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RESUMO

A importancia do estrogeno (E2) no desenvolvimento do cancer de mama e bem estabelecido
na literatura. O uso de antagonistas de E2 para o tratamento de tumores positivos para o
receptor de estrdgeno mostra-se importante para a sobrevida de pacientes acometidas pela
doencga. Amphiregulin (Areg), um fator de crescimento regulador multifuncional que pode ser
induzido por estrégeno, possui papel central no desenvolvimento da glandula mamaria e na
morfogénese de 6rgdos e € expresso tanto em tecidos normais como cancerosos. Estudos
clinicos sugerem que amphiregulin também desempenha papel importante na progressdo do
cancer da mama humano e a sua expressao aumentada tem sido associada com doenga
agressiva. Para investigar o mecanismo pelo qual o E2 induz a expressdo de AREG, células
MCF-7 e MDA-MB-231 foram tratadas durante 10 minutos, 30 minutos, 1 hora e 4 horas com
veiculo (controle) ou E2 isoladamente ou em associacdo com Fulvestrant (ICI, inibidor do
receptor de estrogeno), Actinomicina D (ACTD, inibidor da transcricdo génica),
Ciclohexamida (CHX, inibidor da sintese proteica) ou LY (inibidor da via PI3K). Os
inibidores também foram utilizados isoladamente. O RNAm foi extraido das células pelo
método de trizol e a expressdo de AREG foi analisada por gRT-PCR. O tratamento de ambas
as células com E2 induziu aumento do RNAmM 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 ndo foi observado a ligacdo do E2 com o ER para que houvesse o
aumento da expressdo do gene alvo. Nas células MDA-MB-231 o estr6geno aumentou o
RNAmM 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 expressdo de AREG em linhagens de células de cancer de mama de

maneira dependente e independente de ER.

Palavras-chave: Amphiregulin, Cancer de Mama, Estrogeno



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. mMRNA 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. REVISAO DE LITERATURA

O céncer de mama é uma das doencas mais prevalentes em mulheres no mundo e
representa um grande desafio para a saude publica. Os altos indices de casos e de Gbitos
por cancer de mama na populagdo feminina, somados aos elevados custos da assisténcia
levaram a necessidade de se tracar estratégias que favorecam o seu controle no futuro
[1]. De forma geral, as recomendacfes mais enfatizadas pela Organizacdo Mundial da
Saude para o aumento da sobrevida associada a esse tipo de cancer sdo relativas a
adocdo de politica que favoreca o diagnostico precoce, aliado ao tratamento adequado
em tempo habil [2].

Sabe-se que o estrogeno (E2) e o status hormonal da paciente sdo importantes para
a proliferacdo das células tumorais e para o tratamento do cancer de mama [3]. Além
disso, o E2 determina a proliferacdo e a manutencdo de células de carcinoma de mama
humano [4, 5]. Canceres de mama positivos para o receptor de estrégeno (ER) séo os
mais comuns [6]. O E2 é um hormdnio esteroide tradicionalmente envolvido com o
sexo feminino, que é principalmente sintetizado nos ovarios e nos testiculos, mas
também pode advir da aromatizacdo de androgenos nos tecidos periféricos. A delecéo
do gene dos ERs revelou a importancia do E2 para a funcdo e o desenvolvimento
normais dos érgdos no sexo feminino [7-9]. Tanto estudos in vivo quanto in vitro em
mamiferos sugerem que o E2 tem acgdes significativas na preservacdo da densidade
mineral 0ssea [10] e integridade do sistema arteriovenoso [11], assim como tambem
contribui para a funcéo cerebral [12] e modula a imunidade [13].

O E2 é o primeiro horménio requerido para o desenvolvimento ductal durante a
puberdade [14]. Foi demonstrado que o estrogeno facilita a proliferacdo epitelial e
morfogénese por um mecanismo paracrino [15]. Estudos utilizando camundongos
knockout para ER revelou que a sinalizagdo do ERa ¢ necessaria para o alongamento
ductal, que ocorre por meio da proliferacdo da extremidade terminal [16].

Vérios candidatos a fatores paracrinos tem sido sugeridos para regular a
proliferagdo e morfogénese induzida por horménio, incluindo o Wnt-4 (Wingless-type
4), o ativador do ligante do receptor de NFkB (RANKL), o horménio de crescimento e
o fator de crescimento semelhante a insulina Il [17]. No que diz respeito a agdo de E2,
no entanto, amphiregulin (Areg) parece ser o principal mediador parécrino de
morfogénese ductal [18].
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O E2 também é importante clinicamente, sendo comumente utilizado como
contraceptivos e na terapia de reposi¢cdo hormonal, prevenindo e tratando os sintomas
do climatério. Antagonistas do ER sdo usados no tratamento de cancer de mama
horménio-dependente e ocasionalmente no tratamento de adenocarcinoma de prostata
[19]. Terapia antiestrogénica tem sido utilizada com sucesso para prolongar a sobrevida
livre de doencga dos pacientes com cancer de mama ER positivo. No entanto, 50% dos
pacientes com tumores positivos para ER ndo respondem a tal terapia ou eventualmente
adquirirem resisténcia a terapia endocrina, resultando na progressdo do tumor e
mortalidade [20].

Os horménios, em geral, necessitam dos seus receptores para mediar suas agdes.
Os receptores hormonais nucleares (RN) séo proteinas regulatdrias que interagem com o
DNA em regibes especificas, modulando a transcricdo génica nas células-alvo [21]. A
familia dos RNs incluem os receptores para esteroides (entre eles o receptor de
estrégeno — ER), vitamina D, retindides, hormonios tireoideanos e prostaglandinas,
aléem de outros receptores denominados 6rfaos, que ndo possuem ligantes conhecidos
[22]. O estrogeno se liga ao ER para coordenar diversas funcdes bioldgicas, e o0 ER
possui localizacBes subcelulares distintas, incluindo o nicleo, a membrana celular e as
mitocondrias. O ER realiza ambas as funcdes nuclear (classica) e extranuclear (ndo
classica) com padrdes de expressdo génica diferentes [23].

Dois ERs distintos foram identificados em mamiferos, o0 ERa e o ERp,
codificados por diferentes genes [24-26]. O gene do ERa se localiza no cromossomo 6 e
0 gene do ERP no 14 [27]. A descoberta do clone do ER aumentou a complexidade da
sinalizacdo estrogénica. Ambas as isoformas de ER seguem a estrutura molecular
caracteristica da familia de RN, no qual incluem os trés dominios funcionais. As
isoformas mostram homologia em seu dominio de ligacdo ao DNA, porém existe
divergéncia na estrutura do dominio AF-1 (N-terminal) [28]. Ha diferentes transcritos
originados de splicing alternativo dos genes ERa. e do B, gerando proteinas de tamanhos
variados [29]. O ERa é o receptor predominante na maioria dos 6rgdos e o ERp é
expresso principalmente nos ovarios, na préstata, nos pulmdées e no hipotalamo [30, 31].
Tanto o ERa quanto o ERPB possuem afinidade similar ao 17pB-estradiol, porém com
diferentes papéis na regulacdo da expressao génica.

Os membros da familia de RN s&o fatores de transcricdo dependentes do ligante e
atuam por se acoplarem a sequéncias especificas do DNA, denominadas elementos
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responsivos ao hormonio (HRE). Os HRE geralmente estdo localizados na regido
promotora dos genes alvos, sdo especificos para cada receptor e possuem duas cépias de
um hexanucleotideo, que podem estar arranjadas em diferentes orientacdes, com
espacamento e sequéncias flanqueadoras diferentes. Os RNs ligam-se aos HREs de
diversas formas, podendo atuar como mondmeros, homodimeros ou heterodimeros [22,
32, 33].

Os receptores para os horménios esteroides formam uma subclasse da familia de
RNs [22, 34]. Na auséncia de ligante, os receptores dos esteroides glicocorticoide,
mineralocorticoide, androgénios, estrogénios e progesterona (PR) estdo associados em
um complexo com proteinas de choque térmico (HSPs) no citoplasma e, em alguns
casos, no nucleo da célula. A ligacdo induz a formacdo de homodimeros que se dirigem
ao nucleo, onde se ligam aos seus respectivos HREs, regulando a transcri¢do [33]. E
sabido que a transcricdo mediada pelos RNs é altamente complexa e envolve uma
magnitude de fatores co-reguladores e um cross-talk entre distintas vias de sinalizacao
[35]. De uma forma didatica, eles sdo divididos em co-ativadores, 0s quais permitem a
atividade dos receptores, e 0S co-repressores, 0s quais reprimem os efeitos mediados
pelos receptores [36, 37].

A via de acgdo classica (ou nuclear) € similar para a grande maioria dos RN, que
consiste na ligacdo do horménio com o seu receptor, atravées da homo ou
heterodimerizacdo, ligando-se aos respectivos HREs dos genes alvos, provocando
mudancas conformacionais na estrutura do receptor [38], favorecendo a dissocia¢do dos
co-repressores [39], sequida de interacdo com o0s co-ativadores [40]. Estes recrutam
outras proteinas, incluindo acetiltransferases, as quais alteram a estrutura da cromatina e
facilitam a transcricdo [41]. Além da via classica de ativacao transcricional descrita para
todos os RN, o ER também possui uma via de modulacdo da expressdo génica
alternativa, ligando-se a sequéncias reguladoras do DNA, tais como AP-1 (activator
protein 1) e SP1 (specificity protein 1) [42, 43]. Nessa situacdo, o0 ER é um fator de
transcricdo secundario, fazendo parte do complexo de determinado promotor especifico,
por meio do qual existe a interacdo com o fator transcricional que esté ligado ao DNA,
tal como c-jun ou c-fos, ou com outro co-ativador. Dessa forma, o ER possui em si a
funcdo de co-ativador por ser capaz de estabilizar o complexo do fator transcricional
ligado ao DNA ou por recrutar outros co-ativadores. A transcricdo de varios genes
importantes na transducdo de sinais de fatores de crescimento € regulada por essa via
[44-47]. As proteinas codificadas por esses genes incluem o receptor do fator de
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crescimento semelhante a insulina 1 (IGFR-1), ciclina D1, myc e o fator de apoptose
bcl-2. A importancia dessa via para o crescimento tumoral in vivo ainda ndo esta bem
estabelecida [48]. Estudo sugere que pode haver um papel importante na manutencao e
proliferacdo celular estr6geno-induzidas [49].

Novos locais de ligacdo do E2 foram identificados na membrana de células
endometriais, os quais induziram a formacdo de Adenosina Monofosfato Ciclico
(AMPc) [50]. Estudos posteriores também evidenciaram a presenca de ER fora do
nucleo celular, o qual medeia sinais rapidos originados da membrana ou do citoplasma
[29, 51, 52]. Essa agéo ndo classica (extranuclear) do ER ou membrane-initiated steroid
signaling (MISS) ocorre ap6s minutos da adicdo do E2 [29, 53-55]. Esses receptores
foram encontrados nos tecidos 0sseos, neural, uterino, gorduroso, nas células
endoteliais, células tumorais de mama e hipofise [56-58].

O hormoénio esteroide E2 tem sido descrito como o principal mitégeno e fator
etiologico de células epiteliais mamarias no desenvolvimento do cancer de mama
humano [59]. Ha evidéncias de que o E2 promove a proliferacdo celular das linhagens
de céncer de mama MCF-7 e T47 [60] e esta proliferacdo foi reprimida pela co-
administracao de ICI, antagonista do receptor de E2 [61].

Ha uma relagdo importante entre ERa, Areg, proliferacdo e cancer de mama. Areg
¢ um fator paracrino que ndao s6 medeia a elongacdo ductal, mas também pode
desempenhar um papel importante na auto-renovacdo e diferenciacdo de células
mamarias. A elucidacdo dos mecanismos moleculares que regulam a sinalizacdo da
Areg na glandula mamaria, incluindo a troca de eventos paracrinos mediados por E2
para uma via autdcrina, € necessario para o entendimento completo dos eventos
precoces na progressao do cancer da mama [62].

Amphiregulin atua em varios processos biologicos, incluindo a regeneragédo
nervosa, a implantacdo de blastocistos e a formacdo 6ssea, na formacdo do ducto
mamario, bem como no crescimento e ramificacdo de varios outros tecidos como o
pulmdo, rim e prostata. Estudos clinicos também sugerem que amphiregulin também
desempenha um papel importante na progressdo do cancer da mama humano e a sua
expressdo aumentada tem sido associada com doenca agressiva. Portanto, amphiregulin
pode ser um alvo novo e eficaz para o tratamento do cancer da mama e poderia
representar um alvo alternativo para o EGFR [63].

Independentemente da influéncia hormonal, existem trabalhos mostrando a

expressdo 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 imunohistoquimica
para AREG, observa-se maior positividade em tumores de mama invasivos, comparados
com as lesdes in situ [67, 69-71]. Dessa forma o AREG parece ser um gene importante
para a modulacdo do E2 em células de cancer de mama MCF-7 pela via ndo classica.

Estudos tem destacado o papel funcional de AREG em varios aspectos
relacionados a tumorigénese, incluindo a auto-suficiéncia na geracdo de sinais de
crescimento, potencial replicativo ilimitado, invasdo tecidual e metastase, angiogénese e
resisténcia a apoptose. A atividade oncogénica da AREG ja foi descrita nas doencas
malignas epiteliais humanas mais comuns, tais como o pulmdo, mama, colorretal,
carcinoma do ovario e da prostata, bem como em alguns canceres hematologicos e
mesenquimais. Além disso, AREG também esta envolvido na resisténcia a diversos
tratamentos contra o cancer [72]. Nos estudos in vitro realizados em linhagens celulares
de tumores tratados com Areg ou com RNAs de interferéncia especificos (sSiRNASs) para
silenciar a expressdo génica de AREG mostraram que a Areg desempenha um papel
importante na proliferacéo e sobrevivéncia de células transformadas [73].

O potencial papel da amphiregulin no cancer de mama foi destacado pela
constatacdo de que a frequéncia e 0s niveis de expressdo da proteina areg sdo
geralmente mais elevadas em carcinomas da mama invasivos do que em carcinoma
ductal in situ ou normal, ndo envolvido com o epitélio mamario [71]. Além disso,
amphiregulin é expresso no epitélio do tumor, mas ndo nas células estromais ou células
inflamatdrias e a expressdo € mais comum nos linfonodos positivos [74]. Tambem
existe uma correlacdo entre a expressao da proteina areg e agressividade em linhagens
celulares de cancer de mama e a supressao da expressao de areg em células de cancer da
mama diminui a formacdo de tumores in vivo [75, 76]. Também foi demonstrado o
envolvimento da perda de funcdo da proteina supressora tumoral BRCA 1, proteina essa
responsavel pela alta porcentagem de canceres de mama familiar e esporadicos, e
regulacdo aumentada de AREG [77].

AREG também participa na manutencdo das propriedades oncogénicas e
metastaticas de células cancerosas, bem como a sua resisténcia a quimioterapia [78]. O
papel de AREG no desenvolvimento e progressdo do cancer é também fundamentado
pelos dados clinicos que mostram que a AREG pode servir como um marcador
progndstico e/ou preditivo [79, 80]. Duas décadas de investigacdes basicas e clinicas
identificaram Areg como uma das poucas proteinas para entrar na clinica oncoldgica,

tanto como um potencial alvo terapéutico para o tratamento do cancer, como um
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biomarcador preditivo e prognostico valioso. Areg vai certamente servir como um
marcador de rotina em oncologia, uma vez que a avaliagdo precisa do subtipo
histolégico, heranga genética e as caracteristicas moleculares do tumor s&o
cuidadosamente definidas, permitindo o tratamento personalizado adequado para cada
paciente com cancer [72].

O E2 induz a expressdo de amphiregulin via ER e necessita de Areg para induzir a
proliferacdo do epitélio mamario [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 esta localizado no cromossomo 4qg13-g21 e sua
proteina € membro da familia dos fatores de crescimento epidermais (EGF). E sabido
que o E2 regula os ligantes da familia EGFR [82].

Amphiregulin € inicialmente sintetizado como um precursor transmembrana de
252 aminoacidos que € subsequentemente clivado proteoliticamente no dominio N-
terminal para se obter um peptideo maduro de 78-84 aminoacidos. Varias isoformas
diferentes da proteina solivel ou na superficie celular podem ser formadas como
resultado de modificacdes pos-traducionais. Algumas destas formas sollveis de Areg
demonstraram possuir atividade biologica, embora ndo se sabe se todas estas isoformas
partilham esta caracteristica [83].

Amphiregulin é evolutivamente e estruturalmente relacionada com EGF e TGF-a:
0 segmento de 40 aminoécidos do C-terminal da proteina humana (residuos 44-84) tem
38% e 32% de identidade de sequéncia com o EGF humano e TGF-a, respectivamente
[82]. A regido N-terminal contém um chamado dominio EGF, que é compartilhado por
outros membros da familia EGF e consiste de seis cisteinas conservadas espacialmente
e varios outros residuos semiconservados. A formacdo de pontes dissulfeto pelas
cisteinas resulta na geracdo de uma estrutura tri-anelada. O dominio N-terminal também
contém duas potenciais sequéncias alvo nuclear (residuos 26-29 e 40-43) [84].

A Areg foi detectada tanto no nucleo como no citoplasma, tanto in vitro, como in
vivo [85]. Assim como outros membros da familia de ligantes de EGF, Areg medeia a
sua acdo ligando-se e, consequentemente, ativando 0 seu respectivo receptor na
superficie 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 heterodimerizagao do receptor [86-88].
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Ao contrario dos outros ligantes de EGFR, AREG é regulada na glandula maméria
durante o alongamento ductal, tornando este fator de crescimento um provavel mediador
da proliferacdo epitelial. Além disso, o0 crescimento ductal é severamente prejudicado
em camundongos AREG-/-, semelhante ao fenotipo exibido pelas glandulas mamarias
ERa nulas. Foi demonstrado recentemente que os niveis de RNAmM de AREG estdo
aumentados em resposta a estrogénios na glandula mamaria pubere e que este aumento
¢ mediado por ERa [18]. O receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) e 0 seu
ligante amphiregulin estdo expressos no cancer da mama [89].

Os membros da familia 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 mondmeros inativos na superficie da célula com um
dominio extracelular de ligacdo, um unico dominio transmembrana hidrofobico e um
dominio de tirosina-quinase citoplasmatica [91]. A ligacdo a estes receptores provoca
uma mudanca conformacional que permite que a homodimerizacdo ou
heterodimerizacdo com outro receptor através do seu circuito de dimerizacdo. 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-a) e
amphiregulin.

Anélise de citometria de fluxo mostrou que o EGFR permaneceu sobre a
superficie celular apds a estimulagdo com AREG, mas foi rapidamente internalizado
apos a estimulacdo com EGF [89]. Células MCF10A cultivadas na presenca de EGF
exibiram EGFR predominantemente intracelular, com localizacdo ponteada. Em
contraste, as células SUM149 e MCF10A que cresceram na presenca de AREG
expressaram EGFR predominantemente na membrana e nas juncdes celulares. Isso
indica que AREG altera a internalizacdo e degradacdo de EGFR em uma via que
favorece acumulacdo de EGFR na superficie da célula e, por fim, leva a alteracGes na
sinalizacdo de EGFR [89]. AREG pode também ser regulada por EGFR por si s6 e a
ativacdo do EGFR leva a expressdo de AREG em varios tipos celulares [67, 92]. No
entanto, a via especifica que conduz da ativagdo do EGFR para a transcricdo do AR
ainda ndo foi elucidada.

Pouco se sabe sobre as vias de sinalizacdo intracelular desencadeada pela
atividade de Amphiregulin a jusante da ativacdo da familia do receptor de EGF.
Algumas evidéncias sugerem a ativacdo das vias RAS/MAPK e PI3-K/Akt por
amphiregulin. Por exemplo, foi demonstrado que AREG tem um potente efeito
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mitogénico em células de musculo liso vascular através da ativagdo de PI3-K/AKkt,
p42/p44-MAPK e a via de p38 MAPK, enquanto que ele pode estimular fortemente a
fosforilacdo de Akt e p42 / p44-MAPK de uma forma dependente do EGFR em
osteoblastos ap06s estimulacdo do hormdnio da paratireoide [93, 94]. Foi demonstrado
que AREG ligado a EGFR pode ativar Akt, JINK e Erk [95-97].

Sabe-se que o promotor de AREG contem um elemento responsivo ao CAMP
(CRE) e varios autores tem demonstrado que a sua expressao é regulada por CAMP [94,
98-100]. Em células de cancer de pancreas, a formacdo do heterodimero mediada por
HER3 foi relatado como estando envolvido na aquisicdo de comportamento agressivo
destas celulas via sinalizagdo de fosfatidilinositol 3-quinase (P13K)/Akt [101].

O uso do fulvestrant, um inibidor do receptor de estrogeno, hiperregula HB-EGF
(Heparin-binding EGF-like growth factor) para ativar a sinalizacdo do EGFR. O
aumento da expressdo de HB-EGF foi mediada pela expressdo de ER, sugerindo um
papel especifico para o fulvestrant na regulacdo da transcricdo mediada por ER de
ligantes da familia EGF. O inibidor de ER induz a ativacdo de membros da familia
EGFR e a sinalizacdo da MAPK, e a fosforilacdo de ER foi diminuida quando ER foi
pouco expresso pelo fulvestrant. Em tratamento a curto prazo (10 minutos), o
fulvestrant ndo induziu a ativacdo do receptor EGFR, engquanto que a exposicao
prolongada (24-48 h) resultou em fosforilacdo de EGFR, HER2, HER3. N&o foram
observadas mudancas significativas no nivel pAKT, o que sugere que a via de
sinalizacdo PI13K ndo foi induzida por fulvestrant. Porém, os niveis de RNAmM de AREG
e PR foram substancialmente reduzidos 48 h apds o tratamento com fulvestrant [102].

A via das Proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK) traduz uma ampla
variedade de sinais externos, levando a respostas celulares, incluindo proliferacéo,
diferenciacdo, inflamacéao e apoptose [103]. Vérios estudos tem demonstrado cross talk
entre a via da MAPK e ER. Por exemplo, ER ativa a via da MAPK por mecanismos ndo
classicos e a MAPKs pode mediar modificacbes pos-translacionais do ER e seus
correguladores, influenciando a atividade e a sensibilidade do ER em células de cancer
de mama ER+ na terapia enddcrina [104]. Recentemente foi demonstrado que AREG
regula a ativacdo de ERK e Akt através do receptor do fator de crescimento epidérmico
e HER3 [105], demonstrando a participacdo de AREG na ativacdo da via da MAPK.

Diante do exposto, faz-se necessario um maior entendimento da acdo do estrégeno
via ativagdo da amphiregulin no cancer de mama para que possa haver uma contribuicéo

com futuras alternativas aos tratamentos ja existentes. Para isso, 0 objetivo desse



19

trabalho foi determinar a via pela qual o estrogeno induz a expressdo génica de

amphiregulin em linhagens celulares de carcinoma de mama.
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Resumo

Introducéo

A importéancia do estrégeno no desenvolvimento do cancer de mama é bem estabelecido
na literatura. Apesar do uso de antagonistas de estrogeno para o tratamento de canceres
positivos para o receptor de estrogeno ser importante para a sobrevida de pacientes,
muitos pacientes ndo respondem adequadamente a esta terapia. Amphiregulin, um fator
de crescimento multifuncional que pode ser induzido por estrogeno, participa no
desenvolvimento da glandula mamaéria e é expresso tanto em tecidos normais como
cancerosos. Estudos sugerem que amphiregulin desempenha um papel importante na
progressdo do cancer da mama humano e a sua expressao tem sido associada com
agressividade da doenga.

Métodos

Para investigar o mecanismo pelo qual o estrégeno induz a expressao de amphiregulin,
celulas MCF-7 e MDA-MB-231 foram tratadas durante 10 e 30 minutos, 1 hora e 4
horas com Estrogeno, Fulvestrant (inibidor do receptor de estrégeno), Actinomicina D
(inibidor da transcricdo génica), Ciclohexamida (inibidor da sintese proteica) ou LY
(inibidor da via PI3K), isoladamente ou em associagdo. O RNAm foi extraido das

celulas pelo método de trizol e a expressdo de amphiregulin foi analisada por gRT-PCR.
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Resultados

O tratamento de ambas as células com estrogeno induziu um aumento do mRNA de
amphiregulin em todos os tempos analisados. Esse aumento foi parcialmente
dependente do receptor de estrogeno nas células MCF-7 nos tempos de 10 minutos, 1 e
4 horas. Em 30 minutos ndo foi observada a ligacdo do estrégeno com seu receptor. Nas
células MDA-MB-231 o estrogeno aumentou 0 RNAmM de amphiregulin
independentemente da ligacdo com o0 ER e esse efeito ocorre com a participacéo da via
PI3K.

Conclusao

O estrégeno induz a expressdo de amphiregulin em linhagens de células de cancer de
mama de maneira dependente e independente do receptor de estrogeno. Em células
positivas para este receptor, o tratamento rapido foi capaz de induzir a expressdo 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 expressdo génica de amphiregulin de maneira semelhante em todos os
tempos analisados, evidenciando-se uma via extranuclear de acdo, com ativacédo da via

de sinalizagéo PI3K.

Palavras-chave: Amphiregulin, Cancer de Mama, Estrogeno, PI3K

Introducéao

Sabe-se que o estrogeno (E2) e os niveis hormonais da paciente sdo importantes
para a proliferacdo das células tumorais e para o tratamento do cancer de mama [1].
Canceres de mama positivos para o receptor de estrégeno (ER) s@o os mais comuns [2]
e antagonistas do ER sdo usados no tratamento de céncer de mama hormonio-
dependente [3]. A terapia antiestrogénica mostra sucesso para prolongar a sobrevida
livre de doenca dos pacientes com cancer de mama ER positivo. No entanto, 50% dos
pacientes com tumores positivos para ER nédo respondem a tal terapia ou eventualmente
adquirirem resisténcia a terapia endocrina, resultando na progressdo do tumor e
mortalidade [4].
Hé& evidéncias de que o E2 promove a proliferagdo celular das linhagens de cancer

de mama MCF-7 e T47 [5] e esta proliferacdo é supressa pela co-administracdo de ICI,



31

antagonista do receptor de E2 [6]. O E2 induz a expressdo de AREG via ER e necessita
de Areg para induzir a proliferacdo do epitélio mamario [7]. A proteina Areg € membro
da familia dos fatores de crescimento epidermais (EGF) e é sabido que o E2 regula os
ligantes da familia EGFR. A Areg possui um papel central no desenvolvimento da
glandula mamaria e morfogénese de 6rgaos e é expresso tanto em tecidos normais como
neoplasicos [8]. Portanto, a elucidagdo dos mecanismos moleculares que regulam a
sinalizacdo da Areg na glandula mamaria € necessaria para um maior entendimento dos
eventos na progressao do cancer da mama [9].

Independentemente da influéncia hormonal, trabalhos demonstram a expressao
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
varios aspectos relacionados a tumorigénese, incluindo a auto-suficiéncia na geracéo de
sinais de crescimento, potencial replicativo ilimitado, invasdo tecidual e metastase,
angiogénese e resisténcia a apoptose. Além disso, AREG também participa na
manutencdo das propriedades oncogénicas e metastaticas de células cancerosas e esta
envolvida na resisténcia a diversos tratamentos contra o cancer [8], bem como a sua
resisténcia a quimioterapia [17]. Portanto, amphiregulin pode ser um alvo novo e eficaz
para o tratamento do cancer da mama e poderia representar um alvo alternativo para o
EGFR [18].0 papel de AREG no desenvolvimento e progressdo do cancer € também
suportado por dados clinicos que mostram que a AREG pode servir como marcador
prognostico e/ou preditivo [19,20].

Existe uma correlacdo entre a expressdo da proteina areg e agressividade em
linhagens celulares de cancer de mama e a supressao da expressdo de areg diminui a
formacéo de tumores in vivo [21,22]. O potencial papel da amphiregulin no cancer de
mama também foi destacado pela constatacdo de que a frequéncia e os niveis de
expressao da proteina areg sdo 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 interferéncia
especificos (siRNAS), para silenciar a expressdo génica de AREG, mostraram um papel
importante na proliferagdo e sobrevivéncia das células transformadas [24]. Quando
realizada a técnica de imunohistoquimica 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 funcdo da proteina
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supressora tumoral BRCA 1, proteina essa responsavel pela alta porcentagem de
canceres de mama familiar e esporédicos, e regulacdo aumentada de AREG [25].

Duas décadas de investigacOes basicas e clinicas identificaram Areg como uma
das poucas proteinas para entrar na clinica oncoldgica, tanto como um potencial alvo
terapéutico para o tratamento do cancer, como um biomarcador preditivo e prognostico
valioso. Areg vai provavelmente servir como um marcador de rotina em oncologia, uma
vez que a avaliacdo precisa do subtipo histoldgico, heranca genética e as caracteristicas
moleculares do tumor sdo cuidadosamente definidas, permitindo o tratamento
personalizado adequado para cada paciente com cancer [8].

Pouco se sabe sobre as vias de sinalizagdo intracelular desencadeada pela
atividade de Amphiregulin downstream da ativacdo da familia do receptor de EGF.
Algumas evidéncias sugerem a ativacdo das vias RAS/MAPK e PI3-K/Akt por
amphiregulin  [26,27,28,29,30]. Diante do exposto, faz-se necessario um maior
entendimento da acdo do estrogeno via ativacdo da amphiregulin no cancer de mama
para que possa haver uma contribuicdo com futuras alternativas aos tratamentos ja
existentes. Para isso, 0 objetivo desse trabalho foi determinar a via pela qual o estrégeno
induz a expressao génica de amphiregulin em linhagens celulares de carcinoma de

mama.

Materiais e Métodos

Reagentes

Meio de cultura RPMI 1640, soro fetal bovino (FBS) e solucdo de antibidtico -
100X foram adquiridos da Gibco BRL (Grand Island, NY, EUA). Actinomicina D
(ACT D); ciclohexamida (CHX), Fulvestrant (ICI 182,780), triiodotironina (T3),
LY294002 (LY), dimetilsulfoxido (DMSO), hidroxido de sédio (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 ndo ER, respectivamente,
foram cultivadas em meio RPMI 1640, pH 7,4, suplementado com NaHCO3 (1,2 9/ L),
Hepes (10 nM) e 10 % de FBS, e mantidas a 37 °C em 5% de CO,. Antes de iniciar 0s

tratamentos, 0 meio de cultura foi substituido 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. Ap6s incubacdo por 18 horas, as células foram tratadas com E2 (107M)
durante 10 e 30 minutos, 1 e 4 horas, na auséncia ou presenca dos inibidores ICI (1
uM), ACTD (5,0 pg / ml), CHX (50 uM) ou LY?294002 (50 uM). O grupo controle (C)
ndo 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 Comité de Etica em Pesquisa (n® CEP 3367-2009-
C).

Analise da Expressdo Génica

O RNA total foi extraido a partir de células MCF- 7 e de células MDA-MB-231
pelo método de Trizol (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil), de acordo com as instruc@es do
fabricante. O kit High Capacity cDNA de transcricdo reversa para qRT-PCR®
(Applied, Life Technologies) foi utilizado para a sintese de 20 ul de DNA
complementar (cDNA) a partir de 1000 ng de RNA total. Os niveis de AREG (Hs
00950669 _m1, Applied Biosystems) foram determinados por gRT-PCR. As medicdes
quantitativas foram realizadas no sistema de deteccdo "Applied Biosystems StepOne
Plus" utilizando o kit comercial TagMan para qPCR (Applied Biosystems) de acordo
com as instrugOes do fabricante. As condi¢des de amplificagdo foram como se segue:
ativacdo da enzima a 50 °C durante 2 min, desnaturacdo a 95 °C durante 10 minutos, 0s
produtos de cDNA foram amplificadas durante 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C
durante 15s e a extensdo a 60 °C durante 1 min. Os experimentos foram realizados em
duplicata. A expressdo génica foi quantificada em relacdo aos valores do grupo C, apos
-AACt

normalizacdo por um controle interno, 0 GAPDH (Hs02758991 g1), pelo método

como descrito anteriormente.

Anélise estatistica
Para a analise estatistica foi utilizado ANOVA complementado com teste de
Tukey e adotado significancia minima de 5%. Os dados foram expressos em meédia e

desvio padrao.
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Resultados

Células de carcinoma de mama MCF-7 e MDA-MB-231 tratadas com E2
aumentaram significativamente a expressdo génica de AREG em todos os tempos de
tratamento (figura 1).
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Figura 1. Efeito do estrdgeno sobre a expressédo génica de RNAm de amphiregulin em células MCF-
7 e MDA-MB-231. As células foram tratadas com veiculo (C, Controle) ou Estrégeno (E2) durante 10
minutos (A), 30 minutos (B), 1 hora (C) e 4 horas (D). O RNAm total das células foi extraido pelo
método de Trizol e a andlise do RNAm de AREG foi realizada através de gRT-PCR. Os dados foram
expressos em média e desvio-padréo. Foi utilizado ANOVA complementado por teste de Tukey. * p<0,01
em relacdo ao controle.
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Para analisar a participacdo do ER na indugéo da expressdo génica de AREG por
E2, as células MCF-7 e foram tratadas com inibidor de ER (ICI). Também foram
utilizados inibidores de transcricdo (ACTD), de sintese proteica (CHX) e inibidor da via
PI3K (LY). A expressdo génica de AREG induzida por E2 ap6s 10 minutos de
tratamento foi parcialmente bloqueada por ICI (figura 2A). Esse efeito foi parcialmente
dependente da sintese de RNAm e totalmente dependente de sintese proteica prévia,
pois 0 uso de CHX blogueou totalmente o efeito do E2 sobre a expressdo de AREG. Em
relacdo a via PI3K, ndo houve diferenca estatisticamente significativa na expressao
génica 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 expressao génica de AREG foi muito semelhante a expressdo do gene induzido
por E2 (figura 2B). O uso do ACTD concomitantemente ao E2 blogueou parcialmente a
expressao génica de AREG, enquanto que o uso do CHX associado ao E2 bloqueou
totalmente a expressdo do gene alvo. Apds 30 minutos de tratamento, a associa¢cdo do
LY ao E2 ndo promoveu alteracdo significativa em relacdo aos niveis de expressao de
AREG nas células MCF-7 (figura 2B).

A partir de 1 hora de tratamento, o uso do ICI blogueou parcialmente a
expressdao de AREG induzida por E2 (figuras 2C e 2D). Além disso, em ambos os
tempos mais longos de tratamento (1 e 4 h) ndo houve inibicdo da expresséo do gene
alvo induzido por E2, quando este hormdnio foi associado ao ACTD. Entretanto,
conforme também observado nos tempos mais curtos (10 e 30 minutos), a associacao de
CHX com E2 bloqueou completamente a expressdo de AREG induzida por E2 ap6s 1 e
4 horas de tratamento (figuras 2C e 2D). Surpreendentemente, a acdo do E2 sobre a
expressdo génica de AREG foi inibida parcialmente quando utilizou-se
concomitantemente o LY (figuras 2C e 2D).

O uso dos inibidores isoladamente ndo mostrou diferenca estatisticamente
significativa na expressdo génica de AREG em relagcdo aos controles ndo tratados em
nenhum dos tempos estudados (dados ndo mostrados).
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Figura 2. Efeito do estrégeno sobre a inducdo de RNAmM de AREG via ER em células MCF-7.
Células MCF-7 foram tratadas com veiculo (C, Controle) ou Estrogeno (E2) isoladamente ou em
associacdo com Fulvestrant (ICI), Actinomicina D (ACTD), Ciclohexamida (CHX) ou LY (inibidor da
via P13K) durante 10 ou 30 minutos, 1 ou 4 horas. O RNAm total foi extraido das células pelo método de
trizol e a expressdo de AREG foi analisada por qRT-PCR. Dados expressos em média e desvio-padrao.
Foi utilizado ANOVA complementado por teste de Tukey. ? p<0,05, em relac&o ao controle (C); ® p<0,05,
em relacdo ao E2.

Buscando avaliar a importancia da participa¢do do ER no mecanismo de acdo do
E2 sobre a expressdo génica de AREG, utilizamos as células MDA-MB-231, que ndo
apresentam o ER. Estas células foram tratadas concomitantemente ao E2 com inibidor
de ER (ICI), inibidor de transcricdo (ACTD), inibidor de sintese 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 acdo do E2 na expressdo génica de AREG em células MDA-MB-231
(figura 3). Houve um aumento da expressdo de AREG em todos os tempos (figura 1B) e,

conforme esperado, o uso do inibidor de ER (ICI) associado ao E2 ndo induziu alteracédo
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significativa na expressdao do gene alvo, ja que as células MDA-MB-231 néo

apresentam tal receptor (ER-).
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Figura 3. Efeito do estrégeno sobre a expressdo génica de AREG em células MDA-MB-231. Células
MDA-MB-231 foram tratadas com veiculo (C, Controle) ou Estrdgeno (E2) isoladamente ou em
associagdo 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 extraido das células pelo método de
trizol e a expressdo de AREG foi analisada por gRT-PCR. Dados expressos em média e desvio-padrdo.
Foi utilizado ANOVA complementado por teste de Tukey. # p<0,05, em relacéo ao controle (C); ® p<0,05,

em relacdo ao E2.

O uso do ACTD associado ao E2 ndo inibiu 0 aumento da expressdo de AREG
induzido por E2 em nenhum dos tempos analisados. Também ndo foi observada
inibicdo 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
associacdo do LY ao E2 blogueou parcialmente a expressdo de AREG em todos 0s

tempos analisados (figura 3).
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Assim como nas células MCF-7, o uso dos inibidores isoladamente em células
MDA-MB-231 ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa na expressao génica

de AREG em relacdo aos controles ndo tratados (dados ndo mostrados).

Discussao

O tratamento de células de cancer de mama positivas (MCF-7, ER+) [31,32] ou
negativas (MDA-MB-231, ER-) [32] para 0 ER induziu a expressdo génica de AREG
independentemente da ligacdo do E2 com seu receptor. Ja foi demonstrado que o E2 é
capaz de induzir a expressdo de AREG [33], e esse aumento ocorre tanto nos niveis de
RNAm, como da proteina [34]. Dados da literatura confirmam a capacidade do E2 em
induzir a expressdo de AREG via ER [7,34], porém, em nosso trabalho foi possivel
observar que mesmo em células que ndo apresentam o receptor de estrogeno houve
aumento de AREG, sendo esse aumento superior nestas células ER- (em torno de 10
vezes) em relagdo as células que possuem o ER. Além disso, mesmo nas células
positivas para ER, quando este receptor foi inibido ndo houve um bloqueio completo da
expressao génica de AREG induzida por E2, demonstrando que, apesar de ser
importante para este efeito nas células MCF-7, a ligacdo do E2 com o ER n&o é o Unico
mecanismo existente para esse aumento de expressao. Estudos tém evidenciado que o
horménio estrogénio pode atuar por vias alternativas aquelas dependentes dos
receptores nucleares classicos [35,36,37,38,39].

Essa inducdo da expressdao génica 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 ndo induziu nenhuma mudanca significativa nos niveis de
expressao de AREG induzido por E2. 1sso mostra que o E2 mantém estavel o RNAm de
AREG presente antes do tratamento quando ha a inibicdo da transcricdo. Esse efeito
indica que essa expressao observada € independente da sintese prévia de RNAm, ja que
0o ACTD é um inibidor da sintese génica, e que essa expressdao de AREG também é
independente da sintese proteica prévia, pois 0 uso do CHX, um inibidor de sintese
proteica, ndo provocou mudancas significativas na expressao do gene alvo. Portanto, a
acao do E2 nas celulas MDA-MB-231 ocorre pela via ndo classica de sinalizacdo e de
maneira direta, ou seja, sem a necessidade de sintese proteica para que 0 hormonio

exerca seu efeito.
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Nas células MCF-7 (ER+), 0 aumento da expressao génica de AREG induzido
por E2 foi parcialmente bloqueado pelo uso concomitante do ICI em todos os tempos de
tratamento, com exce¢do do tempo de 30 minutos, tempo este que parece ser um
momento de transicdo na sinalizacdo celular nas condi¢cdes observadas. Dados da
literatura demonstram que o ER realiza ambas as funcdes: classica (nuclear) e nao
classica (extranuclear), com padrdes diferentes de expressdo génica [40]. O blogqueio
parcial observado no nosso trabalho sugere que o E2 age ndo somente pela ligagédo do
horménio com seu receptor (acdo classica), mas também através da via nao classica.
Portanto, em curto periodo de tempo (10 minutos), o estrogeno induziu a expressao
génica de AREG por, pelo menos, duas vias de sinalizacdo diferentes, sendo todas
diretas, pois dependem da sintese proteica prévia, como pode ser observado pela
inibicdo completa da expressdao de AREG pelo uso conjunto do CHX e E2. Estudos
recentes tém indicado que a rapida sinalizacdo extranuclear de ER em células de cancer
de mama promove reorganizacdo do citoesqueleto e migracdo celular [41]. J& foi
demonstrado que o ER pode agir também independentemente de acdo nuclear,
elucidando que o pool de receptores localizados na membrana plasmatica, e ndo o
receptor de esteroides nuclear, inicia uma via de sinalizacdo rapida [42].

Para ER, varios receptores foram descritos em células neurais, incluindo um que
estd presente no camundongo knockout ERo/ERP combinado (KO) [43,44]. Estas
proteinas ndo foram isoladas, de modo que a natureza destes receptores ndo € clara.
Uma proteina, GPR30, tem sido proposta como receptor de estrogénio (ER) [45,46].
GPR30 foi localizado na membrana plasmatica de células [45] ou no reticulo
endoplasmatico [46], onde tem sido relatado para mediar a sinaliza¢do via PI3K e de
calcio, e tem sido proposto para mediar a acdo do estrogénio como um receptor de
esteroides. Em algumas circunstancias, 0 GPR30 poderia contribuir para a sinalizagdo
rapida global de E2/ER na membrana plasmatica, como parte de um grande complexo
de sinalizacdo [47]. Muitos trabalhos tém sido publicados sobre esta proteina, com o
consenso que GPR30 colabora com ERa clédssico localizado na membrana e muitas
outras proteinas para efeito de transducdo de sinal em alguns tipos de células. No
entanto, ndo h& muitas evidéncias de que esta proteina age como um ER sozinha [48].
Além disso, estudos evidenciaram que E2 mostra minima ligacdo ao GPR30 e a
transducdo de sinal é bastante modesta [49]. Estudos em células de camundongos KO

ERo/ERP negativas ndo apresentaram resposta ao E2, apesar da presenca de GPR30.
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Assim, a maioria das fungdes bioldgicas ndo foi influenciada pela perda de funcédo de
GPR30.

Uma das vias induzida por E2 para a expressdao de AREG nas células MCF-7
tratadas por curto periodo ndo depende da expressdo génica prévia, ja que o uso do
inibidor de transcricdo (ACTD) inibiu parcialmente a expressdo de amphiregulin, mas
ndo totalmente. Dados da literatura demonstram que a sinalizagdo por receptores de
esteroides extranucleares tem sido cada vez mais mostrada, resultando em ambas as
aches transcricdo-dependente e independente [50]. E importante ressaltar que muitos
conceitos e caminhos descritos neste sistema de sinalizagdo esteroide independente de
transcricdo implicam em sistemas mais complexos, onde a sinalizacdo esteroide classica
e ndo classica ocorrem simultaneamente [50]. Respostas rapidas aos hormonios
esteroides sdo conhecidas ha 60 anos, mas a natureza dos receptores que medeiam estas
respostas sO foi identificada mais recentemente, como 0s grupos de receptores
localizados na membrana plasmatica [48]. Em adicéo aos receptores esteroides classicos
(REs) identificados em células alvo, novos candidatos de proteinas tém sido propostos
como REs em uma ampla variedade de modelos [40]. Assim, o sinal na membrana
plasmética das vérias células-alvo para a acdo do horménio esteroide compreende
variadas e multiplas proteinas, por vezes incluindo GPCRs (proteinas G acopladas a
receptores) tipicos, receptores do fator de crescimento e receptores classicos de
esteroides [40].

Nos tempos mais longos de tratamento (1 e 4 horas) ainda ha pelo menos duas
vias de sinalizacdo que sédo ativadas para que ocorra 0 aumento da expressdo de AREG,
ja que a inibicdo do ER ndo é suficiente para bloquear totalmente os efeitos do E2 sobre
a expressdo do gene alvo. Isso indica que o E2 continua agindo de duas formas, uma
com a ligacdo do ER e a outra independentemente desta ligagéo. Portanto, a partir de
uma hora de tratamento, o ER volta a ser importante para a expressdo génica de AREG
em células ER+. Dados da literatura evidenciam que o ICI possui a capacidade de
diminuir a fosforilagdo de ER, diminuindo, portanto, sua agéo [51]. Diferentemente de
outros farmacos que possuem como alvo o ER, o ICI age como um antagonista puro do
estrogeno em seus receptores intracelulares, sem apresentar qualquer efeito agonista
sobre esses receptores [52].

Varios estudos tem demonstrado cross talk entre a via da MAPK e ER, como por
exemplo, quando ER ativa a via da MAPK por mecanismos ndo classicos e a MAPK
pode mediar modificacbes pos-translacionais do ER e seus correguladores,
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influenciando a atividade e a sensibilidade do ER em células de cancer de mama ER+
na terapia endécrina [53]. Também estd bem documentada a existéncia de cross talk
entre 0 EGFR e ER de uma maneira bidirecional em células de cancer de mama via
funcbes nucleares e ndo nucleares de ER, de uma forma dependente ou independente de
E2 [54,55].

Uma das grandes diferencas entre os tempos mais curtos (10 e 30 minutos) e 0s
mais longos (1 e 4 horas) de tratamento com E2, é que contatos prolongados das células
MCF-7 com o E2 induzem vias de sinalizacdo que sao independentes de acdo nuclear,
pois o uso de ACTD ndo modifica os niveis de expressdo de AREG.

Outra diferenca encontrada foi que, a partir de 1 hora de tratamento, a via PI3K
torna-se necessaria para uma parcela da expressdo génica de AREG, pois o tratamento
de células MCF-7 com LY associado ao E2 diminui a expressdo atingida pelo horménio
E2, embora ainda mantenha seus niveis elevados em relacdo ao controle. Entretanto,
esta ndo € a Unica via de ativacao que leva a expressdo do gene alvo, ja que o uso do LY
ndo bloqueou totalmente a expressao de AREG. Sua ativacdo observada somente a partir
de 1 hora pode ser explicada pela complexa cascata de sinalizacdo que a via PI3K
dispara ao ser acionada pelo hormdnio estrogénio, podendo ativar tanto a cascata de
sinalizacdo por PI3K/AKT como PI3K/JNK, ou ainda depender da interagdo com outras
vias de sinalizacdo, como a propria MAPK/MEK ou receptores de fatores de
crescimento [56], no entanto a sinalizagdo por MAPK através do E2 ja foi demonstrada
a partir de 5 minutos de tratamento [57], inclusive com aumento de expressdo génica em
apenas 15 minutos [58]. Também ja foi demonstrado na literatura que AREG regula a
ativacdo de ERK e Akt através do receptor do fator de crescimento epidérmico e HER3
em células de cancer de pancreas [59], demonstrando a participacdo de AREG na
ativagdo da via da MAPK. Além disso, foi demonstrado que o E2 induz a atividade da
phosphatadyl-inositol-3 kinase (PI3K) em células de cancer de mama MCF-7 [60,61].

No céncer de mama, frequentemente ocorre aumento da expressao ou mutacéo
da familia do receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) e ER, que séo capazes
de ativar a via PI3K/Akt/mTOR, a qual estd associada clinicamente a canceres de pior
progndstico [62,63]. Também foi observada a formagdo de heterodimero mediada por
HERS3, e isso foi relatado como estando envolvido na aquisicdo de comportamento
agressivo de celulas de cancer de pancreas pela via de sinalizacdo do fosfatidilinositol
3-quinase (PI3K) / Akt [64].
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E bem estabelecida na literatura a importancia da AREG no cancer de mama.
Portanto, esclarecer os mecanismos envolvidos na invasdo e migracdo celular induzida
pela AREG é critico, ja que a sinalizacdo desregulada desse gene pode desempenhar um

papel essencial na progressdo do cancer [18].

Conclustes

O tratamento de linhagens de células tumorais mamarias com estrogeno € capaz
de induzir a expressdo de AREG em linhagens de células de cancer de mama de
maneira dependente e independente de ER. Essa inducdo de expressdo 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 estrégeno, o tratamento rapido com E2
foi capaz de induzir a expressdo de AREG pela via nuclear e extranuclear, enquanto que
em tratamentos mais longos (ap6s 1 hora), somente a via extranuclear foi evidenciada.
Também foi evidenciado que a via PI3K passa a ser ativada ap6s 1 hora de tratamento
com estrogeno.

Apesar da auséncia do ER nas células MDA-MB-231, o estrogeno também
induziu a expressdo de AREG nestas células. Essa inducdo ocorreu pelo mesmo
mecanismo em todos os tempos analisados, onde foi evidenciada uma via extranuclear
de acdo, com ativacdo da via de sinalizagéo PI3K.

Estudos posteriores sdo necessarios para elucidar melhor o mecanismo de agéo

ER-dependente e ER-independente do E2 na expressdo génica de AREG.
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2. CONCLUSOES

O tratamento de linhagens de células tumorais mamérias com estrogeno é capaz
de induzir a expressdo de AREG em linhagens de células de cancer de mama de
maneira dependente e independente de ER. Essa inducdo de expressdao 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 estrégeno, o tratamento rapido com E2
foi capaz de induzir a expressao de AREG pela via nuclear e extranuclear, enquanto que
em tratamentos mais longos (apds 1 hora), somente a via extranuclear foi evidenciada.
Também foi evidenciado que a via PI3K passa a ser ativada ap6s 1 hora de tratamento
com estrogeno.

Apesar da auséncia do ER nas células MDA-MB-231, o estrogeno também
induziu a expressdo de AREG nestas células. Essa inducdo ocorreu pelo mesmo
mecanismo em todos os tempos analisados, onde foi evidenciada uma via extranuclear
de acdo, com ativacao da via de sinalizagdo PI3K.

Estudos posteriores sdo necessarios para elucidar melhor o mecanismo de agéo

ER-dependente e ER-independente do E2 na expressao génica de AREG.



