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RESUMO

Objetivo: Avaliar a expressio transcricional do gene LEP que codifica a leptina, na tentativa
de elucidar o mecanismo de aumento da expressio plasmdtica descrito na literatura. Métodos:
Foram utilizadas 26 amostras de tecido mamdrio, das quais 13 sao tumorais e 13 nio tumorais
(provenientes da mama contralateral ao cincer), e foram realizadas andlises da expressio génica
por meio da reagio em cadeia de polimerase em tempo real. Resultados: A andlise mostrou uma
expressio 8,67 vezes superior no tecido nao tumoral, ndo demonstrando correspondéncia com os
dados da literatura. Os dados gerados foram analisados em relagdo ao receptor hormonal, ao tipo
e tamanho tumoral e 4 idade das pacientes (pré- e pds-menopausa), as quais, neste tltimo, tive-
ram uma tendéncia a maior expressio de leptina no tecido tumoral. Conclusao: Uma ampliagao
da amostra e dos dados de correlagio, como a presenca ou auséncia de obesidade, é necessdria
para melhores conclusoes, mas os dados iniciais sugerem que possa existir uma forte regulagio
pos-transcricional no tecido ndo tumoral.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the transcriptional expression of the LEP gene that encodes leptin in an
attempt to elucidate the increased plasma expression mechanism described in literature. Methods:
Twenty-six samples of mammary tissue were used, in which 13 are tumoral and 13 are non-tumoral
samples from the contralateral breast during cancer. Gene expression analyses were performed by re-
al-time polymerase chain reaction. Results: The analysis showed an 8.67 higher expression in non-tu-
moral tissue, therefore it did not demonstrate a correspondence with literature data. The generated
data were further analyzed for hormone receptor, tumor type and size, and age of patients (before and
after menopause), and the latter demonstrated a trend to higher leptin expression in the tumoral tissue.
Conclusion: A larger sample and correlation dara, like the presence or absence of obesity, is needed
Jor better conclusions, but these initial data suggest that there may be a strong post-transcriptional
regulation in non-tumoral tissue.
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Introducao

O cancer de mama ¢é considerado o segundo tipo de cAncer mais
frequente no mundo e o primeiro entre as mulheres. Sua inci-
déncia mundial vem crescendo consistentemente, passando de
572.000 novos casos, em 1980, para 14,1 milhées, em 2012, e
sdo estimados 21,4 milhées para 2030"2.

O progndstico dos cinceres de mama ¢ geralmente deter-
minado por meio da andlise dos fatores clinico-patoldgicos tra-
dicionais, tais como tamanho, grau e expressao dos receptores
das superficies celulares, e podem ser classificados como lumi-
nais A e B, triplo-negativos, com superexpressao do receptor de
estrégenos (HER2) e basais®. Embora a mamografia seja uma
ferramenta de rastreio utilizada amplamente e que apresenta
bons resultados, cerca de 20% dos casos de cinceres de mama
nio pode ser detectado por tal método, portanto novos biomar-
cadores s3o necessdrios para o diagndstico®.

Caracteristicas como proliferagio celular, inibi¢io da apop-
tose ¢ aquisi¢do da capacidade invasiva estdo associadas ao desen-
volvimento e A progressio do tumor. Esses processos implicam
em alteracoes morfoldgicas que podem ocorrer na membrana
da célula. Sabe-se que alteracoes fisicas e funcionais na mem-
brana das células, entre as proteinas e os fosfolipidios, afetam
a sobrevivéncia, a adesio e, consequentemente, a Migragao e a
invasio celular’.

A Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer (IARC)
declarou que o risco dos cinceres de endométrio, mama (em
mulheres na pés-menopausa), célon, esdfago e rins aumenta com
0 excesso de peso corporal®. Os mecanismos que ligam a obesi-
dade e o desenvolvimento de cAncer incluem resisténcia 2 insu-
lina, hiperinsulinemia crénica, hormonios, inflamacio e secre-
¢ao de adipocinas pelo tecido adiposo’. Sabe-se que a obesidade
aumenta o desenvolvimento de tecido adiposo no corpo, e essa
quantidade de gordura corporal pode ser uma fonte significativa
de centenas de moléculas biologicamente ativas. Atualmente, o
tecido adiposo nao é mais considerado simplesmente uma reserva
de energia, é um 6érgao com uma multiplicidade de funcées e
estd envolvido em processos relacionados com o metabolismo
energético, a fun¢io neuroenddcrina e a secregdo de peptideos,
conhecidos como adipocitocinas, incluindo citocina, quimiocina,
leptina, adiponectina, fator de necrose tumoral, entre outros®’.

A leptina ¢é uma das adipocitocinas secretadas pelo tecido
adiposo branco, e seus niveis séricos elevados sdo observados
tanto em modelos animais de ratos obesos, como em indivi-
duos obesos. Essa adipocitocina tem a capacidade de promover
o crescimento, a migragdo, a invasao ¢ a angiogénese de célu-
las tumorais'®. Especificamente no cAncer de mama, a leptina
aumenta a invasio e migracdo de células tumorais por meio de
crosstalk com o fator-1 de crescimento semelhante 2 insulina'’.
Pesquisas i vitro incluindo células MCF10A com superexpres-
sa0 HER2 demonstram que a leptina tem um papel crucial na
indugio da invasio de células da mama.
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Apesar da literatura apontar alguns dados que mostram uma
relacio entre a leptina e a progressio do cincer de mama, hd
poucos dados disponiveis sobre 0 mecanismo molecular para
uma maior expressao da leptina em células do cAncer de mama
e seu significado funcional em agressividade”'*"¢. Porém, a maio-
ria das publicagoes utiliza como pardmetro os niveis circulantes
de leptina, e hd pouca informacio sobre a expressio génica no
nivel de RNAm e sua regulagio até a liberagao de seu produto
proteico'. Portanto, este trabalho teve por objetivo investigar
os niveis de RNAm do gene LEP em portadoras de carcinomas
primdrios de mama em relagdo ao tecido mamdrio nio tumo-
ral, procurando corroborar, ou nio, tais dados da literatura em
uma amostra de carcinomas coletadas em um dnico centro.

Material e Métodos

Neste estudo experimental, para avaliar a expressio génica do
tecido tumoral mamdrio, foram utilizados cDNAs congelados,
obtidos de tecidos retirados no momento da cirurgia dos tumores
de mama, bem como da mama contralateral, coletados em estu-
dos preliminares na linha de pesquisa de Citogenética e Genética
Molecular do Cancer. As investigacdes foram realizadas pelo
Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética (LabCHO)
do Departamento de Genética da Universidade Federal do
Parand (UFPR), em Curitiba, no Parand. O referido material
biolégico foi coletado apés aprovagio pelo Comité de Etica e
assinatura de consentimento informado de pacientes adultos do
sexo feminino, com diagnéstico de cincer de mama, escolhi-
dos de forma aleatéria. Este subprojeto faz parte de um amplo
projeto de pesquisa que objetiva a andlise genética em tumo-
res mamdrios, o qual foi aprovado pelo Comité de Etica do
Hospital Nossa Senhora das Gragas, Curitiba, Parand (processo
25000.007020/2003-93; registro no CONEP:7220 e parecer
nimero 251/2003 de 20 de fevereiro de 2003).

Foram selecionadas 26 amostras aleatérias, que foram distribu-
idas em: Grupo de Interesse — tecidos tumorais de pacientes com
diagnéstico de cAncer de mama (n=13) e Grupo Controle — tecidos
ndo tumorais (mama contralateral) de pacientes com diagndstico
de cAncer de mama (n=13). As pacientes foram, entio, submetidas
A cirurgia na mama contralateral ao cincer com objetivo reparador,
ou seja, de simetrizagdo com a mama tratada. A andlise da expressio
génica foi realizada pela reagio em cadeira de polimerase (PCR) em
tempo real (RT-qPCR) apés conversio do mRNA em cDNA pela
retrotranscri¢do. A extragio do RNA total foi realizada com o kit
comercial Pure Link RNA Mini Kit (Ambion by Life Technologies),
conforme instrugoes do fabricante. As concentragoes e os pardme-
tros de contaminagio e pureza de cada amostra foram mensurados
pelo espectrofotdmetro Nanodrop®2000 (Thermo Fischer Scientific
Inc.), e a verificagdo da integridade da molécula de RNA a partir
do equipamento 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). A par-
tir dos RNAs extraidos, foram preparadas solucoes de trabalho



contendo 30 ng/uL. As reacdes de retrotranscri¢io foram do tipo
two-step, com o auxilio do kit comercial Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis kit (Roche). A quantidade de 300 njg de RNA foi
usada como template inicial.

As reacoes de PCR em tempo real foram realizadas no equi-
pamento ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
utilizando o sistema de detecgio por sonda de hidrélise fluo-
rescente TagMan®FAM™-MGB, que contém as informagoes
necessdrias para a quantificacdo de cDNA. O mix comercial
de PCR aplicado foi 0 TagMan® Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems), com atividade AmpErase® UNG, per-
mitindo corrida de modo standard. A quantidade de template
inicial foi de 30 ng de cDNA. Como calibrador, empregou-se
um pool de amostras de tecido mamdrio nao tumoral. A esco-
lha dos ID TagMan®Gene Expression Assays — Assay on-demand
se deu por sua construgdo em regides de jungdes de éxons
(Tabela 1). A escolha dos controles enddgenos B-actina (ACTB) e
B-2-microglobulina (B2M), utilizados no presente estudo, ocorreu
em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa por meio do teste
de enddgenos com cartao microfluidico TagMan® Low Density
Endogenous Control Panel (TLDA — TagMan® Low Density
38 Array) (Applied Biosystems), que relacionou estes genes entre
os mais estaveis no tecido em estudo. Desse modo, a normaliza-
¢ao das reagoes foi dada por estes genes housekeeping. Os dados
de expressio génica foram obtidos com o software DataAssist®
pelo Método do AACt (20), e foram realizados testes de nor-
malidade entre os grupos amostrais, seguidos pelo teste # de
Student. O nivel de significincia considerado foi de 5%. Todas
as andlises foram realizadas com o auxilio do software Prism

6, versdo 6.05 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA).

Resultados

Neste trabalho, foram analisadas 26 amostras de carcinomas
mamdrios com o objetivo de verificar a expressao do gene LEP
relativamente a amostras nio tumorais coletadas da mama con-
tralateral. Os dados de Fold Change (FC) foram obtidos sobre
uma amostra calibradora representada por um poo/ de amostras de
tecido mamdrio ndo tumoral. Como controle endégeno (norma-
lizadores), foram utilizados os genes de referéncia ACTB e B2M.

Tabela 1. ID TagMan® Gene Expression Assays — Assay on-demand.

Tamanho
Nome Sigla ID dos assays do amplicon
(em pb)
Leptina LEP  Hs00174877_ml 74
B-actina ACTB  Hs01060665_gl 63
[ -2- microglobulina  B2M  Hs00984230_m1 81

Informagoes de referéncia dos ensaios 7zgMan®: sigla de referéncia no ban-
co de dados, ID dos ensaios comerciais 7zgMan® e tamanho do amplicon.

Impacto da expressdo da leptina no tecido tumoral mamario

A expressao do gene em questao foi aproximadamente nove
vezes maior no tecido nio tumoral em relacao ao tumoral de
mama (Tabela 2 e Figura 1). A diferenga de expressao nao foi
considerada estatisticamente significativa (p>0,10), utilizando-se
um nivel de confianca de 95% de acordo com o teste #de Student.
Os dados gerados foram ainda analisados quanto a idade das
pacientes (pré- e ps-menopausa), em tecido tumoral, sendo que,
nesse caso, a expressio do LEP foi de aproximadamente cinco
vezes maior em amostras de pacientes pré-menopausa em relacdo
aqueles pés-menopausa, mostrando uma tendéncia. Quando a
mesma andlise foi feita em tecido nao tumoral, a expressio do
LEP foi de aproximadamente 15 vezes maior em pds-menopausa
em relagdo a pré-menopausa.

Outra andlise realizada baseou-se no tipo tumoral, o qual foi
dividido em ductal e lobular. Observou-se que tumores do tipo
ductal apresentam a expressio do gene quase duas vezes maior em
relacio aos tumores do lobular. A andlise dos dados relacionados
a0 tamanho tumoral, T1 e T2, demonstraram que a expressio
do gene é aproximadamente trés vezes maior em T2 em relagao
ao T1. Outras andlises realizadas basearam-se na classificacao
molecular, quanto aos fatores hormonais. Notou-se que, tumores
com receptor de estrogénio negativo apresentaram a expressio
do gene aproximadamente trés vezes maior em relagao aos tumo-
res com receptor de estrogénio positivo. Os dltimos apresenta-
ram a expressdo do gene aproximadamente quatro vezes maior
em relagdo aos tumores com receptor de progesterona positivo.

Tabela 2. Expressao relativa do gene LEP em tecido mamario.

Expressio relativa LEP
Tumoral (n=13)
1,06+3,50

Naio tumoral (n=13)
8,67+18,44
p>0,10

Expressao relativa da leptina em tecido mamério, tumoral e ndo tumoral;
valores referentes & média AACt; entre parénteses, estdao os nimeros de
amostras para cada grupo; o valor p foi obtido pelo teste # de Student.
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Figura 1. Gréfico de dispersdo referente a expressdo relativa do gene LEP em
amostras tumorais (T) e ndo tumorais (NT).
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J4 os tumores com fator de crescimento epidermal 2 positivo e
negativo apresentaram a expressio do gene muito semelhante.
Em todos os casos, as diferengas de expressao nao foram esta-
tisticamente significativas (Tabela 3).

Discussao

De acordo com a revisdo da literatura realizada, este é o pri-
meiro estudo que analisou os niveis de expressio da leptina em
amostras tumorais do cAncer de mama e naquelas contralaterais,
usando a técnica de PCR quantitativa em tempo real.

O tecido adiposo ¢ um componente do tecido mamdrio
normal. Adipdcitos representam mais de 90% do volume da
mama humano e secretam adipocitocinas, incluindo a leptina®.
Esses dados demonstram a importincia dos efeitos bioldgicos
da leptina sobre a formacio de tecido mamdrio, portanto ela ¢
necessdria para o desenvolvimento da glindula mamdria normal®.
Como a leptina ¢ um fator de regulacdo essencial do metabo-
lismo, supde-se que a mesma pode estar envolvida no desenvol-
vimento do cincer de mama. Os niveis circulantes de leptina,
no entanto, nio refletem necessariamente as suas concentracoes
dentro da glandula mamdria".

Virios estudos utilizando técnicas de imunoistoquimica
mostram que a leptina estd superexpressa em células tumorais
da mama e pouco expressa nas nao tumorais®'*7*4, A superex-
pressio de LEP ocorre em 92% dos carcinomas da mama, ao
passo que LEP ndo ¢ expressa, ou é expressa a baixos niveis em

Tabela 3. Expressao relativa do gene LEP no tecido mamario.

Varidveis LEP — expressio Valor
analisadas Casos  Tumoral Naio tumoral p
Pré-menopausa B 4,27+7,31 = GG
Pés-menopausa 10 0,09:0,21 - ’
Pré-menopausa 5 - 1,56+1,39 0.25
Pés-menopausa 7 - 14,91£24,09
Tipo tumoral
Ductal 9 1,44+4,22 - 0,64
Lobular B 0,25+0,36 =
Tamanho tumoral
T1 3 0,02+0,02 - 0,51
T2 6 2,1545,17 -
Receptor hormonal
HER2+ 3 0,008+0,01 - 0.40
HER2- 8 0,12£0,23 - ’
RE+ 8 0,12+0,22 -
RE- 5 2,54+5,68 - 0,24
RP+ 9 0,1120,21 - 0.15
RP- 4 3,18+6,35 -

Expressao relativa da leptina em tecido mamdrio, tumoral e ndo tumoral;
valores referentes & média AACt, com desvio padrio; o valor p foi obtido
por meio do teste # de Student; pré-menopausa <50 anos e pés-menopausa
>50 anos; tamanho tumoral — T1: até 2 cm, T2: entre 2 ¢ 5 cm.
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tecidos ndo tumorais®. Dados obtidos por meio das técnicas
de imunoistoquimica indicaram que a leptina e suas isoformas
sdo superexpressas em células de cAncer da mama em compa-
ragdo com o epitélio normal®. A expressio de leptina ¢ o seu
receptor foram correlacionados positivamente, sugerindo que a
leptina atua nas células de tumor mamdrio por meio de uma
via autdcrina e estd significativamente elevada em tecido tumo-
ral mamdrio com metdstase, quando comparado ao normal.
No entanto, no mesmo estudo, nao foram correlacionados os
niveis de leptina com caracteristicas clinicas e patoldgicas, tais
como estado de menopausa e receptores hormonais*. Em outro
estudo, o aumento da expressio de leptina foi associado com
o mau progndstico em pacientes cujos niveis séricos de leptina
estavam aumentados®.

Estudos epidemioldgicos sugerem que obesidade e alta quan-
tidade de tecido adiposo aumentam substancialmente o risco do
cancer de mama, e esses dois fatores também estio associados com
fendtipos tumorais agressivos'”*"**%". Apés a menopausa, quando
os ovdrios deixam de produzir estrogénio, o tecido adiposo ¢ a
principal fonte de estrogénio. Além disso, o tecido adiposo da
mama pode ter ampliado ou modificado a sua composigio em
mulheres na pds-menopausa obesas, fornecendo, assim, quanti-
dades mais elevadas de estrogénio, citocinas pré-inflamatérias e
adipocitocinas, como a leptina. Portanto, acredita-se que a obe-
sidade aumenta o risco do cincer de mama, tanto para o recep-
tor de estrogénio positivo como para o negativo®. Harris et al.
mostraram uma associagio inversa entre a leptina e o cincer de
mama, quando analisados os niveis séricos, para tumores com
receptor de progesterona negativo, a0 comparé-los com os posi-
tivos; no entanto, esses resultados sio baseados em um tamanho
amostral pequeno®. J4 para tumores com receptor de estrogénio,
nenhuma diferenca significativa foi observada, embora houve uma
forte associagdo para tumores ER- quando comparados com os
ER+. O significado bioldgico destes achados solicita uma inves-
tigacdo mais aprofundada®.

Os dados inconsistentes obtidos neste estudo, que envolve
o risco do cAncer de mama e a leptina circulante, podem ser,
pelo menos em parte, explicados por diferencas na preparagio
de amostras e técnicas de medigio, bem como pela falta de con-
trole para potenciais fatores que influenciam as concentragoes
de leptina, como a ingestao de alimentos. Dentre as limitagoes
deste estudo, destacam-se o pequeno tamanho amostral; a téc-
nica utilizada, pois 0 RNAm expresso pode néo ser traduzido em
proteina no tecido tumoral, ¢ 0 método de extracio do material
genético. Nessa extragdo, as amostras tumorais sio dissecadas,
separando o tecido das células de gorduras, para a amostra tumo-
ral, as células gordurosas circundantes sao facilmente visiveis e
removidas, enquanto que, na amostra de tecido normal, isso nao
ocorre e mais adipécitos devem estar presentes no momento da
obtencio de dcidos nucleicos. Sendo assim, as amostras do cin-
cer de mama podem nio traduzir os niveis corretos de RNAm
presentes no tecido como um todo.



Em conclusio, a hipétese de que niveis altos de leptina estdo

relacionados com o desenvolvimento do cAncer de mama encontra

suporte em vérios estudos iz vitro, os quais demonstram que a lep-

tina induz a prolifera¢io, sobrevivéncia e crescimento. Contudo, os

dados obtidos neste estudo demonstram que mais andlises com-

plementares s3o necessdrias para confirmar essa constata¢ao em

nivel tecidual. Neste estudo, os dados nao corroboram esta hipé-

tese, j4 que nio foi verificado um aumento da expressao no tecido

tumoral quando comparado com o nao tumoral.
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