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Victorino VJ: Mecanismos de proliferacdo celular dependentes da atividade do
coativador — 1 de receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PGC-1)
[tese]. S@o Paulo: Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo; 2015.

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. A familia do
coativador - 1 do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama-1 (PGC-1)
exerce fungdes cruciais no metabolismo energético celular e alguns trabalhos na
literatura mostram alteracbes de PGC-1 no desenvolvimento do céncer. Contudo,
mecanismos envolvidos na proliferacdo celular do carcinoma de mama permanecem
desconhecidos. O objetivo geral foi determinar os mecanismos pelos quais PGC-1
controla a proliferacdo de células tumorais de mama, com foco em vias metabdlicas e de
sinalizacdo redox. Para alcancar os objetivos, foi determinada a expressao de PGC-1a e
B em células tumorais de mama dos subtipos moleculares luminal (MCF-7), HER2-
superexpresso (SKBR3) e triplo negativo (MDAMB231) em relacdo a uma linhagem de
mama nao tumoral (MCF-10A). Foi encontrada maior expressao génica e proteica de
PGC-1p na superexpressio de HER2, e maior taxa de crescimento para essa linhagem.
Para investigar se PGC-1B pode estar envolvido na proliferagio dessas células,
utilizamos sequéncias especificas de RNA de interferéncia para o knockdown de PGC-
1B nas células SKBR3. Apbs o tratamento houve diminuicdo de proliferacdo celular.
Assim, investigamos 0s provaveis mecanismos pelos quais PGC-1f diminui a
proliferagdo celular. Nossos resultados mostram que o knockdown de PGC-1B néo
influenciou a expressao de ciclinas (B, C, D e E) e ndo houve diferenca na quantidade
de DNA mitocondrial, fator de transcrigdo mitocondrial A (TFAM), fator de respiragdo
nuclear (NRF) 1 e 2. Em seguida, mostramos que o knockdown de PGC-1f diminuiu a
producdo de lactato intracelular e aumentou a atividade da enzima citrato sintase, e
houve tendéncia a maior taxa de respiracdo celular. Detectamos maiores niveis de
espécies reativas de oxigénio (EROs) apds knockdown de PGC-1B enquanto que a
producdo de nitrito e nitrato, ndo diferiu. Ndo houve alteracdo na atividade das enzimas
antioxidantes superdxido dismutase, catalase e sistema glutationa. Os resultados
revelam presenca de despolarizacdo mitocondrial quando PGC-1p ¢ diminuido nas
células HER2. Como os receptores relacionados a estrégeno (ERR) possuem conhecido
papel na regulacdo do metabolismo energético, avaliamos se sua expressdo é modulada
por PGC-1B. A diminui¢do de PGC-1p nao influenciou a expressdo génica de ERRy e
reduziu a expressdo génica de ERRa. Por fim, mostramos maior expressdo de PGC-1f3
proveniente de tumores de pacientes com cancer de mama HER2- superexpresso em
relacdo aos diferentes subtipos moleculares. Conclui-se que a diminui¢do da sinalizagédo
por HER2/ PGC-1p/ ERRa estd envolvida com a diminuicdo da via glicolitica e
aumento da via oxidativa com consequente aumento de EROs e perda do potencial de
membrana mitocondrial, resultando em diminuicdo da proliferacdo celular. Espera-se
que os resultados desse estudo ajudem na identificacdo de vias de sinalizacdo
importantes que controlam tanto o metabolismo energético quanto a proliferacdo de
células tumorais, as quais poderdo se tornar alvos terapéuticos no futuro.

Descritores: Neoplasias da mama; proliferacdo de ceélulas; metabolismo; estresse
oxidativo; receptores estrogénicos.



Victorino VJ: Mechanisms of cellular proliferation dependent on peroxisome
proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1 (PGC-1) [thesis]. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina da Universidade de Sdao Paulo”; 2015.

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 for breast cancer treatment is still a challenge. Peroxisome
proliferator-activated receptor- gamma coactivator 1 (PGC-1) is the main regulator of
cell energy homeostasis and studies in the literature show alterations regarding PGC-1
in cancer development. However, mechanisms involved in cellular proliferation of
breast cancer remain unknown. We aimed to determine the mechanisms by which PGC-
1B controls breast cancer cell proliferation, focusing on metabolic and redox signaling.
To reach this goal, we determined PGC-1a and B expression 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). We found increased gene and
protein expression of PGC-1fB in HER2- overexpressed cells and increased cellular
proliferation. To investigate whether PGC-1B could be involved in the proliferation of
those cells, we used specific sequences of silencing interfering RNA for knockdown of
PGC-1B in SKBR3 cells. After treatment we observed a decrease in cellular
proliferation. Thus, we next investigated the probable mechanisms by which PGC-1f3
could decrease cellular proliferation. Our results showed that knockdown of PGC-1p
did not influence on cyclin expression (B, C, D and E), mitochondrial DNA number,
mitochondrial transcription factor — A (TFAM), nuclear receptor factor (NRF) 1 and 2
expression. We showed that knockdown of PGC-1B induced a decrease intracellular
lactate production, increase in citrate synthase activity and a trend to increase cellular
respiration rate. Thereby, we detected greater amounts of reactive oxygen species
(ROS) after knockdown of PGC-1p, and no alterations was found for nitrite and nitrate
levels. No alterations regarding antioxidant enzymes activities as superoxide dismutase,
catalase, and glutathione system were found. Results revealed loss of mitochondrial
membrane potential when PGC-1p is decreased in HER2- overexpressed cells. As
estrogen related receptors (ERR) have a recognized role in the regulation of energetic
metabolism, we assessed whether their expression could be modulated by PGC-1p. The
decrease in PGC-1p expression did not influence on ERRy expression, but it decreased
the gene expression of ERRa. Finally, we demonstrated increased PGC-13 expression
in HER2- overexpressing tumors from breast cancer patients. Taken together, we
conclude that decrease in HER2/ PGC-1p/ ERRa signaling may be related to decrease
in glycolytic pathway and increase in oxidative metabolism resulting in increased ROS
production and loss of mitochondrial membrane potential, which can lead to decreased
cellular proliferation. We hope that the findings may help in the identification of
important cellular signaling that may control energetic metabolism regarding tumor
cells proliferation, which can became future target therapies.

Descriptors: Breast neoplasms; cell proliferation; metabolism; oxidative stress;
receptors, estrogen.
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1. Introducéo

O cancer de mama é classificado como a neoplasia que mais atinge mulheres em
todo o mundo. Na clinica os tumores de mama sdo classificados em subtipos
moleculares de acordo com a presenca ou auséncia de receptores hormonais de
estrogeno (RE) e progesterona (RP), presenca ou auséncia de HER2 (receptor epitelial
humano 2) e quanto a expressio do marcador de proliferacdo tumoral Ki-67. E de
extrema importancia classificar os subtipos moleculares no cancer de mama visto os
distintos tratamentos clinicos e progndésticos de cada subtipo.

Os avangos no conhecimento para desenvolver novos tratamentos para o0s
diversos tipos de canceres crescem de modo exponencial. No que diz respeito ao
tratamento dos diferentes subtipos moleculares do cancer de mama é possivel observar
algumas terapias focadas em inibir vias de sinalizacdo controladas pelos receptores
hormonais ou HER2. Contudo, diversos efeitos colaterais e resisténcia ao tratamento
quimioterapico ainda sdo observados e os tratamentos mais especificos sdo de alto
custo. Nesse contexto, a busca ativa por novos marcadores moleculares e alvos
terapéuticos ainda se faz extremamente necessaria.

O status de atividade metabdlica é essencial para a célula determinar se ira
proliferar ou ativar mecanismos de morte. A familia de coativadores da transcri¢do
génica PGC-1 exerce fungdes celulares cruciais. No que diz respeito ao metabolismo
energético celular, sabe-se que PGC-1s controlam primariamente a biogénese
mitocondrial, mas também regulam a entrada de substratos energéticos na célula,
regulam a atividade de enzimas relacionadas a B- oxidacdo de &cidos graxos, ciclo do
acido tricarboxilico (TCA), conversdo de piruvato a lactato, e os complexos da cadeia
respiratoria. Durante a fosforilagdo oxidativa que ocorre na cadeia respiratoria
mitocondrial, ha producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e PGC-1s sdo
capazes de controlar a expressdo de enzimas antioxidantes a fim de regular a sinalizagdo
redox. PGC-1s controlam também a biogénese mitocondrial, onde regulam a atividade
de fatores de transcricdo, e a fusdo e fissdo de mitocondria.

Alguns trabalhos na literatura mostram altera¢cdes de PGC-1 no desenvolvimento
do cancer de mama. O primeiro destes trabalhos data 2003 e mostra uma diminuigéo da
expressdo de PGC-1a no desenvolvimento da doenca. Mais tarde alguns trabalhos na
literatura mostraram que parece haver uma relacdo entre a expresséo de PGC-1f ¢ a

superexpressdo de HER2. Contudo, os trabalhos acerca de PGC-1p e cancer de mama



s80 escassos e 0s mecanismos envolvidos na proliferacao celular do carcinoma de mama
em diferentes subtipos moleculares e sua relagdo com metabolismo e sinalizagdo redox
permanecem desconhecidos. Assim, nesse trabalho, o objetivo foi determinar os
mecanismos pelos quais PGC-1p controla a proliferacdo de células tumorais de mama.
Espera-se que os resultados desse estudo ajudem na identificacdo de vias de
sinalizacdo importantes que controlam tanto o metabolismo energético e de sinalizacdo
redox quanto a proliferagdo de células tumorais, as quais poderdo se tornar alvos

terapéuticos no futuro para doengas onde a expresséo de PGC-1p estiver alterada.



2. Revisao de literatura

2.1 O cancer de mama
O céncer de mama ¢ a neoplasia feminina mais incidente em todo o mundo

(WHO, 2014). Estimativas para o ano de 2014, validas para o ano de 2015, apontam
ocorréncia de aproximadamente 576 mil novos casos de cancer no Brasil. Desses,
57.120 representam o cancer de mama para a populacao feminina, com risco estimado
de 56,09 casos para cada 100 mil mulheres (INCA, 2014).

Clinicamente os tumores de mama podem ser agrupados em subtipos
moleculares de acordo com a presenca ou auséncia de receptores hormonais de
estrogeno (RE) e progesterona (RP), e presenca ou auséncia do receptor epitelial
humano 2 (HER2) e quanto a expressdo do marcador de proliferacdo tumoral Ki-67
(Voduc et al., 2010). Os guias atuais definem 4 subtipos moleculares: luminal A,
luminal B, HER2- positivo e triplo-negativo (Senn, 2013; Untch et al., 2013), conforme

Tabela 1 abaixo.

Tabela 1: Subtipos moleculares do cancer de mama e suas defini¢des clinico-patologicas. Adaptado de
Goldhirsch et al., 2013.

SUBTIPO DEFINIQAO CLINICO-PATOLOGICA
Luminal A RE e RP positivos

HER2 negativo

Baixo Ki-67
Luminal B Luminal B (HER2 negativo)

RE positivo

HER2 negativo
Ki-67 alto e/ou RP negativo/baixo

Luminal B (HER2 positivo)
RE positivo

HER2 superexpresso
Qualquer Ki-67

Qualquer RP

HER2- positivo HER2 superexpresso
RE e RP ausente

Triplo- negativo RE e RP ausente
HER2 negativo

Legenda: RE= receptor de estrdgeno, RP= receptor de progesterona, HER2= receptor epitelial humano 2.




O subgrupo luminal A é caracterizado por expressdo positiva dos receptores
hormonais e 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 expressédo positiva de HER2. Em ambos
0s subgrupos ha expressao positiva para RE. S&o classificados como luminais A ou B
60-70% dos tumores de mama e pacientes portadoras desses tumores recebem
quimioterapia e/ ou terapia enddcrina (Chavez et al., 2010).

O subgrupo HER2 apresenta positividade para a amplificacdo de HER2 e
negatividade para RE e RP. Cerca de 20-30% das pacientes portadoras do cancer de
mama apresentam superexpressdo de HER2 (Gutierrez et al., 2011) e atualmente sua
terapia consiste em inibir sua sinalizagéo (Hynes et al., 2005).

O subtipo molecular triplo negativo é definido por auséncia de RE, RP e HERZ,
e compreende cerca de 10% dos tumores de mama. Esse subgrupo possui um pior
prognostico visto que ha falta de alvos terapéuticos validados para esse subtipo que
frequentemente esté associado a casos familiares de cancer de mama (Goldhirsch et al.,
2013; Harbeck et al., 2013; Senn 2013; Untch et al., 2013; Hynes et al., 2005).

Classificar os subtipos moleculares no cancer de mama € de grande importancia
visto que subgrupos distintos devem receber diferentes tratamentos clinicos. Nos
ultimos 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 (Nahta, Esteva 2006;
Nahta et al., 2006; Azambuja et al., 2009, Panis et al., 2012; Panis et al., 2011a; Panis et
al., 2011b, Victorino et al., 2014a,b,c). Nesse contexto, a busca ativa por novos

marcadores moleculares e alvos terapéuticos ainda se faz extremamente necessaria.

2.2 O subtipo molecular HER2
Durante o desenvolvimento do cancer de mama, 20-30% das pacientes

apresentam positividade para HER2. A superexpressao de HER2 pode ser decorrente de

amplificacdo genética ou desregulacéo transcricional (Gutierrez; Schiff 2011).

Receptores HER2 estdo inclusos na subclasse | de receptores tirosina quinase, a
qual abrange 4 membros: HER1, HER2, HER3 e HER4. Atraves de diferentes vias de

sinalizacdo esses receptores controlam diversos fatores de transcricdo que atuam em



vias de apoptose, migracdo, crescimento, adesdo e diferenciacdo celular (Yarden,
Sliwkowski, 2001; Gutierrez, Schiff, 2011; Victorino et al., 2014b).

Atualmente sdo conhecidos diversos mecanismos pelos quais as vias de ativacdo
dependentes da superexpressdo de HER2 em tumores de mama podem atuar na
sinalizacdo intracelular configurando caracteristicas muito agressivas a esse tumor,

conforme mostra a Figura 1.

Pode-se observar que as vias de sinalizacdo celular ativadas por ligantes ao
heterodimero HER2/ HER1 atuam diretamente em vias relacionadas com o aumento da
migracéo e progressao tumoral (Dittmar et al., 2002). Essa via pode, ainda, favorecer a
progressdo tumoral e hiperproliferagdo, influenciando a atividade dos fatores nucleares
ciclina D1 (CD1), ciclina dependente de quinas K6 (CDKG®), ciclina E e p27<'** (Janes
etal., 1994).

Uma vez que HER2 se apresenta na forma de homodimero na membrana celular
ndo ha ligante conhecido (Yarden, Sliwkowski, 2001; Gutierre, Schiff, 2011) e esse age
sobre a organizacdo normal do epitélio, levando a proliferacdo descontrolada (Aranda et
al., 2006). A superexpressdo de HER2 pode ativar a via de proteina quinase ativadora de
mitdgenos/ quinase regulada por sinais extracelulares (MEK-ERK) como um

mecanismo a fim de inibir a apoptose (Tanizaki et al., 2011).

A sinalizacdo via heterodimero HER2/ HER3 é conhecida principalmente pela
ativacdo de fosfatidil inositol-3-quinase (PI3K)- AKT que estimula a formagdo de
metastase e invasdo tumoral (Smirnova et al., 2011). Além disso, essa sinalizacdo pode
resultar em aumento da atividade de ciclina dependente de quinase 2 (CDK2), de sintese
de DNA e da fase S do ciclo celular, acarretando em sintese de proteinas e crescimento
celular (Dan et al., 2002), sobrevivéncia (Kim et al., 2001; Tang et al., 1999),
proliferacdo e progressao do ciclo celular (Zhou et al., 2001).

J& a forma heterodimera HER2/ HER4 é receptora para um grupo de proteinas
denominadas neuregulinas e esta associada a processos de quimiotaxia, proliferacdo e

diferenciacéo celular (YYarden, Sliwkowski, 2001).



EGF AREG NRG1
Sinalizaciio HER1/ HER2 l Sinalizaio HER2/ HER3 Sinalizacio HER2/ HER2
Meio extracelular  : - Rz w
ER] 2 ER\2__HER'3 3 2
— it e Eran diNERs
. I Y )
N
Citoplasma re—Ed /| Nt apiC
PLCy1 PI3K FARBoARS I I PARB!
! PARIGHcl2
I
| PI3K

HER2 ativado associa com PARG e aPKC

(o]

Dissociacdo de PAR3 do complexo ativo

& A ¥ PAR3-PARB-aPKC

Tsc2), (BAD) sl FKHR Casgase
| /

fscif \ | [ /
\\f/
\ | |

]
fl\ W\
!
I
Migracéo celulare I 1 1
progressdo tumoral \ J A ==
\
\ [\
* /)
. [
Nucleo \ /
\
in (p27
D1
[
|

\ |
\\[/
| /’ 1)  Disruptura da organizagdo normal
MD/ do epitelio
Sintese de proteinae - 2)  Proliferacio descontrolada
Progressdo do ciclo celular crescimento celular P Progressdodociclo  Metabolismode Invasdoe  3)  proteglio contraapoptose
e hiperproliferagéio Sobrevivéncia celular e proliferacio carboidratos metastase

[e]

\
\
\

Figura 1:Vias de sinalizagdo controladas por HER2 (fonte: IPA Ingenuity Systems), vide texto.

Pacientes portadoras de tumores de mama HER2 positivos sdo tratadas com
blogueadores de HERZ2. Atualmente as drogas mais utilizadas na préatica clinica
consistem na inibicdo do dominio extracelular de HER2 inibindo assim sua sinalizacao,
como exemplo o Trastuzumab (Herceptin®). Novas terapias com anticorpos
monoclonais para o tratamento do tumor de mama HER2- positivo também visam o
bloqueio do dominio extracelular de HER2, como o Pertuzumab® (Lamond, Younis,
2014). Contudo, a utilizacdo dessas drogas levam a diversos efeitos colaterais como
mielossupressao, hipersensitividade, danos cardiacos e oxidativos (Genentech, 2004;
Fallah-Rad et al., 2011; Zeglinski et al., 2011; ElZarrad et al., 2013).

Recentemente, Panis e colaboradores (2015) mostraram ainda que
aproximadamente 16% das pacientes portadoras do cancer de mama que apresentam
negatividade para HER2 nos exames clinicos especificos (como imunohistoquimica e
FISH) sdo, na verdade, pacientes positivas para 0 dominio tirosina quinase intracelular
de HER2 que perderam o dominio transmembrana extracelular. Observa-se nessas
pacientes a presenca do dominio extracelular na circulagéo e amplificagdo genética para
HER2. Assim, pacientes que apresentam positividade para o dominio intracelular de
HER2, mas sdo diagnosticadas como HER2- negativas, possuem tumores com

comportamento de HER2- positivas. Além do mais, tratamentos que visam o blogqueio



do dominio extracelular de HER2 ndo podem ser utilizados para tais pacientes.
Atualmente o Unico blogueador do dominio intracelular de HER2 consiste no
Lapatinib® e sua acio nessas pacientes ainda precisa ser investigada. Assim, a busca por
bloqueio de vias intracelulares ativadas por HER2 que estdo relacionadas a sua

agressividade é de extrema importancia.

Nas ultimas décadas, nosso conhecimento sobre as vias de sinalizacdo e
alteragBes moleculares em células cancerosas cresceram de maneira exponencial, porém
algumas lacunas ainda necessitam ser preenchidas. Um dos processos ainda pouco
esclarecidos sobre o funcionamento das células tumorais sdo as interacdes entre a sua
homeostase energética e os sinais que desencadeiam a proliferacdo. O status de
atividade metabolica é essencial para a célula determinar se ir4 proliferar ou ativar
mecanismos de morte. A célula tumoral possui alta demanda energética e quanto maior
a demanda, maior taxa de crescimento e proliferacdo (Buchakjian, Kornbluth, 2010).
Contudo, os mecanismos pelos quais as células tumorais alcangcam uma reprogramacao
do seu metabolismo, de maneira a suprir suas altas demandas energéticas e manter altas

taxas de proliferagdo ainda é um assunto controverso e pouco esclarecido.

2.3 Metabolismo e producao de espécies reativas de células tumorais de mama
Desde 1918 modificacbes mitocondriais em tumores dependentes de sua taxa de

crescimento tém sido estudadas (Goodpasture, 1918). Warburg em 1956 demonstrou
que células tumorais derivam sua energia preferencialmente através da gliclise em
oposicdo ao processo mais eficiente de fosforilagdo oxidativa, com concomitante
producdo de lactato (Warburg, 1956). Durante décadas essa ideia foi um dos paradigmas
aceitos pelos pesquisadores da area, a ponto desse fenbmeno ser denominado como
“Efeito Warburg” (Cairns et al., 2011), o qual previa uma funcdo restrita das
mitocOndrias no metabolismo de células tumorais.

As células tumorais podem apresentar disfuncdo mitocondrial devido a fatores
como sinais oncogénicos e mutaces no DNA mitocondrial (mtDNA) (Wen et al.,
2013). Em um trabalho original, Kaipparettu e colaboradores (2013) objetivaram
investigar o papel da mitocondria no controle do desenvolvimento tumoral. Os autores
levantaram a hipdtese de que uma mitocondria proveniente de uma célula ndo tumoral
poderia reverter propriedades oncogénicas de uma célula tumoral agressiva. Para

investigar essa hipdtese, os autores geraram cibridos onde mitocdndrias de células nao



tumorais de mama MCF-10A e mitocondrias de células metastatica de mama MDA-
MB-468 foram implantadas em células 143B p° livres de mtDNA, os quais serviram de
doadoras nucleares com propriedades oncogénicas. Os autores observaram defeito na
respiracdo mitocondrial com aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) em
cibridos com mitocéndria de células tumorais. Ja os cibridos com mitocondria
proveniente de célula ndo tumoral apresentaram aumento da sintese de ATP, consumo
de oxigénio e atividade da cadeia respiratoria e tiveram 0s sinais tumorais agressivos
revertidos, provando o papel da funcdo mitocondrial na regulagcdo oncogénica.

Multiplas vias de sinalizacdo parecem ser ativadas para que ocorram interagdes
entre metabolismo, proliferacdo e o status bioenergético de células metastaticas de
mama. Atualmente alguns pesquisadores vém mostrando um cenario mais complexo
quando considerando o metabolismo de tumor sélido de mama e seu microambiente. Os
trabalhos mostram que em fases iniciais da carcinogénese de mama, as células epiteliais
tumorais aumentam sua producdo de EROs e induzem desequilibrio da sinalizacdo
redox as celulas adjacentes. Essas células adjacentes sofrem uma disfuncdo
mitocondrial e alteram seu metabolismo. Em fases mais avancadas, as células
adjacentes ndo tumorais privilegiam a via glicolitica e produzem compostos altamente
energéticos nesse processo, como lactato e corpos cetbnicos. Esses metabdlitos
energéticos sdo liberados no microambiente e sdo entdo utilizados pelas células
tumorais de mama. Dessa forma, as células tumorais de mama utilizam 0s compostos
derivados do metabolismo glicolitico das células adjacentes enquanto realizam a
fosforilacdo oxidativa, gerando assim mais ATP. Além do mais, a produgdo de EROs e
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) podem por si s6 modular a sinalizacdo e vias
metabolicas no microambiente tumoral. Para distinguir esse fendmeno do Efeito
Warburg tradicional esse foi entdo denominado Efeito Warburg Reverso e foi relatado
apenas em tumores solidos de mama (Pavlides et al., 2009; Pavlides et al., 2012). Em
conjunto, os estudos sobre metabolismo energético em tumores de mama mostram
grande complexidade e os mecanismos envolvidos na reprogramacdo metabolica

necessitam ser investigados.

2.4 Coativador 1 do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama
(PPARY) (PGC-1): papel no controle do metabolismo ¢ EROs
O 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 mitocondriais que controlam a
termogénese adaptativa (Puigserver et al., 1998). PGC-1s, mais especificamente PGC-
la e B (Figura 2), tém sido descritos como os principais reguladores da homeostase
energeética da célula (Lin et al., 2005) e essa funcdo é exercida através da capacidade
dos PGC-1s em se ligarem a fatores de transcricdo ou receptores nucleares diretamente
ligados a respiracdo mitocondrial, como receptor do fator nuclear 1 e 2 (NRF-1 e NRF-
2), receptores a relacionados a estrogeno (ERRa) e PPARSs ou outros que controlam a

disponibilidade de nutrientes, acidos graxos e carboidratos (Scarpulla, 2011).
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Figura 2: Estrutura e semelhanca dos coativadores PGC-1a e PGC-1§. Os coativadores PGC-1a e
PGC-1B compartilham alto grau de homologia, cada um apresentando um dominio de ativagdo e um
dominio de repressdo transcricional, um dominio rico em arginina e serina ¢ um dominio de ligacdo ao
RNA (Adaptado de Scarpulla, 2011 e Girnun, 2012).

O fato de PGC-1s estimularem o aumento da respiracdo mitocondrial traz como
consequéncia um concomitante aumento da geracdo de EROs derivadas da mitocondria.
E interessante notar que PGC-1s podem aumentar também a expressdo de enzimas
antioxidantes, como mecanismo de manter a homeostase redox intracelular (St-Pierre et
al., 2006). Os dados a respeito dos mecanismos que controlam esse equilibrio entre a
expressdo de PGC-1 e a sinalizacdo redox ainda sdo escassos e seu papel na
tumorigénese permanece pouco conhecido.

As variagcOes dos niveis de expressao de membros da familia PGC-1 em células
cancerigenas podem configurar um efeito pro-sobrevivéncia. Alteracdes na expressdo de
membros da familia PGC-1 em canceres vem sendo avaliada por diversos autores em
diferentes modelos de cancer. Entretanto, os resultados diferem de acordo com o tipo de
cancer e ainda sdo controversos.

Um dos primeiros trabalhos a respeito do envolvimento de PGC-1 e cancer de
mama foi publicado em 2003 por Jiang e colaboradores. Os autores conduziram
experimentos in vitro e in vivo analisando a expressédo de PGC-1a em cancer de mama e

mostraram que a expressao PGC-1a ndo diferiu entre tecido normal e tecido tumoral de
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mama. Além do mais, uma reducéo da expressdo de PGC-1a foi observada durante o
desenvolvimento do tumor.

Nos Ultimos anos houve maiores investigacdes sobre o envolvimento de
membros da familia de PGC-1s em diferentes canceres. Em 2012, Klimcakova e
colaboradores analisaram o papel de PGC-la em tumores de mama com a
superexpressdo de HER2 induzida. Nesse modelo, os autores caracterizaram o Efeito
Warburg atraves do aumento da producdo de lactato, aumento de genes relacionados ao
metabolismo glicolitico e diminuicdo da expressdo de genes relacionados ao
metabolismo mitocondrial e PGC-1lo. Aumentando a expressdo de PGC-la nessas
células, os autores reduziram a proliferacdo celular e aumentaram a funcéo
mitocondrial. No entanto, os dados in vivo foram conflitantes e mostraram que, no
camundongo, os tumores expressando PGC-1la cresceram mais rapidamente e foram
maiores do gque os dos controles.

A respeito de PGC-1B, Eichner e colaboradores (2010) investigaram sua
expressdo em células de mama que superexpressam HER2. Os autores identificaram que
PGC-18 e seu micro RNA intrénico (miRNA378*) sdo co-regulados pela
superexpressdo de HER2. Nesse modelo, o knockdown de HER2 diminuiu a expressdo
de PGC-1p em aproximadamente 50%. Os autores mostram um importante papel de
ERRa e ERRy na regulagio do metabolismo. Ao bloquear ERRy nas células
superexpressando HER2, n&o houve ativa¢do do eixo PGC-1p/ ERRy o qual parece
favorecer a via oxidativa, e assim PGC-1f se mantém para ativar ERRa favorecendo a
via glicolitica.

A expressdo de PGC-1s em diferentes linhagens de cancer de mama também foi
avaliada por Chang e colaboradores (2011). Os autores revelaram que a expressdo de
PGC-1p é encontrada em diversas linhagens, ao contrario de PGC-1a que é expressa
apenas em algumas. Além do mais, os mesmos autores (Chang, McDonnell, 2012)
mostraram também um importante papel para o eixo PGC-1p e ERRa, onde PGC-1p3
parece ser o coativador mais relevante para ERRa quando se tratando de tumor de
mama HER2- positivo.

Ainda séo escassos os trabalhos na literatura que mostram alteracdes de PGC-
lo/B no desenvolvimento do cancer de mama e os resultados sdo controversos. Os
mecanismos envolvidos na proliferagdo celular do carcinoma de mama em diferentes
subtipos moleculares in vitro e em pacientes e sua relagdo com metabolismo e produgéo

de espécies reativas ainda permanecem desconhecidos. Elucidar por quais mecanismos
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0 coativador PGC-1 age em um modelo de cancer de mama € de grande importancia
para pesquisas futuras que visam sua modulagdo. Nesse contexto, espera-se com esse
trabalho contribuir para embasamento de pesquisas futuras para o tratamento alternativo
do céancer, assim como em outras doengas em que PGC-1 apresentar sua expressao

desregulada.
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3. Hipdtese

Trabalhos ainda ndo publicados em nosso laboratorio (Passos, 2014) e de outros
autores (Vazquez et al., 2013) mostram que a expressao de PGC-1 estd aumentada em
células de melanoma e tem uma correlacdo direta com a agressividade do tumor. Ainda
ndo existe um consenso sobre 0s niveis de expressao e atividade dos membros da
familia dos coativadores PGC-1 em tumores de mama. Além disso, 0s mecanismos
pelos quais PGC-1s controlam a proliferagdo e/ou sobrevivéncia de células tumorais
ainda néo foram totalmente esclarecidos.

Nossa hipdtese principal é que a expressdo de PGC-1 em células tumorais de
mama obedeca a um padréo distinto da expressdo em células ndo tumorais. Além disso,
considerando as diferentes caracteristicas moleculares dos subtipos tumorais, também
fazemos a hip6tese de que a expressdo de PGC-1 pode variar de acordo com 0s
marcadores moleculares expressos. Assim, a expressdéo de PGC-1 pode modular
positivamente ou negativamente vias relacionadas a proliferacdo de células tumorais e

sua inibicdo pode alterar vias de sinalizacdo redox e/ ou de vias metabdlicas.
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4. Objetivos

4.1 Geral
Elucidar as vias dependentes da atividade de PGC-1 que influenciam a proliferacdo de

células tumorais de mama.

4.2  Especificos

4.2.1 Determinar a expressao de PGC-1a e B em células tumorais de mama.

Estratégia: Foram utilizadas as linhagens tumorais de mama luminal (MCF7), HER2-
positiva (SKBR3) e triplo negativa (MDAMB231). Como linhagem n&o tumoral, foi
utilizada a célula imortalizada derivada de tecido mamario benigno (MCF-10A). A
expressao de PGC-1a e B foi avaliada por PCR quantitativo e a proteina por western

blotting.

4.2.2 Determinar se a diminuigdo da expressdo de PGC-1p altera a proliferacdo e
sobrevivéncia de células tumorais de mama HER2- positivas.
Estratégia: Células tumorais de mama HER2- positivas foram transfectadas com RNA

de interferéncia (RNAI) para diminuicdo da expressdao de PGC-1B. A proliferacdo
celular foi analisada por contagem celular em camera de Newbauer e a viabilidade

utilizando a solucéo de excluséo Azul de Tripan.

4.2.3 Analisar se alteragdes da expressao de PGC-1p influencia a proliferagao celular de
tumor de mama HER2- positivo via alteragdes na expressao de ciclinas.

Estratégia: Foram analisadas a expressao de ciclinas B, C, D e E na linhagem celular
HER2- positiva transfectadas com duas sequéncias negativas versus duas sequéncias

especificas para diminuicdo da expressédo de PGC-1 por PCR quantitativo.

4.2.4 Verificar se alteragdes da expressdo de PGC-1f influencia a proliferacdo celular
por alterar a quantidade mitocondrial de tumor de mama HER2- positivo.
Estratégia: Foi analisada a quantidade de mitocondrias na linhagem celular HER2-

positiva transfectadas para PGC-1p. A quantidade mitocondrial foi avaliada medindo-se
0 mtDNA por RT-PCR e fatores relacionados a replicagdo como TFAM, e fatores

relacionados a respiragdo mitocondrial como NRF1 e NRF2.
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4.2.5 Determinar se alteragdes da expressao de PGC-1pB em células de cancer de mama
HER2- positivas afetam a proliferagao celular via regulagao do metabolismo energético.
Estratégia: Foi avaliada a producdo de lactato intracelular e liberado através da

utilizacdo de um kit colorimétrico especifico, a atividade da enzima citrato sintase por
ensaio enzimatico e respiracdo mitocondrial através do sistema Oroboros nas células

tumorais HER2- positivas transfectadas para PGC-1p.

4.2.6 Verificar se a expressao de PGC-1 modula a produgao de EROs, ERNs e o perfil
antioxidante.
Estratégia: A avaliacdo da sinalizacdo redox intracelular na linhagem de mama HER2-

positiva transfectadas para PGC-1p foi realizada através da detec¢do, por citometria de
fluxo, de adutos fluorescentes resultantes da reacdo de EROs com fluoroforos
especificos. A producdo de ERNs foi avaliada pela mensuracdo de nitrito e nitrato
utilizando o equipamento Nitric Oxide (NO)- Analyzer de alta sensibilidade. O perfil
antioxidante foi analisado pela mensuracgéo da expressdo génica da enzima antioxidante
superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). A atividade da enzima SOD e CAT e 0
sistema glutationa reduzida/ glutationa oxidada (GSH/GSSG) também foram avaliadas
através de um ensaio espectrofotométrico. Para avaliar a presenca de desacoplamento

mitocondrial utilizamos o marcador DIOCG6 e realizamos citometria de fluxo.

4.2.7 Determinar se alteragdes da expressao de PGC-1f em células de cancer de mama
HER?2- positivas afetam a proliferag¢ao celular via ERRs.
Estratégia: Foi avaliada a expressdo dos fatores de transcricio ERRa ¢ ERRy por PCR

quantitativo.

4.2.8 Determinar a expressao de PGC-1 em tumores de pacientes com cancer de mama
de diferentes subtipos moleculares.
Estratégia: Foram utilizados cDNAs de tumores provenientes de pacientes portadoras

do cancer de mama. Os tumores foram classificados nos subtipos moleculares luminal A
e B, HER2- superexpresso e triplo negativos por imunohistoquimica. A expressao de

PGC-1p foi avaliada por PCR quantitativo e por imunohistoquimica
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5. Material e Métodos

5.1. 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 célera. As
celulas 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). A cultura foi mantida em atmosfera contendo 95%
0O, e 5% CO, a 37°C. As células 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.

5.2. Pacientes
Amostras de cDNA provenientes de tumores de pacientes portadoras do cancer

de mama foram gentilmente cedidas pela Professora Doutora Carolina Panis da
Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE). O projeto foi aprovado pelo
Sistema Nacional de Informacdes Sobre Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
(SISNEP) (CAAE 35524814.4.0000.0107) e as pacientes assinaram um termo de

consentimento livre e esclarecido.

Para a determinacdo do N amostral foi utilizada a seguinte férmula (Herrera et
al., 2014; Victorino et al., 2014c):

_Z’p-p) | _ (1,96)*.05(1-0,5)

n — 38416
0 D2 0 (0,05)2
o, 38416
A "= 38416 ~°°
1+ 1+

N 6174
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Sendo: no= nimero dimensionado (=384,16), Z= nivel de confianca/ distribuigéo
normal (1,96, considerando Z= 95%), p= probabilidade (50%), D= margem de erro
(5%), n=tamanho da amostra e N= tamanho da populagéo (61,74).

A cidade de Londrina possui populacdo estimada para o ano de 2014 de 543.003
habitantes, segundo dados do IBGE (2015). Destas, 107.790 sdo mulheres e estdo na
faixa etaria entre 35 e 80 anos. Segundo dados do Instituto Nacional de Céancer, validos
para 2015 (INCA, 2014), é estimado uma taxa de 61,74 novos casos de cancer de mama
a cada 100 mil mulheres no estado do Parana. Assim, utilizando a formula do célculo
amostral faz-se necessario um nimero amostral desejavel de 53 pacientes portadoras do
cancer de mama.

Os tumores de mama foram coletados durante cirurgia no Instituto de Cancer de
Londrina (ICL) pela Doutora Ana Cristina do Amaral Herrera. As pacientes inclusas
nesse estudo apresentavam tumor operdvel sem prévio tratamento quimioterapico.
Durante esse estudo, 978 mulheres foram diagnosticadas com cancer de mama. Para
essas pacientes foram incluidos critérios de exclusdo como fumantes, consumidoras
frequentes de alcool, usuarias de suplemento antioxidante, gravidas, praticantes
excessivas de exercicios fisicos, usuarias de reposicdo hormonal e/ ou presenca de
outras doencas cronicas e uso prévio de quimioterapia. Apds os critérios de exclusao
foram elegiveis para esse estudo 23 pacientes que foram subdivididas de acordo com o
subtipo molecular em Luminal A (n=8), Luminal B sem superexpressdao de HER2

(n=4), HER2 superexpresso (n= 6) e Triplo Negativa (n=5).

5.3. Analise imunohistoquimica para subtipagem molecular dos tumores de mama
A analise imunohistoquimica foi realizada pelo Departamento de Patologia do

Hospital de Cancer de Londrina, utilizando amostras de tecido mamario das pacientes.
As amostras foram previamente fixadas em formol, inclusas em parafina e processadas
pelo método da avidina-peroxidase. Os cortes foram analisados em microscopia de luz e
classificados como positivos ou negativos para a expressdo dos marcadores tumorais
para RE (clone 1D5 a 1:600; Dako, Dinamarca), RP (clone PGR 636 a 1:500; Dako,
Dinamarca) e HER2 (clone PN2A a 1:500; Dako, Dinamarca). Os cortes em parafina
foram aquecidos por 30 minutos a 65 ° C, desparafinizadas em xilol, e re-hidratadas em
etanol graduado a temperatura ambiente. Os cortes foram tratados com 2% de soro

albumina bovino por 40 minutos a temperatura ambiente. Os cortes foram incubados



17

overnight a 4 ° C com os anticorpos primarios para RE, RP e HER2. O anticorpo
secundario foi adicionado no dia seguinte e reagiu durante 2 horas. A atividade da
Horseradish peroxidase foi visualizada apds o tratamento com H,O0, e 3,3-
diaminobenzidina por 5 minutos. No ultimo passo, os cortes foram contrastados
fracamente com hematoxilina de Harry (Merck). A intensidade e imunoreatividade
foram avaliadas com um fotomicroscopio (Leica DM 2500 e Leica DFC280; Leica,
Alemanha). As amostras foram consideradas positivas para RE e RP quando ao menos
10% do ndcleo da célula tumoral foi corada. As amostras foram categorizadas e
consideradas como HER2 positivas quando o score foi de 3+ por imunohistoquimica e
consideradas como HER2 negativas quando o score foi de 1+ ou 0. As amostras com
score 2+ foram analisadas por FISH para detectar a amplificacdo de HER2 (HER2 FISH
pharmDx™; Dako, Dinamarca). As amostras com score 2+ pela imunohistoquimica e
com resultado amplificado em FISH foram entdo consideradas como positivas,
enquanto que as amostras com score 2+ pela imunohistoquimica e com resultado néo
amplificado em FISK foram consideradas HER2 negativas. As laminas foram avaliadas

por um patologista.

5.4. Determinacio de curvas de crescimento
As células foram plaqueadas individualmente em placas de 6 pogos a 1x10°

células/poco. O meio de cultura foi retirado e mantido em tubo de ensaio. Os pocos
foram lavados com PBS com posterior adicdo de 200uL de tripsina. As células foram
ressuspendidas em meio de cultura previamente retirado. Foi realizada a centrifugacao
do tubo a 1800 RPM durante 2 minutos. O sobrenadante foi desprezado e as células
ressuspendidas em 1 ml de meio de cultura. Desta suspensdo de células final foi retirada
uma aliquota de 10 ul, a qual foi adicionada 10 ul de azul de Tripan. 10 pL da solugédo
foi transferida para a cdmara de Neubauer e submetida a microscopia Optica para a
contagem de células. Foram determinados o crescimento e a viabilidade celular através
da contagem, sendo que a adi¢do do azul de Tripan foi critério de exclusdo de células
mortas, as quais apresentaram coloragéo azulada no interior. A contagem foi realizada

por cinco dias em intervalos de 24 horas.
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5.5. 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. Apbs 24 horas, o meio de cultura foi retirado e os pocos

foram lavados com PBS. Foram realizados 6 grupos de acordo com a tabela 2:

Tabela 2: Grupos experimentais.

Grupo Reagentes
Controle Opti-MEM |
Lipofectamina | Opti-MEM 1 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 I, lipofectamina e sequéncia 2 especifica para PGC-1§

Foi adicionado 1 nM de concentracgdo final de RNAI e 5 pl de Lipofectamina
RNAI MAX (Invitrogem) para cada grupo. Essa solucdo reagiu por 20 minutos para a
formacéo dos complexos em temperatura ambiente. Foi adicionado meio de transfeccéo
Opti-MEM 1 (Invitrogen) para totalizar o volume final de 2,5 mL/poco. As sequéncias
especificas para PGC-1p (Ambion by life technologies) foram de acordo com a tabela 3:

Tabela 3: Sequéncias de RNA de interferéncia (RNAI1) 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 ap6s a transfeccdo com RNA.L.
As células foram recolhidas para posterior mensuracdo da expressdao de PGC-1s e

posteriores experimentos.

5.6. Detecciio da expressao proteica por Western Blotting
Foi avaliada a expressao proteica de PGC-1 em células de cultura. Para tal, as

células foram plagueadas individualmente em placas de 6 pocos a 2,5x10° células/poco.
O meio de cultura foi retirado e as amostras foram homogeneizadas em tampéo de lise

RIPA acrescido de inibidores de proteases (1Img/ml pepstatina A, 100mM PMSF). Em
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seguida, as amostras de lisado foram centrifugadas a 15000RPM por 10 minutos a 4 ° C.
O sobrenadante foi coletado, e a concentracéo de proteinas foi quantificada pelo método
de Bradford. Amostras de 50 pg/ml de proteinas foram acrescidas de tamp&o de amostra
(2% de dodecil sulfato de sodio (SDS), 60 mM Tris pH 6,8, 5% de mercaptoetanol, e
0,01% de azul de bromofenol) e submetidas a eletroforese em um sistema SDS-PAGE,
gel 10% de poliacrilamida (1,5 M Tris-HCI, 10% SDS, 30% bis-acrilamida, 10% de
persulfato de amonia e TEMED). Apos a eletroforese, as proteinas foram transferidas
para membranas de nitrocelulose (Biorad) em aparelho semi-drytransfer (Biorad). As
membranas foram incubadas em solucédo de bloqueio 1% de BSA (albumina bovina) em
tamp&o TBST (50 mM de tampé&o Tris, pH 8,0, 100mM NaCl, 0,1% Tween 20) por 1
hora a temperatura ambiente. As membranas foram lavadas em TBST e incubadas com
anticorpos primarios (Santa Cruz) contra as proteinas de interesse overnight, 4 ° C.
Posteriormente, as membranas foram incubadas em solucdo contendo anticorpo
secundario conjugado a peroxidase e expostas ao sistema de deteccdo SuperSignal
(Pierce). A expressdo das proteinas foi comparada por densitometria de gel, utilizando-
se o programa de dominio ptblico “Image J”, criado por Wayne Rasband do National

Institute of Mental Health, NIH, USA (Panis et al., 2013).

5.7. Extracdo de RNA e PCR
Para a extragcdo do RNA total, foi adicionado 1 ml de TRIzol (Invitrogen) em

cada poco de cultura celular, sendo mantido por 5 minutos em temperatura ambiente.
Foram adicionados 200 pl de cloroférmio por amostra, com posterior homogeneizacgéo e
incubacdo por 3 minutos a temperatura ambiente. Foi realizada centrifugacdo por 15
minutos a 12000RPM, temperatura de 4 © C. O sobrenadante foi transferido para outro
tubo e as demais fracOes desprezadas. Foram adicionados 500 pl de isopropanol, com
incubacdo por 10 minutos em temperatura ambiente. O produto foi centrifugado por 10
minutos na mesma velocidade e temperatura anterior, e o sobrenadante desprezado.
Posteriormente foi adicionado 1 ml de etanol 70%, sendo realizada nova centrifugacéo,
durante 5 minutos a 7500RPM a 4 ° C. O élcool residual foi retirado e a amostra
ressuspendida em 20 pL de agua DEPC. O RNA total extraido foi quantificado por
espectrofotometria utilizando biofotémetro (NanoVeu, GE Heathcare) em comprimento
de onda de 260nm. Os niveis de transcritos foram determinados por Real-Time PCR
(AppliedBiosystems) com primers especificos (Invitrogen), como segue abaixo (Tabela
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4), e o resultado foi calculado sob a razdo da expressao do gene housekeeping B2M,

também determinado por Real-Time PCR.

Tabela 4: Sequéncias utilizadas para realizagdo de RT-PCRs.

Gene Sequéncias
B2M Sense GAT GAG TAT GCC TGC CGT TGC
Antisense CAATCC AAATGCGGCATCT
PGClao Sense CAC CAG CCAACACTCAGCTA
Antisense GTGTGAGGAGGG TCATCGTT
PGC1p Sense TGT TCA GAC AGA ACG CCA AG
Antisense ACA CCG GTA GGT GAT GAA GC
Col Sense ACC CTA GAC CAA ACC TAC GCC AAA
Antisense TAG GCC GAG AAAGTG TTG TGG GAA
16SrRNA | Sense CGC ATA AGC CTG CGT CAG ATA AAA
Antisense TGT GTT GGG TTG ACA GTG AGG GTA
18S Sense GTA ACCCGT TGAACCCCATT
Antisense CCATCC AAT CGG TAG TAG CG
TFAM Sense AAT GGA TAG GCA CAG GAA ACC
Antisense CAAGTATTATGC TGG CAG AAGTC
NRF1 Sense GGC ACTGTCTCACTT ATCCAGGTT
Antisense CAG CCA CGG CAG AAT AAT TCA
NRF2 Sense CAG CCT GAA CTG GTT GCA CAG AAA
Antisense TCA ACT CCGCTG CACTGT ATC CAA
CiclinaB Sense TACTGGGTCGGGAAGTCACTGG
Antisense GCAGCATCTTCTTGGGCACAC
CiclinaC Sense ATCCAAGCATTAGGTGAACATC
Antisense AGCAGCAGCAATCAATCTTG
CiclinaD Sense CCAGAGGCGGAGGAGAACAAAC
Antisense TGGAGGGCGGATTGGAAATG
Ciclina E Sense TTCAGGGTATCAGTGGTGCGAC
Antisense TTGCTCGGGCTTTGTCCAG
Superdxido | Sense ACA GGCCTT ATT CCACTGCT
dismutase Antisense CAG CAT AACGAT CGT GGTTT
Catalase Sense TAA GAC TGA CCAGGG CATC
Antisense CAAACCTTG GTG AGATCG AA
ERRa Sense GGC AAAGTG CTG GCCCATTTC TAT
Antisense TCG AGC ATC TCC AAG AACAGCTTG
ERRy Sense CCATCAGAACGGACTTGACTCG
Antisense CAGAAGCGATGTCACCACACAC

A reacdo de RT-PCR foi realizada com 15 pl de volume total, sendo 1,6 ul de
agua deionizada estéril, 7,5 pl SYBR Green gPCRsuperMix-UDG (Invitrogen), 0,3 pl
de cada primer (sense e antisense) a 10 pmol/ml, 0,3 pl de ROX e 5 pul de RNA a 100 ng
diluido em 4gua DEPC. A reacéo foi realizada em aparelho StepOne™ Real-Time PCR

System (Applied Biosystem).
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5.8. Quantificacao de proteinas
A quantificacdo de proteinas totais foi realizada pelo método de Bradford

(1976). As amostras foram diluidas 100x para quantificacdo e foi utilizada uma dilui¢do
seriada de soro albumina como padrdo. A leitura foi realizada a 595nm em

espectrofotbmetro.

5.9. Producao de lactato
Para avaliar a producdo de lactato intracelular e liberado no meio de cultura de

células SKBR3 tratadas com RNA.I, foi utilizado um kit colorimétrico para detec¢do de
lactato e a metodologia seguiu conforme protocolo do fabricante (BioVision). Para
dosagem da producdo de lactato as células e o sobrenadante das células SKBR3 tratadas
com RNAI foram diluidas em tampéo. O lactato presente na amostra € oxidado pela
lactato desidrogenase gerando um produto que interage com o probe para gerar cor. A
leitura foi realizada a 450nm em espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em

nmol de lactato.

5.10. Determinacao da atividade da enzima citrato sintase
Para dosagem da atividade da enzima citrato sintase as células SKBR3 tratadas

com RNAI foram homogeneizadas em 50 pL de tampdo TRIS-HCI 50 mM/ EDTA
1mM, pH 7,4 contendo inibidor de protease. As células foram lisadas em sonicador por
10 segundos e centrifugadas a 1200RPM por 1 minuto a 25 ° C. O sobrenadante foi
recolhido para quantificacdo de proteina pelo método de Bradford e as amostras foram
diluidas para 2,5 mg/mL. A atividade da enzima citrato sintase foi avaliada em um meio
de incubagdo contendo 5°,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoato) (DTNB) 0,1 mM, &cido
oxaloacético 0,2 mM, Triton X-100 10% e acetil-CoA 0,1 mM, em um tampéao Tris-HCI
100 mM, pH 8,0. A reducdo do DTNB foi medida espectrofotometricamente a 412 nm
por 10 minutos a 25 ° C (Srere, 1969).

5.11. Consumo de oxigénio
A taxa respiratoria foi mensurada utilizando 1x10° células intactas em meio de

cultura McCoy suplementado com 10% de soro albumina utilizando o sistema de alta

resolucdo Oroboros (Innsbruck, Austria). As analises foram realizadas através da adic&o
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sequéncial de 1 uM de oligomicina, 2 uM de carbonil cianeto m-clorofenil hidrazona
(CCCP) e 1 uM de antimicina (AA) a 37 ° C (Chausse et al., 2014).

5.12. Deteccao de espécies reativas de oxigénio por citometria de fluxo
Para deteccdo de EROs foi utilizado o protocolo para dihidroetidina (DHE)

conforme manual do fabricante (Invitrogen). As células do grupo experimental e
controle foram incubadas com DHE. A DHE apresenta fluorescéncia azul quando no
citoplasma até ser oxidada. Quando oxidada, a DHE se intercala com o DNA da célula,
corando o nucleo com fluorescéncia vermelha. A fluorescéncia derivada da DHE foi
avaliada por citometria de fluxo e os resultados foram expressos por intensidade relativa
(%).

5.13. Detec¢do de nitrito e nitrato por NO-Analyzer
A determinacdo da concentracdo de nitrato e nitrito, como estimativa de 6xido

nitrico (NO), foi realizada através de uma técnica de quimiluminescéncia NO/oz6nio
utilizando-se um analisador de NO (Sievers 280 NO Analyzer, Boulder CO. USA). O
sobrenadante de cultura de células SKBR3 tratadas com RNAI foi centrifugado a
2000RPM, 5 minutos a 4 ° C e estocado em ultra freezer -80 °© C para posterior leitura
no analisador. Para mensuracdo de nitrato, 5 pl da amostra foi colocada na camara de
reacdao do analisador contendo um agente redutor (0,8% de cloreto de vanadio em HCI
1IN a 95 ° C) que converte nitrato em NO, em quantidades equimolares. Para medir o
nitrito utiliza-se um agente redutor (1% wt/vol de Nal ou KI em &cido acético) para
converter nitrito em NO. O NO é dragado para a cdmara de quimiluminescéncia do
analisador, que por sua vez, reage com 0 o0zdnio (O3), formando diéxido de nitrogénio
(NO;). O NO; apresenta-se numa forma instavel e tem a capacidade de emitir fotons
que se chocam contra uma superficie foto- sensivel de uma célula fotomultiplicadora. O
féton emitido pela reacdo é detectado e convertido em sinal elétrico. Essa corrente de
elétrons é captada, amplificada e processada por um transdutor analdgico-digital, dando
origem a um tragado grafico, em que a area sob a curva gerada corresponde a
concentragdo de nitrato na amostra. Os valores de nitrito e nitrato foram expressos em
UM (Alves et al., 2002).
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5.14. Determinacio da atividade da enzima superdxido dismutase (SOD)
O composto pirogalol é auto-oxidante a 37 ° C e gera radical superdxido e

compostos que absorvem comprimentos de onda a 420 nm. Assim, sem a presenca da
enzima SOD, a absorbancia aumenta com o tempo. Para dosagem da atividade da
enzima SOD as células SKBR3 tratadas com RNAI foram homogeneizadas em 50 uL
de tampédo TRIS-HCI 50 mM/ EDTA 1 mM, pH 7,4 contendo inibidor de protease. As
celulas foram lisadas em sonicador por 10 segundos e centrifugadas a 1200RPM por 1
minuto a 25 ° C. O sobrenadante foi recolhido para quantificacdo de proteina pelo
método de Bradford e as amostras foram diluidas para 1 mg/mL. A atividade da enzima
SOD foi avaliada em solucdo contendo 150 pL de agua destilada, 20 puL de tampéo
TRIS 1M, pH 8, 20 pL de amostra e 10 pL de pirogalol. Para avaliar a auto-oxidacao do
pirogalol foi realizada uma curva contendo 170 pL de agua destilada, 20 pL de tampao
TRIS 1 M, pH 8 e 10 pL de pirogalol. A auto-oxidacdo do pirogalol foi avaliada por
meio de uma cinética durante 4 minutos, a 37 ° C. A leitura foi realizada em aparelho
VersaMax® a 420 nm. Os resultados foram expressos como unidade de SOD (USOD)
(Victorino et al., 2014c).

5.15. Determinacio da atividade da enzima catalase
As células foram lisadas em 60 pL de 4gua destilada. Para leitura em

espectrofotometro, foram adicionados 20 pL de agua destilada e 160 uL de solugdo
tampao Tris 1 M, onde foi acrescentado 10 puL de amostra e em seguida 10 pL de
peroxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio adicionado na reacdo ¢ degradado
pela enzima catalase presente na amostra e assim foi observada queda de absorbancia na
cinética devido a absor¢do no comprimento de onda de 240 nm pelo peroxido de
hidrogénio. A leitura foi realizada em aparelho SpectraMax® a 240 nm e os resultados
foram expressos em velocidade de absorbancia / minuto/ mg proteina (Victorino et al.,

2014c).

5.16. Quantificacido de glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e
niveis de glutationa totais
O ensaio para quantificacdo do sistema glutationa foi realizado utilizando um kit

comercial (BioVision) e o protocolo seguiu instru¢des do fabricante. As células SKBR3
tratadas com RNAi para PGC-18 foram diluidas em 60 pL de solugdo tampao e

desproteinizadas utilizando 20 pL de dacido perclorico 6 N. As amostras foram
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centrifugadas a 13.000RPM por 2 minutos a 4 °© C e o sobrenadante recolhido. Foi
adicionado entdo 20 pL. de KOH 6 N em 40 pL do sobrenadante para precipitar o acido
perclorico e estabilizar as amostras. As amostras foram centrifugadas a 13.000RPM por
2 minutos a 4 ° C e o sobrenadante recolhido. 10 puL dessa solugdao foram transferidos
para microplaca de 96 pogos para dosagem. Foi realizada uma curva padrao de GSH
seguindo instru¢des do fabricante. Para detec¢do de GSH foi adicionado 90 pL da
solugdo tampao a amostra seguido de 10 uLL de OPA probe. Para detec¢dao de GSSG foi
adicionado a amostra 80 pL de tampao e 10 uL de agente redutor para conversao do
GSSG em GSH. Ap6s 10 minutos de reagdo, foi adicionado 10 uL de OPA probe. Para
detecgdo de glutationa total foi adicionado a amostra 70 pL de tampao seguido de 10 puL.
de GSH quencher, o qual remove o GSH da amostra. Apods reagdo, foram adicionados
10 uL de agente redutor para destruir o excesso de GSH quencher e para converter o
GSSG em GSH. Em seguida, foi adicionado 10 pL de OPA probe. 10 pL de OPA probe
também foram adicionados a curva padrdo de GSH. Apds 40 minutos de reagdo, a

reagdo foi lida em aparelho SpectraMax® em Excitacdo 340nm e Emissdo 420nm.

5.17. Avaliacio de desacoplamento mitocondrial por citometria de fluxo
Para avaliacdo de desacoplamento mitocondrial utilizando o marcador DIOC6

seguimos o protocolo de acordo com o fabricante (Molecular Probes ™) " As células
SKBR3 tratadas com RNA de interferéncia para PGC-1p foram lavadas com 1 mL de
PBS e centrifugadas a 1600RPM por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguidas,
as células foram incubadas por 30 minutos a 37 ° C em 1 mL de solu¢do PBS contendo
50 nM de DIOC6. Em seguida, as células foram centrifugadas a 1.600RPM por 5
minutos e lavadas com solugdo PBS. Por fim, as células foram incubadas por 30
minutos a 37 ° C em 1 mL de solugdo PBS, centrifugadas a 1.600RPM por 5 minutos e
ressuspendidas em 200 uL de PBS para andlise em citometria de fluxo. Os resultados

foram expressos como porcentagem de células com perda de potencial de membrana.

5.18. Analise Estatistica
As analises foram realizadas com N= 6. Os resultados estao apresentados como

média + erro padrao da média. Foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) com p0s-
teste de Tukey para comparagdo entre 0s grupos. Foi considerado como significativa

diferenga com p< 0,05.
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6. Resultados

6.1. Expressao de PGC-1s em células tumorais de mama
Inicialmente nés investigamos a expressdo de PGC-1s (a e B), em células

tumorais de mama MCF7 (luminal), SKBR3 (HER2) e MDAMB231 (triplo negativa)
em relacdo a uma linhagem de mama ndo tumoral imortalizada espontaneamente
(MCF10A). Nossos resultados mostram menor expressdo de PGC-la nas linhagens
tumorais MCF7 e SKBR3 quando comparada com a linhagem néo tumoral (p< 0,05) e

ndo houve alteracéo significativa para MDAMB231 (Figura 3).
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Figura 3: Expressdo de PGC-10 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 média + erro das médias. * p< 0,05 indica
diferenca estatistica entre a linhagem nao tumoral (MCF10-A) e as linhagens tumorais (MCF7, SKBR3 e
MDAMB231) utilizando o teste estatistico One-Way ANOVA seguido de Tukey como pds- teste.

A expressdo de RNAm para PGC-1p foi 4x mais elevada na linhagem celular

HER2- positiva do que na celula de mama ndo tumoral (p< 0,001), enquanto que a
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expressdao de PGC-1B nas linhagens luminal e triplo negativa foi significativamente
menor (p< 0,001) (Figura 4).
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Figura 4: Expressio de PGC-1p em células nio 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 média + 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 pds- teste.

Em seguida foi avaliada também a expressao proteica de PGC-1 por Western
Blotting. Observamos aumento da expressdo proteica de PGC-1f nas células tumorais

de mama em relagéo a célula ndo tumoral MCF-10A (p<0,05) (Figura 5).
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Figura 5: Expressio proteica de PGC-1p por Western Blotting de células ndo tumorais de mama
imortalizadas espontaneamente (MCF10-A), e células tumorais de mama luminais (MCF7), HER2-
positivas (SKBR3) e triplo negativas (MDAMB231). O painel acima mostra qualitativamente a
expressdo de PGC-1p (10A= MCF10A; 7= MCF7; SK= SKBR3; 231= MDAMB231). O grafico abaixo
mostra quantitativamente a expressdo de PGC-1p. * p< 0,05 indica diferencga estatistica entre a linhagem
MCF10-A e as linhagens tumorais (MCF7, SKBR3 ¢ MDAMB231) utilizando o teste estatistico One-
Way ANOVA seguido de Tukey como pds- teste.

6.2. Proliferacao de células tumorais de mama
Foi determinada a curva de proliferacdo de células MCF10A e das linhagens

tumorais de mama. A linhagem tumoral SKBR3 apresentou maior taxa de proliferacéo
celular comparado com a linhagem ndo tumoral MCF10A (p< 0,001), enquanto que as
linhagens luminal e triplo negativas ndo diferiram. Em 120 horas, a linhagem SKBR3
apresentou maior taxa de proliferacdo também quando comparada a MCF-7 e
MDAMB231 (p<0,001) (Figura 6).
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Figura 6: Curva de proliferagdo de células ndo tumorais de mama imortalizadas espontaneamente
(MCF10-A), e células tumorais de mama luminais (MCF7), HER2- positivas (SKBR3) e triplo
negativas (MDAMB231). Curva de crescimento durante 120 horas. Os resultados estdo expressos como
média + erro das médias. * p< 0,001 indica diferenca estatistica entre células HER2- positivas (SKBR3) ¢
MCF10-A, MCF-7 ¢ MDAMB-231 utilizando o teste ¢ de Student ¢ Two-Way ANOVA seguido de
Bonferroni como pos- teste.

Considerando que as células SKBR3 apresentam alta expressdo de PGCL1 e alta
taxa de proliferacdo, nos proximos experimentos procuramos definir se existe alguma

relagdo causal entre esses fendmenos.

6.3. Relacio entre a expressao de PGC-1p e proliferaciao de células tumorais de

mama HER2- positivas
Para investigar se a expressdo de PGC-1p pode estar envolvida diretamente na

proliferacdo de células tumorais de mama HER2- positivas, foram realizados
experimentos utilizando sequéncias especificas de RNAi com a finalidade de diminuir a
expressao de PGC-1p nessas células.

Como controle interno, foram realizados 2 grupos controles 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 expresséo de PGC-1p (p> 0,05) (Figura 7).
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Figura 7: Controle interno de knockdown da expressio de PGC-1p em células HER2- positivas
(SKBR3) utilizando RNA de interferéncia. Resultado ap6s 72 horas de tratamento com OPT-MEM
(controle- CTR) e lipofectamina (lipo). Os resultados estdo expressos como média + erro das médias. A
analise entre os grupos foi realizada utilizando o teste ¢ de Student.

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 expressao de PGC-1§

quando comparado ao grupo lipofectamina (p> 0,05) (Figura 8).
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Figura 8: Knockdown da expressio de PGC-1B em células HER2- positivas (SKBR3) utilizando
sequéncias negativas (scrambles) de RNA de interferéncia. Expressdo génica de PGC-1p nos grupos
controle negativo 1 (Negl), negativo 2 (Neg2) ap6s 72 horas de tratamento com RNA de interferéncia. Os
resultados estdo expressos como média + erro das médias. A andlise entre os grupos foi realizada
utilizando o teste One-Way ANOV A seguida pelo pos- teste de Tukey.

Em seguida, utilizamos duas sequéncias desenhadas especificamente para
interferir na expressdo de PGC-1p. A sequéncia 1 especifica para PGC-1p diminuiu
significativamente em 50% de sua 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 expressao quando comparada as sequéncias negativas 1 e
2 e ndo teve diferenca significante (p> 0,05) (Figura 9).
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Figura 9: Knockdown da expressio de PGC-1B em células HER2- positivas (SKBR3) utilizando
RNA de interferéncia. Expressdo génica de PGC-1B nos grupos lipofectamina (Lipo), controle negativo
1 (Negl), negativo 2 (Neg2) e diminui¢do da expressdo de PGC-1P para as sequéncias especificas 1
(Seql) e 2 (Seq2). * p< 0,05 indica diferenca estatistica entre as sequéncias especificas 1 ou 2 e o controle
negativo 1. # p< 0,05 indica diferenga estatistica entre as sequéncias especificas 1 ou 2 e o controle
negativo 2. A analise entre os grupos foi realizada utilizando o teste One-Way ANOVA seguida pelo pos-
teste de Tukey.

Apos 72 horas de tratamento com RNAI, a sequéncia 1 especifica para PGC-1p
diminuiu significativamente sua expressdo proteica quando comparada ao controle
negativo 1 (p< 0,05) (Figura 10).
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Figura 10: Expressiao proteica de PGC-1p em células HER2- positivas (SKBR3) apés tratamento
com RNA de interferéncia. O painel acima mostra qualitativamente a expressdo de PGC-1 (N1=
negativo 1; N2= negativo 2; Sl= sequéncia 1; S2= sequéncia 2). O grafico abaixo mostra
quantitativamente a expressdo de PGC-1f. 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.

Ap06s 72 horas de tratamento com RNAI avaliamos a proliferacdo das células
SKBR3 e houve diminui¢do significativa de proliferacdo celular para a sequéncia 1 e até
mesmo para a sequéncia 2 quando comparados aos controles negativos (p< 0,001), sem

diferenga em relagdo a viabilidade celular (p>0,05) (Figura 11).
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Figura 11: Knockdown da expressio de PGC-1p em células HER2- positivas (SKBR3) utilizando
RNA de interferéncia e sua influéncia na proliferacdo celular. Taxa de proliferacdo e viabilidade
celular apds 72 horas de tratamento com RNA de interferéncia para PGC-1B. Os resultados estdo
expressos como média + erro das médias. * p< 0,05 indica diferenca estatistica entre as sequéncias
especificas 1 ou 2 e o controle negativo 1. # p< 0,05 indica diferenca estatistica entre as sequéncias
especificas 1 ou 2 e o controle negativo 2. A andlise entre os grupos foi realizada utilizando o teste One-
Way ANOVA seguida pelo pos- teste de Tukey.

Em seguida, avaliamos se 0s niveis de expressaio de PGC-1p estariam
correlacionados com a proliferacdo das células SKBR3. Nossa analise mostrou que
houve correlagdo positiva (R?= 0,85, p< 0,01) entre a expressdo de PGC-IB e a

proliferacdo de células tumorais SKBR3 apos tratamento com RNA. (Figura 12).
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Figura 12: Knockdown da expressio de PGC-1p em células HER2- positivas (SKBR3) utilizando
RNA de interferéncia e sua influéncia na proliferacio celular. Correlagdo positiva entre a proliferagdo
celular e a expressdo de PGC-1p (r*= 0,85; p< 0,01) em células HER2- positivas apds tratamento com
RNA de interferéncia utilizando os controles (CTR), lipofectamina (Lipo), as sequéncias negativo 1
(Negl), negativo 2 (Neg2) e diminui¢do da expressdo de PGC-1p para as sequéncias especificas 1 (Seql)
e 2 (Seq2). A analise entre os grupos foi realizada utilizando o teste de correlagdo de Pearson.

O conjunto de resultados indica que a expressdo de PGC-1p em células HER2-
positivas esta relacionada a maior taxa de proliferacdo celular e que sua manipulagéo

genética diminuindo sua expressdo é capaz de reduzir essa taxa de proliferacdo celular.

6.4. Alteracao na expressiao de PGC-1p em células tumorais de mama HER2-
positivas nao influencia a expressao de ciclinas
Visto que a diminuicdo da expressdo de PGC-1p em células tumorais de mama

HER2- positivas diminui sua taxa de proliferacdo celular, procuramos investigar 0s
provaveis mecanismos pelos quais PGC-1f pode influenciar a proliferacdo dessas
celulas. Primeiramente avaliamos se a expressdo de PGC-1p poderia influenciar na
expressdo de ciclinas causando assim menor proliferacdo dessas celulas. Para tal,

analisamos a expressdo de ciclinas B, C, D e E e ndo encontramos diferenca para a
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expressao génica das ciclinas avaliadas (p> 0,05) apds knockdown de PGC-1p (Figuras
13, 14, 15 e 16).
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Figura 13: Expressdo de ciclina B apds knockdown da expressio de PGC-1p em células HER2-
positivas (SKBR3). Foi avaliada a expressdo de ciclina B em células HER2- positivas apds tratamento
com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo 1 (Negl), negativo 2 (Neg2) ¢ diminuigdo da
expressdo de PGC-1p para as sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). Os resultados estdo expressos
como média + erro das médias. A analise entre os grupos foi realizada utilizando o teste One-Way
ANOVA seguida pelo pos- teste de Tukey.
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Figura 14: Expressao de ciclina C apds knockdown da expressio de PGC-1p em células HER2-
positivas (SKBR3). Foi avaliada a expressdo de ciclina C em células HER2- positivas apds tratamento
com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo 1 (Negl), negativo 2 (Neg2) ¢ diminuigdo da
expressdo de PGC-1p para as sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). Os resultados estdo expressos
como média + erro das médias. A analise entre os grupos foi realizada utilizando o teste One-Way
ANOVA seguida pelo pos- teste de Tukey.
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Figura 15: Expressdo de ciclina D apés knockdown da expressio de PGC-1p em células HER2-
positivas (SKBR3). Foi avaliada a expressdo de ciclina D em células HER2- positivas apds tratamento
com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo 1 (Negl), negativo 2 (Neg2) ¢ diminuigdo da
expressdo de PGC-1p para as sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). Os resultados estdo expressos
como média + erro das médias. A analise entre os grupos foi realizada utilizando o teste One-Way
ANOVA seguida pelo pos- teste de Tukey.
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Figura 16: Expressao de ciclina E apos knockdown da expressio de PGC-1p em células HER2-
positivas (SKBR3). Foi avaliada a expressdo de ciclina E em células HER2- positivas apds tratamento
com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo 1 (Negl), negativo 2 (Neg2) ¢ diminuigdo da
expressdo de PGC-1p para as sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). Os resultados estdo expressos
como média + erro das médias. A analise entre os grupos foi realizada utilizando o teste One-Way
ANOVA seguida pelo pos- teste de Tukey.

6.5. Alteracao na expressao de PGC-1p em células tumorais de mama HER2-
positivas nao influencia a quantidade mitocondrial
Os coativadores de transcri¢do génica PGC-1s estdo relacionados principalmente

a biogénese mitocondrial e a0 metabolismo energético celular. Avaliamos a expressao
do fator de transcricdo mitocondrial TFAM (Figura 17) e dos fatores de respiracdo
nuclear NRF2 (Figura 18) e NRF1 (Figura 19), relacionados a transcricéo e replicacdo
do mtDNA. Apenas a sequéncia 1 especifica para PGC-1p diminuiu significativamente

a expressao de NRF1 quando comparado a sequéncia negativa 2 (p> 0,05) (Figura 20).
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Figura 17: Quantidade mitocondrial apés knockdown da expressio de PGC-1p em células HER2-
positivas (SKBR3). O DNA mitocondrial foi avaliado através do fator transcricdo mitocondrial TFAM
em células HER2- positivas apds tratamento com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo
1 (Negl), negativo 2 (Neg2) e diminui¢do da expressdo de PGC-1P para as sequéncias especificas 1
(Seql) e 2 (Seq2). Os resultados estdo expressos como média + erro das médias. A analise entre os grupos
foi realizada utilizando o teste One-Way ANOV A seguida pelo pds- teste de Tukey.
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Figura 18: Quantidade mitocondrial apés knockdown da expressio de PGC-1p em células HER2-
positivas (SKBR3). O DNA mitocondrial foi avaliado através do fator de respiracdo nuclear 1 (NRF1)
em células HER2- positivas apods tratamento com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo
1 (Negl), negativo 2 (Neg2) e diminui¢do da expressdo de PGC-1p para as sequéncias especificas |
(Seql) e 2 (Seq2). Os resultados estdo expressos como média + erro das médias. A analise entre os grupos
foi realizada utilizando o teste One-Way ANOV A seguida pelo pds- teste de Tukey.
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Figura 19: Quantidade mitocondrial apés knockdown da expressio de PGC-1p em células HER2-
positivas (SKBR3). O DNA mitocondrial foi avaliado através do fator de respiracdo nuclear 2 (NRF2)
em células HER2- positivas apods tratamento com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo
1 (Negl), negativo 2 (Neg2) e diminui¢do da expressdo de PGC-1p para as sequéncias especificas |
(Seql) e 2 (Seq2). Os resultados estdo expressos como média £+ erro das médias. # p< 0,05 indica
diferenca estatistica entre a sequéncia especifica 1 e o controle negativo 2. A analise entre os grupos foi
realizada utilizando o teste One-Way ANOVA seguida pelo pos- teste de Tukey.

Para confirmar se o knockdown de PGC-1B pode influenciar a quantidade de
mitocdndrias em células tumorais HER2- positivas, analisamos também a expressdo dos
marcadores de quantidade mitocondrial COIl e 16S. Nossos resultados ndo mostram
diferengas significativas na quantidade de DNA mitocondrial (p> 0,05) dependentes de
PGC-1B em células SKBR3 apods tratamento com RNAi (Figuras 20 e 21). Assim, a
somatoria de nossos resultados indica que ndo houve alteragbes significativas na
quantidade de mitocondrias nas células HER2- positivas causadas pela diminuicdo da

expressdo de PGC-18.
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Figura 20: Avaliacio do DNA mitocondrial (mtDNA) apés knockdown da expressao de PGC-1p em
células HER2- positivas (SKBR3). O DNA mitocondrial foi avaliado através do marcador COI em
células HER2- positivas apds tratamento com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo 1
(Negl), negativo 2 (Neg2) e diminui¢do da expressdo de PGC-1p para as sequéncias especificas 1 (Seql)
e 2 (Seq2). Os resultados estdo expressos como média + erro das médias. A analise entre os grupos foi
realizada utilizando o teste One-Way ANOVA seguida pelo pos- teste de Tukey.
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Figura 21: Avaliacdo do DNA mitocondrial (mtDNA) apés knockdown da expressdo de PGC-1p em
células HER2- positivas (SKBR3). O DNA mitocondrial foi avaliado através do marcador 16S em
células HER2- positivas apds tratamento com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo 1
(Negl), negativo 2 (Neg2) e diminui¢ao da expressdo de PGC-1p para as sequéncias especificas 1 (Seql)
e 2 (Seq2). 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.

6.6. Influéncia da expressio de PGC-1p no perfil metabdlico de células tumorais de
mama HER2- positivas
Devido a grande importancia dos coativadores de transcrigdo génica PGC-1s

no controle do metabolismo energético celular, nosso préoximo passo foi investigar se
alteracOes na expressdo de PGC-1p pode influenciar a proliferacdo celular por causar
alterac6es no perfil metabdlico. Com a finalidade de avaliar se o knockdown de PGC-1
pode influenciar o Efeito Warburg, avaliamos a producdo de lactato, sendo esse o
principal metabolito produzido pela ativagdo da via glicolitica. A diminuigcdo da
expressdo de PGC-1p diminuiu significativamente a producgéo de lactato intracelular das
células HER2- positivas (p< 0,05) (Figura 22), enquanto ndo houve alteragcdo nos niveis

de lactato liberado no meio de cultura celular (p> 0,05) (Figura 23).
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Figura 22: Influéncia do knockdown da expressio de PGC-1p em células HER2- positivas (SKBR3)
na producio de lactato intracelular. Foi avaliada a produgo de lactato intracelular de células HER2-
positivas ap6s tratamento com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo 1 (Negl), negativo
2 (Neg?) e diminuicdo da expressdo de PGC-1p para as sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). Os
resultados estdo expressos como média + erro das médias. * p< 0,05 indica diferenga estatistica entre a
sequéncia especifica 1 e o controle negativo 1. # p< 0,05 indica diferenga estatistica entre as sequéncias
especificas 1 e o controle negativo 2. A analise entre os grupos foi realizada utilizando o teste One-Way

ANOVA seguida pelo pos- teste de Tukey.
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Figura 23: Influéncia do knockdown da expressio de PGC-1p em células HER2- positivas (SKBR3)
na producio de lactato liberado. Foi avaliada a producao de lactato liberado no meio de cultura celular
de células HER2- positivas apos tratamento com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo
1 (Negl), negativo 2 (Neg2) e diminui¢do da expressdo de PGC-1p para as sequéncias especificas |
(Seql) e 2 (Seq2). Os resultados estdo expressos como média + erro das médias. A analise entre os grupos
foi realizada utilizando o teste One-Way ANOV A seguida pelo pds- teste de Tukey.

Para avaliar a fungdo da via oxidativa, mensuramos a atividade da enzima
citrato sintase nas células SKBR3 apds tratamento com RNAIi. Nossos resultados
indicam que h& aumento significativo na atividade da enzima citrato sintase nas células
tratadas com a sequéncia 1 quando comparada com 0s grupos controles (p< 0,05)
(Figura 24).
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Figura 24: Influéncia do knockdown da expressio de PGC-1p em células HER2- positivas (SKBR3)
na atividade da enzima citrato sintase. Foi avaliada a atividade da enzima citrato sintase de células
HER2- positivas apods tratamento com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo 1 (Negl),
negativo 2 (Neg2) e diminui¢do da expressdo de PGC-1p para as sequéncias especificas 1 (Seql) e 2
(Seq2). Os resultados estdo expressos como média + erro das médias. * p< 0,05 indica diferenca
estatistica entre a sequéncia especifica 1 e o controle negativo 1. # p< 0,05 indica diferenca estatistica
entre as sequéncias especificas 1 e o controle negativo 2. A andlise entre os grupos foi realizada
utilizando o teste One-Way ANOV A seguida pelo pos- teste de Tukey.

Para avaliar se 0 knockdown de PGC-1p poderia interferir com a respiragéo
celular, analisamos o consumo de oxigénio pelas células tumorais HER2- positivas apds
diminuir a expressdo de PGC-1B. Os resultados mostram que apds o knockdown de
PGC-1p com a sequéncia 1, essas células apresentam uma tendéncia (p= 0,1) a maior
respiracdo celular avaliada através do tracado da taxa respiratdria (Figura 25), da taxa de
respiracdo basal (Figura 26), sem diferenca entre taxa respiratéria maxima (Figura 27) e
capacidade respiratoria sobressalente (p> 0,05) (Figura 28). Essa maior taxa respiratéria
pode estar ligada a maior producdo de ATP (p= 0,1) (Figura 29), sem diferenca em
ralacdo a taxa de vazamento de protons (H") (p> 0,05) (Figura 30). Assim, alteracio na
expressdo de PGC-1p parece influenciar vias metabolicas em células tumorais de mama
HER2- positivas.
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Figura 25: Taxa respiratéria celular apés knockdown da expressdo de PGC-1p em células HER2-
positivas (SKBR3). Foi avaliada a taxa respiratoria celular de células HER2- positivas apos tratamento
com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo 1 (Negl) e diminui¢do da expressdo de
PGC-1p para as sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). Os resultados estdo expressos como média +
erro das médias. A analise entre os grupos foi realizada utilizando o teste One-Way ANOVA seguida pelo
pos- teste de Tukey.
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Figura 26: Respiracao basal apos knockdown da expressao de PGC-1f em células HER2- positivas
(SKBR3). Foi avaliada a de respiragdo basal de células HER2- positivas apos tratamento com RNA de
interferéncia utilizando as sequéncias negativo 1 (Negl) e diminui¢do da expressdo de PGC-1p para as
sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). Os resultados estdo expressos como média + erro das médias.
A andlise entre os grupos foi realizada utilizando o teste One-Way ANOVA seguida pelo pds- teste de

Tukey.
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Figura 27: Taxa respiratoria maxima apés knockdown da expressio de PGC-1f em células HER2-
positivas (SKBR3). Foi avaliada a respiragdo maxima celular de células HER2- positivas apds tratamento
com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo 1 (Negl) e diminuicdo da expressdo de
PGC-1B para as sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). Os resultados estdo expressos como média +
erro das médias. A analise entre os grupos foi realizada utilizando o teste One-Way ANOVA seguida pelo
pos- teste de Tukey.
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Figura 28: Capacidade respiratéria sobressalente apos knockdown da expressio de PGC-1p em
células HER2- positivas (SKBR3). Foi avaliada a capacidade respiratoria sobressalente de células
HER2- positivas ap6s tratamento com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo 1 (Negl) e
diminuicdo da expressdo de PGC-1B para as sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). Os resultados
estdo expressos como média + erro das médias. A analise entre os grupos foi realizada utilizando o teste
One-Way ANOVA seguida pelo pos- teste de Tukey.
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Figura 29: Taxa respiratoria ligada a producio de ATP apoés knockdown da expressio de PGC-18
em células HER2- positivas (SKBR3). Foi avaliada a taxa respiratoria ligada a produgdo de ATP de
células HER2- positivas apds tratamento com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo 1
(Negl) e diminuicdo da expressdo de PGC-1f para as sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). Os
resultados estdo expressos como média + erro das médias. A andlise entre os grupos foi realizada
utilizando o teste One-Way ANOV A seguida pelo pos- teste de Tukey.
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Figura 30: Taxa de vazamento de prétons (H") apos knockdown da expressio de PGC-1p em células
HER2- positivas (SKBR3). Foi avaliada o vazamento de protons de células HER2- positivas apods
tratamento com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo 1 (Negl) e diminui¢cdo da
expressdo de PGC-1p para as sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). Os resultados estdo expressos
como média + erro das médias. A analise entre os grupos foi realizada utilizando o teste One-Way
ANOVA seguida pelo pos- teste de Tukey.

6.7. Influéncia da expressio de PGC-1p no equilibrio redox de células tumorais de
mama HER2- positivas

Devido a importancia da producdo de espécies reativas na proliferacdo celular,
nos avaliamos se a diminuicdo da expressdo de PGC-1p afeta a produgdo de EROs e
ERNs. A produgdo de EROs aumentou significativamente nas células SKBR3 apds
diminuigdo da expressao de PGC-1p (p< 0,001) (Figura 31).
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Figura 31: Influéncia do knockdown da expressio de PGC-1p em células HER2- positivas (SKBR3)
na producio de espécies reativas de oxigénio. Foi avaliada a produg@o de espécies reativas de oxigénio,
principalmente anion superoxido, de células HER2- positivas apds tratamento com RNA de interferéncia
utilizando as sequéncias negativo 1 (Negl), negativo 2 (Neg2) e diminui¢do da expressdo de PGC-1f para
as sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). Os resultados estdo expressos como média £+ erro das
médias. * p< 0,05 indica diferenga estatistica entre as sequéncias especificas 1 ou 2 ¢ o controle negativo
1. # p< 0,05 indica diferenga estatistica entre as sequéncias especificas 1 ou 2 e o controle negativo 2. A
analise entre os grupos foi realizada utilizando o teste One-Way ANOVA seguida pelo pos- teste de
Tukey.

A producdo de ERNs, avaliada pela producdo de nitrito (Figura 32) e nitrato
(Figura 33), ndo diferiu significativamente entre os grupos (p> 0,05). Dessa forma,

PGC-1p parece interferir apenas na producao de EROs.
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Figura 32: Influéncia do knockdown da expressio de PGC-1p em células HER2- positivas (SKBR3)
na producio de espécies reativas de nitrogénio. Foi avaliada a producdo de nitrito como estimativa de
oxido nitrico de células HER2- positivas apos tratamento com RNA de interferéncia utilizando as
sequéncias negativo 1 (Negl), negativo 2 (Neg2) e diminui¢do da expressdo de PGC-1B para as
sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). 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.
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Figura 33: Influéncia do knockdown da expressio de PGC-1p em células HER2- positivas (SKBR3)
na produciio de espécies reativas de nitrogénio. Foi avaliada a producdo de nitrato como estimativa de
oxido nitrico de células HER2- positivas apds tratamento com RNA de interferéncia utilizando as
sequéncias negativo 1 (Negl), negativo 2 (Neg2) e diminui¢do da expressdo de PGC-1p para as
sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). 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.

Em seguida analisamos o perfil antioxidante das células SKBR3 apos
knockdown de PGC-1B. Os resultados apontam uma diminui¢do significativa da
expressao génica da enzima antioxidante SOD quando PGC-1f ¢ diminuido nas células
HER2 (p< 0,05) (Figura 34). A expressdo génica da enzima antioxidante CAT néo foi
alterada (p> 0,05) (Figura 35).
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Figura 34: Influéncia do knockdown da expressio de PGC-1p na expressio génica da enzima
antioxidante supero6xido dismutase (SOD) em células HER2- positivas (SKBR3). Foi avaliada a
expressdo génica da enzima SOD em células HER2- positivas apds tratamento com RNA de interferéncia
utilizando as sequéncias negativo 1 (Negl), negativo 2 (Neg2) e diminuicdo da expressdo de PGC-1p para
as sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). Os resultados estdo expressos como média = erro das
médias. * p< 0,05 indica diferenga estatistica entre as sequéncias especificas 1 ou 2 e o 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 One-Way ANOVA seguida pelo pds- teste de
Tukey.
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Figura 35: Influéncia do knockdown da expressio de PGC-1P na expressio génica da enzima
antioxidante catalase (CAT) em células HER2- positivas (SKBR3). Foi avaliada a expressao génica da
enzima CAT em células HER2- positivas apds tratamento com RNA de interferéncia utilizando as
sequéncias negativo 1 (Negl), negativo 2 (Neg2), sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). Os
resultados estdo expressos como média + erro das médias. A analise entre os grupos foi realizada
utilizando o teste One-Way ANOVA seguida pelo pos- teste de Tukey.

A atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e sistema GSSG/GSH
tambeém foi avaliada ap6s knockdown de PGC-1p nas celulas SKBR3. Apds 72 horas de
tratamento com RNAIi para PGC-1B ndo houve alteracdo na atividade da enzima
antioxidante SOD (Figura 36), CAT (Figura 37) e sistema GSSG/GSH (Figuras 38 e 39)
(p> 0,05).
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Figura 36: Influéncia do knockdown da expressao de PGC-1p na atividade da enzima antioxidante
superéxido dismutase (SOD) em células HER2- positivas (SKBR3). Foi avaliada a atividade da
enzima SOD em células HER2- positivas apds tratamento com RNA de interferéncia utilizando as
sequéncias negativo 1 (Negl), negativo 2 (Neg2) e diminui¢do da expressdo de PGC-1p para as
sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). 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.
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Figura 37: Influéncia do knockdown da expressao de PGC-1p na atividade da enzima antioxidante
catalase em células HER2- positivas (SKBR3). Foi avaliada a atividade da enzima Catalase em células
HER2- positivas apds tratamento com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo 1 (Negl),
negativo 2 (Neg2) ¢ diminui¢do da expressdo de PGC-1p para as sequéncias especificas 1 (Seql) e 2
(Seq2). 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.
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Figura 38: Influéncia do knockdown da expressio de PGC-1p na relagcio de glutationa oxidada
(GSSG) por glutationa reduzida (GSH) em células HER2- positivas (SKBR3). Foi quantificado os
niveis de GSSG e GSH em células HER2- positivas apos tratamento com RNA de interferéncia utilizando
as sequéncias negativo 1 (Negl), negativo 2 (Neg2) e diminui¢do da expressdo de PGC-1f para as
sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). 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.
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Figura 39: Influéncia do knockdown da expressio de PGC-1p nos niveis de glutationa total em
células HER2- positivas (SKBR3). Foi quantificado os niveis de glutationa totais em células HER2-
positivas apos tratamento com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo 1 (Negl), negativo
2 (Neg2) e diminui¢do da expressdo de PGC-1p para as sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). Os
resultados estdo expressos como média + erro das médias. A analise entre os grupos foi realizada
utilizando o teste One-Way ANOV A seguida pelo pos- teste de Tukey.

Como houve aumento na producdo de EROs, avaliamos também a presenca de
desacoplamento mitocondrial em células SKBR3 apds knockdown de PGC-1B. Os
resultados revelam presenca significativa de desacoplamento mitocondrial quando PGC-
1B é diminuido nas células HER2 (p< 0,001) (Figura 40).
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Figura 40: Despolarizacio mitocondrial apdés knockdown da expressio de PGC-1f em células
HER2- positivas (SKBR3). Foi quantificado a porcentagem de despolarizagdo mitocondrial de células
HER2- positivas apds tratamento com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo 1 (Negl),
negativo 2 (Neg2) e diminui¢do da expressdo de PGC-1P para as sequéncias especificas 1 (Seql) e 2
(Seq2). Os resultados estdo expressos como média + erro das médias. * p< 0,05 indica diferenca
estatistica entre as sequéncias especificas 1 ou 2 e o controle negativo 1. # p< 0,05 indica diferenca
estatistica entre as sequéncias especificas 1 ou 2 e o controle negativo. A andlise entre os grupos foi
realizada utilizando o teste One-Way ANOVA seguida pelo pos- teste de Tukey.

Visto que PGC-1s possuem um importante papel na ativacdo e indugédo de
expressdo dos fatores de transcricdo ERRS, e que esses fatores de transcricdo possuem
importante papel na regulagdo do metabolismo energeético de células tumorais de mama,
avaliamos sua expressdo nas células SKBR3 ap6s knockdown de PGC-1B. A diminuigdo
de PGC-1p ndo influenciou a expressdo génica de ERRy (Figura 41). No entanto, nossos
resultados mostram reducdo em aproximadamente 50% da expressdo génica de ERRa

(p< 0,01) nos grupos tratados com RNAI para PGC-1f (Figura 42).
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Figura 41: Influéncia do knockdown da expressio de PGC-1p em células HER2- positivas (SKBR3)
na expressao de ERRy. Foi avaliada a expressdo de ERRy em células HER2- positivas ap6s tratamento
com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo 1 (Negl), negativo 2 (Neg2), sequéncias
especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). 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.
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Figura 42: Influéncia do knockdown da expresséo de PGC-1p em células HER2- positivas (SKBR3)
na expressiao de ERRa. Foi avaliada a expressdo de ERRa em células HER2- positivas ap6s tratamento
com RNA de interferéncia utilizando as sequéncias negativo 1 (Negl), negativo 2 (Neg2) ¢ diminuigdo da
expressdo de PGC-1p para as sequéncias especificas 1 (Seql) e 2 (Seq2). Os resultados estdo expressos
como média =+ erro das médias. * p< 0,05 indica diferenga estatistica entre as sequéncias especificas 1 ou
2 e o controle negativo 1. # p< 0,05 indica diferenga estatistica entre as sequéncias especificas 1 ou 2 ¢ o
controle negativo 2. A analise entre os grupos foi realizada utilizando o teste One-Way ANOVA seguida
pelo pos- teste de Tukey.

Por fim, investigamos se a expressdo de PGC-1p também esta alterada em
tumores HER2- positivos provenientes de mulheres portadoras do cancer de mama em
relacdo aos diferentes subtipos moleculares. Nossos resultados foram semelhantes aos
achados em cultura celular onde a superexpressao de HER2 esta associada
positivamente com a maior expressdo génica de PGC-1B comparado com os subtipos
moleculares luminal A, luminal B sem superexpressdo de HER2 e triplo negativo (p<
0,001) (Figura 43). A Figura 44 ilustra um tumor de mama ductal infiltrativo HER2-

positivo com marcagdo nuclear para PGC-1p.
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Figura 43: Mulheres portadoras do carcinoma mamario HER2- positivo apresentam maior
expressio de PGC-1p. Expressdo de PGC-1B em tumor de mama de pacientes classificadas como
luminal A (LumA, n= 8), luminal B sem superexpressdo de HER2 (LumB, n= 4), HER2- superexpresso
(HER2, n= 6) e triplo negativo (TN, n=5). Os resultados estdo expressos como média + erro das médias.
* p< 0,05 indica diferenga estatistica entre o subtipo molecular HER2 e outros subtipos (luminal A,
luminal B e triplo negativo) utilizando o teste estatistico One-Way ANOV A seguido de Tukey como pos-
teste.
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Figura 44: Expressio de PGC-1p em tumor ductal infiltrativo HER2- positivo de paciente
portadora do carcinoma de mama. Imagem ilustrativa com marcag@o nuclear (setas) para PGC-1§ em
tecido mamario de mulher portadora do cancer de mama HER2- positivo.
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7. Discussao

7.1. Expressao de PGC-1s em tumor de mama de diferentes subtipos moleculares
Neste estudo, mostramos que ocorre uma baixa expressdo génica de PGC-1a nos

subtipos moleculares das linhagens celulares de cancer de mama em relagcdo 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 superexpressdo de HER2.
Diferentemente da expressao génica, o produto proteico de PGC-1p esta aumentada em
todos os subtipos moleculares quando comparado a linhagem ndo tumoral.

Ap0s o processamento do RNAm, esse € transportado para o citoplasma para ser
traduzido e originar o produto proteico. No citoplasma, PGC-1p ¢ reconhecido para ser
importado novamente para o nucleo, onde tera atividade de coativador da transcricao
génica. A expressdo de muitos genes podem ser regulados em nivel de transcricdo do
RNAm e/ou em nivel de sintese proteica (Watson et al., 2015). Além disso, a proteina
PGC-1 controla sua propria transcricdo por um mecanismo de auto-regulacdo positiva
(Handshin, Spiegelman 2006). Assim, o nivel da expressao génica pode diferir da
expressao proteica em um dado tempo.

As linhagens tumorais de mama sdo agrupadas dentro de diferentes classes
moleculares por apresentarem um padrdo distinto de marcadores, que sao utilizados
como alvos terapéuticos. As linhagens MCF-7, SKBR-3 e MDAMB-231 diferem entre
si e da linhagem n&o tumoral MCF-10A n&o apenas em relacdo a seus marcadores
moleculares, mas também na expressdo de diversas proteinas. A grande maioria das
alteracdes proteicas entre as linhagens tumorais de mama esta relacionada a processos
metabolicos. Dentre as proteinas com atividade metabdlica com expressao elevada em
células tumorais destacam-se proteinas relacionadas ao metabolismo de carbono e via
pentose fosfato (exemplo: PGLS, PGD) dentre outras, enquanto que proteinas com
expressdo diminuidas estdo relacionadas a glicolise e gliconeogénese (exemplo:
ALDH7AL), metabolismo de purinas (exemplo: Ak2), metabolismo de carboidrato e
acidos graxos (exemplo: HADHA), dentre outras (Calderon-Gonzélez et al., 2015). As
diferentes proteinas expressas nas linhagens celulares tumorais de mama podem ser
decorrentes da diferenca na ativacdo de cofatores e fatores de transcri¢do, como de
PGC-1s.

O padréo de expressdo de PGC-1s em determinados subtipos moleculares do
cancer de mama ainda néo e estabelecido. Entretanto, sabe-se que ha uma relagdo entre

a expressdao de PGC-1B e o subtipo molecular HER2. A amplificacdo da regido
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cromossdmica 17g12-21 leva a superexpressdo de HER2 e de diversos genes que séo
co-amplificados (Kauraniemi, Kallioniemi 2006). A andlise de regides regulatérias
ocupadas por PGC-1B ¢ ERRo mostram que ambos sdo reguladores chave para a
expressao de HER2 e também de seus genes co-amplificados. Experimentos conduzidos
em células SKBR3 identificaram a ligacdo de PGC-1f a diversos segmentos da regido
17912, sendo muitos deles comuns também a ERRa. Conclui-se entdo que PGC-1p tem
importante papel na regulacdo da expressdo de genes co-amplificados em células
HER2- positivas (Deblois et al., 2010). Além do mais, PGC-1p pode ser co-recrutado,
juntamente com ERRa, em locais gendmicos especificos em células SKBR3 (Deblois et
al., 2009). Esses resultados mostram a importancia de PGC-1p na configuracdo da
agressividade de tumores HER2- positivos, visto que estes estdo relacionados tanto com
a superexpressdo de HER2 quanto a seus genes co-amplificados. De forma inversa,
observa-se que ao diminuir a expressao de HER2 em células SKBR3 ha uma
diminuigéo de aproximadamente 50% da expresséo de PGC-1p (Eichner et al., 2010).

O conjunto de resultados da literatura juntamente com os achados nesse trabalho
aponta uma importante relacdo entre a expressao de PGC-1pB e a superexpressdo de
HER2. Aqui, apenas a linhagem HER2- positiva apresentou aumento da expressao
génica e proteica de PGC-1 em associagdo a0 aumento na taxa de proliferacdo celular.
Portanto, seré discutido em seguida o papel da expressdo de PGC-1p na proliferagdo de

células tumorais HER2- positivas.

7.2. Relacio entre a expressio de PGC-1p e proliferacio de células tumorais de
mama HER2- positivas
As células HER2- positivas apresentam maior taxa de proliferacdo em relacdo a

uma linhagem celular de mama ndo tumoral e em relacdo a outras linhagens de
diferentes subtipos moleculares de cancer de mama. Para avaliar o impacto da expressdo
de PGC-1p na proliferacdo celular de células tumorais HER2- positivas e 0s provaveis
mecanismos pelos quais PGC-1f pode interferir na proliferacdo, utilizamos a técnica de
RNAI. A tecnologia de RNAI € baseada no silenciamento génico pos- transcricional de
uma regido de interesse (aqui, PGC-1p). 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 redugéo da atividade génica da regido de

interesse, permitindo que essa seja investigada (Kole et al., 2012).
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Através do knockdown de PGC-1B nos investigamos sua influéncia na
proliferacdo de células HER2- positivas. A expressao de PGC-1B nessas células
correlacionou positivamente com a taxa de proliferacéo, indicando que quanto maior a
expressao génica de PGC-1p, maior a taxa de proliferagdo celular. A relacdo entre a
expressao de PGC-1s em tumores e proliferacdo celular ainda é pouco conhecida. Por
exemplo, em melanoma foi demonstrado que a expressdo de PGC-1a se correlaciona
com a agressividade do tumor e com alteracfes de respostas metabdlicas e producéo de
EROs, definindo caracteristicas especificas desses tumores (Vazquez et al., 2013). Em
relacdo a PGC-1p, trabalhos em nosso laboratorio mostraram que seu knockdown em
cultura de melandcitos causa diminuicdo da proliferacdo dessas células. O tratamento
com antissenso para PGC-1p em melanoma murinho diminuiu o tamanho desse tumor
em 50%. Esses resultados indicam que a expressdo de PGC-1p age sob a proliferagdo
celular de tumores, tanto in vitro como in vivo (Passos 2014). Para tumores de mama,
como ja discutido, a sinalizacdo por HER?2 induz a expressdo de PGC-1p (Chang et al.,
2011) e PGC-1P promove a expressédo de HER2. Visto essa relagéo entre HER2 e PGC-
1B, Deblois e colaboradores (2010) mostraram que PGC-1f e/ou o fator de transcrigdo
ERRa influenciam a proliferacao de células SKBR3.

O conjunto de resultados nesse trabalho juntamente com os trabalhos publicados
na literatura indica uma relagéo estreita entre a sinalizagdo de HER2 e PGC-1p com
importante papel na proliferacdo tumoral. Contudo, ha uma lacuna a ser preenchida no
que diz respeito aos mecanismos envolvidos na proliferacdo de células HER2 e PGC-
1B. Assim, investigamos os provaveis mecanismos pelos quais PGC-1f pode interferir
na proliferacdo de células tumorais de mama HER2- positivas. Primeiramente
avaliamos se hé alteraces no padrdo de expressdo de ciclinas e fatores relacionados a
quantidade mitocondrial e, em seguida, discutiremos o seu papel em vias metabolicas e

de sinalizacéo redox.

7.3. Expressio de PGC-1p em células tumorais de mama HER2- positivas nao
influencia a expressao de ciclinas
A proliferacéo celular pode ser influenciada por diversos fatores independentes,

como desregulagdo na expressdo de ciclinas ou metabolismo celular (Feitelson et al.,
2015). Durante a progressdo do cancer de mama, as ciclinas, juntamente com ciclinas
dependentes de quinases (CDKs), podem promover a progressdo do ciclo celular através

de estagios especificos (denominados “checkpoints™) por regular a expressao de fatores
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de transcricdo e componentes chave do ciclo celular (Zafonte et al., 2000). Além do
mais, a sinalizacdo induzida por HER2 pode por si s6 influenciar a expressdo de
diferentes ciclinas envolvidas no controle do ciclo celular (Victorino et al., 2014a; Dan
et al., 2002; Janes et al., 1994).

A ciclina B regula a transicdo G2/M do ciclo celular. Em 2009, Aaltonen e
colaboradores, e Bostrom e colaboradores, em diferentes publicagdes, mostraram uma
correlacdo entre altos niveis de expressao de ciclina B1, HER2 e pior prognostico.
Quanto a ciclina C, seu papel no cancer de mama ainda € pouco conhecido. A ciclina C
controla a transicdo GO/G1 do ciclo celular, onde sua expressdo é mais elevada em
células na fase de GO (Sage, 2004).

Dentre as ciclinas conhecidas, a ciclina D é a mais estudada em relacdo ao
desenvolvimento do cancer de mama. A superexpressao de ciclina D1 é encontrada
dentre 30-45% dos casos de cancer de mama e esta relacionada com a proliferacéo e
crescimento tumoral (Zhou, Hung 2003; Hulit et al., 2002; Zafonte et al., 2000). Na
clinica, alguns alvos terapéuticos para tumores com superexpressdo de HER2 diminuem
a expressdo de ciclina D1 como um de seus mecanismos de acao (Yakes et al., 2002).

Ja a ciclina E, em complexo com CDK2, promove a progressdo do ciclo celular
(Zafonte et al., 2000) e parece haver uma relagéo positiva entre sua expressédo com alto
indice proliferativo, grau tumoral e presenca de HER2, determinando um pior
prognoéstico (Bostrom et al., 2009). De fato, pacientes HER2- positivas com alta
expressao de ciclina E possuem menor sobrevida (Mittendorf et al., 2010).

A fim de investigar os mecanismos pelos quais as células HER2- positivas com
menor expressdo de PGC-1p diminuem sua proliferagdo celular, avaliamos se o
knockdown de PGC-1p poderia interferir na expressao de ciclinas B, C, D e E. Apesar
das células HER2- positivas com knockdown de PGC-1f proliferarem menos, N0SS0S
resultados mostraram que a manipulacdo da expressao de PGC-1B ndo influenciou na
expressdo das ciclinas avaliadas. Visto que a proliferacdo celular também pode ser
influenciada por outros fatores além do controle de ciclinas, como metabolismo celular

e sinalizagdo redox, tivemos como foco essas vias nos proximos experimentos.

7.4. Expressao de PGC-1p em células tumorais de mama HER2- positivas nio
influencia a quantidade mitocondrial
O coativador PGC-1p tem importancia conhecida no controle da fungéo

mitocondrial, respiracdo e termogénese. PGC-1p interage com fatores de transcrigéo,
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como NRF1, NRF2 e TFAM, resultando na expressdo de genes necessarios para a
biogénese mitocondrial. PGC-1 é um potente regulador da atividade transcricional de
NRF1, interagindo fisicamente com esse fator de transcricdo. Em relagdo & NRF2, sabe-
se que PGC-1p ¢ capaz de ativa-lo (Shao et al., 2010; Scarpulla 2002; Lin et al., 2001;
Shao et al., 2010). O TFAM é uma proteina ligante de DNA e controla o nimero de
copias de mtDNA por regular a iniciacdo da transcrigdo mitocondrial, sendo essencial
para sua manutencdo (Campbell et al., 2012; Kang et al., 2007). A indugéo da expressao
génica de TFAM por PGC-1p foi demonstrada em células diferenciadas C2C12, um
modelo de mioblasto (Shao et al., 2010).

Em nosso laboratério foi mostrado que, em melanoma, o knockdown de PGC-1
age na regulacdo de RNAmM de NRF1 e TFAM (Passos 2014). Desse modo, utilizamos
aqui os niveis de transcritos de RNAm para NRF1, NRF2 e TFAM, e ndo a funcéo
desses fatores, como marcadores da acao de PGC-1p sob a quantidade mitocondrial. O
knockdown de PGC-1p também ndo influenciou a expressdo de NRF1, NRF2 e TFAM
em células HER2- positivas.

A regulacdo da transcricdo, replicacdo e turnover do DNA mitocondrial sdo
essenciais para a manutencdo da capacidade oxidativa e homeostase celular. O DNA das
mitocdndrias tem como caracteristica a replicacdo independente do DNA nuclear.
Alguns fatores de transcricdo estdo relacionados com o controle da replicacdo do
mtDNA, como o TFAM (Campbell et al., 2012; Kang et al., 2007). Apds averiguar 0s
niveis transcritos de NRF1, NRF2 e TFAM, utilizamos também os marcadores COI e
16S, normalizados pelo marcador nuclear 18S por RT-PCR (Wan et al., 2012) para
confirmagdo da quantidade de DNA mitocondrial. Apesar da importancia dos PGC-1s
no controle da biogénese mitocondrial, ndo observamos alteracBes na quantidade
mitocondrial com o knockdown de PGC-1p em células HER2- positivas em relacdo aos
marcadores COIl e 16S. De modo similar, o knockdown de PGC-1 em melanoma
também ndo influenciou na quantidade mitocondrial (Passos 2014). Assim, o

knockdown de PGC-1f nao interfere na quantidade de mitocondrias.

7.5. Knockdown de PGC-1f em células tumorais de mama HER2- positivas diminui
a via glicolitica e aumenta a via oxidativa
O perfil metabdlico € crucial para respostas proliferativas no cancer de mama

(Diers et al., 2014). Sabendo a importancia dos coativadores PGC-1s no controle do

metabolismo energético, avaliamos a produgdo de um marcador da via glicolitica, o
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lactato, nas células HER2- positivas com a expressdao de PGC-1B diminuida. Houve
menor producédo de lactato intracelular apos o knockdown de PGC-1p, sem diferenca em
relacdo ao lactato liberado.

O metabolismo de uma célula normal diferenciada e ndo proliferativa difere
daquele encontrado em uma célula tumoral. Desde 1918 as modificacbes mitocondriais
dependentes da taxa de crescimento em tumores tém sido estudadas (Goodpasture,
1918). Em 1956, Otto Warburg postulou que células tumorais preferencialmente
derivariam seu metabolismo através da glicolise em oposi¢cdo ao processo mais eficiente
de fosforilagdo oxidativa. De acordo com o postulado, uma célula ndo tumoral converte
a glicose em piruvato a CO, através do ciclo TCA e gera 36 ATPs nesse processo.
Quando a disponibilizacdo de oxigénio é baixa, as células ndo tumorais convertem
piruvato a lactato pelo processo menos energeético de glicélise. No entanto, uma célula
tumoral converte preferencialmente a glicose em piruvato e desvia o ciclo oxidativo
para a producdo de lactato, gerando apenas 2 ATPS nesse processo, mesmo em
condi¢cdes adequadas de oxigénio (Mencalha et al.,, 2014; Marie, Shinjo, 2011;
Warburg, 1956).

Qual seria a vantagem metabdlica da célula tumoral em desviar sua producéo
energética para o ciclo glicolitico com menor produgdo de ATP? O desvio metabdlico
nas células tumorais permite que intermediarios para a sintese de acidos nucleicos,
aminoéacidos e de lipideos sejam favorecidos, vias essas necessarias para a proliferacdo
celular. Além do mais, esse processo ocorre mais rapidamente e a célula tumoral
compensa a menor produgdo de ATP pela via glicolitica aumentando seu consumo de
glicose. Esse fendmeno foi intitulado mais tarde como Efeito Warburg (Mencalha et al.,
2014; Marie, Shinjo 2011; Warburg, 1956). Contudo, para a sintese de proteinas,
lipideos e &cidos nucleicos, a célula utiliza intermediarios da via glicolitica e também do
ciclo do TCA (Morandi, Chiarugi, 2014).

O conceito sobre Efeito Warburg tem se atualizado e sabe-se hoje que ocorre
uma super-regulacdo da via glicolitica; contudo, sem que ocorra disfuncdo mitocondrial.
Dessa forma, o metabolismo oxidativo opera normalmente no tumor como em uma
célula ndo tumoral (Chen et al., 2015). A modulacdo de PGC-1p influenciou o Efeito
Warburg por diminuir a producdo de lactato. A linhagem tumoral de mama HER2-
positiva apresenta maior taxa de proliferacdo celular e consequentemente requer uma
producdo répida de biomassa para a sintese de novas células. A via glicolitica fornece

diversos metabdlitos intermediarios que sdo utilizados como precursores de vias que
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incluem a via das pentoses-fosfatos, sintese de triacilglicerdis e serinas para a sintese de
novo de nucleotideos, aminodcidos e lipideos que sdo necessarios para a biossintese.
Assim, a proliferacdo de células HER2- positivas pode ser influenciada negativamente
apos o knockdown de PGC-1p através da diminuig¢do da via glicolitica. Investigamos em
seguida se PGC-1p pode influenciar também a via oxidativa.

Na via oxidativa, durante o ciclo do TCA, s&o produzidas moléculas de NADH e
FADH,. Esses carreadores quando ativados doam elétrons de alta energia que sdo
utilizados na cadeia transportadora de elétrons para a formacdo de agua a partir do
oxigénio. Conforme os elétrons movem-se pela cadeia respiratoria, a energia €
armazenada na forma de um gradiente eletroquimico de prétons (H"). Esse processo
gera um gradiente de pH e um gradiente de voltagem (potencial de membrana) atraves
da membrana mitocondrial interna, direcionando a sintese de ATP durante o processo
de fosforilacdo oxidativa, atraves da ATP-sintase (Perry et al., 2011; Mailloux, 2015).

Deste modo, a respiracdo mitocondrial pode gerar um turnover de ATP ou
vazamento de proton. Quando a taxa de respiracdo mitocondrial é alterada, a eficiéncia
metabolica s6 é mantida se a producdo de ATP e o vazamento de protons forem
afetados da mesma forma. (St-Pierre et al., 2003). Apds o knockdown de PGC-1
utilizando a sequéncia 1 houve aumento da atividade da enzima citrato sintase,
indicando que o ciclo do TCA est4 mais ativo. Também foi encontrada uma tendéncia a
maior taxa de respiracdo basal e capacidade respiratoria maxima que parecem estar
ligadas a producdo de ATP.

A mitocondria é considerada uma ferramenta em potencial para fins terapéuticos
por ser capaz de reverter sinais oncogénicos. Como mostrado por Kaipparettu e
colaboradores (2013), a mitocondria de uma célula normal de mama apresenta maior
sintese de ATP, maior consumo de oxigénio e atividade da cadeia respiratéria quando
comparada a uma mitocondria proveniente de uma célula tumoral de mama. Mostramos
aqui que o knockdown de PGC-1p diminuiu a via glicolitica e aumentou a via oxidativa,
visto que hd uma diminuicdo da producdo de lactato intracelular, uma maior atividade
da enzima citrato sintase e uma tendéncia a maior taxa de respiracdo celular ligada a
producdo de ATP. Os achados indicam que a diminuicdo da expressdo de PGC-1f3
nessas celulas possa auxiliar na reversdo de algumas caracteristicas tumorais como a

super-regulacédo da via glicolitica e alta taxa de proliferacéo celular.
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7.6. Influéncia da expressao de PGC-1§ no equilibrio redox de células tumorais de
mama HER2- positivas
AlteracBes na fungdo mitocondrial em células tumorais de mama podem levar

ao aumento na producdo de EROs (Mencalha et al., 2014; Kanchan et al., 2012;
Kaipparettu et al., 2013) e influenciar a progressdao tumoral dessas células (Yadav,
Chandra, 2013; Penney, Roy, 2013). Alteracdes na atividade de PGC-1s podem levar a
desequilibrios na sinalizacdo redox, seja por aumento na geracdo de EROs, ou seja por
diminuicdo das defesas antioxidantes (St-Pierre et al., 2006; Scarpulla et al., 2012).
Dados na literatura acerca do envolvimento de espécies reativas e PGC-1s no cancer
ainda sdo escassos, principalmente no que se refere a PGC-1. Em modelo de
melanoma a alta expressdo de PGC-1a aumenta a capacidade mitocondrial e resisténcia
ao estresse oxidativo, configurando caracteristicas mais agressivas (Vazquez et al.,
2013). Contudo, dados em relacdo ao envolvimento de PGC-1f e produc¢ao de EROs e

ERNs em células tumorais de mama ainda ndo foram publicados.

A fim de detectar EROs, utilizamos a sonda fluorescente DHE. A DHE entra
na célula e é oxidada na presenca de EROs. A oxidacdo de DHE forma o produto etidio,
o0 qual pode se intercalar ao DNA da célula e emitir fluorescéncia, refletindo o status
redox geral da célula. Nossos resultados mostram pela primeira vez que a diminuicdo da
expressdo de PGC-1p induz um aumento na produgdo de EROs em células tumorais de
mama HER2- positivas, o qual pode ser decorrente do aumento da via oxidativa, a qual

esta relacionada a maior producéo de ATP.

Ao observar um aumento na producdo de EROs, avaliamos também a
capacidade antioxidante das células HER2- positivas ap6s a diminuicdo da expressao de
PGC-1p. Mostramos aqui, pela primeira vez, que apenas a expressdo génica da enzima
antioxidante SOD foi diminuida apds tratamento com RNAI para PGC-1, indicando
que a expressao da enzima SOD pode ser dependente de PGC-1p. Contudo, em relagéo
a atividade enzimatica mostramos que a atividade das enzimas SOD, CAT e sistema
GSH/GSSG néo foram alterados por PGC-1.

Visto 0 aumento na producdo de EROs, procuramos investigar alteracOes
quanto a producdo de ERNs dependentes de PGC-1p. Para tal, mensuramos os niveis de
nitrito e nitrato como estimativa de NO. Apesar do NO possuir um importante papel no
metabolismo (Caneba et al., 2014) e proliferacdo de células tumorais de mama
(Choudhari et al., 2013; Sen et al., 2013; Panis et al., 2011; Contestabile 2010), a
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producdo de ERNs ndo foi afetada pela expressdo de PGC-1B em células HER2-

positivas.

E reconhecido um importante papel para as espécies reativas como
intermediérias de diversas vias de sinalizagdo que regulam processos bioldgicos. A
sinalizacdo celular mediada por EROs é complexa e depende de varios fatores, como em
qual compartimento celular sdo geradas, quando e em qual quantidade sdo produzidas, e
do tipo de espécie reativa a ser gerada. O citoplasma das células tumorais forma um
ambiente mais redutor que uma célula ndo tumoral (Fernandes et al., 2010; Nathan,
Cunningham-Bussel, 2013). A importancia de um status mais oxidado para a célula
tumoral parece ser vantajoso por favorecer a proliferacdo celular (Halliwell, 2007).
Apesar da importancia do status mais oxidado para a proliferacdo tumoral, altos niveis
de EROs ou a reducdo de antioxidantes suprime o crescimento tumoral e pode até

mesmo levar a morte celular se ndo controlada (Nathan, Cunningham-Bussel, 2013).

Como PGC-1s controlam a sinalizagdo redox e tém importancia na protecao
contra EROs (Kemper et al., 2013), é esperado um aumento na expressdo de enzimas
antioxidantes como SOD, catalase e glutationa peroxidase a fim de manter o equilibrio
redox. Além do mais, em modelo animal foi demonstrado que PGC-1s estimulam a
expressdao de UCP-2 (uncoupled protein-2) e UCP-3 para dissipar o gradiente de
prétons e baixar o potencial de membrana para reduzir a producdo de EROs pela
mitocondria (St-Pierre et al., 2003; Lin et al., 2005). Apesar do aumento de EROs, o
knockdown de PGC-1B ndo causou compensacao em relacdo a atividade das enzimas
antioxidantes SOD, catalase e sistema GSSG/GSH.

Apobs o knockdown de PGC-1p as células tumorais apresentaram um ambiente
mais oxidado que pode ser decorrente do aumento na taxa metabolica mitocondrial e
sintese de ATP. Altos niveis de EROs podem diminuir o potencial de membrana
mitocondrial por mecanismos ainda ndo completamente conhecidos, a fim de controlar
sua propria producédo (Giaime et al., 2012). De forma inversa, alteragcdes no potencial de
membrana também podem inibir a ATP-sintase e parar a cadeia transportadora de
elétrons, reduzindo os carreadores de elétrons nos complexos I, Il e coenzima Qig
(CoQ). O excesso de elétrons pode ser entdo transferido diretamente para o O, para
gerar anion superoxido (O;), que pode ser dismutado e gerar peroxido de hidrogénio
(H20,), aumentando os niveis de EROs (Martinez-Reyes, Cuezva 2014). Sugerimos
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aqui que a perda de potencial de membrana mitocondrial causado pelo knockdown de

PGC-1p pode ser entdo decorrente da maior producgédo de EROs.

7.7. PGC-1P controla a expressio de ERRa
Diversos fatores de transcri¢cdo controlam o metabolismo energético de células

tumorais. Membros da familia ERR, principalmente ERRa ¢ ERRY, sdo reguladores
chefes de vias metabdlicas que regulam a via glicolitica, o ciclo do TCA, e os
componentes da fosforilacdo oxidativa (Deblois et al., 2013). Paradoxalmente, ERRa e
ERRY parecem ter papeis opostos no que diz respeito ao cancer de mama. A expressao
de ERRY esta associada a supressdo do crescimento tumoral de mama em camundongo
(Tiraby et al., 2011). Enquanto isso, ERRa tem sido apontado como um potencial
marcador de prognostico desfavoravel de resposta a quimioterapia, onde pode participar
da adaptacdo metabolica de células tumorais de mama (Deblois et al., 2013) e esta
correlacionado com a presenca da superexpressdo de HER2 (Ariazi et al., 2002). Além
do mais, ERRs regulam a proliferagéo e progressao tumoral de forma independente de
sua acdo no metabolismo (Bianco et al., 2012). Dessa forma, os fatores de transcricdo
ERRs tém sido cogitados como possiveis alvos terapéuticos para o tratamento de
tumores (Ariazi, Jordan 2006; Jarzabek et al., 2009; Stein et al., 2009).

PGC-1s participam da ativagdo de ERRa ¢ ERRy (Huppunen et al., 2004; Chang
2011). Os coativadores PGC-1 regulam ERRa em dois niveis: induzindo a expressdo
génica e proteica de ERRa e interagindo fisicamente com ERRa permitindo sua agao
ativadora de transcri¢do. Apesar de ERRa ser ativado por outros coativadores, na
auséncia de PGC-1, ERRa se torna um ativador de transcri¢do fraco (Schreiber et al.,
2003; Villena, Kralli, 2008). A ativagdo da expressdo génica de ERRa por PGC-1f foi
mostrada também por Shao e colaboradores (2010) em modelo ndo tumoral. Mostramos
aqui que no cancer de mama a expressio génica de ERRa ¢ diminuida com o
knockdown de PGC-1p, enquanto que a expressdo de ERRy ndo ¢ alterada.

Por ser um cofator de transcri¢do génica, PGC-1p controla a maquinaria genética
de acordo com a disponibilidade de seus ligantes transcricionais, como ERRa ¢ ERRY,
que entdo controlam vias metabolicas. Para manter o controle metabolico em células
tumorais e manter a alta taxa de proliferacdo celular é necessaria a regulacdo entre
consumo de glicose, entrega dos intermediarios da glicdlise para a via oxidativa e/ ou

glicolitica, e de vias para sintese de lipideos, acidos graxos e nucleotideos.
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Aproximadamente 200 genes foram identificados como sendo regulados por ERRa,
onde a maioria esta relacionada a genes que controlam o ciclo do TCA, fosforilacao
oxidativa, flavoproteinas transportadoras de elétrons, constituintes da maquinaria
oxidativa, e genes envolvidos na transferéncia de energia e metabolismo de aminoacidos
(Deblois et al., 2009). Em modelo animal, a auséncia de ERRo acarretou em
desregulacdo de genes envolvidos no metabolismo de glicose e &cidos graxos (Dufour et
al., 2007).

A atividade transcricional de ERRa pode ser modulada por PGC-1p através da
ativacdo de HER2 nas células tumorais de mama (Deblois et al., 2013). Nesse trabalho,
os autores induziram a superexpressdo de HER2 em células tumorais de mama e
observaram que a sinalizacdo por HER2 aumentou a expressao de genes alvo de ERRa
(Deblois et al., 2013). Existe também uma correlacdo positiva entre a expressao génica
de ERRa e crescimento de células tumorais de mama (Stein et al., 2009) e esse fato €
atribuido & acdo de PGC-1B em aumentar a atividade de ERRa (Chang et al., 2011;
Ochnik, Yee, 2012). Assim, sugerimos um importante papel para a sinalizacdo por
HER2/PGC-18/ ERRa no controle do metabolismo energético em tumores de mama
HER?2 positivos, o que pode influenciar a proliferacdo celular desse tumor (Figura 45 a,
b). Por fim, confirmamos aqui que a expressao génica e proteica de PGC-1p em
mulheres portadoras do cancer de mama estd aumentada na presenga de HER2 em
relacdo aquelas mulheres com tumores de mama sem superexpressdo de HER2 (luminal
A, luminal B sem superexpressdo de HER2 e triplo- negativas) e sugerimos futuras
investigacBes acerca do perfil metabolico e redox desses tumores de mama. Até o
momento ndo ha testes clinicos para modulacdo da expressdo de PGC-1f. Esperamos
que esse trabalho contribua para futuras pesquisas para sua modulacdo em tumores com

superexpressdo de HER2.
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Figura 45: Esquema simplificado do knockdown de PGC-1p em células tumorais de mama HER2-
positivas. a) Células tumorais de mama HER2- positivas apresentam maior expressdo de PGC-1p. PGC-
1B controla a expressdo génica de ERRa, o qual regula a expressdo de genes relacionados ao
metabolismo. A expressdo de PGC-1P controla a producdo de lactato, a atividade do ciclo do acido
tricarboxilico (TCA), gerando energia através da cadeia respiratoria mitocondrial e produggo de espécies
reativas de oxigénio (EROs). b) Ap6s diminuir a expressdo de PGC-1p, a expressdo de ERRa também ¢é
diminuida, diminuindo a producédo de lactato intracelular e aumentando a via oxidativa com consequente
aumento na produgdo de EROs, sem alteragdes na atividade das enzimas antioxidantes superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e sistema glutationa reduzida/ oxidada (GSH/GSSG). O aumento na
produgdo de EROs pode ter acarretado em perda de potencial de membrana. As alteragdes metabolicas e
redox avaliadas culminaram em menor proliferagdo tumoral.
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8. Concluséao

Esse estudo mostrou maior expressdo de PGC-1f em células tumorais de mama
SKBR3, um modelo HER2 positivo, e em pacientes portadoras do carcinoma de mama
HER2- positivo.

O knockdown de PGC-1p levou a uma diminuigdo significativa da proliferacdo
dessas células. Os provaveis mecanismos responsaveis por esse achado foram a
diminuicdo da expressao de ERRa, um fator de transcricdo envolvido tanto na
homeostase metabdlica quanto no controle da sinalizacdo redox.
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