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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

PIF

YP-30

DCD

Peptídeo Sinal

MRFMTLLFLTALAGALVCAYDPEAASAPGSGNPCHEASAAQKENAGEDPGLARQAPKPRKQR

SSLLEKGLDGAKKAVGGLGKLGKDAVEDLESVGKGAVHDVKDVLDSVLL

PIF

YP-30

DCD

Peptídeo Sinal

-1 
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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. 
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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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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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