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Resumo

Os receptores da familia HER (ErbB) sdo fundamentais para o desenvolvimento de diversos drgaos e sistemas.
Embora sua presenca em tecidos adultos seja ubiqua, sua superativagio ou desregulagdo estd relacionada a um
mau progndstico para diversos tipos de tumores. Curiosamente, HER e seus ligantes sdo ausentes nas células
maduras do sangue, o que sugere que sua expressao deva ser "desligada” em algum momento do desenvolvimento
hematopoético normal. Diversos relatos, no entanto, tém evidenciado a presenca de transcritos e/ou proteinas
para esses receptores e seus ligantes em leucemias e linfomas, sugerindo que, também nestas patologias, as novas
drogas que vém sendo desenvolvidas para inibir HER em outros tipos de cAncer possam contribuir para o controle
do crescimento celular. Largamente conhecidos por suas fung¢oes sinalizadoras transmembranosas, os receptores
HER foram recentemente observados em nticleos celulares, sugerindo possibilidades adicionais de compreensio ¢
controle da sinalizagdo por esses receptores. Essa presenca foi proposta como fator progndstico para cincer de
mama, o que poderd vir a se estender também a malignidades hematoldgicas.

Palavras-chave: EGE, HER, Cancer, Hematopoese, Inibidores de tirosina-quinases, Tirfostinas

*PhD, Pesquisadora do Programa de Onco-hematologia, MEDEX, Coordenadoria de Pesquisa, Instituto Nacional de Cancer
Endereco para correspondéncia: Claudia Sondermann Freitas. Rua André Cavalcante 37 - 6° andar - Rio de Janeiro (R]), Brasil - CEP: 20230-130.
E-mail: csondermannf@inca.gov.br

Revista Brasileira de Cancerologia 2008; 54(1): 79-86

79



Freitas CS

80

A FAMILIA HER EM CANCER

Os receptores HER1, HER2, HER3 ¢ HER4,
também chamados ErbB, (proteinas tirosina-quinases
transmembranosas que ligam o fator de crescimento
epidérmico - EGF - e outras moléculas assemelhadas)
sdo fundamentais para o desenvolvimento de diversos
érgaos e sistemas. Embora sua expressio em tecidos
adultos seja ubiqua, sua superativagdo estd relacionada
a um mau progndstico para diversos tipos de tumores',
esteja ela relacionada 4 amplifica¢iao dos genes HER, a
mutagdes nesses genes”®, ou ainda a uma simples
desregulacdo do programa de diferenciagio para cada
tipo celular. Quando ativos, esses receptores unem-se
em dimeros, se transfosforilam, ¢ passam a ser capazes
de transduzir sinais intracelulares que podem afetar o
crescimento celular, a inibigio da apoptose, a migragio
e a invasividade, a angiogénese, entre os processos que
levam A progressao de tumores malignos®’.

HER1 (EGFR, ErbB1) se acha superexpresso em
virtualmente todas as malignidades epiteliais (pulmio,
c6lon, préstata, mama), representando um progndstico
ainda pior do que a superexpressio de HER2¢. No
entanto, a simples superexpressio de HER1 nio
transforma células, j4 que o dimero HER1:1 s6 € capaz
de se transfosforilar quando a ele se acopla um de seus
ligantes extracelulares (EGF ou outros membros dessa
familia de fatores de crescimento). Esses fatores podem
ser produzidos pelos tumores ou por células ndo-malignas
adjacentes, gerando uma indug¢do ao crescimento
autdcrina ou justdcrina. J4 HER2, para o qual nio foi
descrito ainda um ligante extracelular, pode
espontaneamente formar dimeros, uma caracteristica
conferida pela estrutura peculiar de sua porgio
extracelular. Assim, o dimero HER2:2 pode se
transfosforilar independentemente da auséncia de ligante,
estimulando a transformagao morfoldgica e o crescimento
celular, seja em sua forma mutada (o oncogene new,
formando homodimeros neu:nen), seja na sua forma nio
mutada. De fato, HER2 n3o mutado € capaz de formar
heterodimeros com HERI constituindo a quinase ativa
HER1:2, assim fosforilando HER1 mesmo na auséncia
de seus ligantes extracelulares®.

Além das bem descritas fungoes sinalizadoras desses
receptores como moléculas transmembranosas, fungoes
ainda pouco definidas relacionadas a sua presenca
celular vém sendo

diretamente no nucleo

789 Em tumores de mama, foi relatado o

evidenciadas
valor prognéstico de HER1 nuclear, inversamente

relacionado 2 sobrevivéncia dos pacientes'.
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DIVERSIFICACAO DE RECEPTORES E
VIAS DE SINALIZACAO

A sintese e o processamento dos transcritos e das
proteinas para os receptores HER estao sujeitos a
mecanismos de regulagdo ainda nio completamente
compreendidos''>13. Sabe-se que os peptideos que
compdem essa familia de receptores so codificados por
diferentes genes (em humanos, EGFR - HERI,
cromossoma 7; HER2, cromossoma 17; HER3,
cromossoma 12; HER4, cromossoma 2). Dois ou mais
membros da familia HER podem ser expressos por um
mesmo tipo celular, sugerindo que seus produtos nio
sdo simplesmente redundantes, mas exercem uma
diversificacio de fungoes sinalizadoras®.

Cada um desses genes pode ainda gerar vdrios
produtos, como, por exemplo, o gene para HERI, que
gera peptideos de pesos moleculares 7.5, 44, 69, 72,
77, 110, 115, 134, e 170 kDas, alguns truncados em
regides N-terminais (extracelulares), outros em regioes
C-terminais (intracelulares, contendo a regidao com
atividade de quinase e os sitios de transfosforilacao),
vide as seqiiéncias depositadas em bancos de dados
(NCBI/NIH/USA; Uniprot/EBI/UK; Swiss-prot/
ExPaSy/ISB/SW). Pouco se sabe a respeito da funcio
desses peptideos "variantes". No caso de HER4, por
exemplo, foram descritas duas variantes que diferem na
por¢do justamembranosa e se expressam de forma
tecido-especifica, apresentando algum grau de diferenca
funcional'>',

Além das variantes, foram descritas também formas
mutantes de HER, associadas a sua ativagao aberrante
em tumores'>?!,

Cada um dos peptideos HER pode se associar em
homo ou heterodimeros, mesmo quando um sé membro
do par encontra seu ligante®, gerando uma diversidade
de receptores. Assim, HER2 figura como um excelente
"parceiro” para transfosforilagdes, atuando como co-
receptor para outros membros da familia, que podem
ou nio estar acoplados aos seus ligantes
extracelulares’?. Por exemplo, embora o HER3 nio
possua atividade intrinseca de tirosina-quinase, sendo
seu dimero HER3:3 inativo, ele pode formar
heterodimeros e ser transfosforilado por HER4 ou HER2
quando "acionado" pelos fatores de crescimento ligantes
de HER3 (Neuregulinas e Heregulinas)*'>%. Ademais,
a formagao de heterodimeros com HER2 aumenta a
afinidade de todos os outros membros da familia a seus
respectivos ligantes*. No caso de HER3, a dimerizagio
com HER2 aumenta dramaticamente sua afinidade por
Neuregulinas e torna sua por¢io C-terminal inativa
como quinase extremamente ativa como transdutora de



sinais mitogénicos, por oferecer muitos sitios adicionais
de fosforilagio®. HER3 ¢ também um 64timo parceiro,
por ndo sofrer degradagdo intralisossomal, sendo
continuamente reciclado e refosforilado pelo HER2
superexpresso, ¢ contribuindo ativamente para a
transformacao celular®.

A diversificagao de fungdes de HER pode se dar
também pela utilizagio de diferentes vias intracelulares
de sinaliza¢ao?®?:%8, Assim, heterodimeros sio mais
potentes e mitogénicos, fornecendo residuos adicionais
de fosfotirosina, que podem acoplar diferentes moléculas
intermedidrias na transduc¢do de sinais"*. Por exemplo,
todos os dimeros de HER ativam a via de Ras/MAPK,
enquanto apenas alguns deles sdo capazes de ativar a via
de PI3-K/Akt. Enquanto PI3-K se acopla diretamente a
HER3 ¢ HER4, seu acoplamento a HER1 ou HER2
depende de uma proteina intermedidria Cbl23, que
também modula a atividade dessas quinases pela
regulacdo diferencial de sua degradacio®.

Como um mecanismo adicional de diversificacio,
cada um desses dimeros pode ainda aceitar a ligacdo de
mais de um fator de crescimento da familia do EGE
diferentes ligantes estimulando diferentes mecanismos de
transdugio de sinais. Assim, a regidao C-terminal de HER1,
que contém os sitios de autofosforilagao, ¢ essencial a
atividade mitogénica induzida pela ligagao de Anfiregulina,
mas ¢ perfeitamente dispensdvel para a mitogénese
induzida por EGE sendo ambos os fatores ligantes de
HERI®. Ligantes de baixa afinidade pelos receptores
podem inclusive modificar o tempo do estimulo,
resultando em um aumento da meia-vida do receptor e
modificando as vias pelas quais este serd degradado'.

Além de ter sua degradagio modificada pelos ligantes,
os receptores HER podem também ter sua expressio
regulada por eles, resultando assim em um conjunto de
ligantes, receptores, transdutores de sinal e fatores de
transcricdo, bastante especifico para uma dada situagio
biolégica, o que torna o controle de seus efeitos

extremamente complexo?.

FORMAS TRUNCADAS DE RECEPTORES HER

Formas truncadas para a por¢o intracelular, C-terminal,
desses receptores, foram descritas em tumores sélidos

e linhagens celulares malignas'?3"32

, € suas possiveis
fungdes permanecem por ser esclarecidas. Sabe-se que
a delegiao de alguns sitios de transfosforilagio
C-terminais nio impede a transducio de sinais por
esses receptores, através da fosforilagdo de sitios
alternativos®. Além disso, a remog¢io da cauda
citoplasmdtica de HER1 resulta em um receptor

truncado com alta propensio a se ligar a HER2, que
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potencializa a resposta mitogénica a EGE. Foi sugerido
assim que a presenga dessa cauda funcionaria mais
propriamente como um bloqueador das interagbes de
HER1 com HER2 na auséncia de ligante extracelular,
impedindo a ativagio espontinea e "indesejada"*.

A propensio de HER2 em se associar a
homodimeros ou a outros peptideos HER sugere que
existam, na fisiologia normal, mecanismos que evitem
a formagio espontinea de homodimeros de HER2!. De
fato, Herstatina revelou-se como um fragmento da
porcao extracelular, N-terminal, de HER2, que, soldvel,
cumpre esse papel de "inibidor natural”. Além de inibir
a dimerizagdo e a auto-ativagio de HER2, ¢ capaz de
ligar-se a HER1, HER2, HER4, deltaHERI1 e,
surpreendentemente, até a IGF-1R, mas nio a HER3
ou FGFR-3*, inibindo também a indugio de expressio
de HER3 ¢ HER4 pelo HER2 superexpresso, a
transativagio de HER3 por HER2 e a ativagio de HERI
de forma ligante-dependente em células que o
superexpressam>>°.

J4 ao gene para HER3, correspondem quatro
pequenos transcritos alternativos relacionados a por¢do
extracelular, inicialmente observados em carcinomas de
ovdrio, mas também presentes em tecidos normais
humanos®. Para um dos peptideos soltveis de HER3
(p85), pode-se demonstrar uma fungio inibitéria a
ativacdo pela competi¢do com o ligante Heregulina®®.

Também para HERI de humanos, camundongos,
ratos e aves, foram observados transcritos curtos
provenientes de regides N-terminais, cujos produtos
funcionam como inibidores de transformagio celular
dependente de ligante®°
inibidores vém sendo estudados como candidatos para

. Pequenos fragmentos

o desenvolvimento de novas terapias anticAncer®.
PEPTIDEOS LIGANTES DA FAMILIA HER

No que diz respeito aos ligantes extracelulares
(fatores de crescimento da familia do EGF), semelhante
diversidade de transcritos e protefnas foi observada, a
partir de diferentes genes*'. Acham-se descritos em
organismos superiores pelo menos 12 membros dessa
familia: os ligantes de HER1 (EGE TGF alfa, HB-EGE,
Anfiregulina, Epiregulina, Betacelulina), ¢ os de HER3
e HER4 (as Neuregulinas, produtos do processamento
alternativo dos transcritos do gene NRG-1, que incluem:
as Heregulinas, o fator de diferenciagio neuronal - NDE,
o fator de crescimento da glia - GGF; o produto do
gene NRG-2; ¢ NTAK - ativador de quinases de origens
neural e tfmica)’?4,

Alguns desses ligantes utilizam um tnico receptor,
por exemplo, o TGF alfa e a Anfiregulina, que s6 ligam
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HERI, ou as Neuregulinas 3 ¢ 4, que s6 ligam HER4.
Outros utilizam mais de um receptor, como o HB-EGE,
a Betacelulina e a Epiregulina, que ligam tanto HERI
como HER4, ou as Neuregulinas 1 e 2, que ligam tanto
HER3 como HER4%,

Alguns deles podem ainda ser ativos sob a forma de
seu precursor transmembranoso, nio sendo secretado
sob a forma soldvel e ativando células contiguas de forma
4445 Ademais,

podem exercer fun¢do autdcrina, no caso de uma mesma

justdcrina, pelo contato célula-célula

célula produzir tanto receptores quanto ligantes,
alimentando seu préprio crescimento. Diversos
tumores mostram crescimento autécrino pela producio
de HER e de seus ligantes, por exemplo, tumores do
trato aerodigestivo superior, em que HER sao
sintetizados simultaneamente a EGF e TGF alfa?.

INIBIDORES SINTETICOS DE HER

Diversas abordagens terapéuticas vém sendo
desenvolvidas tendo como alvo essas proteinas, tanto
pelo uso de anticorpos "humanizados" dirigidos as

quinases de membrana>?>4%->°

como pela sintese de
pequenas moléculas capazes de entrar nas células e assim
inibir tanto as quinases de membrana como as

#51 Dentre essas pequenas moléculas,

intracitoplasmdticas
acham-se as tirfostinas, sintetizadas com o objetivo de inibir
seletivamente tirosina-quinases como, por exemplo, as
tirfostinas AG1478 e RG13022, especificas para HER™.
Outros inibidores dirigidos a HER1 ou 2 incluem o
7ZD1839 (Gefitinib, Iressa, Astra-Zeneca Pharmaceuticals,
DE, USA), o OSI-774 (Tarceva, Erlotinib HCI, OSI
Pharmaceuticals/ Genentech Inc., CA, USA), o PKI-166
(Novartis Pharma GA, Basel, SW), além dos inibidores
pan-HER CI-1033 (Pfizer Inc., NY, USA) e GW572016
(GlaxoSmithKline, NC, USA)#>23:4353-55,

Estudos sobre as possiveis causas de escape ao
tratamento com essas novas drogas vém sendo
desenvolvidos, sejam relacionados as mutages nos sitios
de acdo dos inibidores, de forma a conferir resisténcia
a esses agentes, ou a deficiéncias na agdo de proteinas
supressoras de tumor enddgenas, sejam relacionados 2
expressao concomitante, por células tumorais, de mais
de uma quinase, ou ainda i transmodulagdo, efetuada
pelos mediadores intracelulares de transdugio de sinais,
de uso comum a diversas vias'**¢®, Conhecer esses
mecanismos permitird, em futuro préximo, que
pacientes sejam selecionados de forma a aumentar suas
chances de beneficio clinico pelo uso dessas novas
drogas, que vém sendo testadas também em associagdo
a outros quimioterdpicos, em diversos tipos de tumores

sélidos e leucemias®>2351,5455,60-62,
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HER E SEUS LIGANTES NO
DESENVOLVIMENTO HEMATOPOETICO
NORMAL OU MALIGNO

E no minimo curioso que, dentre os tecidos adultos
normais, HER e seus ligantes estejam ausentes apenas
nas células maduras do sangue®'. Isso sugere que, em
algum momento durante o desenvolvimento
hematopoético, sua expressio deva ser "desligada”, ou
seja, negativamente modulada. Ainda mais curioso é o
fato de que pouco se saiba sobre a "desregulagao” desse
programa em processos malignos do sistema
hematopoético. Até porque essa familia de receptores
teve seu primeiro membro descrito quando da descoberta
de seu oncogene andlogo viral (v-ErbB) na transformacio
leucémica de progenitores eritréides em aves, sendo
posteriormente descrito o receptor celular endégeno
(c-ErbB, ou HER2) e suas fungoes no desenvolvimento
eritréide normal®-°,

Na literatura, alguns relatos apontam para a presenca
desses receptores ou seus ligantes em células malignas
do sangue, de linhagens diversas. Por exemplo, a
expressio de HER2 foi observada em pacientes com
leucemia linfobldstica aguda e leucemia mieléide cronica
quando em crise bldstica B, além da superexpressao
de HER2 em um subgrupo de pacientes portadores de
mieloma multiplo®®. Mais recentemente, foram
observados peptideos truncados de HERI em células
da medula 4ssea de pacientes portadores de leucemia
mieldide cronica®. Além disso, a expressao de transcritos
para um membro da familia de ligantes, o HB-EGE, foi
descrita em leucemias mieldides agudas™.

Mahtouk er al.% relataram a expressio de vérios
membros dessa familia de receptores e seus ligantes em
linhagens celulares derivadas de mielomas multiplos,
mantidas em cultivo pela adi¢do de IL-6, assim como
em células de pacientes portadores desta patologia,
leucemizadas ou nao. Nesse estudo, utilizando o inibidor
pan-HER PD169540 in vitro, para a inibi¢io de
crescimento e/ou estimulo & morte por apoptose, de
células mononucleares da medula ou do sangue de oito
pacientes, apenas dois ndo foram respondedores. Esses
resultados sugerem que as novas drogas inibidoras de
HER, que vém sendo desenvolvidas para uso em
canceres epiteliais, poderdo futuramente ser aplicadas
também ao controle de crescimento celular em
malignidades hematolégicas, como o mieloma mdltiplo,
seja em associagdo ao bloqueio dos receptores para IL-6,
visando 2 inibi¢ao do crescimento celular ou 4 indugio
de morte celular por Dexametasona.

Uma das linhas de pesquisa presentemente
desenvolvidas na CPQ/INCA diz respeito a busca de



transcritos e proteinas para HER e seus ligantes em células
hematopoéticas malignas de linhagens diversas. Trabalhos
anteriores, utilizando a tirfostina AG1478, especifica para
HER1, em cultivo de drgaos (timos fetais de
camundongos), apontaram para um papel de HER1 e do
precursor de EGF no desenvolvimento linféide T
normal”*. Isso levou a pesquisar a modulagio negativa
da expressdo dessas moléculas no processo de maturagao
de células do sangue, e a relagdo de desvios desse programa
de diferenciagio com processos malignos do
desenvolvimento hematopoético. Inicialmente, foram
observados transcritos para o precursor de EGF nas trés
linhagens linféides T malignas murinas e uma humana
testadas’, e pode-se imunoprecipitar, utilizando anticorpos
comerciais anti-EGF humano, peptideos relacionados ao
EGF contidos nos extratos da linhagem leucémica T
humana CCRF-CEM (resultados ndo publicados).

Mais recentemente, foram observados transcritos
para HER1 em linhagens celulares leucémicas mantidas
em cultivo, incluindo uma eritréide (K562), e 3 de 4
linhagens linféides B estabelecidas a partir de linfomas
de Burkite (Daudi, Ramos, ¢ Raji), além de transcritos
para HER4 nesta dltima, e para os ligantes EGF, HB-
EGF ou TGF alfa, em todas as 14 linhagens testadas™”.

Acha-se em fase inicial de implantagio um projeto
de autoria prépria, dentro do Convénio Cientifico
INCA-Fiocruz, no qual pretende-se, com a colabora¢io
de Dr. Marcelo Pelajo (Fiocruz), analisar a possivel
presenca de HER no ndcleo de células malignas do
sangue, utilizando ensaios morfoldgicos de
imunomarcagbes para esses receptores, com leitura em
microscopia confocal, e em protocolos especiais que
empregam permeabilizagio com detergentes em doses
crescentes, visando a exposi¢do de antigenos nucleares.
Além disso, serdo efetuados estudos bioquimicos, como
andlise por immunoblotting dessas proteinas em fragoes
subcelulares, ¢ estudos fisioldgicos, empregando cultivos
celulares sob observagdo ao microscépio, buscando a
visualizagao do fluxo ou gradiente desses ligantes e
receptores dentro das células. Contando com a interagio
de grupos clinicos que manifestem interesse na drea,
pretende-se poder acrescentar dados quanto A possivel
contribui¢do do crescimento HER-dependente para a
evolugdo de doengas malignas do sangue.
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Abstract

Receptors belonging to the HER (ErbB) family are essential to the development of organs and systems in general.
Although their presence is ubiquitous in adult tissues, their over-expression or dysregulation is associated with
poor prognosis in many types of tumors. Curiously, the absence of HER and their ligands in mature blood cells has
been reported, suggesting a necessary down-regulation during hematopoieis. However, many reports point to their
presence in hematological malignancies, suggesting that in the latter, the new drugs currently being developed for
other types of cancer will also putatively contribute to the control of cell growth. Formerly known only as
transmembrane signal transducers, HER receptors have recently been found in cell nuclei, indicating new signaling
routes. Nuclear localization has been described as a prognostic factor in breast cancer, while the extension of this
observation to hematological malignancies remains to be investigated.
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