individuais. Este processo é seguido
pela aquisi¢do de um fendtipo migratorio ou mesenquimal. Este Gltimo é impulsionado
pelo rearranjo dos filamentos de actina do citoesqueleto e € acompanhado pela formacao
das ondulagdes na membrana e novos contatos entre as células e o substrato. A perda do
contato célula-célula durante a TEM, tem sido amplamente atribuida a mutac6es nos
componentes das juncbes aderentes ou em sua repressao transcricional. Em varios
sistemas de modelos experimentais e em uma porcentagem significativa de tumores
invasivos, observa-se perda de contatos célula-célula apesar da expressdo normal dos
genes que codificam as proteinas de adesdo celular (CAMPBELL et al., 2017). Para que
ocorra o0 processo de migracdo celular é necessario que haja uma regulagdo orquestrada
de mudltiplos processos celulares que envolvem a reorganizagdo dindmica do
citoesqueleto. Tal reorganizacdo é controlada por proteinas de ligacdo a actina que
regulam os processos de formacdo nuclear, ramificacdo, alongamento, agrupamento e
divisdo celular (MOUNEIMNE et al., 2012).

1.2.3 Angiogénese e Metastase

Os eventos pro-metastaticos comuns a maioria dos tumores solidos podem incluir
a transicdo reversivel de células tumorais de um estado epitelial para um estado
mesenquimatoso, bem como suas interagdes com componentes estromais ou células
estromais ativadas por tumores. Alguns tumores também promovem a secrecdo de
ex0ssomos que contém proteinas, mMRNAs e microRNAs, com o objetivo de estabelecer
um nicho pré-metastatico distante (OBENAUF, 2015; PASCUAL et al., 2017). Sendo
assim, a metastase é um processo de maltiplas etapas em que células cancerigenas evadem
0 nicho do tumor primario, sobrevivem na circula¢do, colonizam locais distantes e
proliferam (KREBS et al., 2017; SEGUIN et al., 2015). A disseminacdo de células
tumorais e o desenvolvimento de metastases solidas ocorrem atraves de vasos sanguineos
e linfaticos. As células tumorais circulantes podem ser detectadas em sangue venoso em
pacientes com cancer de mama precoce e metastatico, por exemplo, o que tem sido de
grande relevancia para o prognostico (POLASIK et al., 2017).

Dentro desse contexto, a angiogénese se destaca como um mecanismo importante

que promove a progressdo do tumor, induzindo uma série de eventos, incluindo
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proliferacdo e a diferenciacdo de células endoteliais, formacdo do tubo e maturacdo
vascular (KUERTI et al., 2017). Esse processo de neovascularizacdo é mediado por
fatores de crescimento, dentre eles, o do endotélio vascular (VEGF), promovendo tanto o
crescimento das células endoteliais como o crescimento do musculo liso vascular
(KREBS et al., 2017; SEGUIN et al., 2015). A angiogénese ¢ um processo complexo e
a proteina celular associada a migracdo e angiogénese (AAMP), com peso molecular de
52 kDa, estd amplamente distribuida em muitos tipos de células com potencial migratério.
Evidéncias crescentes sugerem que AAMP desempenha um papel na regulacdo da
migracdo celular de varios tipos de células, como células endoteliais, células musculares
lisas vasculares, células T ativadas, células gliais, células de melanoma humano, bem
como células de adenocarcinoma de colon. Além disso, a expressdo de AAMP foi
significativamente regulada em tumores estromais gastrointestinais ou em células de
cancer de mama (BLANCHOIN et al., 2014; HU et al., 2015).

Considerando a fisiologia da célula tumoral, sabe-se que para a manutencdo das
mesmas existe uma alta demanda energética. Os tumores mostram varias anomalias
metabdlicas, entre elas, o efeito Warburg, no qual a fermentacdo é utilizada mesmo na
presenca de oxigénio e € caracterizado por um aumento na captacao e consumo de glicose,
uma diminuicédo na fosforilagdo oxidativa e na producao de lactato (CURRIE et al., 2013).
Atualmente alguns medicamentos que atuam no controle de células tumorais reduzem
significativamente os niveis de colesterol celular ao bloquear diferentes etapas da
biossintese dessas moléculas e outras vias correlatas do metabolismo lipidico levando a
inibicdo do crescimento celular e/ou a apoptose (HUANG; FRETER, 2015).

1.3 Metabolismo de lipideos associado ao processo de migracao celular

Vérios estudos apontam o papel crucial do metabolismo lipidico na iniciacdo das
metastases (LUO et al., 2017; PASCUAL et al., 2017; SANTOS; SCHULZE, 2012). A
reprogramacao metabodlica foi estabelecida como caracteristica do cancer. O cancer
compartilha um fenétipo comum de proliferacdo celular descontrolada e, portanto, deve
adquirir componentes de energia e biomassa suficientes para expandir e disseminar-se
(LUO etal., 2017; PASCUAL et al., 2017; SANTOS e SCHULZE, 2012).

Uma marca emergente do cancer € a sua extensa reprogramacéao do metabolismo

energético. Os lipidios sdo constituidos por acidos graxos, os quais podem existir de
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forma livre ou serem organizados em lipideos mais complexos, como o triacilglicerol,
fosfolipidio e colesterol (LEHNINGER et al., 2006). No geral, a maioria das células de
mamiferos adquirem lipidios através de duas vias: através da alimentagéo, onde as células
usardo os acidos graxos livres na corrente sanguinea, ou através da sintese de acido graxo
de novo, realizada no figado, tecido adiposo, mama em lactacéo, endométrio, e em tecidos
com alguma alteracdo metabolica (LIU et al., 2010). Em particular, a sintese de acido
graxo de novo e o aumento do acumulo de lipidios sdo um fendtipo comum observado
em células agressivas de cancer de mama (WILMANSKI et al., 2017).

Antes das reacBes de montagem dos acidos graxos, sucede-se a formagdo dos
intermediarios da sua biossintese. Os grupos acetil sdo providos principalmente do citrato,
que é produzido pelo ciclo do &cido tricarboxilico (Ciclo de Krebs). Vérias etapas para
converter carbonos de citrato em &cidos graxos bioativos sdo necessarias. Essas etapas
envolvem ATP citrato liase (ACLY, ACL ou ATPCL), acetil-CoA carboxilase (ACC),
acido graxo sintase (FASN ou FAS) e acil-CoA sintetases, também conhecido como 4cido
graxo-CoA-ligase (ACS, ACSL ou FACL) (Figura 3). No modelo de reducdo da
disponibilidade de &cido graxo, a inibi¢io dessas enzimas poderia limitar o crescimento
de células cancerigenas. Importante para o significado clinico dessas estratégias, muitos
inibidores dessas enzimas tém efeitos minimos em células ndo cancerigenas (CURRIE,
etal., 2013).

Entretanto, a sintese de novo de acidos graxos € principalmente restrita ao tecido
hepético e adiposo (RAY; ROY, 2017). Portanto, os lipidios alimentares que circulam
servem como nutrientes para os tecidos normais, enquanto que as células malignas
preferem sintetizar lipidios que utilizam vias de novo, aumentando assim a taxa de
lipogénese intracelular. Alguns estudos demonstraram uma maior expressdo de acido
graxo sintase (FASN), que ¢ independente do contetdo circulante de lipidios, em varios
tipos de cénceres tais como mama, prostata, ovario e colorretal. O FASN catalisa as
reacOes de condensacdo sucessivas para formar um éacido graxo a partir de substratos
malonil-CoA e acetil-CoA, produzindo principalmente palmitato. Provavelmente, a
FASN seja a enzima mais estudada no metabolismo tumoral, pois é super-expressa e esta
fortemente relacionada com a progressdo tumoral maligna. O palmitato, que é produto
final da via lipogénica e um acido graxo saturado de 16 carbonos, pode ser alongado por
ELOVLS6 (proteina de alongamento de acidos graxos de cadeia longa 6) ou dessaturado
para formar um espectro de acidos graxos diversos catalisados por esteroil-CoA
desaturases (SCDs) (CHAVARRO et al., 2013; RAY; ROY, 2017). Hao et al., (2014)
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demonstraram que a atividade de FASN foi significativamente aumentada no tecido de

hepatocarcinoma. Essas alteracGes metabdlicas podem ser explicadas pela alta expressdo

de varias sintetases de acidos graxos em células de CHC, como SREBP1, ACLY, ACC,

FASN e SCD1, em que FASN ¢é a que apresenta maior expressdo quando comparada as

outras. A expressdao de FASN também mostrou diferencas significativas entre células

metastaticas de CHC, como a linhagem celular SK-HEP-1; e células menos metastaticas

de CHC, como HEP-G2. Essas descobertas indicam que a expressdo de FASN pode estar
envolvida em metéstases de CHC (HAO et al., 2014).

Figura 3: Processos metabolicos e sintese de acido graxo de novo (CURRIE et al. 2013).
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Considerando-se a complexidade das intrincadas reacdes

que regulam o

metabolismo de lipidios, diferentes co-fatores podem ser apontados e entre eles o receptor

ativador de proliferacdo de peroxissomos (PPAR) e as proteinas de ligacdo de elemento

regulador de esterol (SREBPs). Essas proteinas caracterizam-se como fatores de

transcricdo que controlam elementos centrais no metabolismo de lipidios. As SREBPs

regulam o metabolismo lipidico e 0 armazenamento de energia através da sintese e
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absorcdo de &cidos graxos, triglicerideos e colesterol, tornando-as cruciais para a
manutencdo da homeostase dos lipidios celulares. Ja 0 PPAR-a serve como regulador
mestre do metabolismo de lipidios no figado, especialmente durante o jejum, que é
acompanhado por grandes mudancas na absorcao de lipidios no figado (BENGOECHEA-
ALONSO; ERICSSON, 2007; KERSTEN; STIENSTRA, 2017; SETHI et al., 2017). A
ativacdo aberrante de SREBPs pode contribuir para a obesidade, doenca hepatica
gordurosa e resisténcia a insulina, e também pode estar envolvida no desenvolvimento de
canceres (SHAO; ESPENSHADE, 2012). Além disso, ha uma ampla evidéncia de que o
aumento da producdo de lipideos é fundamental para a sobrevivéncia das células
cancerigenas e para a progressdo do cancer (ACKERMAN; SIMON, 2014; LIU et al.,
2010; ZAIDl et al., 2013).

1.4 Biogénese de MicroRNAs e a regulacéao da expressédo génica

Além dos elementos elencados, estudos demonstram que 0s microRNAs
(miRNAs) tém um papel central no controle das funcGes basicas das células, incluindo
migracdo e invasdo (FAN et al., 2016) e metabolismo lipidico (KWAK et al., 2010). Os
miRNAs atuam em diversos processos biologicos (LU et al., 2005; BARTEL, 2009) tais
como desenvolvimento, proliferacdo, diferenciacdo, crescimento, metabolismo,
apoptose, resposta ao estresse celular e patogenias (CROCE; CALLIN, 2005; FAN et al.,
2016; VITSIOS et al., 2017). Em tumores, a expressao de miRNAs é amplamente
alterada (BONCI et al., 2016), sugerindo que as desregulacbes do miRNA estdo
profundamente implicadas no desenvolvimento e progressao do tumor, fornecendo uma
nova visdo sobre os mecanismos de metastase do cancer. Sabe-se que a expressdo de
MiRNASs pode se alterar significativamente nos hepatocarcinomas, o que certamente se
conecta (HAO-XIANG et al., 2010; YE et al., 2003) com as alteracGes fisiologicas.
Assim, entender os mecanismos de atuacao dessas pequenas moléculas podera elucidar
particularidades bioquimicas e moleculares que controlam o desenvolvimento de

canceres.

MicroRNAs (miRNAs) sdo RNAs de cadeia simples, ndo codificantes,
constituidos por aproximadamente 22 nucleotideos, processados a partir de RNAs
precursores enddgenos com estrutura de forquilha. Eles modulam a expressao génica do
RNA mensageiro (RNAm) alvo, visando a clivagem ou repressdo do processo de traducao

(HUANG et al., 2007). Nos ultimos anos, essas pequenas moléculas vém ganhando
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atencdo devido ao seu papel diversificado na regulagéo celular (XIE et al., 2015). O
primeiro miRNAs foi descoberto em 1993 pelo grupo liderado por Victor Ambros, que
mostrou que lin-4 estava envolvido no controle da progresséo temporal da diferenciacao
celular em Caenorhabditis elegans (ARREDONDO-VALDEZ et al., 2016; LEE;
FEINBAUM; AMBROS, 1993).

Essas pequenas moléculas sdo expressas como elementos precursores, que
necessitam de um processamento para a sua maturagdo. O miRNA precursor primario
(pri-miRNA) é expresso no ndcleo pela RNA polimerase 11l ou |1 (CORTEZ et al., 2011)
sendo em seguida processado em um miRNA precursor, pré-miRNA, através da enzima
Drosha. Os pré-miRNAs sdo ativamente exportados para o citoplasma pela exportina
nuclear 5 e em seguida clivados pela enzima Dicer, juntamente com a proteina de ligacao
ao RNA de resposta de transativacdo de cadeia dupla (TRBP), resultando numa pequena
estrutura de RNA de cadeia dupla de cerca de 22 nucleotideos (BARTEL, 2004; CORTEZ
et al., 2011). Esta fita dupla de miRNA € incorporada no complexo de silenciamento
induzido pelo RNA (RISC), que cliva uma das fitas dependentemente do estado
fisiolégico celular e, em seguida, guia a fita simples de RNA a regides complementares
em moléculas de RNAm alvos (LEE et al., 2009; CORTEZ et al., 2011). A Figura 4 traz

uma representacao esquematica da biogénese de um miRNA.

Figura 4: Esquema representativo da biogénese do miRNA (BARCA-MAYO; LU,
2012).
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Varios estudos apontam que essas pequenas moléculas desempenham papéis
importantes em processos bioldgicos cruciais, tais como o desenvolvimento de 6rgéos,
diferenciacdo e proliferagdo celular, apoptose celular e invasdo de células cancerigenas
(HUANG et al., 2007; WANG et al., 2011). Além do mais, devido a sua capacidade de
exercer funcdes semelhantes aos supressores de tumores ou proteinas oncogénicas,
acredita-se que os miRNAs desempenham um papel importante na carcinogénese. Muitos
trabalhos tém proposto que os miRNAs podem ser ferramentas Uteis para a caracterizagdo
de tumores especificos. Em processos cancerigenos, os padrdes de expressdo de miRNAs
poderiam ajudar a identificar o diagndstico e progndstico da doencga. Alguns estudos tém
proposto o0 miRNA como biomarcador na ocorréncia de carcinoma hepatocelular com
base em perfis de expressao dos miRNAs a partir de bidpsias de tumores sélidos
(ARREDONDO-VALDEZ et al., 2016; XIE et al., 2015).

E notdrio que a interrupcdo do processo metastatico pode ser benéfica para a
maioria dos individuos portadores do cancer. Particularmente nas patologias hepaticas,
diversos estudos apontam o papel de miRNAs no descontrole homeostatico. Hao-Xiang

et al. (2009), demonstraram que o miRNA-9 possui estreita correlacdo com metastases
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intra-hepaticas. Esse miRNA-9 foi fortemente expresso em célula SK-HEP-1, que sdo
altamente invasivas. Essas observacfes indicaram adicionalmente que o miRNA-9
poderia estar implicado na metéstase de CHC. De mesmo modo, Wong et al., (2015)
descreveram que a superexpressdo da familia de miRNA-200, identificada como um
importante regulador da transigéo epitélio-mesenquimal (TEM), regula negativamente
a expressao de repressores de transcricdo ZEB1 e ZEB2, levando a expressdo da E-
caderina, inibindo assim a TEM. Porém, quando ocorre a diminuicdo da expressdo de
miRNA-200, ha aumento da expressdo dos repressores ZEB1/2, diminuindo a
expressdo de E-caderina, 0 que acarreta na transicao epitélio-mesenquimal. Uma vez
que a TEM é um passo crucial na metastase do cancer, os membros da familia miR-
200 foram considerados como mMiRNAs supressores de metastase de carcinoma
hepatocelular (WONG et al., 2015). Ainda sobre hepatocarcinoma, Fang et al., (2015)
analisaram o padrdo de expressdo de miRNAs em diferentes subtipos de CHC e
descobriram que 0 miR-188-5p é um miRNA associado a doen¢a. De modo essencial, a
expressdao de miR-188-5p foi significativamente correlacionada com o0s numeros
nodulares e invasdo microvascular. Esses achados implicam que o miR-188-5p pode ser
usado como um biomarcador progndéstico para CHC (FANG et al., 2015).

Um miRNA de grande interesse para este trabalho é 0 miRNA-149-3p. Em Silva
et al. (2016), foi demonstrado que em células tumorais pulmonares esse miRNA-149-3p
foi apontado como um elemento de destague no controle dos processos celulares de
migracdo, pelo controle da proteina celular associada a migragéo e angiogénese (AAMP),
0 que pode ser considerado promissor no controle metastatico, pois evidéncias sugeriram
que a AAMP desempenha um papel na regulacdo da migracéao celular de multiplos tipos
de ceélulas, tais como células endoteliais (ECs), células musculares lisas vasculares
(SMCs), células T ativadas, células de melanoma humano, bem como células de
adenocarcinoma do célon. Além disso, a expressdo de AAMP foi significativamente
aumentada em tumores estromaticos gastrointestinais ou células de cancer de mama (HU
et al, 2016). Entretanto, em outros estudos, 0 miR-149-3p também demonstrou controlar
a progressao de tumores pelo controle da migracdo (OKATO et al., 2017) através da
ativacdo de mecanismos apoptaéticos (Sl et al., 2017), e pela via de sinalizacdo de Wnt-1
(CAOQO et al., 2016). Em Yang et al., (2017) demonstraram que a regulagéo positiva da
expressao de miR-149-3p pode suprimir significativamente a proliferacdo, invasao e
migracdo in vitro, bem como, suprimir o crescimento tumoral em células de cancer de

bexiga in vivo (YANG et al., 2017). Em alguns tumores, a expressdo do miR-149-3p é
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baixa e atua como um supressor de tumor inibindo a sinalizagdgo mTOR. O miR-149-3p
induz apoptose e inibe a proliferacdo e invasdo em células Be2C, Hela, glioma e CHC
(PAN et al., 2012). A baixa expressdo do miR-149 esta associada com a interacdo
AKT/mTOR em glioma e nos tecidos de CHC, e prevé a agressividade do tumor e o
prognostico desfavoravel (ZHANG et al., 2017). No trabalho de Silva et al., (2016) foram
investigados 21 alvos de miRNAs que estavam associados a migracao celular em células
de céncer de pulmédo (A549) e o miR-149-3p foi 0 que apresentou maior expressao
(SILVA et al., 2016).

Tendo em vista as doencas hepaticas, cabe avaliar os efeitos do miRNA-149-3p,
considerando a existéncia de alvos putativos e interacdo a esse miRNA, que se
correlacionam diretamente com o metabolismo energético, sustentando, portanto, o
processo de migracdo celular, buscando analisar pontos da via onde ocorre modulacéo
ocasionada por este miRNA; embora o papel do metabolismo lipidico que confere as
propriedades agressivas dos tumores malignos ainda permanece obscuro, é preciso
identificar elementos centrais no controle desses processos, visando o futuro
desenvolvimento de farmacos que auxiliem no manejo de tratamento do cancer, como
descrito em CORBET; FERON (2017); LUO et al., (2017); POULOSE, et al., (2018).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar aspectos celulares e moleculares da atua¢do do miR-149-3p no processo
de migracdo e adesdo em células de carcinoma hepatocelular e sua correlacdo com o
controle do metabolismo de lipideos, utilizando como linhagens celulares SK-HEP-1 e
HEP-G2.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar alteragcdes morfoldgicas nas culturas celulares transfectadas ou ndo com o miR-
149-3p, focando-se em elementos do citoesqueleto e nucleo celular;
Avaliar os efeitos fisioldgicos do miR-149-3p no processo de migracéo celular;

Avaliar a capacidade modulatéria do miR-149-3p no metabolismo de lipideos;
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Auvaliar os niveis de expressdo da proteina AAMP em células transfectadas ou ndo com o
miR-149-3p;

Analisar a expressao de principais genes correlatos ao processo de migracgéo e adeséo, e
os de metabolismo de lipideos nas células transfectadas ou ndo com o miR-149-3p,

visando a descri¢do de caracteristicas funcionais do papel do miRNA em analise.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura de células e transfec¢ao celular

Células das linhagens SK-HEP-1 (American Type Culture Collection,
ATCC® HTB-52™) e HEP-G2 (American Type Culture Collection, ATCC® HB-8065"™),
oriundas de carcinoma hepatocelular, foram crescidas em garrafas de 75 cm? com Meio
Minimum Essential Media (MEM — Thermo Fisher Scientific Inc.) suplementado com
10% de soro bovino fetal (SBF) e 0,1% antibidtico Gibco™ Anti-anti (Thermo Fisher
Scientific Inc.). As culturas celulares foram mantidas em estufa, a 37°C e atmosfera
contendo 5% CO- e para 0s ensaios as culturas foram crescidas até aproximadamente 90
% de confluéncia.

Para a realizagdo dos ensaios, 4,5 x 10° e 4,0 x 10° células SK-HEP-1 e HEP-G2,
respectivamente, foram semeadas independentemente em garrafas de 75 cm?2. Em
intervalos regulares de 24 horas, o meio de cultura de ambas as linhagens foi substituido.
As células foram incubadas e crescidas até atingir a confluéncia de 90%, e em seguida
removidas por tripsinizagdo, contadas em camara de Neubauer e, em seguida, utilizadas

nas analises celulares e moleculares.

Para os ensaios de transfecgdo, 1,0 x10° e 2,0 x10° células para SK-HEP-1 e HEP-
G2, respectivamente foram cultivadas na presenca de 10% de SBF em placa de 6 pogos.
Para realizar a transfecgdo, inicialmente 0 miRVana™ Mimics 149-3p foi diluido no meio
Opti-MEM® (Thermo Fisher Scientific) na concentragido de 10 nM a 50 nM, seguido de
incubacdo por 5 minutos a temperatura ambiente. Paralelamente, em outro tubo o agente
de transfeccdo, Lipofectamina® RNAIMAX (Thermo Fisher Scientific), foi diluido no
meio Opti-MEM, incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foi
realizada a mistura dos dois tubos (mimico com agente de transfec¢do), seguida de

incubacdo por 10 minutos a temperatura ambiente para permitir a formacao do complexo
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de transfec¢do. Em seguida, foi acrescentado 800 puL do meio MEM contendo 10% de
SBF. Esta mistura foi adicionada na placa de 6 pocos e colocada na estufa a 37°C e 5%
de CO,. Apds 24 horas, 0 meio de cultura foi substituido por meio fresco (MEM contendo
10% de SBF) e a placa foi novamente incubada a 37°C e 5% de CO2. Ap6s novo intervalo
de 24 h, as células foram coletadas e os ensaios foram realizados. O mesmo procedimento
metodoldgico foi realizado para os ensaios que utilizaram o miRVana™ Inhibitor 149-

3p, porém apenas na concentracao de 30 nM, por comparacdo ao miR-149-3p mimico.

3.2 Ensaios de microscopia de fluorescéncia

Para as analises de microscopia de fluorescéncia os diferentes grupos celulares
foram cultivados sob laminulas em placas de 24 pogos. Para tal, 1,5 x 10%e 2,5 x 10* de
células SK-HEP-1 e HEP-G2, respectivamente, foram cultivadas como descrito em 3.1
até a confluéncia de 80%. As células foram fixadas em solugdo de paraformaldeido a
1,37% contendo Triton X-100 a 0,2%, por cinco minutos a temperatura ambiente. Em
seguida de 5 minutos em agitacdo com tampéo de fosfato alcalino (PBS — 1X) (68,5 mM
de NaCl, 1,35 mM de KCI, 5 mM de Na;HPO 2,1 mM de KH.PO4 e &gua deionizada).
Em seguida, adicionou-se solucdo de albumina bovina (BSA) a 1% (aproximadamente
200 uL) por duas horas, consequentemente, foram realizadas sucessivas lavagens com
PBS 0,5X. Posteriormente, foi realizada marcacdo com 200 pL de faloidina-TRITC
diluida em BSA 0,5% (1% diluido em agua) na propor¢do 1:150, a qual permaneceu na
célula por duas horas para visualizacdo dos filamentos de actina. Para analise de nucleo,
foi utilizado 4',6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma-Aldrich, USA) na
concentracio final de de 1,20 x 10° M diluido em 0.5X de tamp&o (PBS) (68,5 mM de
NaCl, 1,35 mM de KCI, 5 mM de Na2HPO 2,1 mM de KH2PO4 e agua deionizada para
completar 1 litro) por um intervalo de trés minutos ao abrigo de luz. Apo6s a marcacdo
com DAPI, foram realizadas trés lavagens de 10 minutos com PBS 0,5X sob agitacéo.
Em seguida as laminulas foram montadas na presenca de N-propil galato e analisadas em
microscopio modelo OLYMPUS BX51.
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3.3 Microscopia de campo claro — analise de goticulas lipidicas pela coloragao
de Oil Red O

Para a andlise das goticulas de lipidios nas diferentes condi¢des de cultivo e das
moléculas mimicas e inibidoras do miRNA, as células foram cultivadas sobre laminulas
em placas de 24 pogos, como descrito em 3.1.1. Para coloracdo por Oil Red, as células
foram fixadas com formol a 4% (diluido em agua), por um intervalo de 30 minutos a
temperatura ambiente, seguido de trés lavagens sucessivas das laminulas em PBS (0,5x).
Apds as lavagens as células foram coradas em solucdo de Oil Red® (Sigma-Aldrich),
previamente preparada. Para tal, 0,105g do reagente foi pesado e diluido em
propilenoglicol 100% (0,17 mM de oil red Merck + 15 mL de propilenoglicol), a solugédo
foi aquecida a 100°C por 5 minutos. Em seguida foi acrescentado propilenoglicol 100%
(Merk) por 5 minutos, por duas vezes e, depois de retirado, em seguida foi adicionada a
solucéo de oil red (Sigma-Aldrich) e mantida por 7 minutos em agitacdo. Em seguida, o
material foi novamente incubado em propilenoglicol 85% V/V por 3 minutos e lavado
com agua destilada. Por ultimo, foi adicionada hematoxilina de Harris (3 mM de
hematoxilina + 20 mM de alimen de potéssio + 2 mM de 6xido de mercurio) por 1 minuto
o qual foi removida e lavada com agua corrente. As laminas foram montadas com auxilio
de gelatina glicerinada e analisadas em microscopio 6ptico utilizando-se contraste de fase
com o microscopio OLYMPUS BX51. Em seguida, as analises quantitativas foram

realizadas utilizando o programa ImageJ, acrescido do plugin “Colour Deconvolution ”.

3.4 Analise da migracdo celular: os ensaios de wound healing (ensaio da

ferida) e da migrac@o em gota de agarose

Para os ensaios de cicatrizacéo da ferida, 1,0 x10° e 2,0 x10° de células SK-HEP-
1 e HEP-G2 foram semeadas, respectivamente em placas de 6 pocos e crescidas em
condigdes usuais (item 3.1). As células foram ou ndo transfectadas com miR-149-3p
mimico ou miR-149-3p inibidor, utilizando-se as condi¢Bes descritas no item 3.1, foram
semeadas com 1 mL de meio de cultura, seguido de incubagéo por 24 horas. A troca do
meio de cultura foi realizada em intervalos regulares de 24 horas, assim, até se obter a
confluéncia de 80%. Ao atingir a confluéncia foram feitos riscos longitudinais, com

auxilio de uma ponteira de 200 pL, na monocamada de células aderente ao fundo dos
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pogos, simulando uma lesdo. Com o auxilio de uma cadmera digital acoplada a objetiva do
microscopio, cada pogo foi fotografado no momento da lesédo (T=0 horas) e 24 horas
depois. As placas foram analisadas no microscopio binocular invertido Motic AE2000®
(Motic). Para as andlises quantitativas dos resultados, foi utilizado o software ImageJ
1.48v (NIH — http://imagej.nih.goVv/ij). Para cada condicdo investigadas um grupo de 100
células foram avaliadas e foram mensuradas o crescimento/ migracao celular por medida

indireta, considerando-se a auséncia de células na area ferida.

Para os ensaios de invasdo celular, adaptou-se a técnica descrita por Wiggins;
Rappoport (2010), denominada Agarose Spot Assay ou Ensaio da Gota de Agarose, que
viabiliza a analise direta da migracao celular. Para a realiza¢do desse ensaio, em ambiente
estéril, foi preparada uma solucéo de agarose a 0,8% em PBS 1 x, por aquecimento a 100°
C e agitacdo continua até completa dissolucdo da agarose. Feito isso, a solugdo foi
resfriada a temperatura de 40° C e aliquotada em 2 microtubos de 1,5 mL. As aliquotas
foram diluidas na proporc¢éo 1:1, com PBS 1 x e meio MEM 20% SBF para a formacéo
das solucdes do controle negativo, e do controle positivo, respectivamente. Um total de
seis gotas de 15 pL das solugdes de controle negativo e positivo (trés gotas de cada
solucéo) foram pipetadas nos pogos de placas de 6 pocos, previamente preparadas com
uma soluc&o de Poly-L-Lysine (Sigma-Aldrich®) 0,1% em agua, por 20 min, e em seguida
por 12 horas secando.

Ap6s a polimerizagdo das gotas de agarose a 4° C por 10 min, 1,0 x 10° células de
SK-HEP-1 e 2,0 x 10° células de HEP-G2, crescidas em meio contendo 10%, SBF
transfectadas ou ndo com as moléculas miméticas ou inibidoras do miR-149-3p, foram
semeadas com 1 mL de meio de cultura nas placas contendo as gotas de agarose. As
imagens foram adquiridas nos intervalos de 0 e 24 horas com o auxilio de uma camera
digital acoplada a objetiva do microscépio binocular invertido Motic AE2000® (Motic).
Seguindo as recomendag0es especificadas em Wiggins; Rappoport (2010), a regido da
gota de agarose apresentando a maior quantidade de células invasoras, foram contadas
manualmente em triplicatas e realizadas as analises quantitativas, sendo a regido com
maior quantidade de células equivalente a 100% e as com menor nimero de células

equivalente a essa porcentagem.
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3.5 Extracdo de RNA total, miRNA, e transcricdo reversa

3.5.1 Extracéo de RNA total

Ap0s o crescimento das células SK-HEP-1 e HEP-G2 nas culturas transfectadas
ou ndo com as moléculas miméticas ou inibidoras do miR-149-3p, e das respectivas
culturas utilizadas como controle experimental, 0 RNA das amostras foi coletado
adaptando-se as condicdes descritas no manual do fornecedor do TRIZOL® Reagent
(Thermo Fisher Scientific Inc.).

Para a extragdo, as células foram coletadas (6,0x10°) e ressuspendidas em 500 uL
de TRIZOL® seguido de incubagéo por 5 minutos & temperatura ambiente. Para 500 uL
de TRIZOL®, foram adicionados 100 uL de cloroférmio (Merck) seguido de agitacdo
vigorosa do microtubo por 15 segundos e incubacdo a temperatura ambiente por 3
minutos. As amostras foram centrifugadas a 10.000 G por 15 minutos a 4°C, resultando
em uma mistura trifasica, da qual o sobrenadante foi cuidadosamente transferido para um
novo microtubo de 1,5 mL. Ao sobrenadante adicionou-se 250 uL de alcool isopropilico
(100%), seguido de incubagdo a temperatura ambiente por 10 minutos e entdo, a amostra
foi centrifugada a 10.000 G por 10 minutos a 4°C. Descartou-se 0 sobrenadante e o
precipitado de RNA foi lavado com 500 uL de etanol 80%. Os microtubos foram
cuidadosamente invertidos 3 vezes seguido de centrifugagdo a 7500 G por 5 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado e, para que o precipitado pudesse ficar seco, 0s
microtubos foram deixados abertos por no maximo 10 minutos dentro da capela. Esse
precipitado de RNA foi ressuspendido em 25 pL de agua livre de RNAse e quantificado.
As amostras de RNA foram analisadas com o auxilio do aparelho espectrofotémetro
NanoVue™ Plus (GE Healthcare), utilizando-se a razdo A260/A280 e A260/A230 para

se avaliar a qualidade do RNA extraido.

3.5.2 Extracdo de miRNA

Para a andlise da expressdo de miRNAs, os mesmos foram extraidos das células
SK-HEP-1 e HEP-G2 nas culturas transfectadas ou ndo com as moléculas miméticas ou
inibidoras do miR-149-3p, e das respectivas culturas utilizadas como controle
experimental, utilizando-se 0 miRNAse mini kit (Qiagen®), seguindo as recomendacdes

do fabricante. Para isso, as células foram ressuspendidas em 700 pL de QIAzol Lysis
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Reagent e incubadas a temperatura ambiente durante 5 min. Logo apds foram adicionados
140 pL de cloroférmio a cada amostra e a mistura foi homogeneizada e incubada a
temperatura ambiente por 3 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000
G, por 15 min, a 4 °C. Os sobrenadantes foram ent&o transferidos para novos microtubos
de 1,5 mL e a eles foram adicionados 1,5 x v/v de etanol. As amostras foram entéo
transferidas para as mini colunas (RNeasy® Mini Column - Qiagen®) e em sequéncia
foram centrifugadas a 8.000 G, por 15 segundos a temperatura ambiente. Descartaram-se
os filtrados. Em seguida, foram adicionados 700 uL de tampao RWT (Qiagen®) em cada
uma das colunas, com posterior centrifugacéo a 8.000 G, por 15 segundos & temperatura
ambiente. Os filtrados foram descartados e foram adicionados 500 puL de tampao RPE
(Qiagen®) as colunas, seguido de nova centrifugacdo a 8.000 G por 15 segundos a
temperatura ambiente. Novamente, os filtrados foram descartados e outros 500 pL de
tampdo RPE (Qiagen®) foram adicionados as colunas, com posterior centrifugacdo a
8.000 G por 2 minutos a temperatura ambiente. Apos o descarte dos filtrados, as colunas
foram colocadas em novos microtubos de 1,5 mL, com posterior centrifugacdo a 8.000 G
por 1 minuto a temperatura ambiente. As colunas foram entdo transferidas para
microtubos de 1,5 ml e foram adicionados 50 pL de agua livre de RNAse diretamente
sobre as membranas das colunas, com posterior centrifugagédo a temperatura ambiente por
1 min a 8.000 G. Os filtrados foram quantificados no espectrofotometro NanoVue™ Plus
(GE Healthcare) a 260 nm, utilizando a razdo A260/A280 e A260/A230.

3.5.3 Transcricao reversa: RNA

Para sintese do DNA complementar (cDNA) a partir do RNA total extraido dos
grupos celulares, utilizou-se o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo
Fisher Scientific Inc.). As reacdes de transcricao reversa foram realizadas com 200 ng do
RNA extraido, 10 uM de oligonucleotideos (10 x RT Random primer), 8 mM de dNTPs
[25 x dNTP Mix] e 1,25 U de transcriptase reversa (Multi ScriptTM Reverse
Transcriptase) conforme especificado pelo fabricante. Com o auxilio do termociclador
Mastercycler pro S® (Eppendorf), as reacdes foram incubadas a 25°C por um intervalo
de 10 minutos, seguido de incubacao a 37°C por 120 minutos e inativacdo enzimatica a

85°C por 5 minutos, conforme as orientacdes do fornecedor. O excedente da amostra de
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RNA total extraido foi armazenado a -80°C, enquanto que o cDNA sintetizado foi diluido

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

3.5.4 Transcrigo reversa: miRNA

A sintese de cDNA a partir das amostras de RNAs totais extraidos, enriquecidas
com miRNAs, foi realizada por reacdes de transcri¢ao reversa utilizando o Miscript I1 RT
Kit (Qiagen®), seguindo as recomendacdes do fabricante. Para essas reagdes, 2 pug de
RNA total enriquecidos com miRNAs foram utilizadas além de 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), agua livre de
RNAses em quantidade suficiente para um volume final de 20 uL. Com o auxilio do
termociclador Mastercycler pro S® (Eppendorf), a mistura foi incubada a 25°C por 10
minutos, seguido de 120 minutos a 37°C e 85°C por 5 minutos para inativacdo da
transcriptase reversa, seguindo as informacdes do fornecedor dos reagentes. O excedente
da amostra de RNA total extraido foi armazenado a -80°C, enquanto que o cDNA
sintetizado foi diluido (1:10) e estocado a -20°C até sua utilizacao.

3.6 Analise de expressao génica por reagdes de PCR convencional (RT-PCR

semiquantitativa) e PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

3.6.1 Reac0es de PCR convencional (RT-PCR semiquantitativa)

Para as reacOes de PCR convencional, as sequéncias codificadoras de genes
correlatos ao processo de migracédo e adesao celular foram obtidas do National Center for
Biotechnology Information, NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e utilizadas para
desenho dos oligonucleotideos (Tabela 1) com o auxilio de ferramentas basicas de
bioinforméaticas como software Primer3Plus  (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi) e Blast (www.ncbi.Im.nih.gov/Blast).
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Tabela 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados nas reagdes de PCR convencional
e suas respectivas temperaturas de anelamento (Tm).

Gene Sequéncia Tm Tamanho do
(°C) Amplicén (pb)
p-actina S: TCGTGCGTGACATTAAGG 55 359
AS: GATCTTCATTGTGCTGGGTG
mmp2 S: GACCCAGAGACAGTGGATGA 49 340
AS: CAGTGCAGCTGTTGTACTCC
mmp9 S: CCAGTTTCCATTCATCTTCC 45 287
AS: TCTTGTCGCTGTCAAAGTTC
timpl S: GTTGTTGCTGTGGCTGATAG 48 324
AS: GTGATGTGCAAGAGTCCATC
timp2 S: TCAGTGAGAAGGAGGTGGAC 47 301
AS: ATCTGGTACCTGTGGTTCAG
smad2 S: CAAATTCAGAGAGGTTCTGC 47 286
AS:CCCTGATTAACAGACTGAGC
smad3 S: CTTTGAGGCTGTCTACCAGT 44 294
AS:TGACAACAATGGGTTGAGTA
smad4 S: TCACCTGGAATTGATCTCTC 45 313
AS: ATGCTATCTGCAACAGTCCT
smad7 S: AGCCCTCTCTGGATATCTTC 49 286

AS: CTGTACGCCTTCTCGTAGTC

Apos a sintese de cDNA, reacdes de PCR foram processadas em um volume final

de 15 pl, utilizando 2 pl do cDNA (1:10), 10 uM de oligonucleotideos direto e reverso,
1,5 mM de MgCly, solugdo tampao para PCR (1 X), 250 uM de dNTP ¢ 1,25 U da enzima

Taq DNA polimerase (Thermo Fisher Scientific Inc.). As reacGes foram processadas em

triplicatas. As reacdes foram realizadas com o auxilio do termociclador Mastercycler pro

S® (Eppendorf) e entdo submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,9%. Para a

quantificacdo dos resultados foi

utilizado o software

ImageJ 1.48v (NIH -

http://imagej.nih.gov/ij), levando em consideragéo a intensidade de sinal por unidade de

area.
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3.6.2 Reacdes de g°PCR: mRNAs

Para as reacOes de gPCR, as sequéncias codificadoras dos genes de interesse foram
obtidas do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e utilizadas para desenho dos
oligonucleotideos (Tabela 2) com o auxilio de ferramentas basicas de bioinformaticas
como software Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi) e Blast (www.ncbi.Im.nih.gov/Blast).

Tabela 2 - Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados nas reacdes de gRT-PCR.

Gene Sequéncia
p-actina S: CGGGACCTGACTGA CTAC
AS: CTCCTTAATGTCACG CAC
aamp S: GCAAUAACACAAUUGUCAGGAC
AS: GCCCTCCCACCCTTGACCAGAC
tgfBl S: GACTCGCCAGAGTG GTTATC

AS: GGAGCTGAAGCAAT AGTTGG
Ocludina S: AAAGAACTCTCCCGTTTGGA
AS: GCAGATCCCTTCACTTGCTT

tjpl S: GAACGAGGCATCATCCCTAA
AS: GCTGCGAAGACCTCTGAATC
ppar-y S: GGCTTCATGACAAGGGAGTTTC
AS: ACTCAAACTTGGGCTCCATAAAG
srebpl S: CCCTGTAACGACCACTGTGA
AS: TTCATGGCTGTCAGAAGCAG
ppar-a S: GGCCTCAGGCTATCATTACG
AS: ACCAGCTTGAGTCGAATCGT
elovil S: CATGCTTTCCAA

AS: GGTCATTGAGCTG
elovl7 S: TAGCCAAGTGACTTTCCTTC
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AS: CTGTATTTAGAAGGGCATGG
vimentina S: GCTCAGATTCAGGAACAGCA
AS: TTCCAGGGACTCATTGGTTC
E-cadherina S: ACACTTCTGCTGATCCTGTC
AS: TTCTGGTTATCCATGAGCTT
N-cadherina S: CACAGATTCGGGTAATCCTC

AS: CTTCTCCTCCACCTTCTTCA

As reacdes de gPCR foram realizadas utilizando-se SYBR Green/ Rox gPCR Master
Mix (Thermo Fisher Scientific Inc.) e placas de 96 pogos vedadas com o selo Optico
(MicroAmp® Optical Adhesive Film - Thermo Fisher Scientific Inc.). Cada reacdo foi
processada em um volume final de 5 plL, em cada qual contendo 1,5 pL de
oligonucleotideos, 1 uL de cDNA (1:10) e 2,5 uLL. de SYBR® Green PCR Master Mix. As
reacdes foram processadas em triplicatas.

As reacOes foram realizadas no ciclador 7500 Real-Time PCR (Thermo Fisher
Scientific Inc.) em triplicatas. O método de quantificacdo relativa da expressdo génica
(ACT) foi utilizado, permitindo quantificar diferencas nos niveis de expressao de um alvo

especifico entre diferentes amostras.

3.6.3 Reacdes de gPCR: microRNAs

Os oligonucleotideos (Tabela 3) utilizados para analise de expressdo dos miRNAs
de interesse foram desenhados com o auxilio de ferramentas basicas de bioinformaticas,
como software Primer3Plus (http://lwww.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi) e Blast (www.ncbi.Im.nih.gov/Blast), a partir de suas
respectivas  sequéncias maduras disponiveis nos bancos de dados mirDB
(http://mirdb.org/miRDB/), MiRBase (http://www.mirbase.org/) e NCBI

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/).
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Tabela 3 - Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nas reacoes de g°PCR de miRNAs
envolvidos no processo de hepatocarcinoma.

microRNA Sequéncia
hsa-miR-149-3p S: AGGGAGGGACGGGGGCUGUGC

As reagdes de gPCR foram realizadas com o miScript SYBR® Green PCR Kit
(Qiagen®). O célculo da expressao génica relativa dos miRNAs foi realizado pelo método
do ACT, conforme sugerido pelo fabricante do aparelho 7500 Real-Time PCR (Thermo

Fisher Scientific Inc.).

3.7 Western blot

Células SK-HEP-1 e HEP-G2, nas culturas transfectadas ou ndo com as moléculas
miméticas ou inibidoras do miR-149-3p, e das respectivas culturas utilizadas como
controle experimental foram cultivadas em garrafas de 25 cm? até aproximadamente 90%
de confluéncia e em seguida foram coletadas para os ensaios. Lisados celulares foram
preparados pela ressuspensdo dos precipitados celulares recolhidos das culturas com
solucéo de lise (Triton x-100 0,5%, Tris HCI pH 7,2 [10 mM], NaCl [100 mM], MgCI2
[2,5 mM], DTT [0,5 mM], PMSF [1 mM], seguido de incubagéo a 4 °C por 30 minutos.
Os lisados foram sonicados (sonicador Sonics Vibra Cell VCX130 VIBRA CELL®), em
40% de amplitude por quarenta segundos, para que as moléculas se quebrem, as células
se rompam e as proteinas sejam liberadas. Posteriormente as amostras foram
centrifugadas a 12.000 G por 10 minutos sob refrigeracdo de 4 °C. O sobrenadante foi
recolhido e as proteinas quantificadas em espectrofotémetro (595 nm) seguindo o
protocolo descrito por Bradford, 1976. Para construcdo da curva padréo, foi utilizada a
concentracdo padrdo de albumina sérica bovina (BSA) a 500 ng/ puL em diversas
dilui¢des. 100 pg de proteina juntamente com 4% (v/v) SDS e 5% de B-mercaptoetanol
na proporcdo 1:1, foram utilizadas nas analises. Cada uma das amostras foi desnaturada
a 95°C por 5 minutos, e em seguida estas foram submetidas a eletroforese em géis de
poliacrilamida a 10%. A eletroforese ocorreu a 200 V e 50 mA durante aproximadamente

40 minutos para separacdo das proteinas contidas nos extratos celulares. Apos a corrida
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eletroforética os géis foram preparados para a transferéncia das proteinas para membranas
de difluoreto de polivinilideno (PVDF). Os géis foram submersos em solucdo de
transferéncia (25 mM Tris-HCI, 0,192 M de glicina, 10% metanol) por 10 minutos e as
transferéncias foram realizadas por 20 minutos a uma corrente elétrica fixa de 18v pelo
aparelho transferidor do tipo Semi-Dry (Uniscience). Apds o término da transferéncia as
membranas foram bloqueadas em Blotto [5% de Leite em p6 desnatado contendo TBS
(150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7.6) por 4 horas. Apds o blogueio, as membranas
foram lavadas 3 vezes com TBS-T (1M Tris-HCI pH 7.6, 5 M NaCl, 1% Tween 20)
durante 7 minutos. Apés o bloqueio, as membranas foram incubadas com os respectivos
anticorpos policlonais primario anti-AAMP (ABCAM, EUA) 52 kDa e anti-p-actina (Cell
Signaling, EUA) 42 kDa, produzidos em coelho. As incubacdes foram realizadas em um
intervalo de 24 horas sob agitacdo constante a 4°C. Ap0s a incubacdo com os anticorpos
primarios, as membranas foram lavadas 3 vezes consecutivas por 5 minutos com TBS-T
para retirar os anticorpos que nao se ligaram a membrana e, entdo, incubadas com o
anticorpo secundario (Cayman Chemical). As membranas foram incubadas com esses
anticorpos por um intervalo de 4 h sob agitacdo a temperatura ambiente. Realizadas as
incubagdes, as membranas foram lavadas 3 vezes durante 5 minutos para retirada dos
anticorpos secundarios ndo ligados e em seguida reveladas. A deteccdo de sinais foi
realizada com o Western Blotting Luminol Reagent (GE) de acordo com as especificacdes
do fornecedor. Apds a revelacédo e secagem dos filmes, as bandas foram quantificadas por
analise computadorizada de imagem (com auxilio do software Quantity One®, Biorad)
onde a densidade Otica de cada banda foi aferida.

3.8 Esterificacdo de acidos graxos, identificacdo e quantificacdo via GC/MS

Para a obtencdo de acidos graxos (AGs), previamente todo material plastico
(ponteiras, microtubos de 1,5 mL e caixas de ponteiras) foi tratado com solucdo de
hidroxido de sddio (NaOH) 2%. Para a realizacdo das andlises, as células SK-HEP-1 e
HEP-G2 foram cultivadas em placas de 6 po¢os como descrito no item 3.1. Apds remogéo
das células por tripsinizagdo, estas foram lavadas com tampdo fosfato-salino e lisadas na
presenca de metanol para inicio das reacGes de transesterificacdo. Para a completa
remocdo dos &cidos graxos nas amostras o catalisador hidréxido de potassio foi

adicionado e aquecido a 60 °C para completa saponificacdo das amostras. Apds o
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resfriamento das amostras, a elas foram acrescidos acido sulfurico (H2SO4) a 7M para
esterificacdo dos AGs. As amostras foram submetidas a evaporacéo e no final do processo
eluidas com hexanos para analise em cromatografia gasosa (CG) utilizando-se um
cromatografo a gas GC-210 (Shimadzu Scientific Instruments, Japao) equipado com uma
coluna capilar RTX MS (30 m x 0,25 mm DI, 0,25 pum de espessura), acoplado a um
detector seletivo de massa (Shimadzu GCMS-QP2010 Plus). O cromatodgrafo a gas foi
conectado a um computador e os dados foram processados usando o software GCMS
solution versdo 2.5. A eluigdo foi realizada com hélio a 1 mL/min. As amostras foram
injetadas usando o modo sem divisdo (temperatura da porta: 250 °C) e mantidas por 1
min. A temperatura da coluna foi ajustada para iniciar a 160 °C durante 5 min, aumentar
para 200 °C a 5 °C/min, permanecer a 200°C durante 3 min, aumentar para 280°C a
8°C/min, e permanecer a 280°C durante 6 min. O espectrometro de massa foi operado no
modo de ionizagdo de elétrons a 70 eV, com uma faixa de varredura de 40 a 500 m/z.
Para a identificacdo e quantificacdo da amostra, foi obtida uma curva de calibracéo
utilizando padrdes de acidos graxos (acido laurico, miristico, palmitico, linoleico, oleico,
estearico, erdcico e araquidonico) da Sigma-Aldrich nas seguintes concentragdes: 0,5, 1,
2,3¢e5ppm.

3.9 Andlise de bioinforméatica

As andlises de interesse para o presente estudo foram realizadas por
bioinformatica, utilizando-se informacdes disponiveis em banco de dados como mirDB
(http://mirdb.org/miRDB/), MiRBase (http://www.mirbase.org/) e Target Scan
(http://www.targetscan.org/). As sequéncias maduras dos miRNAs e os oligonucleotideos
dos genes de interesse foram analisados e desenhadas em ferramentas bésicas de
bioinformaticas como o Blast (www.ncbi.Im.nih.gov/Blast) e o Primer3Plus

(http://lwww.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi), respectivamente.

3.10 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram estatisticamente analisados com o auxilio do programa
Graph Pad Prism® 5.0 software, através do teste One Way ANOVA seguido de analise
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de Dunnett, e do teste Two-Way ANOV A. O nivel de significancia adotado foi de *p<0,05

com intervalo de confianca de 95%.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando-se 0 objetivo principal deste trabalho, duas linhagens hepaticas
tumorais foram investigadas. A linhagem SK-HEP-1 foi escolhida por apresentar alta
capacidade de metastase (EUN et al., 2014; HEFFELFINGER et al., 1992; e JHOU,
2017), o que a torna um bom modelo de estudo do processo de migragéo e adeséo celular.
A linhagem humana SK-HEP-1 foi derivada do fluido ascitico de um paciente com
adenocarcinoma de figado em 1971.

A segunda linhagem utilizada nos estudos foi a HEP-G2, linhagem derivada do
tecido hepéatico de um homem de 15 anos de idade, com carcinoma hepatocelular bem
diferenciado (DONATO et al., 2015). A morfologia das células HEP-G2 ¢ epitelial e tém
sido amplamente utilizadas para avaliar os efeitos toxicos de uma ampla variedade de
produtos quimicos e drogas, devido a sua potencial capacidade em metabolizar compostos
quimicos e organicos. Além disso, é a linhagem celular mais estudada devido as
vantagens da disponibilidade e secrecdo de proteinas humanas (BUSUTTIL;
KLINTMALM, 2014; FAQI, 2012) embora ndo apresente alta capacidade migratoria
comparada a SK-HEP-1 (HSIEH et al., 2012).

Diante disso, as analises iniciais foram realizadas com células da linhagem SK-

HEP-1, seguido das anélises comparativas com as células HEP-G2.

4.1 CAPITULO I - LINHAGEM CELULAR SK-HEP-1

4.1.1 Analises iniciais: os efeitos moleculares do miRNA-149-3p na proteina
AAMP

Para avaliar o efeito do miR-149-3p nas células SK-HEP-1, considerando-se as
analises preliminares do nosso grupo de pesquisa que demonstraram a interacao fisica
entre esse mMiIRNA e a proteina AAMP em linhagens celulares pulmonares (SILVA et al.,
2016), os niveis de expressao do RNAm AAMP foram avaliados nos diferentes grupos

celulares investigados. Os respectivos controles experimentais dos efeitos da
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lipofectamina RNAIMAX também foram realizados. Considerando-se que ndo
demonstraram alteracdes significativas em relacdo ao controle experimental (culturas
crescidas sob condicGes regulares), os resultados obtidos para esse grupo experimental
ndo sdo apresentados nas Figuras a seguir. A Figura 5 apresenta os resultados, das
diferentes concentragdes do miR-149-3p na modulagéo da expressao do gene AAMP nas
células em analise. Resultados significativos sdo observados quando da transfeccdo
celular com 30 nM do miR-149-3p mimico; e essa concentracao foi escolhida para as
futuras andlises celulares e moleculares. A concentracdo de 30 nM do miR-149-3p
inibidor foi também escolhida, baseando-se nos efeitos dessa concentragdo de molécula
inibidora na inativacdo dos miRNAs circulantes pela complementariedade de bases entre
0 miR-149-3p enddgeno e a molécula artificial.

Complementado as analises e baseado o efeito dos miRNAs-149-3p mimico e
inibidor nas células SK-HEP-1, os niveis do RNAmM de AAMP também foram avaliados
para as células transfectadas com o miR-inibidor (Figura 5). Niveis transcricionais de
AAMP semelhantes aos niveis encontrados nas culturas transfectadas com a molécula
mimetizadora foram observadas nas culturas transfectadas com a molécula inibidora.

Considerando-se os resultados obtidos e a capacidade da interagdo fisica entre o
RNAmM AAMP e 0 miR-149-3p, que desencadeia mecanismos de RNA de interferéncia
(RNAI), uma vez que o duplex de RNA formados desencadeia mecanismos de degradacao
das mesmas (CHRISTOPHER et al., 2016; JONAS; IZAURRALDE, 2015), anélises de
Western blot reforcaram e se tornaram necessarias para se avaliar esse mecanismo

molecular na célula hepatica.
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Figura 5: Niveis de expressdo relativa do RNAm AAMP em SK-HEP-1 crescidas em
10% de SBF. As diferentes culturas foram transfectadas independentemente, com
diferentes concentragdes dos hsa-miR-149-3p com diferentes concentragdes dos hsa-
miR-149-3p mimico (10 nM a 50 nM) ou do inibidor (30nM). As analises foram
realizadas em triplicatas por PCR em tempo real e os resultados normalizados com o gene
B-actina. O nivel de expressdo de mMRNA foi obtido através de andlise estatistica One way
ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, utilizando-se o programa
Graph Pad verséo 5.
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No entanto, na Figura 6 observa-se o nivel de expressdo do miR-149-3p mimico
e inibidor nas culturas celulares, apresentando aumento do miR-149-3p mimico ao
mimetizar a molécula endogena e diminuicdo da expressdo ao inibir o0 miR-149-3p,

confirmando a expressao do miR-149-3p de acordo com a transfeccgéo.

Figura 6: Nivel de expressao relativa do miRNA hsa-miR-149-3p em células SK-HEP-
1 crescidas até a confluéncia, na auséncia (Controle) e presenca do miR-149-3p mimico
e inibidor. A expressdo génica relativa apresentada nos gréaficos foi normalizada em
relacdo ao gene U6. Para andlise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA com
pos-teste de Dunnett. ***p < 0.01.
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4.1.2 Analise da expressao de proteina AAMP

Para se avaliar possiveis mecanismos de RNAiI mediado pelo miR-149-3p nas
células hepéaticas SK-HEP-1 e para se avaliar a atuacdo funcional da proteina celular
associada a migracdo e angiogénese (AAMP), analise de Western blot foram realizados.
A proteina AAMP foi inicialmente identificada em uma linhagem de melanoma humano
e se correlaciona com a motilidade celular (BECKNER et al., 1995). Esta proteina é
altamente expressa em diferentes tipos de células endoteliais, musculares, células de
melanoma humano e células de carcinoma da préstata e da mama. Analises prévias
demonstraram altos niveis de expressdo da proteina AAMP em tumores gastrointestinais
invasivos e no carcinoma ductal da mama com necrose, sendo considerada um marcador
de mau progndstico (YIN et al., 2013). A Figura 7 apresenta resultados das analises de
Western blot realizadas bem como as respectivas quantificacOes relativas das proteinas,
utilizando-se a proteina B-actina como de referéncia endogena. Comparativamente aos
niveis de expressdao de AAMP na condicédo controle. A analise dos resultados demonstra
reducdo de aproximadamente 50% nos niveis dessa proteina, quando da transfeccdo com
0 miR-149-3p mimico. Por outro lado, a presenca da molécula inibidora ndo induz
reducdo significativa nos niveis de AAMP, quando da comparacdo com a condicdo
controle experimental. A analise conjunta desses resultados, somado as analises dos
niveis transcricionais de AAMP observadas na Figura 5, aponta fortemente a existéncia
de mecanismos de RNA de interferéncia (RNAIi) mediada pela interagdo miRNA-149-
3p—RNAmM AAMP, como observada em Silva et al., (2016). Essa observacgéo € respaldada
pelos altos niveis transcricionais de AAMP encontrados e a baixissima expressdo
proteica, sugerindo fortemente a degradacdo do RNAmM O mecanismo de RNAIi é um
mecanismo celular enddgeno que atua no controle da expressdo génica, onde pequenos
RNAs de interferéncia (SiRNAs) ligados ao complexo silenciador induzido por RNA
(RISC) medeiam a clivagem e degradacdo do RNA mensageiro (RNAm) alvo através de
um processo catalitico envolvendo endonucleases (TABERNERO et al., 2013). Os
resultados mostrados na Figura 7 sugerem esse mecanismo. Por outro lado, nas células
transfectadas com o miR-149-3p inibidor, esta molécula possui sequéncia complementar
ao miR-149-3p enddgeno. Dessa maneira a complementaridade do miR-149-3p inibidor
com o miR-149-3p enddgeno desencadeia o sequestro das moléculas endbgenas do
miRNA, o que reduz a sua atuacao funcional no blogueio da traducéo ou a degradacéao da

fita de RNAm, por isso, somente uma leve alteracdo nos niveis de AAMP séo observadas
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nas células transfectadas com o miR-149-3p mimico, uma vez que, a transfec¢cdo modula

a homeostase celular, sem, entretanto, aumentar os niveis traducionais.

Figura 7: Andlise dos niveis proteicos de AAMP (52 kDa) e B-actina (42 kDa) por
western blot nas condicbes estudadas. As bandas estdo representas como Controle (C),
miR-149-3p mimico 30 nM (M) e miR-149-3p inibidor 30 nM (I). Os gréaficos foram
construidos utilizando-se o software Graph Pad Prism 5 e as analises estatisticas foram
calculadas utilizando-se ANOVA. *p<0,05, ***p<0.001.
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4.1.3 Ensaio de microscopia de fluorescéncia

Para se observar diferencas morfoldgicas no nucleo e no citoesqueleto celular,
analises de microscopia de fluorescéncia foram realizadas. A Figura 8 apresenta
alteracGes na morfologia celular nas células transfectadas pelo mimico e/ou pelo inibidor,
quando comparado ao controle. E possivel observar um aumento no tamanho celular ao
transfecta-las com a molécula mimetizadora do miR-149-3p, e também a modificacdo do
citoesqueleto, deixando visivel a formacéo de inumeros filopodios (indicados pelas setas).
Essas alteracfes sugerem uma maior adeséo intracelular e entre células e substrato. No
tratamento com o inibidor do miR-149-3p, diferentemente do mimico, ha modificacfes
consideraveis na estrutura dos filopddios, causando um espagamento entre as células,
supondo perda de sua aderéncia ao substrato e da adesdo célula-célula, possivelmente

facilitando a migracéo celular.
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Figura 8: Microscopia de florescéncia de células SK-HEP-1. Diferentes tratamentos
celulares com SK-HEP-1 foram cultivados em laminulas e depois corados com faloidina-
TRITC (filamentos de actina) e DAPI (nucleos) para investigar alteracGes morfologicas
em grupos celulares. As setas apontam os filopddios.
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4.1.4 Ensaio de migracao celular — ensaio da ferida (wound healing)

Considerando-se as alteracdes morfoldgicas apresentadas (item 4.1.3), 0 ensaio da
ferida (wound healing) foi realizado para se avaliar os efeitos fisiologicos das
transfeccdes nas linhagens celulares na proliferacdo celular e/ ou migracdo. A Figura 9
apresenta os resultados obtidos nos ensaios da ferida em SK-HEP-1 bem como sua
quantificacdo. Pela andlise dos resultados, observa-se que depois de 24 horas a ferida se
fecha por completo em todas as condi¢cBes de trabalho, inclusive no controle.
Considerando-se que essa linhagem celular possui alta capacidade metastatica (JHOU,

2017), todas as injurias fecharam em 24h, independentemente da presenca das moléculas
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mimeéticas ou inibidoras do miRNA-149-3p, comprovando seu potencial proliferativo e
invasivo (HAO-XIANG et al., 2010). No entanto, é importante ressaltar que este ensaio
avalia os efeitos de proliferacdo celular e migracdo. Por fim, embora ocorram alteracoes
morfoldgicas na SK-HEP-1, seja no citoesqueleto ou no nucleo (Figura 8), para este

ensaio ndo houve nada que interferisse na sua replicagdo e/ou migracao.

Figura 9: Ensaio da ferida (wound healing) em células SK-HEP-1 transfectadas ou nao
com o miR-149-3p. Diferentes grupos de células SK-HEP-1 foram cultivadas em placas
de 6 pocos. Sob confluéncia, a migragéo celular foi examinada por meio de um ensaio de
cicatrizacdo de feridas. As imagens sdo de microscopia (x100). O grafico mostra a
quantificacdo da recuperacdo das areas lesionadas apds um periodo de 24 horas.

SK-HEP-1 miR- SK-HEP-1 miR-
149-3p mimico  149-3p inibidor

SK-HEP-1
Controle

100

g
<
3
s
5]
=%
=3
o
4]
2
o
<
<L

X &
R &
24h & &
K > Q\o\ SK-HEP
©° Sl
& &
N &

4.1.5 Ensaio de invasao celular

Para se complementar as analises dos ensaios da ferida (4.1.4) foram realizados
ensaios para se avaliar o potencial invasivo das células SK-HEP-1 em cada um dos grupos
estudados. Para tanto, adaptou-se a metodologia descrita por Wiggins; Rappoport (2010),
a qual permite a analise do potencial invasivo/ migratorio celular sobre superficies planas.
Em nossas analises, gotas de agarose preparadas com ou sem concentracfes de SBF foram
utilizadas, atuando como um elemento estimulador de quimiotaxia (AHMED et al.,
2017). Os resultados s&o apresentados na Figura 10 e demonstram a invasdo/ migragéo
das células nas gotas contendo SBF em todas as condigGes de trabalho, apds um intervalo

de 24 horas da semeadura, principalmente a transfeccdo com o miR-149-3p mimico,



47

apresentou a maior diferenca estatistica em relagéo ao controle, efeito esse potencializado
pelo miR-149-3p, 0 que sugere a capacidade de modulacéo fisiologica do miR-149-3p

como agente promotor ou facilitador da migracdo pela modulacdo da homeostase celular.

Figura 10 - Ensaio de Invasao Celular. Anélise do potencial invasivo de células SK-HEP-
1 dos grupos controle e transfectados com 0 miR-149-3p mimico 30 nM e miR-149-3p
inibidor 30 nM, através do ensaio de gota de agarose. Imagens de microscopia (x100) das
células SK-HEP-1 migrando por debaixo das gotas de agarose diluidas em MEM 10%
SFB; as imagens foram adquiridas nos periodos de 0 e 24 horas. As setas apontam para
um grupo de células invasoras. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
teste Two-Way ANOVA. *p<0.05 e ***p<0.001.
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4.1.6 Expressao de genes correlatos ao processo de adesédo/ migracao celular

Para se avaliar particularidades do processo de adesdo e migracdo celular foram
realizadas analises de gPCR e RT-PCR para genes de interesse correlatos ao processo de
degradacéo da matriz extracelular (Figura 11) e as interac6es célula-célula e célula-matriz
(Figura 12 e 13). Esses genes modulam os processos de migracdo celular, angiogénese,
invasdo celular e metastase.

A matriz extracelular (MEC) é formada por macromoléculas importantes como,
colageno, proteoglicanos e glicoproteinas (BONNANS, et al., 2014), que criam um
ambiente propicio para o desenvolvimento e morfogénese celular. Componentes da MEC

interagem constantemente com células epiteliais, servindo como ligantes para receptores
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celulares, como integrinas, transmitindo sinais que regulam a adesdo, migragéo,
proliferacdo, apoptose e sobrevivéncia. Os componentes da MEC liberados através da sua
clivagem ou degradagao também regulam sua arquitetura e influenciam o comportamento
celular. Alem disso, as células estdo constantemente reconstruindo e remodelando a MEC
por meio de sintese, degradacdo, remontagem e modificagdo quimica. Esses processos
sdo complexos e precisam ser rigidamente regulados para manter a homeostase dos
tecidos, especialmente em resposta a lesdes (HYNES, 2009; LU et al., 2011 e
BONNANS, et al., 2014).

As proteinas matriz metaloproteinases (MMPs) pertencem a familia das
endopeptidades. Essas sdo proteinases dependente de zinco (Zn%*), que participam da
degradacdo da MEC. Elas incluem aproximadamente 25 proteinas, as quais podem ser
divididas em: colagenases (MMP1, 8 e 13), gelatinases (MMP2 e 9) (VISSE; NAGASE,
2003), estromelisinas (MMP3, 7 e 10), metrilisinas (MMP7 e 26), MMPs tipo membrana
(MMP14, 15, 16, 17 e 24) e outras que sdo classificadas por sua especificidade ao
substrato (De SOUZA ARAUJO et al., 2011; VISSE; NAGASE, 2003).

Existem também os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs). Quatro
tipos de TIMPs (TIMP1, TIMP2, TIMP3 e TIMP4) ja foram descritas em vertebrados.
As mudancas nos niveis de TIMPs afeta diretamente os niveis de MMPs (VISSE e
NAGASE, 2003). Os TIMPs dos tipos 1 e 2 representam membros bem caracterizados da
familia de inibidores e apresentam atividade inibitdria contra as formas ativas de toda a
familia de MMPs, embora a TIMP1 forme preferencialmente complexo com a MMP9,
enguanto o TIMP2 atua sobre a MMP2 (DE AZAMBUJA RIBEIRO et al., 2008).

Assim sendo, ao observar a Figura 11, os niveis de TIMP1 nas células
transfectadas com o miR-149-3p mimico ndo apresenta diferenca estatistica em relacéo
ao controle, porém as células transfectadas com o miR-149-3p inibidor apresenta um
aumento significativo em seus niveis transcricionais, quando comparado com 0s niveis
encontrados no controle. Ao analisar a expressdo de MMP9 observa-se uma diminui¢éo
da expressdo relativa na transfec¢do com o miR-149-3p mimico em relagdo ao controle,
e novamente um aumento da expressao relativa no miR-149-3p inibidor. Conjuntamente,
considerando-se 0 aumento transcricional das MMPs na presenca do inibidor, e a possivel
formacéo de complexos entre MMPs e TIMPs, pode-se sugerir a inibicdo da degradacao
da matriz extracelular. Alguns estudos, CUI et al., (2015); GAZZANELLI, (2001);
MANNELLO; THIELE et al., (2017), atribuiram funcfes anti-apoptéticas e pro-
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angiogénicas ao TIMP1 e como um marcador de mau prognéstico em malignidade do
carcinoma hepatocelular.

Figura 11: Niveis de expressdo dos RNAm de genes correlatos a degradagdo da matriz
extracelular (MMPs) e de seus inibidores (TIMPs). Expressdo relativa nos grupos
celulares: controle e transfectados com miR-149-3p mimico 30 nM e miR-149-3p

inibidor 30 nM, em SK-HEP-1. Para a anélise estatistica foi utilizado o teste One-Way
ANOVA. **p<0.01 e ***p<0.001.
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Paralelamente, os niveis de TIMP2 nas células transfectadas com o miR-149-3p
mimico ndo apresentou diferenca estatistica em relagdo ao controle, porém a transfeccéo
com 0 miR-149-3p inibidor apresentou um aumento significativo em seus niveis

transcricionais, quando comparado com o controle. Ao analisar 0s niveis transcricionais

de MMP2 nos diferentes grupos celulares, observa-se uma reducao significativa na

expressao do gene na transfeccao realizada com o miR-149-3p inibidor, em comparacéo
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com os niveis transcricionais encontrados nas células ndo transfectadas e consideradas
controle experimental. Assim, considerando-se as observacOes de De Azambuja Ribeiro
et al., (2008), pela analise dos resultados a observacdo de uma reducdo significativa nos
niveis de MMP2, sugerem uma tentativa de reducdo na atividade funcional dessa
metaloproteinase mediada pelo efeito do miR-149-3p inibidor. Paralelamente, 0 aumento
transcricional de TIMP2, reforca a observacdo dessa tentativa do bloqueio funcional de
MMP2.

Além disso, cabe ressaltar que os niveis transcricionais de outras moléculas
correlacionadas ao processo de migracédo e adesdo celular e interacdo célula-célula foram
analisados, como os apresentados nas Figuras 12, 13 e 14.

As células interagem umas com outras e com a matriz extracelular subjacente
através de complexos proteicos especializados que medeiam a adesdo, mantém a estrutura
e transmitem informac®es para o interior da célula sobre o ambiente intra e extracelular.
Esta informacdo é essencial para diferentes aspectos das funcdes dos tecidos, bem como
para o remodelamento fisioldgico e patoldégico. Um componente importante de adesdao
celular ¢ TJP1 (Tight Junction Protein 1) (ZIHNI et al., 2014). A proteina TJP1 é um
componente de jungdes estreitas que podem regular o remodelamento do citoesqueleto de
actina. A baixa expressao de RNAm TJP1 durante a progressdo do tumor desempenha
um papel crucial na modulacdo da migracdo e invasao do cancer. Além disso, a expressao
alterada de TJP1, deve desempenhar um papel importante no processo de dissociacéo
celular (NAGAI et al., 2016; TSAI et al., 2018). Outra molécula associada as jungdes
estreitas foi a Ocludina, que é considerada uma proteina integral necessaria para a
estrutura e funcdo das juncGes celulares. A Ocludina é uma proteina transmembrana, se
liga diretamente as proteinas adaptadoras citoplasmaticas que, por sua vez, se ligam ao
citoesqueleto de actina (NAGAI et al., 2016; OSANAI et al., 2007; SANCHEZ-PULIDO
et al., 2002) agindo assim, como facilitadora para o processo de movimentagdo/ migracéo
celular.

A Figura 12 apresenta os niveis de expressdo relativo das duas proteinas acima
mencionas. Ao se analisar a expressdo relativa de TJP1, observa-se um aumento
significativo na expressdo relativa desse gene das culturas transfectadas com o miR-149-
3p mimico e com 0 miR-149-3p inibidor, sugerindo que, ao mimetizar o miRNA ou inibi-
lo, a adesdo celular por TIP1 aumenta em relacdo ao controle. Por sua vez, a analise

transcricional do gene da Ocludina nas culturas investigadas revela um aumento dos
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niveis do RNAmM nos grupos transfectados com o mimico, quando comparado com a
expressao da cultura controle

Baseado no estudo de Peglion et al., (2014), é possivel que haja migragéo coletiva
das células, o que explica 0 aumento da expressédo relativa do RNAmM dessas proteinas de
adesdo, e concomitantemente ocorra a migracdo das células, como pode ser visto na
Figura 12. Segundo, Haeger et al., (2015), durante a migracao coletiva, as juncdes célula-
célula garantem a adeséo e a mecanocompressao necessaria para integrar a forca em todo
0 coletivo migratdrio. Ao conectar o citoesqueleto de actina a maltiplos corpos celulares,
a juncdo célula-célula forma a base para integrar as forcas atraves de toda a célula,
desencadeando a movimentacdo coletiva entre elas (HAEGER et al., 2015; PEGLION et
al., 2014).

Figura 12: Niveis de expressdo dos RNAm de genes correlatos a adeséo celular Tight
Junction Protein 1 (TJP1) e Ocludina (OCLDN). Expressao relativa nos grupos celulares:
controle e transfectados com miR-149-3p mimico 30 nM e miR-149-3p inibidor 30 nM,
em SK-HEP-1. Para a anélise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA. **p<0.01
e ***p<0.001.
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Além das moléculas investigadas e apresentadas na Figura 12, a Vimentina é uma
das proteinas mais amplamente expressas da familia de proteinas do filamento
intermediario do tipo Il e normalmente expressa em células de origem mesenquimal
(ZHAO et al., 2008). A expressdo da Vimentina tem sido mais frequentemente associada
a capacidade invasiva do cancer gastrico e foi sugerido que desempenha um papel
importante na metastase (FUYUHIRO et al., 2010). Uma linhagem celular néo invasiva
de cancer de mama adquiriu maior motilidade e invasividade apds a superexpresséo de
Vimentina (TADOKORO et al., 2016). A Figura 13 apresenta os resultados referente a
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expresséo relativa do RNAm Vimentina nos diferentes grupos celulares analisados. Pode-
se observar que a expressao relativa de Vimentina nas células transfectadas com o miR-
149-3p mimico e inibidor apresentam seus niveis transcricionais reduzidos, em relagdo a
condigéo controle. Assim, baseados nesses resultados e nos ensaios de migracao celular
pela analise do ensaio do fechamento da ferida e pelo ensaio da gota de agarose, que ndo
demonstraram o efeito funcional do miR-149-3p no controle da migracgéo celular, vé-se
que as moléculas mimetizadores e inibidoras, atuam nas células no sentido de modular o
equilibrio celular, na tentativa provavel de controlar a migragdo. Particularmente em
relacdo a expressdo da Vimentina, sabe-se que a linhagem SK-HEP-1 apresenta
caracteristicas metastaticas (FUYUHIRO et al., 2010), e por isso o nivel transcricional do
gene Vimentina € estatisticamente maior que 0s niveis do mesmo nas células
transfectadas.

Prosseguindo as anélises, a molécula E-caderina é uma glicoproteina
transmembrana dependente de calcio localizada no tecido epitelial. Essa € uma importante
molécula de adesdo celular e que atua como elemento colaborador de transducéo de sinal.
Ela pode direcionar a formacéo de complexos proteicos ligados ao citoesqueleto de actina
em combina¢do com formagdo de f-catenina, que pode prevenir e reduzir a adeséo de
células tumorais. A E-caderina é um simbolo importante da ocorréncia da perda da
transicdo epitélio-mesenquimal (ZHOU et al., 2016). A transicdo epitelio-mesenquimal
(TEM) implica profundas mudancgas fenotipicas, incluindo a perda da adeséo célula-
célula e polaridade celular, e confere as células capacidades migratorias e invasivas
(THIERY et al., 2009). Durante a TEM, o marcador de células mesenquimais E-caderina
sofre uma diminuicdo nos niveis de expressdo (ZHANG et al., 2013) que atua como um
facilitador da invasdo de células cancerigenas e a progressdo do cancer metastatico
(CAVALLARO; CHRISTOFORI, 2004; THIERY, 2002; THIERY et al., 2009).

Paralelamente, outro gene de destaque na TEM é a N-caderina. A N-caderina tém
um papel chave nas interacGes celula-célula e funcionam ndo somente para estabelecer
adesOes intimas entre as células, mas também definem especificidade entre as adesfes
inibindo a proliferacdo excessiva e a invasdo de tecidos vizinhos (CAVALLARO;
CHRISTOFORI, 2001; WHEELOCK; JOHNSON, 2003). Além disso, a diminuicéo de
E-caderina e o aumento de N-caderina é frequentemente observado em céanceres
agressivos (WHEELOCK et al., 2008).
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A Figura 13 apresenta os resultados das analises dos niveis de RNAm E-caderina.
Os resultados apontam um aumento significativo nos niveis transcricionais desse gene
nas células transfectadas com o miR-149-3p inibidor. Ainda na Figura 13 é apresentado
os resultados obtidos para N-caderina, que na cultura transfectada com o miR-149-3p
inibidor tem seus niveis transcricionais superexpressos. A analise conjunta dos resultados
das caderinas reforca a observacdo de que esteja ocorrendo alteracdes no equilibrio
celular. Resumidamente, observa-se que em SK-HEP-1 0s miRNAs-149-3p mimico e

inibidor facilita a migracéao celular.

Figura 13: Niveis de expressdo dos RNAm de genes correlatos a adesividade celular (E-
caderina, N-caderina e Vimentina). Expresséo relativa nos grupos celulares: controle e
transfectados com miR-149-3p mimico 30 nM e miR-149-3p inibidor 30 nM, em SK-
HEP-1. Para a analise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA. *p<0.05,
*#p<0.01 e ***p<0.001.
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Além do abordado e considerando as vias de sinalizacdo celular que podem
auxiliar nos mecanismos moleculares de migracdo e metastase, elementos da via
controlada pelo fator de crescimento transformador (TGF-) foram avaliados. Apds a
estimulacdo com TGF-B1, o receptor TGFR2 ativo recruta e fosforila o TGFR1, que
ativado é capaz de fosforilar SMAD2 e SMAD3. SMAD2 e 0 SMAD3 ativadas formam
um complexo com SMAD4 e entdo se translocam para o nucleo, onde o complexo
SMAD?2/3/4 regula a expressdo de genes alvo, incluindo aqueles que participam do
processo de TEM, como E-caderina e N-caderina. Opostamente, SMAD?7 é responsavel
por bloquear ou impedir que esse complexo chegue ao ndcleo e atue como fatores de
transcricdo. Esquematicamente, a Figura 14 ilustra essa via de sinalizacao celular. TGF-

B1 possui um duplo papel no cancer: ele inibe o crescimento, a invasividade e a motilidade
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celular e promove a apoptose em células cancerosas em estagio inicial, enquanto que no
cancer em estagio avancado promove a proliferacdo, invasdo e motilidade das células e
inibe a apoptose. (DA SILVA et al., 2013; YANG, et al., 2015; ZHOU et al., 2016).

Figura 14: Representacdo esquematica da via de sinalizagdo TGF-p1 e SMADs (da Silva
etal., 2013 - adaptado).
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Considerando-se essa via de sinalizagdo, em nossos ensaios, somente a
transfeccdo celular com as moléculas mimetizadoras do miRNA-149-3p aumentam
significativamente os niveis transcricionais de TGF-B1 (Figura 15), em comparagdo com
os resultados obtidos com as células ndo transfectadas. Nenhuma alteracéo significativa
foi observada na expressao de TGF-1 quando transfectadas com o miR149-3p inibidor,
em relagdo ao controle experimental. Esse aumento exacerbado nos niveis de TGF-B1
pode estar estimulando o crescimento celular, a migracdo e progressdo das células
tumorais, como observadas em nossas analises e em diferentes autores (MALFETTONE
et al., 2017; WEAVER, 2017). Ainda, pelas analises dos resultados pode-se sugerir que
0 aumento da expressdo de TGF-B1 tenha modulado a expressdo de SMADs. Embora 0sS
niveis transcricionais de SMAD3 tenham se reduzido nas células transfectadas, quando
em comparacdo com o controle observa-se uma forte inibicdo da expressdo de SMAD7
nessas células que é responsavel pela inibicdo da cascata intracelular de ativacdo mediada
pelas SMADs (YAN et al., 2009). A queda nos niveis de SMAD7 favorecem a
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translocacdo do SMAD2/3 para o nucleo, estimulando a transcri¢do de genes correlatos
com o processo de migracao celular (MATSUO et al., 2010; YAN et al., 2009).

Figura 15: Niveis de expressdo dos RNAm de genes correlatos a sinaliza¢do do fator de
crescimento transformador (TGF-1) e SMADs. Expressao relativa nos grupos celulares:
controle e transfectados com miR-149-3p mimico 30 nM e miR-149-3p inibidor 30 nM,
em SK-HEP-1. Para a anélise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA. **p<0.01
e ***p<0.001.
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4.1.7 Analise de goticulas lipidicas em microscopia de luz de campo claro: as
analises de Oil Red O.

As goticulas lipidicas sdo estruturas celulares formadas por um nucleo lipidico
neutro envolto por uma monocamada de fosfolipideos com composicdo peculiar e
exibindo um conjunto diversificado de proteinas associadas (Figura 16) (BOZZA et al.,
2009). Em mamiferos, o armazenamento de lipideos neutros é observado em células como
adipdcitos, hepatécitos, células esteroidogénicas e macrofagos (FUJIMOTO, 2004;
VIOLA, 2010). Os lipideos neutros reunidos nos hepatdcitos sdo reconstituidos em
lipoproteinas (VLDL) e distribuidos por todo o corpo. O aumento do acimulo de lipideos
neutros nessas células geralmente causa doencas e distdrbios. A ingestdo excessiva de
alimentos resulta no desenvolvimento de goticulas lipidicas em adip6citos e hepatécitos,
resultando em obesidade e figado gorduroso (BOZZA et al., 2009; FUJIMOTO, 2004).

Figura 16: Representacdo esquematica da morfologia basica de uma goticula de lipideo
(ONAL et al., 2017).
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Assim, é importante entender o processo de deposicdo e mobilizacdo de lipideos
neutros celulares. Embora, no passado a presenca de goticulas lipidicas nas células
estivesse envolvida com o armazenamento e o trafego de lipideos, agora estd bem
estabelecido que as goticulas lipidicas sdo estruturas celulares altamente reguladas
envolvidas em muitos aspectos da ativacdo e metabolismo celular e estdo envolvidas nos
processos inflamatorios e neoplésicos (BOZZA et al., 2009; ONAL et al., 2017; VIOLA,
2010).
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No entanto, para se avaliar os efeitos do miR-149-3p na modulagdo dessas
estruturas, analises de microscopia de campo claro foram realizadas. Os resultados
apresentados na Figura 17 mostram que a presenca das moléculas mimetizadoras ou
inibidoras ndo alteram o numero médio das goticulas lipidicas nas células, em
comparagdo com a condic¢do controle. Esses resultados sugerem uma néo alteracdo no

padrdo bioguimico dessas goticulas e do metabolismo lipidico nas células transfectadas.

Figura 17. Andlise de goticulas lipidicas em microscopia de campo claro em células SK-
HEP-1 e quantificacdo relativa de goticulas lipidicas. Analise estatistica realizada em One
way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.
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4.1.8 Cromatografia gasosa/espectrometria de massas (CG/ EM) —

analises de acidos graxos

Para complementar as andlises lipidicas, anélise de CG/ EM foram realizadas para
a mensuracao de acidos graxos (AG) especificos. AG sdo moléculas orgéanicas que se
caracterizam pela presenca de uma cadeia de hidrocarboneto alifatico com grupos metilo
e carboxilo em extremidades opostas; acidos graxos polinsaturados contém mais de uma
ligacdo dupla em sua estrutura (ORTIZ et al., 2013). Existem dois grupos principais de
acidos graxos polinsaturados de cadeia longa biologicamente importantes: acidos graxos
polinsaturados 6mega-6 (w-6) com sua primeira ligacdo dupla em C6, contando a partir
do metil C, e &cidos graxos polinsaturados 6mega-3 (®-3) com primeira ligacdo
insaturada em C3. Os acidos graxos ®-3, como 0 (acido docosahexaenoico, DHA e acido
eicosapentaenoico, EPA) tém propriedades anticancerigenas demonstradas in vitro e in
vivo (YANG, et al., 2014), embora 0os mecanismos subjacentes a esses beneficios ndo
sejam claros. Em contraste, os acidos graxos ®-6 como acido araquidénico (ARA) ou
acido linoleico (LA) sdo considerados como possuindo efeitos promotores de tumor
(FELETOU et al., 2011 e MICHALAK et al. 2016). Neste contexto, o efeito pro-
tumorigénico dos acidos graxos polinsaturados ®-6 € principalmente atribuido aos
eicosanoides -6 gerados enzimaticamente pelas células cancerigenas, como as
prostaglandinas e os leucotrienos. Curiosamente, tanto os -6 eicosanoides quanto a
atividade enzimatica responsavel por sua geracdo aumentam em muitos tipos de cancer
(ORTIZ et al., 2013; YANG, et al., 2014 e MICHALAK et al. 2016).

Assim, foram realizadas CG/ EM para a mensuracéo dos acidos, laurico, miristico,
palmitico, linoleico, oleico, estearico, erdcico e araquidonico e os resultados obtidos a
partir da esterificacdo de acidos graxos e quantificacdo via cromatografia gasosa por
espectrometria de massa, e alteragcOes significativas foram observadas somente na
producdo de &cido araquidonico, nas culturas transfectadas tanto com o miR-149-3p
mimico como miR-149-3p inibidor, quando em comparagdo com 0s niveis do mesmo nas
células controle. A Figura 18 apresenta as andlises e reforcam a existéncia de mecanismos
de ativagdo do processo inflamatorio, pelas transfeccdes celulares, sugeridas na analise

de TGF-B1 (Figura 13), que favorecem a migracao celular.
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Figura 18: Mensuracdo dos niveis de &cido araquidénico presente nas amostras.
Expressdo relativa nos grupos celulares: controle e transfectados com miR-149-3p
mimico 30 nM e miR-149-3p inibidor 30 nM, em SK-HEP-1. Para a analise estatistica
foi utilizado o teste One-Way ANOVA. **p<0.01 e ***p<0.001.
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4.1.9 Expressao de genes correlatos ao metabolismo de lipideos

O equilibrio celular deve reconhecer e responder adequadamente aos seus diversos
estimulos. Ao assegurar a expressdo correta de genes especificos, o sistema regulador
desempenha um papel central no controle de muitos processos bioldgicos, desde a
progressdao do ciclo celular e manutencdo do equilibrio metabdlico e fisioldgico
intracelular, até as etapas de diferenciacdo celular e tempo de desenvolvimento
(BOYADJIEV; JABS, 2000; VAQUERIZAS et al., 2009). Varias doengas surgem de um
colapso do sistema regulatdrio, os fatores de transcri¢cdo. Aproximadamente um terco dos
disturbios do desenvolvimento humano tem sido atribuido a disfuncéo dos fatores de
transcricdo (VAQUERIZAS et al., 2009). Sua principal funcdo é ligar ou desligar,
temporariamente ou espacialmente a transcri¢do génica de genes alvos, ativando-os ou
reprimindo-os, atraves de elementos especificos durante a transcricdo (HOBERT, 2008).

Varios elementos participam da modulagéo celular do metabolismo de lipideos,
entre eles os fatores de transcricdo SREBP1 e membros da familia PPAR.

SREBP1 ¢é um fator de transcri¢do que regula a sintese e absorcao de colesterol e
acidos graxos em células animais (OH et al., 2005). Estudos mostraram que o SREBP1
desempenha um papel na sintese e no metabolismo dos acidos graxos. Quando as células
estdo isentas de esterdis, um processo proteolitico libera as porcGes ativas de SREBP1,

que entram no nucleo e estimulam a transcrigdo de genes em trés vias do metabolismo
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lipidico, biossintese do colesterol; absor¢do de colesterol e acidos graxos do plasma e
biossintese de acidos graxos. (OH et al., 2005; SHAFIEE et al., 2017). Pela analise dos
resultados apresentados na Figura 19, observa-se um aumento na expressdo do RNAmM
SREBP1 nas células transfectadas com o miR-149-3p mimico, em relagcdo as células
controle. Nas células transfectadas com o miR-149-3p inibidor ndo foram observadas
alteracdes estatisticas em relacdo ao controle.

Além de SREBP1, membros da familia dos receptores ativados por proliferadores
de peroxissoma (PPAR - PPARa, PPARP/S e PPARY) atuam na modulagdo transcricional
de lipideos. Essas moléculas, que sdo receptores nucleares sdo ativadas apés a interagdo
dos mesmos com ligantes especificos, sendo translocadas para o ntcleo, onde elas mudam
sua estrutura e regulam a transcricao génica de moléculas correlacionadas a proliferacao,
diferenciacdo, metabolismo celular, especialmente a homeostase de lipideos e glicose
(CHENG et al., 2016; JANANI; RANJITHA KUMARI, 2015).

O PPARa ¢ o PPARY compdem a subfamilia de PPAR e cada um exibe padrfes e
fungdes de distribui¢do tecidual especificos da isoforma. A expressao de PPARa ¢
enriquecida em tecidos com altas taxas de oxidacdo de &cidos graxos, como figado,
coracdo, musculo esquelético, entre outros. Atuam como sensor nutricional que permite
a adaptacdo das taxas de catabolismo de &cidos graxos, lipogénese, e ainda, é um
regulador transcricional de genes envolvidos na B-oxidagdo peroxisomal e mitocondrial
e no transporte de acidos graxos (COSTA, 2013).

O PPARYy possui fungdes pleiotropicas, como a regulagdo do metabolismo de
glicose e lipideos, propriedades antinflamatorias, inibi¢do do estresse oxidativo e melhora
da funcdo endotelial (JANANI; RANJITHA KUMARI, 2015). A Figura 19 também
apresenta os resultados para membros da familia PPAR. Em relacio a PPARa, este
apresenta niveis transcricionais aumentados nas células transfectadas com o miR-149-3p
inibidor, quando da comparagdo com a condic¢do controle, o que sugere mais uma vez
uma alteracdo do metabolismo mediada pelo miRNA inibidor. Nenhuma alteracéo
significativa foi observada nas células transfectadas com o miRNA 149-3p mimico,
quando comparado com o controle experimental. Por sua vez, a analise dos niveis do
RNAm do PPARy, também apresentou um padrdo transcricional semelhante ao
observado na analise de PPARa. Nas células transfectadas com o miR-149-3p inibidor
observa-se um aumento significativo dos niveis transcricionais de PPARy em rela¢éo ao
controle experimental. Conjuntamente, os resultados sugerem a atuacdo funcional do

miR-149-3p no metabolismo lipidico das células SK-HEP-1, que potencialmente atuam
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na migracdo celular. Essas observacOes séo reforcadas pelo descrito em (DING et al.,

2016) que demostra a atuacdo do miR-149-3p na modulacdo do metabolismo energético
celular.

Figura 19: Niveis de expressdo dos RNAm de genes correlatos a fatores de transcri¢éo
no metabolismo de lipideos: SREBP1, PPAR-a ¢ PPAR-y, respectivamente. Expressdo
relativa nos grupos celulares: controle e transfectados com miR-149-3p mimico 30 nM e
miR-149-3p inibidor 30 nM. Teste One-Way ANOVA. *p<0.05 e ***p<0.001.
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Por sua vez, estudos bioquimicos sobre elementos que compdem a maquinaria de
processamento de moléculas lipidicas de &cidos graxos, sugeriram a existéncia de varias
vias distintas de alongamento em mamiferos. Os &cidos graxos sao alongados por enzimas
acopladas a membrana do reticulo endoplasmatico (RE) ap6s sua conversao em acil-
CoAs. Essa reacdo é catalisada por uma enzima, a acido graxo elongase. Mamiferos tém
sete elongases (ELOVL1-7), e cada um exibe uma especificidade de substrato
caracteristica (KIHARA, 2012). Sugere-se que ELOVL1 controle a sintese de
alongamento de cadeia muito longa de acidos graxos até 26 carbonos para, por exemplo,
a formacdo de esfingolipidios (JAKOBSSON, et al., 2006). Os esfingolipidios sdo
componentes estruturais da membrana celular, necessaria para a formacgéo de barreiras,
transporte e processos sensoriais das células, fornecem vérias fungdes importantes na
fisiologia dos mamiferos, por exemplo, sinalizagao celular (OHNO et al., 2010 e ZALBA
e HAGEN, 2017).

Além disso, Tamura et al., (2009), demostraram que ELOVLY7 é superexpresso
em células de cancer de prostata. De acordo com os dados de expressdo génica de células
de cancer de préstata e outros érgdos, 0 ELOVL7 foi expresso no mais alto nivel nas
células de cancer de prostata, podendo levar a especulacdo de que o ELOVL7 poderia

estar envolvido em vias metabolicas especificas de acidos graxos de cadeia longa e outros
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lipideos que poderiam desempenhar alguns papéis importantes na carcinogénese da
prostata (TAMURA et al., 2009). A Figura 20 apresenta os resultados obtidos para as
ELOVLs em nossos grupos celulares, aonde se observa um aumento muito significativo
na expressao relativa de RNAm ELOVL1 e ELOVLY7, nas células transfectadas com o
miR-149-3p mimico quando comparado a condicao controle. Também foram observados
aumentos significativos, entretanto, menos expoentes que 0s nhiveis encontrados nas
culturas transfectadas com o0 miR-149-3p inibidor. Essas analises sugerem que 0 aumento
da expressao do miR-149-3p mimico, indica a necessidade da célula em sintetizar acidos
graxos de cadeia muito longa, refor¢ando a atuacdo do metabolismo lipidico no equilibrio
celular e sugerindo a sua atuacdo na migragdo celular em SK-HEP-1. E por fim, pode-se
concluir que a transfeccdo causa um desequilibrio metabdlico intracelular, que canaliza
processo inflamatdrio, gasto energético e migracao celular.

Figura 20: Niveis de expressdo dos RNAms de genes correlatos a elongases, no
metabolismo de lipideos: ELOVL1 e ELOVLY7, respectivamente. Expressdo relativa nos
grupos celulares: controle e transfectados com miR-149-3p mimico 30 nM e miR-149-3p

inibidor 30 nM, em SK-HEP-1. Para a analise estatistica foi utilizado o teste One-Way
ANOVA. *p=<0.05, **p=<0.01 e ***p<0.001.
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Reforcando nossas analises realizadas, um estudo de Ding et al., (2016), mostrou
que apos o jejum de 24 horas, o tecido adiposo subcutaneo de camundongos adquiria
propriedades-chave da gordura visceral. Durante essa "visceralizacdo" o estudo apontou
a atuacdo do miR-149-3p nesse mecanismo por atuar sobre uma proteina co-reguladora,
chave necessaria para a modificacdo da gordura branca em marrom, PRDM16.
Camundongos deficientes do miR-149-3p apresentam um aumento no gasto energético
de todo o corpo, com aumento da termogénese. Esses resultados indicam que, além da

capacidade de metabolizar a gordura branca para marrom que protege da hipotermia
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durante a exposicao ao frio, o deposito adiposo subcutaneo também é capaz de modificar
novamente a gordura marrom em branca para energia durante o jejum, presumivelmente
para manter o equilibrio energético, via regulacdo do miR-149-3p mediada de PRDM16
(DING et al., 2016). Esse estudo mostra que o miR-149-3p est4 ligado a processos
envolvendo metabolismo de lipideos e regulacdo da expressdo génica, indicando a
relevancia do seu estudo na sustentacdo do metabolismo tumoral e sua co-regula¢do com
a metastase.

Em nossas analises foi possivel observar que 0 miR-149-3p nao esta intimamente
relacionado com o controle dos processos migratérios em SK-HEP-1, no entanto, ha
evidéncias de que ele esteja envolvido no metabolismo de lipideos, atuando sobre os
fatores de transcricdo, que sdo elementos chaves que interferem em muitos mecanismos
celulares, incluindo proliferacdo e migracao, e sintese de lipideos como suprimento de

energia celular.

5. Sintese dos resultados obtidos para SK-HEP-1

Baseado nos resultados, pode-se inferir que a proteina AAMP nédo é o elemento
central na regulacdo do processo de migracdo celular em SK-HEP-1. Pois mesmo frente
aos mecanismos de RNAI desencadeados pelo miR-149-3p mimico, ocorre migragédo
celular. Além disso, pode-se sugerir que 0 miR-149-3p atua na modulagdo do
metabolismo de lipideos, pelo aumento da expressdo de elementos centrais na ativacao

desse metabolismo.

6. CAPITULO Il - LINHAGEM CELULAR HEP-G2

6.1 Analises iniciais: os efeitos moleculares do miRNA-149-3p na expressao do

gene da proteina AAMP

Para avaliar o efeito do miR-149-3 nas celulas HEP-G2, considerando as anélises
preliminares do nosso grupo de pesquisa, 0 nivel de expressdéo do RNAmM AAMP foi
avaliado nos diferentes grupos celulares de HEP-G2 em estudo. Os respectivos controles

experimentais, utilizando-se somente a lipofectamina RNAIMAX também foram
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realizados, mas ndo demonstraram alteragOes significativas em relacdo a condicdo
controle experimental (culturas crescidas sob condi¢6es regulares). Esses resultados nao
sdo apresentados nas figuras abaixo. A Figura 21 apresenta os resultados, aonde séo
observadas particularidades de atuacdo de diferentes concentracbes do miR-149-3p na
modulacdo da expressdo do gene AAMP nas células em anélise. Assim, como nas analises
realizadas com as células SK-HEP-1 a concentracdo de 30 nM do miR-149-3p mimico e
do seu inibidor foram selecionadas para serem utilizadas nos ensaios envolvendo as
culturas HEP-G2.

Figura 21: Niveis de expressdo relativa dos RNAmM AAMP nas células hepaticas HEP-
G2 crescidas em 10% de SBF. As diferentes culturas foram transfectadas
independentemente, com diferentes concentra¢es dos hsa-miR-149-3p com diferentes
concentracdes dos hsa-miR-149-3p mimico (30 nM) ou do inibidor (30nM). As anélises
foram realizadas em triplicatas por PCR em tempo real, os resultados normalizados com
o gene B-actina. O nivel de expressdo de mMRNA foi obtido através de andlise estatistica
One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p<0,0005, utilizando-se o
programa Graph Pad versao 5.
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Os resultados apresentados apontam expressao diferencial do gene de AAMP nas
células transfectadas com a concentracdo de 30 nM do miR-149-3p mimico. Nessa
concentracdo de miRNAs mimicos, a expressdo do RNAm AAMP nas células HEP-G2 é
extremamente baixa, 0 que sugere a existéncia do bloqueio transcricional frente o efeito
sisttmico do miR em estudo, ou mesmo a ativacdo de mecanismo de RNAIi por uma
interacdo mMIiR-149-3p mimico: RNAm AAMP, considerando-se que esse RNAm
apresenta sitios de interacdo ao miRNA em estudo (SILVA et al., 2016). Por outro lado,

a transfeccdo celular como o miR-149-3p inibidor induz a um abrupto aumento da
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expressao de RNAm AAMP, sugerindo que a sequéncia exdgena estd complementando a
sequéncia do miR-149-3p enddgeno, ndo permitindo a interrupcdo da expressdo do
RNAM AAMP.

Uma vez padronizadas as concentracdes a serem utilizadas nos ensaios, foram
avaliados os niveis do miR-149-3p nos diferentes grupos celulares investigados. A Figura
22 apresenta os resultados e demonstra um aumento nos niveis do miR-149-3p nas células
transfectadas com 0 miR-149-3p mimico (30 nM), quando comparado com a condi¢ao
controle como esperado, houve aumento da sequéncia exdgena do miRNA em estudo
nesta condigdo. Paralelamente, nas células transfectadas com o miR-149-3p inibidor, foi
observado uma diminuic¢ao nos niveis do miR-149-3p; considerando-se que a sequéncia
inibitéria exdgena se complementa com a sequéncia do miR-149-3p enddgeno, o duplex
de RNA formados desencadeia mecanismos de degradacdo das mesmas
(CHRISTOPHER et al., 2016; JONAS; IZAURRALDE, 2015), como visto em SK-HEP-
1.

Figura 22: Nivel de expressao relativa do miRNA hsa-miR-149-3p em células HEP-G2
crescidas até a confluéncia, na auséncia (Controle) e presenca do miR-149-3p mimico e
inibidor. A expressao génica relativa apresentada nos graficos foi normalizada em relagdo
ao gene U6. Para analise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA com pos-teste
de Dunnett. ***p <0.01.
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6.1.2 Analise da expressdo de proteina AAMP

Baseado nos resultados obtidos e também para validarmos o efeito funcional do

miR-149-3p na proteina AAMP, andlises de Western blot foram realizadas. Como
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reportado anteriormente (item 4.1.2), AAMP é uma proteina celular associada a migracao
e angiogénese e estd amplamente distribuida em muitos tipos de células com potencial

migratorio.

A Figura 23 é representativa, e apresenta os resultados da expressao da proteina
AAMP, que foram normalizados com a utiliza¢do da proteina enddgena -actina. Vé-se
uma reducdo expressiva da proteina AAMP nas células transfectadas com o miR-149-3p
mimico e aumento significativo de AAMP nas células transfectadas com o miR-149-3p
inibidor (30 nM). Os resultados estdo em acordo com o observado na Figura 21 que
apresenta 0s niveis transcricionais de AAMP. Em conjunto os resultados sugerem a
interacdo RNAmM miR-149-3p; quando da transfeccdo com o mimico, este pode
desencadear um mecanismo de RNAI pés-transcricional como observados em Silva et al.,
(2016), levando a degradacédo da molécula mensageira. Por outro lado, a presenca do miR-
149-3p inibidor, bloqueia a atividade metabdlica do miR enddgeno, colaborando com o
aumento dos seus niveis transcricionas e traducionais nas células.

Figura 23: Andlise dos niveis proteicos de AAMP (52 kDa) e B-actina (42 kDa) por
western blot nas condi¢cOes estudadas. As bandas estdo representas como Controle (C),
miR-149-3p mimico 30 nM (M) e miR-149-3p inibidor 30 nM (I). Os gréaficos foram

construidos utilizando-se o software Graph Pad Prism 5 e as analises estatisticas foram
calculadas utilizando-se ANOVA. *p<0,05 e ***p<0.001.
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6.1.3 Ensaio de microscopia de fluorescéncia

Para se observar os efeitos funcionais dos miRNAS mimicos e inibidores na
morfologia do nucleo e do citoesqueleto celular, analises de microscopia de fluorescéncia

foram realizadas. A Figura 24 apresenta os resultados e pelas analises, observou-se que a
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transfeccdo das células HEP-G2 com 0 miR-149-3p mimico modula as interagdes célula-
célula, induzindo a formacéo de estruturas tipo lamelipddios (MITRA e SCHLAEPFER,
2006), que interligam as células vizinhas. Por outro lado, a transfeccdo celular com o
miR-149-3p inibidor ndo altera a morfologia geral das culturas que se parecem

fenotipicamente as células controle.

Figura 24: Microscopia de florescéncia de células HEP-G2. Diferentes condi¢Bes
celulares com HEP-G2 foram cultivadas em laminulas e depois corados com faloidina-
TRITC (filamentos de actina) e DAPI (nlcleos) para investigar alteracGes morfoldgicas
nos grupos celulares. As setas apontam os lamelipddios.
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6.1.4 Ensaio de migracéo celular — ensaio da ferida (wound healing)

Considerando as alteragcbes morfoldgicas observadas (item 6.1.3), 0 ensaio da
ferida (wound healing) foi realizado para avaliar os efeitos das transfec¢des nas linhagens
celulares na migracdo e/ ou proliferagcdo celular. A Figura 25 apresenta os resultados
obtidos nos ensaios da ferida nas células HEP-G2. Pela analise dos resultados pode-se
sugerir que as alteracdes morfologicas das células, mediadas pelas transfec¢des (Figura
24), podem estar influenciando na migracdo das mesmas, o que € significativo,
considerando-se que as células HEP-G2 ndo se caracterizam como células metastaticas e,
portanto, ndo apresentam caracteristicas de migracdo marcantes (HSIEH et al., 2012).
Como se pode ver, a transfeccdo com a molécula mimetizadora conduz o fechamento
quase que completo da injuria em 24 horas. Por outro lado, 0 miR-149-3p inibidor ndo
altera o padrdo de fechamento da ferida, quando em comparacdo com o controle. Pelo
conjunto das andlises até aqui, podemos pensar que em CHC o miR-149-3p atua
acelerando a metastase e piorando o quadro clinico, e que talvez possa ser considerado
um marcador do estadiamento dessa patologia. Entretanto, maiores analises devem ser
realizadas.

Figura 25: Ensaio da ferida (wound healing) em células HEP-G2 transfectadas ou ndo
com o miR-149-3p. Diferentes grupos de células HEP-G2 foram cultivadas em placas de
6 pocos. Sob confluéncia, a migracao celular foi examinada por meio de um ensaio de
cicatrizagdo de feridas. As imagens sdo de microscopia (x100). O grafico mostra a
quantificacdo da recuperacao das areas lesionadas apds um periodo de 24 horas.
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6.1.5 Ensaio de invasao celular

Para se complementar as analises dos ensaios da ferida (item 6.1.4) foram
realizados ainda, analise do potencial invasivo das células HEP-G2 em cada um dos
grupos estudados pelo ensaio da gota de agarose. Para tal, adaptou-se a metodologia
descrita por Wiggins; Rappoport (2010) como descrito anteriormente. Os resultados estdo
apresentados na Figura 26 e demonstram a invasdo/ migracdo das células nas gotas
contendo SBF ap6s um intervalo de 24 horas da semeadura. Entretanto, considerando-se
as caracteristicas das células HEP-G2 que apresentam um baixo potencial metastatico
(HSIEH et al., 2012), o que se verifica é a ndo invasdo das gotas de agarose pelas células

transfectadas.

Figura 26: Ensaio de Invasdo Celular. Anélise do potencial invasivo de células HEP-G2
dos grupos controle, e transfectados com o0 miR-149-3p mimico 30 nM e miR-149-3p
inibidor 30 nM, através do ensaio de gota de agarose. Imagens de microscopia (x100) das
células HEP-G2 migrando por debaixo das gotas de agarose diluidas em MEM 10% SFB;
as imagens foram adquiridas nos periodos de 0 e 24 horas. As setas apontam para um
grupo de células invasoras. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o teste
Two-Way ANOVA. ***p<0.001.
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6.1.6 Expressdo de genes correlatos ao processo de adesdo/ migracao

celular

A expressdo e a atividade das MMPs aumentam em quase todos os tipos de
canceres humanos e estdo associadas ao estagio avancado do tumor e a baixa sobrevida
(CATHCART et al., 2015; CHENG et al., 2006). As atividades de MMPs que incluem
colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas e MMPs tipo membrana estéo sob
controle rigido através da inibicdo por TIMPs. Como anteriormente descrito, um
equilibrio bem ajustado entre os niveis de MMPs e TIMPs controla a extensdo da
degradacdo local da MEC na periferia das células e, assim, influencia os processos
celulares, como migracéo, proliferacdo e sobrevivéncia (RIES, 2014).

A Figura 27 apresenta os resultados das andlises de mensuracdo de expressao
génica de TIMPS e MMPs nas culturas de células HEP-G2. Os resultados apontam que
nos niveis de TIMP1 aumentam com maior intensidade nas células transfectadas com o
miR-149-3p inibidor. Opostamente, a expressdo relativa do RNAm MMP9 reduz nas
culturas transfectadas tanto com o0 miR-149-3p mimico como o miR-149-3p inibidor.
Continuamente, em relacdo a expressdo de TIMP2, apenas nas células transfectadas com
0 miR-149-3p inibidor é observada consideravel aumento na transcricdo génica quando
comparados aos niveis observados nas culturas controle e ndo transfectadas.
Resumidamente, os resultados apontam que o inibidor atua tentando inibir as MMPs e
controlar a migracdo, isso justifica 0 aumento da expressdo de TIMPs nas células
transfectadas com o miR-149-3p inibidor. Entretanto, a linhagem celular HEP-G2 néo é
uma célula com caracteristicas de metastase (HSIEH et al., 2012) e por isso os efeitos
sisttmicos do miR-149-3p ndo sdo tdo expoentes nessas células, embora 0s mecanismos
intracelulares dessa linhagem se prepare para controlar a migracdo frente os efeitos do
miR- 149-3p.
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Figura 27: Niveis de expressdo dos RNAm de genes correlatos a degradagdo da matriz
extracelular (MMPS) e de seus inibidores (TIMPSs). Expresséo relativa dos genes MMP2,
MMP9, TIMP1 e TIMP2 nos grupos celulares: controle e transfectados com miR-149-3p
mimico 30 nM e miR-149-3p inibidor 30 nM, em ambas as linhagens celulares (HEP-
G2). Para a andlise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA. ***p<0.001.
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Considerando-se elementos relevantes nos processos de migracao e adesao, temos
as juncdes apertadas, que sdo importantes estruturas juncionais entre os hepatécitos
(SCHMITT et al., 2004). Ocludina esta envolvida na diferenciacdo epitelial. A proteina
Ocludina da juncdo transmembrana é de crucial importancia na regulacdo da funcéo
adesdo célula-célula. Apesar de seu fenétipo maligno, as células HEP-G2 formam
contatos juncionais estreitos célula-célula (SCHMITT et al., 2004; VOLKSDORF et al.,
2017). As anélises de expressao génica desses elementos sdo apresentadas na Figura 28,
0 que evidenciam o papel funcional do miR-149-3p mimico na modulacao génica, quando
em comparacdo com os niveis de expressdo das moléculas TJP1 e Ocludina nas demais
condicdes investigadas. Nas células HEP-G2 transfectadas com a molécula inibidora os

niveis transcricionais dos genes em questdo apresentaram um aumento estatistico
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significativo, em relagdo ao controle e mesmo em relagéo aos efeitos da transfec¢do do
miR-149-3p mimico. Esses resultados sugerem que ao inibir o miR-149-3p nos
hepatdcitos, ocorre aumento dessas moléculas de adeséo, reforcando o contato célula-
célula, isto reforca a menor migracdo celular no ensaio da ferida (Figura 25) nesta
condi¢do. Quanto maior a adesdo entre elas, maior é a dificuldade em degradar matriz
extracelular, se desagregar e migrar (BYRON; FRAME, 2016), observacédo corroborada
pelas analises dos efeitos do inibidor no ensaio da ferida (Figura 25). Nessas analises a
transfeccdo com o miR-149-3p mimico ndo exerce alteracfes relevantes no equilibrio
celular, considerando-se que a expressdo dos genes em analise se manteve proximo com
o controle.

Figura 28: Niveis de expressdo dos RNAmM de genes correlatos & adesdo celular Ocludina
(OCLDN) e Tight Junction Protein 1 (TJP1). Expressao relativa nos grupos celulares:
controle e transfectados com miR-149-3p mimico 30 nM e miR-149-3p inibidor 30 nM,
em HEP-G2. Para a analise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA. **p<0.01
e ***p<0.001.
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Como reportado anteriormente, estudos recentes enfatizam a possibilidade de
envolvimento da familia SMADs na patogénese das doencas do CHC e descobriram o
papel ativo da sinalizagdo do TGF-B1 tanto na supressdo tumoral quanto na oncogénese.
Na Figura 29, pode-se observar que houve aumento da expressao do RNAm TGF-f1 em
relacdo a condicdo controle, juntamente com o aumento nos niveis de SMAD4 (que atua
diretamente na translocacdo do complexo SMAD2/ SMAD3 para o nucleo celular). O
decréscimo nos niveis de SMAD2 e SMAD3, proteinas relevantes para o equilibrio
celular, que contém putativos alvos de interagdo com o miR-149-3p, podem estar

favorecendo o aumento das SMAD4 para garantir a translocacdo do complexo SMAD2/
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SMAD3 em quantidades suficientes para se garantir a homeostasia. Por sua vez, para se
evitar um desbalanco intracelular, ocorre um aumento nos niveis de SMAD7 que sugere
a atuacdo da mesma nesse controle intra-celular, uma vez que SMAD7, procura impedir
a translocacao do complexo SMAD2/ SMAD3 do citoplasma para o nucleo.

Pela andlise dos resultados pode-se sugerir que a modulacéo celular causada pela
transfeccdo das moléculas mimetizadoras e inibidoras do miR-149-3p, favorecem a
translocacdo do complexo SMAD2/ SMAD3, nas células transfectadas com o mimico e
consequentemente favorecem o aumento da expressdo de TGF-1, o que favoreceu a

migracao e o crescimento celular visualizado na Figura 25.

Figura 29: Niveis de expressdo dos RNAm de genes correlatos a sinalizacao do fator de
crescimento transformador (TGF-B1) e SMADs. Expressao relativa nos grupos celulares:
controle e transfectados com miR-149-3p mimico 30 nM e miR-149-3p inibidor 30 nM,

em HEP-G2. Para a andlise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA. *p<0.05,
*#p<0.01 e ***p<0.001.
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A expressdo da Vimentina correlaciona-se com o aumento do potencial
metastatico e o mau prognostico do paciente na maioria dos tipos de tumores solidos,

incluindo cancer de pulmé&o, prdstata e mama; no entanto, pouco se sabe sobre como a
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vimentina funciona para promover a cascata metastatica (SALGUEIRO et al., 2015). Ao
analisar a expressdo relativa do RNAmM Vimentina vé-se uma maior expressao nas células
transfectadas com o miR-149-3p inibidor, em relacdo ao controle e a0 miR-149-3p
mimico, que estdo praticamente com o mesmo nivel de expressdo, sabendo que a
Vimentina é um indicador de potencial metastatico, é possivel inferir que ao inibir o miR-
149-3p as células tentam adquirir esse fenétipo, porém, ainda € insuficiente, pois no

inibidor ela migram menos comparado ao mimico (ver Figura 30).

Outros elementos relevantes a serem investigados no contexto da migracao e
adesdo sdo as caderinas classicas. Na Figura 30, observa-se uma baixa expressao do
RNAmM E-caderina nas células controle e nas células transfectadas com o miR-149-3p
mimico. No entanto, ocorre um aumento da expressao relativa nas células tranfectadas
com o miR-149-3p inibidor, que pode estar correlacionado com o ndo fechamento da
ferida nas células transfectadas com o inibidor, demonstrado na Figura 25. Essa colocacao
é posta, uma vez que a E-caderina € responsavel pela adeséao célula-célula e pela transicéo
epitélio-mesenquimal. Paralelamente, ao analisar a expressao relativa do RNAm N-
caderina é possivel observar que nas células transfectadas com 0 miR-149-3p mimico e/
ou inibidor sua expressdo € altissima, comparada ao controle, inferindo uma possivel
progressdo tumoral. Segundo HAZAN et al., (2000) o aumento da expressdo de E-
caderina em linhagens celulares de carcinoma invasivo reduziu sua capacidade de invaséo
celular in vitro, apoiando ainda mais o papel da E-caderina na manutencao de células em
estado epitelial e suprimindo o potencial invasivo de células malignas; ja, a expressao de
N-caderina em células de cancer de mama (MCF-7) ndo reduziu a expressao enddgena
ou a funcdo adesiva da E-caderina, mas ainda conferiu propriedades invasivas e
metastaticas (HAZAN et al., 2000). No caso da HEP-G2, por se tratar de uma linhagem
maligna, o aumento da expressdo de N-caderina no inibidor ndo interferiu na perda da
adesividade celular como mostra a expressao de E-caderina, também no inibidor,

dificultando a migracéo celular.
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Figura 30: Niveis de expressdo dos RNAm de genes correlatos a adesividade celular (E-
caderina, N-caderina e Vimentina). Expressédo relativa nos grupos celulares: controle e
transfectados com miR-149-3p mimico 30 nM e miR-149-3p inibidor 30 nM, em HEP-
G2. Para a analise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA. *p<0.05, **p<0.01
e ***p<0.001.
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6.1.7 Analise de goticulas lipidicas pelo ensaio de Oil Red O

Muitos organismos vivos armazenam lipideos em suas células para produzir
energia metabolica, no caso de fontes de energia insuficientes. Esses tipos de lipideos séo
depositados em goticulas lipidicas (CZAJA, 2016; WALTHER; FARESE 2009).

Para se avaliar a distribuicdo das goticulas lipidicas nos diferentes grupos
celulares e o efeito modulador do miR-149-3p, analise de microscopia foram realizadas.
A Figura 31 apresenta os resultados aonde é observado um aumento no numero de
goticulas lipidicas nas células transfectadas com o miR-149-3p mimico, quando
comparado ao controle. A transfeccdo celular com o miR-149-3p inibidor ndo induziu
alteracdes significativas do numero de goticulas/ células, em relacdo ao controle
experimental. Esses resultados demonstram que efetivamente o miR-149-3p altera a
homeostase celular. Por outro lado, a transfec¢do celular com a molécula inibidora induz
a formacdo de grandes vacuolos citoplasmaticos (indicado pelas setas), o que
possivelmente se trate de um processo de estresse celular ou inducgéo de apoptose (QIAN
e YANG, 2009), reforcando a observacao sobre a relevancia do miR-149-3p no equilibrio

celular.
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Figura 31. Andlise de goticulas lipidicas em microscopia de campo claro em células
HEP-G2 e quantificacdo relativa de goticulas lipidicas. Analise estatistica realizada em
One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p < 0.0005, **p < 0.005 e *p <
0.05.
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6.1.8 Cromatografia gasosa/espectrometria de massas (CG/ EM) —

analise de acidos graxos

A sintese lipidica descreve 0s processos que convertem os carbonos derivados de
nutrientes em acidos graxos. Esses acidos graxos podem ser usados para gerar muitos
tipos diferentes de lipideos como, diacilglicerideos, triacilglicerideos que sdo usados
principalmente para armazenamento de energia na forma de goticulas lipidicas.
Inicialmente, os resultados oriundos da cromatografia gasosa/ espectrometria de massa
ndo apresentaram nenhum resultado significativo, com exce¢do do acido oleico como
pode ser visto na Figura 32, aonde houve diferenca estatistica nas células transfectadas
com o miR-149-3p inibidor, apresentando maior quantidade de acido oleico em relacéo
ao controle e a0 miR-149-3p mimico.
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Figura 32: Quantidade de Acido Oleico presente nas amostras. Quantidade relativa nos
grupos celulares: controle e transfectados com miR-149-3p mimico 30 nM e miR-149-3p
inibidor 30 nM, em HEP-G2. Para a analise estatistica foi utilizado o teste One-Way
ANOVA. *p<0.05.
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6.1.9 Expressdo de genes correlatos ao metabolismo de lipideos

Como visto anteriormente (item 4.1.9) SREBP1 é um fator de transcricdo que
induz a lipogénese de novo principalmente em resposta ao aumento da insulina e regula
a sintese e absorcédo de colesterol e acidos graxos em células animais (OH et al., 2005).
A Figura 33, apresenta baixissimos niveis de expressdo do gene analisados nas células
transfectadas. Pode-se sugerir, portando que o desbalanco no nivel do miR149-3p, quer
pelo aumento de seus niveis quer pela sua inibicdo, inviabilizardo a atuacao do fator de
transcricdo SREBP1 nas células HEP-G2.

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARS) séo receptores
nucleares conhecidos por modularem as funcdes celulares e as vias de transducéo, tais
como proliferacéo, diferenciagéo, metabolismo celular (VELLA et al., 2017). De acordo
com a Figura 33 é possivel observar um aumento significativo, estatisticamente, na
expressdao do RNAmM PPAR-a nas culturas transfectadas com o miR-149-3p inibidor,
reforcando a atuagdo funcional do miR-149-3p no metabdlismo lipidico. As anélises da
expressao de PPAR-y apontam aumentos significativos na expressao do gene investigado
nas células transfectadas, com maior destaque para as células transfectadas com o miR-
inibidor, quando da comparacdo com 0s niveis de expressdo encontrados na condicado
controle sugerindo uma possivel mudanca no metabolismo celular, devido a falta do miR-
149-3p.
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Essa diferenga também foi vista em SK-HEP-1, isso reforca que a alteracéo
homeostatica dos niveis do miR-149-3p exerce relevante papel no controle dos niveis de

fatores de transcrigdo que estdo envolvidos no metabolismo de lipideos.

Figura 33: Niveis de expressao dos RNAm de genes correlatos a fatores de transcricéo,
no metabolismo de lipideos: SREBP-1, PPAR-a ¢ PPAR-y respectivamente. Expressao
relativa nos grupos celulares: controle e transfectados com miR-149-3p mimico 30 nM e
miR-149-3p inibidor 30 nM, em HEP-G2. Para a andlise estatistica foi utilizado o teste
One-Way ANOVA. *p<0.05 e ***p=<0.001.
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Paralelamente, na Figura 34 é possivel observar um aumento significativo em
ELOVL1 nas transfec¢bes com 0 miR-149-3p mimico e inibidor, comparado ao controle.
Como ja relatado, ELOVLL1 e importante na sintese de esfingolipideos, enquanto que
ELOVLY estdo envolvidos no alongamento de acidos graxos monoinsaturados com as
atividades mais altas em direcdo aos C18 (&cido oleico e linoleico) (OHNO et al.,2010 e
KIHARA, 2012). Sendo assim, pode-se inferir gque RNAmM ELOV L1 esteja superexpresso
para a producdo de elementos da membrana plasmatica, seja para a migracao celular
(mimico) ou para aderéncia célula-célula (inibidor). Em relagdo a ELOVL7 houve uma

expressdo extremamente baixa na cultura transfectada com o miR-149-3p mimico, sem
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diferenca estatistica em relacdo ao controle, porém, na transfecgdo com o miR-149-3p
inibidor essa expressdo aumenta significativamente, sugerindo a ocorréncia de
alongamento de cadeia de acidos graxos para suprimento energético necessario, COmo

pode ser visto também na Figura 32, 0 aumento da quantidade de &cido oleico nesta
condigéo.

Figura 34: Niveis de expressdo dos RNAm de genes correlatos elongases, no
metabolismo de lipideos: ELOVL-1 e ELOVL-7. Expressdo relativa nos grupos celulares:
controle e transfectados com miR-149-3p mimico 30 nM e miR-149-3p inibidor 30 nM,
em HEP-G2. Para a analise estatistica foi utilizado o teste One-Way ANOVA. *p<0.05,
**p<0.01 ¢ ***p<0.001.
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7. Sintese dos resultados obtidos para HEP-G2

De acordo com os resultados discutidos observou-se que a proteina AAMP, como
observado na linhagem SK-HEP-1, ndo é a proteina principal que modula o processo de
migracdo celular. A inibicdo da traducdo da proteina AAMP ndo interferiu no processo
de migracdo celular, como reportado em células de linhagem tumoral (HU et al., 2016).
O miR-149-3p promoveu a diminui¢do da expressdo relativa de RNAm dos genes de
adesdo, facilitando a desagregacdo celular. Porém a falta desse miRNA estimula a
expressao dos genes de adesdo celular, como pode ser visto por TJP1, Ocludina,
Vimentina, E-caderina, e N-caderina. Além disso, genes como ELOVL7, PPAR-a e
PPAR-y s3o superexpressos ao inibir o miR-149-3p, inferindo no recrutamento de fontes
energéticas para que a célula desempenhe suas atividades. As analises com HEP-G2
sugerem uma forte interacdo do miR-149-3p no metabolismo energético, devido a

caracteristica mais metabolizadora da linhagem em estudo. No entanto, em relacdo a
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migracdo celular, o miRNA também nao interferiu, sugerindo o fato de que essa célula

ndo possua natureza metastatica.

8. DISCUSSAO COMPARATIVA E CONCLUSAO

A andlise conjunta dos resultados, refor¢a a importancia das duas linhagens celulares,
SK-HEP-1 e HEP-G2, para a execucao do trabalho. Sendo a SK-HEP-1 uma linhagem
metastatica perfeita para estudos de migragdo celular e HEP-G2 uma linhagem tumoral
bastante metabolizadora, sendo um bom modelo para responder a tratamentos
moleculares, como expressao génica e o estudo de microRNAs.

Em SK-HEP-1 tém-se o aumento da expressaio de RNAm AAMP tanto nas
transfec¢cbes com o mimico quanto no inibidor do miR-149-3p, porém a traducdo da
proteina s ocorre na transfec¢cdo com o inibidor, mostrando que o microRNA regula a
traducgdo da proteina, e, ao inibi-lo ocorre o processo de traducdo de AAMP normalmente.
Para SK-HEP-1 identificou-se que ndo é AAMP a proteina principal, responsavel pelo
controle da migracao.

Ao analisar HEP-G2 observa-se a baixa expressdao de RNAm AAMP na transfeccao
com o0 mimico e sua alta expressao no inibidor. Porém a expressao da proteina é expressa
somente ao inibir o miRNA, inferindo que, como para SK-HEP-1, AAMP néo é a proteina
que controla o processo de migragédo, ainda que HEP-G2 néo possua tal caracteristica.

Ao analisar a expressdo dos genes correlatos ao processo de migracdo e adesédo
celular, observa-se que a SK-HEP-1 apresenta, num panorama geral, 0 aumento desses
genes na transfeccdo com o miR-149-3p mimico e também um aumento na expressdo dos
fatores de transcricdo envolvidos no metabolismo de lipideos, inferindo que este
microRNA potencializa e garante energia para as células desempenharem suas atividades,
influenciando no processo de migracdo celular. Diferentemente, em HEP-G2, onde a
expressdo dos genes correlatos ao processo de migragdo e adesdo celular aumenta ao
inibir a atuacdo desse microRNA, inferindo que naturalmente ele j& favorece os
mecanismos que promovem a agressividade do tumor, no entanto, ao inibi-lo isso acarreta
num desbalanco homeostatico celular, culminando na superexpressao desses genes,
inclusive AAMP. Em relagdo aos fatores de transcri¢cdo, 0 miR-149-3p mostrou-se um
modelo interessante no estudo do metabolismo energético e suas consequéncias
fisioldgicas no metabolismo celular, como visto em CURRIE et al., (2013), porém, isso

ainda néo foi detalhado e ndo esta claro na literatura. O que se pode observar até aqui é
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que os fatores de transcricdo também superexpressam ao inibir o miR-149-3p,
interferindo no metabolismo energético celular.

Por fim, é importante ressaltar que no caso das duas linhagens de trabalho, obteve-se
resultados opostos ao proposto por Silva et al., (2016), em que 0 miR-149-3p atuou como
modulador do processo de migracdo celular em células de cancer de pulmdo (A549), e
neste caso obteve maior relevancia no metabolismo de lipideos. A importancia desse
trabalho se destaca, uma vez que, o tratamento clinico com microRNAs ainda precisa de
muita atencdo, dedicacdo e pesquisa, pois como visto, talvez o microRNA recomendado
para um tratamento terapéutico em cancer de pulmao ndo pode ser usado da mesma
maneira para um tratamento terapéutico de hepatocarcinoma. E necessaria maior atenco

neste aspecto e um envolvimento maior de pesquisas nesse ambito.
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