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Resumo

Apesar dos avangos no tratamento dos diferentes subtipos moleculares do cancer de mama,
diversos efeitos colaterais e resisténcia ao tratamento sdo observados. Nesse contexto, a busca
por novos marcadores moleculares ainda é necessaria. Trabalhos em nosso laboratério mostram
que o coativador - 1 do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama-1 (PGC-1)-
influencia a proliferacdo celular de céncer de mama HER2-positivo por modular vias
metabdlicas e de sinalizagdo redox. Contudo, a expressdo de membros da familia PGC-1 nos
diferentes subtipos moleculares do cancer de mama e seu efeito sobre esses marcadores ainda
permanecem desconhecidos. Este trabalho tem como objetivo determinar a expressdo de PGC-1
o/p em linhagens tumorais de mama luminal (MCF-7), HER2-positiva (SKBR-3) e triplo-
negativa (MDA-MB-231) em relagdo a uma linhagem de mama ndo tumoral (MCF-10A) e
avaliar sua influéncia sobre esses marcadores. Para atingir os objetivos, primeiramente foi
avaliada a expressdo de PGC-lo e f em células tumorais de mama MCF-7, SKBR3 e
MDAMB231 comparada com MCF-10A por RT-PCR. Os resultados mostraram maior
expressdo génica apenas de PGC-1pB na superexpressao de HER2. Em seguida, sequéncias
especificas de RNA de interferéncia (RNAI) foram utilizadas para o knockdown de PGC-1 nas
células SKBR3 a fim de avaliar sua influéncia sobre o marcador HER2 e se o knockdown de
PGC-1p causaria uma compensacao via PGC-1a, utilizando a técnica de RT-PCR. O tratamento
com RNAI para PGC-1p ndo interferiu na expressio de HER2 e ndo induziu compensagdo por
PGC-1a. Concluimos que o knockdown de PGC-1B nas células SKBR3 ndo influencia na
expressdo de HER2 e espera-se que os resultados desse estudo contribuam para pesquisas
futuras que visem o tratamento com RNAI em combinagdo com terapias alvo-HER2, as quais
poderdo se tornar potentes alvos terapéuticos no futuro.
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Abstract

Despite a marked improvement in treatments for all breast cancer subtypes, several side-effects
and resistance to therapy are noticed. In this context, the searching for new molecular targets is
still necessary. Studies in our laboratory has shown that the peroxisome proliferator-activated
receptor- gamma coactivator 1 (PGC-1) -  influence cell proliferation of HER2-positive breast
cancer by modulating metabolic and redox signaling pathways. However, the expression of
members from PGC-1 family in distinct molecular subtypes of breast cancer and its effect on
these markers remain unknown. This study aims to determine the expression of PGC-1 a/f in
breast cancer cell lines as luminal (MCF-7), HER2-overexpressed (SKBR3) and triple- negative
(MDAMB231) as compared to a non-tumoral breast cell line (MCF-10A) and assess its
influence on these markers. To achieve these goals, PGC-1a and B expression were evaluated in
MCF-7, SKBR3 and MDAMB231 breast tumor cells compared to MCF-10A by RT-PCR. Our
results show higher gene expression only for PGC-1p in the HER2-overexpression. Next,
specific sequence of small interfering RNA (siRNA) was used for PGC-1f3 knockdown on
SKBR3 cells and assessed its influence on the HER2 marker and whether the PGC-1f
knockdown cause compensation PGC-1a via, using the technique of RT-PCR. The PGC-1p-
siRNA treatment did not interfere with HER2-overexpression and did not induce compensation
of PGC-1a. We conclude that PGC-1p knockdown in SKBR3 cells does not influence HER2-
overexpression and we hope that the results of this study may contribute to future research
aimed the treatment with siRNA in combination with HER2-target therapies, which may
become potent therapeutic targets in the future.

Keywords: Breast cancer, molecular subtypes, PGC-1

INTRODUCAO

O cancer de mama é a neoplasia feminina mais incidente em todo 0 mundo @,
Clinicamente os tumores de mama podem ser agrupados em subtipos moleculares de
acordo com a presenca ou auséncia de receptores hormonais de estrégeno (RE) e
progesterona (RP), e presenca ou auséncia do receptor epitelial humano 2 (HER2) e
quanto a expressdao do marcador de proliferacdo tumoral Ki-67 @ 0Os guias atuais
definem 4 subtipos moleculares: luminal A, luminal B, HER2- positivo e triplo-
negativo(3). O subgrupo luminal A € caracterizado por expressao positiva dos receptores
hormonais, sem superexpressdo de HER2, juntamente com baixa expressdo do
marcador Ki-67. O subgrupo luminal B pode ser ainda subdividido em luminal B com
expressao negativa de HER2 ou luminal B com expresséo positiva de HER2. Em ambos
0s subgrupos ha expressdo positiva para RE. O subgrupo HER2 apresenta positividade
para a amplificacdo de HER2 e negatividade para RE e RP. Por fim, o subtipo
molecular triplo negativo é definido por auséncia de RE, RP e HER2 .

Classificar os subtipos moleculares no cancer de mama é de grande importancia
visto que subgrupos distintos devem receber diferentes tratamentos clinicos. Nos
altimos anos foram observados avancos significativos no tratamento dos diferentes
subtipos moleculares do cancer de mama. Contudo, diversos efeitos colaterais e
resisténcia ao tratamento quimioterapico ainda sdo observados . Nesse contexto, a
busca ativa por novos marcadores moleculares e alvos terapéuticos ainda se faz
extremamente necessaria.

O coativador - 1 do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama-1
(PGC-1) foi primeiramente descrito por Puigserver e colaboradores em 1998 como um
coativador induzido em gordura marrom por exposi¢do ao frio, possuindo importante
papel como regulador de diversos genes que controlam a termogénese adaptativa 2.
Sabe-se que as varia¢Bes dos niveis de expressdo de membros da familia PGC-1 em
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células cancerigenas podem configurar um efeito pro-sobrevivéncia e que alteracfes na
expressao de membros da familia PGC-1 vem sendo avaliadas por diversos autores em
diferentes modelos de cancer. Entretanto, os resultados diferem de acordo com o tipo de
cancer e ainda sdo controversos. Recentemente mostramos que o knockdown da
expressdo de PGC-1B diminui a proliferagdo de células tumorais de mama HER2-
positivas modulando vias metabdlicas e de sinalizacdo redox . Contudo, a expressio
de PGC-1 em suas isoformas o e B nos diferentes subtipos moleculares do cancer de
mama e sua influencia sobre esses marcadores ainda nao foi avaliado. Assim, o objetivo
desse trabalho foi determinar a expressdo de PGC-1 o/B em linhagens tumorais de
mama luminal, HER2-positiva e triplo-negativa em relacdo a uma linhagem de mama
nédo tumoral e avaliar sua influencia sobre esses marcadores.

MATERIAL E METODOS

Cultivo celular

Foi utilizada a linhagem tumoral de mama SKBR3 como equivalente ao subtipo
molecular HER2-positivo, MDA-MB-231 equivalente ao subtipo molecular triplo-
negativo, € MCF-7 como luminal. Como linhagem ndo tumoral, foi utilizada a célula
imortalizada derivada de tecido mamario benigno MCF-10A. As células MCF10A
foram mantidas em meio MEGM (Lonza) contendo 100ng/ mL de toxina de colera. As
células SKBR3 foram mantidas em meio McCoy, pH 7,2 e 10% de soro fetal bovino
(Gibco). As celulas MCF-7 foram mantidas em meio RPMI 1640 (Cultilab), pH 7,2 e
10% de soro fetal bovino (Gibco). As culturas foram mantidas em atmosfera contendo
95% O, e 5% CO; a 37°C. As celulas da linhagem MDA-MB-231 foram mantidas em
meio Leibovitz L-15, pH 7,2, 10% de soro fetal bovino (Gibco), 100% O,, 37°C,
segundo guia da ATCC (American Type Culture Collection) .

Silenciamento de PGC-1f por RNA de interferéncia (RNAI)

As células tumorais de mama HER2- positivas foram plaqueadas em placas de 6
pocos a 2,5x10° células/poco. Apds 24 horas, 0 meio de cultura foi retirado e 0s pogos
foram lavados com PBS. Foram realizados 6 grupos de acordo com a tabela 1 abaixo:

Tabela 1. Grupos experimentais.

Grupo Reagentes

Controle Opti-MEM |

Lipofectamina | Opti-MEM I e lipofectamina

Negativo 1 Opti-MEM |, lipofectamina e sequéncia negativa 1

Negativo 2 Opti-MEM |, lipofectamina e sequéncia negativa 2

Sequéncia 1 Opti-MEM |, lipofectamina e sequéncia 1 especifica para PGC-1§
Sequéncia 2 Opti-MEM |, lipofectamina e sequéncia 2 especifica para PGC-1§

Foi adicionado 1 nM de concentracdo final de RNAI e 5 pl de Lipofectamina
RNAI MAX (Invitrogem) para cada grupo. Essa solugéo reagiu por 20 minutos para a
formacdo dos complexos em temperatura ambiente. Foi adicionado meio de transfeccéo
Opti-MEM 1 (Invitrogen) para totalizar o volume final de 2,5 mL/pogo. As sequéncias
negativas de RNAI foram desenhadas pela Ambion by life Technologies e néo
interferem na expressao génica. As sequéncias especificas de RNAI para PGC-1f foram
desenhadas pela Ambion by life Technologies, conforme mostra a tabela 2.
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Tabela 2. Sequéncias de RNA de interferéncia (RNA1) utilizadas.

RNAi Sequéncias
Sequéncia 1 Sense GAG CCG AAG UUG UAC AGA Att
Antisense | UUC UGU ACA ACU UCG GCU Ctg
Sequéncia 2 Sense CAG AUA CAC UGA CUA CGA Utt
Antisense | AUC GUA GUC AGU GUA UCU Ggg

As células em cultura foram avaliadas 72 horas apos a transfeccdo com RNAI e
foram recolhidas para posterior mensuragéo da expressao de PGC-1s e testes @3)

Extracdo de RNA e PCR

A extracdo do RNA total seguiu conforme protocolo do fabricante apds adicao
de 1 ml de TRIzol (Invitrogen) em cada pogo de cultura celular. O RNA total extraido
foi quantificado por espectrofotometria utilizando biofotdometro (NanoVue, GE
Heathcare) em comprimento de onda de 260nm. Os niveis de transcritos foram
determinados por Real-Time (RT)- PCR (Applied Biosystems) com primers especificos
(Invitrogen), e o resultado foi calculado sob a razdo da expressdo do gene housekeeping
B2M utilizando o método de 24", também determinado por RT- PCR.

A reacéo de RT-PCR foi realizada com 15 pl de volume total, sendo 1,6 ul de
agua deionizada estéril, 7,5 pl SYBR Green qgPCRsuperMix-UDG (Invitrogen), 0,3 pl
de cada primer (sense e antisense) a 10 pmol/ml, 0,3 pl de ROX e 5 pl de RNA a 100 ng
diluido em 4gua DEPC. A reacéo foi realizada em aparelho StepOne ™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystem). A transcricao reversa foi realizada a 50 °C por 15 minutos
e 95 °C por 5 minutos. A reacdo de PCR foi realizada sob as seguintes condicdes: 95 °C
por 15 segundos, 60 °C por 30 segundos, e 72 °C por 30 segundos por 35 ciclos. A
curva de melting foi realizada a 95 °C por 15 segundos, 65 °C por 1 minuto, e 95 °C por
15 segundos 2.

Tabela 3. Sequéncias utilizadas para realizagdo de RT-PCRs.

Gene Sequéncias
B2M Sense GAT GAG TAT GCC TGC CGT TGC

Antisense CAATCC AAATGCGGCATCT

PGClo Sense CAC CAG CCAACACTC AGCTA
Antisense GTG TGAGGA GGG TCATCGTT

PGC1p Sense TGT TCA GAC AGA ACG CCA AG
Antisense ACA CCG GTA GGT GAT GAA GC

HER2 Sense AGT TAC CAG TGC CAATAT CC
Antisense CAA AGC TCT CCG GCA GAA

Anélise Estatistica

As analises foram realizadas com N=6. Os resultados estdo apresentados como
média + erro padrdo da média. Foi utilizado o teste t de Student ou a andlise de
variancia (ANOVA) com pds-teste de Tukey para comparacdo entre 0s grupos. Foi
considerado como significativa diferenga com p< 0,05.
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RESULTADOS

Inicialmente nos investigamos a expressdo de PGC-1 a e B, em células tumorais
de mama MCF7 (luminal), SKBR3 (HER2) e MDAMB23L1 (triplo negativa) em relacdo
a uma linhagem de mama ndo tumoral (MCF10A). Nossos resultados mostram menor
expressdo de PGC-1a nas linhagens tumorais MCF7 ¢ SKBR3 quando comparada com
a linhagem néo tumoral (p< 0,05) e ndo houve alteracéo significativa para MDAMB231
(Figura 1, painel a).

A expressdao de RNAm para PGC-1p foi 4x mais elevada na linhagem celular
HER2-positiva do que na célula de mama ndo tumoral (p< 0,001), enquanto que a
expressdo de PGC-1p nas linhagens luminal e triplo negativa foi significativamente
menor (Figura 1, painel b; p< 0,001).
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Figura 1. Expressdo de a) PGC-1la e b) PGC-1 em células ndo tumorais de mama
imortalizadas espontaneamente (MCF10-A), e células tumorais de mama luminais
(MCF7), HER2- positivas (SKBR3) e triplo negativas (MDAMB231). Os resultados
estdo expressos como meédia + erro das médias. * p< 0,05 indica diferenca estatistica
entre a linhagem ndo tumoral (MCF10-A) e as linhagens tumorais (MCF7, SKBR3 e
MDAMB231) utilizando o teste estatistico One-Way ANOVA seguido de Tukey como
pos- teste.

Visto que apenas a linhagem SKBR3 apresentou maiores niveis de RNAm para
PGC-1p, nosso proximo passo foi investigar se a expressdo de PGC-1p pode interferir
na expressao de HER2. Para atingir esse objetivo, realizamos experimentos utilizando
sequéncias especificas de RNAIi com a finalidade de diminuir a expressdo de PGC-1p
nessas células. Como controle interno, foram realizados grupos utilizando apenas o
meio de cultura de transfeccdo (grupo controle) e outro utilizando o meio de cultura de
transfeccdo e lipofectamina (grupo lipofectamina). Os reagentes utilizados para os testes
de transfeccdo ndo influenciam a expressdo de PGC-1p (Figura 2, painel a; p> 0,05).
Como controle negativo, utilizamos duas sequéncias negativas de RNAI, as quais
entram na célula, mas ndo interferem na expressdo génica. Nossos resultados confirmam
que as sequéncias negativas 1 e 2 ndo interferem na expressdo de PGC-1p quando
comparado ao grupo lipofectamina (Figura 2, painel b; p> 0,05). Em seguida, utilizamos
duas sequéncias desenhadas especificamente para interferir na expressao de PGC-1p. A
sequéncia 1 especifica para PGC-1p diminuiu significativamente em 50% de sua

Biosaude, Londrina, v. 17, n. 2, 2015



60

expressdo génica comparando com 0s controles negativos (p< 0,01), enquanto que a
sequéncia 2 especifica para PGC-1p diminuiu em aproximadamente 20% de sua
expressdo quando comparada as sequéncias negativas 1 e 2 e ndo teve diferenca
significante (Figura 2, painel c; p> 0,05).
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Figura 2. Knockdown da expressdo de PGC-1p em células HER2- positivas (SKBR3)
utilizando RNA de interferéncia. a) Controle interno de knockdown da expressdo de
PGC-1B em células HER2- positivas ap6s 72 horas de tratamento com OPT-MEM
(controle- CTR) e lipofectamina (lipo). b) Controle interno da expressdo génica de
PGC-1p nos grupos Lipo comparando com os controles negativo 1 (Negl) e negativo 2
(Neg2). ¢) Diminuicdo da expressao de PGC-1p para as sequéncias especificas 1 (Seql)
e 2 (Seg2). * p< 0,05 indica diferenca estatistica entre as sequéncias especificas 1 ou 2 e
0 controle negativo 1. # p< 0,05 indica diferenca estatistica entre as sequéncias
especificas 1 ou 2 e o controle negativo 2. A analise entre os grupos foi realizada
utilizando o teste t de Student ou One-Way ANOVA seguida pelo pos- teste de Tukey.

Em seguida, analisamos se 0 knockdown de PGC-1p influencia a superexpressdo
do marcador HER2. Nossos resultados revelam que a expressdo de PGC-1B néo
interfere na expressdo de HER2 (Figura 3, painel a; p> 0,05). Por fim, investigamos se o
knockdown de PGC-1p causaria uma compensac¢do de PGC-1 em sua isoforma a. Como
mostrado na Figura 3, painel b, o knockdown de PGC-1f ndo influenciou a expressao de
PGC-1a (p> 0,05).
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Figura 3. Knockdown da expressdo de PGC-1p em células HER2- positivas (SKBR3)
ndo influencia a expressdo de a) HER2 e b) PGC-1la. Os resultados estdo expressos
como média + erro das médias. A andlise entre os grupos foi realizada utilizando o teste
One-Way ANOVA seguida pelo pos-teste de Tukey. Legenda: sequéncias negativo 1
(Negl), negativo 2 (Neg?2), sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2).

DISCUSSAO

Neste estudo, mostramos que ocorre uma baixa expressao génica de PGC-1a nos
subtipos moleculares das linhagens celulares de cancer de mama em comparacdo a uma
linhagem de mama ndo tumoral. Em relacdo a expressdo génica de PGC-1p, essa se
apresenta elevada somente em células onde ha também superexpressdao de HER2. Em
mulheres portadoras do cancer de mama, mostramos também que h& maior expressao
génica de PGC-1B em tumores HER2 gositivos quando comparados com 0s subtipos
luminal A, luminal B e triplo-negativo ™.

As linhagens tumorais de mama sdo agrupadas dentro de diferentes classes
moleculares por apresentarem um padrdo distinto de marcadores, que sdo utilizados
como alvos terapéuticos. As linhagens MCF-7, SKBR-3 e MDAMB-231 diferem entre
si e da linhagem ndo tumoral MCF-10A ndo apenas em relacdo a seus marcadores
moleculares, mas também na expressdo de diversas proteinas. A grande maioria das
alteracdes protéicas entre as linhagens tumorais de mama esta relacionada a processos
metabdlicos ‘Y. As diferentes proteinas expressas nas linhagens celulares tumorais de
mama podem ser decorrentes da diferenca na ativacdo de cofatores e fatores de
transcrigdo, tais como de PGC-1s.

O padrdo de expressdo de PGC-1s em determinados subtipos moleculares do
cancer de mama ainda nédo é estabelecido. Entretanto, sabe-se que ha uma relagéo entre
a expressdo de PGC-1f ¢ o subtipo molecular HER2. Em trabalhos publicados em nosso
laboratério, mostramos um importante papel para a sinalizacdo por HER2/PGC-1p/
ERRa no controle do metabolismo energético em tumores de mama HER2 positivos,
influenciando a proliferacdo celular desse tumor ®2.

Visto que a expressdo de PGC-1p influencia a proliferacdo de células tumorais
de mama ™ e que somente a linhagem SKBR3 apresentou aumento da expressao de
PGC-1pB, avaliamos a influéncia da expressdo de PGC-1B na expressdo de HER2
utilizando a técnica de RNAI, a qual é baseada no silenciamento génico poés-
transcricional de uma regido de interesse. A transfeccdo de um RNA dupla fita no meio
de cultura induz a degradacdo da regido de interesse do RNAm através da acdo de
nucleases. Esse processo resulta em perda ou reducdo da atividade génica da regido de
interesse, permitindo que essa seja investigada ™.
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Mostramos aqui que o knockdown de PGC-1p ndo influencia a expressdo génica
de HER2 e esse dado é independente de uma compensacdo de PGC-1 em sua isoforma
a. A amplificagdo da regido cromossomica 17q12-21 leva a superexpressao de HER2 e
de diversos genes que sdo co-amplificados “®. Experimentos conduzidos em células
SKBR3 identificaram a ligagdo de PGC-1p a diversos segmentos da regido 17q12,
mostrando que PGC-1B tem importante papel na regulagdo da expressdo de genes co-
amplificados em células HER2- positivas *". Esses resultados mostram a importancia
de PGC-1pB na configuragdo da agressividade de tumores HER2-positivos, visto que
estes estdo relacionados tanto com a superexpressdo de HER2 quanto a seus genes co-
amplificados.

CONCLUSAO

Esse estudo mostrou maior expressédo de PGC-1p em células tumorais de mama
SKBR3, um modelo HER2- positivo. Em trabalhos prévios, mostramos que a expressao
de PGC-1p interfere na proliferacdo celular de tumores com superexpressdao de HER2
3)Até 0 momento ndo hé testes clinicos para modulagdo da expressdo de PGC-1p em
tumores. Visto a importancia de estudos em relacdo a modulacdo de PGC-1B em
tumores HER2- positivos, mostramos aqui que o knockdown de PGC-1f nao interfere
na superexpressao de HER2, o qual consiste em um importante alvo terapéutico, e sua
expressdo ndo é compensada por PGC-1 em sua isoforma a. Esperamos que esse
trabalho contribua para futuras pesquisas relacionadas a modulagdo de PGC-1B em
tumores com superexpressdo de HER2, onde o tratamento com RNAI podera ser
investigado em combinacgdo com terapias alvo-HER2.
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