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RESUMO

O céncer de mama € o tipo de neoplasia mais comum nas mulheres, em todo o mundo. Nos
ultimos anos, 0 conhecimento sobre o cancer de mama avancou muito e temos ciéncia do
carater multifatorial da fisiopatologia do céncer. Fatores moleculares e celulares maltiplos
estdo envolvidos em uma complexa estrutura de interagfes que traduz a dificuldade de
progredir tratamentos oncoldgicos efetivos. Um dos modelos tedricos para estudar maltiplas
interacdes € o modelo de Grafos, também conhecidos como Redes Complexas. Esse método é
capaz de criar figuras graficas ligando vértices (fatores) entre si, através de arestas
(interacOes). E realiza isso através de um modelo de matriz. Através desta metodologia,
conseguimos definir as complexas interacdes entre os fatores moleculares e celulares
envolvidos no microambiente tumoral do cancer de mama HER positivo com a posterior
manipulacdo de elementos da rede para determinar o impacto de cada fator. Atraves desta
andlise, objetivamos determinar potenciais alvos terapéuticos e possiveis mecanismos para
atuacdo no tratamento desta neoplasia. Uma revisao narrativa da literatura foi realizada na
busca de elementos para compor uma rede complexa e dela foram selecionados 37 elementos
moleculares e celulares. Estes fatores foram inseridos na criacdo de uma rede complexa, tendo
como ponto de inicio o vértice HER-2. O impacto de cada vértice na rede foi determinado
através do célculo do erro relativo. A rede foi manipulada através de uma analise com
knockout dos vértices para determinar aqueles potenciais alvos que poderiam influenciar a
rede. O teste de Wilcoxon foi utilizado para analisar a significancia estatistica de cada
knockout. Dentre os vértices cujos knockouts que mais causaram alteracdes na estrutura da
rede estavam MMP 2 e 9, CDK4/6, TWIST, VEGF e TGF-Beta. Ressaltamos o impacto do
knockout de metaloproteases de matriz MMP 2 e 9 na estrutura da rede, e o "downregulation™
causado no vértice HER-2, o vértice de inicio da rede complexa. Guardadas as devidas
ressalvas de um modelo experimental tedrico, o resultado obtido com este modelo de rede
complexa poderia predizer o desenvolvimento de novas terapéuticas oncologicas em um

futuro préximo do tratamento do cancer de mama HER-2 positivo.

Palavras chave: Céancer de mama. HER-2. Redes complexas.



ABSTRACT

Breast cancer is the most common type of neoplasm in women worldwide. In recent years,
knowledge about breast cancer has advanced significantly, and we are now aware of the
multifactorial nature of its pathophysiology. Multiple molecular and cellular factors are
involved in a complex network of interactions, reflecting the difficulty in advancing effective
oncological treatments. One theoretical model used to study these interactions is the Graph
Model, also known as Complex Networks. This method creates graphical representations that
connect vertices (factors) through edges (interactions), utilizing a matrix-based approach.
Using this methodology, we aimed to define the complex interactions between the molecular
and cellular factors involved in the tumor microenvironment of HER2-positive breast cancer,
followed by manipulating elements of the network to assess the impact of each factor.
Through this analysis, we sought to identify potential therapeutic targets and mechanisms for
cancer treatment. A narrative literature review was conducted to select elements for
constructing a complex network, resulting in 37 molecular and cellular factors. These factors
were incorporated into the network, with HER-2 as the starting vertex. The impact of each
vertex on the network was determined by calculating the relative error. The network was
manipulated by performing knockout analyses on the vertices to identify potential targets that
could influence the network. The Wilcoxon test was used to analyze the statistical
significance of each knockout. Among the vertices whose knockouts significantly altered the
network structure were MMP 2 and 9, CDK4/6, TWIST, VEGF, and TGF-Beta. We highlight
the impact of knocking out the matrix metalloproteinases MMP 2 and 9, which caused a
downregulation of the HER-2 vertex, the starting point of the complex network. Despite the
limitations of a theoretical experimental model, the results obtained from this complex
network model may predict the development of new oncological therapies for the treatment of

HER-2 positive breast cancer in the near future.

Keywords: Breast cancer. HER-2. Complex networks.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama representa a neoplasia mais comum no sexo feminino em todo o
mundo, totalizando 24.5% de todos os novos casos de cancer (Globocan, 2020). Segundo
dados do INCA (Instituto Nacional do Cancer) a estimativa de novos casos para o0 triénio
2023-2025 é de 73.610 no Brasil (INCA, 2022).

Hoje o cancer de mama é classificado em 4 subtipos moleculares, baseados na
expressao de receptores hormonais (RH) e de HER-2 (Human Epidermal Growth Factor 2). A
classificacdo molecular categoriza os tumores em 1) Receptores Hormonais Positivos RH (+)
/ HER-2 (-) e RH(+) / HER-2 (+), também chamados Luminais - 0s quais podem expressar
concomitante 0 HER-2; 2) HER-2 “puro” ou hiperexpresso RH(-) / HER-2 (+); 3) Triplo
Negativo RH (-) / HER-2 (-). A taxa de sobrevida em 05 anos cancer-especifica é de 95,5%
para o subtipo RH(+)/HER-2(-), seguido de 94,1% para o subtipo RH(+)/HER-2(+), 89,3%
para RH(-)/HER-2(+) e 83,1% para o subtipo RH(-)/HER-2(-) (Hwang,2019). Estas
diferencas sdo explicadas pela variacdo na fisiopatologia entre os subtipos desta neoplasia,
compreendidos como espectros diferentes de uma mesma doenca.

A maioria dos dbitos em pacientes com cancer de mama ocorre nas pacientes com
doenca no estadio clinico 1V, ou seja, metastatica (Amin, 2018). O processo de metastatizacdo
é um processo complexo, que envolve mecanismos a nivel celular, tecidual e sistémico. Para
dar origem a chamada metastase, a célula tumoral precisa passar por uma série de etapas e
adquirir habilidades que incluem perder a capacidade de diferenciacdo (tornar-se mais
indiferenciada), resistir a mecanismos de morte celular, adquirir capacidade de invaséo,
constituir uma unidade junto a células mesenquimais, escapar do sistema imune, adentrar a
corrente sanguinea sobrevivendo ao stress da circulacdo, aderir ao endotélio, invadir o tecido-
alvo e proliferar no sitio de implantacdo metastatico (Fares, 2020).

A patogénese do cancer é representada através de uma complexa associagdo de
maltiplos fatores, os quais interagem e interferem em maior ou menor grau entre si - 0S
chamados "hallmarks™ do cancer”, conforme demonstrado na figura 1 (Hanahan, 2022). Toda
neoplasia, necessita desenvolver algumas caracteristicas em conjunto, para poder crescer,
sobreviver e se disseminar. Dentre estas caracteristicas incluimos a capacidade de evadir-se de
fatores de supressdo de crescimento, reprogramacdo do seu metabolismo, o escape/fuga do
sistema imune, tendéncia a replicagao descontrolada e “imortalidade celular”, promocao de
inflamacdo e modelamento do microambiente para um cenario pré-tumorigénico, angiogénese

para a formacdo de neovasos e obtencdo de suprimentos, migracdo celular e invasdo de
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tecidos adjacentes e a distancias - o chamado processo de metastatizacdo e outros. Sendo
assim, atualmente ndo admite-se analisar a fisiopatologia e o tratamento do cancer sob uma
Otica unifatorial.

Figura 1. Caracteristicas fundamentais do Cancer (Hallmarks of Cancer)

« « )
Sustentacdo da Evasdo da supressdo do b"\Q
6, sinalizagdo proliferativa crescimento e\é\

Imortalidade

Resisténcia a morte -
replicativa

celular

Indugdo da Ativagdo da invasdo e
angiogénese metdstase

Fonte: Adaptado de HANAHAN, 2022.

Todo tumor, histologicamente corresponde a um complexo microambiente tumoral
composto pelas células cancerigenas e por células ndo-cancerigenas Essas interagem entre si
contribuindo para a progressdo da neoplasia. Dentre as células ndo-cancerigenas temos as
celulas imunes, os fibroblastos associadas ao cancer, células endoteliais, mastocitos,
adipdcitos, neutrofilos e outras (De Visser, 2023). As células tumorais recrutam as células
ndo-tumorais que irdo compor o microambiente e também as moldam para favorecer a
sustentabilidade da massa tumoral, atraves da comunicagdo celular. Seja através de uma
comunicagdo por contato, através de integrinas e caderinas, ou paracrina por meio de citocinas

e fatores de crescimento.

Intrinsecamente a célula tumoral também apresenta uma complexa maquinaria composta

de vérias cascatas enzimaticas iniciadas por gatilhos (receptores) disparados por estimulos



14

(ligantes) diferentes. Muitas destas moléculas (tanto receptores quanto ligantes) ja se tornaram
alvos terapéuticos no cancer de mama, e hoje compdem o arsenal terapéutico contra esta
doenca, incluindo o receptor de estrogénio e o receptor HER-2 (Osborne, 2005; Montemurro,
2013).

Até 15 % dos casos de cancer de mama apresentam superexpressao de HER-2 (KING,
1985). Este subtipo também é chamado de HER-2 positivo, e HER2 superexpresso. O
receptor HER-2 é um receptor transmembrana que pertence a familia de receptores de
crescimento epitelial, cuja sigla ¢ EGFR (do inglés, Epidermal Growth Factor Receptor).
Esses receptores ao serem ativados desencadeiam a maquinaria celular através de cascatas
moleculares como vias de crescimento, proliferacdo celular, angiogénese e muitos outros
(Swain, 2023). Um dos maiores avangos na oncologia ocorreu através dos resultados do
tratamento do cancer de mama atacando o alvo HER-2, primeiramente através do anticorpo
monoclonal anti HER-2 Trastuzumabe. Em 2001 tivemos o primeiro dado robusto de eficacia
com a demonstracdo de que a adicdo Trastuzumabe a quimioterapia aumentou a mediana de
sobrevida global das pacientes com céncer de mama metastatico, em aproximadamente 5
meses (Slamon, 2001). Ndo demorou para que estes resultados fossem replicados no cenario
adjuvante, possibilitando a cura de pacientes ap0s a cirurgia, com aumentos absolutos entre 8-
9% nas taxas de sobrevida livre de progresséo e sobrevida global em 5 anos (Piccart-Gebhart,
2005; Romond, 2005; Slamon, 2011). Seguiu-se a associa¢do do duplo bloqueio do receptor
HER-2 com a associacdo de Pertuzumabe a Trastuzumabe e a mudanca radical no progndstico
e curso desta doenca seguiu evoluindo. No cenario metastatico esta estratégia prolongou o
tempo de sobrevida mediano de 40,8 meses para 57,1 meses (Swain, 2015). No cenario
neoadjuvante, o duplo bloqueio com Trastuzumabe + Pertuzumabe + Docetaxel atingiu taxas
de resposta patoldgica completa de 39,3% versus 21,8% (braco controle com Trastuzumabe +
Docetaxel) (Shao, 2020).

O papel central do HER-2 na fisiopatologia deste subtipo de cancer de mama foi
comprovada pelo impacto que o bloqueio molecular causou nas taxas de resposta e o0 ganho de
sobrevida livre de progressdo e sobrevida global. Mas a fisiopatologia do cancer ndo depende
de apenas uma via. E o cancer consegue progredir através de outros mecanismos. No extremo
de variantes do cancer de mama, temos o subtipo triplo negativo e o subtipo luminal A, sendo
que tumores com HER2 superexpresso podem estar em varios pontos desta linha. Muitas
vezes expressando concomitantemente receptores hormonais de estrogénio e progesterona

além do HER2 superexpresso (Harbeck, 2019).
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No subtipo de cancer de mama RH(+)/HER (-) o advento dos inibidores de CDK (do
inglés, Cyclin Dependent Kinases) no subtipo luminal impactou de maneira significativa a
sobrevida das pacientes com cancer de mama receptor hormonal positivo (Johnston, 2019;
O’Shaughnessy, 2018; Rugo, 2019). Por esse motivo, a associacdo de inibidores de CDK ao
trastuzumabe na doenga HER-2 positiva foi testada, porém ndo demonstrou ganhos
significativos em comparacdo a quimioterapia padrdo associada ao trastuzumabe (Tolaney,
2020). Outros dados apontam que pacientes tratados com inibidores de CDK cujos tumores
possuiam HER-2 score 0 respondiam melhor, do que aqueles que expressavam HER-2 low
(score 1)(Sharaf, 2023; Zattarin, 2023).

Outro avango recente no tratamento do cancer de mama, desta vez no subtipo triplo
negativo, foi o emprego da Imunoterapia a base de inibidores de checkpoint imunolégico.
Este tratamento sagrou-se tanto no cenario neoadjuvante como metastatico para tumores
Triplo Negativos. Entretanto, no subtipo HER-2 positivo, a adi¢cdo da imunoterapia ndo trouxe
0s mesmos resultados satisfatorios ou estatisticamente significativos (Huober, 2022; Emens,
2020).

As respostas nao favoraveis observadas com imunoterapia, bloqueio hormonal e
inibidores de ciclina no cenario do cancer de mama com HER-2 superexpresso demonstram a
singularidade de cada tipo de cancer de mama. Seguindo esta linha de raciocinio, estudar a
fisiopatologia deste subtipo de cancer de mama dentro das complexas interagcdes entre 0s
demais fatores moleculares e celulares do microambiente tumoral € o caminho para novas
descobertas cientificas e desenvolvimento de novas drogas. Neste trabalho € descrita uma
revisao narrativa da literatura, a qual embasou a confeccdo de uma rede complexa. Incluindo
varios componentes da fisiopatologia tumoral, partindo do vértice HER-2, seguindo suas

interacdes a nivel molecular e celular dentro do microambiente tumoral.
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2 OBJETIVOS

e Usar a teoria dos grafos para estudar a relacdo e interacdo entre os fatores envolvidos

na fisiopatologia do cancer de mama com superexpressao de HER-2.

e Desenhar uma rede complexa ilustrando a complexidade da fisiopatologia do cancer

de mama.

e Auvaliar as caracteristicas da rede complexa, determinando o fluxo de entradas e saidas

de cada Vértice na rede.

e Avaliar o impacto do knockout de cada veértice na estrutura da rede, gerando hipoteses
sobre a magnitude da influéncia de cada fator e seu potencial como alvo terapéutico no

cancer de mama.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A rede complexa

Uma rede complexa € uma estrutura Unica que agrupa varios vértices e desenha
relacOes entre cada um destes através de arestas (Metz, 2007). Toda rede complexa seria um
grafo, que nada mais € do que uma abstracdo visual de varios elementos e as relacoes entre si.
As redes complexas existem na vida real em muitos cenarios e teorizam muitos campos. Por
exemplo, dentro de uma Secretaria de Estado existem varios funcionarios e servidores, 0s
quais se relacionam de maneiras diferentes, em intensidades diferentes, com colegas
diferentes e nem sempre com todos. Alguns podem se relacionar entre si diretamente ou
indiretamente por meio de outros. Esta complexa estrutura pode ser recriada através de um
grafo. Outro exemplo do cotidiano seria a rede de computadores mundial, a internet, com a
sua complexa interacdo de usuarios e sites. E por fim, dentro da biologia, a teoria de redes
complexas vem ganhando cada vez mais destaque na sua intersecdo com cendrios biolégicos
multifatoriais como a biologia celular e a fisiopatogénese.

Um grafo é a estrutura matematica que representa redes complexas (West, 1995). De
forma simplificada um grafo é estruturado por 02 elementos: vértices (também chamados
nodos) e arestas (linhas); onde os vértices representam os elementos que interagem e as linhas
representam estas interacdes, como exemplificado na figura 2 (BOCCALETT]I, 2006).

Figura 2. Exemplos de redes complexas, com as variantes ndo-direcionada, direcionada e

com pesos. a) Uma rede direta; b) Indireta ponderada; ¢) Grafo com N=7 e K=14 conexdes

(a) (b)

Fonte: Boccaletti, et al. Complex networks: Structure and dynamics. Physics Reports (2006),
424(4-5), 175-308.
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Desta forma, para desenvolver uma rede complexa, precisamos primeiramente definir
0s nos (vértices). Estes seriam os fatores entre os quais queremos verificar as interacdes. Em
seguida, devemos procurar estabelecer ou definir as conexdes existentes entre ndés. Quando
um no se relaciona com outro, esta relagcdo é representada na rede através de uma aresta. E

esta conexdo pode se dar de muitas formas. Basicamente existem 3 tipos de redes complexas.

1. Rede Aleatdria: Os pares de nos sdo conectados de uma maneira aleatoria, sem
nenhum padrdo ou regra especifica, gerando assim uma rede com conexdes de forma
imprevisivel. Proposto inicialmente por Erdds e Rény, arestas seriam inseridas
aleatoriamente entre um numero fixo de N vértices noés gerando assim grafos

aleatdrios (Barabasi, 1999).

2. Rede de Pequeno Mundo: Esta rede idealizada por Watts e Strogatz se inicia
conectando nos "vizinhos", que possuam uma proximidade entre si, para na sequéncia
conectar de forma aleatéria a outros nds (Watts, 1998). Esta rede possui como
caracteristica arestas curtas determinando interacdes faceis e rapidas entre os seus
vértices e a teoria por tras desta rede seria de que a distancia média entre dois vértices
quase nunca ultrapassa um pequeno nimero de vértices, com conexdes similares em

sua maioria e poucas aleatdrias em meio a rede (Buchanan, 2002).

3. Rede sem escala: sdo redes em que 0s novos nos tendem a se conectar aqueles gue ja
possuem mais conexdes. Isso gera redes com vértices tendendo a acumular mais

conexdes na rede do que outros, os chamados hubs (Barabasi, 1999).

As redes possuem propriedades em comum e podem resultar em uma analise
complexa envolvendo varias metricas. Mas abaixo cito algumas das principais

propriedades:

1. Transitividade ou Clusterizagdo: Quando o vértice A se conecta a B e o vértice B se
conecta a C, existe uma probabilidade maior de o veértice A também se conectar a C.
Isso gera uma tendéncia a agrupamentos em certos pontos da rede, também chamados
clusters (Scott, 2000).
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2. Grau: a Gradagdo de um Vvértice representa o nimero de arestas (conexdes) incidentes

sobre ele (Newman, 2003).

3. Resiliéncia: E a propriedade de um grafo manter sua estrutura mediante a remocao de
um Vvértice. Portanto a resiliéncia pode variar para mais ou para menos dependendo
dos outros fatores como a clusterizagdo, o nimero de vértices, de conexdes e 0 grau de
cada vértice (Albert, 2000).

Matematicamente uma rede complexa é definida como um conjunto de V nés, ou
vertices, e L ligacdes, ou arestas. A topologia das conexdes é representada pela matriz de
adjacéncia, ou conectividade, A = {aij}, onde i, j =1, 2,..., V, com elementos iguais a 1 se 0
no j esta conectado ao no i, e 0 caso contrério (figura 3).

Figura 3. Exemplo de interacdo entre vértices e representacdo matematica através de uma

matriz 4x4

O = - O
© = O =N
—_ O = -
o —- O Ol

®
WO N -

Fonte: o autor
Se as conex0es sdo direcionadas, entdo aij # aji, em geral. A rede complexa é
considerada uma rede fixa, com um numero constante de vértices e arestas. A rede também é
completa, ou seja, ndo ha vertices desconectados no grafico (Strogatz, 2001) . Existem varias
medidas para caracterizar a estrutura de uma rede complexa. Vamos focar na medida mais
simples, o grau. O grau caracteriza a propriedade de conectividade de um unico vértice em
uma rede complexa. Definimos duas medidas de grau para cada vértice: o grau de entrada,

kiin, € 0 grau de saida, ki out, respectivamente como:
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Essas medidas simplesmente contam o ndmero de conexdes de entrada (grau de
entrada) e de saida (grau de saida) de um vértice. Em uma rede conectada, k: # 0 para todos os
veértices. Os Vvértices na rede interagem dinamicamente através das conexdes dadas pela matriz
de adjacéncia. Para modelar essa dindmica, definimos uma caminhada aleatoria na rede. A
caminhada aleatdria € um processo estocastico em passos de tempo discretos, no qual um
caminhante segue um caminho definido pela topologia da rede. Em nosso modelo, os

caminhantes partem de um vértice fixo, e o processo é dado pelos seguintes passos:

1. Em um instante inicial de tempo t (discreto), um caminhante w inicialmente no vértice
i =1 da rede, muda sua posi¢do para um vertice j a medida que o tempo muda de t
parat + 1.

2. O caminhante muda sua posic¢éo aleatoriamente respeitando a direcionalidade das
arestas, ou seja, o0 caminhante pode mudar do vértice i para o vértice j se, e somente
se, aij = 1.

3. A medida que o tempo muda de t para t + 1, um novo caminhante é criado no vértice i
=1, e as posicdes de todos os caminhantes sdo atualizadas de acordo com 0s passos 1
e2.

O namero total de caminhantes na rede é N(t) = t e a concentracdo de caminhantes em

cada vértice em um instante de tempo t é dada pelo vetor

S(g; t) =(s1(t), s2(t)...., sv (t))

onde si(t) corresponde ao numero total de caminhantes no i-ésimo vértice no instante de

tempo t. Portanto, a densidade, ou fluxo, de caminhantes de cada vértice é
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£ =30

?
1
e o fluxo do vértice é definido como

f(g; t) =(f1(t), fa(t),..., fv (1)

Quanto maiores os valores de fi(t), mais o Vértice i estd sendo ativado, ou mais
informacdes estdo passando por esse agente. Como a rede estd conectada, o vetor de fluxo de
caminhantes, f, tende a uma distribuicdo estacionaria a medida que t — oo. Para entender
como as mudancas topologicas na rede influenciam o comportamento estatistico de f,
nocauteamos (KO) um vértice, ou seja, remové-lo da rede, resultando em um novo grafo g’, e

estudamos a quantidade
A =f(g;T)-f(g’T)

onde f(g'; T) corresponde ao vetor de fluxo na rede KO. Os elementos de Af podem ser
positivos ou negativos. Se positivos (negativos), isso significa que o KO aumenta (diminui) a
ativacdo do agente i. O erro relativo de cada vértice é definido como

Af;
— fi(g7 T)
Hi = |Afi|
fi(g"T)

it Af, >0,

it Af, <0.

Observe que dim(u) = dim(Af) =V — 1. A média do erro relativo € simplesmente
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onde iKO corresponde ao indice do vértice KO. Para obter numericamente o fluxo de
caminhantes, consideramos um tempo total de T = 10%, onde a cada passo de tempo um novo
caminhante ¢ criado, resultando em 10* caminhantes. Repetimos este procedimento L = 100

vezes e calculamos o vetor de fluxo médio como
_— 1 L
f(g;T,L)=— f(g:T).
(&:T.L)= 7 ; (e T)

Fatores moleculares e celulares (vértices da rede)

A revisdo bibliografica narrativa foi realizada partindo da busca por HER-2 e sua
implicacdo no cancer de mama. Para cada paragrafo da revisao a seguir, um dos vértices da
rede sera descrito, trazendo as referéncias quanto as suas funcdes e suas interacfes com 0s

demais vértices escolhidos.
1- HER-2 - Human Epidermal Growth Factor 2

O receptor HER2 é um receptor de membrana celular membro da familia de receptores
HER/ErbB, composta pelos quatro subtipos a seguir: HER1 (também chamado EGFR),
HER2, HER3 e HER4. S&o receptores transmembrana com um dominio extracelular e um
dominio intracelular com fungéo enzimatica de tirosino-quinase, responsavel por disparar uma
cascata intracelular mediante estimulo externo e ativagao do receptor (Van de Geer, 1994). Os
receptores HER existem como mondmeros, porém mediante o estimulo de ligantes no
dominio extracelular, estes receptores se juntam formando dimeros. Estes podem ser
homodimeros (quando formados pela ligacdo de receptores do mesmo subtipo HER1-HER1)
ou heterodimeros (quando formados pela ligacdo de receptores de subtipos diferentes, por
exemplo HER3 - HER2).

Diferentemente dos demais receptores da familia, o HER2 ndo possui ligantes
identificados sendo incapaz de formar homodimeros - exercendo sua funcdo através da
formagéo de heterodimeros com os demais subtipos (Tzahar, 1998). Apesar de néo ter ligantes
especificos e ndo formar homodimeros, 0 HER2 parece possuir a maior afinidade de ligagdo
dentre todos os receptores da familia HER, determinando assim uma maior influéncia sua na

sinalizacdo celular mediante a heterodimerizacdo (Tzahar, 1996). Heterodimeros tendem a
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transmitir sinalizagbes mais potentes que homodimeros, principalmente heterodimeros
contendo HER2. Isso ocorre devido ao HER2 possuir uma taxa menor de dissociagdo de
ligantes e também por sofrer um processo de endocitose mais lento que os demais receptores,
ficando desta forma mais tempo em atividade (Baulida, 1996; Alroy, 1997).

O receptor HER2 dispara Vérios sinais intracelulares por meio do seu dominio tirosino
quinase ao fosforilar residuos de tirosina levando a ativacdo de cascatas de sinalizacdo
moleculares por meios de multiplos ligantes. Dentre eles o proto-oncogene Src (Src), o
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K, do inglés Phosphoinositide 3-kinase), o receptor de
estrogénio (ER, do inglés Estrogen Receptor) e o Ativador do transdutor de sinal de
transcrigdo 3 (STATS3, do inglés Signal Transducer Activator of TRanscription 3) dentre
outros. De dados de estudos no campo da embriologia sabemos que a familia de receptores
HER é essencial para a replicacdo celular e proliferacdo tecidual, estando envolvida no
crescimento e formacdo de varios sistemas durante a organogénese e também na reparacao
tecidual (Chen, 2016).

Mas sabemos que existe uma linha muito ténue entre a realizacdo de todas estas
funcBes organicas/fisioldgicas e a carcinogénese. Muitos dos efeitos celulares e teciduais
induzidos pelo estimulo de EGFR - como a proliferacdo celular, estimulo a vascularizacéo,
modulacéo do estroma e interagcdo com células do sistema imune - sdo também caracteristicas
intrinsecas de uma neoplasia. E os receptores HER podem estar diretamente envolvidos na
carcinogénese ao estarem superexpressos ou com ganho de funcéo. Isso pode ocorrer de
varias formas, as quais incluem mutacGes no dominio de tirosino quinase do gene HER2 que
acarretam em hiperativacao ou superexpressao do receptor. Ou entdo através de mutacdes que
amplificam o DNA do HER-2, ocasionando maior sintese e expressdo deste receptor (Galore,
2023). Esta superexpressdo, ou ganho de fungdo, com implicacBes progndsticas e terapéuticas
estd presente ndo s6 no cancer de mama, mas também no cancer de estdmago, cancer de
pulmé&o e outros (Amisha, 2023).

A proteina HER-2 também apresenta uma interacdo particular com o receptor de
estrogénio, podendo ativar vias de sinalizacdo sobrepostas. Vias de sinalizagdo estas que se
cruzam, como a via PI3K /AKT e a via MAPK (mitogen-activated protein kinase) / ERK (
Extracellular-signal Regulated Kinase), promovendo a sobrevivéncia e proliferacdo celular. A
ativacdo de HER-2 pode levar a fosforilacdo do receptor de estrogénio, modulando sua
atividade e promovendo a transcricdo de genes dependentes de estrogénio. A ativacdo de

HER-2 também pode diretamente amplificar a sinalizacdo de ER, levando a um aumento na
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transcricdo de genes que promovem a progressao do ciclo celular (Massarweh, 2007 e Shou,
2004).

A interacdo entre 0 HER-2 e a interleucina-6 (IL-6) no contexto do cancer de mama é
um campo de estudo ativo, dado o papel dessas moléculas na proliferacao celular, inflamacao
e resisténcia ao tratamento. A superexpressao de HER-2 aumenta a producdo de IL-6, que por
sua vez ativa a via de sinalizagdo STAT3. Esta ativacdo promove caracteristicas de células-
tronco no cancer de mama, contribuindo para a tumorigénese e resisténcia ao tratamento
(Sansone, 2007).

Uma caracteristica essencial a qualquer bloco tumoral é sua capacidade de
invasividade e disseminagdo, o chamado processo de formacdo de metastases. Estudos tém
mostrado que a expressdo de N-caderina em células de carcinoma de mama estd
correlacionada com uma maior invasdo tumoral e motilidade celular. Especificamente, a N-
caderina promove a motilidade celular e a invasdo através da sinalizacdo mediada por HER-
2/HER-3 (Qian, 2014).

A ativacdo de HER-2 ndo atua apenas a nivel de cascatas de sinalizacdo da mesma via,
as chamadas "downstream regulated pathways". A capacidade de ativar vias paralelas também
é uma caracteristica intrinseca do céncer, e 0 HER-2 também pode interagir e estimular vias
ativadas por receptores paralelos como o Wnt (do inglés Wingless-related integration site). A
via do Wnt/B-catenina é fundamental para varios processos celulares, como o
desenvolvimento embrionario e a homeostase dos tecidos adultos. Em células cancerosas, a
ativacao autocrina da sinalizacdo Wnt leva a estabiliza¢do da f-catenina, que se acumula no
citoplasma e se transloca para o nucleo, promovendo a transcricdo de genes oncogénicos
(Choi, 2019).

A inflamacdo também € uma caracteristica essencial aos tumores em
progressdo/crescimento. E a CCL2 (Chemokine C-C Motif Ligand 2), uma quimiocina
inflamatoria, é frequentemente elevada em tumores de cancer de mama e esta associada ao
recrutamento de Macrofagos Associados ao Tumor (TAMs). Estes TAMs promovem a
angiogénese, o crescimento tumoral e a metastase. Estudos demonstraram que a sinalizagdo
de HER2 pode aumentar a expressdo de CCL2, criando um microambiente tumoral que
favorece a progressdo do cancer de mama através do recrutamento de células imunes e
promogcé&o da inflamacgéo tumoral (Triulzi, 2018).

Outra importante caracteristica que o HER-2 possui, como via inicial de sinalizacéo
pro-tumoral, é a capacidade de transformar vias anti-tumorais em pro-tumorais. Uma destas

vias afetadas pelo estimulo de HER-2 é o TGF-Beta (Transforming Growth Factor-beta). O



25

TGF-Beta pode ter fungdes distintas dependendo dos estimulos do microambiente tumoral.
Em fases precoces ele pode inibir a proliferacdo celular e bloquear o processo neoplasico,
enquanto que em fases mais tardias, quando um pool de células tumorais ja se formou ele
pode promover metastases através da transicdo epitélio-mesenquimal e migracdo celular
(Huang, 2018).

Apesar de ser uma proteina transmembrana, a nivel de integracdo interno-externo, o
HER-2 também consegue atuar na transcri¢cao de genes associados a tumorigénese. A proteina
TAZ (sigla do inglés para transcriptional coactivator with PDZ-binding motif) é um fator de
transcrigdo que regula genes envolvidos na proliferagdo celular, sobrevivéncia e invasdo; e
esta é diretamente estimulada pelo HER-2. A ativacdo do TAZ pelo HER-2 pode levar a
supressdo da apoptose, aumento da migracgdo e invasao celular, bem como resisténcia a terapia
direcionada contra 0 HER-2. Além disso, o0 TAZ também pode modular a expressdo do
préprio HER-2, criando um loop de retroalimentacdo positiva que amplifica os efeitos da
sinalizagdo do HER-2 no crescimento tumoral (Panciera, 2020). Outro modo de acéo sobre a
TAZ se da através da PI3K. Estudos indicam que a ativacdo da PI3K, especialmente através
de mutacdes como PIK3CA-H1047R, pode positivamente regular a atividade de TAZ,
promovendo a tumorigénese em células mamarias. A interacdo entre PI3K e TAZ foi
observada em diversos modelos experimentais, sugerindo que essa via pode ser um alvo
terapéutico promissor para o tratamento de canceres relacionados a hiperativacdo de PI3K
(Zhao, 2018).

A sinalizacdo HER2 também impacta na populacédo celular do microambiente tumoral.
A hiperexpressdo de HER-2 pode estimular a proliferacdo celular, incluindo a proliferacéo das
celulas-tronco tumorais, levando ao aumento do nimero de células-tronco no tumor. Com o
aumento do pool de células tronco, existe um estimulo a sobrevivéncia celular, incluindo a
sobrevivéncia das células-tronco tumorais, tornando esses clones mais resistentes a morte
celular programada (apoptose). Lembramos que células tronco tumorais também possuem
uma maior plasticidade, podendo derivar linhagens tumorais ou de células ndo tumorais
essenciais ao microambiente, como fibroblastos, adipécitos e células endoteliais (Korkaya,
2009).

A partir deste ponto iremos revisar cada vértice que foi incluido na rede a partir da

revisao narrativa, iniciada com o HER-2.

RAS (Rat Sarcoma Virus protein)
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A proteina RAS é uma proteina de "meio"”, uma proteina de transdugdo de sinais
intracelulares. Ela estd presente no citoplasma da maioria das células, incluindo as células
tumorais, e € responsavel por propagar os sinais transmitidos do meio ambiente através da
ativacdo dos receptores transmembrana (Figura 4). Dentre estes, os receptores da familia
EGFR, incluindo o HER-2. A proteina RAS é portanto uma importante via de sinalizagdo e
ativacdo de cascatas moleculares que irdo em ultima instancia regular a proliferacdo celular,
dentre outros processos intracelulares (Karnoub, 2008).

Figura 4. Via de sinalizacdo/cascata apés ativacdo do HER-2 com subsequente ativacdo do

RAS
Lg;te
HER-2
Dimerjzacao
e Autofqgforilacao
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d S .
Proliferacao Sobrevivéncia

. Celﬂar Celﬂar

Fonte: o autor

As proteinas RAS sdo sistemas binarios que encontram-se em duas formas, ativas
guando ligada a Guanosina trifosfato e inativas na forma ligada a Guanosina Difosfato. E este
estado molecular varia de acordo com o estimulo recebido (Bourne, 1990). Em células
normais a proteina RAS, apos estimulada, tende a em algum momento ser inativada e entrar
no estado de laténcia. No seu estado hiperativado, as proteinas do sistema RAS estimulam
outras proteinas importantes para a multiplicacdo celular, como RAF (rapidly accelerated
fibrosarcoma) quinase, PI3K (phosphoinositide-3 kinase), ERK (Extracellular signal-
regulated kinase) e outros (Mendoza, 2011).

Através da ativagdo de via da PI3K, o RAS pode ativar também indiretamente a
molécula mTOR(Mammalian Target of Rapamycin), uma serina/treonina quinase central que
regula o crescimento celular em resposta a nutrientes, fatores de crescimento e energia celular
(ROJAS, 2012 e CASTELLANO, 2011). E a ativagdo do RAS em ultima instancia também
impacta na regulacdo de CDK4/6 (Cyclin Dependent Kinases 4/6), enzimas "chave" na

progressao do ciclo celular e mitose. A ativacdo de RAS leva a indugdo da expressdo de
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ciclina D através da via MAPK-ERK. Ciclina D se liga e ativa CDK4/6, formando complexos
que fosforilam a proteina do retinoblastoma (Rb, do inglés Retinoblastoma Protein). A
fosforilacdo de Rb libera o fator de transcricdo E2F, permitindo a transcricdo de genes
necessarios para a progressdo da fase G1 para a fase S do ciclo celular (Ewen, 2000 and
Marshall, 1999).

PI3K (Phosphoinositide 3-kinase)

A fosfatidilinositol 3-quinase é uma proteina com fungdo enzimatica envolvida na
sinalizacdo celular, desempenhando papéis cruciais em diversos processos bioldgicos,
incluindo crescimento celular, sobrevivéncia, metabolismo e mobilidade celular. As PI3Ks
sdo ativadas por varias moléculas de sinalizacdo, como receptores de tirosina quinase (como
por exemplo o0 HER-2), receptores acoplados a proteina G e receptores de antigeno em células
imunolégicas (Fruman, 2017). Quando ativada por receptores de tirosina quinase ou
receptores acoplados a proteina G, a PI3K catalisa a fosforilagdo do fosfatidilinositol (4,5)-
bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3). O PIP3 serve como um
segundo mensageiro que recruta proteinas contendo dominios PH (pleckstrin homology),
incluindo a proteina quinase B. E esta por sua vez ativa a mTOR (Mammalian Target of
Rapamycin), proteina essencial na traducdo de mRNA e sintese protéica (Saxton, 2017).

A via PI3K influencia indiretamente a via Wnt por meio da ativacdo da via AKT.
AKT leva a inativagdo de GSK-3f, um componente crucial do complexo de degradago da f-
catenina. A [B-catenina acumulada em maior quantidade entdo se transloca para o ndcleo e
ativa a transcricdo de genes Wnt-alvo (Liu, 2002). Esta sinaliza¢do cruzada pode promover a
proliferacdo e sobrevivéncia das células tumorais.

A via PI3K/AKT também estimula a mitose e progressao do ciclo celular por meio de
CDKA4/6, através da produgéo de ciclinas. A AKT derivada da via PI3K leva a inativagédo de
proteinas inibidoras de CDK (CKIs), como p21 e p27, através de fosforilagdo, promovendo
sua exclusdo do nacleo e degradacdo citoplasmatica. E esta reducdo dos niveis de CKIs
permite uma maior atividade dos complexos CDK4/6-Ciclina D (Musgrove, 2006).

A via da PI3K também € uma via muito acionada nas outras populac@es de células do
microambiente tumoral. Os macrofagos associados ao cancer tém sua via de PI3K estimulada
pelo fator estimulador de col6nias de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF) e outras citocinas
(Solinas, 2017). Além da ativacdo da proliferagdo, ocorre uma polarizacdo dos macrofagos

para um fendtipo que suporta o crescimento tumoral, o chamado fendtipo M2 (Vergadi,
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2017). Outra populacdo para a qual a via do PI3K sinaliza sobrevivéncia, crescimento e
degranulacdo sdo os mastacitos. E especificamente na populagdo de mastdcitos intratumorais,
a degranulacdo (processo no qual liberam mediadores inflamatdrios) promove a progressao
tumoral ao aumentar a angiogénese e remodelar o microambiente para favorecer o
crescimento do tumor (Fukao, 2003). Uma outra célula com papel central no microambiente
tumoral sdo os adipdcitos, e a hiperativagdo da via PI3K nestas células leva ao aumento da
lipolise, que fornece &cidos graxos livres para células tumorais, suportando assim o

crescimento e a proliferacdo do tumor (Koudouros, 2020).

Src - proto-oncogene Src

O proto-oncogene Src € um gene que codifica uma proteina tirosina quinase chamada
Src. Esta proteina desempenha um papel importante na regulacdo do crescimento celular,
proliferacdo e diferenciacdo. Src é um exemplo classico de um oncogene, um gene que,
guando mutado ou expresso em niveis elevados, pode contribuir para o desenvolvimento de
cancer (Lieu, 2010). Ele esta ligado a co-estimulacdo de muitas outras vias celulares como a
via do RAS, com a qual desempenha um loop de feedback. A proteina Src, uma tirosina
quinase ndo receptora, pode ser ativada por diversos estimulos extracelulares, como fatores de
crescimento, e atua upstream (uma etapa acima na cascata de sinalizacdo) da familia RAS,
especialmente da isoforma RAS-GRF1. E esta por sua vez, ativa diversas vias de sinalizacéo,
incluindo a via MAPK, que culmina na regulacdo da expressdo génica e na progressdo do
ciclo celular (Frame, 2002). Outra molécula diretamente estimulada pelo proteina Src é a
PI3K e estudos tém demonstrado que a regulacdo do PI3K por Src é complexa e
multifacetada, envolvendo interacbes diretas entre as duas proteinas, bem como modulacdo
indireta através de outras proteinas de sinalizacdo (Wheeler, 2009). Outra molécula central na
maquinaria celular envolvida na tumorigénese € o STAT3 (signal transducer and activator of
transcription 3), e esta também pode ser ativada diretamente pela Src por meio de fosforilacdo
em residuos especificos, levando a sua translocacdo para o nucleo e ativacdo de genes-alvo.
Além disso, Src também pode modular indiretamente a atividade de STAT3 por meio de
outras vias de sinalizagdo, como a via JAK/STAT (Yu, 2004).

Src pode estimular a expressédo e secrecdo de VEGF por varias células, incluindo as
células tumorais e células endoteliais, através de diferentes vias de sinalizagdo intracelular.

Src também pode modular a sinalizacdo do receptor de VEGF (VEGFR), potencializando
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assim os efeitos angiogénicos do VEGF, conforme demonstrado em modelos animais
(Summy, 2005).

ERK - Extracellular signal-Regulated Kinase

A proteina ERK é uma enzima quinase que desempenha um papel fundamental na
transducdo de sinais intracelulares em resposta a estimulos extracelulares, como fatores de
crescimento, hormonios e estresse celular. Uma vez ativada, a ERK é translocada para o
nacleo da célula, onde pode fosforilar uma variedade de proteinas-alvo, incluindo fatores de
transcricdo, regulando assim a expressdo génica e influenciando uma ampla gama de
processos celulares, como proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia celular e resposta a
estresse (Roskoski, 2012). A influéncia da via de sinalizacdo ERK (Extracellular signal-
Regulated Kinase) sobre a via mTOR tem sido amplamente estudada em diversos contextos
bioldgicos, incluindo crescimento celular, sobrevivéncia e metabolismo. A ativacdo da via
ERK, que faz parte da cascata MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), pode levar a
modulacdo da via mTOR, uma serina/treonina quinase que regula processos celulares cruciais
como a sintese proteica e a autdfagia. Além disso, sabe-se que a via ERK pode interagir com
PI3K e Akt (protein kinase B), outra via importante na regulacdo de mTOR (Mendoza, 2011).
protein kinase B

Estudos apontam que a ativacdo de ERK ¢é crucial para o processo de invasdo e
disseminacdo de metastases. Isso passa pela expressao de metaloproteinases de matriz MMP-
2 e MMP-9 (do inglés, Matrix Metalloproteinase 2 and 9) através da regulacéo da transcricdo
génica. A ativacdo de ERK leva a fosforilacdo de fatores de transcricdo como AP-1 (activator
protein 1) e NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), que se
ligam aos promotores dos genes MMP-2 e MMP-9, aumentando sua transcricdo. A
sinalizacdo ERK também modula negativamente as moléculas intermediarias chamadas
TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases), levando a uma maior atividade proteolitica de
MMP-2 e MMP-9 no tecido tumoral (Smith, 2010 e Zucker, 2002). Em conjunto com a
alteracdo de matriz extracelular tumoral, a ativagdo da via ERK esta ativamente relacionada a
transcricdo e expressdo do VEGF, estimulando a angiogénese e neoformacdo vascular (Liu,
2014). Dentro do microambiente tumoral, outras células também s&o influenciadas pela
ativacdo da via ERK, incluindo as células musculares lisas. Estas aumentam sua expressao de
PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas) mediante ativacdo desta via. E o PDGF é

um importante regulador da proliferacdo e migracdo celular, especialmente em células
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mesenquimais e endoteliais (Zhang, 2009). Esta combinacdo de estimulos de outras células,
invasividade tumoral e remodelagdo da matriz extracelular favorece a progresséo tumoral e a
iSSO soma-se a estimulos para o processo de transicdo epitélio mesenquimal - processo onde
as células tumorais com perfil epitelial (mais aderidas e mantendo um conformacao) mudam
seu fendtipo para o de células mesenquimais (mais desgarradas, disseminadas e com
capacidade de locomocgdo dentro do estroma). E a proteina SNAIL (Zinc finger protein
SNAI1) é um fator diretamente envolvido na transicdo epitélio-mesenquimal, e que por sua
vez é mais expresso e também mais duradouro mediante estimulo de ERK (Vega, 2004). A
ativacdo de ERK também reduz a degradacao das ciclinas, favorecendo o funcionamento das
CDK4 e 6 e a progressao do ciclo e replicacdo celular (Mulloy, 2003).

MTOR - Mammalian Target of Rapamycin

A mTOR ¢é uma serina/treonina quinase que integra sinais de nutrientes, fatores de
crescimento, energia celular e estresse para coordenar processos bioldgicos criticos. A via da
mMTOR é uma das principais vias de sinalizacdo celular envolvidas na regulacdo do
crescimento, proliferacdo, metabolismo e sobrevivéncia celular (Saxton, 2017).

Quando estimulada, esta via pode estimular outras moléculas como o MYC, um fator
de transcricdo que regula a expressdo de muitos genes envolvidos na proliferacéo,
metabolismo e crescimento celular. A ativacdo desregulada de MYC, frequentemente
observada em muitos tipos de cancer, pode ser sustentada pela sinalizacdo mTORCL1. Isso
resulta em um ciclo de retroalimentagdo positiva onde MYC e mTORC1 se potencializam
mutuamente, promovendo a proliferacdo celular e a sobrevivéncia das células tumorais (Mills,
2008).

As matrizes de metaloproteases 2 e 9, que ja foram citadas anteriormente, também
sofre um aumento em sua expressdo mediante acdo da via mTOR e estudos mostraram que a
inibicdo desta via reduz a expressdo de MMP2 e MMP9 (JOECHLE, 2022; CIOLCZYK-
Wierzbicka, 2020 e Mao, 2021).

A proteina TWIST (vértice 13 do grafo) é um fator de transcricdo basico helix-loop-
helix que promove a EMT (Epithelial - mesenchymal transition), o processo essencial para
invasdo e disseminacdo de celulas tumorais. A ativacdo da via mTOR pode aumentar a
expressao de TWIST, promovendo a progressao tumoral e a metastase (Gener, 2019). Estudos
também apontam sobre a regulacdo direta da via mTOR sobre a ativacdo de CDKSs e ciclinas,

favorecendo a proliferacdo celular e contribuindo para o crescimento tumoral, conforme
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ilustrado na figura 5. estudos em laboratorio com modelos de cancer de mama mostraram que
a inibicdo da via mTOR resulta em uma reducdo dos niveis intracelulares de ciclina D1,
diminuindo a ativacdo das CDK4/6 (Presti, 2019 e Michaloglou, 2018). Outra importante
molécula envolvida na fisiopatologia do cancer que também ¢ afetada pelo mTOR é a TGF-p.
Estudos tém mostrado que a inibicdo de mTOR pode atenuar os efeitos de TGF-B na indugéo
da EMT, sugerindo que mTOR atua como um modulador critico na sinalizagdo de TGF-$
(Liu, 2014).

Figura 5. Via de sinalizacdo intracelular no cancer de mama.
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Fonte: Adaptado de Presti D, Quaquarini E. The PI3BK/AKT/mTOR and CDK4/6 Pathways in
Endocrine Resistant HR+/HER2- Metastatic Breast Cancer: Biological Mechanisms and New
Treatments. Cancers (Basel). 2019 Aug 24;11(9):1242.

IGF1 (Insulin-like Growth Factor 1)

IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1) € uma proteina que tem uma estrutura molecular
similar & insulina. E um horménio produzido principalmente no figado como resposta ao
horménio do crescimento (GH). O IGF-1 desempenha um papel crucial no crescimento e
desenvolvimento durante a infancia e continua a ter efeitos anabolicos em adultos. As
principais funcdes do IGF-1 incluem a promocdo do crescimento celular, a proliferacdo
celular e a diferenciacédo celular. Ele atua ligando-se aos receptores de IGF-1 na superficie das
células, ativando vias de sinalizagdo intracelular, como a via PI3K/Akt e a via MAPK/ERK,
que sdo essenciais para a sobrevivéncia celular, o crescimento e a proliferacdo. niveis

elevados de IGF-1 tém sido implicados no crescimento e progressao de certos tipos de cancer,
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devido ao seu papel na promoc¢do da proliferacdo celular e na inibicdo da apoptose (Yu,
2000). Uma das principais vias de sinalizagdo ativadas pelo IGF-1 é a via PI3K/Akt, que é
essencial para a sobrevivéncia celular, crescimento, proliferacdo e metabolismo celular
tumoral (Manning, 2017). Especificamente no cenario do cancer de mama, outra interacdo
importante de IGF-1 ocorre com o receptor de estrogénio (ER), onde IGF-1 pode aumentar a
transcricdo e a atividade do receptor de estrogénio de varias maneiras (Lee, 2001). Além
destas funcgdes ja descritas acima, IGF-1 influencia também a expressao e atividade de varias
metaloproteinases de matriz (MMPs), particularmente MMP-2 e MMP-9. Em pesquisa com
células de cancer de mama, foi observado que IGF-1 pode aumentar a transcricao e ativacdo
de metaloproteases de matriz, o que contribui para a invasao celular e a metastizacdo (Walsh,
2011).

MYC - MYC Proto-Oncogene

MYC é um gene regulador que codifica um fator de transcri¢do nuclear essencial para
o0 controle de muitos processos bioldgicos fundamentais. A proteina MYC, também chamada
c-Myc, desempenha um papel crucial na regulacdo do crescimento celular, proliferacéo,
metabolismo, sintese de proteinas, diferenciacdo celular e apoptose. A proteina MYC é um
fator de transcricdo que pertence a familia de proteinas bHLH (basic Helix-Loop-Helix) de
leucina ziper. Esta estrutura permite a MYC dimerizar com outra proteina chamada MAX,
formando um complexo MYC/MAX. Este complexo se liga a sequéncias especificas de DNA
conhecidas como E-boxes (CACGTG) para regular a transcricdo de genes-alvo (Meyer,
2008). MYC pode regular diretamente a expressdao do gene IGF-1, bem como de outros
componentes da via de sinalizacdo do IGF-1 através de um aumento na producdo de IGF-1 e
na sinalizagdo de IGF-1R. De forma complementar, a sinalizagdo aumentada de IGF-1 pode
estabilizar a proteina MYC, prolongando sua atividade oncogénica. (Lee, 2022 e Petrashen,
2023). MYC também influencia a expressdo de metaloproteinases de matriz (MMPS),
especificamente MMP-2 e MMP-9 através da ativagdo de transcri¢do dos genes que codificam
MMP-2 e MMP-9 (Pello, 2012 e Meskyte, 2020). Outros genes cujo MYC pode ativar
diretamente incluem TWIST (Selmi, 2015), o VEGF (Baudino, 2002), e de SCF (Geiller,
2014 e Wilson, 2004) levando a estimulos para transicéo epitélio-mesenquimal, angiogénese e
desdiferenciacédo/resisténcia celular.

MYC também pode influenciar o ciclo celular diretamente pela expressdo de genes

que codificam para CDK4 e CDK6, aumentando sua transcricdo e, consequentemente, seus
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niveis de proteina. Além disso, MYC também induz a expressdo de ciclinas D1, D2 e E, que
formam complexos ativos com CDK4 e CDK6 (Obaya, 2002).

A interacdo entre MYC e TGF-B (Transforming Growth Factor-beta) € complexa.
Além da proliferacdo celular, MYC e TGF-p interagem na regulagdo da transi¢do epitelial-
mesenquimal (EMT), um processo critico na invasdo e metéastase do cancer. TGF-f# é um
potente indutor da EMT, promovendo mudancas fenotipicas que aumentam a capacidade
invasiva das células tumorais. Embora MYC seja tradicionalmente associado a proliferacéo
celular, ele também pode influenciar a EMT. Por exemplo, MYC pode modular a resposta ao
TGF-B durante a EMT, promovendo a expressdao de genes associados ao fenotipo
mesenquimal (Sanchez-Tillg, 2012).

ER (Estrogen Receptor)

Os receptores de estrogénio (ER, do inglés "estrogen receptor") sdo proteinas
nucleares que atuam como fatores de transcri¢do, regulando a expressao de genes em resposta
ao hormonio estrogénio. A presenca e a atividade dos receptores de estrogénio exercem um
papel crucial no desenvolvimento e progressdo do cancer de mama, sendo um dos principais
alvos terapéuticos no tratamento dessa doenga. Existem dois principais subtipos de receptores
de estrogénio: ERa e ERB. Ambos possuem dominios funcionais que permitem a liga¢ao ao
estrogénio a regido promotora de genes alvo e a interagdo com co-ativadores e co-repressores.
A ligacdo do estrogénio ao receptor ativa uma mudanca conformacional que permite ao
complexo receptor-estrogénio ligar-se ao DNA em regides especificas chamadas de
Elementos de Resposta ao Estrogénio, regulando a transcricdo de genes envolvidos no
crescimento e na sobrevivéncia celular (Nilsson, 2001). O ER apresenta interagoes
importantes com varias moléculas envolvidas na progressdao tumoral, dentre elas o PELP1
(Proline, Glutamate And Leucine Rich Protein 1) (Brann, 2008), MMP2 e MMP9 (Nilsson,
2007), TWIST (Han, 2018), CDK4/6 (MUSGROVE, 2011), TAZ (ZHOU, 2015) e TGF-Beta,
cujo papel ainda € complexo e muitos dados sdo conflitantes sobre co-estimulacdo ou inibigédo
entre estes dois (Tau, 1998 e Matsuda, 2001).

Além de influenciar moléculas, a atividade do receptor de estrogénio também estimula
celulas do microambiente tumoral, como por exemplo os neutrofilos. O estrogénio e capaz de
modular a produgdo de citocinas e quimiocinas, influenciando o recrutamento e a ativagdo de
neutréfilos nos locais de inflamacdo. Isso se d& através de uma maior producdo de

interleucina-8, que atrai neutréfilos, promovendo sua migragdo para o sitio tumoral. (Khan,
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2016). A sinalizagdo do ER também pode afetar a apoptose de neutrofilos estendendo sua vida
atil (Klein, 2016). O receptor de estrogénio aumenta a degradagdo dos mastocitos, levando a
liberacdo de fatores que podem promover a angiogénese e a remodelacdo da matriz
extracelular, facilitando a invasdo tumoral (Jensen, 2010). A producdo citocinas pro-
inflamatorias como interleucinas 6 e 8 secretadas pelos mastécitos, também aumentam
mediante estimulacdo pelo estrogénio. A modulacdo da degranulagdo, da producdo de
citocinas e da angiogénese pelos mastécitos, mediada pelo estrogénio, pode criar um
microambiente tumoral que favorece o crescimento e a invasdo tumoral. Além disso, a
interacdo entre estrogénio e mastocitos pode contribuir para a resisténcia a terapias, uma vez
que os mediadores liberados pelos mastécitos podem promover a sobrevivéncia celular e a

evasdo das respostas imunes (Ribatti, 2011).
PELP1 (Proline, Glutamate And Leucine Rich Protein 1)

PELP1 é co-regulador de transcricdo, que atua na modulacdo da sinalizacdo tanto
genébmica quanto ndo-gendmica de varios genes, promovendo a proliferacdo celular e
sobrevivéncia, processos criticos no desenvolvimento do cancer de mama. Na sinalizacdo
gendmica, PELP1 funciona como um coativador do ER, facilitando a ativacdo da transcricdo
de genes regulados por estrogénio. Estudos mostram que PELP1 se associa a complexos de
remodelacdo da cromatina e a outros co-reguladores, modulando a acessibilidade do DNA
para a transcri¢cdo (Brann, 2008). PELP1 também pode modular a sinalizagdo mediada pelo
HER-2, interagindo diretamente com o HER-2, facilitando a ativacdo de vias de sinalizacdo
downstream, como a via PIBK/AKT e MAPK - cruciais para a sobrevivéncia e proliferacdo
celular (Ratna, 2005). O PELP1 também interage diretamente com componentes da PI3K,
facilitando a fosforilacdo de AKT e a subsequente ativacdo da via mTOR. A presenca da
PELP1 é necesséria para a maxima ativacdo da PI3K/AKT em resposta a sinais de
crescimento e fatores hormonais, como o estradiol, que podem influenciar a progresséo do
cancer (Vadlamudi, 2005). Outra proteina regulada pelo PELP1 € o fator de transcricdo MYC,
que tem sua expressao facilitada por um aumento da transcricdo em celulas cancerigenas
(Gonugunta, 2014). Ele também regula a transcricdo de MMP2 e MMP9 (WAN, 2012), bem
como do receptor de androgénio (Ravindranathan, 2013). PELP1 influencia a atividade de
TWIST (Twist-related Protein) indiretamente através de varias vias moleculares. E esta
interacdo entre PELP1 e TWIST pode promover a transcricdo de genes alvo de TWIST,
facilitando a progresséo da EMT e, consequentemente, aumentando a capacidade invasiva e
metastatica das células cancerosas (Gonugunta, 2014 e Sudipa, 2012). Estudos indicam que
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PELP1 pode aumentar a estabilidade e a atividade transcricional de SNAIL, recrutando
complexos co-repressores e remodeladores de cromatina aos promotores de genes alvo de
SNAIL. Essa interacdo € crucial para a repressdo da E-caderina e para a ativacao de genes
associados ao fendtipo mesenquimal, promovendo assim a capacidade invasiva e metastatica
das células cancerosas (Balasenthil, 2003). A superexpressao de PELP1 tem sido
correlacionada com niveis elevados de atividade de CDK4/6 em varios tipos de cancer,

incluindo o cancer de mama e de préstata (Nair, 2008)
AR (Androgen receptor)

O receptor de androgénio (AR, do inglés Androgen receptor) é uma proteina nuclear
que, ao se ligar a androgénios (hormdénios sexuais masculinos), atua como um fator de
transcricdo regulando a expressdo de genes envolvidos em diversas funcbes bioldgicas,
incluindo o desenvolvimento e a manutencdo das caracteristicas sexuais masculinas. Embora
0s androgénios sejam tradicionalmente associados ao sexo masculino, eles também estdo
presentes em mulheres e desempenham papéis importantes na fisiologia feminina, incluindo a
regulacdo do crescimento celular (Michmerhuizen, 2020). Neste sentido, o receptor de
androgénio tem sido identificado em aproximadamente 60-70% dos casos de cancer de mama,
e sua expressao esta associada a diferentes implicagdes prognosticas e terapéuticas, bem como
sua expressao é variada de acordo com o subtipo molecular do céancer de mama. A
coexisténcia de receptores de Androgénio em canceres de mama com HER2 superexpresso
pode chegar a aproximadamente 66% (Yu, 2011).

O AR esté envolvido na modulagédo de varias vias de sinalizacao celular, incluindo a
via PI3K/Akt, que é crucial para a sobrevivéncia, crescimento e metabolismo celular. O AR
pode regular diretamente a expressao de genes envolvidos na sinalizacdo de PI3K e proteinas
como a quinase dependente de fosfoinositido-1 e AKT, aumentando assim a sinalizacdo de
sobrevivéncia e proliferacdo celular (Carver, 2011). Outras via afetada pelo AR é a via ERK.
A ativacdo do AR por andrégenos pode resultar na fosforilagdo e ativacdo de ERK1/2,
promovendo a proliferacdo celular (Giolli, 2006). Estudos indicam que a ativacdo do AR pode
levar a ativagdo da via mTOR, promovendo a proliferacdo celular e o crescimento tumoral
(Carver, 2011). E sinalizacdo de AR pode levar a perda de PTEN (Phosphatase and TENSsin
homolog), um inibidor da via PI3BK/Akt/mTOR, levando desta forma a hiperativacdo de
mTORC1 (Taylor, 2010). Estudos mostraram que 0 AR pode interagir com componentes da
via WNT, como a proteina -catenina, potencializando a transcricdo de genes alvo da via
WNT (Truica, 2000). O AR também pode modular a atividade da CDK4/6 e influenciar a
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progressao do ciclo celular em células neoplasicas. Por exemplo, foi demonstrado que a
ativacdo do AR pode resultar na regulagdo positiva da expressdo de CDKG6, uma quinase
importante na ativacdo do complexo CDK4/6-Ciclina D, promovendo assim a progressdo do

ciclo celular (Comstock, 2013).

MMP2 e MMP9 (Metaloproteinases de Matriz 2 e 9)

As metaloproteinases de matriz 2 e 9 (MMP2 e MMP9) sdo enzimas envolvidas no
desenvolvimento e progressdo do cancer de mama, estudando através da degradacéo da matriz
extracelular, levando a invasdo local do tumor, formacdo de metéstases e progressao da
doenca (Roy, 2009). Estudos apontam uma influéncia de MMP2 e MMP9 sobre a sinalizagdo
do HER-2. A ativacdo destas metaloproteinases acarretaria uma liberacdo de fatores de
crescimento e citocinas que ativam o HER-2 e suas vias de sinalizacdo (Kessenbrock, 2010).
MMP2 e MMP9 tém sido implicadas também na regulacdo da atividade bioldgica do IGF 1
(Insulin Growth factor 1) por meio da remodelagdo da matriz extracelular e liberacdo de IGF
1 na matriz extracelular, tornando-o disponivel para se ligar aos seus receptores (Siddle,
2011). Outra molécula que € liberada na matriz extracelular mediante estimulo por MMP2 e
MMP9 € o VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), responsavel pela angiogénese e
interacdo com varios outros fatores moleculares e celulares (Bergers, 2000). De modo similar,
MMP2 e MMP9 promovem a liberacdo de FGF2 (Fibroblast growth Factor 2) no
microambiente tumoral (Kleinner, 1999). Quando falamos da relagdo entre MMP2 e MMP9
com TGF-B, temos uma via de mao dupla. Estudos mostram que MMP2 ¢ MMP9 podem
ativar e ativar o TGF-B, liberando-0 na matriz extracelular e tornando-o disponivel para se
ligar aos seus receptores e iniciar vias de sinalizacdo celulares (Yu, 2000). Do outro lado,
TGF-B pode induzir a expressao de MMP2 e MMP9, promovendo assim a degradagdo da

matriz extracelular e a progressdo tumoral (Mu, 2002).

13 - TWIST - Twist-related Protein

O gene TWIST codifica um fator de transcricdo conhecido por desempenhar um papel
importante na regulacdo da morfogénese durante o desenvolvimento embrionario. Além disso,
o TWIST tem sido implicado na progressdao tumoral em varios tipos de cancer, incluindo o
cancer de mama. Estudos tém demonstrado que a expressdo aumentada do TWIST esta
associada a invasdo e metastase em canceres de mama e outros tipos de cancer e que o

TWIST pode induzir a transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) (Yang, 2004). Ele também
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pode regular positivamente a expressdo de HER-2, promovendo assim a proliferacédo celular e
a resisténcia a apoptose (Kwok, 2005). Interage com vias de sinalizagdo que regulam a
atividade do HER-2 (Kyo, 2006). O TWIST pode induzir também a expressdo de FGF2 (Fator
de crescimento de fibroblastos 2), promovendo assim a angiogénese e a progressao tumoral, e
do PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas) (Yang, 2004 e Sosic, 2003). Outro
gene cuja expressdo € induzido por TWIST é o SNAIL, promovendo assim a transicao
epitélio-mesenquimal e a progressao tumoral (Yook, 2006). Em canceres de mama e outros
tipos de cancer, o TWIST tem sido associado a regulacdo positiva da expressdo de CCL2 e
TGF-B. (Zhou, 2016; YANG, 2004 e Fan, 2015). A nivel tecidual, TWIST regula
positivamente a atividade de Fibroblastos, e de Células tronco tumorais (CSCs, do inglés
Cancer stem cells), promovendo a auto-renovacgdo das CSCs, aumentando sua capacidade de
formar tumores e promover a resisténcia aos tratamentos convencionais (Chen, 2019 e Mani,
2008).

IL-6 (Interleukin-6)

A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina pro-inflamatdria que desempenha um papel
crucial na regulacdo da resposta imune e na inflamacdo. Além disso, a IL-6 tem sido
implicada na progressdo tumoral em varios tipos de céancer, incluindo o cancer de mama.
Estudos tém demonstrado que niveis elevados de IL-6 estdo associados a um pior prognostico
neste tipo de tumor. A IL-6 pode promover a progressdo tumoral de varias maneiras,
incluindo o aumento da proliferacdo celular, a inducdo da angiogénese e a regulacdo da
resposta imune (Rose-John, 2012). A interleucina 6 acarreta no disparo de uma série de sinais
e cascatas moleculares, incluindo a via RAS e a via PI3K/Akt através da ligacdo ao seu
receptor, o receptor de IL-6 (IL-6R) (Rowley, 2002 e Schaper, 2015). A ativacdo do sistema
JAK/STAT3 induzida pela IL-6 também pode resultar na transcrigdo dos genes MYC, TWIST
e VEGF (Hodge, 2005, Sullivan, 2009 e Huang, 2016). A IL-6 também atua a nivel de
membrana celular, aumentando a expressdo de N-caderinas, aumentando o potencial de
invasividade e metastases (Na, 2013). Isso aumenta ainda mais o papel desta interleucina no
processo de plasticidade tumoral e transicdo epitélio-mesenquimal associado a um
upregulation de da proteina SNAIL (Abaurrea, 2021).

A nivel tecidual, estudos mostram que a IL-6 pode aumentar a proliferacdo de
linfécitos T CD4+ e CD8+ em varios tipos de cancer, incluindo cancer de mama. A IL-6
também influencia a diferenciacéo de linfocitos T e na presenca da IL-6, os linfocitos T CD4+
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naive podem se diferenciar em células T helper 17 (Th17), que sdo conhecidas por sua
capacidade de promover a inflamacgéo cronica e a progressao tumoral (Briukhovetska, 2021).
Outra populacdo diretamente afetada pela IL-6 sdo os neutréfilos. A IL-6 contribui para o
recrutamento e a ativacdo de neutrofilos no microambiente tumoral, induzindo quimiocinas
responsaveis pelo recrutamento de neutrofilos ao tumor (Grivennikov, 2010). Além disso, a
IL-6 pode ativar diretamente neutrofilos, promovendo a liberagdo de mediadores
inflamatdrios e espécies reativas de oxigénio, que podem afetar células tumorais ou promover

mutacdes genéticas que favorecem a progressdo tumoral (Coffelt, 2016).

JAK (Janus Kinase Factor)

A proteina JAK desempenha um papel crucial na regulacdo da sinalizacao intracelular
em varias células, incluindo células tumorais. As JAKSs sdo quinases que, quando ativadas por
ligantes especificos, como citocinas e fatores de crescimento, fosforilam os receptores de
citocinas associados e desencadeiam uma cascata de sinalizacdo que envolve a ativagéo do
fator de transcricdo STAT. Em células tumorais, a ativacdo aberrante das proteinas JAK pode
resultar em uma proliferacdo celular descontrolada, contribuindo para o crescimento tumoral
(Brooks, 2020). A ativacao sequencial de STAT promovida pelas JAK leva a uma transcrigcdo
de genes relacionados a proliferacdo celular como o CDK4 (Xu, 2017). A nivel tecidual, a
atuacdo da proteina JAK tem impacto importante sobre a populacdo de fibroblastos intra-

tumorais, em grande parte devido a maior transcricdo do FGF2 (Kalluri, 2016).

STAT 3 (signal transducer and activator of transcription 3)

A proteina STATS3 (signal transducer and activator of transcription 3) desempenha um
papel crucial na regulacdo da sinalizago celular e estd implicada em varios processos-chave
na progressdo tumoral, incluindo proliferacdo celular, sobrevivéncia celular, angiogénese,
invasdo e metastizacdo. A ativagdo anormal de STAT3 estd associada a diversos tipos de
cancer, e consequentemente a sua ativacdo ela regula a expressdo de genes envolvidos na
carcinogénese, dentre eles o MYC, IL-6, CDK, VEGF, MMP9 e MMP2, TWIST, TGF-Beta,
SNAIL, e N-caderina (Yu, 2014; Saitoh, 2016 e Yu, 2009).

A nivel tecidual a hiperativacdo de STAT3 estimula uma variada populacgdo de células
ndo-cancerigenas dentro do microambiente tumoral. STAT3 regula a expressdo de varias

citocinas e fatores de crescimento que modulam a funcdo imunologica. Particularmente em
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relacdo aos linfocitos, 0 STAT3 regula a diferenciagdo e modulagdo dos linfécitos T CD8 no
microambiente tumoral (Sun, 2023). Os fibroblastos associados ao cancer (CAF, do inglés
Cancer associated fibroblasts) sdéo componentes criticos deste microambiente, promovendo a
progressdo tumoral e a metastase. E a ativacdo de STAT3 nos CAFs ocorre em resposta a
varios estimulos, incluindo citocinas e fatores de crescimento como interleucina-6 (IL-6),
interleucina-11 (IL-11), e fator de crescimento de fibroblastos (FGF, do inglés Fibroblast
Growth factor) (YU, 2009). A ativacdo de STAT3 nos TAMs (Macrdfagos associados ao
cancer) tem sido identificada como um fator determinante para suas atividades pro-tumorais,
influenciando a progressao do cancer através da polarizacdo dos macrofagos para variante de
Macréfagos M2 (variante pré-tumoral) (Yu, 2009). A ativacdo de STAT3 também ocorre nas
células tronco tumorais (CSCs), em resposta a varias citocinas, e estimula a capacidade dos
CSCs se diferenciarem em varios tipos celulares que compdem o tumor. Essa plasticidade é
um fator que contribui para a heterogeneidade tumoral e a capacidade de adaptacdo as
terapias. de crescimento, como interleucina-6 (IL-6) (Allam, 2021 e Chakraborty, 2017).

N-Caderina

A N-caderina, também conhecida como CDH2, é uma proteina de adesdo celular do
tipo caderina amplamente estudada no contexto do cancer devido ao seu papel crucial na
progressao tumoral e geracdo de metastases. Esta caderina é um mediador fundamental da
adesdo célula-célula em tecidos mesenquimais, e sua expressdo andmala tem sido associada a
diversas malignidades, incluindo o cancer de mama. A N-caderina parece estar diretamente
envolvida na transicdo epitélio-mesenquimal, processo em que as qual células tumorais
epiteliais perdem suas propriedades de adesdo célula-célula e ganham caracteristicas
mesenquimais (Kalluri, 2009 e Loh, 2019).

A N-caderina medeia interagfes célula-célula que sdo cruciais para a ativacao da via
ERK. Quando a N-caderina se liga a outra molécula de N-caderina na superficie de uma
célula adjacente, esta interacdo pode ativar varias cascatas de sinalizagdo intracelular. Uma
dessas cascatas € a via Ras-Raf-MEK-ERK, que é essencial para a transdugdo de sinais
mitogénicos do ambiente extracelular para o nacleo da célula (Mcneill, 2010). A N-caderina
também realiza a regulacdo de MMP2 e MMP9 através da ativacdo de vias que culminam na
regulacdo transcricional e pos-transcricional dessas MMPs (Smith, 2016). A N-caderina
influencia também a sinalizagdo do FGF2 por meio de interacOes diretas e indiretas com seus
receptores (FGFRs). Uma delas é a formacdo de complexos entre N-caderinas e FGFRS na

membrana celular, facilitando a ativacdo dessas vias de sinalizacdo. Essa interacdo € essencial
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para a modulagéo das respostas celulares ao FGF2, impactando processos como a migragéo e
proliferacdo celular (Cavallaro, 2011).
VEGF (Fator de Crescimento Endotelial Vascular)

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é uma glicoproteina secretada que
desempenha um papel crucial na angiogénese, o processo de formagdo de novos vasos
sanguineos a partir de vasos preexistentes. Este processo € vital ndo apenas para 0
desenvolvimento normal e a cicatrizacdo de feridas, mas também €& um fator chave na
progressao de diversos tipos de cancer. A angiogénese mediada pelo VEGF fornece ao tumor
nutrientes e oxigénio, além de uma via para a disseminacdo metastatica (Ferrara, 2004). A
expressdéo do VEGF é frequentemente aumentada em diversos tipos de cancer,
correlacionando-se com a angiogénese tumoral e a progressdo da doenca. A hipoxia, uma
condicdo comum no microambiente tumoral, € um dos principais indutores da expressdo do
VEGF no microambiente tumoral (Hicklin, 2005). A ligagdo do VEGF aos seus receptores
especificos na superficie celular, principalmente 0 VEGFR-2 (KDR/FIk-1), desencadeia a
dimerizacdo e a autofosforilacdo dos receptores. Esta ativacao leva ao recrutamento de varias
proteinas adaptadoras e enzimas, incluindo a PI3K, Src, ERK, WNT e SNAIL (Karar, 2011;
Holmes, 2007; Makinen, 2001 e Lamouille, 2014 ). VEGF e TWIST possuem uma
reciprocidade de ativacdes onde a ativacao de cascatas enzimaticas pelo receptor VEGFR leva
em Ultima analise a uma expressdo de, TWIST e este em contrapartida leva a regulacdo de
genes pro-VEGF (Yang, 2004 e Bhattacharya, 2017). Quando falamos no aspecto histoldgico,
destacamos o papel da influéncia que o VEGF exerce sobre os neutréfilos. O VEGF induz a
quimiotaxia de neutréfilos para o microambiente tumoral através da interagcdo com receptores
especificos, como VEGFR-1 e VEGFR-2, expressos ndao apenas em células endoteliais, mas
também nos proprios neutréfilos (Ozel, 2022). Por outro lado, o pool de neutréfilos
associados ao tumor produz e secreta mais VEGF no microambiente tumoral, aumentando os
fendmenos de vascularizagdo, crescimento tumoral, e disseminacdo angiolinfatica (Kalafati,
2020).

FGF2 (Fibroblast Growth factor 2)

O fator de crescimento fibroblastico 2 (FGF2) é uma proteina multifuncional que
desempenha papéis criticos no desenvolvimento, angiogénese e regeneracao tecidual. No
contexto do cancer, FGF2 emerge como um importante regulador da progressao tumoral,
afetando vérios aspectos do comportamento das células cancerosas (Turner, 2010). Como um

receptor transmembrana, a ativacdo de FGF2 acarreta em um disparo de varias cascatas
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enzimaticas intracelulares que desencadeiam processos celulares replicativos, como RAS,
PI3K, ERK, mTOR e STAT (Ornitz, 2015). Ativando a via da MPK/ERK, o FGF2 também
acaba regulando a expressdo de receptores de estrogénio, além de estimular diretamente a
expressao destes receptores (Digiacomo, 2021). Outras moléculas induzidas pelo FGF2 séo as
metaloproteinases de matriz MMP2 e MMP9 (Liu, 2002) e também as N-caderinas
(Nakajima, 2004). E outra funcdo impactante do FGF2 no microambiente tumoral é o

estimulo de adipdcitos relacionados ao cancer (Rybinska, 2021).

PDGF (Platelet-Derived Growth Factor)

O fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF, do inglés Platelet-Derived
Growth Factor) € uma proteina multifuncional envolvida em varios processos bioldgicos,
incluindo a proliferacéo celular, a angiogénese e a cicatrizacdo de feridas. Sua influéncia no
cancer tem sido amplamente estudada, devido ao seu papel significativo na progressao
tumoral e na metastase. PDGF exerce suas funcdes biologicas através da ligacdo a receptores
especificos na superficie celular, conhecidos como receptores de PDGF (PDGFRs). A
ativacdo desses receptores leva a fosforilacdo de diversas proteinas intracelulares, ativando
varias vias de sinalizacdo, incluindo as vias de ERK, PI3K e NF-kB, que sdo cruciais para a
sobrevivéncia e proliferacdo celular (Romashkova, 1999 e Andrae, 2008). A invasao e
processo de metastatizacdo também é favorecido pela atuacdo de PDGF, via upregulation de
metaloproteinases de matriz e VEGF, (Mammer, 2017 e PAN, 2020). No microambiente
tumoral, o fator de crescimento derivado de plaguetas influencia a populacdo de fibroblastos
associados ao cancer, macréfagos e células tronco tumorais. A ativagdo dos fibroblastos pelo
PDGF leva a sua diferenciacdo em miofibroblastos, um fendtipo associado a producéo
aumentada de componentes da ECM (matriz extracelular), como colageno, fibronectina e
proteoglicanos, que sdo essenciais para a formagdo do estroma tumoral. No microambiente
tumoral, os CAFs ativados por PDGF também secretam diversas citocinas e fatores de
crescimento que promovem a sobrevivéncia e a proliferacdo das células tumorais. Por
exemplo, PDGF pode induzir a produgéo de fatores angiogénicos como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), que contribui para a formacdo de novos vasos sanguineos,
fornecendo nutrientes e oxigénio ao tumor em crescimento (Pietras, 2008). Os macrdfagos
tumorais sdo estimulados na medida em que o PDGF estimula sua proliferacdo e

sobrevivéncia no microambiente tumoral (Son, 2014). E as células tronco tumorais sdo
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afetadas pelo disparo de vias essenciais para a sobrevivéncia, auto-renovacao e proliferacdo
mediado pelo PDGF (Andrae, 2008).

SNAIL

SNAIL € um fator de transcricdo que desempenha um papel crucial na progressao do
cancer, principalmente por sua influéncia no processo de EMT. A EMT é um fenémeno
bioldgico onde células epiteliais, que sdo normalmente aderentes e organizadas, adquirem
caracteristicas mesenquimais, como maior capacidade migratdria e invasiva, resisténcia a
apoptose e propriedades de células-tronco (Thierry, 2009). Uma parte desta acdo se deve a
estimulacdo do SNAIL sobre a via ERK (Smith, 2014). A modulacdo do estroma do
miroambiente tumoral através das MMP2 e MMP9 também é influenciado pelo SNAIL
(Miyoshi, 2004). SNAIL também pode estimular a via Wnt de uma maneira complexa e
multifacetada, envolvendo tanto a regulagéo direta quanto indireta dos componentes dessa via
de sinalizacdo. (Stemmer, 2008). A influéncia de SNAIL sobre TGF-p é complexa e
bidirecional. De um lado SNAIL pode ser induzido pela sinalizacdo de TGF-B, ¢ por outro
lado, SNAIL pode modular a resposta celular ao TGF-B, ampliando seus efeitos promotores
da EMT e da invasdo tumoral (Peinado, 2003). Além de promover a migracdo e invasdo
celular, SNAIL tem sido implicado na manutencdo e promocao de células-tronco tumorais
(CSCs), que é uma subpopulacdo de células intra-tumorais com capacidades de auto-

renovacao e resisténcia ao tratamento oncologico (Mani, 2008).

WNT

O gene WNT regula uma via de sinalizacdo, a via WNT, que representa um conjunto
de caminhos moleculares que desempenham um papel crucial em diversos processos
bioldgicos, incluindo a embriogénese, a homeostase tecidual e a regeneracdo celular. No
contexto do cancer, a desregulacdo da sinalizacdo WNT € frequentemente associada a
iniciacdo, progressdo e metastase tumoral (Clevers, 2006). A via WNT exerce esse papel na
carcinogénese atraves da estimulacdo de MMP2 e MMP9, TWIST, CDK4/6 e N-caderina
(Howe, 2003; Alexander, 2006; Wu, 2007 e Cordani, 2023). Dentro do microambiente
tumoral a via WNT é primordial na ativagio de células tronco tumorais. Esta influéncia é
multifacetada e envolve a promocdo de caracteristicas de células-tronco, manutencdo da
pluripoténcia e suporte a agressividade tumoral (Reya, 2005). Outra populacdo celular

impactada no microambiente tumoral pela hiperativacdo da via WNT é a populacdo de
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adipdcitos tumorais. Estudos demonstram que a ativacdo da via Wnt/B-catenina em adipécitos
leva a desdiferenciagdo destas células, tornando-as mais semelhantes a células-tronco
mesenquimais. Essas células desdiferenciadas podem secretar fatores de crescimento,

citocinas e outras moléculas que promovem a pro-tumorigénicas (Gesta, 2007).

CCL2 (Quimiocina C-C ligante 2)

A CCL2 (Quimiocina C-C ligante 2), também conhecida como MCP-1 (Proteina
Quimioatraente de Mondcitos-1), € uma quimiocina crucial na regulacdo da migracdo e
infiltracdo de mondcitos e macrofagos em locais de inflamacéo. No contexto do cancer, CCL2
desempenha um papel significativo na promocdo da progressdao tumoral, metastase e na
modulacdo do microambiente tumoral (Kadomoto, 2021). Estudos indicam que CCL2 pode
induzir a fosforilacdo e ativacdo das STATs em diferentes tipos celulares. Por exemplo, em
celulas de cancer de mama, CCL2 promove a fosforilagdo de STAT3, uma das principais
STATSs envolvidas na transducgdo de sinais inflamatérios e de crescimento celular ( Biswas,
2008). Ela tem papel de destaque na estimulacdo de MMP2 e MMP9 e foi identificada como
um regulador positivo da expressdao de MMP2 e MMP9 em células cancerigenas, facilitando

assim a capacidade invasiva das células tumorais (Lim, 2016).

CDK 4/6 (quinases dependentes de ciclina 4 e 6)

As quinases dependentes de ciclina 4 e 6 (CDK4/6) desempenham um papel crucial na
regulacdo do ciclo celular, promovendo a transi¢do do ciclo celular da fase G1 para a fase S
através da fosforilacdo da proteina do retinoblastoma (Rb). As CDKs séo frequentemente
hiperativadas em muitos tipos de cancer, o que contribui diretamente para a proliferacéo
celular descontrolada e a progressdo tumoral. Estudos tém mostrado que a hiperativacdo de
CDKA4/6 esta associada a varias caracteristicas malignas do cancer. Em particular, CDK4/6
tem sido implicada na resisténcia a supressdo de tumores e na evasdo da senescéncia celular.
As CDKs promovem a fosforilagdo de Rb, inibindo assim sua fungé@o supressora tumoral e
permitindo a progressdo do ciclo celular mesmo em condi¢des adversas (Fry, 2004). Além
disso, CDK4/6 desempenham um papel crucial na regulacéo da resposta ao estresse celular e
na reparacdo do DNA. Estudos recentes destacaram o papel de CDK4/6 na promocdo da
sobrevivéncia celular em condicGes de estresse oxidativo e genotoxico, caracteristicas comuns
do microambiente tumoral (Otto, 2017). CDK4/6 regula a atividade do complexo mTORC1

(mTOR complex 1), um regulador central do crescimento celular e do metabolismo
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energético, através da modulacdo de vias de sinalizacdo upstream, como as vias de sinalizagdo
de insulina e fatores de crescimento (Rodriguez, 2023). Estudos mostram que, no cancer de
mama, CDK4/6 foi associada a regulacdo positiva de VEGF, promovendo assim a
vascularizacdo do tumor e facilitando a sua progressdo (Pandey, 2019). Ademais também
estimulam a atividade de SNAIL através da sua estabilizacdo (YU, 2017). Por fim, CDK4/6
também contribuem para a carcinogénese através da fosforilacdo e ativacdo da NF-kB (Buss,
2012).

SCF (Stem Cell Factor)

O Fator Estimulador de Col6nias (SCF, do inglés Stem Cell Factor) é uma citocina
essencial para a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciagdo de células progenitoras
hematopoiéticas, além de outros tipos celulares. Seu papel no cancer tem sido intensamente
estudado devido a sua capacidade de influenciar a progressdo tumoral através de diversas vias
moleculares. Estudos indicam que a sinalizacdo SCF/c-Kit pode interagir com a via de
sinalizacdo do HER-2, influenciando a progressdo do cancer. Em modelos de céncer de
mama, foi observado que o SCF pode aumentar a expressdo e ativacdo de HER-2 e ativar suas
vias de sinalizacdo associadas, como PI3K/Akt e MAPK/ERK, que sdo cruciais para a
sobrevivéncia e proliferacdo das células tumorais (Hines, 1999 e Dehbashi, 2017). Outras vias
ativadas diretamente através da estimulacdo do receptor c-KIT pelo SCF sdo as vias RAS e
STAT3 (Dehbashi, 2017). Estas vias também sdo bastante acionadas na populacdo de
mastdcitos intra-tumorais, estimulando sua proliferacdo a atuacdo no microambiente tumoral
(Huang, 2008).

TGF-Beta (Transforming Growth Factor-Beta)

O fator de Transformagéo de crescimento Beta (TGF-f) é uma citocina multifuncional
que desempenha papéis complexos na regulacdo de muitos processos biologicos, incluindo a
proliferacdo celular, diferenciacdo, migracdo e apoptose. No contexto do céncer, o TGF-p
possui uma influéncia dual e paradoxal: atua tanto como supressor tumoral quanto como
promotor de tumor, dependendo do estagio de desenvolvimento do céncer e do contexto
celular. Inicialmente, durante as fases precoces da tumorigénese, o TGF-p atua
predominantemente como supressor tumoral. Ele inibe a proliferacdo celular, induz a
apoptose e promove a manutencdo da homeostase tecidual. Mecanismos pelos quais o TGF-$

exerce esse efeito incluem a ativacdo de Smads, proteinas que transmitem sinais do TGF-f
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para o nucleo, onde regulam a expressdo de genes que controlam o ciclo celular e a apoptose
(Massague, 2008).

Contudo, a medida que o cancer progride, muitas células tumorais desenvolvem
resisténcia aos efeitos supressores do TGF-f ¢ comegam a explorar suas fungdes pro-
tumorais. Nessa fase avancada, 0 TGF-f promove a invasdo, migragao e geragdo de metastase
nas células tumorais (Lamouille, 2014). A “mudanga pro-carcinogénese” do TGF-Beta se da
mediante a estimulacdo de vérias vias moleculares ja previamente abordadas nesta revisao.
Dentre elas a ativacdo de PI3K, ERK, NF-kB, RAS, HER-2, (Baba, 2022 e Zhang, 2009). A
acdo de TGF-Beta também se da no remodelamento do estroma do microambiente tumoral
através da estimulagdo de metaloproteinases de matriz e VEGF (Moore-Smith, 2017). A
transicdo epitélio mesenquimal também é orquestrada por TGF-beta mediante o aumento da
expressdao de TWIST, SNAIL, WNT e N-caderina (Fan, 2015; Wu, 2017; Cho, 2007 e
Hirano, 2020). A producdo de TGF-beta na fase pro-tumoral aumenta a producdo de
Interleucina-6, principalmente pela estimulagéo dos fibroblastos tumorais (Eickelberg, 1999).
A acdo do TGF-Beta nos linfécitos ¢ ampla, favorecendo tanto a infiltracdo de linfécitos
como a imunotolerancia destes dentro do microambiente tumoral, ajudando estes a
moldarem/remodelarem a massa tumoral (Lainé, 2021).

Desempenhando tantos papéis a nivel celular e tecidual, era de se esperar que 0 TGF-
Beta possuisse um importante papel em outras populacdes celulares. Dentre estas estdo os
Macrofagos associados ao tumor (TAMs). O TGF-B é um dos principais fatores que
promovem a polarizacdo dos TAMs para o fendtipo M2, que estd associado a um ambiente
tumoral imunossupressor e a promoc¢do da angiogénese, invasdo e metastase tumorais (
Biswas, 2013). O TGF- influencia os TAMs através de varios mecanismos moleculares.
Primeiro, ele induz a expressdo de genes associados ao fenotipo M2, incluindo aqueles
envolvidos na producdo de citocinas anti-inflamatorias, como a interleucina-10, e fatores de
crescimento, como o VEGF, que promove a angiogénese (Mantovani, 2002). O TGF-Beta
também atua na polarizacdo da populagé@o de neutrofilos tumorais, estimulando o fendtipo N2
- 0 qual é pro-tumoral, angiogénico e imunossupressor (Sengupta, 2021). Nas fases mais
avancadas da carcinogénese, quando o TGF-Beta se torna pro-tumorigénico, ele estimula a
manutencdo das células tronco tumorais (Derynck, 2021). Outra célula da populacdo tumoral
que passa por transformacbes fenotipicas mediantes estimulo pelo TGF-Beta sdo o0s

adipdcitos, que passam a exibir um fenétipo pro-inflamatério e pré-tumoral (Rybinska, 2021).

TNF-a - Tumor Necrosis Factor-alpha
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O fator de necrose Tumoral Alfa (TNF-a, do inglés Tumor Necrosis Factor-alpha) é
uma citocina pré-inflamatéria com um papel paradoxal na oncogénese, apresentando tanto
efeitos antitumorais quanto pré-tumorais dependendo do contexto biolégico e do
microambiente tumoral. A influéncia do TNF-a no céncer é complexa e multifacetada,
afetando diversos aspectos da progressdao tumoral, incluindo a inflamagdo, o crescimento
celular, a apoptose e a angiogénese. Em altas concentracdes, 0 TNF-a pode induzir apoptose
nas células tumorais através da ativacdo da via extrinseca de apoptose mediada pelos
receptores de morte (Waters, 2013). Esse efeito antitumoral é potencializado pela capacidade
do TNF-a de aumentar a permeabilidade vascular, facilitando a infiltragdo de células
imunologicas no tumor (Balkwill, 2009). No entanto, evidéncias crescentes indicam que, em
concentracdes mais baixas e no microambiente tumoral crénico, 0 TNF-a exerce efeitos pro-
tumorais significativos. No tumor, 0 TNF-a pode promover a inflamagéo cronica, criando um
ambiente propicio para a carcinogénese. Este ambiente inflamatério é caracterizado pela
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNS),
gue podem causar danos ao DNA e promover mutagdes (Grivennikov, 2010). Além disso, o
TNF-o pode ativar vias de sinalizacdo celular pro-tumorais, como NF-kB, CCL2, SNAIL,
PI3K, TWIST e MMP2 e MMP9 (Balkwill, 2009; Wu, 2010; Yu, 2014 e Wolczyk, 2016).

O TNF-a consegue estimular a populacdo de fibroblastos associados ao cancer
(Monteran, 2019). E através da transicdo epitélio-mesenquimal o TNF-a pode converter
células endoteliais em fibroblastos (Guo, 2024). Estudos indicam que 0 TNF-a pode alterar a
fenotipagem dos Neutrofilos associados ao Tumor (TANSs, inglés Tumor associated
neutrophils), influenciando seu potencial pro-tumoral. A presenca de TNF-a no
microambiente tumoral pode polarizar os neutréfilos para um fendtipo N2, que é associado a
promocdo do crescimento tumoral, angiogénese e supressdo da resposta imune antitumoral
(Kobayahi, 2008). O TNF-a também influencia a capacidade dos TANs de remodelar a matriz
extracelular e facilitar a invasdo tumoral através da secrecdo de metaloproteinases da matriz
(MMPs), que degradam componentes da matriz extracelular e promovem a invaséo e
metastizagdo das células cancerigenas (Sionov, 2015). Por fim, 0 TNF-a pode promover a
manutencdo e sobrevivéncia das CSCs enriquecendo a populacdo de no tumor, através do

aumento da expresséo da proteina TAZ (Liu, 2020).

NF-kB (fator nuclear kappa B)
O fator nuclear kappa B (NF-kB, do inglés fator nuclear kappa B) é uma proteina de

transcricdo que desempenha um papel crucial na regulacdo de processos celulares, incluindo
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inflamacdo, resposta imune, crescimento celular e sobrevivéncia. No contexto do cancer, a
ativagdo da via de sinalizacdo de NF-kB estd fortemente associada a promogdo da
tumorigénese, progressdo tumoral, metdstase e resisténcia ao tratamento. A ativacdo
constitutiva de NF-xB ¢ observada em muitos tipos de cancer e esta frequentemente associada
a inflamacdo cronica, um fator de risco significativo para a carcinogénese (Karin, 2002).

Esta proteina estd envolvida em muitos processo tumorais, incluindo a transicdo
epitélio-mesenquimal. E esta acdo se da diretamente através do aumento na expressdo de
TWIST, bem como de MMP2 e MMP9 (Pham, 2007 & Kumar, 2013). Aqui precisamos
destacar também o papel complexo que NF-kB desempenha sobre TAZ e vice-versa, podendo
estimular a transcri¢do de vias que promovem a transicdo epitélio-mesenquimal (Deng, 2018).
O estimulo a proliferacdo celular também é ditado via NF-kB através da estimulacdo das
quinases dependentes de ciclina CDK4/6 (Karin, 2002). Associado a estas interacdes
moleculares, dados apontam para um fortalecimento das células tronco tumorais no

microambiente mediante o acionamento de NF-kB. (Rinkenbaugh, 2016).

TILs - Tumor-Infiltrating Lymphocytes

No contexto do céancer, os linfocitos T tumorais (TILs, do inglés Tumor-Infiltrating
Lymphocytes) séo linfocitos que infiltram o microambiente tumoral e podem influenciar
significativamente a progressdo da doenca. A presenca, a fungédo e a ativagdo dos TILs sdo
fatores criticos que afetam a resposta imunoldgica contra o tumor e a eficacia das terapias
imunoldgicas. Os TILs podem ter efeitos tanto protetores quanto promotores no contexto do
cancer. Em muitos tipos de cancer, a presenca de uma alta densidade de TILs esta associada a
um prognostico melhor. Além disso, os linfécitos T citotoxicos CD8+ sdo particularmente
importantes na medicdo da resposta antitumoral. Esses linfécitos tém a capacidade de
reconhecer e destruir células tumorais através do reconhecimento de antigenos especificos
apresentados por moléculas do MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade) de classe
I. Sabe-se que uma alta infiltracdo de linfocitos T CD8+ esta correlacionada com um melhor
prognostico em varios tipos de cancer, incluindo cancer de pulmdo e cancer de ovario. A
atividade desses linfocitos esta associada a liberagdo de granzimas e perforinas que induzem a
apoptose das celulas tumorais (FRIDMAN, 2012). Além das células T CD8+, as células T
auxiliares (CD4+) também desempenham um papel importante na resposta imunoldgica
contra o cancer. As células T auxiliares podem promover a ativagdo e a fungdo dos linfocitos
T citotoxicos através da liberacdo de citocinas como IL-2 e IFN-y. No entanto, dependendo do

contexto e da polarizacéo, as células T CD4+ também podem promover a progressao tumoral.
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Por exemplo, as céelulas T auxiliares do tipo 2 (Th2) e as células T auxiliares foliculares (Tfh)
podem apoiar a angiogénese e a progressao tumoral através da secrecdo de fatores de
crescimento e citocinas pré-tumorais (Tokumaru, 2020).

Os linfécitos tumorais secretam varias citocinas que ajudam a arquitetar o
microambiente tumoral, dentre elas TGF-B, IL-6 e TNF-a (Burkholder, 2014). CCL2 também
parece estar envolvido e com uma maior expressdo nos linfécitos tumorais (Jin, 2021).
Através destes e de outros mecanismos, os linfocitos T tumorais podem induzir uma
proliferacdo do fenotipo M2 de macrofagos tumorais, promovendo angiogénese, remodelacao

tecidual e supressdo da resposta imune antitumoral ( Biswas, 2010).

TANSs - Tumor Associated neutrophils

Os neutrofilos tumorais (TANs, do inglés Tumor associated neutrophils)
desempenham um papel complexo e, muitas vezes, contraditério na carcinogénese. A
influéncia desses leucocitos no microambiente tumoral pode variar entre efeitos pro-tumor e
anti-tumor, dependendo do contexto e das condicdes especificas do microambiente. Em
muitos tipos de cancer, os neutréfilos sdo recrutados para o microambiente tumoral, onde
podem promover o crescimento e a progressao do tumor. Eles fazem isso através da liberacdo
de fatores de crescimento, citocinas, e metaloproteinases de matriz (MMPs) como MMP-9,
que facilitam a remodelacdo da matriz extracelular e a invasdo tumoral (Galdiero, 2013). Os
neutrofilos também podem contribuir para a angiogénese tumoral, o processo pelo qual novos
vasos sanguineos se formam para fornecer nutrientes e oxigénio as células tumorais, por meio
da ativacdo de VEGF (Coffelt, 2016). Varios fatores de crescimento como o VEGF e outras
citocinas secretadas pelos neutréfilos vado agir sobre eles mesmos e também sobre outras
células do microambiente tumoral ativando a via central do PI3K (Houghton, 2010). Os TANSs
podem secretar diretamente IL-6 em resposta a estimulos presentes no microambiente
tumoral. E esta interleucina secretada pelos TANs atua de forma autocrina e paracrina,
afetando ndo apenas os proprios neutrofilos, mas também outras células presentes no tumor,
como as proprias células tumorais, fibroblastos associados ao tumor e células endoteliais
(Coffelt, 2016).

CAFs - Cancer associated fibroblasts
Os fibroblastos tumorais, também conhecidos como fibroblastos associados ao cancer

(CAFs, do inglés Cancer-Associated Fibroblasts), desempenham um papel crucial no
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microambiente tumoral, influenciando significativamente o desenvolvimento e a progresséo
do céncer. Essas células ndo malignas, presentes no estroma tumoral, contribuem para a
carcinogénese e a progressao do tumor através de varias vias. Os fibroblastos tumorais sdo
células estromais que se reprogramam em resposta a sinais do tumor, adquirindo um fenoétipo
pro-tumorigénico. Eles secretam uma variedade de fatores de crescimento, citocinas,
quimiocinas e enzimas que remodelam a matriz extracelular, criando um ambiente propicio
para o crescimento tumoral. Esses fatores incluem o PDGF, TGF-B, VEGF, ¢ o FGF2
(KALLURI, 2016 e SUH, 2020). Através destas vias, em especial de FGFs, os fibroblastos
estimulam a transcri¢do de HER-2 (Fernandez-Nogueira, 2020).

Os CAFs também secretam varias MMPs, incluindo MMP-2 e MMP-9, que estdo
particularmente implicadas na remodelacdo da matriz extracelular (Kalluri, 2006). E também
estimulam a producéo de IL-6 e N-caderinas, o que favorece a transicdo epitélio-mesenquimal
e a invasividade tumoral (Goulet, 2019).

Estimulando também a producdo de CCL2, os fibroblastos tumorais promovem a

supressdo da vigilancia imunolédgica no microambiente tumoral (Yang, 2016).

TAMSs - Tumor associated macrophages

Os macrofagos sdo células imunes essenciais no microambiente tumoral,
desempenhando fungdes criticas que podem influenciar tanto a progressdo quanto a regressao
do céncer. Os macrofagos associados ao tumor (TAMs, do inglés Tumor associated
macrophages) sdo particularmente importantes na carcinogénese, modulando diversos
processos que contribuem para o desenvolvimento e a progressdo do cancer. Os TAMs séo
frequentemente classificados em dois principais fen6tipos funcionalmente distintos: M1 e M2,
Macrofagos M1 sdo ativados classicamente e tém propriedades pro-inflamatdrias e anti
tumorais, secretando citocinas como TNF-a, Interleucina 12 e linterleucina-1f3, que
promovem a destruicdo de células tumorais (Murray, 2014). Por outro lado, os macrofagos
M2 sdo ativados alternativamente e estdo associados a fungdes pro-tumorais, incluindo a
promocgdo da angiogénese, a remodelacdo tecidual, e a supressdo da resposta imune (Biswas,
2010). Uma das vias moleculares mais ativadas nos macréfagos tumorais € o NF-kB (Cornice,
2024).

Macrofagos tumorais estimulam o remodelamento do microambiente tumoral e
angiogénese através da producdo de VEGF, TGF-B, MMP2 e MMP9 e CCL2 (Qian, 2010;
Li, 2020 e Kuznetsova, 2024). A transicdo epitélio-mesenquimal é favorecida através da

producdo de N-caderina. A imortalidade celular e resisténcia celular também é estimulada por
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meio dos macrofagos celulares através da estimulacéo da via WNT (Kuznetsova, 2024). Outra
citocina que modula varias interacfes celulares no microambiente tumoral, e que pode ser
produzida pelos macrofagos tumorais € o TNF-o (Tu, 2021). Uma importante interacdo
celular dos macrofagos tumorais se faz com as células tronco tumorais, atraves da secrecao de
IL-6 (Radharani, 2022).

Mastécitos intra-tumorais

Os mastocitos, células conhecidas principalmente por seu papel nas reacdes alérgicas e
inflamatdrias, tém se mostrado participantes ativos no microambiente tumoral, influenciando
diretamente a progressdo do cancer. A presenca e a atividade dos mastdcitos em tumores tém
sido associadas a varias etapas da carcinogénese, desde a iniciacdo e promocéao tumoral até a
angiogénese e a metastase. Estudos sugerem que os mastdcitos contribuem para a progressao
tumoral através da liberacdo de mediadores pro-inflamatdrios, como histamina, proteases,
citocinas e fatores de crescimento, que podem promover a proliferacdo celular e a
angiogénese. Estes mediadores ndo s6 promovem o crescimento tumoral, mas também
modificam a matriz extracelular, facilitando a invasdo de células cancerigenas. Estes
mediadores incluem VEGF, TGF-B, TNF-alfa, IL-6 e at¢é mesmo SCF (Marichal, 2013).
Além do VEGF, os mastocitos tumorais classicamente estimulam a angiogénese no
microambiente tumoral através do estimulo da secrecdo de PDGF e FGF2 e estimulam a
degradacdo da matriz extra-celular e invasdo tecidual por meio da producdo de
metaloproteinases de matriz MMP2 e MMP9 (Komi, 2020). Estudos apontam para um "up
regulation” de receptores de estrogénio mediante a infiltracdo de mastdcitos no tecido
tumoral, em modelos tumorais de cancer de mama (Majorini, 2020). A interagéo e influéncia
entre 0s mastocitos tumorais e o receptor HER-2 parece ainda necessitar de mais dados,

porém evidéncias relacionam os dois fatores (Carpenco, 2019)
CSCs - Cancer stem cells

As células-tronco tumorais (CSCs, do inglés Cancer stem cells) tém emergido como
um componente critico na compreensdo da carcinogénese, desempenhando papéis essenciais
na iniciacdo, progressdo e recidiva do cancer. Estas células possuem caracteristicas
semelhantes as das ceélulas-tronco normais, como a capacidade de autorrenovacdo e
diferenciacdo, mas sdo patologicamente adaptadas para promover a sobrevivéncia e a

propagacdo do tumor. Um dos principais aspectos da influéncia das CSCs na carcinogénese €
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a sua capacidade de iniciar tumores. Devido a sua capacidade de autorrenovacao, as CSCs
podem sustentar o crescimento tumoral por periodos prolongados. Estas células s&o
frequentemente resistentes a terapias convencionais, como quimioterapia e radioterapia, que
tendem a eliminar as células diferenciadas do tumor, mas ndo conseguem erradicar
completamente as CSCs, levando a recidiva e metéstase do cancer (Clevers, 2011). As CSCs
também contribuem para a heterogeneidade tumoral, uma caracteristica marcante dos tumores
solidos que dificulta o tratamento eficaz. A plasticidade das CSCs permite que estas células se
diferenciam em varias subpopulaces de células tumorais, cada uma com diferentes perfis
genéticos e fenotipicos. Esta heterogeneidade facilita a adaptacdo do tumor a diferentes
ambientes e pressdes seletivas, como aquelas impostas por terapias anticancer (Vermeulen,
2008). As células tronco-tumorais possuem muitas caracteristicas que as colocam no papel
chave da transicao epitélio-mesenguimal ja que conseguiriam moldar seu fendtipo mediante o
estimulo do microambiente. Além disso elas secretam também uma série de fatores pro-
carcinogénicos como FGF2, VEGF, IL-6, TGF-B, MMP9 e PDGF, o quais interagem e geram
mecanismos de co-estimulacdo com varios subtipos celulares no microambiente tumoral,

como fibroblastos, macréfagos e adipdcitos (Ayob, 2018)
TAZ - Transcriptional co-Activator with PDZ-binding motif

O fator transcricional TAZ (TAZ, do inglés Transcriptional co-Activator with PDZ-
binding motif) é uma proteina codificada pelo gene WWTR1 que desempenha um papel
crucial na regulacdo da expressdo génica. Sua influéncia na carcinogénese tem sido objeto de
intenso estudo, especialmente em contextos como o cancer de mama e outros tipos de
canceres epiteliais. TAZ é um componente critico da via de sinalizacdo Hippo, que € essencial
para a regulacdo do crescimento celular e da apoptose. A desregulacdo desta via pode levar a
proliferacdo celular descontrolada e, consequentemente, a carcinogénese (Yu, 2015). A
proteina TAZ pode aumentar a expressao de IL-6 (Kim, 2019). Além disso, tem papel
importante na ativacdo e no funcionamento dos fibroblastos associados ao céancer (Calvo,
2013). Estudos também apontam que a ativacdo de TAZ favorece as células tronco tumorais,

incluindo com ganho de resisténcia a quimioterapia (Liu, 2023 e Park, 2018).
CAA:s - Cancer-associated adipocytes

Os Adipdcitos associados ao cancer (CAAs, do inglés Cancer-associated adipocytes)

desempenham um papel significativo na carcinogénese, atuando através de uma complexa
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rede de sinalizacdo que promove a progressao tumoral. Esses adipdcitos, presentes no
microambiente tumoral, ndo apenas fornecem energia as células cancerigenas por meio da
lipolise, mas também secretam diversas citocinas, hormonios e fatores de crescimento que

influenciam diretamente a proliferacédo e a invasao das células tumorais (Dirat, 2011).

Os adipdcitos associados ao cancer podem influenciar a carcinogénese através da
modulacdo do microambiente tumoral e estimulagdo para a transicdo epitélio-mesenquimal.
Eles atuam atraves de um aumento na secre¢cdo de CCL2, VEGF, TNF-alfa, TGF-Beta,
MMP9, FGF, PDGF, dentre outros (Wu, 2023; Yao, 2021; Zhao, 2020). Boa parte do
funcionamento destas células se d& através da ativacdo de ER, Src, NF-kB, TWIST e STAT3
(Wu, 2019; Sankofi, 2023, Na, 2023). Uma outra populagdo celular com a qual os adipécitos
interagem bastante através destas moléculas sdo os fibroblastos, podendo até mesmo adquirir

este fendtipo, dentro do microambiente tumoral (Jones, 2020).

Hipoxia tecidual

A hipoxia tecidual, caracterizada pela baixa disponibilidade de oxigénio em tecidos,
desempenha um papel crucial na carcinogénese. Diversos estudos demonstram que a hipdxia
induz uma série de alteracGes celulares e moleculares que favorecem o desenvolvimento e a
progressdo do cancer. Essas alteraces sdo mediadas, em grande parte, pela ativacdo do fator
induzido por hipdxia 1 (HIF-1, do inglés Hypoxia-inducible factor 1), um fator de transcri¢éo
que regula a expressdo de genes associados a adaptacdo celular a baixa oxigenacdo. A hipdxia
tecidual consegue induzir nos tecidos a ativacao de vias como HER2, PI3K e STAT3 (Jun,
2017 e Franovic, 2007). A hipdxia tecidual também pode aumentar a expressao de genes
como VEGF, MMPs, TGF-Beta, PDGF, FGF2, SCF, dentre outros (Carmeliet, 1998;
Ortmann, 2024; Franovic, 2007 e Han, 2008). A transi¢do epitélio-mesenquimal também é
estimulada pela hipoxia tecidual tumoral, por meio da expressdo aumentada de genes como
TWIST, SNAIL e N-Caderina (Ortman, 2024 e Zhao, 2021). Mediante tantos estimulos a
nivel celular, a hipoxia tecidual também promove alteracdes a nivel tecidual tumoral. As
populacbes de células ndo-oncoldgicas estimuladas por hipoxia inclui os fibroblastos,
mastocitos tumorais e células tronco tumorais (Petrova, 2018; Ramiréz-Moreno, 2020 e
Heddleston, 2010).
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4 METODOS

Baseado no modelo de Hanahan sobre os hallmarks of cancer (HANAHAN, 2022), foi
realizada uma extensa revisdo narrativa da literatura através dos buscadores Pubmed e Google
Académico utilizando os termos "Breast Cancer" + [alteragdo molecular/celular a ser
pesquisadal.

Como ponto de partida para a revisdo, foram selecionadas as alteragdes genéticas mais
expressivas e com maior impacto na fisiopatogénese e no tratamento do cancer de mama. Os
artigos eram selecionados apds avaliacdo de titulo e resumo até esgotarem ao menos 10
artigos para cada fator associado ao cancer de mama. Por sua vez, durante a revisdo dos
artigos daquele fator molecular, sempre quando identificado um novo fator molecular ou
celular interagindo com o fator em questédo, este segundo fator também era incluido a seguir
na revisdo. O nimero pré-determinado de fatores (cada um a compor um Vvértice do grafo) foi
trinta e sete. Apo6s a definicéo dos 37 fatores a comporem o grafo, a reviséo foi encerrada e foi
definida a interacdo entre cada um deles.

Utilizando-se de um modelo matematico da teoria dos grafos foi desenhada uma rede
complexa envolvendo 37 vértices e suas relagdes entre si, derivados dos fatores envolvidos na
fisiopatogénese, conforme descrito na revisdo acima.

Uma rede complexa, em seu sentido mais simples, é formada por um conjunto de
sitios (nds ou Vvértices), os quais estdo conectados entre si por meio de ligacdes (conexdes ou
arestas). Existem varios modelos de redes. As redes regulares, onde todos nés tém as mesmas
propriedades, e 0 mesmo numero de ligagdes. As redes de acoplamento aleatério, onde as
conexdes entre os Vvértices sdo geradas de forma aleatéria. As redes de pequeno mundo, que
misturam caracteristicas de ambas as anteriores. E por fim, as Redes sem escala, na qual o
nimero médio de conexdes ndo converge a medida que aumenta-se o tamanho da rede. Neste
tipo de modelo, alguns poucos vértices podem possuir muitas conexdes, mais do que outros.
Este modelo € o que mais se aplica para a fisiopatologia do cancer.

Para a criagdo da rede, foi utilizada a linguagem de programacéo Python, empregando
recursos do pacote Igraph, juntamente com o pacote NumPy para realizar as caminhadas por
entre os vertices.

Apos a criagdo do grafo, realizamos uma analise de knockout (KO) de cada um dos
vértices da rede, exceto o vértice 1, que é o vértice de partida. Entdo, calculamos o vetor de
fluxo médio para cada rede KO. Dado o vetor de fluxo médio da rede saudavel e o vetor de

fluxo médio de todas as redes KO, calculamos o erro relativo médio, i, que € o erro relativo
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das distribuigdes médias, e calculamos o erro relativo médio M(g, g'; T, L). Isso determinou
0s vertices que, apos excluidos da rede, mais impactam em sua estrutura.

Para a analise dos resultados e avaliacdo de significancia estatistica, realizamos um
teste comparativo envolvendo os 6 knockouts mais impactantes. Tendo como controle a rede
"saudavel™, comparamos seus fluxos em cada vertice com os dos modelos knockout. A anélise
estatistica foi feita atraves do teste de Wilcoxon para anélise ndo paramétrica de amostras
pareadas. Foi usado um valor de p < .05 para defini¢do de significancia estatistica.
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5 RESULTADOS
Desenvolvimento Visual da rede complexa

Apbs a conclusdo da revisdo da literatura, foram determinadas as interagcdes entre 0s
vertices da rede, conforme ilustrado no gréafico 1.

Gréfico 1 - Matriz de intera¢Bes entre os 37 vértices da rede complexa (indicada pelas células
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Fonte: o autor

A matriz de interagdes entre os vértices permitiu o processamento da rede complexa,

dando origem ao grafo ilustrado na figura 6.
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Figura 6. A rede complexa de interac@es entre os vertices: 1 — HER-2, 2 — RAS, 3 - PI3K, 4
- Src, 5—-ERK, 6 -mTOR, 7-I1GF1,8-MYC, 9-ER, 10 - PELP1, 11 — AR, 12— MMP2 e
MMP9, 13 — TWIST, 14 — IL-6, 15 — JAK, 16 — STAT3, 17 — N-caderina, 18 — VEGF, 19 —
FGF2, 20 — PDGF, 21 — SNAIL, 22 — WNT, 23 — CCL2, 24 — CDK4/6, 25 — SCF, 26 — TGF-
B, 27 — TNF-a, 28 — NF-kB, 29 — TILs, 30 — TANs, 31 — CAFs, 32 — TAMs, 33 — Mastocitos
intra-tumorais, 34 — CSCs, 35 — TAZ, 36 — CAAs, e 37 — Hipdxia tecidual.

I
2

Fonte: o autor

Analise do grau de cada vértice

Em uma mera analise visual do grafo, n6s podemos perceber que alguns vértices
possuem maior grau do outros, tendendo a concentrar um maior namero de arestas,
representando mais interag0es de entrada e saida. Isso fica facilmente visivel perante o maior

grau e densidade em alguns pontos dentro da rede complexa.
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Para obter a grandeza numérica do fluxo de caminhantes fi(t), n6s consideramos um
tempo total T = 104, onde a cada passo, um novo caminhante foi criado, totalizando 104
caminhantes ao final da simulagdo. Este procedimento foi repetido L= 100 vezes e ao final,

foi calculada a média do vetor f(g; T), demonstrada pela formula matematica a seguir,

f@ﬂm_Zé%gQ

onde fi(g; T) corresponde a distribuicdo estacionéria obtida para T = 104.

O fluxo médio de caminhantes por cada vértice, incluindo a entrada e saida, esta
ilustrada no grafico 2, onde os vértices estdo dispostos no eixo horizontal e ordenados em
ordem decrescente de acordo com o fluxo médio de caminhantes, fi, que passam por ele.
Gréfico 2. O grau de entrada (vermelho) e o grau de saida (preto) da rede complexa para cada

veértice + fluxo médio de caminhantes (abaixo).
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Fonte: o autor

O vértice que apresentou o maior fluxo médio de caminhantes foi as
Metaloproteinases de Matriz MMP2 e MMP9 (fi = 0.08845), seguido de VEGF (fi = 0.06685),
TGF-B (fi = 0.06270), ERK (fi = 0.04431), CDK4/6 (fi = 0.04145), Células tronco-tumorais (f;
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= 0.04241), TWIST (fi = 0.04087), SNAIL (fi = 0.03938), PIK3K (fi = 0.04278), e STAT3 (fi
=0.02760), conforme ilustrado na tabela 1.

Tabela 1. Fluxo médio de caminhantes para cada componente da rede complexa

MMP2 and MMP9 0.08845  N-cadherin 0.03064 RAS 0.01554
VEGF 0.06685 PDGF 0.02642  Src 0.01441
TGF-B 0.06270 IL-6 0.02996 ER 0.01770
ERK 0.04431  Fibroblasts 0.02785 SCF 0.00893
CDK4/6 0.04145  Adipocytes 0.02591 T lymphocytes 0.00803
Cancer stem cells 0.04241 MYC 0.01952  Intra-tumoral mast cells  0.00954
TWIST 0.04087 NF-kB 0.01956 TNF-a 0.00658
SNAIL 0.03938 Macrophages 0.02028 IGFI 0.02013
PI3K 0.04278 CCL2 0.01739  Tissue hypoxia 0.00330
STAT3 0.02760  Neutrophils 0.01838 JAK 0.00271
FGF2 0.04389 HER-2 0.03244  PELPI 0.00225
WNT 0.03341 TAZ signal transducer 0.01706 AR 0.00025
mTOR 0.03114

Fonte: o autor

Knockout de Vértices

Uma analise de knockout foi realizada para cada vértice. O impacto de cada knockout
foi calculado usando o principio matematico do erro relativo. Apds os célculos, o0s vértices
gue demonstraram 0s maiores “erros relativos”, impactando a rede em maior grau foram:
MMP2 e MMP9 (0.19943), VEGF (0.18514); PI3K (0.16268), TGF-B (0.15465), CDK4/6
(0.12628), e TWIST (0.12596).

Para mensurar e comparar a "rede saudavel” com cada modelo experimental de "rede
com knockout", realizamos uma analise estatistica atraves do teste de Wilcoxon, ndo
paramétrico, para variaveis numéricas em amostras pareadas. Neste teste, o fluxo médio de
caminhantes em cada vértice das duas redes (saudavel VS knockout) foi comparado, buscando
a magnitude da diferenca atraves do escore Z e a significancia estatistica para um p bicaudal <
0.05.

Os knockouts analisados foram de MMP2 e MMP9, VEGF, PI3K, TGF-B, CDK4/6, e
TWIST - descritos a seguir. A figura 7 ilustra as alteracdes na rede complexa mediante cada

knockout.
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Figura 7. Figura com as estruturas das redes complexas com os knockouts que demonstraram

diferengas estatisticamente significativas.

KO TGF-B KO CDK 4/6 KO TWIST

Fonte: o autor

Knockout de MMP-2 e MMP-9

O knockout de MMP2 e MMP9 impactou significativamente na estrutura da rede
complexa (Z = -2.443; p = 0.01468), alterando o fluxo de entradas e saidas de caminhantes
pelos demais vértices (grafico 3). Os cinco vértices com as maiores variacdes foram IGF-1
(Afi =-0.01631); HER-2 (Afi =-0.01492); ERK (Afi = 0.01411); CDK4/6 (Afi = 0.01276);
STAT3 (Afi =0.01176).
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Gréfico 3. Fluxo médio de caminhantes, f(i), para a rede saudavel (em preto) e para a rede

KO de MMP2 e MMP9 (em vermelho)
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Fonte: o autor
Knockout de VEGF

O knockout de VEGF resultou em uma alteracdo significativa na rede (Z = -2.3723; p
= 0.01778) conforme demonstrado no grafico 04. Os cinco vértices com a maior diferenca nos
fluxos de caminhantes apds o knockout foram TGF-B (Afi = 0.01147); MMP2 and MMP9
(Afi =0.01106); FGF2 (Afi = 0.01062); HER-2 (Afi = 0.00872); Src (Afi = - 0.00839).

Gréfico 4. Fluxo médio de caminhantes, f(i), para a rede saudavel (em preto) e para a rede

KO de VEGF (em vermelho)
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Knockout de PI3K

O knockout de PI3K resultou em uma alteracdo sem significancia estatistica na
estrutura da rede (Z = -1.8774; p = 0.0601). Os cinco vértices com a maior diferenca apds o
knockout foram MMP2 e MMP9 (Afi = 0.01095); ERK (Afi = 0.00764); VEGF (Afi =
0.00692); TGF-B (Afi = 0,00601); SCF (Afi =-0.00592), como verificado no grafico 5.
Gréfico 5. Fluxo médio de caminhantes, f(i), para a rede saudavel (em preto) e para a rede
KO de PI3K (em vermelho)

0.10 EE Healthy network
0.08 1 BN KO PI3K
;.;-:_0-06'
0.04 -
0.02 1
0.00-
QEMMAE 20N EEC N L 22— 2N B3 5L SME
SO X EN T T I T Z 00 ZHERE 2 A b LT E20”<
cogAdPESoxxmEz~S0E:s SR LS8 5 Z 2R
s> TEZcnES ELEE £ gZ~%0 EZEE g s
[ PU}EUIM ) S & & g2z g= ~
2 I iy = 3 3 SEE EX
£ s Z. [« P s = _
3 5 . Sss2> T %
o § 5 & g'g
> S Kz 5
= <Nt T
= E

Fonte: o autor
Knockout de TGF-B

O knockout de TGF-B resultou em uma alteracdo estatisticamente significativa na rede
complexa (Z = -2.981; p = 0.00288), conforme demonstrado no grafico 6. Os cinco vértices
com a maior diferenca apds o knockout de TGF-B foram MMP2 e MMP9 (Af; = 0.00955);
FGF-2 (Afi = 0.00872); VEGF (Afi = 0.00787); IGF-1 (Afi = 0.00765); HER-2 (Afi =
0.00513).
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Gréfico 6. Fluxo médio de caminhantes, f(i), para a rede saudavel (em preto) e para a rede
KO de TGF-B (em vermelho)
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Knockout de CDK4/6

O knockout de CDK4/6 resultou em uma alteracdo estatisticamente significativa na
rede complexa (Z = -3.1028; p = 0.00194) como demonstrado no gréfico 7. Os cinco Vértices
com a maior diferenca apos o knockout de CDK4/6 foram MMP2 e MMP9 (Af; = 0.00845);
NF-kB (Afi = - 0.00707); MYC (Afi = - 0.00643); SNAIL (Afi = - 0.00499); FGF2 (Afi =
0.00389).

Gréfico 7. Fluxo médio de caminhantes, f(i), para a rede saudavel (em preto) e para a rede
KO de CDK4/6 (em vermelho)
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Knockout de TWIST

O knockout de TWIST resultou em uma alteracdo estaticamente significativa na rede
complexa (Z = -2.4508; p = 0.01428) conforme demonstrado no grafico 8. Os cinco vértices
com as maiores diferencas ap6s o knockout de TWIST foram CDK4/6 (Af; = 0.00868); VEGF
(Afi =0.00541); CCL2 (Afi =-0.00533); MMP2 and MMP9 (Afi = 0.00513); MYC (Af; =
0.00446).

Gréfico 8. Fluxo médio de caminhantes, f(i), para a rede saudavel (em preto) e para a rede
KO de TWIST (em vermelho)
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6 DISCUSSAO

Nosso modelo de rede complexa envolvendo possiveis fatores moleculares e celulares
na patogénese do cancer de mama indicou que o fator que mais impactou a rede como um
todo foi MMP2 e MMP9 de maneira estatisticamente significativa (p .01468). Estudos
indicam o papel dessas moléculas no cancer de mama, apontando para uma maior expresséo
de MMP2 e MMP9 na matriz extracelular do microambiente em comparagdo com o tecido
normal adjacente. Ao mesmo tempo, uma maior expressao de MMP2 e MMP9 esta associada
a um pior progndstico, maior disseminacdo para os linfonodos e agressividade tumoral (LI,
2017; JIANG, 2021). Quando associamos esses dados com a principal descoberta de nosso
modelo matematico, nos voltamos para a discussdo sobre a potencial aplicagdo de MMP2 e
MMP9 como alvos terapéuticos no cancer de mama.

As Metaloproteinases da Matriz sdo endopeptidases dependentes de zinco produzidas
por células tumorais e células ndo tumorais que compdem o microambiente tumoral, com as
metaloproteinases da matriz 2 e 9 sendo consideradas gelatinases (Kwon, 2023). MMP2 e
MMP9 atuam remodelando e degradando a matriz extracelular, contribuindo para a
progressao do tumor, producdo de fatores pro-tumorais, angiogénese e metastase (Conlon,
2019). Em nosso modelo, o knockout de MMP2 e MMP9 alterou significativamente a
estrutura da rede e também mostrou uma reducdo no fluxo de caminhantes passando pelo
vértice HER-2 (o inicio da rede), conforme mostrado na figura 8. Em contrapartida a estes
dados, verificamos que o knockout de VEGF, TGF-B, CDK4/6 e PI3K resultou em um
aumento no influxo de caminhantes passando por HER-2, gerando a hipdtese de que seus
knockouts poderiam estimular ainda mais esse vértice inicial. Essa descoberta reforcou a
hipotese do possivel impacto da inibicdo de MMP2 e MMP9 na biologia tumoral do cancer de

mama com superexpressao de HER2.
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Figura 8. Variacdo na média de fluxo de caminhantes pelo vértice HER-2 mediante anélise
dos principais knockouts.
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Fonte: o autor

Até agora, vérias moléculas foram desenvolvidas em laboratério com potenciais
efeitos inibitorios sobre as metaloproteinases de matriz. Alguns medicamentos inibidores de
MMP 9 foram testados em varios tipos de cancer em ensaios clinicos de fase I-l1ll,
demonstrando atividade antitumoral, mas ndo conseguiram mostrar superioridade ou tiveram
seus testes interrompidos devido a problemas como a biodisponibilidade oral do medicamento

e efeitos adversos significativos (Rashid, 2023).

Especificamente no contexto do cancer de mama, o Marimastat foi testado em um
ensaio clinico de fase Ill em pacientes com cancer de mama metastatico. Como resultado
deste ensaio clinico, foi verificada uma resposta clinica ou estabilidade da doenca apds o
tratamento de primeira linha com quimioterapia. Porem ndo houve diferenca na sobrevida
livre de progressé@o em comparacao com o placebo, a0 mesmo tempo em que foi detectado um
aumento nas taxas de eventos adversos (Sparano, 2004). E importante notar que, neste estudo,
as pacientes com cancer de mama ndo foram discriminadas com base na expressao de HER-
2. Outro medicamento chamado BMS-275291 foi testado, no cenario adjuvante (apds cirurgia
com intencdo curativa), para pacientes com cancer de mama nos estagios clinicos I-I1l.
Entretanto, este ensaio clinico foi interrompido prematuramente devido a incidéncia de efeitos
colaterais (Winer, 2018). Ensaios e testes com esses medicamentos foram entdo suspensos, e
varios metodos para alterar a composi¢cdo molecular para aumentar a seletividade estdo sendo
propostos (Krop, 2014).
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Os resultados deste modelo de rede complexa demonstram a importancia de buscar
outras maneiras de alterar a acdo enzimatica das MMP2 e MMP9 tumorais. Um mecanismo
que poderia ser utilizado para aumentar a eficacia dessa terapia, reduzindo os efeitos
colaterais sistémicos, seria a combinacdo de um inibidor enzimatico de MMP com um
anticorpo direcionado a HER-2. A justificativa para essa hipotese vem das evidéncias do
impacto mais recente no tratamento do cancer de mama positivo para HER2. Que ocorreu
com os medicamentos Trastuzumab-Emtansina e mais recentemente com Trastuzumab-
Deruxtecan. Ambos compostos conjugados de quimioterapico-anticorpo e com impacto
significativo nas taxas de resposta tumoral e ganhos de sobrevida global (Cortes, 2022 e Krop,
2014). Vérios estudos e métodos podem ser utilizados para ligar anticorpos monoclonais a
moléculas com potencial terapéutico a partir de uma variedade de mecanismos, como agentes
quimioterapicos citotdxicos e agentes enzimaticos especificos de alvo (Fu, 2022 e Riccardi,
2023).

Portanto, mediante o resultado de nosso modelo de rede complexa do cancer de mama
com superexpressdao de HER2 e a possibilidade atual de farmacos imunoconjugados,
aventamos um potencial terapéutico para a inibicdo de MMP2 e MMP9 como uma maneira de
atacar este tumor. Este estudo gera como resultado a hipotese de um possivel novo modo de
acao através do desenvolvimento de um conjugado entre anticorpos anti-HER2 associados a
uma enzima inibitoria de MMP2/MMP9. Ao entrar nas células tumorais através de HER-2 e
liberar o inibidor de MMP2/MMP9 em um local especifico dentro do tumor, poderiamos
obter menos eventos adversos e alcancar um possivel impacto terapéutico, dado o peso das
metaloproteinases na fisiopatologia deste cancer. Especificamente, no cenario com
superexpressdo de HER2, poderiamos encontrar um efeito intensificado na inibicdo das
metaloproteinases, ja que o silenciamento de MMP2 e MMP9 resultou em um menor fluxo de
caminhantes em direcdo ao vértice HER2, algo que poderia ser interpretado como uma

regulacdo negativa dessa via. Trazendo um potencial sinergismo de agéo.

Apesar dos resultados gerados trazerem extrapolacGes e potenciais hipoteses
translacionais deste estudo, devemos ter em mente que este trata de um modelo experimental
teorico, que levanta hipdteses. No caso deste estudo, a revisao e selecdo dos vértices da rede
complexa foram baseadas em uma revisdo narrativa da literatura e ndo em uma revisao
sistematica da literatura. Para confirmacdo da hipdtese gerada, devemos aguardar o
desenvolvimento farmacoldgico de um composto similar e e aplicagcdo em ensaios pré-clinicos

e clinicos.
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7 CONCLUSOES

O modelo de rede complexa é uma ferramenta matematica que permite o estudo das
interacbes entre vértices dentro de uma matriz, possibilitando a abstracdo e a
teorizagdo sobre o funcionamento de um sistema complexo.

O cancer de mama € a neoplasia mais prevalente entre as mulheres no mundo todo, e
esforcos crescentes devem ser associados para o desenvolvimento de novos
tratamentos. No cenario do cancer de mama HER-2 positivo, multiplos fatores
tumorais parecem estar envolvidos.

Nosso modelo de rede nos permitiu verificar que o maior impacto estrutural foi gerado
pela eliminacdo das metaloproteinases da matriz, MMP-2 e MMP-9. Este impacto na
rede foi simultaneamente associado a uma reducdo no fluxo de caminhantes em
diregdo ao vértice HER-2. N&o podemos confirmar se isso se deve ao acaso dentro de
um modelo tedrico gerado pela teoria de redes complexas, mas os dados na literatura
sobre o papel das metaloproteinases na carcinogénese e sobre o papel da via HER2 no
cancer de mama nos levam a acreditar no potencial deste resultado obtido e suas
possiveis implicacGes terapéuticas.

A combinacdo terapéutica tendo como alvos HER2 e MMP poderia ser alcancada
através das tecnologias farmacéuticas disponiveis para conjugar um anticorpo ligante
de HER-2 a uma enzima inibidora de MMP. Aguardamos estudos moleculares

adicionais e testes farmacéuticos para confirmacdo desta hipdtese.
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