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Resumo 
 
MOREIRA, D. F. Avaliação da expressão de genes envolvidos na via de 
sinalização induzida pela proteína Dermicidina no câncer de mama. 2011. 
139 f. Tese (Doutorado em Farmacologia). Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, 2012. 
 

O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais frequente no mundo eo mais 
comum entre as mulheres. Em 2003, um estudo mostrou evidências que a 
Dermicidina (DCD), uma proteína de 110 kDa identificada na pele e no cérebro 
humano, poderia atuar como um oncogene devido sua expressão desregulada 
durante a progressão dos carcinomas de mama ductal in situ para carcinomas 
invasivos. Desde então, vários estudos mostraram que a DCD é capaz de induzir 
a proliferação e sobrevivência celular, porém, os mecanismos envolvidos ainda 
não são conhecidos. Para compreender melhor este papel da DCD foram geradas 
sublinhagens de células do carcinoma mamário luminal MDA-MB-361 na qual a 
expressão do gene DCD esta silenciada pela expressão de RNA interferente. Em 
seguida, foram feitos ensaios de microarranjo de DNA para identificar os genes 
diferencialmente expressos entre as sublinhagens.  Entre os 235 genes alterados 
pelo silenciamento, encontramos 208 com uma expressão reduzida, e 29 genes 
com a expressão aumentada. Nos estudos de bioinformática de formação de vias 
canônicas e redes de sinalização encontrou-se que a via de sinalização 
EGF/ErbB era a mais afetada pela o silenciamento do DCD. Os ensaios de qPCR 
de expressão relativa de todos os membros da família EGF/ErbB mostraram que 
expressão de EGFR estava reduzida enquanto de HER-4 aumentada na 
sublinhagem silenciada. A taxa de expressão dos transcritos dos ligantes BTC, 
AREG, HB-EGF e NRG4 foi regulada negativamente, enquanto a expressão de 
EREG, NRG2 e NRG3 foi regulada positivamente. A via de sinalização mediada 
por EGF/ErbB foi avaliada por ensaios de Western blot nos quais ficou 
comprovado uma redução da fosforilação de EGFR, AKT, MAPK e STAT3, além 
da diminuição da expressão proteica de ciclina B e C-myc. O silenciamento 
também promoveu um aumento na expressão dos transcritos de VEGF A e B, 
enquanto a expressão do supressor tumoral TXNIP foi reduzida. O tratamento das 
células MDA-MB-361 com a proteína DCD recombinante resultou em uma curva 
de proliferação em forma de sino. O mesmo foi observado em relação à 
expressão dos transcritos para EGFR e C-myc, sendo o oposto observado para o 
p21. A taxa de expressão do RNAm para os ligantes EGF, HB-EGF e NRG-3 
também foi aumentada pelo tratamento com DCD. A linhagem MDA-MB-361 
possui amplificação de HER-2, assim analisamos os efeitos da superexpressão 
do gene DCD na linhagem MCF-7 que expressa níveis basais desse gene. A 
expressão constitutiva de DCD na sublinhagem MCF-7 DCD resultou em um 
aumento significativo do crescimento e sobrevivência celular. A taxa de expressão 
dos transcritos para os receptores de EGFR e HER-2 e dos ligantes AREG, EGF, 
HB-EGF, NRG3 e NRG4 foram aumentadas, porém a de TGF-α e TXNIP foram 
reduzidas. A superexpressão de DCD também promoveu a ativação da via de 
sinalização EGF/ErbB avaliada pela fosforilação de EGFR, AKT, STAT3, MAPK e 
ERK na linhagem MCF-7 DCD. Além disso, a expressão proteica de ciclina B e C-
myc foram aumentadas, sendo o inverso observado para o p27. Tomados em 



conjuntos, os dados sugerem que o DCD é capaz de modular a expressão dos 
receptores e ligantes da família EGF/ErbB resultando na ativação das vias de 
sinalização intracelular, que devem atuar de maneira sinergística na indução do 
crescimento e sobrevivência celular dos tumores de mama positivos para a DCD. 
 
Palavras-chaves: Câncer de mama. Dermicidina. Família EGF/ErbB. Fator de 
crescimento. 



 

Abstract 
 
MOREIRA, D. F. Identification of genes involved in signaling pathway 
induced by the Dermicidin in breast cancer. 2011. 139 f. Ph.D. Thesis 
(Pharmacology). Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 
2012. 
 

Breast cancer is the second most common cancer worldwide and the most 
common among women. In 2003, a study suggested that Dermicidin (DCD), a 110 
kDa protein identified in human skin and brain, could act as an oncogene because 
of its upregulation during the progression of ductal carcinoma in situ (DCIS) to 
invasive breast carcinomas. Since then, several studies showed that DCD is able 
to induce cell proliferation and survival, however, the mechanisms involved are not 
yet known. To better understand this role of DCD, we generated cell lineages of 
luminal-like mammary carcinoma MDA-MB-361 in which the expression of DCD 
gene expression is silenced by shRNA. Next, we applied DNA microarray to 
identify genes differentially expressed between control and shRNA expressing 
lineages. Among the 235 genes altered by DCD silencing, we found 208 with a 
reduced expression and 29 genes with increased expression. Bioinformatics 
analysis for networks and canonical pathways revealed that the EGF/ErbB 
canonical signaling pathway was the most affected by the silencing of DCD. Real 
time PCR analysis for all members of the EGF/ErbB family showed that EGFR 
expression was reduced while HER-4 increased in shRNA expressing cell lines. 
The expression of transcripts of the BTC, AREG, HB-EGF and NRG4 was 
negatively regulated, whereas expression of EREG, NRG2 and NRG3 was 
positively regulated. The signaling pathway mediated by EGF/ErbB was assessed 
in these cell lines by Western blot analysis. We observed a reduction of 
phosphorylation state of EGFR, AKT, MAPK and STAT3, in addition to decreased 
protein levels of cyclin B and C-myc. The DCD silencing also promoted 
upregulation in the expression of VEGF A and B, while the expression of tumor 
suppressor TXNIP was reduced. Treatment of MDA-MB-361 cells with the 
recombinant DCD protein resulted in a proliferation increase that follows a bell-
shaped curve. The same was observed for mRNA expression levels for EGFR and 
C-myc, whereas the inverse was observed for p21. The transcription rate of mRNA 
for the ligands EGF, HB-EGF and NRG-3 was also increased by treatment with 
DCD. The MDA-MB-361 cell lineage has HER-2 amplification, so we analyzed the 
effects of overexpression of the DCD gene in MCF-7 cell line that expresses basal 
levels of this gene. The constitutive expression of DCD in the MCF-7 DCD cell line 
resulted in a significant increase in growth and cell survival. The expression rates 
of transcripts for the EGFR and HER-2 and their ligands AREG, EGF, HB-EGF, 
and NRG3 NRG4 were increased, but the expression for TGF-α and TXNIP were 
reduced. Overexpression of DCD also promoted the activation of the EGF/ErbB 
signaling pathway which was assessed by phosphorylation of EGFR, AKT, 
STAT3, ERK and MAPK. In addition, the protein expression of cyclin B and C-myc 
were increased, and the p27 protein decreased in MCF-7 DCD cell lineage. Taken 
together, the data suggest that DCD is able to modulate the expression of 



receptors and ligands of the EGF/ErbB family as well as the activation of 
downstream signaling pathways, which could act in a synergistic manner to the 
increase in cell growth and survival of breast tumors positive to DCD. 
 

Key-words: Breast cancer, Dermcidin, EGF/ErbB family, oncogenesis. 
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1 Introdução 
  
 

O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais frequente no mundo e 

o mais comum entre as mulheres. Em todo o mundo, cerca de 1.38 milhões de 

mulheres foram diagnosticadas com câncer de mama em 2008 e, 

aproximadamente, 458 mil morreram devido a essa doença no mesmo ano 

(FERLAY et al., 2008). No Brasil são esperados cerca de 50 mil novos casos em 

2010. Trata-se da maior causa de morte entre as mulheres brasileiras, 

principalmente na faixa entre 40 e 69 anos, com mais de 11 mil mortes 

confirmadas durante o ano de 2008 no país (fonte: www.inca.com.br - Instituto 

Nacional de Câncer-INCA). 

A história natural do câncer de mama envolve a progressão através de 

estágios patológicos e clínicos definidos. Inicialmente, as células epiteliais da 

mama sofrem uma transformação, o que leva a uma hiperproliferação in situ, com 

a subsequente evolução para um carcinoma in situ (DCIS), progredindo para um 

carcinoma invasivo, que resulta em uma doença metastática (POLYAK, 2007; 

LOPES-GARCIA et al., 2010). Embora tenhamos evoluído muito na habilidade de 

detectar a doença em seu estágio inicial, a nossa compreensão sobre os fatores 

envolvidos na progressão tumoral e a capacidade de interferir nesse processo 

está ainda muito limitada (POLYAK, 2007; LOPES-GARCIA et al., 2010).  

Diversos estudos têm demonstrado que DCISs são os precursores dos 

carcinomas invasivos, porém, como eles são um grupo bastante heterogêneo, 

nem sempre se tornarão invasivos (POLYAK, 2007; LOPES-GARCIA et al., 2010). 

Diante desse cenário, o principal desafio é determinar se um DCIS irá ou não 

progredir para uma doença invasiva. Neste sentido, Porter et al. (2003a) 

realizaram um estudo comparativo de expressão gênica seriada entre amostras de 

DCISs e carcinomas invasivos da mama a fim de encontrar genes que pudessem 

diferenciar os dois grupos e assim servirem de marcadores gênicos para um 

prognóstico mais acurado da doença. No referido trabalho, os autores reportaram 

que o gene Dermicidina (DCD) estava presente em 78% das amostras de 

http://www.inca.com.br/
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carcinomas invasivos, porém sua expressão não foi detectada nos DCISs e 

portanto, poderia servir como um bom marcador para tumores invasivos (PORTER 

et al. 2003a). Em um trabalho subsequente, o mesmo grupo demonstrou que o 

gene DCD estava superexpresso em 10% de tumores invasivos de mama 

(PORTER et al., 2003b).  

O DCD é expresso constitutivamente na pele onde parece exercer uma 

atividade antimicrobiana (SCHITTEK et al., 2001) e em neurônios cerebrais onde 

exerce um efeito neuroprotetor (CUNNINGHAM et al., 1998, 2000, 2002). Já a 

expressão ectópica em tumores tem sido relacionada com o aumento da 

proliferação e sobrevivência celular (PORTER et al., 2003b, MONITTO et al., 

2004, GARAY-MALPARTIDA, 2005; PÁDUA-BORGES, 2006, LOWRIE et al., 

2006, STEWART et al., 2007, LOWRIE et al., 2011). Entretanto, o mecanismo pelo 

qual o DCD exerce suas atividades oncogênicas ainda não foi esclarecido. Ao 

longo deste trabalho, será discutido o potencial oncogênico do gene DCD e sua 

relação com o câncer de mama. Espera-se avançar um pouco mais na 

compreensão do mecanismo pelo qual o DCD exerce suas atividades oncogênicas 

no câncer de mama. 
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1.1 As diferentes atividades biológicas associadas ao gene 
Dermicidina  

 

O DCD começou a ser estudado no ano de 2000, quando seu RNA 

mensageiro (RNAm) foi identificado em uma biblioteca de DNA complementar 

(cDNA) produzida  a partir de um extrato celular derivado da pele, dendrócitos e 

melanócitos (HIPFEL et al., 2000). Trabalhos posteriores demonstraram que este 

transcrito codifica um polipeptídio de 110 aminoácidos que dá origem a uma 

proteína de 11 kDa (SCHITTEK et al., 2001; CUNNINGHAM et al., 2002). Em 

seguida, o gene foi mapeado no cromossomo 12, locus 12q13.1 (PORTER et al., 

2003b). Estudos estruturais da proteína revelaram que ela se encontra no grupo 

de proteínas intrinsecamente desestruturadas (MAJCZAK et al., 2007). Contudo, 

quando exposta em condições experimentais ao trifluoroetanol, a região C-

terminal, correspondente a DCD-1, apresenta uma estrutura composta por α-

hélices e folha β-pregueada (LAI et al., 2005; MAJCZAK et al., 2007; JUNG et al., 

2010). Esta aparente falta de estrutura pode ajudar a explicar, em parte, as 

diferentes atividades biológicas a ela relacionadas, como descritas a seguir.  

O nome Dermidicina foi dado por Schittek et al. (2001) que demonstraram 

sua expressão na pele humana. Esses autores também descreveram que a 

proteína codificada por esse gene é processada proteoliticamente no suor dando 

origem a vários peptídeos, dentre eles, o peptídeo DCD-1L (Ilustração 1) derivado 

de sua porção C-terminal com atividade microbicida contra Escherichia coli, 

Enterococus feacalis, Staphylococos aureos, Candida albicans, Staphylococus 

epidermidis, Pseudomonas putida, Mycobacterium tuberculosis, Listeria 

monocytogenes e Salmonella entérica (SCHITTEK et al. 2001; VOUNG et al., 

2004; LAI et al., 2005; CIPAKOVA et al., 2005).  

O gene da Dermicidina foi também chamado de diffusible survival evasion 

peptide por Cunningham et al. (2002). Nos primeiros trabalhos desse grupo, os 

autores encontraram um peptídeo em um meio condicionado por neurônios após 

estresse oxidativo com propriedades neuroprotetoras (CUNNINGHAM et al., 

1998). Em seguida, o grupo demonstrou que a administração do peptídeo 
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diretamente no cérebro de ratos ou por via endovenosa foi capaz de proteger as 

células neuronais da morte celular induzida pelo peróxido de hidrogênio, além de 

evitar a atrofia local após lesão cirúrgica. Por causa dessas propriedades, o grupo 

o denominou de Survival peptide Y ou Y-P30 (CUNNINGHAM et al., 2000). Em 

2002, o grupo encontrou em uma base de dados um cDNA que codificava uma 

proteína que continha em sua porção N-terminal a sequência exata do peptídeo Y-

P30 (Ilustração 1). Eles, então, superexpressaram este gene nas células das 

linhagens de hipocampo de camundongo HN33.1 e de neuroblastoma humano 

SH-SY5Y e demonstraram que essas células tornaram-se mais resistentes ao 

estresse oxidativo (CUNNIGHAM et al., 2002). A sequência do cDNA utilizada pelo 

grupo é idêntica a do DCD, ou seja, tratava-se do mesmo gene. Como Schittek et 

al. (2001) publicaram primeiro, o nome Dermicidina foi mantido. O nosso grupo 

também observou que a pré-administração por via endovenosa da proteína DCD 

recombinante, tanto em ratos quanto em camundongos, previne os efeitos 

neurotóxicos do ácido caínico, um potente indutor de morte neuronal e de 

síndrome epilética, confirmando, assim, a atividade neuroprotetora da Dermicidina 

(PERSIKE, 2005).   

Alguns autores têm sugerido que a proteína pode sofrer processamento 

pós-traducional, sendo clivada e glicosilada na sua região N-terminal, resultando 

na produção do fator indutor de proteólise muscular (Proteolysis-Inducing Factor, 

PIF) uma glicoproteína sulfatada purificada primeiramente no adenocarcinoma 

murino MAC 16 (TODOROV et al., 1996). A expressão dessa glicoproteína pelo 

tumor tem sido relacionada à indução da proteólise muscular durante a caquexia 

neoplásica em camundongos e humanos (BELIZARIO et al., 1991, TODOROV et 

al., 1996, 1997). 

A suspeita de que o gene DCD codifique esse fator em humanos existe 

porque parte da sequência N-terminal da proteína DCD possui homologia à porção 

peptídica da glicoproteína murina (Ilustração 1) (TODOROV et al., 1997). No 

entanto, Monitto et al. (2004), ao superexpressar o gene DCD nas linhagens 

celulares MCF-7, BT-20, MAC 16, MAC 13 e HEK 293, não detectaram a presença 

da glicoproteína PIF nessas células, mas demonstraram a expressão da proteína 
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DCD sem glicosilação. Tais dados levantaram a questão se o gene DCD é 

realmente capaz de codificar o PIF em humanos (MONITTO et al., 2004). 

Atualmente, esses dados que correlacionam a presença da glicoproteína PIF com 

caquexia neoplásica em humanos estão sendo alvos de muito questionamento 

(JATOI et al., 2006; WIELAND et al., 2007; STEWART et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Ilustração 1 – Sequência de aminoácidos da proteína DCD. Em destaque estão as 

sequências de aminoácidos que dão origem aos diferentes peptídeos 
resultantes do processamento proteolítico e nomeados de acordo com 
suas atividades biológicas. PIF – Proteolysis-Inducing Factor; Y-P30 ou 
Survival Peptide Y; DCD-1  – peptídeo antibiótico Dermcidin-1. 

 
 

 

 

Recentemente, Motoyama et al. (2007) reportaram que a proteína DCD 

pode exercer a função de protease clivando vários substratos sintéticos e a 

metalo-proteínase de matriz MMP-9. Entretanto, mais estudos são necessários 

para confirmar esta possível função da proteína. 

Além de todas essas atividades biológicas descritas até aqui, as que mais 

nos chamam a atenção são a capacidade de estimular à proliferação e a 

sobrevivência de células tumorais, que serão descritas em detalhes a seguir. 

MRFMTLLFLTALAGALVCAYDPEAASAPGSGNPCHEASAAQKENAGEDPGLARQAPKPRKQR

SSLLEKGLDGAKKAVGGLGKLGKDAVEDLESVGKGAVHDVKDVLDSVLL
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Peptídeo Sinal
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1.2 Potencial oncogênico do gene Dermicidina  

 

A célula tumoral passa por um processo evolutivo análogo à evolução 

darwiniana, isto é, ela tem de adaptar-se ao meio ambiente do hospedeiro, de 

maneira a adquirir certas habilidades que lhe permite crescer e expandir-se. 

Dentre essas, destacam-se o aumento da capacidade replicativa e a evasão da 

morte celular (HANAHAN e WEINBERG, 2000). Essas habilidades estão 

intimamente ligadas com a ação de oncogenes. Como veremos a seguir, a 

superexpressão de DCD em células tumorais é capaz de aumentar tanto a 

proliferação quanto a sobrevivência celular, sugerindo, assim, seu potencial 

oncogênico. 

Desde a descoberta do cDNA codificador da DCD, diversos trabalhos 

foram realizados em modelos de superexpressão gênica para tentar compreender 

suas atividades biológicas. Em um dos primeiros trabalhos realizados por 

Cunningham et al. (2002), os autores mostraram que a superexpressão do DCD 

em células de um neuroblastoma murino aumentava a sobrevivência contra o 

estresse oxidativo. Este mesmo efeito foi reportado por Porter et al. (2003b) 

utilizando células derivadas das linhagens de carcinoma mamário humano 21NT. 

A expressão de DCD nesta linhagem de células aumentou a resistência ao 

estresse oxidativo induzido tanto pela redução de glicose no meio quanto pela 

meladiona, um potente indutor de radicais livres na mitocôndria. Outro trabalho 

demonstrou que as células hepatocarcinoma humano HuH7 superexpressando 

DCD foram capazes de reduzir em 26% a morte celular por necrose induzida por 

glicose oxidase e que os resíduos de asparagina (N32 e N44) são importantes para 

esta atividade (LOWRIE et al., 2006). Stewart et al. (2007) mostraram que a 

superexpressão tanto da proteína íntegra quando da porção N-terminal, 

correspondente ao peptídeo Y-P30 da DCD, é capaz de proteger as células de 

carcinoma de próstata humano PC-3M do estresse oxidativo induzido por uma 

atmosfera de 0,2% de oxigênio, meladiona, glicose oxidase e peróxido de 

hidrogênio. 
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Além desse aumento na sobrevivência, a superexpressão de DCD é 

capaz de aumentar a proliferação celular. Porter et al. (2003b) reportaram pela 

primeira vez esse efeito in vitro na linhagem de câncer de mama 21NT. O mais 

interessante foi que mesmo ao reduzir a concentração de soro do meio de cultura, 

as células com superexpressão de DCD apresentaram um crescimento 

significativamente maior que o controle (PORTER et al., 2003b). Tal efeito não 

ficou restrito à linhagem de câncer de mama, Stewart et al. (2007), ao 

superexpressar o DCD na linhagem PC-3M de câncer de próstata, observaram o 

mesmo aumento na proliferação celular. Recentemente, Lowrie et al. (2011), ao 

tratar as células de carcinoma hepático HuH7 com concentrações crescentes de 

Dermicidina recombinante, observaram uma curva proliferativa de dose resposta 

em forma de sino. Os autores também demonstraram que a região da proteína 

responsável por este efeito é a sequência N-terminal, a mesma responsável pelo 

aumento da resistência celular observada anteriormente (STEWART et al., 2007).  

Em estudos in vivo, a superexpressão de DCD na linhagem tumoral de 

melanoma murino B16-F10 resultou em um aumento do tamanho do tumor 

quando estas células foram injetadas no dorso de camundongos C57/BL6 

(GARAY-MALPARTIDA, 2005; PÁDUA-BORGES, 2006). Além disso, a injeção de 

células tumorais pela veia caudal desses camundongos resultou em um aumento 

significativo do número de nódulos tumorais no pulmão quando comparado ao 

controle (GARAY-MALPARTIDA, 2005). Monitto et al. (2004) também reportaram 

a formação de tumores maiores que o controle, quando as células de carcinoma 

mamário MCF-7 superexpressando DCD foram injetadas em camundongos 

NUDE. 

Chang et al. (2010) detectaram por espectrometria de massa a presença 

de peptídeos derivados da DCD no condensado do ar exalado de pacientes com 

câncer de pulmão. Os autores também reportaram a expressão de DCD pelas 

linhagens celulares tumorais PC13 (adenocarcinoma de pulmão) e H520 

(carcinoma de células escamosas de pulmão). Além disso, verificaram que o 

silenciamento gênico de DCD pela expressão de shRNA reduziu o crescimento 

das células H520 e PC13 em 60 % e 70 %, respectivamente.  
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Recentemente, Shen et al. (2011) demonstraram que a superexpressão 

de DCD na linhagem de carcinoma hepatocelular SK-HEP-1 é capaz de ativar as 

GTPases Rho (GTP-Rac1 e GTP-Cdc42) via interação com o domínio SH2 da 

proteína adaptadora Nck1, promovendo a migração celular, fato que sugere que o 

DCD poderia desempenhar algum papel na metástase tumoral. No entanto, 

estudos mais detalhados nesse sentido precisam ser realizados. 

Todos os trabalhos aqui citados sugerem que o DCD possui uma 

atividade similar a um fator de crescimento, sendo capaz de induzir a proliferação 

e proteger contra a morte celular.  
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1.3 A relação entre o câncer de mama e o gene Dermicidina 

 

As lesões cancerígenas na mama podem surgir em qualquer uma de suas 

estruturas: epiderme, mesênquima e epitélio glandular. No entanto, o câncer de 

mama mais comum é denominado de carcinoma ductal. A história natural deste 

tipo de câncer envolve a progressão de uma hiperproliferação no ducto mamário, 

com consequente evolução para um carcinoma ductal in situ (DCIS), passando 

para um carcinoma invasivo (IBC) e resultando, por fim, em um carcinoma 

metastático (POLYAK, 2007; LOPES-GARCIA et al., 2010). Estudos moleculares, 

epidemiológicos e patológicos têm mostrado que os DCISs são os precursores 

dos carcinomas invasivos e metastáticos (POLYAK, 2007; LOPES-GARCIA et al., 

2010).  

Os DCISs formam um grupo heterogêneo de tumores localizados com 

grande potencial de tornarem-se invasivos. A sua classificação atual é baseada 

nas características histológicas e arquiteturais do tecido. Contudo, esse tipo de 

classificação possui uma consistência moderada e pode ser complicada pela 

heterogeneidade intratumoral (BADVE et al., 1998). Além disso, ela não é capaz 

de predizer o risco de progressão para uma doença invasiva de forma acurada, o 

que dificulta o manejo clínico dos pacientes (BADVE et al., 1998).  O principal 

desafio, neste cenário, é determinar o risco de recorrência e progressão para uma 

doença invasiva. 

Na tentativa de solucionar este problema, diversos grupos têm realizados 

estudos comparativos de expressão e caracterização genética em carcinoma in 

situ, invasivo e metastático, na tentativa de se obter uma assinatura gênica que 

possa melhorar o diagnóstico e o manejo clínico dos pacientes (PORTER et al., 

2001, 2003a; CHIN et al., 2004; YAO et al., 2006). Entre os estudos mais citados 

dois em particular chamaram nossa atenção. Porter et al. (2001), em um estudo 

comparativo entre células epiteliais de mama normal, carcinoma de mama in situ, 

invasivo e metastático utilizando a técnica de análise seriada de expressão gênica 

(do inglês, SAGE) identificaram genes diferencialmente expressos que poderiam 

estar envolvidos com a iniciação e a progressão de câncer de mama. No referido 
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trabalho, os autores demonstraram que alguns genes poderiam ser utilizados para 

o diagnóstico e como possíveis alvos de terapia. Nesta lista, foi descrito o 

transcrito correspondente a um novo gene, denominado por eles de IBC-1 

(Invasive Breast Cancer-1), que estava altamente expresso nas amostras de 

carcinomas invasivos (PORTER et al., 2001).  No trabalho seguinte, Porter et al. 

(2003a) apresentaram dados que comprovaram  existência de uma associação 

entre padrões de expressão gênica de certos genes e características 

histopatológicas entre DCISs e tumores invasivos (PORTER et al., 2003a). 

Utilizando a técnica de SAGE, os autores identificaram 5 genes regulados 

positivamente nos DCISs e 11 nos tumores invasivos. Dentre os genes presentes 

nos tumores invasivos o que chamou atenção foi transcrito IBC-1, o qual já havia, 

naquele momento, sido descrito como o transcrito da Dermicidina. Nesse estudo, 

esse gene estava presente em 78 % das amostras de carcinomas invasivos e zero 

% das amostras de DCISs, apresentando uma taxa de sensibilidade de 78% e 

especificidade de 100% na identificação dos tumores invasivos (PORTER 2003a). 

Utilizando a técnica microarranjo de tecidos (do inglês, tissue microarrays, TMA), 

Porter et al. (2003b) detectaram a expressão da proteína DCD por imuno-

histoquímica em 48 de 558 amostras (10% dos casos) de carcinoma de mama 

invasivo. A expressão da DCD correlacionou-se estatisticamente com um estado 

mais avançado da doença e com a presença de tumores maiores com metástase 

em linfonodo, ou seja, sua presença sugere um pior prognóstico para as pacientes 

(PORTER et al., 2003b). Em alguns casos, a expressão da DCD foi correlacionada 

com uma amplificação gênica no locus 12q13.1 do cromossomo 12, onde  

localiza-se os oncogenes: CDK4 (cyclin-dependent kinase 4)), MDM2 (homolog of 

the murine double minute 2 / p53 binding protein homolog mouse), GLI1 (Glioma-

associated oncogene homolog 1) e HER-3 (PORTER et al., 2003b). No mesmo 

estudo, os autores não detectaram a presença de DCD na mama normal, mas 

mostraram sua expressão na pele e em duas regiões do cérebro: ponte e córtex 

cerebral. Por outro lado, estudos realizados pelo nosso grupo mostraram que o 

RNA mensageiro de DCD é expresso de forma constitutiva na mama normal 

(MARKOVIC, 2003). Além disso, a expressão de DCD foi detectada em amostras 
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de tumores primários da mama com metástase em linfonodos e em várias 

linhagens de carcinoma mamário (MARKOVIC, 2003). 

Recentemente, Moreira (2007) utilizou a técnica silenciamento gênico por 

expressão estável de shRNA para reduzir a expressão do DCD na linhagem de 

carcinoma mamário MDA-MB-361,  o qual foi identificada pela superexpressão do 

DCD (MARKOVIC, 2003). Por meio da transdução das células com vetores 

lentivirais que promovem a expressão de shRNA contra três regiões distintas do 

RNAm de DCD foram geradas três sublinhagens denominadas de MDA-MB-361 

IBC I, IBC II e IBC III e uma sublinhagem controle, MDA-MB-361 pLKO, que foi 

transduzida com o vetor vazio (MOREIRA, 2007). O silenciamento do DCD 

provocou uma redução na capacidade de formação de colônias in vitro e tornaram 

essas células mais susceptíveis à morte celular induzida por H2O2, estaurosporina 

e a combinação TNF-α e cicloheximida (MOREIRA, 2007). Ademais, as células da 

sublinhagem MDA-MB-361 IBC I formaram tumores menores quando injetadas no 

dorso de camundongos NUDE, sugerindo que a expressão do gene DCD é capaz 

de aumentar a tumorigenicidade in vivo (MOREIRA, 2007).  

Os estudos publicados na literatura, até este momento, mostraram que 

DCD é capaz de induzir o crescimento e sobrevivência celular em tumores, porém 

o mecanismo pelo qual ele exerce essas atividades é desconhecido. Na tentativa 

de responder essa questão, Moreira et al. (2008) realizaram ensaios de expressão 

gênica global utilizando microarranjo de DNA (DNA microarray, Affymetrix) a fim 

de verificar quais genes foram alterados pelo silenciamento do DCD nas 

sublinhagens MDA-MB-361 (MOREIRA, 2007). Tais experimentos resultaram em 

uma lista de 235 genes diferencialmente expressos entre as sublinhagens MDA-

MB-361 pLKO e as sublinhagens MDA-MB-361 IBC- I, II e III, sendo que 27 genes 

tiveram suas expressões aumentadas e 208 genes apresentaram uma redução 

após o silenciamento gênico do DCD (MOREIRA et al., 2008). 
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1.4 A família de receptores e fatores de crescimento EGF/ErbB 

 

A família de proteínas EGF/ErbB (nomeadas assim devido a sua 

homologia com produto do gene do eritoblastoma viral, v-erb) é composta de 

quatro receptores estruturalmente relacionados, denominados de EGFR (Receptor 

do fator de crescimento da epiderme), também conhecido como HER-1 ou ErbB1, 

HER-2 ou ErbB2, HER-3 ou ErbB3 e HER-4 ou ErbB4 (YARDEN e SLIWKOWSKI, 

2001) (Ilustração 2). Todos os receptores são proteínas transmembranas com 

uma porção de ligação extracelular contendo quatro domínios (I, II, II e IV), uma 

hélice transmembrana única, um domínio tirosina quinase na porção 

citoplasmática e uma calda C-terminal.  A porção citoplasmática contém domínios 

de transfosforilação de tirosina quinase que servem como uma estrutura para a 

ligação de moléculas adaptadoras e enzimas que facilitam a sinalização 

intracelular (Ilustração 3) (HYNES e LANE, 2005; CITRI e YARDEN, 2006). 

Esses receptores são ativados por diferentes ligantes com certo grau de 

especificidade ligante-receptor. O Fator de Crescimento Epitelial (EGF), Fator de 

Crescimento Transformante-alfa (TGF-α), Anfiregulina (AREG), Betacelulina 

(BTC), Fator de Crescimento semelhante ao EGF ligado a Heparina (HB-EGF) e a 

Epiregulina (EREG) ligam-se preferencialmente ao receptor EGFR. Contudo, o 

EGF pode ligar-se com menor afinidade aos receptores HER-3 e HER-4 (YARDEN 

e SLIWKOWSKI, 2001; SCHNEIDER e WOLF, 2008) (Ilustração 2). Ademais, os 

ligantes HB-EGF e EREG ligam-se também ao receptor HER-4. Já a Neuregulina 

1 (NRG1), Neuregulina 2 (NRG2), Neuregulina 3 (NRG3) e Neuregulina 4 (NRG4) 

são ligantes preferenciais do receptor HER-4, embora o ligante NRG1 possa ligar-

se também ao receptor HER-3 (Ilustração 3) (YARDEN e SLIWKOWSKI, 2001; 

SCHNEIDER e WOLF, 2009).  
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Ilustração 2 – Via de sinalização EGF/ErbB. À esquerda, estão representados os 
receptores ErbBs e seus ligantes. As setas que saem dos ligantes 
mostram o receptor ao quais eles têm afinidade. À direita, está 
representada, de forma extremamente simplificada, a ativação da via 
EGF/ErbB. Os ligantes são produzidos pelas células do estroma ou pela 
própria célula e mantêm-se ancorados à membrana, sendo liberados 
posteriormente para o meio extracelular através da clivagem pelas 
metaloproteinase de matriz. Uma vez liberados, eles se ligam aos 
receptores ErbBs inativos induzindo a dimerização desses receptores, 
que resulta na transfosforilação de seus domínios tirosina quinase. Uma 
vez fosforidados, eles promovem a ativação de várias vias da 
sinalização intracelular, incluindo a MAPK, AKT, STAT3 e ERK, que 
resultam na ativação e em fatores de transcrição que promovem a 
expressão de genes responsáveis pela proliferação, diferenciação e 
sobrevivência celular. MMP – metaloproteinase de matriz; Setas cinzas 
preenchidas – ativação por fosforilação; P – fosforilação; Seta azul 
grossa – ativação downstream da via; Setas pretas – resultados da 
transcrição gênica; Seta preta ao lado da proliferação e sobrevivência 
celular - indica aumento.  
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O HER-2 é o único receptor para o qual não foi encontrado um ligante. 

Estudos estruturais deste receptor mostraram que os domínios I e III estão em 

contado direto fechando o sítio de ligação do receptor. Além disso, os resíduos 

que compõem o sítio de ligação não estão conservados neste receptor em relação 

ao resto da família EGF/ErbB, sugerindo que o HER-2 não é capaz de ligar-se 

diretamente a um fator de crescimento (Ilustração 2) (CITRI e YARDEN, 2006; 

HYNES e LANE, 2005).  

 

 

 

 
Ilustração 3 - Estrutura básica dos receptores ErbBs, dimerização e ativação. A 

ilustração acima retrata o estado de equilíbrio entre os monômeros e 
dímeros dos receptores HER-2 e os outros membros da família. O 
receptor HER-2 possui os domínios I e III unidos, o que não permite a 
entrada de um ligante. Os outros receptores ErbBs, ao ligar-se ao um 
dos fatores de crescimento, sofrem uma alteração estrutural que 
permite sua ligação a outro receptor, formando homodímeros ou 
heterodímeros (representados acima) e, consequente, ativação, o que 
leva à transfosforilação de seus domínios tirosina quinases, 
desencadeando sua cascata de sinalização intracelular. I, II, III e IV, 
domínios do receptor ErbB; P, fosfato. Modificado de Citri e Yarden, 
(2006).  
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Após a associação dos fatores de crescimento específicos aos sítios de 

ligação, os receptores formam homodímeros ou heterodímeros que levam a uma 

alteração estrutural no receptor resultando na ativação da função tirosina quinase 

e assim, na fosforilação de domínios de tirosina quinase (Ilustração 2) (YARDEN e 

SLIWKOWSKI, 2001; HYNES e LANE, 2005; CITRI e YARDEN, 2006). Essa 

fosforilação permite a ligação e fosforilação de diversas moléculas adaptadoras e 

enzimas que ativam várias cascatas de sinalização intracelular que culminam em 

respostas que vão desde a divisão, diferenciação, sobrevivência e motilidade à 

adesão celular (Ilustração 3) (YARDEN e SLIWKOWSKI, 2001). É interessante 

notar que o receptor HER-2 forma somente heterodímeros em situações 

fisiológicas normais, porém, quando superexpresso por células tumorais, ele pode 

formar homodímeros e ativar a via de sinalização intracelular resultando em 

estímulo proliferativo e de sobrevivência (YARDEN e SLIWKOWSKI, 2001; CITRI 

e YARDEN, 2006).  

A rede de sinalização ativada pelas proteínas da família EGF/ErbB está 

frequentemente envolvida com câncer, sendo alvo de diferentes terapias, que vão 

desde anticorpos monoclonais até inibidores de quinase (YARDEN, 2001; 

YARDEN e SLIWKOWSKI, 2001; HYNES e LANE, 2005; CITRI e YARDEN, 2006; 

NORMANO et al., 2006; FERRER-SOLIER et al., 2007; PEREZ et al., 2011). O 

exemplo mais notório é o anticorpo monoclonal trastuzumab (Herceptin®) que é 

utilizado atualmente na clínica como tratamento de primeira linha contra câncer de 

mama metastático com superexpressão de HER-2. Vários estudos clínicos têm 

demonstrado uma significante melhora do quadro clínico das pacientes tratadas 

apenas com Herceptin (monoterapia) ou em combinação com quimioterapia, 

incluindo aumento da sobrevida acima de 39% em relação com quimioterapia 

isolada (PEREZ et al., 2011). Mais detalhes do envolvimento da família de 

proteínas EGF/ErbB com o câncer serão exemplificados ao longo deste estudo.  

A proposta inicial do presente trabalho foi avaliar a expressão gênica de 

uma linhagem de carcinoma mamário após o silenciamento do gene DCD, com o 

objetivo de identificar os genes que poderiam estar envolvidos nos eventos 

moleculares associados à superexpressão desse gene. 



Introdução                                                                                                            36 

 

1.5 Objetivos 

 

1.5.1 Objetivo Geral 

 

Identificar os mecanismos pelos quais a Dermicidina promove a proliferação 

e a sobrevivência em linhagens de células de carcinoma da mama. 

1.5.2 Objetivos Específicos 

 

1. Identificar os genes diferencialmente expressos nas sublinhagens de 

câncer de mama MDA-MB-361 após silenciamento do gene Dermicidina; 

2. Quantificar a expressão de transcritos e proteínas da família de receptores 

e ligantes EGF/ErbB, bem a como a atividade funcional desta via de 

sinalização nas sublinhagens de carcinoma mamário MDA-MB-361 sem e 

com o silenciamento do gene DCD; 

3. Analisar a capacidade da proteína DCD recombinante em induzir a 

expressão de ligantes e receptores da família de fatores de crescimento 

EGF/ErbB na sublinhagem de carcinoma mamário MDA-MB-361; 

4. Avaliar os efeitos da superexpressão do gene DCD na proliferação da 

linhagem de carcinoma de mama MCF-7, na expressão dos ligantes e dos 

receptores da família EGF/ErbB, bem como na ativação desta via de 

sinalização intracelular. 
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2 Material e Métodos 
 

2.1 Linhagens celulares e cultivo 

 

As linhagens celulares de carcinoma mamário humano MDA-MB-361 e 

MCF-7 foram obtidas da ATCC (American Type Culture Collection). As células 

foram cultivadas em garrafas de 25 e 75 cm2 em meio DMEM/F-12 (Cultilab, 

Campinas, SP, Brasil) suplementadas com 10% de soro fetal bovino inativado 

(SBF) (Cultilab), 2 mM L-glutamina e antibióticos, e mantidas em estufa sobre 

atmosfera úmida a 5% de CO2 e 37°C, até atingir a confluência e transferidas para 

novos frascos após tratamento com a solução de tripsina-EDTA. 

Culturas de células MDA-MB-361 foram transduzidas com partículas 

lentivirais para a obtenção das sublinhagens denominadas MDA-MB-361 pLKO 

(vetor vazio) e MDA-MB-361 IBC I, II e III que apresentam a expressão constitutiva 

do shRNA para três regiões específicas do RNAm do DCD conforme descrito 

(MOREIRA, 2007). Culturas de células MCF-7 foram transfectadas com o vetor 

pDNA.3.1 para a obtenção das sublinhagens MCF-7 pcDNA (vetor vazio) e MCF-7 

DCD com superexpressão do gene DCD conforme descrito anteriormente 

(MARKOVIC, 2003; GARAY-MALPARTIDA, 2005; FONTES-OLIVEIRA, 2006).  

 

2.2 Análise da expressão global de genes diferencialmente 
expressos  

 

2.2.1 Ensaio de Microarranjo de oligonucleotídeos (DNA microarray) 

 

Os experimentos de microarranjo de oligonucleotídeos foram realizados 

com a plataforma e kits da Affymetrix (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). O 

genechip utilizado foi o U133 Plus 2.0 array que contém sondas para mais de 

47.000 transcritos de genes humanos. A extração do RNAm total, síntese, 
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purificação e marcação do cRNA das sublinhagens MDA-MB-361 pLKO, MDA-MB-

361 IBC I, II e III, bem como a fragmentação, hibridização, captura, normalização e 

transformação dos dados e a seleção dos genes diferencialmente expressos 

foram feitos  em colaboração com o grupo da Dra. Kornelia Polyak (Dana-Farber 

Cancer Institute, Harvard Medical School, Boston, MA, USA). Nestas análises 

foram considerados apenas os genes que apresentaram uma diferença de 

expressão superior a três vezes tanto para cima quanto para baixo e com 

significância estatística de p < 0.05.  

 

2.2.2 Plataformas e softwares de análise de dados de expressão gênica  

 

A lista de genes diferencialmente expressos identificada no experimento de 

microarranjo de oligonucleotídeos foi analisada quanto ontologia gênica e 

funcional, vias e redes regulatórias, processos e doenças usando as plataformas 

de bioinformática abaixo:  

DAVID Bioinformatics Resources (The database for annotation, 

visualization and integrated discoveries) do “National Institutes of Health, USA” 

(http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp).  

 DAVID é uma ferramenta de bioinformática que consiste de uma base de 

conhecimento biológico integrado e ferramentas analíticas com o objetivo de 

extrair sistematicamente o significado biológico de uma grande lista de genes e 

proteínas. Nesta plataforma, realizamos as análises de anotação funcional que 

classifica os genes da lista dentro de grupos funcionais. Nesse módulo, o 

programa faz um enriquecimento dos dados de anotação e ranqueia os grupos de 

genes de acordo com sua importância e estatística. Dentro dessa análise, 

exploramos a ontologia gênica (gene ontology), anotação de categoria funcional e 

análise de vias (HUANG et al., 2009a, 2009b) 

 

 

 

http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp
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GeneGo Metacore pathways analysis software  

(http://www.genego.com/metacore.php). 

MetaCore™ é um banco de dados de conhecimentos integrados e um 

pacote de software para análise de dados experimentais e listas de genes. O 

escopo dos tipos de dados incluem microarranjos e dados de expressão gênica, 

polimorfismo de único nucleotídeos (SNPs), microarranjos de heterocromatina 

(CGH), proteômica, lista de co-imunoprecipitação  (Co-IP) e outros. Ele é baseado 

em bando de dados alimentado manualmente com informações de interação de 

proteína-proteína, proteína-DNA e interações proteínas-compostos e vias 

metabólicas e de sinalização de humanos, camundongos e ratos (NIKOLSKY et 

al., 2005a, 2005b; EKINS et al., 2006). Nesta plataforma fizemos a análise de 

enriquecimento de vias e redes regulatórias, processos e doenças. 

  

2.3 Extração de RNA e síntese de cDNA pelo método da 
Transcriptase reversa  

 

As extrações de RNA foram realizadas pelo método de TRIZOL® (Invitrogen 

- Life Tecnologies, Carlsbad, CA, USA) segundo instruções do fabricante. Após a 

extração, as amostras foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 0.8 % 

para confirmar a integridade do RNAm. Para evitar contaminação com DNA 

genômico, as amostras foram tratadas com DNAse antes da reação de 

transcriptase reversa propriamente dita. Para tanto, 2 g de RNA total foi incubada 

em um volume final de 10 L contendo 1 L do tampão da enzima e 1 L da 

enzima DNAse (50 U/l) (Invitrogen - Life Technologies). As amostras foram 

incubadas por 15 minutos a 37 ºC e, em seguida, por 15 minutos a 75 ºC para 

inativação da enzima. Posteriormente, foi realizada a transcrição reversa. Essa 

reação foi feita em volume final de 20 L na presença dos seguintes reagentes: 

1.5 L de dNTPs mix 10 mM (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 4 L de tampão de 

reação 5X (50 mM Tris-HCl, 75 mM KCl e 3 mM MgCl), 2 L de DTT 100 mM, 0.5 

http://www.genego.com/metacore.php
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L de inibidor de RNase (RNase OUT®, Invitrogen - Life Technologies) 40 U/L, 

0.5 L do primer OLIGO dT 0.5 g/L, 0.5 L de randon primer, 1 L da enzima 

transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen - Life Technologies) e 10 L da reação de 

tratamento do RNA total com DNAse. As etapas da reação de transcrição reversa 

foram: síntese do cDNA a 42 oC, 60 minutos, seguida pela inativação da enzima 

transcriptase reversa a 75oC, 15 minutos e resfriamento das amostras a 4ºC. As 

amostras foram armazenadas a -20 ºC até seu uso na reação de qPCR. 

 

2.4 Amplificação gênica por RT-PCR em tempo real (qPCR) 

 

 A cada reação foi adicionado um microlitro de cDNA diluído (1:10) a 11.5 μL 

PCR Master mix, contendo 6.25 μL de Platinium SYBR Green qPCR SuperMix-

UDG® (Invitrogen - Life Technologies) e 250 nM de cada primer (senso e 

antisenso). A tabela 1 apresenta lista das sequências de oligonucleotídeos 

iniciadores (primers) e eficiência dos pares na reação. A reação de amplificação 

foi realizada nas seguintes condições: desnaturação a 95°C por 10 minutos, 40 

ciclos de amplificação a 95°C por 30 segundos e 60°C por 1 minuto. Após a 

amplificação, foram obtidas as curvas de dissociação dos produtos, os quais foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose 2 % a fim de verificar a 

especificidade da amplificação da reação.  

Cada amostra foi analisada em triplicada, junto com controle negativo em 

paralelo, para avaliar a presença de possíveis contaminantes ou a formação de 

dímeros de primers na reação. Todos os ensaios foram realizados no 

termoclicador Mx3005P® qPCR System (Stratagene, La Jolla, CA, USA) e as 

análises foram realizadas com software MxPro versão 3.0, que estima o threshold 

(Ct) para cada amostra. Os valores de Ct dos genes de interesse foram 

normalizados pela expressão gênica do HPRT (hypoxanthine guanine 

phosphoribosyl transferase) (controle endógeno). A expressão relativa dos 

transcritos nas células-alvo foi determinada em relação à expressão obtida nas 
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células controle usando o software REST 2008© (PFAFFL et al., 2002) (disponível 

em: http://www.gene-quantification.de). Os dados são expressos como média ± 

erro padrão. 

 

Tabela 1 - Lista dos primers utilizados nos ensaios de qPCR.   

Gene  Seqüência  Tm 

(ºC) 

Produto 

(pb) 

Eficiência  

DCD Senso 5’-CACCAAAGCCAAGGAAGCAG-3’ 60 173 0,95 

Antisenso 5’-CAGCTATAGTACTGAGTCAAGG-3’ 

TXINP Senso 5’-ACTCGTGTCAAAGCCGTTAGG-3’ 60 67 0,98 

Antisenso 5’-TCCCTGCATCCAAAGCACTT-3’ 

VEGF A Senso 5’-ATCTTCAAGCCATCCTGTGTGC-3’ 60 223 0,9 

Antisenso 5’-TGCGCTTGTCACATTTTTCTTG-3’ 

VEGF B Senso 5’-AGTCCGGATGCAGATCCTC -3’ 60 80 0,92 

Antisenso 5’-CACACTGGCTGTGTTCTTCC -3’ 

EGFR Senso 5’-GGGCCGACAGCTATGAGAT -3’ 60 88 0,97 

Antisenso 5’- CCTATTCCGTTACACACTTTGC-3’ 

HER-2 Senso 5’-CCACCAAGTGAGGCAGGTCC -3’ 60 101 0,97 

Antisenso 5’-GGTCTCCATTGTCTAGCACGG -3’ 

HER-3 Senso 5’-GGGAGCCGCTTCCAGACT -3’ 60 98 0,93 

Antisenso 5’- TTGAGGCCGGTGATCAGAAA-3’ 

HER-4 Senso 5’-TGTTCGGAACCCATGGCCT -3’ 60 167 1 

Antisenso 5’-AGCATCTGCCGTCACATTGTTCT -3’ 

EGF Senso 5’-CAGGTAATGGAGCGAAGCTTTCA -3’ 60 199 0,93 

Antisenso 5’-GTGCATCGACATAGTTCATTCTTCTTG -3’ 

BTC Senso 5’-TTCACTGTGTGGTGGCAGATGG -3’ 60 111 1 

Antisenso 5’-TCCGCTTTGATTGTGTGGTGG -3’ 

TGF-α Senso 5’-TTAATGACTGCCCAGATTCCCA -3’ 60 133 1 

Antisenso 5’- GGAGGTCCGCATGCTCACA-3’ 

EREG Senso 5’-ATCATGTATCCCAGGAGAGTCCAG -3’ 60 207 1 

Antisenso 5’-AAGTGTTCACATCGGACACCAGT -3’ 
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AREG Senso 5’-CCAAAACAAGACGGAAAGTGA -3’ 60 175 1 

Antisenso 5’- TGTTACTGCTTCCAGGTGCTC-3’ 

HB-EGF Senso 5’-CCTCCTCTCGGTGCGGG -3’ 60 86 1 

Antisenso 5’-AGTCACCAGTGCCGAGAGAACTG-3’ 

NGR 1 

 

Senso 5’-CCATTAGAATATCAGTATCCACAGAAGG -3’ 60 99 1 

Antisenso 5’-CCTTCTCCGCAGATTTTACAAGA -3’ 

NGR 2 Senso 5’-TTCCCAGCCTTCCTACCGTT -3’ 60 102 1 

Antisenso 5’-TGTAGTCGTGAGTTCTTTCTGCCG -3’ 

NGR 3 Senso 5’-CGAGGACAGTGCAAGCGAAA -3’ 60 117 1 

Antisenso 5’-TTGGTCAATGCAGAGTCTCTTTGTATT -3’ 

NGR 4 Senso 5’- AACAGATCACGAAGAGCCCTGT-3’ 60 86 0,99 

Antisenso 5’-TGGGAATAGTAGGTATCACATAACAAAGC -

3’ 

HPRT Senso 5’- TGAGGATTTGGAAAGGGTGT-3’ 60 105 0,98 

Antisenso 5’- CCTCCCATCTCCTTCATCAC -3’ 

Tm, temperatura de anelamento (melting) do primer. Eficiência – Eficiência de 

amplificação do casal de primers em ensaio de diluição seriada; pb - pares de base. Os 

primers foram desenhados com auxílio do software Primer3 

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) e sua especificidade foi avaliada usando a ferramenta 

BLAT do USCS Genome Browser website da Universidade da Califórnia Santa Cruz 

(http://genome.ucsc.edu/). 

 

2.5 Western blot  

 

Para os ensaios de Western blot, as células foram cultivadas como descrito 

no item 2.1. Em seguida o meio foi descartado e as células foram lavadas em 

solução salina fosfato (PBS) (137mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na2HPO4-7H2O, 

1.4 mM KH2PO4, pH 7.4) e foi adicionado o tampão de lise RIPA (125 mM NaCl, 

0.5% ácido deoxicolato, 50 mM Tris.HCl, 1% SDS e 1% NP40, pH 7.4) com 

inibidor de protease  Mix G (Serva Electrophoresis, Heidelberg, Alemanha).  As 

amostras foram mantidas no gelo por 20 minutos para lise e centrifugadas a 

12.000 rpm por 20 minutos a 4 ºC. O sobrenadante foi coletado e a concentração 

proteica foi determinada pelo método de Bradford utilizando Kit comercial (Bio-

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
http://genome.ucsc.edu/
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Rad, Hercules, CA, USA) seguindo as instruções do fabricante. 50 µg de proteína 

total foram submetidas à eletroforese em um sistema de gel de poliacrilamida. As 

concentrações dos géis variaram de acordo com a proteína que seria analisada. 

Para as proteínas de alto peso molecular como EGFR, pEGFR e pSTAT3 foi 

utilizado um gel com 7.5 % de poliacrilamida, para as demais, a eletroforese foi 

realizada em um gel de 15 %. O padrão de peso molecular utilizado foi o 

PageRulerTM Prestained Ladder (Fermentas, Inc., Maryland, USA). A transferência 

das proteínas do gel para a membrana de PVDF de 0.2 um Hybond-P (Amersham 

Biosciences, Arlington Heights, IL, USA) foi realizada por eletrotransferência úmida 

utilizando o tampão transferência (48 mM Tris Base; 39 mM Glicina; 20 % Metanol; 

pH 8.3). Para as proteínas de alto peso a transferência foi realizada a 250 mA a 35 

volts por uma noite e para as proteínas de baixo peso a transferência foi realizada 

com os mesmos padrões por 2-3 horas.  

Após a transferência, as membranas foram coradas com Ponceau para 

avaliar a transferência e, em seguida, lavadas em solução TBS (50 mM Tris HCl, 

150 mM NaCl, pH 7.5) acrescida de 0.2% de Tween (TBS-t), até a total remoção 

do corante. O bloqueio dos sítios inespecíficos foi realizado incubando as 

membranas em uma solução de 0.2% de caseína diluída em TBS-t por no mínimo 

3 horas. Após o bloqueio, as membranas foram incubadas com o anticorpo 

primário por uma noite. No outro dia, as membranas foram lavadas por 3 vezes 

em TBS-t por 10 minutos e incubadas com o anticorpo secundário conjugado com 

peroxidase, de acordo com o isotipo do anticorpo primário, por 2 horas e depois 

lavado por 3 vezes em TBS-t por 10 minutos. Tabela 2 apresenta a lista de 

anticorpos usados, diluições e procedência. 

Para a revelação do ensaio, as membranas foram incubadas por 3 minutos 

com o regente Luminata Forte Western HRP substrate (Millipore, Billerica, MA, 

USA). Após este período, o excesso da solução foi removido e as membranas 

foram expostas ao filme de raios-X (IBF, Rio de Janeiro, RJ). Em seguida, o filme 

foi revelado, analisado e digitalizado. 
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Tabela 2 - Lista de anticorpos utilizados nos ensaios de Western Blot (WB) e 

imunofluorescência (IMF). 

Anticorpo 

(número catálogo) 

Diluição 

(WB) 

Diluição 

(IMF) 

Procedência 

DCD - 1:20 Lab Dr. Polyak, DFCI, USA 

DCD (AP6718b) 1:100 - Abgent, Inc, USA 

EGFR (sc-03) 1:300 1:50 Santa Cruz Biotec, USA 

pEGFR - Try 1173 (sc-12351) 1:300 - Santa Cruz Biotec, USA 

pTry (sc-56968) - 1:50 Santa Cruz Biotec, USA 

p-ERK - Thr 981 (sc-32577) - 1:20 Santa Cruz Biotec, USA 

c-Myc (sc-9E10) 1:100 1:20 Santa Cruz Biotec, USA 

α-Tubulina B7 (sc-5286) 1:100 - Santa Cruz Biotec, USA 

pAKT - Tyr 450 (07-1643) 1:1000 - Millipore, USA 

pAKT - Thr 308 (4058) - 1:20 Cell Signaling Tech, USA 

pAKT - Ser 473 -(2965) - 1:20 Cell Signaling Tech, USA 

pSTAT3 - Try 705 (9131) 1:500 1:50 Cell Signaling Tech, USA 

p38 MAPK - Thr 180/Tyr 182 

(12F8) 

1:500 1:50 Cell Signaling Tech, USA 

Ciclina B1 (Ab-2 2H1-H6) 1:100 1:50 Calbiochem-Merck, USA 

p27 (Ab-2 DS S72) 1:100 - Calbiochem-Merck, USA 

Herceptin® anti-HER-2 - 1:20 Genentech, Inc, USA 

β-actin (A-5316) - 1:25000 Sigma-Aldrich, USA 

DFCI - Dana-Farber Cancer Institute, Harvard Medical School, Boston, MA, USA. 

 

2.6 Imunofluorescência  

 

Nos ensaios de imunofluorescência, 1-2 x 104 células foram semeadas em 

placa de 24 poços contendo lamínulas circulares. Após dois dias, as células foram 

lavadas em PBS gelado e fixadas por 10 minutos com metanol absoluto à 

temperatura ambiente. Em seguida, elas foram lavadas por 3 vezes de 5 minutos 

em PBS e bloqueadas com uma solução de PBS acrescido de 5% de soro de 

burro por 2 horas à temperatura ambiente. Após esse procedimento, foi retirado o 
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excesso da solução de bloqueio e foi adicionado o anticorpo primário diluído nessa 

solução. Os anticorpos primários e as respectivas diluições estão descritas na 

Tabela 2.  

As lamínulas foram mantidas em câmara úmida a 4 ºC por uma noite. No 

dia seguinte, as lamínulas foram lavadas por 3 vezes por 10 minutos em PBS e 

incubadas por 2 horas à temperatura ambiente protegidas da luz com um dos 

seguintes anticorpos secundários conjugados com FITC: goat anti-rabbit 

conjugado com FITC (1:1000) (Santa Cruz Biotechnology), goat anti-mouse IgG 

conjugado com FITC (1:1000) (Abnova, Taipei, Taiwan) ou com estreptavidina 

conjugada FITC (1:2000) (Calbiochem/Merck), de acordo com o isotipo do 

anticorpo primário ou com sua marcação com biotina.  

Logo após, as lamínulas foram lavadas por 3 vezes de 10 minutos em 

PBS e incubadas por 15 minutos com solução DAPI diluída 1:50.000 em PBS. As 

lamínulas foram então lavadas por 2 vezes de 10 minutos em PBS e montadas 

sobre lâminas novas com Prolong®Gold (Invitrogen - Life Technologies). As 

laminas foram examinadas em um microscópio Nikon de fluorescência Eclipse 80i 

(Nikon, Tóquio, Japão).  

As imagens digitais foram obtidas através do equipamento de captura de 

imagem do microscópio que permitia ajuste do tempo de exposição de cada 

campo das lâminas. Para cada experimento, o tempo de exposição máximo era 

ajustado através do software de captura de imagem utilizando a amostra controle 

(sem anticorpo primário). Este procedimento foi realizado para evitar a captura de 

fluorescência inespecífica e permitir uma análise comparativa da expressão das 

proteínas analisadas entre sublinhagens celulares utilizadas em cada ensaio. Uma 

vez que o tempo máximo de exposição foi obtido, ele foi utilizado na captura das 

imagens das outras lâminas do mesmo experimento. A sobreposição (merge) das 

imagens obtidas com filtro verde e com o filtro azul foi feita em computador PC 

com a ferramenta “diference” do software Adobe Photoshop CS3 versão 10.0 

(Adobe System, Inc, San Jose, CA, USA).  
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2.7 Tratamento das sublinhagens celulares com EGF  

 

Para os ensaios de tratamento das linhagens celulares com EGF 

recombinante (Sigma-Aldrich), as células foram cultivadas como descrito no item 

2.1. Após atingirem 70-80 % de confluência, foram lavadas em PBS e 

tripsinizadas. Em seguida, as células foram centrifugadas a 500 rpm por 5 

minutos. O sobrenadante foi descartado e 1 x 106 células foram ressuspensas 

DMEM/F-12 (Cultilab) suplementado com 1% de soro fetal bovino em uma placa 

de 6 poços e retornaram para a incubadora por 2 horas. Ao fim desse período, as 

células foram tratadas com 10 ng/mL de EGF por 30 minutos. Em seguida, elas 

foram lavadas em PBS e foi adicionado o tampão de lise RIPA contendo coquetel 

de inibidores de proteases Mix G contendo EBSF, Aprotinina, E-64, Leupeptina e 

EDTA (Serva Electrophoresis) e inibidores de enzimas quinases e fosfatases. 

Seguiu-se com a extração das proteínas como descrito no item 2.5. Uma parte 

desse material foi utilizada no ensaio de Western blot para a análise da 

fosforilação das proteínas da via EGF/ErbB e a outra parte no ensaio de 

imunoprecipitação. 

 

2.8 Imunoprecipitação  

 

A imunoprecipitação foi realizada com o anticorpo policlonal EGFR sc-03 

(Santa Cruz). Nesse ensaio, 100 µg do extrato foi incubado com 2 µg do anticorpo 

e os tubos mantidos sob agitação rotacional na geladeira por uma noite. Em 

seguida, adicionou-se 200 µL da mistura de proteína A e G Sepharose (GE 

LifeScience) e as amostras incubadas novamente na geladeira por mais uma 

noite. No dia seguinte, as amostras foram coletadas por centrifugação a 2.000 rpm 

por 5 minutos a 4 ºC e lavadas cinco vezes em PBS com 0.1% de Tween e uma 

vez com PBS. Em seguida, foram adicionados 100 µL do tampão de eluição (200 

mM de Glicina, 0.1% de SDS, 1% de Tween 20) e mantido em gelo por 5 minutos. 

As amostras foram centrifugadas a 2.000 rpm por 5 minutos a 4 ºC e o 
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sobrenadante utilizado nos ensaios de Western blot para detecção do EGFR na 

forma fosforilada e total. 

2.9 Ensaio de proliferação celular pela incorporação de BrdU 

 

Os ensaios foram realizados de acordo com o protocolo do kit BrdU Cell 

Proliferation Assay (Oncogene, Cambridge, MA, USA). Aproximadamente 1 x 104 

células foram semeadas em placas de 96 poços em meio DMEM/F-12 

suplementado com 1% SBF (Cultilab) ou com 1% SFB contendo as seguintes 

concentrações de Dermicidina recombinante (DCDr): 0.1 nM, 1nM, 10 nM e 100 

nM, e placas incubadas por 3-5 dias. Após esse período, foram acrescentados 20 

L de uma solução 1:2000 de BrdU a cada poço e as placas foram retornadas à 

incubação por mais uma noite. No outro dia, o meio foi removido e a solução 

fixadora adicionada. A placa, então, foi mantida por 30 minutos em temperatura 

ambiente. Após remoção da solução fixadora, foram adicionados 100 L da 

solução bloqueadora e, em seguida, o anticorpo anti-BrdU (1:100).  Após 2-3 

horas de incubação, as placas foram lavadas por 3 vezes com solução de 

lavagem proveniente do kit. Logo após, adicionou-se 100 L de anticorpo 

secundário IgG anti-mouse conjugado à peroxidase. Após 30 minutos de 

incubação, as amostras foram lavadas por 3 vezes com solução de lavagem, e, 

por final, água destilada. Em seguida, foram adicionados 50 L do substrato de 

peroxidase TMB (tetra-metilbenzidine) (Oncogene). Uma alíquota de 50 L da 

solução foi transferida para placas de 96 poços contendo 50 L da solução 2 M de 

H2SO4. A leitura da placa foi feita em espectrofotômetro de placa Bio-Rad modelo 

3550 (Bio-Rad Laboratories) ajustado para os comprimentos de onda 595 nm 

(referência) e 450/490 nm (leitura). A DCDr utilizada neste estudo foi produzida em 

nosso laboratório seguindo o protocolo descrito por GARAY-MALPARTIDA, 

(2005). 
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2.10 Ensaio de crescimento celular e formação de colônias  

 

Em torno de 1 x 102 de células das sublinhagens MCF-7 pcDNA e MCF-7 

DCD foram semeadas em garrafas de 25 cm² e cultivadas em meio completo por 

período de 2 semanas. Em seguida, as células foram fixadas em metanol 100%, 

lavadas e coradas com solução de COOMASSIE Blue G-250 (Sigma-Aldrich) com 

1% em metanol. As colônias visíveis (>50 células por colônia) foram demarcadas e 

contadas a olho nu. Os ensaios foram realizados em triplicatas e os resultados 

expressos como média ± desvio padrão. 

2.11 Análise de viabilidade celular pelo método do MTT 

 

As sublinhagens celulares foram cultivadas em placas de 96 poços até a 

confluência. Em seguida, as células foram tratadas com concentrações crescentes 

dos agentes citotóxicos: estaurosporina (0.05 - 1 µM) por 16 horas, combinação de 

TNF-α (10-200 ng/mL) e 5 µg/mL de cicloheximida por 12-16 horas e peróxido de 

hidrogênio (0.0005 % - 0.01 %) por 12-16 horas. Após esse período, o meio foi 

retirado e foram adicionados 10 µL uma solução de 5 mg/mL de MTT [3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] preparado em tampão PBS 

e a placa foi incubada por 2-4 horas. Logo após, o sobrenadante foi retirado 

cuidadosamente de cada poço. Em seguida, foi adicionado 100 µL de álcool 

isopropílico para a solubilização do MTT. A solução formada foi mensurada a 595 

nm em um espectrofotômetro Bio-Rad Modelo 3550 (Bio-Rad Laboratories). Os 

ensaios foram realizados em triplicatas e os resultados expressos como média ± 

desvio padrão. 

2.12 Análise estatística 

 
Os dados apresentados como média ± erro padrão foram comparados entre 

si pelo teste t Student ou por análise de variância (One Way ANOVA), quando 

conveniente, utilizando software InStat versão 3.05 (GraphPad, San Diego, CA, 
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USA). Os resultados de expressão relativa obtidos por PCR em tempo real (qPCR) 

foram analisados pelo teste de randomização e recolocação Pair Wise P(H1) 

(PPAFFL et al., 2002). Os valores foram considerados significantes quando p < 

0.05. 
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3 Resultados  

3.1. Análise dos genes alterados pelo silenciamento do gene 
DCD nas sublinhagens de células MDA-MB-361  

 

A tabela 3 mostra a lista dos 235 genes cuja expressão foi suprimida 

ou induzida nas sublinhagens de células MD-MB-361 IBC- I, II e III em relação 

à linhagem controle MDA-MB-361 pLKO. Dessa lista, 27 genes tiveram suas 

expressões aumentadas entre 3 a 29 vezes enquanto 208 genes apresentaram 

uma redução de 2.5 a 12 vezes. A lista foi submetida à plataforma DAVID para 

análise quanto à ontologia gênica, a anotação de categoria funcional e 

formação de vias e redes de sinalização. Como podemos observar na tabela 4, 

a atividade de fator de crescimento foi o principal grupo de enriquecimento da 

ontologia gênica, seguido por um termo geral de ligação à proteína e, em 

terceiro lugar, ligação ao EGFR. A anotação de categoria funcional teve como 

resultado mais significativo o termo fator de crescimento, seguido pelo domínio 

EGF-like e outros termos relacionados com o metabolismo, sinalização, divisão 

celular e atividade oxidoredutase (Tabela 5).  

Como podemos observar na tabela 6 e na figura 1, a principal via de 

sinalização alterada é da família EGF/ErbB, que apresentou o maior número de 

genes envolvidos e o valor estatístico mais significante. Além dessa via, a 

redução da expressão da DCD alterou os genes relacionados ao metabolismo 

do folato, frutose e manose (Tabela 6).  

A modulação da via do folato e do metabolismo de frutose e manose 

pode ser um efeito secundário resultante da ação de DCD sobre o crescimento 

celular. O folato é essencial para a produção de bases nitrogenadas 

necessárias para duplicação do DNA durante a divisão celular para a 

proliferação celular (DUTHIE et al., 2004; BOHNSACK e HIRSCHI, 2004). Além 

disso, alterações nesta via já foram descritas em vários tipos de tumores 

(GIROIX et al., 1985; ELLWOOD et al., 1993). 
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A figura 2 mostra os resultados obtidos quando da análise de formação 

de vias e redes entre os 235 genes usando a plataforma Metacore. A via que 

apresentou o maior valor estatístico foi o desenvolvimento da sinalização 

EGFR. Dentre os genes afetados nessa via estão o EGFR, C-myc, BTC e 

AREG (Figura 3 e Figura 4) Juntos, estes dados sugerem que o DCD promove 

seus efeitos na proliferação e sobrevida celular através da modulação da 

expressão de fatores da via de sinalização da família EGF/ErbB. 

 

 
Tabela 4 - Análise de ontologia gênica pela plataforma DAVID 
Banco de dados Categoria Genes 

envolvidos 

%  Valor de 

p 

Benjamini 

GOTERM_MF_ALL  Atividade de fator de crescimento  13 5,8 1,10E-06 3,30E-03 

GOTERM_MF_ALL  Ligação à proteínas  104 46,6 1,20E-05 1,80E-02 

GOTERM_MF_ALL  Ligação ao EGFR 4 1,8 1,20E-04 1,10E-01 

GOTERM_MF_ALL  Ligação à vitamina  9 4 1,30E-04 8,90E-02 

GOTERM_MF_ALL  Atividade de proteína 

serina/treonina fosfatase 

5 2,2 1,30E-03 5,30E-01 

GOTERM_MF_ALL  Ligação ao fosfato piridoxal  5 2,2 3,30E-03 7,90E-01 

GOTERM_MF_ALL  Atividade proteína disulfeto 

isomerase 

3 1,3 4,60E-03 8,50E-01 

GOTERM_MF_ALL  Atividade de fosfoproteina fosfatase 7 3,1 8,60E-03 9,60E-01 

GOTERM_MF_ALL  Atividade éster fosfórico isomerase  10 4,5 9,30E-03 9,50E-01 

GOTERM_MF_ALL  Ligação de cofator  8 3,6 1,20E-02 9,70E-01 

GOTERM_MF_ALL  Ligação (Binding) 149 66,8 1,20E-02 9,60E-01 

GOTERM_MF_ALL  Atividade de oxido-redutase 

intramolecular  

4 1,8 1,60E-02 9,80E-01 

GOTERM_MF_ALL  Atividade hidrolase monoéster 

fosfórico  

8 3,6 1,70E-02 9,80E-01 

GOTERM_MF_ALL  Atividade catepsina L  2 0,9 2,10E-02 9,90E-01 

Categoria - refere-se ao enriquecimento funcional; % - porcentagem dos genes da lista 
envolvidos; Benjamini - teste estatístico para corrigir os valores de enriquecimento e 
evitar falso positivo.  
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Tabela 5 - Anotação funcional obtida na plataforma DAVID.  
Bando de dados Categoria Genes 

envolvidos 

%  Valor de p Benjamini 

SP_PIR_KEYWORDS  Fator de crescimento  13 5,8 2,60E-08 2,70E-05 

SP_PIR_KEYWORDS  Domínio EGF-like 12 5,4 3,50E-05 1,90E-02 

SP_PIR_KEYWORDS  Retículo endoplasmático 17 7,6 2,10E-04 7,20E-02 

SP_PIR_KEYWORDS  Proteína fosfatase  7 3,1 1,30E-03 2,40E-01 

SP_PIR_KEYWORDS  Atividade redox disulfeto  3 1,3 2,10E-03 3,10E-01 

SP_PIR_KEYWORDS  Fosfotransferase  8 3,6 3,60E-03 4,30E-01 

SP_PIR_KEYWORDS  Secreção 26 11,7 5,50E-03 5,20E-01 

SP_PIR_KEYWORDS  Oxido-redutase  3 1,3 6,30E-03 5,30E-01 

SP_PIR_KEYWORDS  Atividade mitogênica  4 1,8 7,10E-03 5,30E-01 

SP_PIR_KEYWORDS  Duplicação  8 3,6 7,70E-03 5,30E-01 

SP_PIR_KEYWORDS  Isomerase  6 2,7 9,10E-03 5,60E-01 

SP_PIR_KEYWORDS  Centro ativo redox 4 1,8 9,90E-03 5,60E-01 

SP_PIR_KEYWORDS  Gluconeogenese  3 1,3 1,10E-02 5,70E-01 

SP_PIR_KEYWORDS  ATP  8 3,6 1,30E-02 6,00E-01 

SP_PIR_KEYWORDS  Transdução de sinal  42 18,8 1,60E-02 6,50E-01 

SP_PIR_KEYWORDS  Divisão celular  7 3,1 1,60E-02 6,40E-01 

SP_PIR_KEYWORDS  Metabolismo de carbono  3 1,3 1,70E-02 6,40E-01 

SP_PIR_KEYWORDS  Biossíntese de aminoácidos  3 1,3 1,90E-02 6,60E-01 

A anotação funcional foi obtida agrupando-se os genes alterados pelo silenciamento 
do gene DCD por categoria funcional, utilizando a base de dados 
SP_PIR_KEYWORKS como referência. Categoria - refere-se ao enriquecimento 
funcional; % - porcentagem dos genes da lista envolvidos; Benjamini - teste estatístico 
para corrigir os valores de enriquecimento e evitar falso positivo. 
 

 

 
Tabela 6 - Anotação funcional obtida na plataforma DAVID das vias alteradas 

pelo silenciamento do gene DCD utilizando as base de dados 
KEGG_Pathway.  

Bando de dados Categoria Genes 

envolvidos 

%  Valor de P Benjamini 

KEGG_PATHWAY  Sinalização da via ErbB 11 4,9 3,40E-06 6,80E-04 

KEGG_PATHWAY  Câncer de bexiga 6 2,7 8,50E-04 8,20E-02 

KEGG_PATHWAY  Câncer de pâncreas  6 2,7 1,20E-02 5,50E-01 

KEGG_PATHWAY  Metabolismo do folato 3 1,3 3,60E-02 8,40E-01 

KEGG_PATHWAY  Metabolismo de frutose e manose  4 1,8 4,50E-02 8,40E-01 

Categoria - refere-se ao enriquecimento funcional; % - porcentagem dos genes da lista 
envolvidos; Benjamini - teste estatístico para corrigir os valores de enriquecimento e 
evitar falso positivo. 
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Figura 2 - Análise de enriquecimento de vias e processos alterados pelo 
silenciamento do gene DCD nas células MDA-MB-361. As barras 
representam o valor estatístico da via de sinalização nas sublinhagens 
celulares MDA-MB-361 IBC I (laranja), IBC II (Azul), IBC III (vermelha) em 
relação à sublinhagem controle, MDA-MB-361 pLKO. Dados obtidos com a 
plataforma GeneGo Metacore. 
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Figura 3 - Via de sinalização da família EGFR/ErbB com genes diferencialmente 
regulados pelo silenciamento do gene DCD na célula MDA-MB-361. As 
barras azuis representam índices de regulação negativa dos genes nas 
sublinhagens celulares MDA-MB-361 IBC I (1) IBC II (2) e IBC III (3). O 
significado dos símbolos e setas usados nesta figura são apresentados 
no Anexo II. Dados obtidos com a plataforma Metacore Genego. 
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3.2 DCD modula a expressão dos membros da família 
EGF/ErbB e seus ligantes nas células MDA-MB-361  

 
Para confirmar as predições indicadas pelos programas de 

bioinformática, foram realizados ensaios de qPCR para validar os genes 

diferencialmente expressos entre as sublinhagens MDA-MB-361 IBC I e a 

controle, MDA-MB-361 pLKO. Para melhor entendimento dos resultados, as 

variações na expressão relativa de transcritos serão descritas em 

percentagem, considerando o valor do controle igual 100%. Como podemos 

observar na Figura 5A, a supressão da expressão de DCD via shRNA na 

sublinhagem MDA-MB-361 IBC I provocou uma redução na taxa de expressão 

dos seus transcritos em cerca de 77% quando comparado ao controle 

(p<0.001). Nós também avaliamos a expressão proteica de DCD nessas 

sublinhagens. O silenciamento reduziu expressivamente a presença da 

proteína na sublinhagem MDA-MB-361 IBC quando comparada à sublinhagem 

controle (Figura 5B), confirmando, portanto, os resultados anteriores obtidos 

em nosso laboratório (MOREIRA, 2007).  

O silenciamento do gene DCD na sublinhagem MDA-MB-361  

IBC I reduziu a taxa de expressão de EGFR em mais de 68% em relação ao 

valor observado no controle (p<0.01) (Figura 5C). O efeito oposto foi observado 

na expressão do receptor HER-4 que teve sua taxa de expressão aumentada 

em 58% quando comparada ao controle (p<0.05) (Figura 5C). Por outro lado, 

não foi observada diferença estatística na expressão dos receptores HER-2 e 

HER-3 após o silenciamento gênico (Figura 5C). Esses dados sugerem que o 

DCD é capaz de regular diferencialmente a expressão dos receptores EGFR e 

HER-4, que apresentam atividades distintas com relação ao crescimento e 

susceptibilidade a agentes citotóxicos (YARDEN, 2001; BARNES et al., 2005; 

NORMANNO et al., 2006; KARAMOUZIS et al., 2007; BURGESS, 2008).  

Após confirmar os efeitos do silenciamento do DCD sobre a expressão 

dos receptores da família EGF, a próxima questão que surgiu foi se a 

expressão dos ligantes também havia sido alterada. Para tanto, as expressões 

relativas de todos os ligantes da família EGF/ErbB foram avaliados nas 

sublinhagens MDA-MB-361 pLKO e MDA-MB-361 IBC I.  
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Figura 5 -  Expressão dos receptores e ligantes da família EGF/ErbB após o 
silenciamento do gene Dermicidina na linhagem MDA-MB-361. (A) 
Expressão relativa de transcritos do gene DCD e (B) expressão da 
proteína DCD nas amostras das sublinhagens MDA-MB-361 pLKO e 
MDA-MB-361 IBC. Em (C) expressão gênica dos receptores EGF/ErbB 
e em (D) dos ligantes da família EGF/ErbB nas duas sublinhagens. A 
expressão relativa de cada gene foi determinada por RT-PCR em tempo 
real. Colunas, média; barras, erro padrão; ** p<0.001; *p<0.05, pelo 
teste Pair Wise P(H1). 

 

Como podemos observar na figura 5D, o silenciamento do DCD 

reduziu a expressão relativa de transcritos para AREG em 75%, BTC em 82%, 

HB-EGF em 67% e NRG4 em 95%, quando comparada ao valor detectado no 

controle (p<0.05). O silenciamento também provocou um efeito oposto na 

expressão de alguns ligantes, aumentando a expressão de EREG, NRG2 e 
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NRG3 em cerca de 100%, 284% e 163%, respectivamente, em relação ao 

controle (p<0.05) (Figura 5D). Porém, o silenciamento não afetou a expressão 

de EGF, TGF-α e NRG1 (Figura 5D).  

Os resultados acima descritos sugerem que o DCD é capaz de induzir 

a expressão de alguns ligantes da família EGF/ErbB, os quais, possivelmente, 

atuariam de forma autócrina promovendo o crescimento tumoral de forma 

sinérgica ao aumento da expressão do receptor EGFR. Por outro lado, o DCD 

reduziria a expressão de alguns ligantes, dentre eles o NRG2 e o NRG3 que 

são dois ligantes conhecidos do receptor HER-4 (KARAMOUZIS et al., 2007). A 

inibição desses ligantes contribuiria, juntamente com a redução da expressão 

desse receptor, para uma diminuição do efeito inibitório do crescimento e 

sobrevida celular induzida pela ativação do mesmo (KARAMOUZIS et al., 

2007). 

Estes estudos mostraram que silenciamento de DCD nas células MDA-

MB-361 reduziu a expressão de mensageiros para o receptor de EGFR, sem, 

no entanto, afetar a expressão para o receptor HER-2. Para confirmar estes 

dados ao nível proteico, foram feitos ensaios de detecção por 

imunofluorescência com anticorpos específicos para essas duas proteínas. 

Como pode ser observada na figura 6, a intensidade de expressão dos 

receptores de EGFR foi reduzida quase que completamente nas células da 

sublinhagem MDA-MB-361 IBC I. Em relação ao receptor HER-2, percebe-se 

claramente uma distribuição espacial mais difusa da marcação em todos os 

compartimentos celulares, porém, com intensa marcação em torno da 

membrana celular (Figura 6), uma característica típica da superexpressão das 

moléculas de receptor HER-2, como a que ocorre na linhagem de células MDA-

MB-361 (LACROIX e LECLERCQ, 2004). Na imagem de sobreposição, 

percebe-se que a distribuição e intensidade da fluorescência foram pouco 

alteradas na sua distribuição intracelular nas células da sublinhagem MDA-MB-

361 IBC I com silenciamento da DCD (Figura 6).  
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Figura 6 - Expressão dos receptores EGFR e HER-2 nas sublinhagens MDA-MB-361 
pLKO e MDA-MB-361 IBC I. Imagens representativas de 
imunofluorescência utilizando os anticorpos primários SC-03 (EGFR) e 
Herceptin® (HER-2) (verde). As células do controle foram incubadas 
apenas com secundário conjugado com FITC. Os núcleos evidenciados 
com DAPI (azul). Os experimentos foram realizados em triplicatas e 
repetidos em três ensaios independentes. 
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3.3 O silenciamento do DCD nas células MDA-MB-361 reduz a 
ativação das vias de sinalização mediadas pelo EGFR 

 

Como podemos observar na figura 7, a ativação do receptor EGFR, 

mensurada pela sua fosforilação no resíduo de tirosina 1173, mostrou-se 

visivelmente reduzida na sublinhagem MDA-MB-361 IBC I quando comparada 

à sublinhagem controle, MDA-MB-361 pLKO. Mesmo após a adição do ligante 

EGF, a fosforilação do receptor na sublinhagem com o DCD silenciado 

mostrou-se inferior ao controle (Figura 7). 

Ao analisar a fosforilação das proteínas da cascata de sinalização 

ativada pelo receptor EGFR, observamos que a AKT apresentou-se 

constitutivamente fosforilada na sublinhagem MDA-MB-361 pLKO, contudo,  

esse estado reduziu significativamente após o silenciamento do DCD, mesmo 

após o estímulo com EGF (Figura 7). Notavelmente, a linhagem controle 

mostrou-se mais responsiva ao EGF no tocante à fosforilação da AKT (Figura 

7).  

Com relação à STAT3, a sublinhagem controle não apresentou essa 

proteína fosforilada sem a presença de EGF no meio, entretanto, quando a 

sublinhagem foi estimulada os níveis de fosforilação foram significativamente 

aumentados (Figura 7). Por outro lado, as células MDA-MB-361 IBCI 

apresentaram uma porção da proteína fosforilada mesmo sem EGF. Após o 

estímulo, houve um aumento perceptível do seu estado de fosforilação, porém, 

em um nível inferior ao observado na sublinhagem MDA-MB-361 pLKO (Figura 

7). Já a fosforilação da MAPK foi somente observada na linhagem MDA-MB-

361 após estímulo com EGF (Figura 7).   
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Figura 7 – Ensaios de Western blot mostrando o efeito do silenciamento do gene DCD 
na linhagem MDA-MB-361 na ativação do receptor EGFR, STAT3, AKT e 
MAPK. Células MDA-MB-361 pLKO e IBC I foram tratadas (+) ou não (-) 
com 10 ng/mL com EGFR por 30 minutos, como indicado. O receptor 
EGFR foi imunoprecipitado do extrato celular utilizando o anticorpo 
policlonal de coelhos SC-03 e a proteína fosforilada pEGFR com o 
anticorpo SC-12351 A α-tubulina foi utilizada como controle do ensaio. 
Imagens representativas de dois ensaios independentes. IP, 
imunoprecipitação. 

3.4 O silenciamento do DCD na linhagem MDA-MB-361 reduz a 
expressão de C-myc e ciclina B 

 

Os dados gerados pela plataforma Metacore GeneGo indicaram que a 

ativação da via de sinalização EGFR/ErbB poderia causar a um aumento da 

expressão de C-myc (Figuras 3 e 4). Ao avaliar a expressão dessa proteína na 

sublinhagem MDA-MB-361 IBC I, nós observamos uma redução expressiva da 

proteína quando comparada a sua expressão no controle (Figura 8). A 

expressão de C-myc está intrinsecamente relacionada à progressão no celular 

(COLLER, et al., 2000). Tendo isso em vista, analisamos a expressão de ciclina 

B nas duas sublinhagens. Ela mostrou-se reduzida na sublinhagem MDA-MB-

361 IBC quando comparada à MDA-MB-361 pLKO (Figura 8). Os resultados 

sugerem que a presença de DCD é capaz de promover a proliferação através 

do aumento da expressão de genes relacionados com a progressão do ciclo 

celular, dentre eles C-myc e Ciclina B. 

 

 

pAKT 

pMAPK 

α-Tubulina 

pSTAT3 

56  

40 

55 

92 

      pLKO                       IBC I 

kDa           -              +              -            + 

pEGFR (IP)  

     MDA-MB-361 

EFGR (IP)  

170 

170 

10 ng/mL EGF  



Resultados  71 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 8 – Expressão de Ciclina B e C-myc nas sublinhagens MDA-MB-361 pLKO e 
MDA-MB-361 ICB obtida em ensaio de Western blot. Imagem 
representativa de dois ensaios independentes. 

 

 

3.5 Silencimento de DCD aumenta a expressão de VEGFA e 
VEGFB e reduz a expressão de TXNIP nas células MDA-MB-361  

 

O câncer é uma doença de origem multifatorial na qual ocorre um 

somatório de mutações no genoma de uma célula normal que 

progressivamente a transforma em uma célula neoplásica. Como são vários 

genes que participam desse processo de forma sinérgica (HANAHAN e 

WEINBERG, 2000), avaliamos a expressão de outros genes que não estão 

diretamente envolvidos na sinalização mediada pela família EGF/ErbB, mas 

que respeitassem dois critérios: expressão bastante alterada no ensaio de 

microarranjo de DNA e envolvimento no desenvolvimento tumoral. Dentro 

desses critérios, avaliamos a expressão de dois genes regulados 

negativamente e um regulado positivamente pelo silenciamento do DCD.  

A expressão dos fatores de crescimento epitelial vascular A e B 

(VEGFA e VEGFB) apresentaram uma redução em mais de 60% em 

comparação com o controle (p<0.05) (Figura 9). Já a expressão do gene 

TXNIP (Thioredoxin interacting protein) apresentou um aumento em torno de 

200% quando comparado com o controle (p<0.001) (Figura 9). 
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Esses dados sugerem que o DCD é capaz de induzir a expressão de 

outros fatores envolvidos no crescimento e na progressão tumoral. Além disso, 

o DCD foi capaz de inibir a expressão da TXNIP cuja atividade anti-proliferativa 

é bem conhecida (KIM et al., 2007; CADENAS et al., 2010). 

 

Figura 9 - Efeito do silenciamento do gene DCD sobre a expressão do fator de 
crescimento endotelial vascular A e B (VEGFA e B) e do gene TXNIP. A 
expressão relativa de cada gene foi determinada por RT-PCR em tempo 
real. Os experimentos foram realizados em triplicatas e repetidos em três 
ensaios independentes. Colunas, média; barras, erro padrão; ** p<0.001; 
*p<0.05, pelo teste Pair Wise P(H1). 

 
 

3.6 Tratamento das células MDA-MB-361 com a proteína DCD 
recombinante modula a expressão de EGF/ErbB, C-myc e p21 

 

Na figura 10 estão apresentados os resultados dos experimentos para 

verificar se a estimulação de células MDA-MB-361 com a adição exógena de 

DCD recombinante influenciaria a proliferação celular e a expressão gênica da 

família EGF/ErbB, C-myc e p21. Como podemos observar na figura 10A, a 

DCDr induziu uma curva dose-resposta de crescimento celular em forma de 

sino. A concentração de 0.1 nM foi a que mais estimulou a proliferação em 

cerca de 68%, em comparação com o controle (p<0.001). Na dose 1 nM, o 

estímulo mitogênico ainda foi significativamente maior que no controle, em 

torno de 37% (p<0.001), porém, de forma menos pronunciada (Figura 10A). 
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Por outro lado, as concentrações de 10 e 100 nM não foram capazes de 

estimular a proliferação celular (Figura 10A).  

Já expressão dos transcritos de EGFR apresentou um padrão similar à 

curva dose-resposta em forma de sino observada no ensaio de proliferação 

(Figuras 10A e 10B). Entretanto, houve uma diferença na dose capaz de induzir 

a expressão de EGFR em comparação com a resposta mitogênica. Enquanto a 

maior resposta proliferativa ocorreu com o tratamento com 0.1 nM de DCDr, a a 

expressão de EGFR mais acentuada foi observada com 0.25 nM o qual causou 

um aumento de 278% em relação ao controle (p<0.001) (Figura 10B). Por outro 

lado, a dose de 0.1 nM não foi capaz de induzir a expressão de EGFR (Figuras 

10B). Apesar dessa diferença, a concentração de 1 nM foi aparentemente 

menos eficiente em induzir a expressão de EGFR que a de 0.25 nM. Nessa 

concentração, a DCDr foi capaz de induzir um aumento de 144% em 

comparação com o controle (p<0.001). Já a dose de 10 nM não foi capaz de 

alterar a expressão de EGFR, o que está de acordo com o experimento de 

proliferação (Figuras 10A e 10B).  

Como observamos que a presença de DCDr no meio aumentou a 

proliferação celular, decidimos avaliar de que modo se comportava a expressão 

de dois genes que regula esse processo, um positivamente, C-myc, e outro 

negativamente, p21 (COLLER, et al., 2000; GARTEL e RADHAKRISHAN, 

2005). A figura 10C mostra que o DCDr foi capaz de aumentar em 130% e 64% 

a expressão de C-myc nas concentrações de 0.25 nM e 1 nM, 

respectivamente, em comparação com o controle (p<0.001). Uma das 

principais funções do fator de transcrição C-myc é regular a expressão de 

genes que controlam o ciclo celular positivamente, como as ciclinas, e 

negativamente, como exemplo, a proteína p21, um inibidor do ciclo celular.  

Nesse sentido, avaliamos se a estimulação com a DCDr teria algum impacto na 

expressão de transcritos do gene p21. Como se pode observar na figura 10D, 

as concentrações de 0.25 nM e 1 nM de DCDr reduziram significativamente em 

65% e 51%, respectivamente, a expressão de transcritos de p21 (p<0.05) em 

relação ao controle. Contudo, a concentração de 10 nM não teve nenhuma 

influência sobre a expressão desse gene (Figura10D). 
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Figura 10 – Efeito do tratamento com DCDr na proliferação de células MDA-MB-361. 
Curva dose-resposta de proliferação celular (A), expressão relativa de 
transcritos de EGFR (B), C-myc (C) e p21 (D) por qPCR. Em (E) 
expressão dos receptores da família ErbB/HER-2, -3 e -4 e de seus 
ligantes em (F), nas células com estímulo de 0.25 nM de DCDr. Em todos 
os experimentos, 1-2 x 104 células foram incubadas com 1% SBF ou com 
1% SFB e as concentrações de DCDr indicadas. Em (A) o tratamento foi 
realizado por 3-4 dias, nos demais por 12-16 horas . A proliferação celular 
foi estimada pela incorporação de BrdU ao DNA. Os experimentos foram 
realizados em triplicatas e repetidos em três ensaios independentes. 
Colunas, média; barras, erro padrão; ** p<0.001; *p<0.05, pelo teste Pair 
Wise P(H1) (ensaios de qPCR) e análise de variância (One-Way Anova) 
seguido de Tukey (ensaio de proliferação).  
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3.7 A superexpressão de DCD nas células MCF-7 aumenta a 
proliferação e resistência celular  

 

A linhagem MDA-MB-361 foi derivada de uma metástase do cérebro de 

um carcinoma mamário luminal.  Esta linhagem apresenta expressão positiva 

do receptor para estrógeno e progesterona (ADAMS et al., 1989; HEVIER et 

al., 2011) e também possui uma amplificação gênica do receptor HER-2 

(CALLIAU et al., 1976; ADAMS et al., 1989; LACROIX e LECLERCQ, 2004). A 

partir dessas observações, surgiu uma nova questão: Qual seria a influência de 

DCD sobre a expressão dos receptores e ligantes da família EGF/ErbB em 

uma linhagem de carcinoma de mama que não apresenta amplificação de 

HER-2? Para respondê-la, utilizamos a linhagem MCF-7 o qual possui 

expressão positiva para os receptores de estrógeno e progesterona, mas não 

superexpressam o gene HER-2 (ADAMS et al., 1989; LACROIX e LECLERCQ, 

2004; HEVIER et al., 2011). Além disso, a expressão de DCD não foi detectada 

nessa linhagem através de ensaios de RT-PCR e Northern blot (MARKOVIC, 

2003).  

Em estudos anteriores do nosso laboratório, foram geradas duas 

sublinhagens derivadas das células MCF-7, uma com expressão estável de 

DCD, MCF-7 DCD e outra, controle, com o vetor vazio, MCF-7 pcDNA 

(MARKOVIC, 2003, GARAY-MALPARTIDA, 2005, FONTES-OLIVEIRA, 2005). 

Neste trabalho, verificamos se a superexpressão de DCD influenciava o 

crescimento, a resistência ao estresse oxidativo e a expressão dos membros 

da família EGF/ErbB. Como pode ser visto na figura 11A, os níveis de 

expressão gênica de Dermicidina na sublinhagem MCF-7 DCD apresentaram-

se cerca de 300% superiores aos detectados na sublinhagem MCF-7 pcDNA 

(p<0.001) (Figura 11A). Um aumento significante na expressão da proteína 

DCD também foi confirmado pelos ensaios de Western blot (Figura 11B) e 

imunofluorescência (Figura 11C). Este último ensaio também mostrou uma 

localização citoplasmática da proteína (Figura 11C).  
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Figura 11 - Efeitos da superexpressão de DCD na linhagem MCF-7. (A) Expressão 

relativa do gene DCD por PCR em tempo real e em (B; C) da proteína por 
Western blot (B) e por imunofluorescência (C). DCD em (verde) e em 
(azul) os núcleos evidenciados com DAPI. As células do controle foram 
incubadas apenas o anticorpo estreptavidina com FITC. Os experimentos 
foram realizados em triplicatas e repetidos em três ensaios 
independentes. Barras horizontais indicam a escala 50 µm. Colunas, 
média; barras verticais, erro padrão; ** p<0.001; *p<0.05, pelo teste de 
randomização recolocação Pair Wise P(H1). 

 
 

Ao avaliar a capacidade de formação de colônias, observamos que as 

células da sublinhagem MCF-7 DCD formaram em média 123.5 ±10.87 

colônias, enquanto as células da sublinhagem MCF-7 pcDNA em torno de 

43.25 ±1.9 colônias após de uma semana de cultivo (p<0.001) (Figura 12A). 

Esse dado sugere que a expressão de DCD estimula a proliferação e o 

crescimento dessas células. 
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Figura 12 - Efeitos da superexpressão do gene Dermicidina na capacidade de células 
MCF-7 na formação colônia (A) e sobrevivência ao estresse oxidativo 
induzido pela H2O2 (B). O número de colônias (>50 células) foi 
determinado após duas semanas em cultura. A sobrevivência celular foi 
determinada pelo método de MTT. Os dados são apresentados como 
porcentagem de sobrevivência celular em relação ao controle não tratado. 
Os experimentos foram realizados em triplicatas e repetidos em três 
ensaios independentes. Colunas, média; barras, erro padrão; **p<0.001; 
*p<0.05, pelo teste t de Student. 

 
 

Em estudos anteriores foi demonstrado que as células da linhagem 

MDA-MB-361 expressando shRNA contra a DCD são mais susceptíveis ao 

estresse oxidativo induzido pelo peróxido de hidrogênio, a estaurosporina e 

uma combinação de TNF-α e ciclohexemida (MOREIRA, 2007). Como 

esperado, a superexpressão de DCD na linhagem MCF-7 aumentou a 

sobrevivência ao estresse oxidativo provocado pelo peróxido de hidrogênio 

(p<0.001) (Figura 12B). Porém, não foi observada nenhuma diferença na 

sobrevivência entre as duas sublinhagem quando tradadas com estaurosporina 

ou com uma combinação de TNF-α e cicloheximida (dados não mostrados). 

Esses dados confirmam que a superexpressão de DCD nas células MCF-7 é 

capaz de aumentar a sobrevivência ao estresse oxidativo induzido pelo 

peróxido de hidrogênio.  
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3.8 A superexpressão de DCD nas células MCF-7 aumenta a 
expressão de receptores EGF/ErbBs e de seus ligantes  

 

Ao analisar a expressão dos transcritos para a proteína EGFR nas 

células da sublinhagem MCF-7 DCD foi constatado um aumento em torno de 

700% superior ao controle (p<0.001) (Figura 13A). A expressão de HER-2 

também foi aumentada em cerca de 400% em relação ao controle, MCF-7 

pcDNA (p<0.001) (Figura 13A). Os outros receptores não tiveram sua 

expressão significativamente alterada, porém, o receptor HER-4 teve uma 

tendência não estatisticamente significativa à regulação negativa (Figura 13A).  

Ao analisar a expressão proteica dos receptores EGFR e HER-2 

nessas células por meio dos ensaios de Western blot e imunofluorescência, 

nós observamos um aumento expressivo de EGFR na sublinhagem MCF-7 

DCD quando comparada à sublinhagem controle (Figura 13B e 13C). A 

expressão de HER-2 também foi aumentada, porém, aparentemente, em 

menor intensidade que a observada para o EGFR (Figura 13C). O anticorpo 

trastuzumab (Herceptin® - Genentech), usado nos ensaios de 

imunofluorescência (Figura 13C), foi utilizado também em ensaios de Western 

blot para verificar a expressão de HER-2 nessas sublinhagens. Entretanto, o 

anticorpo não foi apropriado para o ensaio (dados não mostrados). Tais 

resultados mostram que a superexpressão de DCD na linhagem MCF-7 é 

capaz de induzir um aumento na expressão do receptor EGFR e, 

aparentemente, do HER-2. Além disso, esses estudos mostram que o DCD é 

capaz de induzir a expressão de EGFR em outra linhagem de câncer de mama, 

portanto, o evento não está restrito à linhagem MDA-MB-361.  
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Figura 13 - Expressão dos receptores de EGF/ErbB após superexpressão de DCD nas 
células MCF-7. Em (A) expressão do RNAm para receptores EGF/ErbB por 
pPCR, (B) expressão proteica do receptor EGFR por Western blot e em (C) 
expressão dos receptores EGFR e HER-2 (verde) por imunofluorescência. 
Os experimentos foram realizados em triplicatas e repetidos em três 
experimentos independentes. As células do controle foram incubadas 
apenas com anticorpos secundários e o núcleo foi evidenciando com DAPI 
(azul). Barras indicam a escala 50 µm. ** p<0.001; *p<0.05, pelo teste Pair 
wise P(H1). 
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Nos estudos de expressão dos ligantes da família EGF/ErbB nas 

células da sublinhagem MCF-7 DCD, notamos que a expressão de AREG, 

EGF, HB-EGF, NRG3 e NRG4 foi regulada positivamente, encontrando-se 

níveis que variaram em torno de 850%, 1000%, 223%, 336% e 488%, 

respectivamente, em relação ao controle (p<0,05) (Figura 14). Apenas o TGF-α 

foi regulado negativamente em 44% em relação à sublinhagem MCF-7 pcDNA 

(p<0.001) (Figura 14). Esses dados sugerem que o DCD é capaz de modular a 

expressão dos ligantes da família EGF/ErbB tanto na linhagem MDA-MB-361 

como na linhagem MCF-7. 

 

 

 

 
Figura 14 -  Expressão dos ligantes da família EGF/ErbB nas células MCF-7-pcDNA e 

MCF-DCD. A expressão relativa de cada gene foi determinada por RT-
PCR em tempo real. Os experimentos foram realizados em triplicatas e 
repetidos em três ensaios independentes. ** p<0.001; *p < 0.05, pelo 
teste de randomização e recolocação Pair Wise P(H1). 
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3.9 A superexpressão do gene DCD na células MCF-7 inibe a 
expressão de TXNIP 

 

Quando avaliamos a expressão do gene TXNIP na sublinhagem celular 

MDA-MB-361 IBC I, verificamos que o silenciamento do DCD promoveu um 

aumento na expressão desse gene, sugerindo que a presença do DCD é capaz 

de inibir a expressão deste supressor tumoral (Figura 9). Para confirmar esse 

achado, nós avaliamos a expressão de TXNIP na sublinhagem MCF-7 DCD. A 

figura 14 mostra que a superexpressão de DCD reduziu a expressão de TXNIP 

em 98% quando comparado com o controle (p<0.001) (Figura 15).  
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Figura 15 - Expressão do gene do TXNIP na sublinhagem MCF-7 DCD. A expressão 
relativa foi determinada por RT-PCR em tempo real. Os experimentos 
foram realizados em triplicatas e repetidos em três ensaios 
independentes. Colunas, média; barras, erro padrão; ** p<0.001, pelo 
teste de randomização e recolocação Pair Wise P(H1). 

 

3.10 DCD ativa a via de sinalização mediada pelo EGFR nas 
células MCF-7 

 

Uma vez constatado o aumento na expressão de EGFR e HER-2 na 

sublinhagem MCF-7 DCD, avaliamos se a via de sinalização induzida por estes 

receptores apresentava-se ativada. Para tal, utilizamos anticorpos que 

reconhecem as formas fosforiladas de algumas proteínas envolvidas na 

cascata de sinalização intracelular ativadas por esses receptores. A figura 16 
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mostra que o receptor EGFR apresentou um aumento na sua fosforilação 

quando comparado com a sublinhagem controle. Esse aumento foi observado 

tanto na ausência quanto na presença do ligante EGF (Figura 16A). No ensaio 

de imunofluorescência foi possível observar um aumento discreto na 

fosforilação das tirosinas totais, principalmente de proteínas transmembranas 

(Figura 16B).  

Ao analisar a fosforilação das proteínas da via de sinalização ativada 

por este receptor, observamos que a proteína STAT3 mostrou-se muito pouco 

fosforilada na sublinhagem controle sem o estímulo com EGF, porém, quando 

ela foi estimulada, os níveis de fosforilação foram significativamente 

aumentados (Figura 16A). Por outro lado, foi possível detectar a forma 

fosforilada de STAT3 na sublinhagem MCF-7 DCD com ou sem o tratamento 

com EGF (Figura 16A). Nos ensaios de imunofluorescência foi observado, além 

do aumento na fosforilação na sublinhagem MCF-7 DCD, uma presença maior 

dessa proteína no núcleo (Figura 17).  

A proteína AKT, por sua vez, não se mostrou fosforilada na 

sublinhagem MCF-7 pcDNA sem estímulo, entretanto, apresentou uma discreta 

ativação após tratamento com o EGF (Figura 16A). Já a sublinhagem MCF-7 

DCD apresentou uma fosforilação constitutiva da AKT, mesmo sem a ativação 

do receptor (Figura 16A). Além disso, mostrou-se muito mais responsiva ao 

tratamento com EGF que a MCF-7 pcDNA (Figura 16A). Nos ensaios de 

imunofluorescência podemos observar um aumento significativo na fosforilação 

dessa proteína em dois sítios distintos, serina 473 (Ser 473) e treonina 308 (Thr 

308) e uma localização citoplasmática própria dessa proteína (Figura 17). Com 

relação à proteína quinase ativada por mitógeno, MAPK, nos ensaios de 

Western blot ela se apresentou discretamente fosforilada na sublinhagem MCF-

7 pcDNA com ou sem o estímulo com EGF (Figura 16A). Contudo, a 

sublinhagem MCF-7 DCD apresentou uma acentuada fosforilação de MAPK, 

mediada pela ativação do receptor na presença de EGF (Figura 16A). Todavia, 

nos ensaios de imunofluorescência a referida proteína mostrou-se mais 

fosforilada na sublinhagem MCF-7 DCD com uma localização nuclear típica da 

proteína ativada (Figura 18). A superexpressão de DCD na linhagem MCF-7 

também induziu uma maior fosforilação do transdutor de sinalização ERK 
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(Figura 18). Esses resultados sugerem que a superexpressão de DCD aumenta 

as vias de sinalização ativadas por membros da família EGF/ErbB.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 16 -  Efeito da superexpressão do gene DCD na ativação do receptor EGFR e 
sua via de sinalização. Células MCF-7 pcDNA e MCF-7 DCD foram 
tratadas (+) ou não (-) com 10 ng/mL com EGFR por 30 minutos, como 
indicado. (A) O receptor EGFR foi imunoprecipitado do extrato celular 
utilizando o anticorpo policlonal e sua ativação foi analisada pelo ensaio 
de Western blot. A fosforilação de STAT3, AKT e MAPK foi analisada por 
Western blot. A α-tubulina foi utilizada como controle do ensaio. Imagens 
representativas de dois ensaios independentes. (B) Imunofluorescência 
de resíduos fosfotirosina em proteínas celulares (verde) nas sublinhagens 
MCF-7 pcDNA e MCF-7 DCD. Núcleo corado com DAPI (azul), IP – 
Imunoprecipitação. 
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Figura 17 – A superexpressão do gene DCD nas células MCF-7 ativa a via de 
sinalização do receptor EGFR. Imagens representativas de um ensaio 
de imunofluorescência mostrando a fosforilação de STAT3 e AKT (Thr 
308 e Ser 473) (verde). As células do controle foram incubadas apenas 
com anticorpos secundários. O núcleo foi evidenciado com DAPI (azul). 

 

 

MCF-7 
pcDNA 

MCF-7 
DCD 

pSTAT-3 

MCF-7 
pcDNA 

MCF-7 
DCD 

pAKT 
(Thr308) 

DAPI FITC 

Sobreposição 

Ampliação (2.5X) 

MCF-7 
pcDNA 

MCF-7 
DCD 

pAKT 
(Ser473) 

Secundário 
MCF-7 
Controle 



Resultados  85 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 -  Ativação da via de sinalização do receptor EGFR nas células MCF-7 
pcDNA e MCF-7 DCD. Imagens representativas de um ensaio de 
imunofluorescência mostrando a fosforilação de MAPK e ERK (verde). 
As células do controle foram incubadas apenas com anticorpos 
secundários. O núcleo foi evidenciado com DAPI (azul). 
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3.11 A superexpressão de DCD nas células MCF-7 aumenta a 
expressão C-myc, Ciclina B e reduz a expressão de p27  

 

O C-myc é um dos fatores de transcrição que é ativado pela via de 

sinalização EGF/ErbB (CITRI e YARDEN et al., 2006). Como era esperado, a 

sublinhagem MCF-7 DCD apresentou uma maior expressão de C-myc quando 

comparada ao controle MCF-7 pcDNA (Figura 19) por ensaios de Western blot. 

Estes dados foram confirmados  com os ensaios de imunofluorescência que 

mostraram uma localização nuclear própria desse fator de transcrição (Figura 

20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 – Expressão de Ciclina B, c-Myc e p27 nas sublinhagens MCF-7 pcDNA e 
MCF-7 DCD por ensaios de Western blot realizados com anticorpos 
específicos para estas proteínas. Imagem representativa de dois ensaios 
independentes. 
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progressão no ciclo celular (COLLER et al., 2000; PELENGARIS et al., 2002) 

decidimos analisar a expressão da ciclina B1, uma proteína cuja expressão 

ocorre durante a transição da fase G2 para mitose do ciclo celular (LINDQVIST 

et al., 2009). A sublinhagem MCF-7 DCD apresentou um aumento considerável 
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dessa proteína quando comparada ao controle, tanto nas análises por Western 

blot (Figura 19) quanto nos ensaios de imunofluorescência (Figura 20). Além da 

ciclina B1, avaliamos também a expressão de p27 que é um inibidor do ciclo 

celular. Como podemos observar na figura 19, a superexpressão de DCD inibiu 

a expressão de p27.  

Em resumo, os dados apresentados com as células da linhagem MDA-

MB-361 e MCF-7 sugerem que o DCD é capaz de modular a transcrição dos 

receptores e ligantes da via canônica do EGF/ErbB bem como a ativação das 

proteínas AKT, STAT3 e MAPK, que são os principais transdutores e enzimas 

quinases desta via. A expressão forçada de DCD ou sua adição ao meio de 

cultura causa um aumento na síntese do fator de transcrição C-myc que, por 

sua vez, induz a expressão de fatores que são promotores do ciclo celular, 

como a ciclina B1. Por outro lado, a expressão de DCD inibe a expressão de 

supressores do ciclo, como a proteína p27, tendo como resultado final um 

aumento da atividade proliferativa, como foi observado no experimento de 

proliferação e formação de colônias (Figura 12A). 
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Figura 20 – Expressão de C-myc e Ciclina B nas células MCF-7 pcDNA e MCF-7 
DCD. Imagens representativas de um ensaio de imunofluorescência 
localização das proteínas C-myc e Ciclina B (verde). As células do 
controle foram incubadas apenas com anticorpos secundários. O núcleo 
foi evidenciado com DAPI (azul). 
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4 Discussão  
 

 
As evidências do papel relevante da Dermicidina como um gene-chave na 

progressão do carcinoma mamário invasivo surgiram primeiramente com os 

estudos de expressão gênica de análise seriada (SAGE) publicados em 2003 pelo 

grupo da Dra Kornelia Polyak (PORTER et al., 2003a). No estudo posterior ficou 

demonstrado que expressão de DCD estava presente em 10% das pacientes com 

carcinoma de mama invasivo e com grandes volumes além de metástases em 

linfonodo (PORTER et al., 2003b). Em seguida, vários estudos foram realizados 

demonstrando que o DCD promove um aumento no crescimento celular in vitro e 

in vivo, além de um aumentar a resistência à morte celular induzida por diversos 

agentes citotóxicos (PORTER et al., 2003b; WANG et al., 2003; MONITTO et al., 

2004; GARRAY-MALPATIDA et al., 2005; MOREIRA, 2007; STEWART et al., 

2007, 2008; LOWRIE et al., 2011). O mecanismo pelo qual o DCD exerce seus 

efeitos biológicos ainda permanece desconhecido. Em um estudo realizado pelo 

nosso grupo utilizando a técnica de microarranjo de DNA (DNA microarray) para 

analisar a expressão global de genes alterados pelo silenciamento gênico do DCD 

foram identificados 235 genes alterados pelo “knockdown” de DCD na linhagem de 

carcinoma mamário MDA-MB-361 (MOREIRA et al., 2008). A presente tese 

apresenta em mais detalhes os resultados dos estudos nos quais foram 

evidenciadas as possíveis conexões entres estes genes e seus mecanismos 

moleculares e os eventos biológicos que são afetados pelo DCD nesta linhagem 

celular.  

Os estudos de anotação funcional, utilizando plataforma de análise 

DAVID, revelaram que o DCD poderia atuar como um fator de crescimento, 

segundo a ontologia gênica (gene ontology) e categoria funcional (Tabelas 3 e 4). 

De acordo com a descrição apresentada no NCI (National Institute of Cancer, 

USA), fator de crescimento é uma substância produzida pelo corpo cuja função é 

regular a divisão e sobrevivência celular. Os efeitos dos fatores de crescimento 

dependem de um receptor próprio. No entanto, nos diversos estudos publicados 
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até o momento, não se chegou a caracterização bioquímica do receptor da DCD e 

sua via de sinalização intracelular (PORTER et al., 2003b; GARAY-MALPATIDA, 

2005; LOWRIE et al., 2006; STEWART et al., 2007; MOREIRA, 2007; LOWRIE et 

al., 2011).  

Lowrie et al. (2011) identificaram, por ontologia funcional, várias redes de 

sinalização que poderiam ser ativadas por grupo de genes cuja expressão foi 

modificada na linhagem de carcinoma hepático HuH7 após o tratamento com um 

peptídeo de 20 aminoácidos derivado da DCD. Esta porção foi identificada na 

cadeia polipeptídica do PIF, uma glicoproteína envolvida na proteólise intracelular 

de proteínas (TODOROV et al., 1996). Os genes identificados participam em 

processos e vias importantes, como morte celular, câncer e ciclo celular. 

Provavelmente, os genes alterados diferiram dos nossos devido a três fatores. 

Primeiro, nesse estudo os autores realizaram o ensaio de microarranjo de DNA 

após o tratamento das células com um peptídeo derivado da porção N-terminal da 

proteína DCD, enquanto que os nossos estudos foram realizados através do 

silenciamento gênico do DCD, ou seja, a metodologia empregada foi 

completamente diferente. Segundo, a linhagem celular utilizada por Lowrie et al. 

(2011) foi derivada de carcinoma hepático, enquanto o nosso estudo foi realizado 

com uma linhagem de carcinoma de mama. Terceiro, nossas análises foram feitas 

nas plataformas DAVID e Metacore. Lorwrie et al. (2011) utilizaram a plataforma 

Ingenuity (Ingenuity® Systems Redwood City, CA, USA). 

O tratamento das células MDA-MB-361 com a DCDr confirmou nossas 

expectativas acerca do potencial mitogênico da DCD na indução de proliferação 

de células epiteliais da mama. Sob o estímulo de concentrações crescentes de 

DCDr, observou-se uma curva de proliferação em forma de sino (Figura 10A). O 

mesmo efeito foi observado por Lowrie et al. (2011) ao tratar as células HuH7 com 

o peptídeo derivado da região N-terminal do DCD (LOWRIE et al., 2011), porém a 

concentração na qual foi observado o maior estímulo proliferativo diferiu dos 

nossos ensaios. Enquanto Lowrie et al. (2011) mostraram que o maior estímulo 

ocorreu com uma concentração de 10 ng/mL, ou seja, 10nM, os nossos resultados 

com a proteína íntegra demonstraram que o estímulo proliferativo mais intenso 
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ocorreu 0.1 nM (Figura 10C). Não sabemos ainda como explicar essa diferença, 

provavelmente refletem a presença e afinidade de receptores específicos nas 

linhagens celulares utilizadas nos dois experimentos. Outra possível explicação é 

que em nossos ensaios a proteína recombinante utilizada apresenta a forma 

nativa da DCD, ou seja, proteína não processada, que pode adquirir uma 

conformação estrutural que facilite a ligação e ativação de um possível receptor. 

No outro estudo as células foram tratadas com um peptídeo derivado da região N-

terminal de DCD, ou seja, apenas uma parte da proteína (LOWRIE et al., 2011). 

Entretanto, no mesmo trabalho os autores demonstraram através de mutação sítio 

dirigidas que a porção C-terminal da proteína correspondente a DCD-1 não é 

necessária para estimular a proliferação celular (LOWRIE et al., 2011). Mais 

estudos a esse respeito são necessários para se compreender melhor estes 

dados. A curva de dose resposta em forma de sino é característica da resposta 

biológica a diversas citocinas e fatores de crescimento incluindo, IFN-, IL-6, IL-8, 

TNF-α (TALMADGE et al., 1987; UTSUNOMIYA et al., 1996; BEN-BARUCH et al., 

1999; TSIGOS et al., 1999), Sonic Hedgehog, VEGF, FGF, PDGF (CHANG et al., 

2004) e a lacritina, uma proteína muito similar a DCD (WANG et al., 2006). Uma 

hipótese que poderia ser levantada é a de que o excesso de DCD no meio poderia 

dessensibilizar o receptor levando a perda da resposta proliferativa. 

Neste trabalho nós demonstramos que a supexpressão de DCD nas 

células MCF-7 aumentou a proliferação celular (Figura 8C). Esta linhagem é 

derivada de um carcinoma ductal invasivo com metástase na pleura e que 

expressa o receptor de estrógeno (ER+) e receptor de progesterona (PgR+), mas 

não apresenta amplificação do HER-2 (ADAMS et al., 1989; LACROIX e 

LECLERCQ, 2004). Os efeitos biológicos da superexpressão de DCD nessas 

células foram descritos anteriormente por Monitto et al. (2004). Os autores 

observaram um aumento no crescimento tumoral quando as células foram 

inoculadas em camundongos NUDE, porém, eles não fizeram nenhum estudo 

para desvendar o mecanismo molecular.  

Porter et al. (2003b) também superexpressaram o DCD na linhagem de 

carcinoma mamário 21NT e observaram um aumento na taxa de proliferação 



Discussão                                                                                                                92 

 

celular tanto na presença quanto na ausência de soro. Tal efeito não é restrito 

somente às linhagens de tumores de mama. A expressão de DCD estimulou o 

crescimento de células das linhagens neuronais (CUNNINGAHAM et al., 2002), 

câncer de próstata PC-3M (STEWART et al., 2007), melanoma murino B16F10 

(GARAY-MALPARTIDA, 2005) e células da linhagem de mioblasto murino C2C12 

(FONTES-DE-OLIVEIRA, 2005). Por outro lado, o silenciamento gênico de DCD 

pela expressão de shRNA reduziu o crescimento de células das linhagens de 

carcinoma de pulmão H520 e PC13 em 60% e 70%, respectivamente (CHANG et 

al., 2010). 

A superexpressão de DCD nas células MCF-7 também aumentou a 

sobrevivência celular aos efeitos citotóxicos do peróxido de hidrogênio (Figura 9A), 

porém não protegeu contra a morte celular induzida por estaurosporina e TNF-α 

(dados não mostrados). A proteção contra o estresse oxidativo está de acordo 

com os estudos iniciais de Cunningham et al. (1998, 2000, 2002) com o peptídeo 

YP-30, um peptídeo derivado da região N-terminal de DCD, que protege células 

neuronais dos efeitos citotóxicos do peróxido de hidrogênio tanto in vitro quanto in 

vivo. Porter et al. (2003b), por sua vez, demonstraram que a linhagem de 

carcinoma de mama 21NT superexpressando DCD foi mais resistente ao estresse 

oxidativo provocado pela redução de glicose no meio e pela ação da meladiona, 

um forte indutor de radicais livres de oxigênio na mitocôndria. Lowrie et al. (2006) 

demonstraram que a transfecção de células hepáticas com o cDNA do DCD foi 

capaz de diminuir em 26% a morte celular por necrose induzida por glicose 

oxidase. No mesmo trabalho, os autores mostraram que a glicosilação não é 

necessária para produção desse efeito, contudo, os resíduos de asparagina (N32 e 

N44) são de grande importância, pois quando esses foram substituídos pela 

alanina, através de mutações sítio dirigida, o efeito protetor foi perdido. Em outro 

trabalho, os autores demonstraram através de mutação sítio dirigida, que a região 

N-terminal de DCD, correspondente ao YP-30 (CUNINGAHAM et al., 1998) e a 

parte polipeptídica do PIF (TODOROV et al., 1996) são as responsáveis pela 

proteção observada contra o estresse oxidativo induzido por meladiona, peróxido 

de hidrogênio e hipóxia celular induzida pela incubação a 0.2% de oxigênio 
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(STEWART et al., 2007). As células MCF-7 mostraram-se resistentes ao 

tratamento com estaurosporina ou a combinação de TNF-α e ciclohexemida, não 

permitindo observar nenhuma alteração na sobrevivência entre as sublinhagens 

MCF-7 DCD e MCF-7 pcDNA (dados não mostrados). A resistência das células 

MCF-7 poderia ser explicada, em parte, pela ausência da caspase 3 

funcionalmente ativa, uma vez que essas drogas ativam principalmente a morte 

celular via apoptose (BUROW et al., 1998; KUROKAWA et al., 1999; BRUSCH et 

al., 2008, FAZI et al., 2008). Entretanto, recentemente foi demonstrado que 

radicais livres podem induzir apoptose nas células MCF-7 (KANG et al., 2010) 

como observado no presente estudo.  

A análise da lista de genes diferencialmente expressos pelos programas 

das plataformas DAVID e Metacore sugeriram a participação da via EGF/ErbB na 

cascata de sinalização de proliferação modificada pela DCD (Tabela 5, Figuras 1 e 

2). A plataforma DAVID não identificou um receptor específico, apenas a categoria 

de sinalização da via ErbB (Tabela 5). Já o Metacore sugeriu a via de sinalização 

mediada pelo EGFR (Figura 3). Além disso, a análise de vias canônicas, feita na 

plataforma Metacore, sugeriu que a principal rede de expressão gênica alterada 

centrava-se nos genes BTC, EGFR e C-myc (Figura 4). Quando comparamos 

esses dados e os apresentados no estudo publicado por Lowrie et al. (2011), 

encontramos algumas divergências e concordâncias que serão discutidas a 

seguir. No trabalho em questão, os autores mostram que as vias de sinalização 

alteradas pelo tratamento com o peptídeo derivado do DCD foram à sinalização do 

óxido nítrico no sistema cardiovascular, síntese de ubiquinona e sinalização de 

receptor de morte celular (LOWRIE et al., 2011). Estes dados são muito diferentes 

dos nossos resultados na qual a família dos fatores de crescimento EGF/ErbB 

parece ser o componente mais importante da cascata de sinalização (Tabela 5 

Figuras 1, 2 e 3). Por outro lado, ao analisar as redes de interações gênicas, os 

autores sugerem quatro redes cujos centros envolvem genes que também foram 

alterados no nosso estudo. As redes gênicas alteradas são: rede 1: TNF, TGF-β1 

e IL-4 (nenhum gene regulado positivamente); rede 2: TP53, THRB e MYOD1 

(nenhum gene regulado positivamente); rede 3: FOS, LIF, VEGFB, ErbB2 e HRAS 
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(com apenas o VEGFB alterado pelo tratamento; rede 4: HGF e C-Myc (nenhum 

gene regulado positivamente) (LOWRIE et al., 2011). Comparando esses 

resultados com os nossos, vemos que o C-myc mostrou-se alterado na via de 

sinalização mediada pelo EGFR (Figuras 1 e 3) e foi um dos centros da nossa via 

de sinalização canônica (Figura 4). Além disso, a expressão de C-myc foi induzida 

nas células MDA-MB-361 após o tratamento com a DCDr (Figura 10C) e após a 

superexpressão do gene na linhagem MCF-7 (Figuras 19 e 20). Por outro lado, o 

silenciamento do gene DCD também reduziu a expressão de C-myc nas 

sublinhagens MDA-MB-361 (Figura 8). Outro dado dos estudos de Lowrie et al. 

(2011) que está de acordo com os nossos é o aumento da expressão de VEGFB, 

que foi observado nos ensaios de microarranjo de DNA (MOREIRA et al., 2008) e 

confirmado pelo ensaio de qPCR nas sublinhagens de células MDA-MB-361 

(Figura 9). Ademais, segundo Lowrie et al. (2011), a rede 3 teve com um de seus 

centros o gene HER-2, porém este gene não teve sua expressão alterada no 

ensaio de microarranjo de DNA. É interessante notar que ao superexpressar o 

gene DCD na linhagem MCF-7, observamos um aumento na expressão desse 

gene (Figura 13), porém esse gene não foi alterado na linhagem MDA-M-361 

(Figuras 6, 5 e 10). 

A análise da expressão dos transcritos dos receptores e dos ligantes da 

família EGF/ErbB na sublinhagem MDA-MB-361, após o silenciamento do gene 

DCD indicaram que o silenciamento da DCD foi capaz de modular a expressão 

dos receptores EGFR negativamente e dos HER-4 positivamente, sem alterar a 

expressão dos demais receptores da família (Figura 5B). Ao avaliar a expressão 

proteica dos receptores EGFR e HER-2 por ensaios de imunofluorescência, nós 

notamos que o padrão de expressão de EGFR apresentou-se reduzido nas células 

com silenciamento do DCD, entretanto, não foi observada nenhuma alteração 

significativa na expressão de HER-2 (Figura 6). A capacidade de induzir a 

expressão de EGFR pelo DCD foi comprovada pela exposição das células da 

linhagem MDA-MB-361 ao DCDr (Figura 7B). No entanto, a curva dose resposta 

da proliferação foi diferente da curva de expressão do EGFR (Figura 7). Ainda não 

compreendemos este evento, a nossa hipótese é a de que as células MDA-MB-
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361 possuam receptores de baixa e de alta afinidade, conforme mostrado nos 

estudos de Porter et al. (2003) e Torodov et al. (2007), respectivamente, e que 

esses apresentam respostas distintas. O receptor de alta afinidade, 

provavelmente, está relacionado com o estímulo proliferativo à ação do DCD 

(Figura 10A) e o segundo module a expressão dos membros da família EGF/ErbB 

(Figura 10B e 10D), porém, são necessários mais estudos para se comprovar 

essa tese.  

O fato de não observamos nenhuma alteração na expressão de HER-2 

após o silenciamento não eliminou a possibilidade de que o DCD poderia interferir 

na expressão desse receptor, uma vez que essa célula superexpressa HER-2 

devido a uma amplificação gênica (amplificação da região cromossômica 17q1-

q21) (CAILLEAU et al., 1976; KRAUS et al., 1987; ADAMS et al., 1989). Para 

responder essa questão, superexpressamos DCD na linhagem MCF-7 que não 

possui amplificação para nenhum dos dois receptores (KRAUS et al., 1987; 

ADAMS et al., 1989). Quando analisamos as expressões do RNAm para os 

receptores EGFR e HER-2, observamos que a expressão de ambos foi regulada 

positivamente pelo DCD, sendo que o primeiro foi alterado de forma mais 

expressiva (Figuras 13A). Ao analisar a expressão proteica pelo ensaio de 

imunofluorescência, o mesmo padrão é observado (Figura 13C). Embora não 

tenha sido possível verificar a expressão do receptor HER-2 por Western blot, o 

aumento da expressão do EGFR foi confirmado por este ensaio (Figura 13B). A 

expressão de EGFR nessa linhagem já foi documentada pela literatura, porém, em 

níveis muito baixos, como também pode ser observado na Figura 13 (HOEFLICH 

et al., 2009; KRAUSS et al., 1987).  

O HER-2 é incapaz de interagir diretamente com os ligantes da família 

EGF/ErbB, todavia, sua porção intracitoplasmática interage e forma heterodímeros 

com receptores EGFR e HER-3, levando à ativação da sua atividade quinase 

(KARAMOUZIS et al., 2007; YARDEN e SLIWKOWSKI, 2001). Apesar de ter sido 

demonstrada a ativação constitutiva de HER-2 em linhagens celulares e tumores 

que superexpressam esse receptor, ele tem preferência em formar heterodímeros 

que possuem uma ação mitogênica mais potente (YARDEN e SLIWKOWSKI, 
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2001, CITRI e YARDEN, 2006). Dentro desse cenário, Moulder et al. (2001) 

demonstraram que a presença de EGFR é importante para a ativação de HER-2 

nas células que superexpressam esse receptor. Os autores mostraram que ao 

bloquear a fosforilação do EGFR com o inibidor específico de tirosina-quinase 

ZD1839 (Iressa) em linhagens de carcinoma de mama conhecidas pela 

superexpressão de HER-2 (BT-474, SKBR-3 e MDA-MB-361), a fosforilação desse 

receptor foi inibida, o que resultou em diminuição do crescimento e sobrevida 

celular (MOULDER et al., 2001). Essa hipótese é suportada por outro estudo no 

qual o bloqueio da atividade do receptor EGFR pelo AG1478 foi capaz de suprimir 

a formação de tumores de mama em um modelo de camundongos transgênicos 

híbridos MMTV/TGF-α x MMTV/neu (camundongo que apresenta a 

superexpressão do gene homólogo ao HER-2 humano) (LENFERINK et al., 2000). 

Portanto, é possível que essas interações estejam ocorrendo mais intensamente 

com expressão da constitutiva da DCD, uma vez que a presença desse fator 

promove a expressão de EGFR, como foi observado nas células da linhagem 

MCF-7-DCD e MDA-MB-361, resultando, assim, em uma maior ativação de sua 

via de sinalização (Figuras 7 e 16). Notavelmente, o EGFR mostrou-se mais 

fosforilado na presença da DCD, tanto nas células MDA-MB-361 antes do 

silenciamento quanto nas células MCF-7 após superexpressão do gene (Figuras 7 

e 16). 

Ao analisar a expressão dos outros receptores após o silenciamento, 

deparamo-nos com um dado muito interessante que não havia sido identificado 

pelas análises de expressão gênica global. O receptor HER-4 e três de seus 

ligantes (EREG, NRG2 e NGR3) foram regulados positivamente pelo 

silenciamento do DCD (Tabela 6). Embora a presença de DCD tenha modulado a 

expressão de EGFR nas células MDA-MB-361, o mesmo não ocorreu com os 

outros receptores da família EGF/ErbB (Figura 10). Entretanto, o receptor HER-4 

apresentou uma tendência à regulação negativa.  Tais fatos levam-nos a crer que 

a expressão desse receptor pode ser reduzida na presença endógena da DCD, 

por isso não fomos capazes de detectar uma nova redução pelo tratamento com 

DCDr. A ativação do HER-4 tem sido relacionada a um efeito inibitório do 
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crescimento tumoral, indução de diferenciação e diminuição da sobrevivência 

celular (KARAMOUSIS et al., 2007; CHUU et al., 2008; MURAOKA-COOK et al., 

2008; SUNDVALL et al., 2008). 

 
 
Tabela 6 - Modulação da expressão dos receptores e ligantes da família 

EGF/ErbB pelo DCD em três condições experimentais avaliadas 
neste estudo por ensaios de qPCR. 

Receptores 

e ligantes 

Silenciamento do DCD  

Células MDA-MB-361 

Tratamento com DCDr  

Células MDA-MB-361 

Superexpressão de DCD  

Células MCF-7 

EGFR    

HER-2 - -  

HER-3 - - - 

HER-4  - NS 

BTC  NS - 

AREG  NS  

HB-EGF    

EREG  - - 

EGF -   

TGF-α - NS  

NRG1 - - - 

NRG2  - - 

NRG3    

NRG4  NS  

 

  Regulação positiva da expressão;  regulação negativa da expressão; NS, não 
estatisticamente significante; - expressão gênica não alterada. 
 

 

A Dermicidina foi capaz não só de modular a expressão dos receptores 

EGF/ErbB, mas, também, de seus ligantes. A redução de DCD via shRNA na 

linhagem MDA-MB-361 reduziu a expressão da AREG, HB-EGF e NRG4 (Figura 

5D e Tabela 6). Esses fatores foram regulados positivamente tanto pela adição de 



Discussão                                                                                                                98 

 

DCDr ao meio de cultura das células MDA-MB-361 (Figura 10F), quanto pela 

superexpressão de DCD na linhagem MCF-7 (Figura 14 e Tabela 6), sugerindo 

que são os principais ligantes da família EGF/ErbB alterados pelo DCD. Por outro 

lado, a indução da expressão da AREG pelo DCD pode ter ocorrido de forma 

indireta, uma vez que já foi demonstrado que a ativação de EGFR é capaz de 

induzir a expressão desse ligante (NORMANNO et al., 1994; KANSRA et al., 

2005), portanto, não é possível saber qual dos fatores que é responsável pela 

indução observada. Ambos os fatores de crescimento, HB-EGF e a AREG, ligam-

se ao EGFR ativando a via de proliferação celular (SCHINEIDER e WOLF, 2009). 

Estudos clínicos têm apontado que AREG exerce um papel importante na 

progressão do câncer de mama, sendo a sua expressão associada com um pior 

prognóstico clínico para o paciente (WILLMARTH & EITHIER, 2008; McBRYAN et 

al., 2008).  

Révillion et al. (2008) estudaram amostras de 363 pacientes com câncer 

de mama e demostraram que a expressão de HB-EGF estava associada com 

tumores mais agressivos. Yotsumoto et al. (2008) analisaram várias linhagens 

celulares tumorais quanto à expressão de HB-EGF e AREG e mostraram que a 

expressão de HB-EGF estava predominantemente elevada em tumores de ovário, 

gástricos, mama, melanoma e glioblastoma, enquanto a expressão de AREG 

estava aumentada em tumores de pâncreas, próstata, cólon e carcinoma renal. 

Eles também demonstraram que a expressão de siRNAs contra HB-EGF ou 

AREG aumentou significantemente o número de células apoptóticas, e que este 

evento ocorreu com uma atenuação na ativação da via de sinalização do EGFR e 

ERK.  

O HB-EGF tem sido apontado como um alvo promissor para a terapia 

contra câncer de ovário (MIYAMOTO et al., 2004). A expressão de HB-EGF, 

juntamente com outros genes, pode induzir a passagem de células metastáticas 

de câncer de mama para o cérebro (BOS et al., 2009). Além disso, foi 

demonstrado que exossomos contendo AREG aumentaram o fenótipo invasivo de 

células cancerígenas (HIGGINBOTHAM et al., 2011). A linhagem MDA-MB-361 é 

derivada de uma metástase de carcinoma mamário no cérebro e o silenciamento 
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do DCD diminuiu a expressão HB-EGF, sugerindo que o DCD poderia ter algum 

papel na metástase. Mas essa hipótese ainda precisa ser investigada.  

A BTC foi regulada negativamente pelo silenciamento de DCD (Figura 5D 

e Tabela 6) e apresentou uma tendência de regulação positiva pelo tratamento 

das células MDA-MB-361 com DCDr (Figura 10F e Tabela 6), mas sua expressão 

não foi detectada na linhagem MCF-7 superexpressando DCD (Figura 14 e Tabela 

6), embora a literatura tenha demonstrado sua expressão endógena por esta 

célula (SASADA et al., 1993; TADA et al., 1993). A BTC também foi um dos 

centros da rede de vias canônicas obtida com os dados dos ensaios de 

microarranjo de DNA na plataforma Metacore (Figura 4). Esses dados sugerem 

que a expressão desse fator pode ser induzida pelo DCD na linhagem MDA-MB-

361, porém, o mesmo não acontece com a MCF-7. A expressão de BTC ocorre na 

maioria dos casos de câncer de mama (RÉVILLION et al., 2008) e sua expressão 

é concomitante com a expressão de EGFR e HER-2 (McINTYRE et al., 2010). 

Beerli e Hynes (1996) demonstraram que a BTC é mais eficiente em ativar os 

receptores HER-3 e HER-4 que os outros ligantes e que essa ativação é 

dependente de EGFR. Portanto, não seria muito improvável que a expressão de 

DCD nas células MDA-MB-361 seria capaz de estimular a fosforilação de HER-3 

através de uma produção autócrina da BTC. Contudo, seriam necessários mais 

estudos para se comprovar essa tese.  

A NRG1 parece não ser afetada pela presença do DCD, uma vez que sua 

expressão não foi alterada em nenhuma das condições experimentais analisadas. 

Já a NRG2 e a EREG tiveram suas expressões aumentadas pelo silenciamento do 

DCD (Figura 5D e Tabela 6). Ambos são ligantes preferenciais do receptor HER-

4/ErbB4 cuja ativação causa um efeito inibitório do crescimento tumoral, indução 

de diferenciação e diminuição da sobrevivência celular (CHUU et al., 2008; 

MURAOKA-COOK et al., 2008; SUNDVALL et al., 2008; NAGASHIMA et al., 

2007). Além disso, o ligante EREG pode influenciar diretamente com diferenciação 

celular via indução de fatores de diferenciação específicos (NAGASHIMA et al., 

2007; SAEKI et al., 2009). 
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A expressão do fator de crescimento e transformação alfa (TGF-α) foi 

regulada negativamente pela superexpressão de DCD nas células MCF-7 (Figura 

14 e Tabela 6) e apresentou uma tendência não significativa de regulação 

negativa quando às células MDA-MB-361 foram estimuladas com DCDr (Figura 

10F e Tabela 6), mas sua expressão não foi afetada pelo silenciamento do DCD 

(Figura 5D e Tabela 6). O TGF-α possui alta similaridade estrutural com o EGF e 

produz um forte estímulo proliferativo ao se ligar ao EGFR (BOOTH e SMITH, 

2007; HUMPHREYS e HENNIGHAUSEN, 2000). A diminuição da expressão do 

TGF-α pelo silenciamento do DCD na linhagem MDA-MB-361, embora não 

estatisticamente significante, reflete os efeitos biológicos observados. Contudo, 

não temos uma explicação para a redução da expressão de TGF-α induzida pela 

superexpressão de DCD pela linhagem MCF-7. Esses dados precisam ser 

investigados com mais profundidade.  

O EGF teve sua expressão induzida pela DCDr quando a proteína foi 

adicionada à cultura de células MDA-MB-361 ou o gene foi superexpresso na 

linhagem MCF-7 (Figuras 10F e 14 e Tabela 6). O receptor preferencial de EGF é 

o receptor EGFR (SWEENEY et al., 2001; NAGASHIMA et al., 2007; SAEKI et al., 

2009), o que explica a maior ativação dessa via de sinalização induzida pela 

ativação desse receptor (Figuras 7 e 16).  

A NRG3, por sua vez, teve sua expressão reduzida pelo silenciamento do 

DCD na linhagem MDA-MB-361 (Figura 5D e Tabela 6). Este ligante atua 

principalmente via receptor HER-4, um receptor envolvido com a diferenciação 

celular de células epiteliais da mama (MURAOKA-COOK et al., 2008; SUNDVALL 

et al., 2008). O aumento na expressão desse ligante, juntamente com o aumento 

na expressão do receptor HER-4, provocado pelo silenciamento do DCD (Figura 

5C e 5D), sugere que, na ausência da Dermicidina, essas células permanecem em 

um estado mais diferenciado, ou seja, menos proliferativo. Por outro lado, o NRG3 

teve sua expressão aumentada tanto pela adição de DCD exógena na linhagem 

MDA-MB-361 quanto pela superexpressão na linhagem MCF-7 (Figuras 10F e 14 

e Tabela 6). Uma possível explicação para esse fato é que existe uma forma 
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variante de NRG3 que promove um aumento de sobrevivência de oligodendrócitos 

(CARTERON et al., 2006). Como não podemos distinguir entre as duas formas da 

mensagem de NRG3, não podemos afirmar ao certo qual isoforma estaria sendo 

expressa. Todavia, observamos um aumento na sobrevivência celular indicando a 

expressão da isoforma envolvida na proteção celular. Tomados em conjunto, estes 

dados sugerem que o DCD é capaz de modular diferencialmente a expressão dos 

receptores e ligantes da família EGF/ErbB, e que estes poderiam atuar de forma 

sinérgica ativando as vias principais de sinalização celular que promovem o 

aumento na proliferação e sobrevivência celular.  

Além dos genes da família EGF/ErbB, outros genes se mostraram 

bastante alterados durante as análises de expressão global da linhagem MDA-MB-

361. Dentre eles o VEGFA, VEGFB e a TXNIP (thioredoxin-interacting protein). O 

VEGF é um dos principais fatores de indução da angiogênese (CARMILIET e 

JAIN, 2000; BOUDREAU e MYERS, 2003). A neovascularização tumoral está 

intrinsecamente relacionada com o crescimento de tumores sólidos, uma vez que 

as células tumorais precisam de um suprimento adequado de nutrientes e oxigênio 

através de vasos dentro da massa tumoral para o crescimento superior 1-2 mm3 

(CARMILIET e JAIN, 2000; ROSEN et al., 2005). Dada à importância desse fator 

no desenvolvimento tumoral, o VEGF é um alvo promissor de terapias que utilizam 

seus inibidores específicos e anticorpos monoclonais (ROSEN et al., 2005; 

BENEST e AUGUSTIN, 2009). No contexto do câncer de mama, Guidi et al. 

(1997) demonstraram que o nível de expressão do mRNA para VEGF estava, 

significativamente, associado com o grau de angiogênese nos tumores de 

pacientes com carcinoma ductal in situ de mama (GUIDI et al., 1997). Os dados da 

figura 9 sugerem que o DCD pode regular positivamente a expressão das duas 

formas de VEGF (A e B), contribuindo, assim, para o crescimento mais 

pronunciado do tumor in vivo, como observado por Moreira (2007). Além disso, 

Lowrie et al. (2011) comprovaram que o VEGFB é regulado positivamente pelo 

tratamento das células hepáticas HuH7 com o peptídeo derivado da porção N-

terminal da DCD (LOWRIE et al., 2011). 
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O silenciamento do DCD nas células MDA-MB-361 induziu um aumento 

significativo da expressão de TXNIP (também conhecido com VDUP1) (Figura 9). 

Já a superexpressão na linhagem MCF-7 reduziu significativamente a expressão 

desse gene (Figura 14). As células transformadas geram mais espécies reativas 

de oxigênio (ROS) que, em excesso, são danosas ao tumor (ARNER e 

HOLMGREN, 2006). Nas células existem alguns mecanismos de proteção contra 

esse estresse oxidativo, dentre eles os mediados pela tioredoxina (TXN), uma 

oxido-redutase contendo um sítio tiol-sulfeto ativo, o qual reduz cisteínas oxidadas 

das proteínas celulares e promove a captura de radicais livres, protegendo a 

célula contra o estresse (ARNER e HOLMGREN, 2006). Além disso, ela estimula 

a síntese de DNA, ativa fatores de transcrição, promove a angiogênese via HIF-1α 

e VEGF e inibe a apoptose (ARNER e HOLMGREN, 2006). Todos esses eventos 

promovem o crescimento e sobrevida tumoral (ARNER e HOLMGREN, 2006). A 

TXNIP liga-se e inibe a TXN. A TXNIP também se liga a fatores nucleares de 

transcrição, inibe a expressão de ciclina A2 e aumenta os níveis proteicos de p16 

e p27, levando a uma diminuição do crescimento celular (KIM et al., 2007). Foi 

demonstrado que a expressão desse gene estava significativamente reduzida em 

câncer de mama e pulmão (KIM et al., 2007; HAN et al., 2003). Dados clínicos 

mostraram que existe uma forte correlação entre essa redução e o 

desenvolvimento tumoral, sugerindo que o gene atue como supressor tumoral 

(KIM et al., 2007; HAN et al., 2003). Estudos de superexpressão desse gene 

demonstraram que a TXNIP inibe a proliferação e progresso no ciclo celular de 

células tumorais (KIM et al., 2007; JUNN et al., 2000; HAN et al., 2003). Além 

disso, camundongos deficientes de TXNIP (knockout) são mais susceptíveis a 

carcinogênese (KIM et al., 2007; SHETH et al., 2006). Goldberg et al. (2003) 

mostraram que a superexpressão de TXNIP é capaz de inibir o processo de 

metástase em células de melanoma. Recentemente, um estudo com 778 

pacientes com câncer de mama revelou que a expressão de TXNIP está 

associada com um melhor prognóstico clínico (CADENAS et al., 2010). Além 

disso, os autores mostraram que a superexpressão de HER-2 nas células MCF-7 
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induziu uma forte regulação negativa na expressão de TXNIP (CADENAS et al., 

2010). Levando em conta o papel de supressor tumoral da TXNIP, pode-se assim 

especular que o aumento da expressão de DCD e consequente supressão da 

expressão desse gene promove a manutenção do fenótipo tumoral. 

Os nossos resultados apresentados nas figuras 6 e 16 mostraram que o 

DCD é capaz de modular a ativação de proteínas adaptadoras e transdutoras de 

sinais das vias mitogênicas desencadeadas pela a ativação dos receptores 

EGFR/ErbBs. A proteína AKT revelou-se constitutivamente fosforilada nas células 

MDA-MB-361, o que já foi demonstrado também pela literatura (HOEFLICH et al., 

2009; JUNTILLA et al., 2009; NORMANO et al., 2007 SWEENY et al., 2001). O 

silenciamento do DCD nessa linhagem reduziu a expressão e a ativação dessa 

proteína, sugerindo que o DCD pode ter alguma influência nesta ativação 

constitutiva (Figura 7). Embora Hoeflich et al. (2009) tenham mostrado que a 

linhagem MDA-MB-361 possui uma mutação na PI3KCA (E545K), o que poderia 

ativar constitutivamente a AKT, esse fato por si só não explica esta ativação, 

porque a linhagem MCF-7 também possui a mesma mutação e tem níveis de 

fosforilação muito baixos (HOEFLICH et al., 2009; YUSTE et al., 2005). O mais 

interessante foi observar que, ao superexpressar o DCD na linhagem MCF-7, a 

fosforilação da AKT aumentou significativamente (Figuras 16 e 17). A AKT é uma 

das principais proteínas fosforiladas pela ativação dos receptores da família 

EGF/ErbB e está intrinsicamente relacionada com aumento da proliferação e 

sobrevivência celular (CITRI e YARDEN, 2006; NORMANNO et al., 2006, ). 

A via da p38 MAPK também se mostrou mais ativa nas células com a 

expressão de DCD (Figuras 7, 16 e 18). Esta proteína é fosforilada por estresse 

celular, incluindo choque osmótico, citocinas inflamatórias, luz ultravioleta e fatores 

de crescimento (HAN et al.; 1994; LEE et al., 1994; FRESHNEY et al., 1994; 

ROUSE et al., 1997). As células MCF-7 apresentaram uma fosforilação muito 

baixa da p38 MAPK, mesmo com o estímulo com EGF, porém mostram-se muito 

responsivas ao EGF após a superexpressão de DCD (Figura 16). Já nas células 

MDA-MB-361, a fosforilação de p38 MAPK foi observada somente na sublinhagem 
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controle após o estímulo com o fator de crescimento (Figura 7), sugerindo que o 

silenciamento, aparentemente, aboliu a capacidade de tais células de ativar a via 

de sinalização mediada por essa proteína. O aumento da fosforilação da MAPK 

pela DCD foi observado também em queratinócitos ativados pelo tratamento com 

um peptídeo derivado da região C-terminal da DCD, DCD 1L (NIYONSABA et al., 

2009). Esses autores também mostram que esta ativação é mediada por um 

receptor acoplado à proteína G (NIYONSABA et al., 2009).  

Ao analisar a fosforilação da proteína STAT3, observamos um aumento na 

sua ativação nas duas linhagens com a expressão de DCD, principalmente após o 

estímulo com EGF (Figura 7 e 16). A ativação dessa proteína também foi 

observada com o tratamento de células de Kuffer, hepatócitos e monócitos com a 

glicoproteína PIF, que possui a parte proteica similar ao DCD (WATCHORN et al., 

2001, 2005). A STAT3 ativada é frequentemente encontrada em diversos tipos de 

tumorais, incluindo câncer de mama EGFR positivo (QUESNELLE et al., 2007) e 

sua ativação é mediada por esse receptor (GRANDIS et al., 1998; BOWMAN et 

al., 2000; HARURA et al., 2005). Nos nossos ensaios de imunofluorescência, 

também observamos um aumento de STAT3 fosforilada e uma localização nuclear 

dessa proteína na célula MCF-7 com superexpressão de DCD (Figura 17). Uma 

vez fosforilada, a STAT3 é ativada e liga-se a outra molécula de STAT3 e migra do 

citoplasma para o núcleo, induzindo a transcrição de diversas proteínas 

relacionadas com a proliferação, diferenciação e sobrevivência celular 

(QUESNELLE et al., 2007), o que está de acordo os nossos dados experimentais 

(Figuras 10 e 12).  

As células que superexpressavam DCD apresentaram uma maior 

fosforilação de ERK. Essa proteína é o último membro da cascata de sinalização 

da via Raf/MEK/ERK que é ativada pela família de proteínas quinases Src 

associadas aos receptores de crescimento da família EGF/ErbB (CITRI e 

YARDEN, 2006; McCUBREY et al., 2007). A ativação de ERK leva fosforilação de 

fatores de transcrição relacionados com o crescimento e sobrevivência celular 

(MCCUBREY et al., 2007). A ativação dessas vias de sinalização culmina no 
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estímulo da transcrição de vários genes envolvidos na proliferação e ciclo celular 

(CITRI e YARDEN, 2006; NORMANNO et al., 2007; QUESNELLE et al., 2007). 

Dentre esses genes destacam-se o C-myc. A modulação da expressão desse 

gene pelo DCD foi observada nos ensaios de microarranjo de DNA (Figuras 1, 3 e 

4) e foi comprovada através dos ensaios de Western blot nas células MDA-MB-

361 após o silenciamento gênico (Figura 8). Já a superexpressão do DCD na 

linhagem MCF-7 resultou no aumento da expressão desse fator de transcrição 

(Figuras 19 e 20). Além disso, o tratamento com DCDr, além de induzir a 

expressão de EGFR, foi capaz aumentar a expressão de C-myc de forma bifásica 

na linhagem MDA-MB-361 (Figura 10B e 10C). As análises dos dados de 

microarranjo de DNA realizadas por Lowrie et al. (2011) após o tratamento das 

células HuH7 com o peptídeo derivado da DCD também evidenciaram a alteração 

na expressão de C-myc. Os autores mostraram que o C-myc foi um dos centros 

de uma rede de interações gênicas alteradas após o tratamento, reforçando a tese 

de que o DCD é capaz de estimular a expressão de C-myc.  

A função biológica principal de C-myc é promover a síntese de genes 

associados à progressão no ciclo celular e metabolismo (COLLER et al., 2000; 

PELENGARIS et al., 2002). O gene C-myc é um protoncogene cuja expressão é 

desregulada em diversos tipos de células tumorais (PELENGARIS et al., 2002). A 

expressão de C-myc ocorre após estímulo por fatores de crescimento e, uma vez 

expresso, atua na transcrição de centenas de genes, incluindo da ciclina E e 

CDK2 (Cyclin Dependent Kinase 2) no início da fase G1 e progressão para a fase 

S do ciclo celular (PELENGARIS et al., 2002). Portanto, uma vez expresso, ele 

estimula a mitose e, consequentemente, leva a um aumento na expressão da 

ciclina B, que é expressa durante a transição da fase G2 para mitose (LINDQVIST 

et al., 2009). Isso de fato ocorreu, quando verificamos a expressão da Ciclina B 

nas células MDA-MB-361, após o silenciamento, observamos uma redução 

significativa de sua expressão (Figura 8). O oposto foi encontrado nas células 

MCF-7 com a superexpressão de DCD (Figuras 19 e 20), sugerindo que as células 

apresentam uma atividade proliferativa maior na presença dessa proteína. Além 
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de estimular a progressão no ciclo celular, o C-myc também regula negativamente 

genes relacionados com inibição do ciclo, como p21 e p27 (GARTEL e 

SHCHORS, 2003; GARTEL e RADHAKRISHNAN, 2005). A expressão de p21 foi 

reprimida nas mesmas concentrações de DCDr que induziram a expressão de 

EGFR e C-Myc nas células MDA-MB-361 (Figura 10). Já a expressão de p27 foi 

sensivelmente reduzida nas células MCF-7 com a expressão de DCD (Figura 19). 

A nossa hipótese é que a presença da DCD induz a expressão de EGFR, o que 

aumenta a presença desse receptor na membrana da célula, resultando, assim, 

em uma maior ativação de sua via de sinalização. Uma vez ativada, esta via 

promove a indução da expressão de C-myc que, por sua vez, suprime a 

expressão de p21 e p27 e, provavelmente, outros inibidores do ciclo celular, 

favorecendo a proliferação celular.    

Tomados em conjunto, os dados sugerem que o DCD é capaz de 

aumentar a proliferação celular modulando a expressão dos fatores de 

crescimento da família EGF/ErbB, de modo a promover a fosforilação das 

proteínas de suas cascatas de sinalização intracelular, o que resulta na ativação 

de fatores de transcrição e na expressão de genes, como exemplo, C-myc e a 

Ciclina B1, que atuam na progressão do ciclo celular e mitose. 

Ainda é desconhecido o mecanismo exato pelo qual o DCD produz suas 

atividades proliferativas nas células tumorais, bem como sua possível interação 

com um receptor próprio. Baseado em nossos dados e os da literatura 

descrevemos a seguir algumas hipóteses para explicar este mecanismo. Diversos 

trabalhos têm demonstrado que a proteína DCD pode ser processada em 

fragmentos derivados de suas porções N-terminal e C-terminal. Esses fragmentos 

apresentam diferentes atividades biológicas (TODORV et al., 1996, 

CUNNINGHAM et al., 1998, 2000, 2002; SCHITTEK et al., 2001). Os estudos 

recentes do nosso grupo a respeito da biologia estrutural de DCD indicam que 

esta proteína é intrinsecamente desestruturada, podendo assumir várias 

conformações estruturais e, dessa forma, atuar em diferentes sítios ou receptores 
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conectados a várias vias de sinalização (TROMPA et al., 2005; MAJCZAK et al., 

2007).  

Um estudo recente demonstrou a que parte N-terminal do DCD 

correspondente à região do peptídeo YP-30 pode se ligar tanto a sindecan-2 como 

a sindecan-3 (LANDGRAF et al., 2008). Niyonsaba et al. (2008), por sua vez, 

demonstraram que o peptídeo DCD 1L, derivado da região C-terminal da 

Dermicidina, é capaz de ativar queratinócitos humanos e que esta habilidade é, 

aparentemente, controlada por uma via dependente da atividade da proteína G. 

Um outro fato interessante é que a lacritina, que tem similaridade estrutural com a 

DCD, também exerce atividade mitogênica em células epiteliais (WANG et al., 

2006). O possível mecanismo descrito para esta molécula é através de sua 

ligação à proteína a sindecan-1 e ativação de um receptor ligado à proteína G, 

porém, o receptor exato ainda não foi descrito (WANG et al., 2006). 

Possivelmente, o mecanismo de ação da DCD pode ser similar ao da lacritina. 

Nesse sentido, verificamos pelos dados da literatura que existe um intenso 

crosstalk entre receptores acoplados à proteína G e os receptores EGFR/ErbB 

(YARDEN e SLIWKOWSKI, 2001; CITRI e YARDEN, 2006). A ativação desses 

receptores é capaz de estimular, por meio de mecanismo pouco compreendido, as 

metaloproteases de matriz, as quais clivam os ligantes da família EGF/ErbB 

ancorados na membrana, liberando-os para se ligar aos seus receptores 

(YARDEN e SLIWKOWSKI, 2001; CITRI e YARDEN, 2006). Além disso, tais 

receptores podem ativar de forma indireta a proteína Src que fosforila os domínios 

intracelular tirosino-quinase dos receptores EGFR/ErbBs resultando, assim, na 

ativação dessa via de sinalização (YARDEN e SLIWKOWSKI, 2001, CITRI e 

YARDEN, 2006).  

Dentro desse cenário, nós propomos duas hipóteses para tentar explicar o 

possível mecanismo de ação pelo qual a Dermicidina exerce sua atividade 

mitogênica (Figura 21). A primeira é que a DCD possa desencadear seus efeitos 

biológicos de forma semelhante à da lacritina, ou seja, ela se ligaria a sidecan-2 

ou 3 promovendo a estabilização da sua estrutura, o que permitiria a sua ligação a 
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um receptor acoplado à proteína G. Uma vez ligada ao receptor, a DCD poderia 

induzir a ativação dos receptores da família EGFR/ErbBs, por uma via indireta, 

levando à ativação da Src concomitantemente com a ativação e ampliação das 

vias de sinalização intracelular sob o comando dos ligantes de receptores 

EGF/ErbB (Figura 21). A nossa segunda hipótese é que depois de se ligar a 

receptor próprio, a DCD ativaria uma via paralela à via dos EGF/ErbB, que 

culminaria na ativação de fatores de transcrição que, por sua vez, induziria 

expressão dos receptores EGFR/ErbBs e seus ligantes. Tal efeito causaria um 

aumento na presença dos receptores na membrana celular e na secreção de 

ligantes, o que resultaria em uma maior ativação desses receptores e, 

consequentemente, na maior ativação dessa via de sinalização, que, por fim, 

resultaria nos seus efeitos biológicos. Estas são algumas das hipóteses que 

precisam ser testadas no futuro.  

Lowrie et al. (2011) também levantaram a hipótese de que a DCD produziria 

seus efeitos proliferativos através da sinalização mediada pela proteína 

calcioneurina, após observar que a mutação na histidina 35 aboliu a atividade 

proliferativa. Segundo os autores, esse aminoácido é parte do domínio de 

fosfatase semelhante à calcioneurina, o qual está presente na proteína DCD, e 

nas famílias de proteína com esse domínio. Assim, a remoção da histidina 35 

causaria uma diminuição na atividade fosfatase da DCD (LOWRIE et al., 2011). 

Esse dado é controverso, porque a mutação em outros dois aminoácidos desse 

suposto domínio não alterou a capacidade proliferativa da proteína. Além disso, a 

remoção da histidina pode possivelmente alterar a atividade de protease, descrita 

por Motoyama et al. (2007), ou alterar a conformação estrutural da proteína, 

dificultando sua ligação às sindecan-2 ou 3, conforme descrito por Landgraf et al. 

(2008). Ademais, tanto os dados de microarranjo de DNA apresentados no 

referido estudo quanto no nosso não mostraram nenhuma relação entre o DCD e 

a via de sinalização ligada à calcioneurina (LOWRIE et al., 2011 e Figuras 1, 2 e 

3).   
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Em resumo, este trabalho demonstra por estudos de silenciamento, 

superexpressão do gene e tratamento com a proteína recombinante que a 

Dermicidina pode promover o aumento na proliferação e sobrevivência celular no 

câncer de mama pela ativação da via de sinalização mediada por membros da 

família EGF/ErbB. Nossos dados também sugerem que outros genes e 

mecanismos possam colaborar na indução destes efeitos biológicos. 
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Figura 21 – Diagrama representativo dos mecanismos de ação mitogênica da 
Dermicidina. A primeira hipótese (1), a DCD poderia atuar de forma 
semelhante à lacritina, ligando-se a sidecan-2 ou 3, estabilizando sua 
estrutura, e a sua ligação a um possível receptor específico (DCDR)  
acoplado à proteína G (GPCR). Uma vez ligada, a DCD induziria a ativação 
dos receptores da família EGF/ErbB, por uma via indireta, através da 
ativação da proteína Src que fosforilaria os domínios intracelular tirosino-
quinase dos receptores ErbB, resultando na ativação dessa via de 
sinalização, aumentando, assim, a proliferação e sobrevivência celular. Além 
disso, uma vez ativados os receptores DCDR, eles poderiam aumentar a 
atividade de metaloproteinases da matriz, liberando assim mais ligantes da 
família EGF, como já foi demonstrado para outros receptores acoplados à 
proteína G, resultando em uma maior ativação dessa via EGF/ErbB. Na 
segunda hipótese (2) a DCD ligaria ao receptor DCDR, associado à proteína 
G (GPCR), culminando na ativação de uma via própria que promoveria a 
ativação de fatores de transcrição que induziriam expressão dos receptores 
EGF/ErbB e seus ligantes. Isso levaria a um aumento na presença dos 
receptores na membrana celular e na secreção de ligantes, o que resultaria 
em uma maior ativação dessa via de sinalização, aumentando a proliferação 
e sobrevivência celular. DCDR  – possível receptor da proteína DCD; α, β, γ 
subunidades da proteína G; MMP – metaloproteinase de matriz; HB-EGF – 
ligante da família EGF; + - estimulação positiva; Setas cinzas preenchidas – 
ativação por fosforilação; P – fosforilação; Setas cinzas tracejadas – 
possíveis mecanismos de ação da DCD; Seta azul grossa – ativação  da via; 
Setas pretas – ativação da transcrição gênica; Seta preta - aumento da 
proliferação e sobrevivência celular.   
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5 Conclusões 

 

Considerando os resultados deste estudo podemos concluir que: 

 

1. A Dermicidina é capaz de modular a expressão dos receptores e 

ligantes da família EGF/ErbB tanto nas células da linhagem MDA-

MB-361 quanto nas células MCF-7; 

2. A presença da proteína Dermicidina no meio extracelular é capaz 

de estimular a proliferação celular das células MDA-MB-361, além 

de modular a expressão gênica dos receptores e ligantes da 

família EGF/ErbB de forma bifásica; 

3. A superexpressão do gene DCD pela linhagem MCF-7 induz um 

aumento na proliferação e na sobrevivência celular; 

4. A expressão do gene DCD pelas linhagens de carcinoma de 

mama resulta na ativação da via de sinalização mediada pelos 

receptores e ligantes da família EGF/ErbB ; 

5. A atividade oncogênica da Dermicidina no câncer de mama pode 

ser mediada pela modulação da expressão dos receptores e 

ligantes da família EGF/ErbB com consequente ativação da rede 

de sinalização intracelular induzida por estes receptores. 
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Anexo I 

 

Legenda detalhada das figuras 3 e 4.  
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