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RESUMO 

 

A importância do estrógeno (E2) no desenvolvimento do câncer de mama é bem estabelecido 

na literatura. O uso de antagonistas de E2 para o tratamento de tumores positivos para o 

receptor de estrógeno mostra-se importante para a sobrevida de pacientes acometidas pela 

doença. Amphiregulin (Areg), um fator de crescimento regulador multifuncional que pode ser 

induzido por estrógeno, possui papel central no desenvolvimento da glândula mamária e na 

morfogênese de órgãos e é expresso tanto em tecidos normais como cancerosos. Estudos 

clínicos sugerem que amphiregulin também desempenha papel importante na progressão do 

câncer da mama humano e a sua expressão aumentada tem sido associada com doença 

agressiva. Para investigar o mecanismo pelo qual o E2 induz a expressão de AREG, células 

MCF-7 e MDA-MB-231 foram tratadas durante 10 minutos, 30 minutos, 1 hora e 4 horas com 

veículo (controle) ou E2 isoladamente ou em associação com Fulvestrant (ICI, inibidor do 

receptor de estrógeno), Actinomicina D (ACTD, inibidor da transcrição gênica), 

Ciclohexamida (CHX, inibidor da síntese proteica) ou LY (inibidor da via PI3K). Os 

inibidores também foram utilizados isoladamente. O RNAm foi extraído das células pelo 

método de trizol e a expressão de AREG foi analisada por qRT-PCR. O tratamento de ambas 

as células com E2 induziu aumento do RNAm de AREG em todos os tempos analisados. Esse 

aumento foi parcialmente dependente de ER nas células MCF-7 nos tempos de 10 minutos, 1 

e 4 horas. Em 30 minutos não foi observado a ligação do E2 com o ER para que houvesse o 

aumento da expressão do gene alvo. Nas células MDA-MB-231 o estrógeno aumentou o 

RNAm de AREG por pelo menos duas vias distintas em todos tempos analisados. Uma das 

vias ativa a via PI3K para que este efeito ocorra. Nossos resultados demonstram que o E2 é 

capaz de induzir a expressão de AREG em linhagens de células de câncer de mama de 

maneira dependente e independente de ER. 

 
Palavras-chave: Amphiregulin, Câncer de Mama, Estrógeno 



 

ABSTRACT 

 

The relevance of estrogen in breast cancer development is well established in the literature. 

The use of E2 antagonists for ER-positive breast cancer treatment is shown to be important to 

patients´ survival. Amphiregulin, a multifunctional growth regulator factor that may be 

induced by estrogen plays a central role in development of mammary glands and organ 

morphogenesis, is expressed in both normal and cancerous tissues. Clinical studies suggest 

that amphiregulin also is important in human breast cancer progression and its expression has 

been associated with aggressive disease. To investigate the mechanism whereby E2 induces 

AREG expression, MCF-7 and MDA-MB-231 cells were treated for 10 minutes, 30 minutes, 1 

hour or 4 hours with vehicle (control) or estrogen (E2) isolated or in association with 

Fulvestrant (ICI, estrogen receptor inhibitor), Actinomycin D (ACTD, gene transcription 

inhibitor), Cycloheximide (CHX, protein synthesis inhibitor ) or LY (PI3K inhibitor). The 

inhibitors were also used alone. mRNA was extracted from the cells by the Trizol method and 

AREG expression analyzed by qRT-PCR. Treatment of both cell types with E2 increased 

AREG mRNA expression at all moments. This increase was partially ER-dependent in MCF-

7 cells at 10 minutes, 1 and 4 hours. At 30 min, no binding of E2 to ER was obseved. In 

MDA-MB-231 cells, the estrogen-induced AREG mRNA was enhanced by two distinct 

pathways at the moments analyzed and PI3K pathways participated in one of them. Our 

results showed that E2 was able to induce the AREG expression in breast cancer cell lines in 

an ER-dependent and -independent manner. 

 

KEY WORDS: Amphiregulin, Breast Cancer, Estrogen 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

O câncer de mama é uma das doenças mais prevalentes em mulheres no mundo e 

representa um grande desafio para a saúde pública. Os altos índices de casos e de óbitos 

por câncer de mama na população feminina, somados aos elevados custos da assistência 

levaram à necessidade de se traçar estratégias que favoreçam o seu controle no futuro 

[1]. De forma geral, as recomendações mais enfatizadas pela Organização Mundial da 

Saúde para o aumento da sobrevida associada a esse tipo de câncer são relativas à 

adoção de política que favoreça o diagnóstico precoce, aliado ao tratamento adequado 

em tempo hábil [2].  

Sabe-se que o estrógeno (E2) e o status hormonal da paciente são importantes para 

a proliferação das células tumorais e para o tratamento do câncer de mama [3]. Além 

disso, o E2 determina a proliferação e a manutenção de células de carcinoma de mama 

humano [4, 5]. Cânceres de mama positivos para o receptor de estrógeno (ER) são os 

mais comuns [6]. O E2 é um hormônio esteroide tradicionalmente envolvido com o 

sexo feminino, que é principalmente sintetizado nos ovários e nos testículos, mas 

também pode advir da aromatização de andrógenos nos tecidos periféricos. A deleção 

do gene dos ERs revelou a importância do E2 para a função e o desenvolvimento 

normais dos órgãos no sexo feminino [7-9]. Tanto estudos in vivo quanto in vitro em 

mamíferos sugerem que o E2 tem ações significativas na preservação da densidade 

mineral óssea [10] e integridade do sistema arteriovenoso [11], assim como também 

contribui para a função cerebral [12] e modula a imunidade [13].  

O E2 é o primeiro hormônio requerido para o desenvolvimento ductal durante a 

puberdade [14]. Foi demonstrado que o estrógeno facilita a proliferação epitelial e 

morfogênese por um mecanismo parácrino [15]. Estudos utilizando camundongos 

knockout para ER revelou que a sinalização do ERα é necessária para o alongamento 

ductal, que ocorre por meio da proliferação da extremidade terminal [16]. 

Vários candidatos a fatores parácrinos tem sido sugeridos para regular a 

proliferação e morfogênese induzida por hormônio, incluindo o Wnt-4 (Wingless-type 

4), o ativador do ligante do receptor de NFkB (RANKL), o hormônio de crescimento e 

o fator de crescimento semelhante à insulina II [17]. No que diz respeito à ação de E2, 

no entanto, amphiregulin (Areg) parece ser o principal mediador parácrino de 

morfogênese ductal [18]. 
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O E2 também é importante clinicamente, sendo comumente utilizado como 

contraceptivos e na terapia de reposição hormonal, prevenindo e tratando os sintomas 

do climatério. Antagonistas do ER são usados no tratamento de câncer de mama 

hormônio-dependente e ocasionalmente no tratamento de adenocarcinoma de próstata 

[19]. Terapia antiestrogênica tem sido utilizada com sucesso para prolongar a sobrevida 

livre de doença dos pacientes com câncer de mama ER positivo. No entanto, 50% dos 

pacientes com tumores positivos para ER não respondem a tal terapia ou eventualmente 

adquirirem resistência à terapia endócrina, resultando na progressão do tumor e 

mortalidade [20].  

Os hormônios, em geral, necessitam dos seus receptores para mediar suas ações. 

Os receptores hormonais nucleares (RN) são proteínas regulatórias que interagem com o 

DNA em regiões específicas, modulando a transcrição gênica nas células-alvo [21]. A 

família dos RNs incluem os receptores para esteróides (entre eles o receptor de 

estrógeno – ER), vitamina D, retinóides, hormônios tireoideanos e prostaglandinas, 

além de outros receptores denominados órfãos, que não possuem ligantes conhecidos  

[22].  O estrógeno se liga ao ER para coordenar diversas funções biológicas, e o ER 

possui localizações subcelulares distintas, incluindo o núcleo, a membrana celular e as 

mitocôndrias. O ER realiza ambas as funções nuclear (clássica) e extranuclear (não 

clássica) com padrões de expressão gênica diferentes [23]. 

Dois ERs distintos foram identificados em mamíferos, o ER� e o ER�, 

codificados por diferentes genes [24-26]. O gene do ER� se localiza no cromossomo 6 e 

o gene do ER� no 14 [27]. A descoberta do clone do ER� aumentou a complexidade da 

sinalização estrogênica. Ambas as isoformas de ER seguem a estrutura molecular 

característica da família de RN, no qual incluem os três domínios funcionais. As 

isoformas mostram homologia em seu domínio de ligação ao DNA, porém existe 

divergência na estrutura do domínio AF-1 (N-terminal) [28]. Há diferentes transcritos 

originados de splicing alternativo dos genes ER� e do �, gerando proteínas de tamanhos 

variados [29].  O ER� é o receptor predominante na maioria dos órgãos e o ER� é 

expresso principalmente nos ovários, na próstata, nos pulmões e no hipotálamo [30, 31]. 

Tanto o ER� quanto o ER� possuem afinidade similar ao 17�-estradiol, porém com 

diferentes papéis na regulação da expressão gênica.   

Os membros da família de RN são fatores de transcrição dependentes do ligante e 

atuam por se acoplarem a sequências específicas do DNA, denominadas elementos 
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responsivos ao hormônio (HRE). Os HRE geralmente estão localizados na região 

promotora dos genes alvos, são específicos para cada receptor e possuem duas cópias de 

um hexanucleotídeo, que podem estar arranjadas em diferentes orientações, com 

espaçamento e sequências flanqueadoras diferentes. Os RNs ligam-se aos HREs de 

diversas formas, podendo atuar como monômeros, homodímeros ou heterodímeros [22, 

32, 33]. 

Os receptores para os hormônios esteroides formam uma subclasse da família de 

RNs [22, 34]. Na ausência de ligante, os receptores dos esteroides glicocorticoide, 

mineralocorticoide, androgênios, estrogênios e progesterona (PR) estão associados em 

um complexo com proteínas de choque térmico (HSPs) no citoplasma e, em alguns 

casos, no núcleo da célula. A ligação induz à formação de homodímeros que se dirigem 

ao núcleo, onde se ligam aos seus respectivos HREs, regulando a transcrição [33]. É 

sabido que a transcrição mediada pelos RNs é altamente complexa e envolve uma 

magnitude de fatores co-reguladores e um cross-talk entre distintas vias de sinalização 

[35]. De uma forma didática, eles são divididos em co-ativadores, os quais permitem a 

atividade dos receptores, e os co-repressores, os quais reprimem os efeitos mediados 

pelos receptores [36, 37].  

A via de ação clássica (ou nuclear) é similar para a grande maioria dos RN, que 

consiste na ligação do hormônio com o seu receptor, através da homo ou 

heterodimerização, ligando-se aos respectivos HREs dos genes alvos, provocando 

mudanças conformacionais na estrutura do receptor [38], favorecendo a dissociação dos 

co-repressores [39], seguida de interação com os co-ativadores [40]. Estes recrutam 

outras proteínas, incluindo acetiltransferases, as quais alteram a estrutura da cromatina e 

facilitam a transcrição [41]. Além da via clássica de ativação transcricional descrita para 

todos os RN, o ER também possui uma via de modulação da expressão gênica 

alternativa, ligando-se a sequências reguladoras do DNA, tais como AP-1 (activator 

protein 1) e SP1 (specificity protein 1) [42, 43]. Nessa situação, o ER é um fator de 

transcrição secundário, fazendo parte do complexo de determinado promotor específico, 

por meio do qual existe a interação com o fator transcricional que está ligado ao DNA, 

tal como c-jun ou c-fos, ou com outro co-ativador.  Dessa forma, o ER possui em si a 

função de co-ativador por ser capaz de estabilizar o complexo do fator transcricional 

ligado ao DNA ou por recrutar outros co-ativadores.  A transcrição de vários genes 

importantes na transdução de sinais de fatores de crescimento é regulada por essa via 

[44-47].  As proteínas codificadas por esses genes incluem o receptor do fator de 
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crescimento semelhante à insulina 1 (IGFR-1), ciclina D1, myc e o fator de apoptose 

bcl-2.  A importância dessa via para o crescimento tumoral in vivo ainda não está bem 

estabelecida [48]. Estudo sugere que pode haver um papel importante na manutenção e 

proliferação celular estrógeno-induzidas [49]. 

Novos locais de ligação do E2 foram identificados na membrana de células 

endometriais, os quais induziram a formação de Adenosina Monofosfato Cíclico 

(AMPc) [50]. Estudos posteriores também evidenciaram a presença de ER fora do 

núcleo celular, o qual medeia sinais rápidos originados da membrana ou do citoplasma 

[29, 51, 52]. Essa ação não clássica (extranuclear) do ER ou membrane-initiated steroid 

signaling (MISS) ocorre após minutos da adição do E2 [29, 53-55]. Esses receptores 

foram encontrados nos tecidos ósseos, neural, uterino, gorduroso, nas células 

endoteliais, células tumorais de mama e hipófise [56-58]. 

O hormônio esteroide E2 tem sido descrito como o principal mitógeno e fator 

etiológico de células epiteliais mamárias no desenvolvimento do câncer de mama 

humano [59]. Há evidências de que o E2 promove a proliferação celular das linhagens 

de câncer de mama MCF-7 e T47 [60] e esta proliferação foi reprimida pela co-

administração de ICI, antagonista do receptor de E2 [61].      

Há uma relação importante entre ERα, Areg, proliferação e câncer de mama. Areg 

é um fator parácrino que não só medeia a elongação ductal, mas também pode 

desempenhar um papel importante na auto-renovação e diferenciação de células 

mamárias. A elucidação dos mecanismos moleculares que regulam a sinalização da 

Areg na glândula mamaria, incluindo a troca de eventos parácrinos mediados por E2 

para uma via autócrina, é necessário para o entendimento completo dos eventos 

precoces na progressão do câncer da mama [62]. 

Amphiregulin atua em vários processos biológicos, incluindo a regeneração 

nervosa, a implantação de blastocistos e a formação óssea, na formação do ducto 

mamário, bem como no crescimento e ramificação de vários outros tecidos como o 

pulmão, rim e próstata. Estudos clínicos também sugerem que amphiregulin também 

desempenha um papel importante na progressão do câncer da mama humano e a sua 

expressão aumentada tem sido associada com doença agressiva. Portanto, amphiregulin 

pode ser um alvo novo e eficaz para o tratamento do câncer da mama e poderia 

representar um alvo alternativo para o EGFR [63].  

Independentemente da influência hormonal, existem trabalhos mostrando a 

expressão aumentada de AREG em diversos tipos tumorais, tais como colorretais [64], 
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pulmonares [65] e mama [66-70]. Quando realizada a técnica de imunohistoquímica 

para AREG, observa-se maior positividade em tumores de mama invasivos, comparados 

com as lesões in situ [67, 69-71]. Dessa forma o AREG parece ser um gene importante 

para a modulação do E2 em células de câncer de mama MCF-7 pela via não clássica. 

Estudos tem destacado o papel funcional de AREG em vários aspectos 

relacionados à tumorigênese, incluindo a auto-suficiência na geração de sinais de 

crescimento, potencial replicativo ilimitado, invasão tecidual e metástase, angiogênese e 

resistência à apoptose. A atividade oncogênica da AREG já foi descrita nas doenças 

malignas epiteliais humanas mais comuns, tais como o pulmão, mama, colorretal, 

carcinoma do ovário e da próstata, bem como em alguns cânceres hematológicos e 

mesenquimais. Além disso, AREG também está envolvido na resistência a diversos 

tratamentos contra o câncer [72]. Nos estudos in vitro realizados em linhagens celulares 

de tumores tratados com Areg ou com RNAs de interferência específicos (siRNAs) para 

silenciar a expressão gênica de AREG mostraram que a Areg desempenha um papel 

importante na proliferação e sobrevivência de células transformadas [73]. 

O potencial papel da amphiregulin no câncer de mama foi destacado pela 

constatação de que a frequência e os níveis de expressão da proteína areg são 

geralmente mais elevadas em carcinomas da mama invasivos do que em carcinoma 

ductal in situ ou normal, não envolvido com o epitélio mamário [71]. Além disso, 

amphiregulin é expresso no epitélio do tumor, mas não nas células estromais ou células 

inflamatórias e a expressão é mais comum nos linfonodos positivos [74]. Também 

existe uma correlação entre a expressão da proteína areg e agressividade em linhagens 

celulares de câncer de mama e a supressão da expressão de areg em células de câncer da 

mama diminui a formação de tumores in vivo [75, 76]. Também foi demonstrado o 

envolvimento da perda de função da proteína supressora tumoral BRCA 1, proteína essa 

responsável pela alta porcentagem de cânceres de mama familiar e esporádicos, e 

regulação aumentada de AREG [77]. 

AREG também participa na manutenção das propriedades oncogênicas e 

metastáticas de células cancerosas, bem como a sua resistência à quimioterapia [78]. O 

papel de AREG no desenvolvimento e progressão do câncer é também fundamentado 

pelos dados clínicos que mostram que a AREG pode servir como um marcador 

prognóstico e/ou preditivo [79, 80]. Duas décadas de investigações básicas e clínicas 

identificaram Areg como uma das poucas proteínas para entrar na clínica oncológica, 

tanto como um potencial alvo terapêutico para o tratamento do câncer, como um 
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biomarcador preditivo e prognóstico valioso. Areg vai certamente servir como um 

marcador de rotina em oncologia, uma vez que a avaliação precisa do subtipo 

histológico, herança genética e as características moleculares do tumor são 

cuidadosamente definidas, permitindo o tratamento personalizado adequado para cada 

paciente com câncer [72]. 

O E2 induz a expressão de amphiregulin via ER e necessita de Areg para induzir a 

proliferação do epitélio mamário [81]. Em trabalho do nosso grupo foi demonstrado por 

meio da técnica de microarray que o gene da amphiregulin é estimulado por E2 em 

células MCF-7. O gene da AREG está localizado no cromossomo 4q13-q21 e sua 

proteína é membro da família dos fatores de crescimento epidermais (EGF). É sabido 

que o E2 regula os ligantes da família EGFR [82]. 

Amphiregulin é inicialmente sintetizado como um precursor transmembrana de 

252 aminoácidos que é subsequentemente clivado proteoliticamente no domínio N-

terminal para se obter um peptídeo maduro de 78-84 aminoácidos. Várias isoformas 

diferentes da proteína solúvel ou na superfície celular podem ser formadas como 

resultado de modificações pós-traducionais. Algumas destas formas solúveis de Areg 

demonstraram possuir atividade biológica, embora não se sabe se todas estas isoformas 

partilham esta característica [83].  

Amphiregulin é evolutivamente e estruturalmente relacionada com EGF e TGF-α: 

o segmento de 40 aminoácidos do C-terminal da proteína humana (resíduos 44-84) tem 

38% e 32% de identidade de sequência com o EGF humano e TGF-α, respectivamente 

[82]. A região N-terminal contém um chamado domínio EGF, que é compartilhado por 

outros membros da família EGF e consiste de seis cisteínas conservadas espacialmente 

e vários outros resíduos semiconservados. A formação de pontes dissulfeto pelas 

cisteínas resulta na geração de uma estrutura tri-anelada. O domínio N-terminal também 

contém duas potenciais sequências alvo nuclear (resíduos 26-29 e 40-43) [84].  

A Areg foi detectada tanto no núcleo como no citoplasma, tanto in vitro, como in 

vivo [85]. Assim como outros membros da família de ligantes de EGF, Areg medeia a 

sua ação ligando-se e, consequentemente, ativando o seu respectivo receptor na 

superfície da célula. Embora seja bem conhecido que se liga especificamente e ativa 

homodimericamente o receptor do fator de crescimento epidermal [82], também tem 

sido demonstrado ser capaz de ativar o ErbB2 , ErbB3 e ErbB4 de uma forma 

dependente de EGFR, promovendo assim a heterodimerização do receptor [86-88]. 
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Ao contrário dos outros ligantes de EGFR, AREG é regulada na glândula mamária 

durante o alongamento ductal, tornando este fator de crescimento um provável mediador 

da proliferação epitelial. Além disso, o crescimento ductal é severamente prejudicado 

em camundongos AREG-/-, semelhante ao fenótipo exibido pelas glândulas mamárias 

ERα nulas. Foi demonstrado recentemente que os níveis de RNAm de AREG estão 

aumentados em resposta a estrogênios na glândula mamaria púbere e que este aumento 

é mediado por ERα [18]. O receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) e o seu 

ligante amphiregulin estão expressos no câncer da mama [89]. 

Os membros da família ErbB incluem o receptor do fator de crescimento 

epidermal (EGFR) ou ErbB1, ErbB2 ou HER2, ErbB3 e ErbB4 [90]. Estes receptores 

tirosina-quinase existem como monômeros inativos na superfície da célula com um 

domínio extracelular de ligação, um único domínio transmembrana hidrófobico e um 

domínio de tirosina-quinase citoplasmática [91]. A ligação a estes receptores provoca 

uma mudança conformacional que permite que a homodimerização ou 

heterodimerização com outro receptor através do seu circuito de dimerização. Os 

ligantes de receptores de ErbB que se ligam a EGFR incluem exclusivamente fator de 

crescimento epidermal (EGF), o fator de crescimento transformante-alfa (TGF-α) e 

amphiregulin. 

Análise de citometria de fluxo mostrou que o EGFR permaneceu sobre a 

superfície celular após a estimulação com AREG, mas foi rapidamente internalizado 

após a estimulação com EGF [89]. Células MCF10A cultivadas na presença de EGF 

exibiram EGFR predominantemente intracelular, com localização ponteada. Em 

contraste, as células SUM149 e MCF10A que cresceram na presença de AREG 

expressaram EGFR predominantemente na membrana e nas junções celulares. Isso 

indica que AREG altera a internalização e degradação de EGFR em uma via que 

favorece acumulação de EGFR na superfície da célula e, por fim, leva a alterações na 

sinalização de EGFR [89]. AREG pode também ser regulada por EGFR por si só e a 

ativação do EGFR leva a expressão de AREG em vários tipos celulares [67, 92]. No 

entanto, a via específica que conduz da ativação do EGFR para a transcrição do AR 

ainda não foi elucidada. 

Pouco se sabe sobre as vias de sinalização intracelular desencadeada pela 

atividade de Amphiregulin a jusante da ativação da família do receptor de EGF. 

Algumas evidências sugerem a ativação das vias RAS/MAPK e PI3-K/Akt por 

amphiregulin. Por exemplo, foi demonstrado que AREG tem um potente efeito 
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mitogênico em células de músculo liso vascular através da ativação de PI3-K/Akt, 

p42/p44-MAPK e a via de p38 MAPK, enquanto que ele pode estimular fortemente a 

fosforilação de Akt e p42 / p44-MAPK de uma forma dependente do EGFR em 

osteoblastos após estimulação do hormônio da paratireoide [93, 94]. Foi demonstrado 

que AREG ligado a EGFR pode ativar Akt, JNK e Erk [95-97]. 

Sabe-se que o promotor de AREG contem um elemento responsivo ao cAMP 

(CRE) e vários autores tem demonstrado que a sua expressão é regulada por cAMP [94, 

98-100]. Em células de câncer de pâncreas, a formação do heterodímero mediada por 

HER3 foi relatado como estando envolvido na aquisição de comportamento agressivo 

destas células via sinalização de fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)/Akt [101]. 

O uso do fulvestrant, um inibidor do receptor de estrógeno, hiperregula HB-EGF 

(Heparin-binding EGF-like growth factor) para ativar a sinalização do EGFR. O 

aumento da expressão de HB-EGF foi mediada pela expressão de ER, sugerindo um 

papel específico para o fulvestrant na regulação da transcrição mediada por ER de 

ligantes da família EGF. O inibidor de ER induz a ativação de membros da família 

EGFR e a sinalização da MAPK, e a fosforilação de ER foi diminuída quando ER foi 

pouco expresso pelo fulvestrant. Em tratamento a curto prazo (10 minutos), o 

fulvestrant não induziu a ativação do receptor EGFR, enquanto que a exposição 

prolongada (24-48 h) resultou em fosforilação de EGFR, HER2, HER3. Não foram 

observadas mudanças significativas no nível pAKT, o que sugere que a via de 

sinalização PI3K não foi induzida por fulvestrant. Porém, os níveis de RNAm de AREG 

e PR foram substancialmente reduzidos 48 h após o tratamento com fulvestrant [102]. 

A via das Proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK) traduz uma ampla 

variedade de sinais externos, levando a respostas celulares, incluindo proliferação, 

diferenciação, inflamação e apoptose [103]. Vários estudos tem demonstrado cross talk 

entre a via da MAPK e ER. Por exemplo, ER ativa a via da MAPK por mecanismos não 

clássicos e a MAPKs pode mediar modificações pós-translacionais do ER e seus 

correguladores, influenciando a atividade e a sensibilidade do ER em células de câncer 

de mama ER+ na terapia endócrina [104]. Recentemente foi demonstrado que AREG 

regula a ativação de ERK e Akt através do receptor do fator de crescimento epidérmico 

e HER3 [105], demonstrando a participação de AREG na ativação da via da MAPK. 

Diante do exposto, faz-se necessário um maior entendimento da ação do estrógeno 

via ativação da amphiregulin no câncer de mama para que possa haver uma contribuição 

com futuras alternativas aos tratamentos já existentes. Para isso, o objetivo desse 
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trabalho foi determinar a via pela qual o estrógeno induz a expressão gênica de 

amphiregulin em linhagens celulares de carcinoma de mama. 
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Resumo 
 

Introdução  

A importância do estrógeno no desenvolvimento do câncer de mama é bem estabelecido 

na literatura. Apesar do uso de antagonistas de estrógeno para o tratamento de cânceres 

positivos para o receptor de estrógeno ser importante para a sobrevida de pacientes, 

muitos pacientes não respondem adequadamente a esta terapia. Amphiregulin, um fator 

de crescimento multifuncional que pode ser induzido por estrógeno, participa no 

desenvolvimento da glândula mamária e é expresso tanto em tecidos normais como 

cancerosos. Estudos sugerem que amphiregulin desempenha um papel importante na 

progressão do câncer da mama humano e a sua expressão tem sido associada com 

agressividade da doença.  

Métodos 

Para investigar o mecanismo pelo qual o estrógeno induz a expressão de amphiregulin, 

células MCF-7 e MDA-MB-231 foram tratadas durante 10 e 30 minutos, 1 hora e 4 

horas com Estrógeno, Fulvestrant (inibidor do receptor de estrógeno), Actinomicina D 

(inibidor da transcrição gênica), Ciclohexamida (inibidor da síntese proteica) ou LY 

(inibidor da via PI3K), isoladamente ou em associação. O RNAm foi extraído das 

células pelo método de trizol e a expressão de amphiregulin foi analisada por qRT-PCR.  
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Resultados 

O tratamento de ambas as células com estrógeno induziu um aumento do mRNA de 

amphiregulin em todos os tempos analisados. Esse aumento foi parcialmente 

dependente do receptor de estrógeno nas células MCF-7 nos tempos de 10 minutos, 1 e 

4 horas. Em 30 minutos não foi observada a ligação do estrógeno com seu receptor. Nas 

células MDA-MB-231 o estrógeno aumentou o RNAm de amphiregulin 

independentemente da ligação com o ER e esse efeito ocorre com a participação da via 

PI3K. 

Conclusão 

O estrógeno induz a expressão de amphiregulin em linhagens de células de câncer de 

mama de maneira dependente e independente do receptor de estrógeno. Em células 

positivas para este receptor, o tratamento rápido foi capaz de induzir a expressão de 

amphiregulin pela via nuclear e extranuclear, enquanto que em tratamentos mais longos 

somente a via extranuclear foi evidenciada. Em células negativas para o ER, houve 

aumento da expressão gênica de amphiregulin de maneira semelhante em todos os 

tempos analisados, evidenciando-se uma via extranuclear de ação, com ativação da via 

de sinalização PI3K.  

 

Palavras-chave: Amphiregulin, Câncer de Mama, Estrógeno, PI3K 
 

 

Introdução 
 

Sabe-se que o estrógeno (E2) e os níveis hormonais da paciente são importantes 

para a proliferação das células tumorais e para o tratamento do câncer de mama [1]. 

Cânceres de mama positivos para o receptor de estrógeno (ER) são os mais comuns [2] 

e antagonistas do ER são usados no tratamento de câncer de mama hormônio-

dependente [3]. A terapia antiestrogênica mostra sucesso para prolongar a sobrevida 

livre de doença dos pacientes com câncer de mama ER positivo. No entanto, 50% dos 

pacientes com tumores positivos para ER não respondem a tal terapia ou eventualmente 

adquirirem resistência à terapia endócrina, resultando na progressão do tumor e 

mortalidade [4].  

Há evidências de que o E2 promove a proliferação celular das linhagens de câncer 

de mama MCF-7 e T47 [5] e esta proliferação é supressa pela co-administração de ICI, 
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antagonista do receptor de E2 [6]. O E2 induz a expressão de AREG via ER e necessita 

de Areg para induzir a proliferação do epitélio mamário [7]. A proteína Areg é membro 

da família dos fatores de crescimento epidermais (EGF) e é sabido que o E2 regula os 

ligantes da família EGFR. A Areg possui um papel central no desenvolvimento da 

glândula mamária e morfogênese de órgãos e é expresso tanto em tecidos normais como 

neoplásicos [8].  Portanto, a elucidação dos mecanismos moleculares que regulam a 

sinalização da Areg na glândula mamária é necessária para um maior entendimento dos 

eventos na progressão do câncer da mama [9].  

Independentemente da influência hormonal, trabalhos demonstram a expressão 

aumentada de AREG em diversos tipos tumorais, tais como colorretais [10], pulmonares 

[11] e mama [12,13,14,15,16]. Estudos tem destacado o papel funcional de AREG em 

vários aspectos relacionados à tumorigênese, incluindo a auto-suficiência na geração de 

sinais de crescimento, potencial replicativo ilimitado, invasão tecidual e metástase, 

angiogênese e resistência à apoptose. Além disso, AREG também participa na 

manutenção das propriedades oncogênicas e metastáticas de células cancerosas e está 

envolvida na resistência a diversos tratamentos contra o câncer [8], bem como a sua 

resistência à quimioterapia [17]. Portanto, amphiregulin pode ser um alvo novo e eficaz 

para o tratamento do câncer da mama e poderia representar um alvo alternativo para o 

EGFR [18].O papel de AREG no desenvolvimento e progressão do câncer é também 

suportado por dados clínicos que mostram que a AREG pode servir como marcador 

prognóstico e/ou preditivo [19,20].  

Existe uma correlação entre a expressão da proteína areg e agressividade em 

linhagens celulares de câncer de mama e a supressão da expressão de areg diminui a 

formação de tumores in vivo [21,22]. O potencial papel da amphiregulin no câncer de 

mama também foi destacado pela constatação de que a frequência e os níveis de 

expressão da proteína areg são geralmente mais elevadas em carcinomas da mama 

invasivos do que em carcinoma ductal in situ [23]. Estudos in vitro realizados em 

linhagens celulares de tumores tratados com Areg ou com RNAs de interferência 

específicos (siRNAs), para silenciar a expressão gênica de AREG, mostraram um papel 

importante na proliferação e sobrevivência das células transformadas [24]. Quando 

realizada a técnica de imunohistoquímica para AREG, observou-se maior positividade 

em tumores de mama invasivos, quando comparados com tumores in situ [13,15,16,23]. 

Recentemente foi demonstrado o envolvimento da perda de função da proteína 
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supressora tumoral BRCA 1, proteína essa responsável pela alta porcentagem de 

cânceres de mama familiar e esporádicos, e regulação aumentada de AREG [25]. 

Duas décadas de investigações básicas e clínicas identificaram Areg como uma 

das poucas proteínas para entrar na clínica oncológica, tanto como um potencial alvo 

terapêutico para o tratamento do câncer, como um biomarcador preditivo e prognóstico 

valioso. Areg vai provavelmente servir como um marcador de rotina em oncologia, uma 

vez que a avaliação precisa do subtipo histológico, herança genética e as características 

moleculares do tumor são cuidadosamente definidas, permitindo o tratamento 

personalizado adequado para cada paciente com câncer [8]. 

Pouco se sabe sobre as vias de sinalização intracelular desencadeada pela 

atividade de Amphiregulin downstream da ativação da família do receptor de EGF. 

Algumas evidências sugerem a ativação das vias RAS/MAPK e PI3-K/Akt por 

amphiregulin [26,27,28,29,30]. Diante do exposto, faz-se necessário um maior 

entendimento da ação do estrógeno via ativação da amphiregulin no câncer de mama 

para que possa haver uma contribuição com futuras alternativas aos tratamentos já 

existentes. Para isso, o objetivo desse trabalho foi determinar a via pela qual o estrógeno 

induz a expressão gênica de amphiregulin em linhagens celulares de carcinoma de 

mama. 

 

Materiais e Métodos  
 

Reagentes  

Meio de cultura RPMI 1640, soro fetal bovino (FBS) e solução de antibiótico - 

100X foram adquiridos da Gibco BRL (Grand Island, NY, EUA). Actinomicina D 

(ACT D); ciclohexamida (CHX), Fulvestrant (ICI 182,780), triiodotironina (T3), 

LY294002 (LY), dimetilsulfóxido (DMSO), hidróxido de sódio (NaOH) e Charcoal 

Stripped FBS foram adquiridos da Sigma Aldrich (St Louis, MO, EUA). 

 

Delineamento Experimental 

Células MCF-7 e MDA-MB-231, que expressam ou não ER, respectivamente, 

foram cultivadas em meio RPMI 1640, pH 7,4,  suplementado com NaHCO3 (1,2 g / L), 

Hepes (10 nM) e 10 % de FBS, e mantidas a 37 °C em 5% de CO2. Antes de iniciar os 

tratamentos, o meio de cultura foi substituído por meio isento de vermelho de fenol e 
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com 10% de Charcoal Stripped FBS, para eliminar todas as fontes hormonais existentes 

no meio. Após incubação por 18 horas, as células foram tratadas com E2 (10-7M) 

durante 10 e 30 minutos, 1 e 4 horas, na ausência ou presença dos inibidores ICI (1 

uM), ACTD (5,0 pg / ml), CHX (50 uM) ou LY294002 (50 uM). O grupo controle (C) 

não tratado recebeu apenas quantidades equivalentes do diluente (NaOH) utilizado, nos 

mesmos tempos utilizados para os tratamentos. Os inibidores LY294002 e CHX foram 

adicionados ao meio 1 h antes do tratamento com E2. Os experimentos foram realizados 

em triplicata. 

O protocolo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (nº CEP 3367-2009-

C). 

 

Análise da Expressão Gênica  

O RNA total foi extraído a partir de células MCF- 7 e de células MDA-MB-231 

pelo método de Trizol (Invitrogen, São Paulo, Brasil), de acordo com as instruções do 

fabricante. O kit High Capacity cDNA de transcrição reversa para qRT-PCR® 

(Applied, Life Technologies) foi utilizado para a síntese de 20 ul de DNA 

complementar (cDNA) a partir de 1000 ng de RNA total. Os níveis de AREG (Hs 

00950669_m1, Applied Biosystems) foram determinados por qRT-PCR. As medições 

quantitativas foram realizadas no sistema de detecção "Applied Biosystems StepOne 

Plus" utilizando o kit comercial TaqMan para qPCR (Applied Biosystems) de acordo 

com as instruções do fabricante. As condições de amplificação foram como se segue: 

ativação da enzima a 50 °C durante 2 min, desnaturação a 95 °C durante 10 minutos, os 

produtos de cDNA foram amplificadas durante 40 ciclos de desnaturação a 95 °C 

durante 15s e a extensão a 60 °C durante 1 min. Os experimentos foram realizados em 

duplicata. A expressão gênica foi quantificada em relação aos valores do grupo C, após 

normalização por um controle interno, o GAPDH (Hs02758991_g1), pelo método -ΔΔCt, 

como descrito anteriormente.  

 

Análise estatística 

Para a análise estatística foi utilizado ANOVA complementado com teste de 

Tukey e adotado significância mínima de 5%. Os dados foram expressos em média e 

desvio padrão. 
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Resultados 
Células de carcinoma de mama MCF-7 e MDA-MB-231 tratadas com E2 

aumentaram significativamente a expressão gênica de AREG em todos os tempos de 

tratamento (figura 1). 

 
Figura 1. Efeito do estrógeno sobre a expressão gênica de RNAm de amphiregulin em células MCF-

7 e MDA-MB-231. As células foram tratadas com veículo (C, Controle) ou Estrógeno (E2) durante 10 

minutos (A), 30 minutos (B), 1 hora (C) e 4 horas (D). O RNAm total das células foi extraído pelo 

método de Trizol e a análise do RNAm de AREG foi realizada através de qRT-PCR. Os dados foram 

expressos em média e desvio-padrão. Foi utilizado ANOVA complementado por teste de Tukey. * p<0,01 

em relação ao controle. 
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 Para analisar a participação do ER na indução da expressão gênica de AREG por 

E2, as células MCF-7 e foram tratadas com inibidor de ER (ICI). Também foram 

utilizados inibidores de transcrição (ACTD), de síntese proteica (CHX) e inibidor da via 

PI3K (LY). A expressão gênica de AREG induzida por E2 após 10 minutos de 

tratamento foi parcialmente bloqueada por ICI (figura 2A). Esse efeito foi parcialmente 

dependente da síntese de RNAm e totalmente dependente de síntese proteica prévia, 

pois o uso de CHX bloqueou totalmente o efeito do E2 sobre a expressão de AREG. Em 

relação à via PI3K, não houve diferença estatisticamente significativa na expressão 

gênica de AREG quando esta via foi bloqueada pelo LY por 10 minutos. 

 Quando as células MCF-7 foram tratadas durante 30 minutos com E2 associado 

ao ICI, a expressão gênica de AREG foi muito semelhante à expressão do gene induzido 

por E2 (figura 2B). O uso do ACTD concomitantemente ao E2 bloqueou parcialmente a 

expressão gênica de AREG, enquanto que o uso do CHX associado ao E2 bloqueou 

totalmente a expressão do gene alvo. Após 30 minutos de tratamento, a associação do 

LY ao E2 não promoveu alteração significativa em relação aos níveis de expressão de 

AREG nas células MCF-7 (figura 2B).  

 A partir de 1 hora de tratamento, o uso do ICI bloqueou parcialmente a 

expressão de AREG induzida por E2 (figuras 2C e 2D). Além disso, em ambos os 

tempos mais longos de tratamento (1 e 4 h) não houve inibição da expressão do gene 

alvo induzido por E2, quando este hormônio foi associado ao ACTD. Entretanto, 

conforme também observado nos tempos mais curtos (10 e 30 minutos), a associação de 

CHX com E2 bloqueou completamente a expressão de AREG induzida por E2 após 1 e 

4 horas de tratamento (figuras 2C e 2D). Surpreendentemente, a ação do E2 sobre a 

expressão gênica de AREG foi inibida parcialmente quando utilizou-se 

concomitantemente o LY (figuras 2C e 2D).  

 O uso dos inibidores isoladamente não mostrou diferença estatisticamente 

significativa na expressão gênica de AREG em relação aos controles não tratados em 

nenhum dos tempos estudados (dados não mostrados). 
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Figura 2. Efeito do estrógeno sobre a indução de RNAm de AREG via ER em células MCF-7. 

Células MCF-7 foram tratadas com veículo (C, Controle) ou Estrógeno (E2) isoladamente ou em 

associação com Fulvestrant (ICI), Actinomicina D (ACTD), Ciclohexamida (CHX) ou LY (inibidor da 

via PI3K) durante 10 ou 30 minutos, 1 ou 4 horas. O RNAm total foi extraído das células pelo método de 

trizol e a expressão de AREG foi analisada por qRT-PCR. Dados expressos em média e desvio-padrão. 

Foi utilizado ANOVA complementado por teste de Tukey. a p<0,05, em relação ao controle (C); b p<0,05, 

em relação ao E2. 

 

 Buscando avaliar a importância da participação do ER no mecanismo de ação do 

E2 sobre a expressão gênica de AREG, utilizamos as células MDA-MB-231, que não 

apresentam o ER.  Estas células foram tratadas concomitantemente ao E2 com inibidor 

de ER (ICI), inibidor de transcrição (ACTD), inibidor de síntese proteica (CHX) e 

inibidor da via PI3K (LY) durante 10 ou 30 minutos, 1 ou 4 horas. 

 Foram observados, em todos os tempos utilizados, efeitos similares sobre o 

mecanismo de ação do E2 na expressão gênica de AREG em células MDA-MB-231 

(figura 3). Houve um aumento da expressão de AREG em todos os tempos (figura 1B) e, 

conforme esperado, o uso do inibidor de ER (ICI) associado ao E2 não induziu alteração 
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significativa na expressão do gene alvo, já que as células MDA-MB-231 não 

apresentam tal receptor (ER-). 

 

 
 
Figura 3. Efeito do estrógeno sobre a expressão gênica de AREG em células MDA-MB-231. Células 

MDA-MB-231 foram tratadas com veículo (C, Controle) ou Estrógeno (E2) isoladamente ou em 

associação com Fulvestrant (ICI), Actinomicina D (ACTD), Ciclohexamida (CHX) ou LY (inibidor da 

via PI3K) durante 10 ou 30 minutos, 1 ou 4 horas. O RNAm total foi extraído das células pelo método de 

trizol e a expressão de AREG foi analisada por qRT-PCR. Dados expressos em média e desvio-padrão. 

Foi utilizado ANOVA complementado por teste de Tukey. a p<0,05, em relação ao controle (C); b p<0,05, 

em relação ao E2. 

 

 O uso do ACTD associado ao E2 não inibiu o aumento da expressão de AREG 

induzido por E2 em nenhum dos tempos analisados. Também não foi observada 

inibição de AREG mediante uso do CHX concomitantemente ao E2 em todos os tempos 

(figura 3). Diferentemente do ocorrido nas células MCF-7, nas células MDA-MB-231, a 

associação do LY ao E2 bloqueou parcialmente a expressão de AREG em todos os 

tempos analisados (figura 3). 
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 Assim como nas células MCF-7, o uso dos inibidores isoladamente em células 

MDA-MB-231 não mostrou diferença estatisticamente significativa na expressão gênica 

de AREG em relação aos controles não tratados (dados não mostrados). 

 

Discussão  
 

 O tratamento de células de câncer de mama positivas (MCF-7, ER+) [31,32] ou 

negativas (MDA-MB-231, ER-) [32] para o ER induziu a expressão gênica de AREG 

independentemente da ligação do E2 com seu receptor. Já foi demonstrado que o E2 é 

capaz de induzir a expressão de AREG [33], e esse aumento ocorre tanto nos níveis de 

RNAm, como da proteína [34]. Dados da literatura confirmam a capacidade do E2 em 

induzir a expressão de AREG via ER [7,34], porém, em nosso trabalho foi possível 

observar que mesmo em células que não apresentam o receptor de estrógeno houve 

aumento de AREG, sendo esse aumento superior nestas células ER- (em torno de 10 

vezes) em relação às células que possuem o ER. Além disso, mesmo nas células 

positivas para ER, quando este receptor foi inibido não houve um bloqueio completo da 

expressão gênica de AREG induzida por E2, demonstrando que, apesar de ser 

importante para este efeito nas células MCF-7, a ligação do E2 com o ER não é o único 

mecanismo existente para esse aumento de expressão. Estudos têm evidenciado que o 

hormônio estrogênio pode atuar por vias alternativas àquelas dependentes dos 

receptores nucleares clássicos [35,36,37,38,39]. 

Essa indução da expressão gênica de AREG foi observada nos dois tipos 

celulares e em todos os tempos utilizados. Nas células MDA-MB-231 (ER-) houve um 

comportamento semelhante em todos os tempos, sendo que o uso associado do E2 com 

os inibidores ACTD ou CHX não induziu nenhuma mudança significativa nos níveis de 

expressão de AREG induzido por E2. Isso mostra que o E2 mantém estável o RNAm de 

AREG presente antes do tratamento quando há a inibição da transcrição. Esse efeito 

indica que essa expressão observada é independente da síntese prévia de RNAm, já que 

o ACTD é um inibidor da síntese gênica, e que essa expressão de AREG também é 

independente da síntese proteica prévia, pois o uso do CHX, um inibidor de síntese 

proteica, não provocou mudanças significativas na expressão do gene alvo. Portanto, a 

ação do E2 nas células MDA-MB-231 ocorre pela via não clássica de sinalização e de 

maneira direta, ou seja, sem a necessidade de síntese proteica para que o hormônio 

exerça seu efeito. 
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 Nas células MCF-7 (ER+), o aumento da expressão gênica de AREG induzido 

por E2 foi parcialmente bloqueado pelo uso concomitante do ICI em todos os tempos de 

tratamento, com exceção do tempo de 30 minutos, tempo este que parece ser um 

momento de transição na sinalização celular nas condições observadas. Dados da 

literatura demonstram que o ER realiza ambas as funções: clássica (nuclear) e não 

clássica (extranuclear), com padrões diferentes de expressão gênica [40]. O bloqueio 

parcial observado no nosso trabalho sugere que o E2 age não somente pela ligação do 

hormônio com seu receptor (ação clássica), mas também através da via não clássica. 

Portanto, em curto período de tempo (10 minutos), o estrógeno induziu a expressão 

gênica de AREG por, pelo menos, duas vias de sinalização diferentes, sendo todas 

diretas, pois dependem da síntese proteica prévia, como pode ser observado pela 

inibição completa da expressão de AREG pelo uso conjunto do CHX e E2. Estudos 

recentes têm indicado que a rápida sinalização extranuclear de ER em células de câncer 

de mama promove reorganização do citoesqueleto e migração celular [41]. Já foi 

demonstrado que o ER pode agir também independentemente de ação nuclear, 

elucidando que o pool de receptores localizados na membrana plasmática, e não o 

receptor de esteroides nuclear, inicia uma via de sinalização rápida [42]. 

Para ER, vários receptores foram descritos em células neurais, incluindo um que 

está presente no camundongo knockout ERα/ERβ combinado (KO) [43,44]. Estas 

proteínas não foram isoladas, de modo que a natureza destes receptores não é clara. 

Uma proteína, GPR30, tem sido proposta como receptor de estrogênio (ER) [45,46]. 

GPR30 foi localizado na membrana plasmática de células [45] ou no retículo 

endoplasmático [46], onde tem sido relatado para mediar a sinalização via PI3K e de 

cálcio, e tem sido proposto para mediar a ação do estrogênio como um receptor de 

esteroides. Em algumas circunstâncias, o GPR30 poderia contribuir para a sinalização 

rápida global de E2/ER na membrana plasmática, como parte de um grande complexo 

de sinalização [47]. Muitos trabalhos têm sido publicados sobre esta proteína, com o 

consenso que GPR30 colabora com ERα clássico localizado na membrana e muitas 

outras proteínas para efeito de transdução de sinal em alguns tipos de células. No 

entanto, não há muitas evidências de que esta proteína age como um ER sozinha [48]. 

Além disso, estudos evidenciaram que E2 mostra mínima ligação ao GPR30 e a 

transdução de sinal é bastante modesta [49]. Estudos em células de camundongos KO 

ERα/ERβ negativas não apresentaram resposta ao E2, apesar da presença de GPR30. 
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Assim, a maioria das funções biológicas não foi influenciada pela perda de função de 

GPR30. 

Uma das vias induzida por E2 para a expressão de AREG nas células MCF-7 

tratadas por curto período não depende da expressão gênica prévia, já que o uso do 

inibidor de transcrição (ACTD) inibiu parcialmente a expressão de amphiregulin, mas 

não totalmente. Dados da literatura demonstram que a sinalização por receptores de 

esteroides extranucleares tem sido cada vez mais mostrada, resultando em ambas as 

ações transcrição-dependente e independente [50]. É importante ressaltar que muitos 

conceitos e caminhos descritos neste sistema de sinalização esteroide independente de 

transcrição implicam em sistemas mais complexos, onde a sinalização esteroide clássica 

e não clássica ocorrem simultaneamente [50]. Respostas rápidas aos hormônios 

esteroides são conhecidas há 60 anos, mas a natureza dos receptores que medeiam estas 

respostas só foi identificada mais recentemente, como os grupos de receptores 

localizados na membrana plasmática [48]. Em adição aos receptores esteroides clássicos 

(REs) identificados em células alvo, novos candidatos de proteínas têm sido propostos 

como REs em uma ampla variedade de modelos [40]. Assim, o sinal na membrana 

plasmática das várias células-alvo para a ação do hormônio esteroide compreende 

variadas e múltiplas proteínas, por vezes incluindo GPCRs (proteínas G acopladas a 

receptores) típicos, receptores do fator de crescimento e receptores clássicos de 

esteroides [40]. 

 Nos tempos mais longos de tratamento (1 e 4 horas) ainda há pelo menos duas 

vias de sinalização que são ativadas para que ocorra o aumento da expressão de AREG, 

já que a inibição do ER não é suficiente para bloquear totalmente os efeitos do E2 sobre 

a expressão do gene alvo. Isso indica que o E2 continua agindo de duas formas, uma 

com a ligação do ER e a outra independentemente desta ligação. Portanto, a partir de 

uma hora de tratamento, o ER volta a ser importante para a expressão gênica de AREG 

em células ER+. Dados da literatura evidenciam que o ICI possui a capacidade de 

diminuir a fosforilação de ER, diminuindo, portanto, sua ação [51]. Diferentemente de 

outros fármacos que possuem como alvo o ER, o ICI age como um antagonista puro do 

estrógeno em seus receptores intracelulares, sem apresentar qualquer efeito agonista 

sobre esses receptores [52]. 

 Vários estudos tem demonstrado cross talk entre a via da MAPK e ER, como por 

exemplo, quando ER ativa a via da MAPK por mecanismos não clássicos e a MAPK 

pode mediar modificações pós-translacionais do ER e seus correguladores, 
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influenciando a atividade e a sensibilidade do ER em células de câncer de mama ER+ 

na terapia endócrina [53]. Também está bem documentada a existência de cross talk 

entre o EGFR e ER de uma maneira bidirecional em células de câncer de mama via 

funções nucleares e não nucleares de ER, de uma forma dependente ou independente de 

E2 [54,55]. 

Uma das grandes diferenças entre os tempos mais curtos (10 e 30 minutos) e os 

mais longos (1 e 4 horas) de tratamento com E2, é que contatos prolongados das células 

MCF-7 com o E2 induzem vias de sinalização que são independentes de ação nuclear, 

pois o uso de ACTD não modifica os níveis de expressão de AREG. 

Outra diferença encontrada foi que, a partir de 1 hora de tratamento, a via PI3K 

torna-se necessária para uma parcela da expressão gênica de AREG, pois o tratamento 

de células MCF-7 com LY associado ao E2 diminui a expressão atingida pelo hormônio 

E2, embora ainda mantenha seus níveis elevados em relação ao controle. Entretanto, 

esta não é a única via de ativação que leva à expressão do gene alvo, já que o uso do LY 

não bloqueou totalmente a expressão de AREG. Sua ativação observada somente a partir 

de 1 hora pode ser explicada pela complexa cascata de sinalização que a via PI3K 

dispara ao ser acionada pelo hormônio estrogênio, podendo ativar tanto a cascata de 

sinalização por PI3K/AKT como PI3K/JNK, ou ainda depender da interação com outras 

vias de sinalização, como a própria MAPK/MEK ou receptores de fatores de 

crescimento [56], no entanto a sinalização por MAPK através do E2 já foi demonstrada 

a partir de 5 minutos de tratamento [57], inclusive com aumento de expressão gênica em 

apenas 15 minutos [58]. Também já foi demonstrado na literatura que AREG regula a 

ativação de ERK e Akt através do receptor do fator de crescimento epidérmico e HER3 

em células de câncer de pâncreas [59], demonstrando a participação de AREG na 

ativação da via da MAPK. Além disso, foi demonstrado que o E2 induz a atividade da 

phosphatadyl-inositol-3 kinase (PI3K) em células de câncer de mama MCF-7 [60,61].  

No câncer de mama, frequentemente ocorre aumento da expressão ou mutação 

da família do receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) e ER, que são capazes 

de ativar a via PI3K/Akt/mTOR, a qual está associada clinicamente a cânceres de pior 

prognóstico [62,63]. Também foi observada a formação de heterodímero mediada por 

HER3, e isso foi relatado como estando envolvido na aquisição de comportamento 

agressivo de células de câncer de pâncreas pela via de sinalização do fosfatidilinositol 

3-quinase (PI3K) / Akt [64].  
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 É bem estabelecida na literatura a importância da AREG no câncer de mama. 

Portanto, esclarecer os mecanismos envolvidos na invasão e migração celular induzida 

pela AREG é crítico, já que a sinalização desregulada desse gene pode desempenhar um 

papel essencial na progressão do câncer [18]. 

 

Conclusões 
 O tratamento de linhagens de células tumorais mamárias com estrógeno é capaz 

de induzir a expressão de AREG em linhagens de células de câncer de mama de 

maneira dependente e independente de ER. Essa indução de expressão ocorre de 

maneira diferente nos diferentes tipos celulares e, em células MCF-7 (ER+), esse 

mecanismo também depende do tempo de contato com o E2. 

 Em células positivas para o receptor de estrógeno, o tratamento rápido com E2 

foi capaz de induzir a expressão de AREG pela via nuclear e extranuclear, enquanto que 

em tratamentos mais longos (após 1 hora), somente a via extranuclear foi evidenciada. 

Também foi evidenciado que a via PI3K passa a ser ativada após 1 hora de tratamento 

com estrógeno. 

 Apesar da ausência do ER nas células MDA-MB-231, o estrógeno também 

induziu a expressão de AREG nestas células. Essa indução ocorreu pelo mesmo 

mecanismo em todos os tempos analisados, onde foi evidenciada uma via extranuclear 

de ação, com ativação da via de sinalização PI3K. 

 Estudos posteriores são necessários para elucidar melhor o mecanismo de ação 

ER-dependente e ER-independente do E2 na expressão gênica de AREG. 
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2. CONCLUSÕES 

 

 O tratamento de linhagens de células tumorais mamárias com estrógeno é capaz 

de induzir a expressão de AREG em linhagens de células de câncer de mama de 

maneira dependente e independente de ER. Essa indução de expressão ocorre de 

maneira diferente nos diferentes tipos celulares e, em células MCF-7 (ER+), esse 

mecanismo também depende do tempo de contato com o E2. 

 Em células positivas para o receptor de estrógeno, o tratamento rápido com E2 

foi capaz de induzir a expressão de AREG pela via nuclear e extranuclear, enquanto que 

em tratamentos mais longos (após 1 hora), somente a via extranuclear foi evidenciada. 

Também foi evidenciado que a via PI3K passa a ser ativada após 1 hora de tratamento 

com estrógeno. 

 Apesar da ausência do ER nas células MDA-MB-231, o estrógeno também 

induziu a expressão de AREG nestas células. Essa indução ocorreu pelo mesmo 

mecanismo em todos os tempos analisados, onde foi evidenciada uma via extranuclear 

de ação, com ativação da via de sinalização PI3K. 

 Estudos posteriores são necessários para elucidar melhor o mecanismo de ação 

ER-dependente e ER-independente do E2 na expressão gênica de AREG. 

 

 


