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RESUMO

Via é o conjunto de interacOes bioldgicas hierarquizadas em um sistema biologico.
Isso significa que as vias sdo compostas por nés, que representam as entidades
biolégicas, e arestas, que representam as interacdes entre as entidades bioldgicas,
sendo que as interacfes obedecem a uma hierarquia. Representacfes gréficas de
vias sao de grande utilidade porque apresentam a informacédo biolégica em um
formato conciso, intuitivo e didatico. Apesar disso, ndo existia uma via de
desenvolvimento da glandula mamaria em nenhuma das principais bases de vias,
como KEGG Pathway, Reactome ou WikiPathways. Outra demanda em relacdo ao
estudo da glandula mamaéria se refere a necessidade de elucidar sua origem e
evolucdo. Dessa maneira, o objetivo desse trabalho era elaborar uma via de
desenvolvimento da glandula mamaria e estimar a origem dos seus genes e do
sistema. Para isso, 0 primeiro passo consistiu em realizar um levantamento dos
genes (e das interacdes entre eles) envolvidos no desenvolvimento da glandula
mamaria através de ferramentas de mineracao de texto, e elaborar um diagrama de
via e uma descricdo para cada fase de desenvolvimento da glandula mamaria
(desenvolvimento embrionério, puberdade, gravidez & lactagdo e involucdo). Em
seguida, a origem de cada gene foi estimada através de ferramentas para o
agrupamento de homoélogos e para a inferéncia do ancestral comum mais recente, e
a origem do sistema foi estimada com base na origem dos seus genes. Neste
trabalho foram produzidas quatro vias, uma para cada etapa de desenvolvimento da
mama, as quais sdo acompanhadas por suas respectivas descri¢cdes. Ao todo 310
genes e 795 biointeragdes foram encontrados. Com relacdo a origem dos genes
foram encontrados genes com origem predita desde organismos celulares até
boreoeutheria, sendo que de 80 a 97% dos genes ja existiam nos peixes (entre
Gnathostomata, Teleostomi e Euteleostomi). A comparacdo entre as subvias
mostrou que as subvias do desenvolvimento embrionario e da puberdade possuem
genes com origem predita até Tetrapoda-Aminiota, enquanto as subvias da gravidez
& lactacdo e da involucdo possuem genes com origem predita até Mammalia-
Eutheria-Boreoeutheria. Este trabalho contribui para a compreensao da biologia e
evolucdo da glandula maméaria, bem como fornece material base para outros

estudos.



ABSTRACT

Pathway is a set of hierarchical biological interactions on a biological system. That
means that pathways are constituted by nodes, which represent the biological
entities, and edges, which represent the hierarchical interactions between those
biological entities. Graphical representations of a pathway are of great usefulness
because they display the biological information in a concise, intuitive and didactic
way. Despite that, there was no pathway describing the development of the
mammary gland on any of the main pathway databases, like KEGG Pathway,
Reactome or WikiPathways. Another demand regarding the study of the mammary
gland refers to the need of elucidating its origin and evolution. Thus, the objective of
this work was to create a pathway of the development of the mammary gland and to
estimate the origin of its genes and of the system as a whole. For that, the first step
consisted in discovering the genes (and the interactions they establish between each
other) involved in the development of the mammary gland through text-mining tools,
followed by the creation of a graphical pathway and a description for each phase of
the gland’s development (embryonic development, puberty, pregnancy & lactation
and involution). Following, the origin of each gene was estimated by determining the
lowest common ancestor of the organisms containing copies of each gene,
discovered with homologue-clustering tools; the origin of the system was inferred
based on the origin of the genes. In this work, four pathways were created, one for
each stage of the mammary gland development, which are accompanied by their
respective descriptions. Among all of them, 310 genes and 795 biointeractions were
found. Gene origin estimation inferred genes originating all the way from the cellular
organisms through Boreoeutheria, with 80 to 97% already existing among the fishes
(between the clades of Gnathostomata, Teleostomi and Euteleostomi). Comparison
between the subpathways revealed that embryonic development and puberty have
genes with predicted origin up to Tetrapoda-Amniota, whereas the subpathways of
pregnancy & lactation and involution have genes with predicted origin up to
Mammalia-Eutheria-Boreoeutheria. This work contributes for the comprehension of
the biology and evolution of the mammary gland, as well as provides source material

for other studies.



LISTA DE ABREVIATURAS

ARCoBALeno - Application for Rapidly COloring Biological pathways by Ancestrality
or gene ontoLogy-Enriched iNformatiOn

BBH - Bidirectional Best Hit - Melhor alinhamento reciproco

BOWS - Bioinformatics Open Web Services

ECM - ExtraCellular Matrix - Matriz extracelular

EMT - Epithelial-Mesenchymal Transition - Transi¢ao epitélio-mesenquimal

KEGG - Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

KO - KEGG Orthology

LBP - Last Biological Process

LCA - Lowest Common Ancestor - Ancestral comum mais recente

LMF - Last Molecular Function

NCBI-Taxonomy - National Center for Biotechnology Information-Taxonomy
NLM-NCBI - National Library of Medicine-National Center for Biotechnology
Information

PESCADOR - Platform for Exploration of Significant Concepts AssociateD to co-
Occurrence Relationships

PID - Process IDentifier - NUmero de processo

PMID - PubMed Ildentifier

PSI-BLAST - Position-Specific Iterated BLAST

TEB - Terminal End Bud

txid - NCBI-Taxonomy IDentifier - Identificador taxonémico

UEKO - UniRef50 Enriched KEGG Orthology

UE-Seed - UniRef50 Enriched-Seed

UniProt - Universal Protein Resource

UniProtKB - UniProt Knowledgebase

UniRef - UniProt Reference Clusters



1.

SUMARIO

INTRODUGAD ...uouererererereeeeetesssssssssessssssssssssssssssssssesesssssesssssssssssssssssssssnsnssssssssssssssssesesssessssssssssssssssses 8
1.1.  ANATOMIA DA GLANDULA MAMARIA .....ooovoieeeeeeeeeeeeeeeeee e eseses s sesassenassan s sassansnen 8
1.2. BIOLOGIA DO DESENVOLVIMENTO DA GLANDULA MAMARIA ......ooveveeeeeeeeeereeeen 9

1.2.1. DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO........ccoeveurieceeeeeeseieeieeseiesessesesesasssessssessesas s sesanns 9

1.2.2. PUBERDADE ... oottt sttt ettt et n e st et ene e 10

1.2.3. GRAVIDEZ E LACTAGAO .....oooveeeveveeveevee e teevee e ves s ves s ses s sesss s s ses s s s ses s s sssnsens 12

1.2.4.  INVOLUGAO ...ttt sttt s s senassasaanassseananes 13
1.3. LINHAGEM EVOLUTIVA HUMANA ... ettt ettt sttt sbe et e e st s s 14
1.4. ORIGEM EVOLUTIVA DA GLANDULA MAMARIA ........ooooieeeeeeeeeeeeseeeeesee e 17
1.5, BIOINFORMATICA ..ottt sttt sa s s s na s sen s naesassanans 19

1.5.1. MEDLINE RANKER ..ottt 19

1.5.2. PESCADOR ...ttt sttt ettt ettt et 20

1.5.3. PATHVISIO .ttt sttt ettt ettt ettt et e ne e 21

1.5.4. SEEDSERVER ...ttt st e st 22

1.5.4.1. Bancos de dados USados PEl0 SEEUSEIVET.........cccoeireerierinietrieteie et 24
1.5.4.2. Programas USAd0oS PEI0 SEEUSEIVET ........cccvuiireirieiieeeeeetee sttt 25

1.5.5. ALGORITMO LCA ..ttt et s ettt et anesanenaeens 26

1.5.6. ARCOBALENOQ ...ttt ettt sat et et eanesinenaeens 26

L0 ] N 1 N Y 28
2.1, OBJIETIVO GERAL ...ttt sttt sttt ettt sbe e bbb s ne s saee 28
2.2, OBJIETIVOS ESPECIFICOS ....ooiieiieieiieieiiesise sttt ss st st ssens 28

MATERIAIS E METODOS ...uvueueueueeesesessessessssessessessessssessessessssssssssissessssssssstssssssssssssssssssssssassasses 29
3.1.  TRAINING SET, TEST SET E MEDLINE RANKER.......cooitiitit ettt 29
3.2. PESCADORE TABELA DE BIOINTERAGOES ...t eee s 30
3.3.  ELABORAGCAO DO DIAGRAMA DA VIA USANDO PATHVISIO........cccooevreeeeeereeeeeesreresreeen. 31

3.4. ESTIMATIVA DA ORIGEM DOS GENES USANDO SEEDSERVER E ALGORITMO LCA..31
3.5. COLORINDO A VIA DE ACORDO COM A ORIGEM DOS SEUS GENES USANDO

F 2 T0{ 0] =Y I = N[ @ 2RO 34
RESULTADOS E DISCUSSAOD.....cuiuirieierereeeesesessssssssssssssssesssesssesssssssssssssssssessssssssssssssssssssesesens 35
4.1. DESCRICAO DA VIA DE DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO.........cccoovveirerrersieersiennan 36
4.1.1.  LINHAS MAMARIAS ....cooeoeeeeeeeeeeeteeeeeeseeeests v ts s s sasassssssas s ssssssssassssssassssassansasansas 38
B.1.2.  PLACODIOS .....oooveeeeoeeeeeeeeeeeeeseseeeseesessessessesses s ses s sesss s sssessssssssssssssssssssssasssssssssessnes 38
4.1.2.1.  INAUGEOD € MANUIENGED ..ottt ettt ettt b ettt b e bt s bt st e st et et e bt ebeebesbesbeneensenene 38
4.1.2.2. Ordem A€ INAUGAD .......eiuiteieieiieieete ettt sttt bbbt e st et et b e e bt s besbe st et et e st ebeebesbesbeneensenene 39
4.1.3.  TRANSICAO EPITELIO-MESENQUIMAL........ooveeeereeeeeeseereeesiereeeesiesessiesssesiesassnsssennas 39
4.1.4. INTERACAO ENTRE EPITELIO E MESENQUIMA ........ooiieeeeeeeeeeeieeeeseseesieesssienenen 41
4.15.  DIFERENCIAGAO ... oieeeeeeeeeeeeeteteesesseeestsiesesss s ses s sessssasssssssssssssassssssassssassansasassas 42
4151, VIAHEAGENOG ..ottt bbbt b e s bbbttt b e bt sttt neene 42
4.1.6.  POSICIONAMENTO DORSOVENTRAL ...covvivevererreeeeeeeereessessessessessessessessessessessesssssessees 42
4.1.7.  SISTEMA NERVOSO NA GLANDULA MAMARIA .........oooomereerrereereereereereereensessessessessensnes 43
4.2.  ORIGEM DA VIA DE DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO .......cooveviiieeieeeeseeeseesensienian 44
4.3. DESCRICAO DA VIA DE PUBERDADE .......ooiiiieiieeeeeeeeeeeeee s sss s senessanaans 46
0 T S 1= = T TP 48
432,  FORMAGCAO DO LUMEN.......cosioeieeeeeeiesieeesieeesesteseesesies et tesessesssaeses s sssasassssasssassassssansas 50
4.3.3. CELULAS EPITELIAIS LUMINAIS E CELULAS MIOEPITELIAIS........coovvevvereeererrerrerinn, 51
B.3.4.  BICAMADA.......ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeesessessessesses s sosses s ses s sesssss s sasssssssssssssassssessssasssssssassassnes 51
4.35.  PARTICIPACAO DO ESTROMA ......ooovoeieeerereeeeessessesseseessessessessessessossessssssssssasssssssssssessnes 52
4.3.6. PARTICIPACAO DO SISTEMA IMUNOLOGICO.......o.ooveeereerrereerereersereereersersessersessersnes 53
4.37. REGULAGCAO NEGATIVA ...oooeeteeeeeeeeeesteerestseesesees s sssesesssassessssssassssssasssassasssaneas 54
4.4,  ORIGEM DA VIA DE PUBERDADE ........ooooiiiiieeeeeeeeeeeeeee e ses s sesssns s sssessnaans 54
4.5. DESCRICAO DA VIA DE GRAVIDEZ E LACTAGAO ..o 56

45.1. PROLIFERAGAQ EPITELIAL......oouveeveeveeeeeeeeseeesesveeeessesees s sssses s sessass s 58



45.2. FENOTIPO EPITELIAL. ....oovuveiveeeeeeeeeeeeeiee s tes st ses s ses s s s s ss s ses s 59

4.5.3. AUTOFAGIA. ettt ettt et s e st st s et e ae et eanesanenanens 59
45.4. VASCULARIZACGAO ....oooveeeveeeeeveeeeeveeeeeeeseeseesessessessesses s sessossessssssssss s sssssessssssassassssssns 60
455. S N 1S TSP PP PSRRN 60
4.55.1. Via de sinalizag8o da ProlactiNg..........ccoeireieririeiinieinieieiese ettt 60
4.5.5.2. Viade sinalizagdo da familia EGF € NRGS .......cccccceetrieirieenisniseenieesie et e e sassenesnes 61
455.3. Viade sinalizag8o da I€PHNG .......ccooiriiriiieeeee e ettt s 61
4554, STATS @ ELFD ..ottt ettt 62
4555, AIVOS U8 STATD ..ottt ettt stttk ettt 62
4.5.6. REGULAGAO DE STATS....ovceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeese s senassssesassssssassssssasssassassssasassssssassasassas 63
45.6.1. Regulacdo da via de sinalizaGc8o da Prolacting ..........cccceoeeerirereneieeeerere e 63
4.5.6.2.  REQUIAGCAD A JAKZ.......eoeeeeeeete ettt ettt a st e st et s e bt et e be st et et e st e st e st etesbensenenene 64
4.5.6.3.  REQUIACAD 08 STATS ..ottt sttt b ettt sttt b etk st s b et e st b e st st ebe s ebe e ebenenen 65
45.7. VIA DE PIBKIAKT ..ottt ettt sttt sttt sttt sttt s te st sae st etesestesnesesteneas 65
4.5.8. COMPONENTES DO LEITE ..ot e 66
4.5.8.1.  ProteiNas O IBItE......ccivieirieiieesteeee ettt ettt e et et e e s e sese s ne e tenenen 66
4.5.8.2.  LABCIOSE. ..ottt et e e et r e st r e ne e et 67
4.5.:8.3.  CAICIO .ttt bbbttt ettt 67
B.5.8.4.  FOITO .ottt bRttt b et r e 67
4.5.8.5.  IMUNOGIODUINGS......c.oitiiiieiiieiiiete ettt b ettt sa b ebe e b e nnes 68
A.5.8.6.  VILAIMINGS ...ecveiieiieteiiei ettt ettt b et b et b bt a bt b e e b et ese b e bbb et ebe et enenes 68
A.5.8.7.  LIPIHEOS ..ottt bbbt b st b et b et b e b e nes 68
4.5.9. REGULAGAO NEGATIVA .....ooeeeeeeeeeeeeeeeteeeeesesessessessessesses s sessessesssssssssssssessssssssansansans 70
4.6. ORIGEM DA VIA DE GRAVIDEZ E LACTAGAO ... eesessaesssessas s sennanns 71
4.7. DESCRICAO DA VIA DE INVOLUGAO .....coooomeeeeeeeeeeeeeeeee s sassas s sassas s 73
4.7.1.  DESLIGAMENTO DO APARATO NECESSARIO A LACTAGAO.......cc.covvmrrmrrinrrinrreneeens 75
4.7.2. PRIMEIRA FASE: MORTE CELULAR ......oooieeeeeeee ettt 75
4.7.2.1. Morte celular mediada POr lISOSSOMO ........cceeririeirieeiriritieier ettt se s nes 75
4.7.2.2.  Apoptose mediada por MItOCONAIIA .........cvrveeireierieerieireee ettt eenesaan 76
4.7.3. SEGUNDA FASE: REMODELAGAQO TECIDUAL.......couvveveeeeerreereseeesersessessessersessessessensnns 77
4.7.4. PREPARACAO PARA A PROXIMA GRAVIDEZ........oovoveeerereeererreerereerseesesesseeserseesorsensan. 78
4.7.5. PARTICIPACAO DO SISTEMA IMUNOLOGICO.......cooveeieeeeeseceeesieeeesiersesieeersienenes 79
A.7.5. 1. FAQOCIIOSE ....euvviueienirtetistetestet ettt sttt s et b et bt sttt s et b et b et b e st be s et e bt e b et e b e st et ene b ebenteb e e ebe e et enennes 79
4.7.5.2.  ProCesSO iNfIAMALOIIO .....c.coveuiirieirieiicerie ettt ettt sttt 79
4.7.5.3. Defesa CONra iNFECGAD ........ccuiireiiieeeee ettt sttt sb e st ne 79
4.7.6. REGULAGAO NEGATIVA .....oooeeeeeeeeeeeeeeeteeessesseesessessessessessessesssssssssssssssssssssssssssassssons 80
4.8. ORIGEM DA VIA DE INVOLUGAO ..ot ssees s asse s sasssssssassessssanans 80
4.9. COMPARANDO AS VIAS ..ottt ettt st st sae ettt st e st e st e beenseentesatesaeesaeenseensesnsenns 82
5. CONTRIBUIGOES ...cuiuimirerensinisisessesssssssssssssssssssssssssstssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssens 86
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....cotiieiniinsinisessssssssssisessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 87

N AL R 110



1.

composto por tecido adiposo, vasos sanguineos, vasos linfaticos, outros tipos de

€ composta por 15-20 lobos, os quais sdo compostos por unidades ainda menores

chamadas lobulos. Cada lobo desemboca em um ducto lactifero, o qual desemboca,

INTRODUCAO

1.1. ANATOMIA DA GLANDULA MAMARIA

A mama é composta por tecido epitelial (parénquima) inserido em um estroma

tecido conjuntivo e nervos. Na espécie humana (Figura 1), a parte epitelial da mama

por sua vez, no mamilo.

Mammary gland
sagittal section A

pectoral fascia
pectoralis major muscle

intercostal muscles
suspensory ligaments

lactiferous sinus

lactiferous duct
gland lobules
© 2008 Encyclopadia Britannica, Inc.

Figura 1. Mama humana. Reproduzido de
http://global.britannica.com/science/mammary-gland.



http://global.britannica.com/science/mammary-gland

1.2.BIOLOGIA DO DESENVOLVIMENTO DA GLANDULA MAMARIA

1.2.1. DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

O desenvolvimento embrionario da glandula mamaria se estende da quarta
semana de gestagdo no homem (PARMAR; CUNHA, 2004) e do dia 10 de gestacdo
(E10) no camundongo (ROBINSON, GERTRAUD W, 2007) até o nascimento.

A parte epitelial da mama é de origem ectodérmica, enquanto os demais
componentes da mama (tecido adiposo, vasos sanguineos, vasos linfaticos e outros
tipos de tecido conjuntivo) sdo de origem mesodérmica (JAVED; LTEIF, 2013).

De um modo geral, o desenvolvimento embrionario da por¢cdo glandular da
mama progride através dos seguintes estagios: linhas mamarias, placodios, botdes,
brotos primarios, brotos secundarios e formac¢édo do mamilo. Concomitantemente ao

desenvolvimento do parénquima, h& o desenvolvimento do estroma (Figura 2).

Stages of
development  Milk line Placode |} Bud i Primary sprout Ductal tree

Dermis -

[J Mammary B Mammary
epithelium mesenchyme

[ Epithelium

Fat pad

Figura 2: Viséo geral do desenvolvimento embrionario da glandula mamaria. Linhas
mamarias, placédios, botdes, brotos primarios, brotos secundarios e formacao do
mamilo sdo mostrados da esquerda para direita. Adaptado de (ROBINSON,
GERTRAUD W, 2007).

As linhas mamarias séo regides de espessamento do ectoderma localizadas
na superficie ventral do embrido, estendendo-se entre a regido de formacgéo dos

membros anteriores e a regido de formacao dos membros posteriores (Figura 3).
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Figura 3: Linha maméria (esquerda em vermelho) e placodios (indicados por
nameros) em camundongo. Adaptado de (CHU et al., 2004).

Posteriormente, as células ectodérmicas se concentram em areas restritas,
dando origem aos placédios (LEE et al.,, 2011). No homem, ha a formacéo de
somente um par de placodios (na regido toracica), enquanto no camundongo, ha a
formacao de cinco pares de placddios (um par na regido toracica, trés pares na
regido abdominal e um par na regiao inguinal) (Figura 3).

Em seguida, as células ectodérmicas penetram o mesénquima adjacente,
culminando na formacéo dos botdes. Para a invasdo do mesénquima pelo epitélio,
h& o requerimento de um processo conhecido como transicéo epitélio-mesenquimal
(EMT, Epithelial-Mesenchymal Transition). Esse processo possibilita que uma célula
epitelial adquira um fenétipo de célula mesenquimal, o que implica na aquisi¢cdo da
capacidade migratéria necesséaria a invasao (KALLURI; WEINBERG, 2009). A
ramificacdo dos botbes da origem aos brotos primarios (0s quais dardo origem aos
ductos que desembocam diretamente no mamilo). JA& a ramificacdo dos brotos
primarios da origem aos brotos secundarios. Simultaneamente, ha o
desenvolvimento do mamilo (Figura 2).

O resultado é uma estrutura em arvore, chamada arvore primaria, que
permanece praticamente inalterada do nascimento até a puberdade, quando se

desenvolverd a arvore secundaria.
1.2.2. PUBERDADE
A puberdade se inicia por volta de 10 anos para as mulheres e 12 anos para

os homens, embora exista consideravel variacdo entre individuos e entre

populacdes (DUNKEL; QUINTON, 2014). Ja no camundongo, a puberdade se inicia
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por volta da 42 semana de vida, atingindo-se a maturidade sexual por volta da 82
semana de vida (CAMDEN et al., 1967).

Uma estrutura importante para o desenvolvimento da glandula mamaria
durante a puberdade é o Terminal End Bud (TEB) (Figura 4).

Myoepithelial cell
Luminal epithelial cell

Basement membrane

Figura 4: Terminal End Bud (TEB). Adaptado de (GJOREVSKI; NELSON, 2011).

Os TEBs sao constituidos por “cabeca” e “pescoco” e estdo localizados na
porcdo terminal dos ductos. A “cabeca” dos TEBs &€ composta por uma camada
externa de células, as cap cells, precursoras das células epiteliais luminais, e uma
camada interna de células, as body cells, precursoras das células mioepiteliais. Ja
no “pescogo” dos TEBs sé@o encontradas as células diferenciadas.

A ramificacdo primaria dos TEBs (ou bifurcacdo; isso €, a ramificacdo na
“cabeca” dos TEBs) leva a formagao dos ductos primarios, enquanto a ramificacao
secundaria (ou ramificacao lateral; isso €, a ramificacdo no “pesco¢o” dos TEBs) leva
a formacéo dos ductos secundarios.

Através de sucessivas ramificacbes primarias e secundarias dos TEBs, o
tecido epitelial preenche completamente o estroma, resultando em uma arvore
completa, chamada arvore secundaria.

A participacdo do estroma € essencial para o desenvolvimento da mama
durante a puberdade. No estroma estdo presentes diversos tipos celulares —
adipdcitos, fibroblastos, mastocitos, células do sistema imunologico (macréfagos e
eosinofilos) — que tanto recebem sinais do epitélio quanto enviam sinais a ele. Outro

componente importante do estroma é a matriz extracelular (ECM, ExtraCellular
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Matrix). Dentre os varios integrantes da matriz extracelular estdo: colageno,
laminina, fibronectina, proteoglicanos e metaloproteinases de matriz. As integrinas
sdo receptores que comumente interagem com a matriz extracelular. Dentre as
varias funcbes associadas a matriz extracelular estdo: orientacdo espacial da
glandula mamaria, possibilitar o avanco do epitélio no estroma (degradacdo da
matriz extracelular e tracdo celular) e sinalizagédo (KIM, HYE YOUNG; NELSON,
[S.d.]).

1.2.3. GRAVIDEZ E LACTAQAO
Durante a gravidez e lactagéo, a glandula mamaria se torna competente para

cumprir a sua funcéo primordial: a producao de leite. A estrutura responsavel pela

sintese e pela secrecéo de leite € o alvéolo (Figura 5).

Milk expulsion from the duct

Alveolar cell

Figura 5: Alvéolo. As células epiteliais luminais e células mioepiteliais (ME) séo
mostradas. Adaptado de (MOBASHERI; BARRETT-JOLLEY, 2014).

O alvéolo é composto pelas células epiteliais luminais, responsaveis pela
producdo do leite, e pelas células mioepiteliais (ME, figura 5), responsaveis pela
contracdo para a ejecdo do leite. O alvéolo conta ainda com um Iimen no qual o

leite é lancado.
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1.2.4. INVOLUCAO

A involucdo é o processo responsavel pelo retorno da glandula mamaria ao

estado pré-gravidez. A involucéo é dividida em duas fases (Figura 6).

| 24 hours 72 hours

Milk fat globule —===x.  Myoepithelial cell

Dying cell W Integrins

Death receptor [ﬂ Cell adhesions

Death receptor ligand @ 2nd phase dying cell

o
(p LIF/cytokine receptor
Q Basement membrane/ECM
Adipocyte

[ _J LIF
Detaching dying cell

k Macrophage

Figura 6: Fases da involugéo. Reproduzido de (FAUPEL-BADGER et al., 2013).

Mast cell

A primeira fase da involucdo é caracterizada pela morte celular das células
dos alvéolos. Em camundongo, essa fase ocorre nas primeiras 48 horas apos o
desmame, sendo reversivel (WATSON, CHRISTINE J; KREUZALER, 2011). Ainda,
a primeira fase pode ser dividida em duas subfases: nas primeiras 24 horas ocorre
morte celular mediada por lisossomo, enquanto entre 24 e 48 horas ocorre apoptose
mediada por mitocondria. Na morte celular mediada por lisossomo, ha a
permeabilizacdo da membrana do lisossomo com consequente liberacdo do
conteudo do lisossomo no citoplasma, onde este promove a degradacdo de
compostos organicos. Na apoptose mediada por mitocondria, ha a permeabilizacao
da membrana externa da mitocondria com consequente liberacdo de fatores pro-
apoptoticos (MCCORMICK et al., 2014). A primeira fase da involugcédo é controlada
por fatores locais (WATSON, CHRISTINE J; KREUZALER, 2011).
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J& a segunda fase da involucéo é caracterizada pela remodelacdo da mama.
Dentre 0os processos gque acontecem nessa fase estdo a degradacdo da membrana
basal e da matriz extracelular (ECM), a desorganizacdo das juncdes celulares, a
fagocitose das células mortas, o repovoamento por adipécitos e a reorganizacdo dos
vasos sanguineos. Em camundongo, essa fase ocorre apés as primeiras 48 horas
apos o desmame (entre 2 e 6 dias apés o desmame), sendo irreversivel. A segunda
fase da involucdo é controlada por fatores sistémicos (WATSON, CHRISTINE J;
KREUZALER, 2011).

A figura 7 mostra um resumo do desenvolvimento da glandula mamaria apés

0 nascimento em camundongo.

) ') "
Fat Pad _/.End Bud, 1°Branch ) Alveoli Involution

O Lymph Node /L 2 and3°Branch @) Stage 1 Involution
* Stage 2 Involution

Newborn 4 week virgin 12 weeks I Estrus

% \}y = N . = £
(@ \@ Q8L i

QY WY i

Stage 1

Pregnancy

Figura 7: Desenvolvimento da glandula mamaria apds o nascimento em
camundongo. Adaptado de (MACIAS; HINCK, [S.d.]).

1.3.LINHAGEM EVOLUTIVA HUMANA

A linhagem evolutiva humana aqui utilizada é composta por 31 niveis (Figura

8). Cada nivel é descrito de maneira simplificada a seguir.
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Figura 8: Linhagem evolutiva humana. Vide texto para detalhes. Reproduzido da

dissertacdo de mestrado de Carlos Alberto Xavier Gongalves.

Nivel 1 — Organismos celulares. E o taxon mais ancestral da arvore da vida.
Compreende todos o0s organismos constituidos por células. Isso significa que esse
taxon agrupa bactérias, arqueas e eucariotos.

Nivel 2 — Eukaryota. Compreende todos 0s organismos que possuem membrana
nuclear (carioteca). Isso significa que esse taxon agrupa protistas, plantas, fungos e
animais.

Nivel 3 — Opisthokonta. Engloba fungos e animais.

Nivel 4 — Metazoa. Engloba todos os animais. Isso significa que esse taxon agrupa
tanto os animais basais (poriferos, placozoarios) quanto os animais verdadeiros.
Nivel 5 — Eumetazoa. Contém o0s animais verdadeiros, isso €, 0s animais que
possuem tecidos verdadeiros. Isso significa que esse taxon agrupa tanto os animais
com simetria radial (cnidarios e ctenéforos) quanto os animais com simetria bilateral.
Nivel 6 — Bilateria. Contém os animais com simetria bilateral. Estdo incluidos nesse
taxon artropodes, moluscos, anelideos, platelmintos, nematelmintos e

deuterostomados.
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Nivel 7 — Deuterostomia. Engloba equinodermos (ouricos e estrelas-do-mar) e
cordados.

Nivel 8 — Chordata. Compreende todos o0s animais que apresentam notocorda
durante o desenvolvimento embrionario. Isso significa que esse taxon agrupa
cefalocordados (anfioxo), tunicados e craniados.

Nivel 9 — Craniata. Compreende todos 0s animais que desenvolvem cranio. No
entanto, devido a incerteza na classificagdo taxondmica, todos os craniados
atualmente séo classificados como vertebrados.

Nivel 10 — Vertebrata. Compreende todos 0s animais que possuem esqueleto. Isso
significa que esse tdxon agrupa peixes sem mandibula (lampreias e peixes-bruxa) e
vertebrados com mandibula.

Nivel 11 — Gnathostomata. Contém os vertebrados com mandibula. Estéo incluidos
nesse taxon tanto os peixes de esqueleto cartilaginoso (tubardo e raia) quanto os
vertebrados de esqueleto 6sseo.

Nivel 12 — Teleostomi. Todos os teleostomi atualmente sédo classificados como
euteleostomi.

Nivel 13 — Euteleostomi. Engloba os peixes extintos Acanthodii e os vertebrados
com esqueleto ésseo verdadeiro.

Nivel 14 — Sarcopterygii. Contém os vertebrados com membros lobados com
suporte muscular.

Nivel 15 — Dipnotetrapodomorpha. Engloba peixes pulmonados e tetrapodes.

Nivel 16 — Tetrapoda. Compreende todos os vertebrados com quatro membros. Isso
significa que esse tdxon agrupa anfibios e amniotas.

Nivel 17 — Amniota. Compreende todos os vertebrados que apresentam amnio
durante o desenvolvimento embrionéario. Estao incluidos nesse taxon répteis, aves e
mamiferos.

Nivel 18 — Mammalia. Engloba todos os mamiferos. Isso significa que esse taxon
agrupa prototérios (ou monotremados, ornitorrinco e équidna), metatérios e eutérios.
Nivel 19 — Theria. Engloba metatérios (ou marsupiais, canguru, coala, gamba e
outros) e euterios.

Nivel 20 — Eutheria. Contém os placentarios verdadeiros. Alguns exemplos séo
elefante, peixe-boi (Afrotheria) e boreoeutérios.

Nivel 21 — Boreoeutheria. Contém placentarios agrupados a partir de dados

moleculares, excluindo os Afrotheria. Alguns exemplos sdo carnivoros, baleia,
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ruminantes, porco, camelo, morcegos, cavalo, rinoceronte, anta (todos
Laurasiatheria) e euarchontoglires.

Nivel 22 — Euarchontoglires. Contém lémures, coelhos, roedores, musaranhos e
primatas.

Nivel 23 — Primates. Engloba todos os primatas.

Nivel 24 — Haplorrhini. Engloba tarsos e simios.

Nivel 25 — Simiiformes. Contém os simios, isto é, macacos do novo mundo,
macacos do velho mundo e hominoideos.

Nivel 26 — Catarrhini. Engloba macacos do velho mundo e hominoideos.

Nivel 27 — Hominoidea. Contém os hominoideos, isto €, gibdes, orangotangos e
hominineos.

Nivel 28 — Hominidae. Engloba orangotangos e hominineos.

Nivel 29 — Homininae. Contém os hominineos, isto €, gorilas, bonobos, chimpanzés
e humanos.

Nivel 30 — Homo. Engloba humanos extintos e humano atual.

Nivel 31 — Homo sapiens. Humano atual.

1.4.ORIGEM EVOLUTIVA DA GLANDULA MAMARIA

Embora a presenca de glandula mamaria seja uma caracteristica distintiva
dos mamiferos, os principais estudos sugerem que a sua origem € anterior a origem
do tdxon. A glandula mamaéaria teria se originado a mais de 300 milh6es de anos
atras, no periodo Carbonifero, enquanto os mamiferos s teriam surgido por volta de
190 milhdes de anos atrds, no periodo Jurassico. Naguele tempo, 0s primeiros
vertebrados completamente terrestres, os amniotas, estavam evoluindo a partir de
seus ancestrais tetrapodes (ancestrais dos vertebrados terrestres e anfibios)
(OFTEDAL; DHOUAILLY, 2013). Os amniotas teriam herdado dos tetrapodes uma
pele com glandulas, sendo que uma dessas glandulas seria a ancestral da glandula
mamaria. Dessa maneira, de acordo com a hipétese atualmente aceita, a origem
evolutiva da glandula mamaria seria em Tetrapoda-Amniota (niveis 16 e 17 da
linhagem evolutiva humana).

Ja em relacdo a origem tecidual da glandula mamaéria, ha consenso de que a
glandula mamaria teria evoluido a partir de uma glandula da pele, como indicado

acima. A discussédo € sobre qual glandula da pele teria dado origem a glandula
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mamaria. Gegenbauer (GEGENBAUER, 1886) prop6s que a glandula maméaria dos
prototérios (ou monotremados, ornitorrinco e équidna) seria derivada das glandulas
sudoriparas, enquanto a glandula mamaria dos metatérios (ou marsupiais, canguru,
coala, gamba e outros) e dos eutérios (ou placentarios, homem, camundongo,
cavalo e outros) seria derivada das glandulas sebaceas. Ja Bresslau (BRESSLAU,
1920) sugeriu que a glandula mamaria seria derivada de glandulas sudoriparas
associadas a foliculos capilares. Por outro lado, Blackburn (BLACKBURN, 1991)
propés que a glandula mamaria seria um hibrido, tendo sido originada a partir de
véarios tipos de glandulas da pele. Oftedal e Dhouailly (OFTEDAL; DHOUAILLY,
2013) propuseram que a glandula mamaria poderia ter se originado de uma glandula
apocrina ou de um complexo glandular (apocrina e pilosebacea e depois mamaria e
pilosebacea).

A funcdo priméria da glandula maméaria seria a producdo de uma secrecéo
cuja funcao seria a protecado do ovo dos amniotas basais contra o ressecamento. Ao
contrario do ovo dos répteis e das aves, o qual apresenta parede calcificada (o que
reduz a perda de umidade), o ovo dos amniotas basais era permeavel (e, portanto,
sujeito a perda de umidade) (OFTEDAL; DHOUAILLY, 2013; WIDELITZ et al., 2007).
O advento da viviparidade teria tornado essa funcéo da glandula mamaria obsoleta,
possibilitando a aquisicdo de uma nova funcdo, a nutricdo do recém-nascido
(WIDELITZ et al., 2007).

Em outra linha de raciocinio, ha a teoria de que a glandula mamaria teria
evoluido a partir do sistema imunologico inato. Essa teoria foi proposta por Vorbach
et al. em(VORBACH; CAPECCHI; PENNINGER, 2006). Nesse trabalho, os autores
citam varios exemplos de genes relacionados a glandula mamaria ou ao leite que
apresentam funcdo tanto imunolégica quanto nutritiva. Segundo essa teoria, a
glandula mamaéaria seria derivada de uma glandula produtora de muco (ainda uma
glandula da pele) e sua funcédo primaria seria a protecdo da pele, do ovo ou do
recém-nascido (VORBACH; CAPECCHI; PENNINGER, 2006).
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1.5.BIOINFORMATICA

1.5.1. MEDLINE RANKER

O acesso a base de dados de literatura Medline, do NLM-NCBI, se da por
meio da PubMed (http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed) através do uso de palavras-

chave. No entanto, essa metodologia apresenta algumas limitacbes quanto a
identificacdo de artigos relevantes sobre um determinado tema (como numero
excessivo de artigos retornado em uma busca mais geral ou dificuldade na escolha
das palavras-chave) (FONTAINE et al., 2009). O Medline Ranker (FONTAINE et al.,
2009) é uma ferramenta de mineracao de texto que classifica a literatura disponivel
na base de dados Medline de acordo com um tépico de interesse.

O principio de funcionamento do Medline Ranker é a comparacao entre dois
conjuntos de resumos: um conjunto de resumos representativo do assunto em
qguestao, chamado training set, e o conjunto de resumos a ser classificado, chamado
test set, que pode ser a base toda se necessario. Os resumos em ambos o0s
conjuntos sédo identificados por seus PubMed IDentifiers (PMIDs). Especificamente,
0 primeiro passo consiste na extracdo dos substantivos de cada resumo (incluindo o
titulo) e na atribuicdo de peso a cada substantivo. Em seguida, o peso de cada
resumo € calculado como a soma dos pesos de seus substantivos e a classificacao
€ produzida com base nos pesos dos resumos. Por fim, p-values sdo definidos com
base na proporcdo de resumos com pontuacdo elevada dentro de 10000 resumos
recentes.

O Medline Ranker esta disponivel para uso em interface web em http://cbdm-

01.zdv.uni-mainz.de/~jfontain/cms/?page_id=4 (Figura 9).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://cbdm-01.zdv.uni-mainz.de/~jfontain/cms/?page_id=4
http://cbdm-01.zdv.uni-mainz.de/~jfontain/cms/?page_id=4
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Medline Ranker

The query topic (the training set) is defined by:
the following PubMed query

all the following MeSH terms (MeSH browse
« @ the following list of PMIDs

one per line

Examples: Mitochondria, Neoplasms, Stem Cells, Alzheimer Disease, Computational Biclogy, Randomized Controlled Trials as Topic

The abstracts to be ranked (the test set) are defined by:

the training set
the background set
10 D00 randomly chosen recent abstracts
publications of the last| 2 ¥ month(s)
. the |1 ¥ |-year(s) old abstracts
« ® the following list of PMIDs

one per line

Rank it || Reset

Figura 9: Pagina de pesquisa do Medline Ranker.

1.5.2. PESCADOR

O PESCADOR (Platform for Exploration of Significant Concepts AssociateD to
co-Occurrence Relationships) (BARBOSA-SILVA et al., 2011) € uma ferramenta de

mineracdo de texto que extrai redes de biointeracdes entre entidades bioldgicas

(genes e produtos génicos) de resumos da PubMed.

O PESCADOR assinala co-ocorréncias de entidades biolégicas (termos) e

biointeracdes em cada resumo (Figura 10).
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PESCADOR
Platform for Exploration of Significant Concepts AssociateD to co-Occurrences Relationships

Sentence 1: Abstract title

Sentence 2: IEMMBicinteraction IEM2 Tvpe 1

Sentence 3: Biointeraction NEME BEfA2 Biocinteraction Type 2
Sentence 4: IEfNl IEf2 Tvoe 3 2: PMID 2
Sentence 5: [EHNl 3: PMID 3

Type 4
Sentence 6: DEfE2 ype

1: PMID 1

Co-occurrences
Sentence| Pair1 Biointeractions
Term 2 |Biointeraction Validate

Figura 10: P4agina do resumo no PESCADOR. Resumos (coluna a direita) e
sentencas com co-ocorréncias sao destacados em verde. Termos sédo destacados
em roxo e biointeracdes sdo destacadas em amarelo. As biointeracfes podem ser

do tipo 1 a 4 (vide texto para detalhes).

As co-ocorréncias podem ser de quatro tipos (Figura 10): tipo 1, dois termos
aparecem na mesma sentenca e com biointeracdo entre eles; tipo 2, dois termos
aparecem na mesma sentenca, mas a biointeracdo néo esta entre eles; tipo 3, dois
termos aparecem na mesma sentenca, mas sem biointeracéo; e tipo 4, dois termos
aparecem no mesmo resumo.

Opcionalmente, uma lista de conceitos pode ser inserida. Os conceitos sao
palavras que o usuério deseja que o PESCADOR trate como termos. Por exemplo, a
insercao da palavra “apoptose” como conceito possibilita que biointeragdes do tipo
“BCL2 inibe apoptose” sejam indicadas pelo PESCADOR.

O PESCADOR estad disponivel para uso em interface web em
http://cbdm.mdc-berlin.de/~pescador/.

1.5.3. PATHVISIO

O PathVisio (KUTMON et al., 2015; VAN IERSEL et al., 2008) (Figura 11) é

um programa para edicéo, visualizacdo e analise de vias.



http://cbdm.mdc-berlin.de/~pescador/

22

L e
File Edit Duta View Plugins Help

Yo @ ola Zoom 100 v (B3l giml a2l k| now :
. 1A | Otsgecty | N Properties  Backpage Data  Search  Legend
(ST —
vk, CC Y78 | o | Data Nodes
Dopuab. S o gn 4 - =
- GeneProduct annotation H EH O~ B e O
C Masic Interactions
—— e ~ =
o —a [Name [xnca y o
!‘thﬂ(l’ ,‘“': MM interactions
s e @ S
L= [Datahase: [Entrer Cone
I L] [Srmomyms [x == =
- P} i Synomyma: | KNG
——T Graphical demencs
craa h) £ B e St =) | =
=Nl s = -
3 1. 7 PL b o 3
e s : { o —< panments
u‘z = [ ‘ w I ; Celllar comparnments . :
| v Sy O 0o @ ® @ § =
rgitte! PP « SR sy —
2 S Templates
N\ 5 &
¥ ) MY SEpP -
- f T lr‘;fﬁ“~ oo
A lsz 4 «

| Cene daabase: s Dertw 20130701 bridoe | Metabolie database: null

Figura 11: Interface grafica do PathVisio. Reproduzido de (KUTMON et al., 2015).

Este programa apresenta trés tipos principais de objetos: DataNode, Line e
Shape. DataNodes representam as entidades biolégicas (podem ser genes,
produtos génicos ou substancias), Lines representam as interacdes entre as
entidades biologicas (podem ser linhas, setas ou TBars) e Shapes sdo utilizados
para a anotacdo grafica (por exemplo, organela) (VAN IERSEL et al., 2008).
Informacdes adicionais podem ser associadas aos DataNodes (por exemplo,

identificador do gene) ou as interacdes (por exemplo, referéncia bibliografica).

Além de seu uso na elaboracdo de diagramas de vias, o PathVisio dispbe de

recursos para a visualiza¢do de dados e analise estatistica (KUTMON et al., 2015).

Além disso, as funcionalidades basicas do programa podem ser acrescidas

com o uso de plugins e had opcdes disponiveis para a interacdo com outras

linguagens de programacao e outras aplicacbes (KUTMON et al., 2015).

O PathVisio esta disponivel para download em http://www.pathvisio.org/.

1.5.4. SEEDSERVER

O SeedServer € um programa para o agrupamento de proteinas homadlogas.

Para isso, o SeedServer realiza a integracéo de bancos de dados e de programas.



http://www.pathvisio.org/
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No primeiro passo, o SeedServer recebe um ou mais identificadores UniProtkB
(seeds), obtém as respectivas sequéncias, associa a elas 0s seus respectivos
identificadores taxonémicos e obtém a taxonomia completa da proteina (reino, filo,
classe, etc.). No passo seguinte, 0 SeedServer executa o programa Seed Linkage
em busca de homodlogos de maneira programética e posteriormente consulta o
banco de dados KO/UEKO resultando em um agrupamento de homdlogos as
sequéncias seed utilizadas. Caso a seed néo seja encontrada no banco de dados
KO/UEKO, o procedimento UE-Seed é realizado. Por fim, o programa realiza a
validacdo do cluster produzido através do PSI-BLAST. Em seguida, informacdes
sobre as proteinas sao adicionadas: descricdo, se possui curadoria manual (Swiss-
Prot) e tamanho da proteina (quantidade de residuos de aminoacidos). A tabela 1

mostra um exemplo de resultado do SeedServer.

Tabela 1: Exemplo de resultado do SeedServer. Proteina caseina alfa s1 (CSN1S1).

uniprot_ID cluster_number SL KO size txi clade validated PSI description
P47710 1 2 1 185 9606 1 1 1 CASA1_HUMAN Alpha-S1-casein OS=Homo sapiens GN=CSN1S1 PE=1 SV=1
H2QPK8 1 1 1 185 9598 1 1 1 H2QPK8_PANTR Uncharacterized protein OS=Pan troglodytes GN=CSN1S1 PE=4 SV=1
H2PDG9 1 1 2 185 9601 1 1 1 H2PDG9_PONAB Uncharacterized protein OS=Pongo abelii GN=CSN1S1 PE=4 SV=1
G3RGP3 1 1 1 185 9595 1 1 1 G3RGP3_GORGO Uncharacterized protein OS=Gorilla gorilla gorilla GN=101142843 PE=4 SV=1
G1R7Y2 1 1 2 183 61853 1 1 1 G1R7Y2_NOMLE Uncharacterized protein OS=Nomascus leucogenys GN=CSN1S1 PE=4 SV=1
P09115 1 1 0 215 9986 1 1 1 CASA1_RABIT Alpha-S1-casein 0S=Oryctolagus cuniculus GN=CSN1S1 PE=2 SV=1
P04656 1 1 0 198 10141 1 1 1 CASA1_CAVPO Alpha-S1-casein OS=Cavia porcellus GN=CSN1S1 PE=2 SV=1
J9P7W6 1 1 0 158 9615 1 1 1 J9P7W6_CANFA Uncharacterized protein OS=Canis familiaris GN=CSN1S1 PE=4 SV=1
P18626 1 1 2 214 9925 1 1 1 CASA1_CAPHI Alpha-S1-casein OS=Capra hircus GN=CSN1S1 PE=1 SV=2
Q8MIH4 1 1 2 2235 9925 1 1 1 Q8MIH4_CAPHI Alpha s1 casein OS=Capra hircus GN=csn151 PE=4 SV=1
QB9EZ6 1 1 1 213 9925 1 1 1 QB9EZ6_CAPHI CSCN1 OS=Capra hircus PE=2 SV=1
16WY32 1 1 2 213 9925 1 1 1 16WY32_CAPHI Alpha s1 casein OS=Capra hircus GN=CSN1S1 PE=2 SV=1
P02662 1 1 2 214 9913 1 1 1 CASA1_BOVIN Alpha-S1-casein 0S=Bos taurus GN=CSN1S1 PE=1 SV=2
B5B3R8 1 1 2 214 9913 1 1 1 B5B3R8_BOVIN Alpha S1 casein 0S=Bos taurus GN=CSN1S1 PE=2 SV=1
Q4F6X6 1 1 2 364 89462 1 1 1 Q4F6X6_BUBBU Alpha-S1 casein OS=Bubalus bubalis PE=2 SV=1
062823 1 1 2 214 89462 1 1 1 CASA1_BUBBU Alpha-S1-casein OS=Bubalus bubalis GN=CSN1S1 PE=2 SV=2
B6ZBP2 1 1 2 274 89462 1 1 1 B6ZBP2_BUBBU Alpha S1 casein OS=Bubalus bubalis GN=CSN1S1 PE=2 SV=1
B5KLC3 1 0 1 206 9823 1 1 1 B5KLC3_PIG Alpha S1 casein 0S=Sus scrofa GN=CSN1S1 PE=4 SV=1
P39035 1 0 1 206 9823 1 1 1 CASA1_PIG Alpha-S1-casein OS=Sus scrofa GN=CSN1S1 PE=2 SV=1
Q8SPR1 1 0 1 212 9796 1 1 1 Q8SPR1_HORSE Alpha s1 casein OS=Equus caballus PE=2 SV=1
C3wW972 1 0 2 6230 582580 1 1 1 C3W972_EQUAS Alpha s1 casein (Precursor) OS=Equus asinus africanus GN=csn151 PE=4 SV=1
D2D3I8 1 0 2 241 9940 1 1 1 D2D3I8_SHEEP Alpha s1 casein (Precursor) OS=Ovis aries GN=CSN1S1 PE=2 SV=1
D2DRB7 1 0 2 378 9940 1 1 1 D2DRB7_SHEEP Alpha-s1-casein variant (Precursor) OS=Ovis aries GN=CSN1S1 PE=2 SV=1
D3TUO01 1 0 2 369 9940 1 1 1 D3TUO1_SHEEP Alpha s1 casein variant (Precursor) OS=Ovis aries GN=CSN1S1 PE=2 SV=1
F7DGH6 1 0 2 212 9796 1 1 1 F7DGH6_HORSE Uncharacterized protein OS=Equus caballus GN=CSN1S1 PE=4 SV=1
G3LuQ4 1 0 2 344 9940 1 1 1 G3LUQ4_SHEEP Alpha s1 casein 0S=Ovis aries GN=CSN1S1 PE=4 SV=1
K7DXB9 1 0 2 1091 9838 1 1 1 K7DXB9_CAMDR Alpha-s1-casein (Precursor) OS=Camelus dromedarius GN=CSN1S1 PE=2 SV=1
097943 1 0 2 230 9838 1 1 1 CASA1_CAMDR Alpha-S1-casein OS=Camelus dromedarius GN=CSN1S1 PE=1 SV=2
P04653 1 0 2 214 9940 1 1 1 CASA1_SHEEP Alpha-S1-casein OS=Ovis aries GN=CSN1S1 PE=1 SV=3
P86272 1 0 2 202 9793 1 1 1 CASA1_EQUAS Alpha-S1-casein 0S=Equus asinus GN=CSN1S1 PE=1 SV=1
Q95KZ7 1 0 2 208 9796 1 1 1 Q95KZ7_HORSE AlphaS1-casein 0S=Equus caballus PE=2 SV=1
D6RF34 1 0 2 169 9606 1 1 1 D6RF34_HUMAN Alpha-S1-casein OS=Homo sapiens GN=CSN1S1 PE=1 SV=1
E9PDQ1 1 0 2 177 9606 1 1 1 E9PDQ1_HUMAN Alpha-S1-casein OS=Homo sapiens GN=CSN1S1 PE=1 SV=1
F7HVD1 1 0 2 178 9483 1 1 1 F7HVD1_CAUA Uncharacterized protein OS=Callithrix jacchus GN=CSN1S1 PE=4 SV=1
G3s8D2 1 0 2 185 9595 1 1 1 G358D2_GORGO Uncharacterized protein OS=Gorilla gorilla gorilla GN=101142843 PE=4 SV=1

Nessa tabela, a primeira coluna corresponde ao identificador UniProtKB da
proteina, a segunda coluna corresponde ao numero do cluster, a terceira coluna
corresponde ao resultado do Seed Linkage (0 para ndo recrutada pelo Seed
Linkage, 1 para recrutada pelo Seed Linkage e 2 para identificar a seed), a quarta

coluna corresponde ao KO/UEKO (0 para nédo encontrada no KO/UEKO, 1 para
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encontrada no KO, 2 para encontrada no UEKO e 3 para procedimento UE-Seed), a
quinta coluna corresponde ao tamanho da proteina, a sexta coluna corresponde ao
identificador taxonémico da proteina, a sétima coluna corresponde ao clado filtrado
(1 para todos os clados), a oitava coluna corresponde a existéncia de curadoria
manual (0 para auséncia de curadoria manual, 1 para curadoria manual (Swiss-
Prot)), a nona coluna corresponde a validacéo pelo PSI-BLAST (0 para nédo validada
e 1 para validada) e a décima coluna corresponde a descricado da proteina.

O SeedServer foi desenvolvido por Rafael Lucas Muniz Guedes durante seu

doutorado em Bioinformatica (n&o publicado).

1.5.4.1. Bancos de dados usados pelo SeedServer

O UniProt (Universal Protein Resource) (“UniProt: a hub for protein
information”, 2014) € um banco de dados de proteinas. Um componente do UniProt
€ o UniProtKB (UniProt Knowledgebase), onde estédo depositadas as sequéncias das
proteinas e as informacdes sobre as proteinas. O UniProtKkB é usado pelo
SeedServer para a obtencdo tanto das sequéncias das proteinas quanto das
informacdes sobre as proteinas. Outro componente do UniProt € o UniRef (UniProt
Reference Clusters), onde estdo depositados clusters de proteinas do UniProt com
trés niveis de identidade (50%, 90% e 100%). O cluster UniRef50 é usado pelo
SeedServer no procedimento UE-Seed (UniRef50 Enriched-Seed). Nesse
procedimento, o alinhamento entre a seed e os demais integrantes de seu cluster
UniRef50 é realizado, sendo exigido que o tamanho do alinhamento seja superior a
50% do tamanho da seed para o recrutamento da proteina. O acesso ao UniProt se
da via web em http://www.uniprot.org/.

O NCBI-Taxonomy (FEDERHEN, 2012) é um banco de dados que abriga

classificacdo e nomenclatura para todos o0s organismos com sequéncias

depositadas em repositorios publicos. Os dados taxondmicos usados pelo
SeedServer foram obtidos desse banco de dados. O acesso ao NCBI-Taxonomy se
da via web em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy.

O KO (KEGG Orthology) é parte da base de dados KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) (KANEHISA; GOTO, 2000), onde estdo
depositados grupos de ortdlogos. Ja o UEKO (UniRef50 Enriched KEGG Orthology)

€ uma base de dados que abriga os grupos de ortdélogos do KO enriquecidos com


http://www.uniprot.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy
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proteinas advindas dos clusters UniRef50. Para a criagdo do UEKO foram realizados
alinhamentos entre as sequéncias originais dos grupos de ortélogos do KO e as
sequéncias dos respectivos clusters UniRef50, sendo exigido minimo de 50% de
recobrimento (tamanho do alinhamento dividido pelo tamanho da sequéncia

original). O acesso ao KO se da via web emhttp://www.genome.jp/kega/ko.html. O

UEKO foi desenvolvido por Gabriel da Rocha Fernandes durante seu doutorado em
Bioinformética (ndo publicado), utilizando técnica desenvolvida por ele e
colaboradores para enriquecer a base COG (FERNANDES et al., 2008).

1.5.4.2. Programas usados pelo SeedServer

Assim como o SeedServer, 0 Seed Linkage (BARBOSA-SILVA et al., 2008) é
um programa para o agrupamento de proteinas homologas. O Seed Linkage usa
relacbes de melhor alinhamento reciproco (BBH, Bidirectional Best Hit) para a
determinacdo dos homoélogos. Especificamente, o programa realiza o alinhamento
de uma sequénciade interesse com sequéncias de outros organismos e usa 0S
valores de BBH com outros organismos para a determinagcdo de out-paralogos e o
melhor valor BBH para a determinacdo de in-paralogos (paralogos propriamente
ditos). O Seed Linkage apresenta como vantagens a criacdo de grupos de
homologos a partir de uma Unica proteina de interesse e a inclusdo de sequéncias
de genomas incompletos.

O PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST) (ALTSCHUL et al., 1997) é
um tipo de BLAST em que alinhamentos sucessivos sao realizados, sendo que,apés
cada alinhamento e com base no score do alinhamento, a matriz de pontuacéo é
refeita e utilizada no alinhamento seguinte. No SeedServer, 0 primeiro passo
consiste na realizacdo de um alinhamento entre a seed e ela mesma para a
obtencdo do chamado auto-score, o qual servira de referéncia para parar as
iteracOes do PSI-BLAST. Em seguida, a seed € usada em iteracOes sucessivas
contra as proteinas recrutadas pelo SeedServer até que o score do alinhamento seja
superior a 70% do auto-score. Nesse momento, o PSI-BLAST para e as sequéncias
presentes sao consideradas validadas. O moédulo do PSI-BLAST usado no
SeedServer foi desenvolvido por Henrique de Assis Lopes Ribeiro durante seu

doutorado em Bioinformatica (ndo publicado).


http://www.genome.jp/kegg/ko.html
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1.5.5. ALGORITMO LCA

Em uma dada arvore, o LCA (Lowest Common Ancestor ou ancestral comum
mais recente) de dois nés a e b € o né mais proximo das folhas que possui a e b
como descendentes. A figura 12 mostra alguns exemplos de LCA para uma arvore
hipotética.

n s ~

LCA (45)=2
LCA (6,7)=3
LCA(23)=1
LCA (56)=1
LCA(7.3)=3
LCA (4.56)=1

Figura 12: Exemplos de LCA. Reproduzido da tese de doutorado de Henrigque

Velloso Ferreira Melo.

O algoritmo LCA carrega a arvore taxondmica completa nha memoria, encontra
os identificadores taxonémicos fornecidos como input e entdo retorna o LCA.
O algoritmo LCA foi desenvolvido por Henrique Velloso Ferreira Melo durante

seu doutorado em Bioinformatica (nao publicado).

1.5.6. ARCOBALENO

O ARCoBALeno (Application for Rapidly COloring Biological pathways by
Ancestrality or gene ontoLogy-Enriched iNformatiOn) é uma ferramenta que colore
automaticamente arquivos do PathVisio (extensédo .gpml) com foco em estudos de
evolucdo. Essa ferramenta atribui cor aos genes de uma via de acordo com sua
origem. Alternativamente, o ARCoBALeno permite que a via seja colorida de acordo
com a origem da funcdo molecular mais recente do gene (LMF, Last Molecular
Function) ou do processo biolégico mais recente em que 0 gene esta envolvido
(LBP, Last Biological Process). Ainda, a via pode ser colorida segundo a quantidade

de processos bioldgicos em que os genes estdo envolvidos.
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O ARCoBALeno foi desenvolvido por Carlos Alberto Xavier Gongalves
durante seu mestrado em Bioinformética (ndo publicado) e esta disponivel para uso

em interface web em http://maxixe.icb.ufmg.br/arcobaleno/.



http://maxixe.icb.ufmg.br/arcobaleno/
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2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Elaborar via de desenvolvimento da glandula mamaria e estimar a origem dos seus

genes e do sistema.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter os genes (e as biointeracdes entre eles) envolvidos em cada fase de
desenvolvimento da glandula mamaria (desenvolvimento embrionario,
puberdade, gravidez e lactacdo e involucdo) a partir da literatura usando uma
metodologia baseada em mineragao de texto.

e Elaborar uma subvia para cada fase de desenvolvimento da glandula
mamaria.

e Escrever uma descricdo para cada subvia.

e Estimar a origem de cada gene usando uma metodologia baseada no
agrupamento de homoélogos e inferéncia do ancestral comum mais recente.

e Estimar a origem da glandula maméaria com base na origem dos seus genes.
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3. MATERIAIS E METODOS

Para este trabalho, cinco andlises foram realizadas seguindo o desenho
experimental mostrado na figura 13. A primeira andlise teve como objetivo a
aquisicdo de uma visao geral sobre o desenvolvimento da glandula maméaria. Em
seguida, cada fase de desenvolvimento foi investigada separadamente. Para cada
andlise, o training set e o test set foram submetidos ao Medline Ranker e os 1000
melhores resumos foram submetidos ao PESCADOR. As biointera¢des validadas no
PESCADOR foram armazenadas em tabela de biointeragbes a partir da qual o
diagrama da via foi produzido usando o PathVisio. A origem dos genes de cada
subvia foi predita usando o SeedServer e o algoritmo LCA. Por fim, as subvias foram

coloridas de acordo com a origem dos seus genes usando o ARCoBALeno.

Training set, Test set

Medline Ranker

1.000 resumos

PESCADOR

Tabela de Biointeragdes

Diagrama da via % PathVisio 3

SeedServer, LCA

Origem dos genes e’

Figura 13: Viséo geral dos materiais e métodos.

3.1. TRAINING SET, TEST SET E MEDLINE RANKER

Para cada analise, o training set foi escolhido a partir de busca avancada
manual sobre o tema na PubMed, sendo selecionados de cinco a dez resumos,

especificados na tabela 2.
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Ja o test set foi obtido a partir de busca simples na PubMed. Para a primeira
analise, a query utilizada foi “(breast AND development ) NOT cancer”, totalizando
10897 resumos. Para as demais analises, a query utilizada foi “(molecular AND
developmental AND biology AND mammary AND gland) NOT cancer”, totalizando
2476 resumos.

Logo apds, as listas de PMIDs referentes ao training set e ao test set foram

submetidas ao Medline Ranker.

Tabela 2: Training set, Test set e ID PESCADOR para cada analise.

Anédlise Tema PMIDs Training set Query Test set N° resumos Test set ID PESCADOR

15351091
17877612
16807800
12 Visao geral 16861925 “(breast AND development ) NOT cancer” 10897 1388700840
18947364
15351091
15886886

22387209
17071745
Desenvolvimento 23677624

embrionario 22046263
23591968
15342465
11018751
9012521
10804170
11739006
3 Puberdade 10525347 1435578403
12636918

12070083
16278680 “(molecular AND developmental AND

16315096 biology AND mammary AND gland) NOT 2476
12637587 cancer”
12952963
19298785
42 Gravidez e lactagdo 12438700 1448882510
25589271
17452747
1638991
12538768
10862748
9854140
25358350
24902901
17139252
22129827

1408969747

52 Involucdo 1441017648

3.2.PESCADOR E TABELA DE BIOINTERACOES

Os 1000 melhores resumos (p-value< 10?) no ranking do Medline foram
enviados para inspecdo manual no PESCADOR. Além da lista dos PMIDs dos 1000
melhores resumos, uma lista de conceitos (ANEXO 1) especifica para cada etapa de

desenvolvimento foi adicionada e a espécie-alvo foi definida como Homo sapiens.
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Em seguida, procedeu-se ao trabalho de curadoria manual que consiste em
ler o resumo e avaliar se as biointeracdes propostas sao verdadeiras.

As biointeracdes consideradas verdadeiras foram guardadas em tabela de
bionteragbes no seguinte formato: termo 1 na primeira coluna, palavra de
biointeragdo na segunda coluna, termo 2 na terceira coluna e PMID do resumo que
contém essa informag&o na quarta coluna.

As analises realizadas neste estudo podem ser consultadas informando-se o
identificador do PESCADOR (ID PESCADOR) para cada analise, o qual esta
especificado na tabela 2. J4 as tabelas de biointeracdes encontram-se anexas
(ANEXO 11).

3.3.ELABORACAO DO DIAGRAMA DA VIA USANDO PATHVISIO

Com base na tabela de biointeragbes, o diagrama de cada subvia foi
elaborado usando o software PathVisio versédo 3.2.1. Uma simbologia simplificada foi
criada e empregada na via. Segundo essa simbologia, genes, produtos génicos e
substancias sdo representados por retangulos, cuja cor indica se o simbolo para o
gene ou produto génico é o oficial (retAngulos pretos) ou ndo (retangulos vermelhos,
também aplicaveis a substancias), e se aparece mais de uma vez na via (retangulos
azuis). Seta significa relagdo positiva ou diregcdo, TBar significa relacdo negativa e
linha significa relacdo neutra. Texto em azul indica fenétipo e texto em verde indica
subvia. Outras estruturas presentes foram identificadas na figura ou na descricdo da

subvia.

3.4.ESTIMATIVA DA ORIGEM DOS GENES USANDO SEEDSERVER E
ALGORITMO LCA

Para a estimativa da origem dos genes de cada subvia foi utilizada a
ferramenta para agrupamento de homologos SeedServer e, em seguida, o algoritmo
para determinagcdo do ancestral comum mais recente (LCA, Lowest Common
Ancestor).

O input para o programa SeedServer é o identificador UniProtKB da proteina.
Os identificadores UniProtKB foram obtidos a partir de busca manual na base de

dados UniProtKB, fornecendo-se o simbolo oficial do gene, considerando-se apenas
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proteinas de Homo sapiens e dando-se preferéncia a identificadores curados
manualmente (Swiss-Prot). A lista de genes com o0s respectivos identificadores
UniProtkB e LCA predito encontra-se anexa (ANEXO III).

J& o output do programa SeedServer é a lista dos identificadores UniProtkB
das proteinas recrutadas.

O SeedServer esta disponivel para acesso local ou por meio do
Bioinformatics Open Web Services (BOWS)
(http://maxixe.icb.ufmg.br:8080/BOWSWeb/index.jsp). No caso de acesso local é

necessario fornecer um arquivo de texto especificando o input (identificador
UniProtKB), o nome do output (arquivo que recebera o cluster de proteinas
recrutadas) e os parametros do programa. Neste trabalho foram utilizados os

parametros default do SeedServer. O formato do arquivo de texto € o seguinte:

<processlID>output</processiD>
<SlLtable>allorg</SLtable>
<input>uniprotkb_id</input>
<parameter_r>50</parameter_r>
<parameter_c>50</parameter_c>
<parameter_s>50</parameter_s>
<parameter_I>0.3</parameter_|>
<e_value>10</e_value>

<self _score>0.7</self _score>

O comando para executar o SeedServer é

perl runSeedServer_1.0.pl input.txt

J& no caso de acesso por meio do BOWS, o primeiro passo consiste em
realizar o download do cliente java de submissdo ao SeedServer
(http://maxixe.ich.ufmg.br:8080/BOWSWeb/appDetails.jsp?app=SeedServer). A

partir dai o comando para executar o programa €

java -jar SeedServerSubmitJob.jar uniprotkb id


http://maxixe.icb.ufmg.br:8080/BOWSWeb/index.jsp
http://runseedserver_1.0.pl/
http://maxixe.icb.ufmg.br:8080/BOWSWeb/appDetails.jsp?app=SeedServer
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A consulta do status do processo (Done, Running, Queued) pode ser feita

através do numero de processo (PID, Process IDentifier) pelo comando

java -jar getresults.jar PID

Ja o output do SeedServer pode ser recuperado através da interface grafica
SeedServerGUI
(http://maxixe.ich.ufmg.br:8080/BOWSWeb/appDetails.jsp?app=SeedServer).

Uma vez gerados os clusters de homadlogos, 0 proximo passo consistiu No uso

do algoritmo LCA para a determinacéo do LCA.

O input para o algoritmo LCA é o conjunto dos identificadores taxondmicos
das proteinas recrutadas pelo SeedServer, enquanto o output é o taxon inferido para
a origem do gene (LCA).

Ha dois algoritmos para a obtencdo do LCA: LCA simples e LCA multiplo. A
diferenca entre esses dois algoritmos é que o LCA simples considera origem Unica
para o gene enquanto o LCA multiplo considera que o gene pode ter surgido mais de
uma vez durante a evolucdo, util em casos de transferéncia lateral ou de incluséo
inapropriada de artefatos (ocorréncia em organismos distantes que ndo suportariam
a transferéncia vertical do gene).

Para o acesso ao LCA simples € necessario fornecer os identificadores

taxondmicos no seguinte endereco:

http://merengue.icb.ufmg.br:8080/BioToolsService/lca/txid1+txid2+txid3+...

onde txidl, txid2, txid3, etc. sdo os identificadores taxondémicos das proteinas
recrutadas pelo SeedServer.
Ja o LCA mdultiplo é obtido a partir da insercdo dos identificadores

taxondémicos em http://biodados.icb.ufmg.br:8080/Genesis/multiLCATree/index

seguida pela analise da arvore filogenética gerada.


http://maxixe.icb.ufmg.br:8080/BOWSWeb/appDetails.jsp?app=SeedServer
http://biodados.icb.ufmg.br:8080/Genesis/multiLCATree/index
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3.5.COLORINDO A VIA DE ACORDO COM A ORIGEM DOS SEUS GENES
USANDO ARCOBALENO

A ferramenta ARCoBALeno foi utilizada para colorir o diagrama de cada
subvia de acordo com a origem dos seus genes. Uma vez que, neste trabalho,a
predicdo do LCA foi feita usando SeedServer e algoritmo LCA, a opg¢do “Use
AutoLCA method” disponivel no ARCoBALeno foi desmarcada. Dois arquivos foram
fornecidos ao ARCoBALeno: o arquivo PathVisio de cada subvia (extensao .gpml) e
um arquivo de texto com a lista dos genes ou produtos génicos contidos em cada
subvia e os respectivos niveis do LCA predito (0o nivel do LCA é o numero
correspondente ao nivel hierarquico do taxon na linhagem evolutiva humana). Além

disso, a espécie foi definida como Homo sapiens.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foi produzida uma via de desenvolvimento da glandula
mamaria, retratando o papel dos genes envolvidos. O desenvolvimento da mama foi
dividido em quatro etapas, tendo sido produzida uma subvia para cada etapa: (1)
desenvolvimento embrionario, (2) puberdade, (3) gravidez e lactacdo e (4) involucgéo.
Para cada subvia foi produzido um diagrama e uma descricdo. Ao todo 310 genes e
795 biointeracfes foram encontrados.

Além disso, a origem de cada um dos genes da via foi estimada, tendo sido
encontrados genes com origem desde organismos celulares até boreoeutheria. A
distribuicdo dos genes pelos tdxons aproxima-se da distribuicdo de todos os genes
de Homo sapiens, como mostrado na figura 14, com algumas excecdes (menor
proporcdo de genes originados em eucariotos e pouca participacdo de genes

originados em placentérios).
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Figura 14: Comparacao da distribuicdo dos genes pelos taxons em Homo sapiens
(azul) e na glandula mamaria (vermelho). Valores em porcentagem do total de

genes.
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4.1. DESCRICAO DA VIA DE DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

O desenvolvimento embrionario da glandula mamaria (Figura 15) é regulado
por varias vias de sinalizacdo como FGF, WNT, BMP, TGFB, EDA, PTHLH, IGF,
TBX, GLI, via de sinalizacdo Hedgehog e via de sinalizacdo do acido retindico.
Algumas dessas vias de sinalizacdo estdo relacionadas ao desenvolvimento
embrionario de outros anexos da pele como FGF, WNT, BMP, EDA e via de
sinalizacdo Hedgehog, adquirindo funcéo especifica na glandula mamaria. Por outro
lado, vias de sinalizacdo como GLI e TBX, até onde se sabe, estdo comprometidas

especificamente com o desenvolvimento embrionario da mama.
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Figura 15: Via de desenvolvimento embrionario.
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4.1.1. LINHAS MAMARIAS

As linhas mamarias podem ser identificadas como linhas de expressao de
WNT10B e WNT6 no ectoderma. Posteriormente, a expressdo de WNT10B e WNT6
se torna restrita aos placédios (VELTMAAT et al., 2004).

4.1.2. PLACODIOS

4.1.2.1. Inducdo e manutengao

Dois genes essenciais para os placodios sdo TBX3 e GLI3, sendo que ambos
codificam fatores de transcricao.

N&o héa duvida quanto a importancia de TBX3 para a inducdo e a manutencéo
dos placodios (JEROME-MAJEWSKA et al., 2005), embora as vias moleculares que
conduzem a tais efeitos ainda ndo estejam totalmente esclarecidas. Um parceiro
sugerido de TBX3 é TBX2 dado que o efeito da perda conjunta de TBX3 e TBX2 na
manutencdo dos placédios € mais grave que o efeito da perda de TBX3
isoladamente (JEROME-MAJEWSKA et al., 2005).

A expressdo de TBX3 pode ser induzida tanto pela via de sinalizacdo de FGF
guanto pela via de sinalizacdo de WNT: a ligacdo dos FGFs (FGF4, FGF8, FGF9 e
FGF17) ao receptor FGFR1 conduz a ativacdo de TBX3 tanto diretamente quanto
através da ativacdo da via de sinalizacdo de WNT (EBLAGHIE et al., 2004).

Em camundongo, a via de FGF10/FGFR2(B) est4 associada a inducdo dos
placddios 1, 2, 3 e 5, enquanto a inducéo do placodio 4 esta associada a uma via
independente. No entanto, na falta de FGF10 ou FGFR2(B), o desenvolvimento da
glandula mamaria é prejudicado. Isso indica que a inducdo do placédio 4 néo
depende de FGF, mas a sua manutencdo sim (MAILLEUX, ARNAUD ANDRE et al.,
2002).

GLI3 também apresenta funcdo na inducdo dos placédios. Isso porque a
migracao celular e a hipertrofia celular necessarias a formagéo dos placédios néao
ocorrem na auséncia de GLI3. No entanto, a contribuicdo de GLI3 para a formacao
de cada placédio é variavel (LEE et al., 2011).

Outro gene envolvido na inducdo e na manutencdo dos placédios é LEF1,

componente do sinal candnico de WNT. Em camundongo, os placédios 2 e 3 ndo se



39

formam na auséncia de LEF1. Os placodios 1, 4 e 5 desaparecem progressivamente
na auséncia de LEF1. Esse desaparecimento é acompanhado por apoptose no
mesénquima adjacente. A transicdo do sinal de WNT do mesénquima para o epitélio
nesses placodios também é bloqueada quando LEF1 esta ausente (BORAS-
GRANIC et al., 2006; CHU et al., 2004).

Além disso, o complexo LEF1/CTNNBL1 interage fisicamente com o promotor
de DKK4, inibidor de WNT, estimulando-o. Assim, DKK4 parece atuar como um
feedback negativo para atenuar o sinal canonico de WNT e possibilitar a mudanca
para o sinal ndo canénico de WNT, o qual estd associado a migracao necesséria a
formacéo dos placédios (BAZZI et al., 2007).

Por fim, EDA, através de NFKB, € o principal regulador independente de
horménio do desenvolvimento da mama (até a puberdade, o desenvolvimento da
mama € independente de horménio). O sinal de EDA esté4 associado a inducao dos
placédios e ao crescimento e a ramificacdo da glandula mamaria. Dentre os alvos de
EDA/NFKB estdo WNT3A, WNT10A, WNT10B, AREG, EPGN e PTHLH
(LINDFORS; VOUTILAINEN; MIKKOLA, 2013; VOUTILAINEN et al., 2012). Como
citado acima, a via de sinalizacdo de WNT esta envolvida na formacdo dos
placédios; AREG e EPGN tem atividade mitogénica; e PTHLH esta envolvido na
diferenciacdo da glandula mamaria, como exposto a seguir. O receptor EDAR
apresenta sobreposicdo de expressdo com TNFRSF19, indicando possivel
redundancia de funcdo (MUSTONEN et al.,, 2003; PISPA et al., 2003). EDA e
activina A sao também reguladores de FOXI3, o qual tem sido associado a formacéao
dos placédios em varios anexos da pele (SHIROKOVA et al., 2013).

4.1.2.2. Ordem de inducéo
Em camundongo, o padrdo de expressao dos genes DUSP6 (relacionado ao
sinal de FGF), LEF1 e TBX3 sugere que os placédios possuem uma ordem de
inducao especifica, sendo esta: 3, 4, 1, 2 e 5 (EBLAGHIE et al., 2004).

4.1.3. TRANSICAO EPITELIO-MESENQUIMAL

Durante a transi¢do epitélio-mesenquimal (EMT), marcadores epiteliais tém

expressdo diminuida, enquanto marcadores mesenquimais tém expressao
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aumentada. Além disso, genes relacionados a adeséo sao inibidos, enquanto genes
relacionados a migracéo séo estimulados.

TGFB, através de seu receptor tipo | Tsk7L, TGFBR1 Tsk7L, diminui a
expressdo de marcadores epiteliais, como DSP, TJP1 e CDH1l, e aumenta a
expressao de marcadores mesenquimais, como FN1, contribuindo para a transicao
epitélio-mesenquimal (MIETTINEN et al., 1994). TGFB também provoca a transi¢cao
epitélio-mesenquimal através de HEY1. De inicio, SMAD3 ativa HEY1 (ativacao
independente de JAG1/ NOTCH). Em seguida, TGFB induz JAG1, o qual se liga ao
seu receptor, NOTCH, e ativa HEY1 (ativacdo dependente de JAG1/ NOTCH). HEY1
€ um repressor transcricional. Na auséncia da ativacdo independente de JAG1/
NOTCH, a transicdo epitélio-mesenquimal ndo ocorre (ZAVADIL et al., 2004). Além
disso, TGFBL1 regula negativamente a isoforma 4 de PXN. A isoforma 4 é obtida a
partir de um sitio de inicio de traducéo interno evolutivamente conservado no mRNA
de PXN. A superfamilia PXN esta, em geral, associada a mobilidade. No entanto, a
isoforma 4 é um regulador negativo do sinal de PXN. Assim, a isoforma 4 suprime a
migracdo, enquanto outro membro da superfamilia, TGFB1I1, estimula a migracdo. A
isoforma 4 de PXN e TGFB1I1 tem expressao reciproca. Portanto, TGFB1, ao
regular negativamente a isoforma 4 de PXN, possibilita a migragdo (TUMBARELLO
et al., 2005). Por fim, FST se liga diretamente a TGFB3 e bloqueia a transicao
epitélio-mesenquimal induzida por TGFB3. Na transicdo epitélio-mesenquimal
induzida por TGFB3 ha mudanca de expressao de genes reguladores da apoptose
(NOGAI et al., 2008).

Além disso, a proteina MMP3 aumenta a expressao da isoforma B de RAC1,
a qual se desloca para a membrana celular. FN1 contribui para a transicéo epitélio-
mesenquimal ao se ligar ao seu receptor, ITGA5, o qual conserva a isoforma B de
RAC1 na membrana celular. Por outro lado, LAM impede esse processo ao se ligar
ao seu receptor, ITGAG6, o qual sequestra a isoforma B de RAC1 (CHEN, QIKE K et
al., 2013).

Por fim, NRG3 se liga e ativa seu receptor, ERBB4, e induz MYC. Este é
responsavel pela reducéo de expressao de ITGB1 e ITGA6. Como ITGB1 e ITGA6
sdo moléculas de adesdo, a reducdo de expressdo por MYC causa reducao de
adesdao e consequente aumento de migracdo, contribuindo para a inducdo do
placodio (PANCHAL et al., 2007).
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4.1.4. INTERACAO ENTRE EPITELIO E MESENQUIMA

Embora muitos genes ja tenham sido associados a interacao entre epitélio e
mesénquima durante o desenvolvimento embrionario da mama, a funcédo de alguns
genes nesse processo permanece desconhecida. O que se pode afirmar com
certeza é que essa interacao apresenta papel essencial na formacédo do placodio e
na diferenciacéo da glandula mamaria.

Algumas vias de sinalizacdo envolvidas na interacdo entre epitélio e
mesénquima sédo TAC, HGF, PDGFA, IGF e THBS. O mRNA do precursor de TAC &
co-expresso espacialmente e temporalmente com o mRNA de MME no mesénquima
denso. MME é responsavel pela degradacdo de TAC. Em geral, TAC atua como
neurotransmissor e neuromodulador no sistema nervoso central e no sistema
nervoso periférico. No entanto, héa evidéncia de que TAC pode ter funcdo também no
desenvolvimento de érgados ndo-neuronais que apresentam interacao entre epitélio e
mesénquima (como glandula mamaria, dentes, membros, ouvido e genitalia externa)
(WEIL; ITIN; KESHET, 1995). MET e seu ligante, HGF, também estédo envolvidos na
interacdo entre epitélio e mesénquima durante o desenvolvimento embrionario da
glandula maméria (MATSUMOTO; NAKAMURA, 1996). PDGFA €& expresso no
epitélio, enquanto seu receptor PDGFRA é expresso no mesénquima (ORR-
URTREGER; LONAI, 1992). IGF1 e IGF2 sao expressos no tecido conectivo
adjacente ao epitélio, enquanto seu receptor IGF1R € expresso no epitélio. A perda
de IGF1R provoca reducao de proliferacédo no epitélio. Ja a perda de ARHGAPS5, um
gene relacionado a sinalizagdo de IGF, ocasiona reducdo de proliferacdo e
diferenciacdo no mesénquima. A auséncia de IRS1 e IRS2, ambos associados a
ARHGAPS5, causa também diminui¢cdo na proliferacdo do mesénquima (FORSYTH,;
GABAI; MORGAN, 1999; HECKMAN et al., 2007). THBS esta localizado no limite
entre epitélio e mesénquima, sendo expresso tanto no epitélio quanto no
mesénquima. Seu receptor CD36 € expresso, por outro lado, na camada de gordura
adjacente, e seu outro receptor, ITGAV, embora expresso no epitélio, ndo colocaliza
com THBS. THBS € uma glicoproteina de ades&o envolvida em interacdes célula-

célula e célula-matriz extracelular (PECHOUX et al., 1994).
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4.1.5. DIFERENCIACAO

PTHLH é produzido no epitélio e, em seguida, interage com o mesénquima,
estimulando a formacdo do mesénquima denso. Em contrapartida, 0 mesénquima
envia sinais para o epitélio para a manutengcdo do comprometimento deste com a
formacdo da glandula mamaéaria, induzindo a formacdo dos ductos e do mamilo
(FOLEY et al., 2001; HENS et al., 2007). PTHLH aumenta a expressao do receptor
de BMP4, BMPRI1A, no mesénquima, tornando as células mesenquimais
responsivas a via de sinalizacdo de BMP. Por um lado, a via de sinalizacdo de BMP
€ necessaria para a invasao do mesénquima pelas células epiteliais. Ao mesmo
tempo, a via de sinalizacdo de BMP promove o aumento na expressao de MSX2, o
qual leva a inibicdo da formacdo dos foliculos capilares (HENS et al., 2007).
Portanto, BMP ao mesmo tempo reprime a formacdo do pelo e contribui para a
formacdo da mama. Além disso, o sinal de PTHLH, perpetuado a partir de seu
receptor, PTH1R, regula a expressdo de LEF1 e CTNNB1 no mesénquima,
sugerindo interacdo entre esse sinal e o sinal de WNT (BORAS-GRANIC et al.,
2014; FOLEY et al., 2001).

4.1.5.1. Via Hedgehog

A via Hedgehog é essencial para o desenvolvimento do pelo, mas néo para o
desenvolvimento da glandula mamaria. Os integrantes da via Hedgehog SHH e IHH
sdo expressos nos placédios. A funcdo de SHH e IHH € a mesma: ativar PTCH. Na
auséncia de um ou de outro, o desenvolvimento dos placédios é normal,
comprovando que a via Hedgehog néo é vital para o desenvolvimento da glandula
mamaria (GALLEGO, MARTA | et al., 2002; MICHNO et al., 2003). O responsavel
por reprimir a via Hedgehog € GLI3 (HATSELL; COWIN, 2006).

4.1.6. POSICIONAMENTO DORSOVENTRAL

A interagcdo entre TBX3 e BMP4 esta associada ao posicionamento
dorsoventral da glandula maméaria. TBX3 e TBX15 sdo expressos no dorso,
enquanto BMP4 é expresso no ventre. A expressao aumentada de TBX3 causa a

extensdo do placoédio ao longo do eixo dorsoventral, comprovando a importancia
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desse gene para a fixagdo de limite para a area do placédio. A expressao
aumentada de BMP4 provoca a inibicdo da expressédo de TBX3 e TBX15, atestando
a interacao entre TBX3 e BMP4 (CHO et al., 2006).

O é&cido retindico regula esse processo de posicionamento. A quantidade
reduzida de acido retindico prejudica a expressdo de TBX3, ao passo que a
guantidade excessiva provoca a inibicdo de BMP4 e do sinal de WNT (a inibicdo do
sinal de BMP por NOG causa a perda de expressdo de LEF1). A expressdo de
ALDH1A2 (envolvido na sintese do acido retindéico), de RARB (um dos receptores do
acido retindico) e de FGF10 (reconhecido por sua importancia na formacdo da
glandula maméria) pode ser observado nos somitos adjacentes aos placodios 2, 3 e
4 em camundongo. Da mesma maneira, a expressao de RARB pode ser observada
no epitélio, no mesénquima e na camada de gordura em camundongo. Esse padrao
de expressao sugere a participacdo do sinal do acido retindico na interacao entre
epitélio e mesénquima. J4 a expressdo de CYP26A1 e CYP26B1 (responséaveis pela
degradacédo do acido retindico) ndo é observada na regido onde a glandula mamaria
se desenvolve (CHO et al., 2006, 2012).

FGF10 é expresso nos somitos adjacentes aos placodios 2 e 3 em
camundongo. Entretanto, a expressédo de FGF10 varia de um placédio para o outro e
dentro do mesmo placodio. Assim, propdem-se que a expressdo de FGF10
corregulada por GLI3 é necessaria para a determinacédo do padrdo antero-posterior
(VELTMAAT et al., 2006).

4.1.7. SISTEMA NERVOSO NA GLANDULA MAMARIA

BDNF, produzido no mesénquima, e seu receptor, NTRK2, sdo necessarios
para o estabelecimento do sistema nervoso na glandula mamaria em ambos o0s
sexos. Posteriormente, no entanto, andrégenos promovem a expressao
mesenquimal de NTRK2 truncado nos machos. Isso conduz a perda da inervacao
independente de apoptose neuronal na glandula mamaria dos machos (LIU, YIN et
al.,, 2012). A expressao do receptor de andrégeno, AR, jA foi comprovada na
glandula mamaria (WASNER; HENNERMANN; KRATOCHWIL, 1983).
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4.2.ORIGEM DA VIA DE DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

A figura 16 mostra a via dedesenvolvimento embrionario colorida de acordo

com a origem de seus genes.
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De modo geral, as vias necessarias ao desenvolvimento embrionério da
glandula mamaria j& estavam presentes em Euteleostomi (isto €, a maioria dos
genes da via ja havia surgido em Euteleostomi). Alguns exemplos sdo as vias de
FGF e de WNT e os genes comprometidos na transicdo epitélio-mesenquimal
(EMT). Alguns genes importantes para essa etapa de desenvolvimento s6 aparecem
em Euteleostomi, como NRG3, HGF, PTHLH e EDAR. As adi¢Oes posteriores a
Euteleostomi sdo marginais: MMP3 em Sarcopterygii, AREG em Tetrapoda e EPGN
em Amniota. Um caso curioso é o de NRG3 e de seu receptor, ERBB4: o receptor
teve origem em Metazoa, enquanto o ligante sO surgiu em Euteleostomi. Isso
acontece também para o0s outros pares de receptores e ligantes: os ERBBs tiveram
origem entre Opisthokonta e Gnathostomata, enquanto os NRGs tiveram origem
entre Euteleostomi e Amniota (vide ANEXO lll). Como a busca € iniciada pelo gene
atual, pode ter ocorrido que um dos membros do par evoluiu para a forma atual mais
recentemente, ou que realmente um dos membros passa a existir em periodo mais

recente.

4.3.DESCRICAO DA VIA DE PUBERDADE

A figura 17 mostra a via de puberdade.
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4.3.1. TEBs

Uma via de sinalizacdo essencial para os TEBs € a via de GH/IGF em que
IGF esta no nivel mais baixo na hierarquia da via sendo, portanto, o responsavel
pelo efeito bioldgico associado a via. O objetivo dessa via €, por um lado, o estimulo
a proliferacao, e, por outro lado, a inibicdo da apoptose nos TEBs (RUAN, WEIFENG
et al., 2006). GH sinaliza através de seu receptor GHR no estroma, estimulando a
producdo de IGF1 (KLEINBERG, DAVID L; RUAN, 2008; KLEINBERG, D L;
FELDMAN; RUAN, 2000; WALDEN et al., 1998). Este ultimo pode ser produzido
tanto no estroma quanto no epitélio (RICHERT; WOOD, 1999; WOOQOD et al., 2000) e
dentre seus alvos estdo IRS1 (RUAN, WEIFENG et al., 2006), integrante da via de
sinalizacdo da insulina, e as ciclinas A2 (CCNA2) e B1 (CCNB1) (LOLADZE et al.,
2006), associadas ao controle do ciclo celular. IGF1 também sinergiza com TGFA e
EGF para promover proliferacdo (PLAUT, 1993; STULL et al., 2002). IGF2 teve sua
expressao detectada apenas no epitélio, especificamente nos TEBs (RICHERT,;
WOOD, 1999; WOOD et al, 2000), e essa expressdo estava positivamente
correlacionada com a proliferacdo desse tecido (ZHOU et al., 2001).

A via de sinalizacdo de GH/IGF é regulada por diversos fatores. Estrogénio e
progesterona regulam tanto GH quanto IGF1 e IGF2 (KLEINBERG, DAVID L; RUAN,
2008; LANTINGA-VAN LEEUWEN; TIMMERMANS-SPRANG; MOL, 2002; RUAN, W
et al., 1995; WALDEN et al., 1998; ZHOU et al., 2001). Ainda, estrogénio diminui a
expressdo de um dos moduladores negativos das IGFs, IGFBP2 (ZHOU et al.,
2001). Em um feedback positivo, GH também regula a acdo do estrogénio porque
promove o aumento na expressao de ESR (FELDMAN et al., 1999; KLEINBERG, D
L; FELDMAN; RUAN, 2000). Outro regulador positivo da via de sinalizacdo de
GH/IGF é NCOA3 (XU et al.,, 2000). Uma vez que NCOA3 é coativador de
receptores de esterdides, a sua influéncia na via de sinalizacdo de GH/IGF deve-se
dar, possivelmente, por intervengcdo na acdo dos horménios esterdides (estrogénio e
progesterona).

Em contrapartida, um regulador negativo da via de sinalizacdo de GH/IGF é a
somatostatina. Esse horménio pode atuar de duas maneiras: uma sistémica e uma
local. No primeiro caso, a somatostatina diminui a secrecdo de GH pela hipofise e,
consequentemente, a quantidade de IGF1l sistémico. Ja no segundo caso, a

somatostatina se liga aos seus receptores, SSTR3 e SSTR5 e induz IGFBP5
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(RUAN, WEIFENG et al., 2006). IGFBPs sao reconhecidas por modularem a acéo
das IGFs através de ligacdo de alta afinidade a estas proteinas (SURESHBABU,;
TONNER; FLINT, 2011). Durante a puberdade, a expressao de algumas IGFBPs foi
identificada tanto no epitélio, especificamente nos TEBs, como IGFBP3 e IGFBP5,
guanto no estroma, como IGFBP2, IGFBP3, IGFBP4 e IGFBP5 (ALLAR; WOOD,
2004; WOOD et al., 2000). A expressédo de IGFBP2 foi positivamente correlacionada
a apoptose no epitélio (ZHOU et al., 2001) e ja foi demonstrado que IGFBPS5 inibe o
desenvolvimento da mama na puberdade por meio da inibicdo da via de sinalizacao
de GH/IGF, especificamente atuando em IGF1 (RUAN, WEIFENG et al., 2006).

Outro gene importante para os TEBs € HGF. Uma funcdo desse gene é
promover a proliferacdo nos TEBs. HGF é produzido no estroma e se liga ao seu
receptor, MET, no epitélio (ACCORNERO et al., 2010; YANG et al., 1995). HGF
interage com EGF para ativar AKT1, MAPK1 e MAPK3. EGF também aumenta,
através de AKT1, a expressdo de MET. A acdo conjunta de HGF e EGF promove,
além da proliferacdo nos TEBs, a dispersédo e a invasao do estroma pelas células
epiteliais (ACCORNERO et al., 2010; HASLAM, S Z; COUNTERMAN; NUMMY,
1993). Outra funcdo de HGF esté relacionada a sobrevivéncia das células epiteliais,
visto que aumenta a expressdo de TNFAIP3, gene antiapoptético, e reduz a
expressdo de DIABLO, gene pré-apoptotico. A expressdao de DAXX também é
reduzida por HGF, mas nao existe consenso se este gene apresenta funcéo anti ou
pré-apoptética (LERQY et al., 2006). HGF é regulado principalmente pelo estrogénio
(ZHANG, HONG-ZHENG et al., 2002).

Da mesma maneira que IGF e HGF, AREG ¢é fundamental para o
estabelecimento da interacdo entre epitélio e estroma. Uma vez produzido no
epitélio, AREG precisa ser processado por ADAM17 na membrana das células
epiteliais para que possa se ligar ao seu receptor, EGFR, no estroma (STERNLICHT
et al., 2005). AREG é regulado por estrogénio (através de ESR1), TGFB e CITEDL1.
Este ultimo é corregulador tanto de ESR quanto de SMAD4, um componente da via
TGFB. Portanto, o efeito de CITED1 em AREG deve ser indireto através da
mediacdo positiva da agdo do estrogénio e negativa da acdo de TGFB (HOWLIN et
al., 2006). Também de maneira indireta, AREG é regulado por NRIP e PHB2. NRIP
atua como um coativador de ESR1, sendo recrutado juntamente com este para 0s

promotores de seus genes-alvo. Além de AREG, NRIP corregula PGR, levando a
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inducdo de vias mitogénicas (NAUTIYAL et al., 2013). Ja PHB2 € um correpressor
de ESR1 (PARK, SUNGHEE et al., 2011).

O fator de transcricdo AP1 também é regulador chave da proliferacdo na
glandula mamaria. AP1 € um dimero composto por diferentes combinacdes de
proteinas das familias JUN, FOS e ATF. Esse fator de transcrigdo promove a
proliferacdo porque regula os fatores de crescimento MYC e CCND1 (SHEN et al.,
2006). O gene associado ao controle do ciclo circadiano PER2 também esta
correlacionado a MYC e CCND1 (METZ et al., 2006). Além disso, em um feedback
positivo, AP1 regula FOSL1, um membro da familia FOS. Ainda, APl regula os
genes VIM, relacionado ao citoesqueleto, FN1, relacionado & adesédo celular, e
TIMP1, relacionado a remodelacdo da matriz extracelular (SHEN et al., 2006).

Outro gene relacionado ao desenvolvimento dos TEBs é TFAP2C que codifica
o fator de transcricdo AP2y. Este gene é expresso nas body cells e nas cap cells e
sua auséncia provoca reducdo na proliferacdo nos TEBs. TFAP2C é regulado por
estrogénio e progesterona (JAGER et al., 2010). A vitamina D, detectada pelo seu
receptor VDR presente nos TEBs e também no estroma, apresenta, por outro lado,
associacdo negativa com os TEBs, regulando o seu crescimento (ZINSER;
PACKMAN; WELSH, 2002).

4.3.2. FORMACAO DO LUMEN

A formacdo do lumen se da através de apoptose nas body cells. BCL2,
BCL2L1 e BCL2L11 estdo envolvidos nesse processo (HUMPHREYS, R C, 1999;
HUMPHREYS, R C et al., 1996; MAILLEUX, ARNAUD A et al., 2007). O gene BAX,
outro regulador do processo apoptético, ndo se correlaciona com a ocorréncia de
apoptose, embora também seja expresso nos TEBs (HUMPHREYS, R C et al.,
1996). FGF4 interfere na acao de BCL2, diminuindo a ocorréncia de apoptose, 0 que
sugere a participagdo desse gene no controle de apoptose (ASTIGIANO;
DAMONTE; BARBIERI, 2003).

Aléem disso, as células luminais precisam adquirir polaridade durante a
formacdo do lumen. Microvilina, p80 e p205 estdo co-localizadas nas células dos
TEBs. Com a diferenciacdo do Iimen, microvilina, p80 e p205 séo redistribuidas:

microvilina e p80 vao para o polo apical das células luminais, enquanto p205 migra



51

para a base das células luminais (em contato com as células mioepiteliais)
(DULBECCO; ALLEN; BOWMAN, 1984).

O acido retindico é conhecido por induzir a organizacdo do lumen. O acido
retindico cumpre essa funcdo, provavelmente, através da regulacdo positiva de
MMP9. As metaloproteinases de matriz, como MMP9, estdo envolvidas na
degradacgdo de componentes da matriz extracelular (MONTESANO; SOULIE, 2002).

4.3.3. CELULAS EPITELIAIS LUMINAIS E CELULAS MIOEPITELIAIS

HGF aumenta a proliferacdo das células epiteliais luminais e das células
mioepiteliais sob o controle da progesterona. Nas células epiteliais luminais, a
progesterona se liga ao seu receptor, PGR, e induz HGF e TNFSF11. Em seguida,
TNFSF11 migra para as células mioepiteliais (as quais ndo expressam PGR) e
também induz HGF (HASLAM, SANDRA Z et al., 2008).

MFGES8 também influencia a proliferacdo das células epiteliais luminais e das
células mioepiteliais. MFGES8 é expresso em ambos 0s tipos celulares. Nas células
mioepiteliais, MFGES8 se liga ao seu receptor, ITGAV, conduzindo a ativagdo de
MAPK e a proliferacdo (ENSSLIN; SHUR, 2007).

4.3.4. BICAMADA

O padrao de expressédo de NTN1 e seu receptor NEO, 0 primeiro expresso
nas body cells e o segundo nas cap cells, sugere a participacdo desse par na
adesdo entre esses tipos celulares precursores das células constituintes da
bicamada (SRINIVASAN et al., 2003). Apoés a diferenciacdo das body cells e das cap
cells em células epiteliais luminais e células mioepiteliais, respectivamente, NTN1
ainda contribui para a producdo da bicamada através de sinergismo com SLIT2
(STRICKLAND et al., 2006). Este ultimo e seu receptor, ROBO1, contribuem para a
adesdo porgue o primeiro é expresso nas células epiteliais luminais e nas células
mioepiteliais enquanto o segundo € expresso apenas nas células mioepiteliais
(STRICKLAND et al., 2006). PTK2, de uma maneira dependente de ROCK, mantém
essa organizacdo em bicamada (VAN MILTENBURG et al., 2009).
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4.3.5. PARTICIPACAO DO ESTROMA

As metaloproteinases de matriz (MMPs) séo indispensaveis ao
desenvolvimento da glandula mamaria durante a puberdade. Como citado
anteriormente, MMPs participam da remodelagdo da matriz extracelular, sendo
reguladas positivamente por plasmina e negativamente por TIMP (SIMIAN et al.,
2001; URIA; WERB, 1998). O padréo de distribuicdo das MMPs esté relacionado a
organizacdo espacial da glandula mamaria durante a puberdade. A quantidade de
MMP14 em torno dos TEBs é grande, enquanto a quantidade de MMP2 em torno da
regido de ramificagdo lateral (“pescog¢o” dos TEBs) € pequena, e a expressao de
MMP3 e MMP9 é homogénea ao longo do estroma (GJOREVSKI; NELSON, 2011).
ALX4 sob a intervencdo do estrogénio através de ESR1 provoca alteracdo na
expressdo de MMP2 e MMP9: ha correspondéncia negativa entre a expressao de
ALX4 e MMP2 e correspondéncia positiva entre a expressao de ALX4 e MMP9
(JOSHI; CHANG; HAMEL, 2006). MMP2 contribui para a ramificacdo tanto porque
promove a sobrevivéncia celular quanto a mobilidade através da clivagem de LAMAS
(GIANNELLI et al., 1999; GJOREVSKI; NELSON, 2011).

O colageno tipo |, o colageno tipo IV e a laminina (LAM) se ligam ao receptor
composto por ITGA2 e ITGB1. A expressdo de colageno tipo | e LAM é controlada
espacialmente: o colageno tipo | € abundante em torno dos ductos, enquanto LAM é
abundante proximo aos TEBs. Esse padrdo de expressdo espacial sugere a
participacdo do colageno tipo | na formacdo dos ductos e de LAM no
desenvolvimento dos TEBs. A expressdo desses genes também € regulada
temporalmente: a expressao de colageno tipo | precede a expressao de colageno
tipo IV que precede, por sua vez, a expressao de LAM (CHEN, JIANCHUN et al.,
2002; KEELY; WU; SANTORO, 1995). E proposto que esses genes sio necessarios
para permitir a tracdo celular através do estroma (KLINOWSKA et al.,, 1999). A
tubulogénese induzida por HGF é dependente de ITGB1 (KLINOWSKA et al., 1999).

FN1 se liga ao receptor composto por ITGA5 e ITGB1. FN1 estd sob
influéncia do estrogénio e da progesterona. E proposto que FN1 esta envolvido na
regulacéo da proliferagdo (WOODWARD et al., 2001).

Proteoglicanos sdo constituidos pela associacdo de uma proteina a uma
cadeia de glicosaminoglicano (a cadeia de glicosaminoglicano pode ser constituida

por sulfato de heparan, sulfato de condroitina, sulfato de dermatan, sulfato de
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keratan ou &cido hialurénico). Fatores de crescimento e fatores de morfogénese, tais
como FGF, HGF, MDK e WNT, proteinas da matriz extracelular, tais como colageno,
FN1 e LAM, e enzimas, como LPL, se ligam as cadeias de glicosaminoglicanos.
Uma vez que diversas proteinas podem se ligar a um unico proteoglicano, sugere-se
que o0s proteoglicanos atuam como multirreceptores integrando VAarios sinais
celulares (DELEHEDDE et al, 2001). A (distribuicho espacial dos
glicosaminoglicanos esta associada ao crescimento. Proximo a “cabega” dos TEBs,
regido de crescimento, ha a sintese de acido hialurénico, enquanto proximo ao
“‘pescoco” dos TEBs, regido de formacdo dos ductos, ha a sintese de
glicosaminoglicanos sulfatados (SILBERSTEIN; DANIEL, 1984).

4.3.6. PARTICIPACAO DO SISTEMA IMUNOLOGICO

A presenca de macrofagos e eosindfilos estd associada ao desenvolvimento
dos TEBs e a ramificacdo da glandula mamaria durante a puberdade (GOUON-
EVANS; ROTHENBERG; POLLARD, 2000). Macrofagos e eosindfilos séo
recrutados para a mama a partir de sinais disparados pelo epitélio: CSF1 esta
implicado no recrutamento de macréfagos e CCL11 (eotaxina) esta implicado no
recrutamento de eosindfilos (GJOREVSKI; NELSON, 2011; VAN NGUYEN;
POLLARD, 2002). Dentre as funcdes dos macréfagos esta a promocéo da formacgao
de fibras longas de colageno em torno do “pescogo” dos TEBs (o que, por sua vez,
esta relacionado ao crescimento dos ductos) (GJOREVSKI; NELSON, 2011,
INGMAN et al., 2006). Além disso, os macréfagos também realizam fagocitose de
células epiteliais apoptoticas (0 que, por sua vez, estd relacionado ao
desenvolvimento dos ductos) (GOUON-EVANS; ROTHENBERG; POLLARD, 2000).
Enquanto os macréfagos sdo mais abundantes na regido do “pescogo” dos TEBs, os
eosinofilos encontram-se predominantemente em torno da “cabec¢a” dos TEBs. Na
auséncia dos eosindfilos, a ramificacdo da glandula mamaria é afetada, mas o
crescimento dos ductos ndo. Isso indica que o papel dos eosindfilos é mais relevante
para a ramificacdo (GOUON-EVANS; ROTHENBERG; POLLARD, 2000).
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4.3.7. REGULACAO NEGATIVA

TGFB tanto inibe quanto estimula o desenvolvimento da glandula mamaria
durante a puberdade. A quantidade de TGFB determina seu efeito: grande
quantidade tem efeito inibitério enquanto pequena quantidade tem efeito estimulante
(MONTESANO; CARROZZINO; SOULIE, 2007; SORIANO; ORCI; MONTESANO,
1996). A acao negativa de TGFB consiste em inibir a proliferacdo das cap cells,
tornando os TEBs inativos e conduzindo a suspensdo do crescimento e da
ramificacdo dos ductos (PLAUT, 1993; ROBINSON, S D et al., 1991; SILBERSTEIN;
DANIEL, 1987). A matriz extracelular € rica em TGFB ao redor dos TEBs inativos
(SILBERSTEIN et al., 1992, p. 1). TGFB também interage com a matriz extracelular
ao mediar a deposicdo de colageno tipo | e sulfato de condroitina (um
glicosaminoglicano) (HOWLETT; BISSELL, 1993). H& evidéncias de que as
isoformas de TGFB (TFB1, TGFB2 e TGFB3) sao funcionalmente equivalentes
(DANIEL; ROBINSON, 1992; ROBINSON, S D et al.,, 1991). TGFB3 € a Unica
isoforma encontrada nas cap cells e nas células mioepiteliais (DANIEL; ROBINSON,
1992; ROBINSON, S D et al.,, 1991). O efeito negativo de TGFB é reversivel
(DANIEL; ROBINSON, 1992; ROBINSON, S D et al., 1991; SILBERSTEIN; DANIEL,
1987). J& o efeito estimulante de TGFB se da através de MMP9 (MONTESANO;
CARROZZINO; SOULIE, 2007).

4.4.ORIGEM DA VIA DE PUBERDADE

A figura 18 mostra a via de puberdade colorida de acordo com a origem de

Seus genes.
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Do mesmo modo que a via de desenvolvimento embrionario, a via de
puberdade ja podia existir em Euteleostomi, visto que a maioria dos seus genes ja
estava presente. Vale destacar que em Euteleostomi surgiu o receptor do horménio
de crescimento, GHR, o que possibilitou a sinaliza¢éo intracelular da via de GH/IGF,
via crucial para essa fase de desenvolvimento. Também como na via de
desenvolvimento embrionério, os genes com origem apos Euteleostomi séo

marginais: AREG em Tetrapoda e CSF1 em Amniota.

4.5.DESCRICAO DA VIA DE GRAVIDEZ E LACTACAO

A figura 19 mostra a via de gravidez e lactacao.
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4.5.1. PROLIFERACAO EPITELIAL

TNFSF11 se liga ao seu receptor, TNFRSF11A, levando a ativacdo de CHUK.
Este dltimo faz parte de um complexo que inibe o inibidor de NFKB, ou seja, a
ativacdo de CHUK resulta na ativacdo de NFKB. O alvo de NFKB é CCND1, o qual
promove a proliferacdo do epitélio. CCND1 também é alvo da via de WNT, a qual é
modulada positivamente por ID1 e negativamente por AXIN1. Por outro lado,
TNFSF11 promove a translocacédo de ID2 para o nucleo, onde este inibe CDKN1A, o
que também conduz a proliferacdo do epitélio. CEBPB também ativa ID2.
Progesterona e prolactina tem relagdo positiva com TNFSF11. Progesterona,
através de seu receptor tipo B, PGR(B), estimula TNFSF11. O receptor tipo A da
progesterona, PGR(A), também é expresso na glandula maméaria. No entanto, as
redes de genes reguladas por cada tipo de receptor sdo parcialmente distintas. A
prolactina pode agir sobre TNFSF11l diretamente ou indiretamente através de
PTHLH (CAO et al, 2001; CONNEELY; MULAC-JERICEVIC; ARNETT-
MANSFIELD, 2007; HENNIGHAUSEN, LOTHAR; ROBINSON, 2005; HOFBAUER,;
HEUFELDER, 2001; HSU; SHAKYA; COSTANTINI, 2001; KARAYA et al., 2005;
KIM, NAM-SHIK et al., 2006, p. 2; MARTIN; GILLESPIE, 2001; MULAC-JERICEVIC
et al., 2003; SANTOS; HASLAM; CONRAD, 2010; SHIN et al., 2011).

IGF2 (através de seu receptor, IGF1R) esta associado a proliferacdo das
células dos alvéolos durante a gestacdo, enquanto IGF1 (através de seu receptor,
IGF1R) esta associado a manutencéo dos alvéolos durante a lactacdo (BERLATO;
DOPPLER, 2009; HADSELL; BONNETTE; LEE, 2002; RICHERT; WOOD, 1999).

Outra via de sinalizacdo envolvida na proliferacao do epitélio é a via de EGF.
Essa via tanto esta vinculada a proliferacdo quanto a desdiferenciacdo do epitélio,
embora as rotas moleculares que conduzem a um ou a outro efeito sejam
independentes. A desdiferenciacdo € impulsionada também por TGFA, sendo
mediada pela via do acido araquidénico em ambos os casos. Dessa maneira, EGF e
TGFA contribuem para a alveologénese e previnem, a0 mesmo tempo, o inicio
prematuro da lactacdo. A expressao de SPRY2 se correlaciona com a ativacao da
via de EGF. Ja FABP3 suprime EGF, o que estd em conformidade com o
entendimento de que FABP3 inibe a proliferagdo e estimula a diferenciacdo do

epitélio. EGF também influencia a acdo do estrogénio na medida em que regula
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negativamente os corepressores de ESR1, NROB1 e NROB2 (FAULDS et al., 2004,
SIGURDSSON et al., 2013; SPITZER et al., 1995; YANG et al., 1994).

O microRNA MIR101A influencia a proliferacdo do epitélio possivelmente por
meio da repressao de PTGS2 (TANAKA et al., 2009).

TFRC influencia a proliferacdo do epitélio possivelmente por tratar-se de um
transportador de ferro, sendo o ferro necessério para a atividade de RRM, enzima
essencial para a sintese de DNA (SCHULMAN et al., 1989).

4.5.2. FENOTIPO EPITELIAL

O microRNA MIR200A estd positivamente relacionado a marcadores
epiteliais, como CDH1l, CLDN3 e PARD6B, e negativamente relacionado ao
marcador de transicdo epitélio-mesenquimal ZEB1. Isso significa que MIR200A
contribui para a manutencdo do fendtipo epitelial (BOUSSADIA et al., 2002;
NAGAOKA et al., 2013).

H& mudanca no padrdo de expressao de citocinas comumente associadas ao
sistema imunoldgico durante a diferenciacdo das células epiteliais: as células
epiteliais n&o-diferenciadas expressam citocinas de T-helper tipo 1, como IFNG e
IL12A, e as células epiteliais diferenciadas expressam citocinas de T-helper tipo 2,
como IL4 e IL13. STAT6 também influencia a expresséo de IL4 e IL13 (WATSON, C.
J., 2009).

4.5.3. AUTOFAGIA

Estrogénio e progesterona estimulam a expressao dos genes relacionados a
autofagia ATG3, ATG5 e BECN1. Ao mesmo tempo, esses hormoénios regulam
positivamente a via de PRKA e negativamente a via de PI3K/AKT, as quais
conduzem a inativacdo e a ativacdo de MTOR, respectivamente, e, por sua vez, a
inativacdo de MTOR conduz a autofagia. A autofagia esta envolvida na formacéo do
[imen dos alvéolos (ZIELNIOK; MOTYL; GAJEWSKA, 2014).



60

4.5.4. VASCULARIZACAO

Os genes implicados no estabelecimento da vascularizacdo durante a
gravidez sdo VEGF, cujos receptores sdo FLT1 e KDR, e VEGFC, cujos receptores
sdo KDR e FLT4. E proposto também que esse conjunto de genes regula a
permeabilidade vascular durante a lactagdo. O controle do crescimento dos vasos
sanguineos € executado por SLIT, o qual reprime, através de ROBO4, a via de
sinalizacdo de VEGF (MARLOW et al., 2010; PEPPER et al., 2000).

4.5.5. STATS

Um agente primordial para o desenvolvimento da glandula maméria durante a
gravidez e a lactacdo é STAT5. A associacdo entre STAT5A e o desenvolvimento da
mama tem sido amplamente estudada, enquanto a funcdo de STAT5B,membro da
familia STAT mais proximo a STAT5A, € menos clara. No entanto, ja foi
demonstrado que STAT5B pode compensar a auséncia de STAT5A em certas
condi¢cbBes, demonstrando a plasticidade da glandula mamaria (LIU, X. et al., 1998).
Vérias vias de sinalizacdo conduzem a ativacdo de STATS durante a gravidez e a
lactacdo: via de sinalizacdo da prolactina, via de sinalizacdo da familia EGF e NRGs

e via de sinalizacao da leptina.

4.5.5.1. Viade sinalizacédo da prolactina

Tanto a prolactina (produzida pela hipofise) quanto o lactogénio placentario
(produzido pela placenta) podem se ligar a seu receptor, PRLR, e conduzir a
ativacdo de STAT5. No primeiro caso, particularmente, a prolactina se liga a PRLR,
levando a fosforilagdo deste por JAK2 e consequente acoplamento de STAT5. No
inicio da gestacéo, a prolactina cumpre a funcéo de inducdo do desenvolvimento da
glandula mamaria. Ja do meio da gravidez até o parto, o lactogénio placentéario
cumpre essa funcdo. Apos o parto, ha o retorno da prolactina (GALLEGO, M. I. et
al., 2001; HENNIGHAUSEN, L. et al., 1997, HENNIGHAUSEN, LOTHAR;
ROBINSON, 2005; LIU, X. et al.,, 1997, 1998; OLIVER; WATSON, 2013, p. 1;
SHILLINGFORD et al., 2002).
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Além de seu papel na ativacao de STAT5, a prolactina também é responsavel
pela ativacao da via de MAPK (HENNIGHAUSEN, LOTHAR; ROBINSON, 2005).

Por fim, h4 uma conexdo entre a prolactina e TP53. Durante a gravidez, a
prolactina mantém altos os niveis proteicos da isoforma 2 de NFIC, a qual é
responsavel pela ativacdo de TP53. Como TP53 é supressor de tumor, a prolactina
controla também a proliferacdo durante a gestacdo (JOHANSSON et al., 2005).

4.5.5.2. Viade sinalizacdo da familia EGF e NRGs

Outro caminho para a ativacdo de STAT5 é através da via de sinalizacdo
iniciada por membros da familia EGF ou por NRGs a partir de ligacdo a receptores
ERBB. Alguns exemplos de fatores de crescimento tipo EGF ligantes a receptores
ERBB sdo EGF, TGFA, AREG, HBEGF, BTC e EREG. Ja o grupo das NRGs é
composto por quatro integrantes: NRG1, NRG2, NRG3 e NRG4. Nao h&a consenso
sobre quais membros da familia EGF se ligam a quais receptores ERBB. Da mesma
maneira, ndo ha consenso sobre quais NRGs se ligam a quais receptores ERBB. O
grupo de receptores ERBB é composto por quatro integrantes (EGFR, ERBB2,
ERBB3 e ERBB4), os quais sofrem homodimerizacdo ou heterodimerizagdo. Quais
dimeros sdo formados e em quais circunstancias também nao esta esclarecido. A
dimerizacdo leva a autofosforilacdo da parte citoplasmatica dos receptores ERBB e
consequente acoplamento de moléculas sinalizadoras, como SHC, GRB2, SRC,
PTPN6 e PTPN1l1l, e ativagdo de vias, como RAS-MAPK, PI3K e STAT.
Especificamente, j4 foi relatado que NRG1 estd positivamente relacionada a
fosforilagdo de STAT5 e ERBB4 ativa STAT5 (GENG; LI, 2010; HENNIGHAUSEN,
LOTHAR; ROBINSON, 2005; JONES; STERN, 1999; JUNTTILA et al.,, 2000;
TROYER; LEE, 2001).

4.5.5.3. Viade sinalizagéo da leptina

A leptina se liga ao seu receptor, LEPR, levando a fosforilagdo deste por
JAK2 e consequente acoplamento de STAT5. Além disso, do mesmo modo que a
prolactina, a leptina também ativa a via de MAPK. Na gravidez, a leptina estimula a
proliferacdo e diferenciagdo das ceélulas epiteliais ductais através da via de

sinalizacdo de MAPK. Ja na lactacéo, a leptina induz a expressdo de CSN2 atraves
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da via de sinalizagdo JAK2-STATS5 (BARATTA; GROLLI; TAMANINI, 2003; KOCH et
al., 2013; LAUD et al., 1999; LI; LI; GAO, 2010; LIN; LI, 2007).

455.4. STATS5eELF5

Outro agente primordial para o desenvolvimento da glandula mamaria durante
a gravidez e a lactacdo é ELF5. Ha a participacao desse gene em, pelo menos, dois
processos durante essa fase de desenvolvimento da mama: na alveologénese
através da via de PRLR/JAK2/STAT5 e na determinacdo do destino das células
através da via de sinalizacdo de NOTCH. Muitos estudos jA demonstraram a
interacdo entre STATS5 e ELF5 para a expressao de proteinas do leite, e também
que ELF5 esta sob o controle da via de sinalizagcdo da prolactina. Por outro lado,
ELF5 regula as células-tronco/células progenitoras através da repressao da via de
sinalizacdo de NOTCH. ELF5 também reprime CCND2 (CHAKRABARTI et al., 2012;
CHOl et al., 2009, p. 5; ESCAMILLA-HERNANDEZ et al., 2010; HARRIS et al., 2006;
HENNIGHAUSEN, LOTHAR; ROBINSON, 2005).

4555. Alvos de STATS

Dentre os alvos de STAT5, descritos a seguir, estdo genes relacionados a
proliferacdo, a sobrevivéncia e as juncdes celulares, e a producdo das proteinas e
dos lipideos do leite.

TNFSF11 e CCNDL1 estdo associados a proliferacdo das células dos alvéolos
durante a gravidez (HENNIGHAUSEN, LOTHAR; ROBINSON, 2005; HOFBAUER;
HEUFELDER, 2001; SANTOS; HASLAM; CONRAD, 2010).

Ja PSAP e GRB10 séo fatores de sobrevivéncia para as células dos alvéolos.
STAT5 ainda regula tanto membros pré-apoptéticos quanto antiapoptéticos da
familia BCL2. Um exemplo de membro da familia BCL2 regulado por STATS5 é
BCL2L1 (CLARKSON et al., 2006; HENNIGHAUSEN, LOTHAR; ROBINSON, 2005;
REICHENSTEIN; RAUNER; BARASH, 2011).

Outro fator de sobrevivéncia para as células dos alvéolos € EFNB2. Esse fator
esta envolvido na manutencdo dos contatos entre as células dos alvéolos. Desse
modo, a auséncia de EFNB2 leva a apoptose das células dos alvéolos durante a
lactacéo (WEILER et al., 2009).
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STAT5 também esta associado aos componentes de juncbes do tipo gap
GJB1 e GJB2. As juncdes do tipo gap permitem a passagem de moléculas solGveis
em agua entre as células dos alvéolos. A localizacdo dos diferentes componentes de
juncdes do tipo gap e a composicado dessas jungdes variam ao longo da gravidez e
da lactacdo. GJB1 e GJB2 estao localizadas nas células luminais e GJB2 colocaliza
com GJB6, enquanto GJAL esta localizada nas células mioepiteliais. A expresséo de
GJBL1 é restrita ao parto. Dentre os diferentes componentes de jun¢des do tipo gap,
GJB2 é comprovadamente essencial para a gravidez e para a lactagdo (BRY et al.,
2004; HENNIGHAUSEN, LOTHAR; ROBINSON, 2005; LOCKE et al., 2007,
REICHENSTEIN; RAUNER; BARASH, 2011; STEWART et al., 2014).

As proteinas do leite sob o controle de STAT5 sdo CSN1S1, CSN2, WFDC e
KLK8. J4 o gene relacionado aos lipideos do leite sob o controle de STATS é
PPARG (BIONAZ; LOOR, 2008; CLARKSON et al., 2006; HENNIGHAUSEN,
LOTHAR; ROBINSON, 2005; OLIVER; WATSON, 2013, p. 1; ROSEN et al., 1998;
WANG et al., 2014).

STAT5 também estd envolvido na inibicdo da diferenciacdo dos adipdcitos.
Uma possivel razdo para tal inibicdo reside no fato de que, durante a gravidez, ha
retrocesso do tecido adiposo para ocupacdo pelo tecido epitelial. Enquanto no
epitélio a ativacdo de STATS é disparada principalmente pela prolactina, no estroma
o hormonio do crescimento e EGF sdo os responsaveis por tal ativacdo (GALLEGO,
M. I. et al., 2001; NAKATANI et al., 2010).

4.5.6. REGULACAO DE STAT5

Uma vez que ha varias rotas para a ativacdo de STAT5, a regulacdo desse
agente é resultado da regulacdo dessas varias rotas. Dessa maneira, ha varios
pontos de regulacéo. Além disso, alguns genes regulam STATS5 diretamente.

4.5.6.1. Regulagéo da via de sinalizagao da prolactina

A regulacdo da via de sinalizacdo da prolactina se da principalmente pela
regulacdo de seu receptor, PRLR. Estrogénio, progesterona (através de PGR),
horménio do crescimento e cortisol estimulam PRLR. Horménio do crescimento e

cortisol especificamente aumentam a proporcdo de isoforma longa para isoforma
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curta de PRLR através de influéncia no splicing alternativo que leva a expressao da
isoforma longa de PRLR. Apenas a isoforma longa de PRLR é capaz de estimular a
expressdo de proteinas do leite. Ainda, a isoforma curta de PRLR & dominante-
negativa e a sua expressao compromete, portanto, a funcdo da mama durante a
lactacdo (ALLAN et al.,, 2002; CASSY et al, 2000; CONNEELY; MULAC-
JERICEVIC; ARNETT-MANSFIELD, 2007; OLIVER; WATSON, 2013, p. 1; SAUNIER
et al., 2003).

Outro hormonio que regula a prolactina é a galanina. Esse horménio tem acao
indireta no desenvolvimento da mama visto que estimula as células produtoras de
prolactina, na hipofise. Porém, um efeito direto ja foi relatado (HENNIGHAUSEN,
LOTHAR; ROBINSON, 2005).

SRC também influencia positivamente PRLR (WATKIN et al., 2008).

E importante ressaltar a existéncia de ligagéo entre a via de PI3K/AKT e a via
de sinalizacdo da prolactina. Especificamente, a via de PI3K/AKT ativa a producéo
autocrina de prolactina. Portanto, alteracées na via de PI3K/AKT tem impacto na via
de sinalizacdo da prolactina e, consequentemente, no desenvolvimento da glandula
mamaria durante a gravidez e a lactagdo (OLIVER; WATSON, 2013, p. 1).

A via de TGFB também interage com a via de sinalizacdo da prolactina.
TGFB, através de seu receptor tipo |, TGFBR1, ativa SMAD3 e SMAD4, 0s quais sao
0s responsaveis pela inibicdo da via de sinalizacdo da prolactina (HESLING et al.,
2013; WU et al., 2008).

Outro gene envolvido na interacdo entre as vias da prolactina e de TGFB é
TRIM33, o qual libera a via de sinalizacdo da prolactina na medida em que inibe
SMAD4 (HESLING et al., 2013).

Além disso, em um feedback positivo, a via de sinalizacdo da prolactina
estimula SKIL, o qual, em contrapartida, promove a via de sinalizacado da prolactina
através da estabilizacdo de STATS5. Por outro lado, em um feedback negativo, a via
de TGFB estimula SKIL, o qual é regulador negativo da via de TGFB (JAHCHAN et
al., 2012).

4.5.6.2. Regulacdo de JAK2

Outro ponto de regulacdo de STATS5 é JAK2. PTPN11l e MYC favorecem
JAK2, enquanto SOCS1, SOCS2 e CAV1 se opdem a ele. Em geral, PTPNs tem
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relacdo negativa com STATS, visto que essas enzimas sao fosfatases que catalisam
a desfosforilacdo dos STATS, impedindo a sua translocagéo para o nucleo (e a sua
acao, consequentemente). No entanto, PTPN11 contribui para a estabilizacdo da
associacdo entre PRLR e JAK2 através do bloqueio da associacdo de JAK2 com
SOCS1, o qual é regulador negativo da ativagdo de STATS, conforme descrito a
seguir. De maneira semelhante, MYC colabora com a ativacdo de STATS5 porque
reprime a expressao de CAV1, o qual sequestra JAK2. Por outro lado, SOCS1 e
SOCS2 interagem com JAK2 impossibilitando a sua acdo (BLAKELY et al., 2005;
HARRIS et al., 2006; HENNIGHAUSEN, LOTHAR; ROBINSON, 2005; KE et al.,
2006; LINDEMAN et al., 2001; PARK, DAVID S. et al., 2002).

4.5.6.3. Regulacédo de STAT5

Glicocorticoides contribuem para a producédo das proteinas do leite através da
associacao de seu receptor comum, NR3C1, com STAT5. A interacdo com a matriz
extracelular também estad envolvida na regulacdo de STAT5. DAG1, que codifica
distroglicano, DDR1, que codifica um tipo de receptor de colageno, e ITGB1, que
codifica a subunidade beta 1 das integrinas, tem relagcéo positiva com a ativacao de
STATS5. Ainda, HIF1A, mediador de hipoxia, aumenta a fosforilagdo de STAT5
(CELLA; GRONER; HYNES, 1998; FARACI-ORF; MCFADDEN; VOGEL, 2006;
GRONER, 2002; LEONOUDAKIS et al., 2010; NAYLOR et al., 2005; ROSEN et al.,
1998; SHAO; ZHAO, 2014).

Ja4 ESR1 interage fisicamente com STAT5 para impedir a sua atividade.
Também NFKB e PTPN1 impedem a acdo de STAT5. O objetivo da inibicdo de
STATS é evitar a diferenciacdo prematura da glandula mamaria, ou seja, evitar que a
lactacdo comece ainda no periodo de gestacdo (FAULDS et al., 2004; GEYMAYER,;
DOPPLER, 2000; MILANI et al., 2013; REICHENSTEIN; RAUNER; BARASH, 2011).

4.5.7. VIA DE PI3K/AKT

Insulina (através de seu receptor, INSR) e ID1 ativam a via de PI3K/AKT.
Dentre os alvos da via de PI3K/AKT estdo genes relacionados a proliferacéo e a
diferenciacdo da glandula maméria. CCND1 e MTOR pertencem ao primeiro
conjunto de genes. Os alvos de MTOR sdo RPS6KB1 e EIF4EBP1, sendo que o



66

primeiro esta relacionado a proliferacéo e a progressao do ciclo celular. J& SLC2A1
pertence ao segundo grupo. Além disso, como exposto acima, essa via esta
intimamente ligada a via de sinalizacdo da prolactina. A via de PI3K/AKT também é
importante para a producdo dos lipideos do leite e da lactose, como exposto a
seqguir. Portanto, a via de PI3K/AKT influencia tanto processos que ocorrem na
gravidez quanto na lactagdo (BERLATO; DOPPLER, 2009; OLIVER; WATSON,
2013, p. 1; SCHWERTFEGER, KATHRYN L. et al., 2003; SHIN et al., 2011).

4.5.8. COMPONENTES DO LEITE

Os principais componentes do leite sdo proteinas, lipideos, carboidratos,
agua, sais minerais e vitaminas. O leite ainda pode ter em sua composi¢ao
hormbnios e fatores de crescimento, enzimas e proteinas celulares, metabdlitos
celulares, células (tanto leucécitos quanto células somaticas), imunoglobulinas e,

inclusive, agentes infecciosos e toxinas.

45.8.1. Proteinas do leite

As principais proteinas do leite sdo CSN2 e WFDC. CSN2 ¢ alvo de STATS5,
conforme descrito acima. CSN2 também pode ser induzido diretamente por NR3C1
ou indiretamente atraves da influéncia de NR3C1 sobre STAT5, conforme descrito
acima. NR3C2 também € capaz de induzir CSN2. NR3C2 pode, inclusive,
compensar a auséncia de NR3C1. O promotor de CSN2 possui sitios de ligacédo
para YY1, o que implica na participacdo deste gene na inducdo daquele. Por fim,
TNFSF11 favorece CSN2 através das isoformas LAP de CEBPB. CEBP pode ser A
(alfa) ou B (beta). CEBPB possui trés isoformas: isoformas LAP (LAP1 e LAP2, ou
isoformas A e B) e isoforma LIP (ou isoforma C). A isoforma LIP de CEBPB é
dominante-negativa. Isso significa que essa isoforma forma heterodimeros com o0s
outros CEBPs conduzindo a inibigdo da atividade deles. Em resumo, a isoforma LIP
de CEBPB se correlaciona com a proliferacdo durante a gravidez, enquanto as
isoformas LAP de CEBPB e também CEBPA se correlacionam com a diferenciacao
durante a lactagdo. O cortisol favorece o inicio da lactagdo na medida em que inibe a
isoforma LIP de CEBPB (HENNIGHAUSEN, L. et al., 1991; KIM, HYUN-JU et al.,
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2002; KINGSLEY-KALLESEN et al., 2002; RAUGHT; LIAO; ROSEN, 1995; ROSEN
et al., 1998; SEAGROVES et al., 1998).

De maneira andloga a CSN2, WFDC é regulado por STAT5, NR3C1 e
NR3C2. WFDC também é regulado diretamente por ELF5 e pela isoforma 2 de NFIC
(HENNIGHAUSEN, L. et al., 1991; HENNIGHAUSEN, LOTHAR; ROBINSON, 2005;
JOHANSSON et al., 2005; KINGSLEY-KALLESEN et al., 2002; ROSEN et al., 1998).

Outra proteina do leite € CEL, a qual é ativada pela isoforma 2 de NFIC,
assim como WFDC (JOHANSSON et al., 2005; KANNIUS-JANSON et al., 2002).

Por fim, a proteina do leite LALBA é induzida pela prolactina (AKERS, 1985).

45.8.2. Lactose

Durante a gravidez e a lactacao, ha um aumento no metabolismo da glandula
mamaria (para dar suporte ao crescimento, lactogénese e lactacdo) com
consequente aumento no consumo de oxigénio, gerando uma condi¢cao de hipdxia.
A hipoxia é mediada principalmente pelo fator de transcricdo HIF1A. Na mama,
HIF1IA promove a expressao do transportador de (glicose SLC2Al1 e,
consequentemente, a captacdo de glicose necessaria a sintese de lactose. A via de
PISK/AKT também esta relacionada a producao de lactose porque também estimula
SLC2A1 (OLIVER; WATSON, 2013; SHAO et al., 2014; SHAO; ZHAO, 2014).

45.8.3. Célcio

CASR é receptor sensivel ao calcio. Por um lado, dada a presenca de célcio
extracelular, CASR estimula a atividade do transportador de calcio para o leite,
ATP2B2. Por outro lado, em um feedback negativo, CASR inibe PTHLH, o qual é
responsavel pela mobilizacdo de célcio dos ossos para o leite (MAMILLAPALLI et
al., 2013; VANHOUTEN et al., 2003).

45.8.4. Ferro
O transporte de ferro é realizado a partir da associacdo do ferro extracelular

ao transportador de ferro, TFRC. Em seguida, h4 a formagdo de vesicula e a
liberacao de ferro no leite (SCHULMAN et al., 1989).
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4.5.8.5. Imunoglobulinas

O transporte de IgA é analogo ao de ferro: ha a associacdo entre IgA e 0
transportador de IgA, PIGR, seguida por formacéo de vesicula e liberacdo de IgA no
leite. A expressdo de PIGR é aumentada por IFNG: IFNG ativa STAT1 que ativa
IRF1 que ativa PIGR. Estrogénio, progesterona, prolactina e cortisol também tem
influéncia na secrecao das imunoglobulinas (RINCHEVAL-ARNOLD et al., 2002;
VAN DER FELTZ et al., 2001; WEISZ-CARRINGTON et al., 1978).

45.8.6. Vitaminas

O transportador de membrana ABCG2 esta envolvido na secrecdo de
riboflavina (vitamina B2). Esse transportador de membrana também esta associado
a secrecdo de xenobidticos (BIONAZ; LOOR, 2008).

4.5.8.7. Lipideos

Os lipideos sao transportados na corrente sanguinea associados a proteinas,
constituindo quilomicrons, lipoproteinas de baixa densidade (VLDL) ou lipoproteinas
de alta densidade (VHDL). Quando atingem a glandula mamaria, essas associacdes
sdo reconhecidas por receptores contidos no endotélio. Entdo, LPL, enzima
encontrada proxima a esses receptores, catalisa a quebra dos lipideos, liberando
acidos graxos que podem entrar nas células epiteliais a partir da acdo de
transportadores de membrana como CD36. Os &cidos graxos sdo, em seguida,
convertidos a uma forma ativa pela atividade de ACSL1 e transportados
intracelularmente por FABP3. Os acidos graxos ativados podem seguir diretamente
para a sintese de triacilglicerol. Nesse caso, ha uma sequéncia de quatro reacgoes:
GPAM catalisa a conversdo dos acidos graxos ativados em acido lisofosfatidico
(LPA), GPAT4 converte LPA para acido fosfatidico (LA), DGAT1 converte LA para
diacilglicerol (DAG) e LPIN1 converte DAG para triacilglicerol (TAG).
Alternativamente, SCD pode catalisar a insercdo de ligagdes duplas (saturacdes)
nos acidos graxos ativados antes de eles serem conduzidos a sintese de

triacilglicerol. Tanto FABP3 quanto GPAM séao regulados negativamente por PRKA,



69

0 qual € um sensor de energia celular que se torna ativado quando a razao de ATP
para AMP diminui (BIONAZ; LOOR, 2008; MCFADDEN; CORL, 2009).

Os 4cidos graxos também podem ser sintetizados de novo na glandula
mamaria. Nesse caso, ha a atuacao sequencial de duas enzimas: ACACA catalisa a
formacdo de malonil-CoA a partir de acetil-CoA e FASN catalisa a formacao de
palmitato a partir de malonil-CoA e acetil-CoA. O palmitato assim produzido pode
seguir para a sintese de triacilglicerol. Alternativamente, o acetil-CoA para a sintese
de novo de acidos graxos pode ser obtido a partir do acetato pela atividade de
ACSS2. O butirato também pode ser utilizado para a sintese de acidos graxos na
mitocdndria a partir da atividade de BDH1 (B-hidroxibutirato para acetoacetato) e
OXCT1 (acetoacetato para acetoacetil-CoA). As enzimas para a sintese de novo de
acidos graxos ACACA e FASN séao reguladas negativamente por PRKA. Por sua
vez, PRKA é regulado por duas cinases: STK11 e CAMKK. ACACA é regulada
negativamente também pela presenca de &cidos graxos ndo ativados (BIONAZ;
LOOR, 2008; MCFADDEN; CORL, 2009; NEVILLE; PICCIANO, 1997).

Durante a lactacdo, ha um controle do balanco entre a sintese e a
degradacdo dos lipideos. Uma enzima chave nesse processo € ACOT1. Essa
enzima catalisa a conversdo de &cidos graxos ativados em acidos graxos nao
ativados que, por sua vez, ativam o fator de transcricio PPARG/RXR. Esse fator de
transcricdo, entdo, juntamente com outros cofatores, como PPARGCI1A e LPIN1,
aumenta a expressao de genes necessarios a beta-oxidacdo dos acidos graxos. Na
auséncia de ACOT1, o fator de transcricio NR1H/RXR é ativado, conduzindo a
ativacdo de SREBF1, o qual regula a expressao de genes envolvidos na sintese de
novo de &cidos graxos. SREBF1 é regulado negativamente por PPARG através de
INSIG1 e positivamente por AKT (BIONAZ; LOOR, 2008; RUDOLPH; NEVILLE;
ANDERSON, 2007).

Uma vez sintetizados, os lipideos sdo envoltos por uma camada simples de
fosfolipideos para o transporte intracelular e, posteriormente, por uma camada dupla
de fosfolipideos (isso é, por um fragmento da membrana plasmatica) para o
transporte extracelular. O conjunto composto por lipideos, camada simples e
camada dupla de fosfolipideos é designado globulo de gordura do leite. As proteinas
envolvidas na formacdo dos globulos de gordura do leite sdo PLIN2, XDH e
BTN1ALl. PLIN2 (presente na camada simples de fosfolipideos) é reconhecido por

BTN1Al (presente na superficie interna da membrana plasmatica) com a
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participagdo de XDH. A interagéo entre PLIN2 e BTN1A1 leva ao envolvimento dos
lipideos com a camada dupla de fosfolipideos (BIONAZ; LOOR, 2008; RUSSELL et
al., 2007).

4.5.9. REGULACAO NEGATIVA

Alguns reguladores negativos da gravidez e da lactacdo sao activina A, PTEN
e o0s horménios melatonina e serotonina. Activina A inibe, através de seus
receptores ACVR2A e ACVR2B, a proliferacdo e a diferenciagdo dos alvéolos. Ja
FST neutraliza o efeito da activina A. Em conformidade com o efeito da activina A
durante a gravidez e a lactacéo, a expressdo da subunidade beta B da activina A e
de ACVR2A e ACVR2B diminui, enquanto a expressdo de FST aumenta nessa
etapa de desenvolvimento da mama (BUSSMANN; LANUZA; BUSSMANN, 2004).

PTEN atua na via de sinalizagdo da prolactina, tendo relagdo negativa com
PRLR e STATS5, na via de PI3K/AKT e na via de MAPK. PTEN tem também relacéo
positiva com IGFBP5, o qual esta associado ao processo de regressdo da glandula
mamaria. A superexpressao de PTEN provoca reducdo na proliferacéo do epitélio e
aumento de apoptose, 0 que compromete também a diferenciacdo do epitélio. Em
contrapartida, a prolactina e AEBP1 regulam negativamente PTEN (DUPONT et al.,
2002; WANG et al., 2014; ZHANG, LEl et al., 2011).

A melatonina influencia a acdo do estrogénio e da progesterona na medida
em que se correlaciona negativamente com os receptores desses hormonios (ESR1
e PGR, respectivamente). Ainda, assim como PTEN, a melatonina (através de seu
receptor, MTNR1A) tem relacdo negativa com STAT5 e com a via de PISK/AKT. A
expressdo elevada de MTNR1A acarreta no blogueio do desenvolvimento da
glandula mamaéria estimulado por estrogénio e progesterona, o que compromete o
desenvolvimento dos alvéolos e a expresséo das proteinas do leite CSN2 e WFDC
(XIANG et al., 2012).

A glandula maméria estimulada pela prolactina expressa TPH1 e DDC, os
quais sdo necessarios a sintese de serotonina. Por sua vez, a serotonina causa a
supresséo da expressdo de CSN2 e a retracdo dos alvéolos. Ou seja, a prolactina
estabelece um feedback negativo ao estimular TPH1. Também a estase do leite leva

a expressdo de TPH1. Como a estase do leite é gatilho para o inicio da involugéo,
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sugere-se que a serotonina participa na transicdo da lactagdo para a involucao
(MATSUDA et al., 2004).

4.6.ORIGEM DA VIA DE GRAVIDEZ E LACTACAO

A figura 20 mostra a via de gravidez e lactacdo colorida de acordo com a

origem de seus genes.
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Assim como ocorre nas vias anteriores, a maior parte dos genes da via de
gravidez e lactacdo ja havia se originado em Euteleostomi. A diferenca aqui é que,
embora marginais, muitos genes acrescentados depois de Euteleostomi sao
importantes do ponto de vista biolégico. Em Tetrapoda, ha a origem de TNFRSF11A,
o receptor de TNFSF11. A via de sinalizacdo de TNFSF11/TNFRSF11A é importante
tanto para a proliferagdo quanto para a diferenciacdo durante a gravidez e lactacdo e
a associacao entre essa via e essa fase de desenvolvimento € fortemente apoiada
pela literatura. Vale notar que o ligante, TNFSF11, surgiu antes do receptor,
TNFRSF11A, indicando que a sinalizagdo intracelular como é hoje sé poderia
ocorrer apos Tetrapoda. Em Amniota, ha a origem de ELF5. Nos ultimos anos, ELF5
ganhou espaco no cenario do desenvolvimento da mama devido a sua interacao
com STAT5, um fator essencial ao desenvolvimento desse 6rgdo. Em Mammalia,
Eutheria e Boreoeutheria, hd a origem de, respectivamente, CSN2, KLK8 e CSN1S1.
Todos esses genes codificam proteinas do leite, implicando em modificacBes

recentes na composicao do leite.

4.7.DESCRICAO DA VIA DE INVOLUCAO

A figura 21 mostra a via de involugao.
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4.7.1. DESLIGAMENTO DO APARATO NECESSARIO A LACTACAO

NOS?2 (através de STAT5) suprime CSN2 (ZARAGOZA et al., 2010).

Além disso, a atividade das enzimas relacionadas a producdo dos
carboidratos do leite é reduzida durante o processo de regressdo da mama. Em
particular, a atividade de ALP, BDH, LDH, MDH e SDH é reduzida nessa etapa
(KORFSMEIER, 1976).

A expressdo de algumas enzimas associadas ao metabolismo dos lipideos
também € alterada durante a involucdo. A expressdo de FABP3 é reduzida,
enquanto a expressdao de ABCG5 e de seu regulador, NR1H3, € aumentada
(POLITIS et al., 1992; SHARMA et al., 2014).

4.7.2. PRIMEIRA FASE: MORTE CELULAR

4.7.2.1. Morte celular mediada por lisossomo

Durante a morte celular mediada por lisossomo, ha o acimulo de zinco nos
lisossomos. Isso sugere a participacdo de transportadores de zinco na involugdo. A
responsabilidade pelo influxo de zinco para o lisossomo tem sido atribuida a
SLC30A2 e SLC30A4, enquanto o efluxo, a SLC39A8 e ao canal ibnico MCOLNI.
Ha duas hipéteses sobre a funcdo do zinco na morte celular mediada por lisossomo:
0 zinco pode ser necessario para a ativacdo de enzimas lisossomais envolvidas
tanto na permeabilizacdo da membrana lisossomal quanto na prépria morte celular
mediada por lisossomo, ou 0 zinco pode ser necessario para a ativacdo de enzimas
envolvidas na apoptose subsequente a morte celular mediada por lisossomo
(MCCORMICK et al., 2014).

As enzimas lisossomais promovem a degradacdo de diversos compostos
organicos durante a morte celular mediada por lisossomo: GUSB é responsavel pela
degradacdo de glicosaminoglicanos, LAP3 ¢é responsavel pela degradacdo de
proteinas, e ACP2 & responsavel pela degradacdo de fosfatos orgéanicos
(KORFSMEIER, 1976).

Um grupo de enzimas frequentemente associado a morte celular durante a
involucdo € o grupo das catepsinas. Especificamente, CTSD e CTSL j& foram

vinculadas a morte celular nessa etapa do desenvolvimento da glandula mamaria.
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CTSD cliva a prolactina, gerando um fragmento N-terminal de prolactina. Como a
prolactina é sinal negativo para a involu¢cdo, CSTD auxilia na remogédo de uma
importante barreira ao desencadeamento da involucdo. Ao mesmo tempo, como o
fragmento N-terminal de prolactina favorece a morte celular, CTSD contribui para a
morte celular (BURKE et al., 2003; ISHIDA et al., 2014; IWASAKA et al., 2000).

4.7.2.2. Apoptose mediada por mitocéndria

Um gene importante para a apoptose mediada por mitocéndria é IGFBP5. Por
um lado, IGFBP5 anula a acdo de fatores antiapoptéticos, como IGF1, AKT, BCL2 e
a variante longa de BCL2L1, BCL2L1(L). A variante curta de BCL2L1, BCL2L1(S), é
pré-apoptética. Por outro lado, IGFBP5 estimula a expressao do fator pro-apoptotico
CASP3. IGFBP2 e IGFBP3 também tem efeito negativo sobre a via de sinalizacédo
de IGF1 (ALLAR; WOOD, 2004; FLINT; TONNER; ALLAN, 2000; HADSELL et al.,
1996; HADSELL; BONNETTE; LEE, 2002; HEERMEIER et al., 1996; LEROITH et
al., 1995; MARSHMAN et al., 2003; MODHA et al., 2004; NEUENSCHWANDER et
al., 1996; SAKAMOTO et al., 2007; TONNER et al., 2002; WALTON et al., 2001).

TGFB1 e TGFB3 também induzem a apoptose: o primeiro ao inibir AKT e o
segundo ao promover a translocacdo de SMAD4 para o nucleo (BAILEY et al., 2004;
NGUYEN; POLLARD, 2000; PLATH et al., 1997).

Outro gene relacionado a apoptose mediada por mitocondria € STAT3. LIF,
leptina, NRG1 e NOS2 sao reguladores positivos de STATS3. LIF se liga ao seu
receptor, IL6ST, levando a fosforilacdo deste por JAK e consequente acoplamento
de STAT3. De maneira andloga, a leptina se liga ao seu receptor, LEPR, levando a
fosforilacdo deste por JAK e consequente acoplamento de STAT3. Além disso,
NRGL1 induz, através de seu receptor, ERBB, a fosforilagdo de STAT3. Por fim,
NOS2 apresenta relacdo positiva com a atividade de STAT3. Em contrapartida,
SOCS3 é regulador negativo de STAT3. STAT5 induz SOCS3, o qual se liga a
IL6ST impedindo a fosforilagdo deste por JAK e consequente acoplamento de
STATS3. Dentre os genes-alvo de STAT3 estdo MYC e os genes-alvo de MYC, TP53,
E2F1 e BAX, e CEBPD, os quais sao todos reguladores pro-apoptoticos durante a
regressao da glandula mamaria. Outro gene relacionado a apoptose mediada por
mitocondria € NFKB, o qual apresenta relacdo positiva com NOS2 (ANDRECHEK et
al., 2008; CLARKSON; WATSON, 2003; GENG; LI, 2010; HEERMEIER et al., 1996;
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HENNIGHAUSEN, LOTHAR; ROBINSON, 2005; HUMPHREYS, ROBIN C. et al.,
2002; KRITIKOU et al., 2003; LE PROVOST et al., 2005; LIN; LI, 2007; SAGSOZ;
KETANI, 2010; SUTHERLAND et al, 2006; SUTHERLAND; LINDEMAN;
VISVADER, 2007; ZARAGOZA et al., 2010).

Finalmente, CDKN2A esta relacionado a apoptose durante a involu¢cdo. Em
particular, a isoforma 4 de CDKN2A apresenta relagdo positiva com CDKNI1A e
regula a apoptose possivelmente através da via de TP53. A expressédo elevada da
isoforma 1 de CDKN2A sugere também a participacdo desta isoforma na involucéao.
NFIC e CLU, FASLG e seu receptor FAS, e CASP1 estdo também relacionados a
apoptose nessa etapa de desenvolvimento da glandula mamaria (BAIK; LEE; CHOI,
1998; BURSCH et al., 1995; JOHANSSON et al., 2005; KANE et al., 2002; LUND et
al., 1996; MURTAGH; MARTIN; GRONOSTAJSKI, 2003; SONG et al., 2000;
TSELLOU et al., 2008; Yl et al., 2004).

4.7.3. SEGUNDA FASE: REMODELACAO TECIDUAL

Para prevenir o inicio prematuro da segunda fase da regressédo da glandula
mamaria, AKT estimula TIMP1, um inibidor de MMPs. Com o declinio de AKT,
TIMP1 também declina, o que possibilita a liberacdo das MMPs e sua acdao,
consequentemente (LUND et al., 1996; SCHWERTFEGER, K. L.; RICHERT,;
ANDERSON, 2001).

Um fator envolvido na remodelacdo tecidual € PLG. PLAU e KLKB1 sao
responsaveis pela conversdo de PLG para sua forma ativa, plasmina, sendo a
expressdo de ambos aumentada durante a regressao da glandula mamaria. A
plasmina pode atuar diretamente na degradacdo da matriz extracelular ou na
liberagcdo de fragmentos bioativos da matriz extracelular ou de fatores de
crescimento ou na ativacdo de MMPs (FLINT; BEATTIE; ALLAN, 2003; LILLA et al.,
2009; LUND et al., 1996, 2000; TONNER et al., 2002).

As MMPs também sdo essenciais para a remodelacdo tecidual.
Especificamente, a atividade de MMP2, MMP3 e MMP9 ja foi relacionada a essa
fase da involugdo. MMP2 é ativada por ITGB1, enquanto MMP9 por CHI3L1. CHI3L1
também suprime CDH1. De um modo geral, a funcdo das MMPs é a degradacéo da
membrana basal das células dos alvéolos. Em particular, a atividade de MMP3 tem

sido atribuida a clivagem da glicoproteina NID, evento fundamental para a
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degradacédo da membrana basal (HO et al., 2008; LUND et al., 1996; SCULLY et al.,
2011; SOULIER et al., 1996; SYMPSON et al., 1994).

4.7.4. PREPARACAO PARA A PROXIMA GRAVIDEZ

Algumas células epiteliais estdo destinadas a sobreviver ao processo de
regressao da glandula mamaria com o objetivo de proporcionar a regeneracao do
aparato necessario a lactacdo em uma proxima gravidez. Um gene associado a
sobrevivéncia desse conjunto de células é ELF3. Este gene exibe expressao
maxima durante a involucdo e sua expressdo € regulada possivelmente por EGF e
NRG1 através de seu receptor comum, ERBB. ELF3 regula a transcricdo de
proteases da matriz extracelular (NEVE et al., 1998; SAGSOZ; KETANI, 2010).

Outro agente implicado na sobrevivéncia desse conjunto de células é o
antigeno tipo B. Um anticorpo contra esse antigeno foi preliminarmente descrito na
inibicdo do crescimento de células de carcinoma de mama. Posteriormente, a
expressdo desse antigeno foi avaliada durante o desenvolvimento normal da
glandula maméria: a sua expressdo se restringia as células epiteliais nédo-
apoptoéticas na involucdo e se devia, pelo menos em parte, a FUT1 (o qual é
encarregado de uma etapa na sintese desse antigeno). Nao esta esclarecido como
0 antigeno tipo B participa na regulacdo da apoptose e do crescimento, mas alguns
estudos sugerem que seja através de galectinas. Muitas galectinas ja foram
relacionadas a regulacédo da apoptose e do crescimento e, pelo menos uma dentre
estas, a galectina 3, jA teve a ligagdo a antigenos ABH demonstrada
(MENGWASSER; SLEEMAN, 2001).

A expressdo de SPP1 também é limitada as células epiteliais ndo-apoptoticas
na involucdo. Isso sugere que SPP1 ajuda na protecdo desse grupo de células
contra a apoptose: SPP1 promoveria a adesao celular permitindo a manutencéo
desse grupo de células (BAIK; LEE; CHOI, 1998).

O nivel elevado de TGFA sugere a sua participagdo na regressao da mama.
TGFA seria responsavel pela manutencdo do epitélio basal e viabilizaria, sob o
estimulo de fatores adequados, a diferenciacdo do epitélio em uma gravidez futura
(PLATH et al., 1997).
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4.7.5. PARTICIPACAO DO SISTEMA IMUNOLOGICO

A participacdo do sistema imunoldgico durante a involugcdo se resume a trés
funcdes principais: fagocitose das células mortas, mediacdo do processo

inflamatorio resultante da morte celular e defesa contra infeccgéo.

4.7.5.1. Fagocitose

As células encarregadas da fagocitose das células dos alvéolos sdo as
células epiteliais vizinhas (fagécitos ndo profissionais) e macréfagos (fagocitos
profissionais). PF4 induz a diferenciacdo dos macréfagos e a fagocitose. A presenca
dos macréfagos pode ser constatada pelo nivel elevado de TNF, citocina pro-
inflamatoéria secretada por esse tipo celular. MFGES8, expresso tanto pelas células
epiteliais vizinhas quanto pelos macrofagos durante a involugcdo, se liga a
fosfatidilserina exposta na membrana celular das células dos alvéolos, conduzindo a
sua fagocitose. A fagocitose dos globulos de gordura do leite também é executada
dessa maneira (ATABAI et al., 2005; HANAYAMA; NAGATA, 2005; NAKAMURA et
al., 2006; REWINSKI; YANG, 1994).

4.7.5.2. Processo inflamatério

Além de seu papel na apoptose, STAT3 e NFKB sédo também reguladores da
inflamagé&o na involugdo (CLARKSON; WATSON, 2003; WATSON, C. J., 2009).

Além disso, no processo inflamatério, ha a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, o que justifica o acréscimo na expressdo de genes envolvidos na defesa
contra estresse oxidativo, como CP, EPHX1 e FTH1 (BAIK; LEE; CHOI, 1998;
NAKAMURA et al., 2006).

4.7.5.3. Defesa contra infeccao

Na involucdo, ha o estimulo de genes envolvidos na defesa contra infeccéo
por bactéria, como LTF e LYZ, bem como de genes envolvidos no sistema
complemento, como CFP (BAIK; LEE; CHOI, 1998; NAKAMURA et al., 2006;
SCHANBACHER; GOODMAN; TALHOUK, 1993; SHARMA et al., 2014).
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4.7.6. REGULACAO NEGATIVA

Hormoénios com funcdo reconhecida na gravidez e lactacdo tem acdo na
regulacdo negativa da involucdo. A prolactina previne a apoptose induzida por
TGFB1: a prolactina, através de PIK3, inibe TGFBL1; isso resulta na retirada da
inibicdo que TGFB1 exerce sobre AKT. Por sua vez, o hormonio do crescimento
colabora com IGF1 na fosforilacdo de AKT ao inibir IGFBP5: o hormdnio do
crescimento inibe IGFBP5; isso resulta na retirada da inibicdo que IGFBP5 exerce
sobre IGF1 e, consequentemente, sobre AKT. Por fim, cortisol afeta a expresséo de
MMP2, MMP3 e PLAU, o que possivelmente explica o efeito inibitério do cortisol
sobre a regressao da glandula mamaéaria (BAILEY et al., 2004; LUND et al., 1996;
SAKAMOTO et al., 2007).

FGF4 também é regulador negativo da involu¢do: FGF4 inibe a apoptose
através da inibicdo dos membros pré-apoptéticos da familia BCL2 (ASTIGIANO;
DAMONTE; BARBIERI, 2003).

4.8.ORIGEM DA VIA DE INVOLUCAO

A figura 22 mostra a via de involugcéo colorida de acordo com a origem de

Seus genes.
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A via de involugédo também apresenta um cerne consolidado em Euteleostomi
com adicdes periféricas depois: CDKN2A, KLKB1 e MMP3 em Sarcopterygii, LIF em
Tetrapoda, SPP1 em Amniota, CHI3L1 e CSN2 em Mammalia e PF4 em Eutheria. E
interessante notar que 0s genes associados a morte celular mediada por lisossomo
sdo, em geral, mais antigos que 0s genes associados a apoptose mediada por
mitocondria: no primeiro caso, genes em organismos celulares (SLC30A4, GUSB e
LAP3) e Eukaryota (SLC30A2, SLC39A8, MCOLN1, ACP2, CTSL e CTSD) e, no
segundo caso, genes em Metazoa (CASP3 e BCL2L1) e Euteleostomi (CASP1).

4.9.COMPARANDO AS VIAS

Para cada subvia é possivel apontar um ou mais “reguladores-mestre”: genes
cuja funcdo é essencial a subvia e cuja associagcdo com a subvia é fortemente
apoiada pela literatura. Para o desenvolvimento embrionario, os “reguladores-
mestre” sdo os fatores de transcricado TBX3 e GLI3. Na puberdade, IGF cumpre essa
funcao. Os “reguladores-mestre” da gravidez e lactacédo e da involugdo sdo também
fatores de transcricdo, ambos de uma mesma familia: STAT5 e STATS,
respectivamente.

Os genes que sao compartilhados entre as subvias estdo associados aos
processos biolégicos que sdo compartilhados entre as subvias. Dessa maneira,
genes envolvidos na interacdo entre epitélio e mesénquimal/estroma sao
compartilhados pelas subvias do desenvolvimento embrionario e da puberdade
(como MET e seu ligante, HGF). As subvias sob intenso controle hormonal,
puberdade e gravidez e lactacdo, compartiiham receptores de horménios (como
ESR, PGR e GHR). Ja as subvias onde ha remodelacao tecidual intensa, puberdade
e involugdo, compartilham genes implicados nesse processo (como MMPs e seus
inibidores, TIMPS).

A andlise do LCA predito mostrou que a maioria dos genes da via se originou
muito antes da origem dos mamiferos. Entre 80-97% dos genes ja estava presente
nos peixes (entre Gnathostomata, Teleostomi e Euteleostomi), conforme mostrado
na figura 23. Especificamente em Euteleostomi, 96% dos genes envolvidos no
desenvolvimento embrionario, 97% dos genes envolvidos na puberdade, 94% dos
genes envolvidos na gravidez e lactacdo e 90% dos genes envolvidos na involugao

ja haviam surgido.
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Figura 23: Distribuicdo acumulada dos genes pelos taxons para cada subvia.
Desenvolvimento embrionario em azul, puberdade em vermelho, gravidez e lactacéo
em verde e involucdo em roxo. Valores em porcentagem do total de genes de cada

subvia.

Isso sugere que a origem da glandula mamaria € antiga, o que estd em
conformidade com a opinido de Oftedal e Dhouailly (OFTEDAL; DHOUAILLY, 2013).
Para tais autores, no entanto, a origem da mama teria ocorrido em Tetrapoda-
Amniota e seria, portanto, mais recente do o que a origem dos genes. Uma
explicacdo possivel para a divergéncia reside no fato de que o estudo de Oftedal e
Dhouailly foi realizado em nivel molecular e também em nivel tecidual (anatomia
comparada, embriologia comparada, paleontologia), enquanto este estudo foi
realizado apenas em nivel molecular. O fato de os componentes do sistema ja
estarem presentes ndo implica necessariamente na existéncia do sistema, mas sim
na possibilidade da existéncia do sistema.

Se, por um lado, o cerne da via de desenvolvimento da glandula mamaria é
antigo, por outro lado, adi¢cdes periféricas recentes sdo perceptiveis. A comparagao
entre as subvias mostra que, para as subvias da gravidez e lactacéo e involugéo, ha

0 surgimento de genes em Mammalia e, inclusive, em clados filhos de Mammalia
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(Eutheria e Boreoeutheria) (Figura 24). Isto sugere que as duas primeiras subvias
poderiam ter sido originadas antes, em Tetrapoda-Aminiota, e as duas Ultimas

acoplam genes nao existentes até entéo.

Embryonic development Puberty

Pregnancy and lactation Invelution

&

Figura 24: Comparacao da distribuicdo dos genes pelos taxons nas subvias do

desenvolvimento embrionario (superior, esquerda), da puberdade (superior, direita),
da gravidez e lactacao (inferior, esquerda) e da involucao (inferior, direita). Valores
absolutos.

Embora periféricos no sistema, os genes originados em Mammalia séo
importantes do ponto de vista biolégico. Isso porque muitos deles codificam
proteinas do leite, tais como caseina alfa s1 (CSN1S1, Boreoeutheria), caseina beta
(CSN2, Mammalia), calicreina 8 (KLK8, Eutheria) e muitas “proteinas acidas do soro”
ou WFDCs (ainda que a WFDC mais antiga seja de Bilateria, a maioria das WFDCs
séo de Eutheria ou Boreoeutheria, vide ANEXO III).

Observando as figuras 23 e 24 € possivel perceber que as subvias do
desenvolvimento embrionario e da puberdade apresentam menor quantidade de
genes com origem em organismos celulares. Analisando o conjunto total de genes

com origem inferida em organismos celulares deste trabalho, nota-se que esses
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genes codificam, predominantemente, enzimas (como cinases, fosfatases,
sintetases, hidrolases e desidrogenases). A atividade enzimética é importante para
as subvias da gravidez e lactacdo e da involugdo porque, no primeiro caso, ha a
sintese de diversas substancias e, no segundo caso, ha a degradacédo de diversas
substancias. Contudo, a atividade enzimatica € menos relevante para as demais
subvias porque nessas subvias o foco ndo é a sintese ou a degradacdo de
substancias. Nesses casos, 0 destaque é para a sinalizacdo (dentro da célula ou
entre a célula e o microambiente) e para a regulacdo da expressao génica, 0 que

conduz, em ultima instancia, a morfogénese do 6rgao.
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5. CONTRIBUICOES

Muitos pesquisadores realizaram levantamentos dos genes (e das relacdes
entre eles) envolvidos no desenvolvimento da glandula mamaria. Alguns exemplos
de trabalhos sdo (GJOREVSKI; NELSON, 2011; HENNIGHAUSEN, LOTHAR,;
ROBINSON, 2005; MCNALLY; MARTIN, 2011; ROBINSON, GERTRAUD W, 2007,
WATSON, CHRISTINE J; KREUZALER, 2011). Todavia, este trabalho se destaca
porque se trata de um relatério completo, organizado e centralizado. O fato de um
anico trabalho reunir informacdo sobre as quatro fases de desenvolvimento abre
caminho tanto para a compreensdo do processo como um todo quanto das
particularidades de cada fase.

Além disso, este trabalho se diferencia pelo modo de apresentacdo da
informacdo. Em um anico diagrama de via estdo contidas muitas paginas de texto
sob um formato conciso, intuitivo e didatico. Ainda, o diagrama de via possibilita a
visualizacado sistémica do fendmeno, assim como a visualizacdo de um gene de
interesse em um contexto sistémico. Por fim, cada diagrama de via € acompanhado
por uma descri¢cdo, o0 que maximiza o entendimento do fen6meno representado.

Este trabalho também traz contribuicdes para o campo de estudo da evolucao
da mama. Aliado a estudos de anatomia comparada, embriologia comparada,
paleontologia e outros estudos em nivel molecular, este estudo soma conhecimento
ao que ja se sabe sobre a origem da glandula mamaria. Quando comparado a outras
pesquisas em nivel molecular, este trabalho merece destaque quanto a quantidade
de genes analisados.
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LISTAS DE CONCEITOS

LISTA DE CONCEITOS PARA DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

Mammary line

Mammary lines

Placode

Placodes

Mammary rudiment

Mammary rudiments

Epithelium

Mesenchyme

Epithelial mesenchymal interaction
Epithelial mesenchymal interactions
Epithelial-mesenchymal transition
Epithelial to mesenchymal transition
EMT

End bud

End buds

Terminal end bud
Terminal end buds

TEB

TEBs
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ANEXO |

LISTA DE CONCEITOS PARA PUBERDADE

Puberty

Pubertal

End bud

End buds
Terminal end bud

Terminal end buds
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TEB

TEBs

Body cell

Body cells

Cap cell

Cap cells

Luminal epithelial cell
Luminal epithelial cells
Epithelial cell
Epithelial cells
Myoepithelial cell
Myoepithelial cells
Stromal cell
Stromal cells
Oestrogen
Estrogen
Estradiol
Progesterone
Prolactin
Branching
Side-branching
Elongation

Ductal

Duct

Ducts

LISTA DE CONCEITOS PARA GRAVIDEZ E LACTACAO

Pregnancy
Gestation
Lactation
Alveolus
Alveoli
Alveolar cell

Alveolar cells
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Acinus

Acini

Milk

Oestrogen
Estrogen
Estradiol
Progesterone
Prolactin
Differentiation
Alveologenesis
Mammogenesis
Lactogenesis

Galactopoiesis

LISTA DE CONCEITOS PARA INVOLUCAO
Involution

Apoptosis

Apoptotic

Cell death
Programmed cell death
Remodel

Remodelling

Regress

Regression

Survival

Oestrogen

Estrogen

Estradiol

Progesterone

Prolactin
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ANEXO Il
TABELAS DE BIOINTERACOES

TABELA DE BIOINTERACOES PARA DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

Term 1 Biointeraction Term 2 PMID
NRG3 binds ERBB4 17880691
NRG3 induces MYC 17880691
MYC decreases expression ITGAG 17880691
MYC decreases expression ITGB1 17880691
FGFR1 induces TBX3 15255957
FGFR1 associated LEF1 15255957
FGFR1 associated DUSP6 15255957
FGF8 express Ectoderm 15255957
FGF8 express Epithelium 15255957
FGF9 express Ectoderm 15255957
FGF9 express Epithelium 15255957
FGF4 express Epithelium 15255957
FGF17 express Epithelium 15255957
WNT signalling pathway associated TBX3 15255957
FGFR1 associated FGF signalling pathway 15255957
FGFR1 associated WNT signalling pathway 15255957
FGF10 associated FGFR2(B) 11782400
PTHLH interacts PTH1R 24785493
BDNF binds NTRK2 23224557
MMP3 upregulates RAC1(B) 23660532
RAC1(B) induces EMT 23660532
ITGA6 sequesters RAC1(B) 23660532
LAM suppresses EMT 23660532
ITGAS maintains RAC1(B) 23660532
FN1 promotes EMT 23660532
IGF1 binds IGF1R 10191471
IGF1 associated Mesenchyme epithelium ;5191474

interaction
IGF2 associated Mesenchyme epithelium 45, g1479
interaction

EDA upregulates FOXI3 23441037
Activin A upregulates FOXI3 23441037
WNT associated LEF1 16678815
SHH associated Hedgehog pathway 14623238
IHH associated Hedgehog pathway 14623238
SHH expressed in Mammary gland rudiment 14623238
IHH expressed in Mammary gland rudiment 14623238
GLI3 represses Hedgehog pathway 16914490
EDA binds EDAR 12812793
DKK4 inhibits Canonical WNT signaling 17397822
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17397822

Canonical WNT signaling
LEF1
CTNNB1
DKK4
EDA
EDA/NFKB
EDA/NFKB
EDA/NFKB
EDA/NFKB
EDA/NFKB
EDA/NFKB

TNFRSF19

PTHLH

BMP4

PTHLH/BMP signaling

MSX2

PTHLH
PTHLH
PTHLH
SHH
GLI3
WNT10B
WNT10B
WNT6
WNT6
TGFB
TGFB
TGFB
TGFB
TGFB
TGFB
Canonical WNT signaling
EDA
EDA
TBX3
BMP4
BMP4
NOG
BMP
GLI3
GLI3

associated
induces
induces

expressed in
induces
induces
induces
induces
induces
induces
induces

overlapping
expression

upregulates

binds

upregulates

inhibites
induces
regulates
regulates
binds
co-regulates
express
express
express
express
binds
decreases expression
decreases expression
decreases expression
increases expression
increases expression
promotes
associated
associated
associated
associated
associated
inhibites
associated
regulates
regulates

DKK4
DKK4
DKK4
Pre-placodes
NFKB
PTHLH
WNT10A
WNT10B
AREG
EPGN
WNT3A

EDAR

BMPR1A

BMPR1A

MSX2

Hair follicle formation

Dense mesenchyme
LEF1
CTNNB1
PTCH
FGF10
Mammary line
Placode
Mammary line
Placode
TGFBR1(Tsk7L)
CDH1
TJIP1
DSP
Mesenchymal markers
FN1
Placode
Placode induction

Ductal growth and branching

TBX15
TBX3
TBX15
BMP
LEF1
Cell migration
Cell hypertrophy
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17397822
17397822
17397822
17397822
22451941
22451941
22451941
22451941
22451941
22451941
22451941

12972005

17301089

17301089

17301089

17301089

11171335
11171335
11171335
12217324
16720875
14745960
14745960
14745960
14745960
7806579
7806579
7806579
7806579
7806579
7806579
15342465
23591968
23591968
17071745
17071745
17071745
17071745
17071745
22046263
22046263
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GLI3 associated Mammary rudiment 1 22046263
GLI3 associated Mammary rudiment 2 22046263
GLI3 associated Mammary rudiment 3 22046263
GLI3 associated Mammary rudiment 4 22046263
GLI3 associated Mammary rudiment 5 22046263
ARHGAP5 associated Mese”Chgh[?;'eﬂt?;'t‘;‘;;at'O” and 17662267
IGF1R associated Epithelial proliferation 17662267
ARHGAPS affects IRS1 17662267
ARHGAP5 affects IRS2 17662267
IGF1R affects IRS1 17662267
IGF1R affects IRS2 17662267
IRS1 associated Mesenchymal proliferation 17662267
IRS2 associated Mesenchymal proliferation 17662267
TAC expressed Condensing mesenchyme 7545574
MME degrades TAC 7545574
MME co-express TAC 7545574
TBX3 interacts TBX2 16222716
TBX3 associated Placode induction and 16222716
maintenance
TBX3 associated Ductal branching 16222716
TGFB induces EMT 14976548
TGFB induces HEY1 14976548
TGFB induces JAG1 14976548
SMAD3 activates HEY1 14976548
NOTCH activates HEY1 14976548
JAG1 binds NOTCH 14976548
PDGFA expressed Epithelium 1451656
PDGFRA express Mesenchyme 1451656
PDGFA binds PDGFRA 1451656
Retinoic acid binds RAR 22387209
ALDH1A2 produces Retinoic acid 22387209
CYP26A1 degrades Retinoic acid 22387209
CYP26B1 degrades Retinoic acid 22387209
Retinoic acid binds RARB 22387209
ALDH1A2 overlapping RARB 22387209
expression
ALDH1A2 overlapping FGF10 22387209
expression
RARB overlapping FGF10 22387209
expression
Retinoic acid induces TBX3 22387209
Retinoic acid inhibits BMP4 22387209
Retinoic acid represses WNT signaling 22387209
RARB express Mesenchyme 22387209
RARB express Epithelium 22387209
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RARB express Fat pad 22387209
AR express Mammary gland 6605242
HGF associated Mamngvgelligmmbryomc 8743556
HGF binds MET 8743556
THBS express Dense mesenchyme 7520877
THBS express Budding epithelial cells 7520877
THBS express Myoeg:,t?negﬂ;ﬁg%”;i' CJt“S”C“O” 7520877
THBS binds CD36 7520877
THBS binds ITGAV 7520877
CD36 express Fat pad 7520877
ITGAV express Epithelial cells 7520877
TGFB1 downregulates PXN(4) 16219691
PXN(4) associated TGFB1I1 16219691
PXN(4) suppress Cell migration 16219691
TGFB1I1 stimulates Cell migration 16219691
FST binds TGFB3 18028449
FST blocks EMT 18028449
TABELA DE BIOINTERACOES PARA PUBERDADE
Term 1 Biointeraction Term 2 PMID
AP1 associated TIMP1 16678816
AP1 associated VIM 16678816
AP1 associated FOSL1 16678816
AP1 associated FN1 16678816
AP1 associated MYC 16678816
AP1 associated CCND1 16678816
NRIP1 co-regulates AREG 23404106
NRIP1 co-regulates PGR 23404106
ESR1 regulates AREG 23404106
ESR1 regulates PGR 23404106
TFAP2C express Cap cells 20131354
TFAP2C express Body cells 20131354
TFAP2C associated Branching 20131354
TFAP2C associated Elongation 20131354
Ovarian hormones associated TFAP2C 20131354
ESR1 induces ALX4 16916507
ALX4 associated Branching 16916507
ALX4 associated TEBs 16916507
ALX4 associated Developmental timing 16916507
ALX4 associated MMP2 16916507
ALX4 associated MMP9 16916507
GH binds GHR 10791764
GH stimulates IGF1 10791764
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IGF1
GH

GH

GH
IGF1
Estrogen
Estrogen + IGF1
Estrogen + IGF1

Estrogen + IGF1

Estrogen + IGF1
Estrogen + IGF1
IGF1
IGF1 + Progesterone
GH
IGF1
GH
GH
PHB2
PHB2
PHB2
Collagen |
Collagen IV
LAM
Collagen |
Collagen IV
CSF1

TGFB1

TGFB1

TGFB2

TGFB2

TGFB3

TGFB3

SLIT2
SLIT2
ROBO1
SLIT2
ESR
IGF1

stimulates

increases expression

binds

stimulates
stimulates
synergizes
enhances
enhances

increases

phosphorylation

increases
inhibits
synergizes
stimulates
stimulates
stimulates
synergizes

increases expression

associated

associated

associated
binds
binds
binds

precedes expression
precedes expression

required
overlapping
expression

overlapping
expression

overlapping
expression

overlapping
expression

overlapping
expression

overlapping

expression
express
express
express

synergizes
regulates
express

TEBs
ESR

GHR

IGF1
TEBs
IGF1
TEBs
Ductal morphogenesis

IRS1

Cell proliferation
Apoptosis
Progesterone
Ductal morphogenesis
IGF1
TEBs
Estrogen
ESR
Ductal elongation
TEBs
AREG
Alpha 2 beta 1 integrin
Alpha 2 beta 1 integrin
Alpha 2 beta 1 integrin
Collagen IV
LAM
Branching

TGFB2

TGFB3

TGFB1

TGFB3

TGFB1

TGFB2

Myoepithelial cells
Luminal epithelial cells
Myoepithelial cells
NTN1
HGF
TEBs
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10791764
10791764

19034633

19034633
19034633
19034633
19034633
19034633

19034633

19034633
19034633
19034633
19034633
9449638
9449638
9449638
10588825
21862609
21862609
21862609
7589890
7589890
7589890
7589890
7589890
12074549

1821856

1821856

1821856

1821856

1821856

1821856

16439476
16439476
16439476
16439476
12193555
10791766
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IGF2
IGF1R
IGFBP3
IGFBP5
IGFBP2
IGFBP4
IGF1
IGF2
IGF1R
TGFB
TGFB
IGFBP3
IGFBP5
IGFBP3
IGFBP5
IGFBP3
IGFBP5
IGFBP2
IGFBP4
FN1
Alpha 5 beta 1 integrin
HGF
HGF
HGF
HGF
HGF
EGF
EGF
EGF
EGF
HGF
MAPK3
MAPK1
Estrogen
Progesterone
HGF
Progesterone + HGF
Progesterone
TNFSF11
BCL2L1
BCL2
BCL2
BCL2L1
BAX
TGFB1
TGFB2

express
express
express
express
express
express
express
express
express
mediates deposition
mediates deposition
express
express
express
express
express
express
express
express
associated
express
binds
binds
associated
associated
associated
associated
associated
associated
increases expression
cooperates
associated
associated
associated
associated
associated
associated
induces
interacts
regulates
regulates
regulates
regulates
express
inhibits
inhibits

TEBs
TEBs
TEBs
TEBs
Stromal cells
Stromal cells
TEBs
TEBs
TEBs
Collagen |
Chondroitin sulphate
Epithelial cells
Epithelial cells
Stromal cells
Stromal cells
Cap cells
Body cells
Stromal cells
Stromal cells
Alpha 5 beta 1 integrin
Myoepithelial cells
MET
MET
MAPK3
MAPK1
AKT1
MAPK3
MAPK1
AKT1
MET
EGF
MET/EGFR
MET/EGFR
HGF
HGF
Luminal epithelial cells
Myoepithelial cells
TNFSF11
HGF
Apoptosis in the TEBs
Apoptosis in the TEBs
Apoptosis in the TEBs
Apoptosis in the TEBs
TEBs
Ductal growth
Ductal growth
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10791766
10791766
10791766
10791766
10791766
10791766
9886857
9886857
9886857
8353596
8353596
14749361
14749361
14749361
14749361
14749361
14749361
14749361
14749361
11416044
11416044
7559778
19850646
19850646
19850646
19850646
19850646
19850646
19850646
19850646
19850646
19850646
19850646
18218689
18218689
18218689
18218689
18218689
18218689
10426400
10426400
9012521
9012521
9012521
1637552
1637552
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TGFB3
MFGES
MFGES
MFGES
MFGES
Vitamin D(3)
VDR
VDR
Vitamin D(3)
Vitamin D(3)
CSF1
CSF1
CSF1
CCL11
CCL11
RARA
Retinoic acid
FGF4
FGF4
BCL2L11
IGFBP
IGFBP
IGFBP
IGFBP
IGF1
IGF1
PTK2
TGFB1
TGFA
EGF
ITGA2
FGF
HGF
WNT
MDK
Collagen
FN1
LAM
LPL
TGFB1
AREG
ADAM17
HGF
HGF
HGF
EGF

inhibits
binds
activates
associated
associated
binds
express
express
associated
associated
required
associated
associated
associated
associated
induces
increases
inhibites
regulates
associated
inhibits
enhances
associated
associated
associated
associated
associated
inhibits
stimulates
stimulates
associated
binds
binds
binds
binds
binds
binds
binds
binds
promotes
binds
cleaves
upregulates
downregulates
downregulates
promotes

Ductal growth
ITGAV
MAPK
TEBs

Branching
VDR
TEBs

Stromal cells

Branching

Elongation

Branching
TEBs

Outgrowth
TEBs

Branching

Lumen formation
MMP9
BCL2

Apoptosis in the TEBs
Apoptosis in the TEBs

IGF
IGF

Extracellular matrix proteins

Integrin
CCNA2
CCNB1
ROCK

Mammary gland development

Mammary growth
Mammary growth
Branching
Glycosaminoglycan
Glycosaminoglycan
Glycosaminoglycan
Glycosaminoglycan
Glycosaminoglycan
Glycosaminoglycan
Glycosaminoglycan
Glycosaminoglycan
MMP9
EGFR
AREG
TNFAIP3
DAXX
DIABLO

Epithelial cell proliferation
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1637552
17299048
17299048
17299048
17299048
12070083
12070083
12070083
12070083
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10804170
10804170
10804170
10804170
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12414989
12414989
12707773
12707773
17276340
22161834
22161834
22161834
22161834
16901968
16901968
19584305
8326026
8326026
8326026
12107118
11547896
11547896
11547896
11547896
11547896
11547896
11547896
11547896
17288590
16079154
16079154
17384262
17384262
17384262
8468371
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EGF
EGF
Estrogen
Estrogen
Estrogen
Estrogen
IGF1
IGF2
IGFBP2
CSF1
ITGB1
LAM
HGF
CITED1
CITED1
Estrogen
TGFB
CITED1
NTN1
NEO1
NTN1
PGR
NCOA3
NCOA3
TGFB1
TGFB1
EGF
HGF
MMP3
MMP
Plasmin
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
MMP2
Estrogen
Estrogen
GH
Hyaluronate
Sulfated glycosaminoglycan
Glycosaminoglycan
IGF1
IGF1
TGFB
TGFB

promotes
associated
induces
upregulates
upregulates
downregulates
positively correlated
positively correlated
positively correlated
reduces
associated
associated
associated
localizes
localizes
associated
associated
regulates
express
express
binds
induces
associated
associated
stimulates
stimulates
stimulates
stimulates
associated
associated
activates
produced
produced
associated
inhibits
cleaves
associated
synergizes
associated
associated
associated
associated
synergizes
synergizes
inhibites
inhibites

Stromal cell proliferation
TEBs
Proliferation
IGF1
IGF2
IGFBP2
Epithelial cell proliferation
Epithelial cell proliferation
Apoptosis
Collagen |
TEBs
TEBs
ITGB1
Luminal epithelial cells
Body cells
AREG
AREG
AREG
Body cells
Cap cells
NEO1
GH
GH
Estrogen
Elongation
Branching
Branching
Branching
Branching
Branching
MMP
Epithelial cells
Stromal cells
Extracellular matrix (ECM)
TEBs
LAMAS
IGF1
GH
IGF1
TEBs
TEBs
TEBs
EGF
TGFA
Mammary growth
Mammary morphogenesis
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11217147
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11217147
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11217147
17029292
10525347
10525347
10525347
16278680
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16278680
16278680
16278680
12636918
12636918
12636918
12431806
10823921
10823921
8607860
8607860
11688561
11688561
11688561
11688561
11688561
1644225
1644225
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1644225
10233857
7867584
7867584
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6717086
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11956170
3474783
3474783
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TIMP inhibites MMP 9791732
Microvillin associated Ap'ca'egﬁ'heel‘i’;ltggl:gm'”a' 6385003
p80 associated Ap'ca'egﬁ'heel‘i’;ltggl:gm'”a' 6385003
0205 associated Basa'eg‘i’t'ﬁe‘l’i;fr(‘;l'gm'”a' 6385003
Somatostatin lowers GH 16223973
GH associated IGF1 16223973
IGF1 inhibites Apoptosis 16223973
IGF1 phosphorylates IRS1 16223973
IGF1 associated Cell division 16223973
Somatostatin binds SSTR3 16223973
Somatostatin binds SSTR5 16223973
Somatostatin stimulates IGFBP5 16223973
IGFBP5 associated IGF1 16223973
IGFBPS inhibites GH"Z‘Z‘\J/‘élegpmzmmary 16223973
PER2 express Mammary gland 16261617
PER2 correlated MYC 16261617
PER2 correlated CCND1 16261617
TABELA DE BIOINTERAC}()ES PARA GRAVIDEZ E LACTAC}AO
Term 1 Biointeraction Term 2 PMID
STAT5 binds CSN2 9513715
YY1l binds CSN2 9513715
NR3C1 binds CSN2 9513715
CEBP binds CSN2 9513715
NFI binds WFDC 9513715
NR3C1 binds WFDC 9513715
STAT5 binds WFDC 9513715
CEBPB associated Pregnancy 9513715
CEBPA associated Lactation 9513715
MYC downregulates CAV1 15689376
MYC activates STATS 15689376
PTPN1 associated PGR 23154416
PTPN1 associated STATS 23154416
PTPN1 regulates Alveologenesis 23154416
PTPN1 regulates Lactogenesis 23154416
Fatty acid regulates Lipid synthesis 9240924
Fatty acid associated ACAC 9240924
NFKB requires CHUK 11747812
CCND1 requires NFKB 11747812
CCND1 requires CHUK 11747812
PRL regulates PIGR 12242032
Cortisol regulates PIGR 12242032
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PIGR
IFNG
IFNG
IFNG
ITGB1
ITGB1
ITGB1
ITGB1
TNFSF11

ELF5

Progesterone
PRL
STAT5
PI3K/AKT pathway
PI3K/AKT pathway
STATS
PI3K/AKT pathway
PRL
JAK
STATS5B
NFKB

PRL

GH
EGF
PRL

STATS

CDH1
Progesterone
PGR(A)

Estrogen + Progesterone

TNFSF11
TNFSF11
TNFSF11
TNFSF11
HIF1A
HIF1A
Hypoxia
HIF1A
Hypoxia

Hypoxia

HIF1A

SOCS2
PRL

mediates
upregulates
activates
correlates
associated
associated
associated
associated
regulates

regulates expression

activates
activates
regulates
associated
associated

linked

induces
associated
associated
associated
cross talk

induces
phosphorylation

activates
activates
activates

linked

associated
induces
co-expression
associated
mediates
associated
associated
associated
associated
associated
induces
induces
induces

increases
phosphorylation

increases
phosphorylation

regulates
regulates

PIGA
PIGR
STAT1
IRF1
Alveologenesis
Lactation
Differentiation
STATS
Mammary gland development

PRLR/JAK2/STATS signaling
pathway

STATS
STATS
Milk proteins
Milk lipids
Lactose
PISK/AKT pathway
PRL
JAK
STAT5A
Lactation
PRLR/JAK2/STATS5 pathway

STATS

STATS
STATS
JAK/STAT pathway

Alveolar proliferation and
differentiation

Differentiation
PRLR
PGR(B)
STAT5A
STAT5A
ID2
CCND1
CDKN1A
Differentiation
Lipid secretion
HIF1A
Glucose uptake
SLC2A1

STAT5A

STAT5A

PRL signaling pathway
ELF5
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12242032
12242032
12242032
12242032
16301336
16301336
16301336
16301336
11485016

19269284

24058804
24058804
24058804
24058804
24058804
24058804
24058804
9751123
9751123
9751123
10834938

11133161

11133161
11133161
10935024

10935024

12049767
18543434
18543434
20392833
20392833
20392833
20392833
20392833
24444333
24444333
24444333
24444333
24444333

24444333

24444333

16469767
16469767
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NFIC(2)
NFIC(2)
NFIC(2)
PRLR
MTNR1A
MTNR1A
MTNR1A
MTNR1A
MTNR1A
MTNR1A
LEP
LEP
AKT
PGR(B)
JAK2
JAK2
PTHLH
NR3C1
PRL
STAT5
PRL
PTHLH
PRLR signaling pathway
ELF5
ELF5
IGF1
PRL
PRL
PRL
PRLR
PRLR
STAT5A
STAT5A

STATS5A

STATS5A

TNFSF11
CEBPB
TGFB
SMAD3
CAV1
PTEN
PTEN
PTEN
PTEN
PTEN

activates
activates
activates
maintains
correlates with
correlates with
correlates with
correlates with
correlates with
correlates with
express
express
associated
associated
phosphorylates
phosphorylates
associated
enhances
suppresses
suppresses
enhances
enhances
associated
associated
associated
associated
induces
induces
binds
phosphorylates
activates
associated
associated

associated

associated

associated
associated
associated
associated
associated
suppresses
suppresses
enhances
associated
decreases

TP53
CEL
WFDC
NFIC(2)
AKT1
STATS
ESR1
PGR
CSN2
WFDC
Pregnancy
Lactation
Lipid synthesis
TNFSF11 signaling pathway
PRLR
STATS
Lactation
STATS
Adipocyte differentiation
Adipocyte differentiation
TNFSF11
TNFSF11
ELF5
JAK/STAT pathway
NOTCH signaling pathway
Lactation
Mammopoiesis
Lactogenesis
PRLR
STAT
STAT
ESR1
GJB1

Anti-apoptotic BCL2 family
members

Pro-apoptotic BCL2 family
members

CEBPB
CSN2
SMAD3
CSN2
STAT5A
Proliferation
Differentiation
Apoptosis
IGFBP5
AKT
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15637146
15637146
15637146
15637146
22582905
22582905
22582905
22582905
22582905
22582905
23715260
23715260
12700340
12897242
11875116
11875116
14597768
12142223
19684333
19684333
11137033
11137033
22523003
22523003
22523003
11913696
9009201
9009201
9009201
9009201
9009201
21688337
21688337

21688337

21688337

11726661
11726661
18335503
18335503
12388746
12235113
12235113
12235113
12235113
12235113
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TNFSF11
AEBP1
LEP
LEP
LEP
LEP
SRC
PTEN
PTEN
PTEN
PTEN
PTEN
PTEN
PTEN
PTEN
PTEN
PTEN
PTEN
PRL
GJB2
GJB2
GJB2
STAT6
STATG6
STAT6

Undifferentiated mammary
epithelial cells

Differentiated mammary
epithelial cells

DAG1
STAT5
STATS
STAT5
STATS
CEBP

Differentiation

DDR1

AXIN1
EGF

Arachidonic acid-dependent
pathways

Differentiation
Differentiation
IGF1R
Differentiation
Differentiation
Insulin

associated
regulates
positively correlates
associated
associated
induces
associated
downregulates
downregulates
downregulates
downregulates
downregulates
downregulates
downregulates
downregulates
downregulates
downregulates
upregulates
decreases
associated
express
express
associated
associated
associated

secrete

secrete

associated
associated
associated
associated
associated
interacts
requires
associated
attenuates
associated

associated

requires
requires
associated
upregulates
downregulates
induces

ID2
PTEN
LEPR

JAK-MAPK signal pathway
JAK-STATS signal pathway
CSN2
Lactation
MAPK
CCND1
AKT
MTOR
RPS6KB1
STATS
SREBF1
PPARG
PRLR
SLC2A1
EIF4AEBP1
PTEN
GJB6
Pregnancy
Lactation
Pregnancy
IL4
IL13

T-helper type 1 cytokines

T-helper type 2 cytokines

STATS
CSN1Ss1
KLK8
PSAP
GRB10
CSN2
CEBPB
STATS
CCND1
Proliferation

Dedifferentiation

IGF
Insulin
Pregnancy
INSR
IGF1R
Milk proteins
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16428453
22114697
17879067
17879067
17879067
17879067
18215306
25009983
25009983
25009983
25009983
25009983
25009983
25009983
25009983
25009983
25009983
25009983
25009983
24988191
24988191
24988191
18849387
18849387
18849387

18849387

18849387

20940259
16293640
16293640
16293640
16293640
9637692
9637692
16167341
11739413
7768984

7768984

19246539
19246539
19246539
19246539
19246539
19246539
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Insulin
Insulin

Insulin

GH
PRLR(S)
PRLR(S)

TPH1
DDC
TPH1
DDC
Serotonin
Serotonin

PRL

Serotonin
Estrogen + Progesterone
Cortisol

GH

Estrogen
Progesterone
PRL
Differentiation
MIR101A
MIR101A
Lactogenic hormones
MIR200A
MIR200A
MIR200A
MIR200A
MIR200A
HIF1A
NR3C1
EGF
ESR1
LEP
LEP
EFNB2
CEBPB
CEBPA
CEBPB
Cortisol
PTPN11
Activin A
Pregnancy
Pregnancy
Lactogenesis

induces
induces
induces

phosphorylation

associated
associated
associated
express
express
associated
associated
associated
associated
induces
suppresses
increases
increases
enhances
associated
associated
associated
increases
associated
associated
stimulates
associated
associated
associated
associated
associated
associated

physically associated

associated

physical interaction

associated
associated
associated
binds
express
express
inhibites
promotes
inhibits
decreases
decreases
decreases

Milk lipids
Lactate production

AKT

PRLR
Differentiation
Lactation
Mammary gland
Mammary gland
Serotonin
Serotonin
Mammary gland
Milk
TPH1
CSN2
PRLR
PRLR(L)
PRLR(L)
IgA
I0A
IgA
MIR101A
CSN2
PTGS2
MIR200A
CSN2
CDH1
ZEB1
CLDN3
PARD6B
SLC2A1
STATS
ESR
STATS

JAK-MAPK signaling pathway
JAK-STATS5 signaling pathway

Lactation
ID2
Lactation
Lactation
CEBPB
STATS
Acini
ACVR2A
ACVR2B
ACVR2A
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19246539

19246539
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12746331
12746331
14960274
14960274
14960274
14960274
14960274
14960274
14960274
14960274
10701763
10701763
10701763
275864
275864
275864
19281778
19281778
19281778
23750238
23750238
23750238
23750238
23750238
23750238
24920730
9528750
14605098
14605098
20181296
20181296
19843150
15809228
7491114
7491114
7491114
16959766
15223128
15223128
15223128
15223128
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Lactogenesis
Pregnancy
Pregnancy

PRL
IgA
Lactation
Lactation
CASR
CASR
NRG1
NRG1

NRG1

NRG1
NRG1
SPRY2
Lactation
SPRY2
ID1
ID1
ID1
ID1
WFDC
WFDC
WFDC
CSN2
CSN2
CSN2
NR3C2
LEP
TFRC
TFRC
TFRC
VEGF
VEGF
VEGFC
VEGFC
VEGF
KDR
FLT4
FLT1
KDR
FLT4

FABP3

FABP3
FABP3

decreases
decreases
associated
induces
binds
associated
associated
coordinates
associated
positively regulates
positively regulates

enhances
phosphorylation

increases
maintains
express
increases expression
associated
modulates expression
modulates expression
modulates expression
modulates expression
requires
requires
requires
requires
requires
requires
induces
positively influences
increases
increases
correlates
increases
increases
moderately increases
moderately increases
associated
increases
increases
increases
increases
increases

inhibits
promotes
associated

ACVR2B
INHBB
FST
LALBA
PIGR
PIGR

IgA-producing plasma cell

PTHLH
PTHLH
ERBB2
ERBB3

STATS

CSN2
CSN2
Pregnancy
SPRY2
EGFR pathway
AKT
BMP2
FGF3
RARB
Insulin
Cortisol
PRL
Insulin
Cortisol
PRL
CSN2
CSN2
Pregnancy
Lactation
Proliferation
Pregnancy
Lactation
Pregnancy
Lactation
Milk
Pregnancy
Pregnancy
Lactation
Lactation
Lactation

Mammary epithelial cells

growth
Milk proteins

CSN2
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11555393
23782944
23782944
20821301
20821301

20821301

20821301
20821301
23573284
23573284
23573284
20945346
20945346
20945346
20945346
2007204
2007204
2007204
2007204
2007204
2007204
12198239
12686468
2642388
2642388
2642388
10878616
10878616
10878616
10878616
10878616
10878616
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10878616
10878616
10878616

7962070

7962070
7962070
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FABP3
EGF
GJB2
GJB2
GJB6
GJB6
GJB2
GJB1
SOCs1
TGFB
TGFB
TRIM33
TRIM33
TGFB
PRL
SKIL
IGF2
IGF1R
IGF1
ELF5
LEPR
LEPR
LEPR
Lactation
Lactation
Lactation
Lactation
Lactation
Lactation
Lactation
Lactation
Lactation
Lactation
Lactation
Lactation
Lactation
Lactation
Lactation
Lactation
Lactation
Lactation
SREBF1
SCD
GJB2
GJB1
GJAl

suppresses
antagonizes
is present
is present
is abundant
is abundant
co-localizes
restricted to

negatively regulates
negatively regulates
negatively regulates

associated
inhibits
induces
induces
promotes
express
express
express
repress
express
express
express
upregulates
upregulates
upregulates
upregulates
upregulates
upregulates
upregulates
upregulates
upregulates
upregulates
upregulates
upregulates
upregulates
upregulates
upregulates
upregulates
upregulates
upregulates
associated
associated
is present
is present
is localized

EGF
FABP3
Pregnancy
Lactation
Pregnancy
Lactation
GJB6
Parturition
PRL
PRLR
STATS
TGFB
SMADA4
SKIL
SKIL
STATS5 signaling
Pregnancy
Pregnancy
Pregnancy
CCND2
Pregnancy
Lactation

Mammary epithelial cells

LPL
CD36
FABP3
ACSL1
ACSS2
ACACA
FASN
SCD
GPAT4
GPAM
LPIN1
BTN1A1
XDH
BDH1
INSIG1
PPARG
PPARGCI1A
ABCG2
Milk
Milk
Secretory epithelium
Secretory epithelium
Myoepithelium
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7962070
7962070
17120054
17120054
17120054
17120054
17120054
17120054
11445538
23154409
23154409
23154409
23154409
22833129
22833129
22833129
9886857
9886857
9886857
20831799
10601666
10601666
10601666
18671863
18671863
18671863
18671863
18671863
18671863
18671863
18671863
18671863
18671863
18671863
18671863
18671863
18671863
18671863
18671863
18671863
18671863
18671863
18671863
15013803
15013803
15013803


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7962070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7962070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17120054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17120054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17120054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17120054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17120054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17120054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11445538
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23154409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23154409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23154409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23154409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22833129
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22833129
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22833129
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9886857
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9886857
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9886857
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10601666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10601666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10601666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18671863
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18671863
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18671863
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18671863
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18671863
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15013803
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15013803
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15013803
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Pregnancy induces GJB2 15013803
Lactation induces GJB1 15013803
PRKA inactivates ACACA 19747896
PRKA modifies expression FASN 19747896
PRKA modifies expression GPA 19747896
PRKA modifies expression FABP3 19747896
STK11 associated PRKA 19747896
CAMKK associated PRKA 19747896
ACOT1 associated PPARG 18027074
AKT associated SREBF1 18027074
SLIT associated ROBO4 20498081
NFIC(2) regulates CEL 11877413
Lactation requires ERBB2 10376526
PLIN2 associated Differentiation 17452747
Estrogen enhances expression ATG3 24895572
Estrogen enhances expression ATG5 24895572
Estrogen enhances expression BECN1 24895572
Progesterone enhances expression ATG3 24895572
Progesterone enhances expression ATG5 24895572
Progesterone enhances expression BECN1 24895572
Estrogen + Progesterone increases PRKA 24895572
Estrogen + Progesterone diminishes AKT 24895572
Estrogen + Progesterone diminishes MTOR 24895572
TABELA DE BIOINTERACOES PARA INVOLUCAO
Term 1 Biointeraction Term 2 PMID
CHI3L1 increases MMP9 21991364
CHI3L1 suppress CDH1 21991364
STATS controls SOCS3 16231422
SOCS3 binds IL6ST 16231422
IL6ST activates STAT3 16231422
STAT3 associated MYC 17377501
MYC binds TP53 17377501
MYC binds BAX 17377501
MYC binds E2F1 17377501
STAT3 associated Involution 12193580
MYC pathway increases Involution 18550711
E2F pathway declines Involution 18550711
GH reduces IGFBP5 16698222
IGFBP5 inhibits AKT 16698222
IGF1 enhances AKT 16698222
IGFBP3 inhibits AKT 16698222
Involution upregulates CP 16989572
Involution upregulates PF4 16989572
Involution upregulates EPHX1 16989572


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15013803
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15013803
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19747896
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19747896
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19747896
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19747896
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19747896
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18027074
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17452747
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24895572
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24895572
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24895572
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24895572
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24895572
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24895572
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21991364
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21991364
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16231422
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16231422
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16231422
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17377501
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17377501
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17377501
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17377501
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12193580
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18550711
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18550711
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16698222
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16698222
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16698222
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16698222
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16989572
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16989572
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16989572

Involution
Involution
Involution
Involution
Involution
Involution
Involution
Involution
Involution
Involution
Involution
Involution
Involution

MFGES

MFGES

Involution
AKT
ABCG5
NR1H3
LTF
EGFR
ERBB2
ERBB3
ERBB4
Involution
NFI
Involution
LIF
STATS3
Involution
Involution
BCL2L1
BCL2L1
Involution
Involution
Involution
Involution
Involution
Involution
Cortisol
Cortisol
Cortisol

STAT3

NFKB

upregulates
upregulates
induces
associated
increases
decreases activity
loose activity
loose activity
loose activity
loose activity
increases activity
increases activity

increases activity
mediates
phagocytosis
mediates
phagocytosis

decreases expression

associated
associated
associated
associated
associated
associated
associated
associated
declines
express
reduces
activates
upregulates
induces
requires
associated
associated
upregulates
upregulates
upregulates
upregulates
upregulates
upregulates
associated
associated
associated

regulates

regulates

LTF
CFP
LTF
TGFA
TGFB1
ALP
BDH
LDH
MDH
SDH
GUSB
LAP3
ACP2

Apoptotic epithelial cells

Milk fat globules

AKT
TIMP1
Involution
Involution
Involution
Involution
Involution
Involution
Involution
PRL
Involution
FABP3
STAT3
CEBPD
PLAU
PLG
Survival
Cell death
CLU
CASP1
TIMP1
MMP2
MMP3
PLAU
MMP2
MMP3
PLAU

Acute phase inflammatory

response

Acute phase inflammatory

response

129

16989572
16989572
8132889
9487995
9487995
830021
830021
830021
830021
830021
830021
830021
830021

16275924

16275924

11376107
11376107
24669870
24669870
24669870
20572782
20572782
20572782
20572782
10681392
14635798
1582202
12810593
12810593
11003846
11003846
11731240
11731240
8565829
8565829
8565829
8565829
8565829
8565829
8565829
8565829
8565829

18849387

18849387


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16989572
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16989572
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8132889
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9487995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9487995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/830021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/830021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/830021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/830021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/830021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/830021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/830021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/830021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16275924
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16275924
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11376107
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11376107
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24669870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24669870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24669870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20572782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20572782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20572782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20572782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10681392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14635798
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1582202
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IGFBP5
IGFBP5
IGFBP5
IGFBP5
IGFBP5
NRG1
EGF
Involution
NFI-C2
NOS2
NOS2
NOS2
NOS2
MMP3
IGF1
MFGES8
LEP
IGF1
Involution
Involution
SOCS3
FAS
FASLG
CTSD
Involution
BCL2L1 (S)
TGFB
PRL
FGF4
CDKN2A
CDKN2A
Involution
Involution
Involution
Involution
Involution
TGFB3
SOCS3
MYC
MYC
MYC
Involution
Involution

NRG1

Involution

sequestration

increases
increases
decreases
decreases
induces
induces
upregulates
associated
associated
associated
associated
associated
associated
associated
regulates
associated
associated
induces
induces
associated
induces
induces
cleaves
increases
associated
inhibites
associated
inhibites
associated
associated
induces
induces
induces
induces
induces
translocation
associated
associated
associated
associated
increases
increases
induces

phosphorylation

triggers

IGF1
CASP3
Plasmin

BCL2
BCL2L1

ELF3

ELF3

ELF3

Involution
STATS
CSN2
STAT3
NFKB
Involution
Involution
Apoptotic epithelial cells
JAK-STAT3 pathway
Involution
STAT3
NFKB
STAT3
Apoptosis
Apoptosis
PRL
BAX
Apoptosis

AKT

PIK3

BCL2

Apoptosis
CDKN1A
CLU
LTF
FTH1
LYZ
SPP1
SMAD4

MYC

E2F1

BAX

TP53
IGFBP2
IGFBP5

STAT3
NFIC
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10791769
12223411
12223411
12223411
12223411
9806763
9806763
9806763
15637146
20345368
20345368
20345368
20345368
8175886
8636401
16195353
17879067
11913696
14973375
14973375
16289036
11086022
11086022
24598201
8798158
8798158
14963111
14963111
12707773
15105443
15105443
9854140
9854140
9854140
9854140
9854140
10862748
17139252
17139252
17139252
17139252
14749361
14749361

20821301
11991954
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NFIC
KLKB1
Involution
IGFBP5
IGFBP5
Involution
CLU
Involution
Involution
FUT1

Nonapoptosing mammary
epithelial cells

Involution
IGF1
Involution

Mitochondrial-
mediated apoptosis

Lysosomal-mediated cell death
SLC39A8
SLC30A2
SLC30A4
MCOLN1
IGF1

binds
express
elevates
associated
regulates
elevates
associated
increases
upregulates
regulates

express

breakdown
associated
downregulates

requires

requires
import
export
export
associated
inhibites

CLU
Involution
CDKN2A

PLG
Apoptosis

TNF
Apoptosis

ITGB1
CTSL
B-like antigen

B-like antigen

NID
Involution
IGFR1

Zinc
Zinc
Zinc
Zinc
Zinc
Zinc
Involution
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11991954
19297327
18567945
14710362
12538768
8060499
7755486
8682318
12815617
11445549

11445549

18219668
8536631
15098926

24338187

24338187
24338187
24338187
24338187
24338187
8817687
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ANEXO Il
LISTA DE GENES

Gene - Simbolo Gene - Nome UniProtKkB  LCA - Taxon I;\ICI:\;O(‘_)I
ATP binding cassette subfamily G member 2 (Junior
ABCG2 blood group) Q9UNQO Eukaryota 2
ABCG5 ATP binding cassette subfamily G member 5 Q9H222 Eukaryota 2
ACACA acetyl-CoA carboxylase alpha Q13085 Eukaryota 2
. cellular
ACOT1 acyl-CoA thioesterase 1 Q86TX2 organisms 1
ACP2 acid phosphatase 2, lysosomal P11117 Eukaryota 2
ACSL1 acyl-CoA synthetase long-chain family member 1 P33121 ceIIu_Iar 1
organisms
. . cellular
ACSS2 acyl-CoA synthetase short-chain family member 2 Q9NR19 organisms 1

ACVR2A activin A receptor type II1A P27037 Metazoa 4
ACVR2B activin A receptor type 11B Q13705 Metazoa 4
ADAM17 ADAM metallopeptidase domain 17 P78536 Opisthokonta 3

Gnathostomata 11

AE binding protein 1 Q8IUX7

AEBP1

Cellular 1
organisms

ALDH1A2 aldehyde dehydrogenase 1 family, member A2 094788

ALX4 ALX homeobox 4 Q9H161 Deuterostomia 7



http://www.uniprot.org/entry/Q9UNQ0
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9H222
http://www.uniprot.org/entry/Q13085
http://www.uniprot.org/entry/Q86TX2
http://www.uniprot.org/entry/P11117
http://www.uniprot.org/entry/P33121
http://www.uniprot.org/entry/Q9NR19
http://www.uniprot.org/entry/P08476
http://www.uniprot.org/entry/P27037
http://www.uniprot.org/entry/Q13705
http://www.uniprot.org/uniprot/P78536
http://www.uniprot.org/entry/Q8IUX7
http://www.uniprot.org/entry/P31749
http://www.uniprot.org/entry/P31751
http://www.uniprot.org/entry/Q9Y243
http://www.uniprot.org/uniprot/O94788
http://www.uniprot.org/entry/P09923
http://www.uniprot.org/entry/P10696
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9H161
http://www.uniprot.org/uniprot/P05412
http://www.uniprot.org/uniprot/P17275
http://www.uniprot.org/uniprot/P17535
http://www.uniprot.org/uniprot/P18846
http://www.uniprot.org/uniprot/P15336

ATF3
ATF4
ATF5
ATF6
ATF6B
ATF7
FOS
FOSB
FOSL1
FOSL2
AR
AREG
ARHGAP5
ATG3
ATGS

ATP2B2

AXIN1
BAX
BCL2
BCL2L1
BCL2L1(L)
BCL2L1(S)
BCL2L11

BDH
BDH1

BDH2

BDNF
BECN1
BMP4
BMPR1A
BTN1Al
CAMKK
CAMKK1
CAMKK?2
CASP1
CASP3
CASR
CAV1

CCL11

CCNA2
CCNB1
CCND1

activating transcription factor 3

activating transcription factor 4

activating transcription factor 5

activating transcription factor 6

activating transcription factor 6 beta
activating transcription factor 7
FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog
FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B
FOS-like antigen 1
FOS-like antigen 2
androgen receptor
amphiregulin

Rho GTPase activating protein 5
autophagy related 3
autophagy related 5

ATPase plasma membrane Ca2+ transporting 2

axin 1
BCL2-associated X protein
B-cell CLL/lymphoma 2
BCL2-like 1
BCL2-like 1 long isoform
BCL2-like 1 short isoform
BCL2-like 11 (apoptosis facilitator)

3-hydroxybutyrate dehydrogenase
3-hydroxybutyrate dehydrogenase, type 1

3-hydroxybutyrate dehydrogenase, type 2

brain-derived neurotrophic factor
beclin 1, autophagy related
bone morphogenetic protein 4
bone morphogenetic protein receptor type 1A
butyrophilin subfamily 1 member A1
calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase

calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 1
calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2

caspase 1

caspase 3

calcium sensing receptor
caveolin 1

C-C motif chemokine ligand 11

cyclin A2
cyclin B1
cyclin D1

Q02338

Q9BUT1

P23560
Q14457
P12644
P36894

Q13410

Q8N5S9

Q96RR4
P29466

P42574
P41180

Q03135
P51671
P20248

P14635
P24385

Eumetazoa
Metazoa
Eumetazoa
Metazoa
Bilateria
Chordata
Chordata
Gnathostomata
Chordata
Gnathostomata
Euteleostomi
Tetrapoda
Eumetazoa
Eukaryota
Eukaryota

cellular
organisms

Metazoa
Eumetazoa
Bilateria
Metazoa
Metazoa
Metazoa
Euteleostomi

cellular
organisms

cellular
organisms

cellular
organisms

Chordata
Eukaryota
Metazoa
Bilateria
Tetrapoda
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Euteleostomi
Metazoa
Metazoa
Metazoa

cellular
organisms

Eukaryota
Eukaryota
Opisthokonta
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http://www.uniprot.org/uniprot/P18847
http://www.uniprot.org/uniprot/P18848
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y2D1
http://www.uniprot.org/uniprot/P18850
http://www.uniprot.org/uniprot/Q99941
http://www.uniprot.org/uniprot/P17544
http://www.uniprot.org/uniprot/P01100
http://www.uniprot.org/uniprot/P53539
http://www.uniprot.org/uniprot/P15407
http://www.uniprot.org/uniprot/P15408
http://www.uniprot.org/uniprot/P10275
http://www.uniprot.org/uniprot/P15514
http://www.uniprot.org/uniprot/Q13017
http://www.uniprot.org/entry/Q9NT62
http://www.uniprot.org/entry/Q9H1Y0
http://www.uniprot.org/entry/Q01814
http://www.uniprot.org/entry/O15169
http://www.uniprot.org/uniprot/P10415
http://www.uniprot.org/uniprot/O43521
http://www.uniprot.org/entry/Q02338
http://www.uniprot.org/entry/Q9BUT1
http://www.uniprot.org/uniprot/P23560
http://www.uniprot.org/entry/Q14457
http://www.uniprot.org/uniprot/P12644
http://www.uniprot.org/entry/P36894
http://www.uniprot.org/entry/Q13410
http://www.uniprot.org/entry/Q8N5S9
http://www.uniprot.org/entry/Q96RR4
http://www.uniprot.org/entry/P29466
http://www.uniprot.org/uniprot/P42574
http://www.uniprot.org/entry/P41180
http://www.uniprot.org/entry/Q03135
http://www.uniprot.org/entry/P51671
http://www.uniprot.org/uniprot/P20248
http://www.uniprot.org/uniprot/P14635
http://www.uniprot.org/uniprot/P24385

CCND2

CD36
CDH1
CDKN1A
CDKN2A
CEBPA
CEBPB

CEBPB(LAP)

CEBPB(LIP)

CEBPD
CEL
CFP

CHI3L1

CHUK

CITED1

CLDN3
CLU
CP
CSF1
CSN1Ss1
CSN2
CTNNB1
CTSD
CTSL
DAG1
DAXX

DDC

DDR1
DGAT1
DIABLO
DKK4
DSP
E2F1
EDA
EDAR
EFNB2
EGF

EIF4EBP1

ELF3

ELF5
EPGN

cyclin D2

CD36 molecule (thrombospondin receptor)
cadherin 1, type 1
cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cipl)
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
CCAAT/enhancer binding protein alpha
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta isoform
LAP (liver-enriched activating protein)

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta isoform
LIP (liver-enriched inhibiting protein)

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), delta
carboxyl ester lipase
complement factor properdin
chitinase 3-like 1 (cartilage glycoprotein-39)
conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase

Cbp/p300-interacting transactivator, with Glu/Asp-rich
carboxy-terminal domain, 1

claudin 3
clusterin
ceruloplasmin (ferroxidase)
colony stimulating factor 1 (macrophage)
casein alpha s1
casein beta
catenin (cadherin-associated protein), beta 1, 88kDa
cathepsin D
cathepsin L
dystroglycan 1
death-domain associated protein

dopa decarboxylase

discoidin domain receptor tyrosine kinase 1
diacylglycerol O-acyltransferase 1
diablo, IAP-binding mitochondrial protein
dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 4
desmoplakin
E2F transcription factor 1
ectodysplasin A
ectodysplasin A receptor
ephrin-B2
epidermal growth factor

eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein
1

E74-like factor 3 (ets domain transcription factor,
epithelial-specific )

E74-like factor 5 (ets domain transcription factor)
epithelial mitogen

P30279

P16671
P12830
P38936
Q8N726
P49715
P17676

9UKWG6
AOPK19
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http://www.uniprot.org/entry/P30279
http://www.uniprot.org/entry/P16671
http://www.uniprot.org/uniprot/P12830
http://www.uniprot.org/uniprot/P38936
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8N726
http://www.uniprot.org/entry/P49715
http://www.uniprot.org/uniprot/P17676
http://www.uniprot.org/uniprot/P49716
http://www.uniprot.org/uniprot/P19835
http://www.uniprot.org/uniprot/P27918
http://www.uniprot.org/uniprot/P36222
http://www.uniprot.org/entry/O15111
http://www.uniprot.org/uniprot/Q99966
http://www.uniprot.org/entry/O15551
http://www.uniprot.org/uniprot/P10909
http://www.uniprot.org/uniprot/P00450
http://www.uniprot.org/uniprot/P09603
http://www.uniprot.org/entry/P47710
http://www.uniprot.org/uniprot/P05814
http://www.uniprot.org/uniprot/P35222
http://www.uniprot.org/uniprot/P07339
http://www.uniprot.org/uniprot/P07711
http://www.uniprot.org/entry/Q14118
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9UER7
http://www.uniprot.org/uniprot/P20711
http://www.uniprot.org/entry/Q08345
http://www.uniprot.org/entry/O75907
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9NR28
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9UBT3
http://www.uniprot.org/uniprot/P15924
http://www.uniprot.org/uniprot/Q01094
http://www.uniprot.org/uniprot/Q92838
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9UNE0
http://www.uniprot.org/entry/P52799
http://www.uniprot.org/uniprot/P01133
http://www.uniprot.org/entry/Q13541
http://www.uniprot.org/uniprot/P78545
http://www.uniprot.org/entry/Q9UKW6
http://www.uniprot.org/uniprot/A0PK19

EPHX1

ERBB
EGFR
ERBB2
ERBB3

ERBB4

ESR
ESR1
ESR2
FABP3
FAS
FASLG
FASN
FGF
FGF1
FGF2
FGF3
FGF4
FGF5
FGF6
FGF7
FGF8
FGF9
FGF10
FGF11
FGF12
FGF13
FGF14
FGF16
FGF17
FGF18
FGF19
FGF20
FGF21
FGF22
FGF23
FGFR1
FGFR2
FGFR2(B)
FLT1
FLT4
FN1
FOXI3
FST
FTH1

epoxide hydrolase 1, microsomal (xenobiotic)

erb-b receptor tyrosine kinase
epidermal growth factor receptor
erb-b2 receptor tyrosine kinase 2
erb-b2 receptor tyrosine kinase 3

v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene

homolog 4
estrogen receptor
estrogen receptor 1
estrogen receptor 2 (ER beta)
fatty acid binding protein 3, muscle and heart
Fas cell surface death receptor
Fas ligand (TNF superfamily, member 6)
fatty acid synthase
fibroblast growth factor
fibroblast growth factor 1 (acidic)
fibroblast growth factor 2 (basic)
fibroblast growth factor 3
fibroblast growth factor 4
fibroblast growth factor 5
fibroblast growth factor 6
fibroblast growth factor 7
fibroblast growth factor 8 (androgen-induced)
fibroblast growth factor 9
fibroblast growth factor 10
fibroblast growth factor 11
fibroblast growth factor 12
fibroblast growth factor 13
fibroblast growth factor 14
fibroblast growth factor 16
fibroblast growth factor 17
fibroblast growth factor 18
fibroblast growth factor 19
fibroblast growth factor 20
fibroblast growth factor 21
fibroblast growth factor 22
fibroblast growth factor 23
fibroblast growth factor receptor 1
fibroblast growth factor receptor 2
fibroblast growth factor receptor 2 isoform B
fms related tyrosine kinase 1
fms related tyrosine kinase 4
fibronectin 1
forkhead box 13
follistatin
ferritin, heavy polypeptide 1

P07099

P00533
P04626
P21860

Q15303
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Eumetazoa
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Eumetazoa
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Eumetazoa
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Eumetazoa
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http://www.uniprot.org/uniprot/P07099
http://www.uniprot.org/entry/P00533
http://www.uniprot.org/uniprot/P04626
http://www.uniprot.org/uniprot/P21860
http://www.uniprot.org/uniprot/Q15303
http://www.uniprot.org/uniprot/P03372
http://www.uniprot.org/uniprot/Q92731
http://www.uniprot.org/uniprot/P05413
http://www.uniprot.org/uniprot/P25445
http://www.uniprot.org/uniprot/P48023
http://www.uniprot.org/entry/P49327
http://www.uniprot.org/uniprot/P05230
http://www.uniprot.org/uniprot/P09038
http://www.uniprot.org/uniprot/P11487
http://www.uniprot.org/uniprot/P08620
http://www.uniprot.org/uniprot/P12034
http://www.uniprot.org/uniprot/P10767
http://www.uniprot.org/uniprot/P21781
http://www.uniprot.org/uniprot/P55075
http://www.uniprot.org/uniprot/P31371
http://www.uniprot.org/uniprot/O15520
http://www.uniprot.org/uniprot/Q92914
http://www.uniprot.org/uniprot/P61328
http://www.uniprot.org/uniprot/Q92913
http://www.uniprot.org/uniprot/Q92915
http://www.uniprot.org/uniprot/O43320
http://www.uniprot.org/uniprot/O60258
http://www.uniprot.org/uniprot/O76093
http://www.uniprot.org/uniprot/O95750
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9NP95
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9NSA1
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9HCT0
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9GZV9
http://www.uniprot.org/uniprot/P11362
http://www.uniprot.org/entry/P21802
http://www.uniprot.org/entry/P17948
http://www.uniprot.org/entry/P35916
http://www.uniprot.org/uniprot/P02751
http://www.uniprot.org/uniprot/A8MTJ6
http://www.uniprot.org/uniprot/P19883
http://www.uniprot.org/uniprot/P02794

FUT1

GHR
GJA1
GJB1
GJB2
GJB6
GLI3
GPAM
GPAT4
GRB10

GUSB

HEY1

HGF
HIF1A

ID1

ID2

IFNG
IGF1
IGF1R
IGF2
IGFBP2
IGFBP3
IGFBPS
IGFR1
IHH
IL12A
IL13
IL4
IL6ST
INSIG1
INSR
IRF1
IRS1
IRS2

ITGA2

ITGAS
ITGAG
ITGAV

ITGB1
JAG1
JAK

fucosyltransferase 1 (H blood group)

growth hormone receptor
gap junction protein, alpha 1, 43kDa
gap junction protein beta 1
gap junction protein beta 2
gap junction protein beta 6
GLI family zinc finger 3
glycerol-3-phosphate acyltransferase, mitochondrial
glycerol-3-phosphate acyltransferase 4
growth factor receptor bound protein 10
glucuronidase, beta
hes-related family bHLH transcription factor with YRPW
motif 1
hepatocyte growth factor (hepapoietin A; scatter factor)

hypoxia inducible factor 1 alpha subunit

inhibitor of DNA binding 1, dominant negative helix-loop-
helix protein

inhibitor of DNA binding 2, dominant negative helix-loop-
helix protein

interferon, gamma
insulin-like growth factor 1 (somatomedin C)
insulin-like growth factor 1 receptor
insulin-like growth factor 2
insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa
insulin-like growth factor binding protein 3
insulin-like growth factor binding protein 5
insulin like growth factor 1 receptor
indian hedgehog
interleukin 12A
interleukin 13
interleukin 4
interleukin 6 signal transducer
insulin induced gene 1
insulin receptor
interferon regulatory factor 1
insulin receptor substrate 1

insulin receptor substrate 2

integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2
receptor)

integrin, alpha 5 (fibronectin receptor, alpha polypeptide)
integrin, alpha 6
integrin, alpha V

integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta polypeptide,
antigen CD29 includes MDF2, MSK12)

jagged 1

Janus kinase

P19526

P10912
P17302
P08034
P29033
095452
P10071
Q9HCL2
Q86UL3
Q13322

P08236

Q9Y5J3

P14210
Q16665

P41134

Q02363

P01579
P05019
P08069
P01344
P18065
P17936
P24593
P08069
Q14623
P29459
P35225
P05112
P40189
015503
P06213
P10914
P35568

Q9Y4H2
P17301

P08648
P23229
PO6756

P0O5556
P78504
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Bilateria
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Eukaryota
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Metazoa

Gnathostomata
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http://www.uniprot.org/uniprot/P19526
http://www.uniprot.org/uniprot/P10912
http://www.uniprot.org/uniprot/P17302
http://www.uniprot.org/entry/P08034
http://www.uniprot.org/entry/P29033
http://www.uniprot.org/entry/O95452
http://www.uniprot.org/uniprot/P10071
http://www.uniprot.org/entry/Q9HCL2
http://www.uniprot.org/entry/Q86UL3
http://www.uniprot.org/entry/Q13322
http://www.uniprot.org/uniprot/P08236
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y5J3
http://www.uniprot.org/uniprot/P14210
http://www.uniprot.org/entry/Q16665
http://www.uniprot.org/entry/P41134
http://www.uniprot.org/entry/Q02363
http://www.uniprot.org/entry/P01579
http://www.uniprot.org/uniprot/P05019
http://www.uniprot.org/uniprot/P08069
http://www.uniprot.org/uniprot/P01344
http://www.uniprot.org/uniprot/P18065
http://www.uniprot.org/uniprot/P17936
http://www.uniprot.org/uniprot/P24593
http://www.uniprot.org/uniprot/P08069
http://www.uniprot.org/uniprot/Q14623
http://www.uniprot.org/entry/P29459
http://www.uniprot.org/entry/P35225
http://www.uniprot.org/entry/P05112
http://www.uniprot.org/uniprot/P40189
http://www.uniprot.org/entry/O15503
http://www.uniprot.org/entry/P06213
http://www.uniprot.org/entry/P10914
http://www.uniprot.org/uniprot/P35568
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y4H2
http://www.uniprot.org/uniprot/P17301
http://www.uniprot.org/uniprot/P08648
http://www.uniprot.org/entry/P23229
http://www.uniprot.org/uniprot/P06756
http://www.uniprot.org/uniprot/P05556

JAK1
JAK2

JAK3

KDR
KLK8
KLKB1
LALBA
LAM
LAMA1
LAMA2
LAMA3
LAMA4
LAMAS
LAMB1
LAMB2
LAMB3
LAMBA4
LAMC1
LAMC2
LAMC3

LAP3

LDH

LDHA

LDHB

LEF1
LEPR
LIF
LPIN1
LPL
LTF
LYZ
MAPK
MAPK1
MAPK3
MAPK4
MAPK6
MAPK?7
MAPKS8
MAPK9
MAPK10
MAPK11
MAPK12

Janus kinase 1

Janus kinase 2

Janus kinase 3

kinase insert domain receptor
kallikrein related peptidase 8
kallikrein B1
lactalbumin alpha
laminin
laminin, alpha 1
laminin, alpha 2
laminin, alpha 3
laminin, alpha 4
laminin, alpha 5
laminin, beta 1
laminin, beta 2 (laminin S)
laminin, beta 3
laminin, beta 4
laminin, gamma 1
laminin, gamma 2
laminin, gamma 3

leucine aminopeptidase 3
lactate dehydrogenase
lactate dehydrogenase A

lactate dehydrogenase B

lymphoid enhancer-binding factor 1
leptin receptor
leukemia inhibitory factor
lipin 1
lipoprotein lipase
lactotransferrin
lysozyme
mitogen-activated protein kinase
mitogen-activated protein kinase 1
mitogen-activated protein kinase 3
mitogen-activated protein kinase 4
mitogen-activated protein kinase 6
mitogen-activated protein kinase 7
mitogen-activated protein kinase 8
mitogen-activated protein kinase 9
mitogen-activated protein kinase 10
mitogen-activated protein kinase 11
mitogen-activated protein kinase 12

P23458
060674

P52333
P35968
060259
P03952
P0O0709
P25391
P24043
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http://www.uniprot.org/entry/P23458
http://www.uniprot.org/entry/O60674
http://www.uniprot.org/entry/P52333
http://www.uniprot.org/entry/P35968
http://www.uniprot.org/entry/O60259
http://www.uniprot.org/uniprot/P03952
http://www.uniprot.org/entry/P00709
http://www.uniprot.org/uniprot/P25391
http://www.uniprot.org/uniprot/P24043
http://www.uniprot.org/uniprot/Q16787
http://www.uniprot.org/uniprot/Q16363
http://www.uniprot.org/uniprot/O15230
http://www.uniprot.org/uniprot/P07942
http://www.uniprot.org/uniprot/P55268
http://www.uniprot.org/uniprot/Q13751
http://www.uniprot.org/uniprot/A4D0S4
http://www.uniprot.org/uniprot/P11047
http://www.uniprot.org/uniprot/Q13753
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y6N6
http://www.uniprot.org/entry/P28838
http://www.uniprot.org/entry/P00338
http://www.uniprot.org/entry/P07195
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9UJU2
http://www.uniprot.org/entry/P48357
http://www.uniprot.org/uniprot/P15018
http://www.uniprot.org/entry/Q14693
http://www.uniprot.org/uniprot/P06858
http://www.uniprot.org/uniprot/P02788
http://www.uniprot.org/entry/P61626
http://www.uniprot.org/uniprot/P28482
http://www.uniprot.org/uniprot/P27361
http://www.uniprot.org/uniprot/P31152
http://www.uniprot.org/uniprot/Q16659
http://www.uniprot.org/uniprot/Q13164
http://www.uniprot.org/uniprot/P45983
http://www.uniprot.org/uniprot/P45984
http://www.uniprot.org/uniprot/P53779
http://www.uniprot.org/uniprot/Q15759
http://www.uniprot.org/uniprot/P53778

MAPK13
MAPK14
MAPK15
MCOLN1

MDH
MDH1

MDH2

MDK
MET
MFGES

MME

MMP
MMP2

MMP3

MMP9
MSX2
MTNR1A

MTOR

MYC
NCOA3
NEO1
NFIC

NFIC(2)
NFKB
NFKB1
NFKB2

NOS2

NOTCH
NOTCH1
NOTCH2
NOTCH3
NOTCH4

NROB1

NROB2

NR1H

NR1H2

NR1H3

NR3C1

NR3C2

mitogen-activated protein kinase 13

mitogen-activated protein kinase 14

mitogen-activated protein kinase 15
mucolipin 1

malate dehydrogenase
malate dehydrogenase 1

malate dehydrogenase 2

midkine (neurite growth-promoting factor 2)
MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase
milk fat globule-EGF factor 8 protein

membrane metallo-endopeptidase

matrix metallopeptidase

matrix metallopeptidase 2

matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1,
progelatinase)

matrix metallopeptidase 9
msh homeobox 2

melatonin receptor 1A
mechanistic target of rapamycin (serine/threonine
kinase)

v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog
nuclear receptor coactivator 3
neogenin 1
nuclear factor I/C (CCAAT-binding transcription factor)

nuclear factor I/C (CCAAT-binding transcription factor)
isoform 2

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer
in B-cells

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer
in B-cells 1

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer
in B-cells 2 (p49/p100)
nitric oxide synthase 2

notch

notch 1

notch 2

notch 3

notch 4
nuclear receptor subfamily O group B member 1
nuclear receptor subfamily O group B member 2

nuclear receptor subfamily 1 group H

nuclear receptor subfamily 1 group H member 2
nuclear receptor subfamily 1 group H member 3
nuclear receptor subfamily 3 group C member 1
nuclear receptor subfamily 3 group C member 2

015264

Q16539
Q8TD08
Q9GZU1l

P40925

P40926
P21741
P0O8581
Q08431

P08473

P08253
P08254

P14780
P35548
P48039

P42345

P01106

Q9Y609

Q92859
P08651

P19838

Q00653

P35228

P46531
Q04721
Q9UM47
Q99466
P51843

Q15466

P55055
Q13133
P04150
P08235
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http://www.uniprot.org/uniprot/O15264
http://www.uniprot.org/uniprot/Q16539
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PHB2
PIGA
PIGR
PIK3
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PIK3CD

PIK3CG
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PPARG
PPARGC1A
PRKA
PRKAA1
PRKAA2
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PRLR(L)
PRLR(S)
PSAP
PTCH
PTCH1
PTCH2

neuregulin
neuregulin 1
neuregulin 2
neuregulin 3
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nuclear receptor interacting protein 1
netrin 1
neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2

3-oxoacid CoA-transferase 1

par-6 family cell polarity regulator beta

platelet-derived growth factor alpha polypeptide
platelet-derived growth factor receptor, alpha
polypeptide
period circadian clock 2
platelet factor 4
progesterone receptor
progesterone receptor isoform B
prohibitin 2
phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis class A
polymeric immunoglobulin receptor
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic
subunit alpha
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic
subunit beta

phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic
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perilipin 2
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protein kinase AMP-activated non-catalytic subunit beta
2
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PTGS2

PTHI1IR
PTHLH
PTK2
PTPN1
PTPN11
PXN
PXN(4)

RAC1

RAC1(B)

RARA

RARB
ROBO1
ROBO4

ROCK
ROCK1
ROCK2

RPS6KB1

RRM
RRM1
RRM2

RRM2B

RXR
RXRA
RXRB
RXRG

SCD
SDH
SDHA
SDHB
SDHC

SDHD

SHH
SKIL
SLC2A1
SLC30A2

phosphatase and tensin homolog
prostaglandin-endoperoxide synthase 2

parathyroid hormone 1 receptor
parathyroid hormone-like hormone
protein tyrosine kinase 2
protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 1
protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11
paxillin
paxillin isoform 4

ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (rho family,
small GTP binding protein Racl)

ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (rho family,
small GTP binding protein Racl) isoform B

retinoic acid receptor, alpha
retinoic acid receptor, beta
roundabout guidance receptor 1
roundabout guidance receptor 4
Rho associated coiled-coil containing protein kinase
Rho associated coiled-coil containing protein kinase 1
Rho associated coiled-coil containing protein kinase 2
ribosomal protein S6 kinase, 70kDa, polypeptide 1

ribonucleotide reductase
ribonucleotide reductase catalytic subunit M1

ribonucleotide reductase regulatory subunit M2
ribonucleotide reductase regulatory TP53 inducible
subunit M2B
retinoid X receptor
retinoid X receptor alpha
retinoid X receptor beta
retinoid X receptor gamma

stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase)

succinate dehydrogenase

succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit
A

succinate dehydrogenase complex iron sulfur subunit B

succinate dehydrogenase complex subunit C
succinate dehydrogenase complex subunit D, integral
membrane protein
sonic hedgehog
SKI-like proto-oncogene
solute carrier family 2 member 1
solute carrier family 30 (zinc transporter), member 2
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P19793
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SLC30A4

SLC39A8
SLIT
SLIT1
SLIT2
SLIT3
SMAD3
SMADA4

SOCS1

SOCS2
SOCS3
SPP1
SPRY2
SRC
SREBF1
SSTR3
SSTR5
STAT1

STAT3

STATS
STAT5A
STATSB

STAT6

STK11
TAC
TAC1
TAC3
TAC4
TBX15
TBX2
TBX3

TFAP2C

TFRC
TGFA
TGFB
TGFB1
TGFB2
TGFB3
TGFB1I1
TGFBR1

TGFBRI(Tsk7L)

THBS

solute carrier family 30 (zinc transporter), member 4

solute carrier family 39 (zinc transporter), member 8
slit
slit guidance ligand 1
slit guidance ligand 2
slit guidance ligand 3
SMAD family member 3
SMAD family member 4

suppressor of cytokine signaling 1

suppressor of cytokine signaling 2
suppressor of cytokine signaling 3
secreted phosphoprotein 1
sprouty RTK signaling antagonist 2
SRC proto-oncogene, non-receptor tyrosine kinase
sterol regulatory element binding transcription factor 1
somatostatin receptor 3
somatostatin receptor 5
signal transducer and activator of transcription 1

signal transducer and activator of transcription 3 (acute-
phase response factor)

signal transducer and activator of transcription 5
signal transducer and activator of transcription 5A
signal transducer and activator of transcription 5B

signal transducer and activator of transcription 6,
interleukin-4 induced

serine/threonine kinase 11
tachykinin
tachykinin, precursor 1
tachykinin 3
tachykinin 4 (hemokinin)
T-box 15
T-box 2
T-box 3

transcription factor AP-2 gamma (activating enhancer
binding protein 2 gamma)

transferrin receptor

transforming growth factor, alpha

transforming growth factor, beta
transforming growth factor, beta 1
transforming growth factor, beta 2
transforming growth factor, beta 3

transforming growth factor beta 1 induced transcript 1
transforming growth factor, beta receptor 1

transforming growth factor, beta receptor 1 Tsk7L

thrombospondin
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P84022

Q13485
015524

014508
014543
P10451
043597
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THBS1
THBS2
THBS3
THBS4
TIMP
TIMP1
TIMP2
TIMP3
TIMP4
TIP1
TNF
TNFAIP3
TNFRSF11A
TNFRSF19
TNFSF11
TP53
TPH1
TRIM33
VDR
VEGF
VEGFA
VEGFB
VEGFC
VIM
WFDC
WFDC2
WFDC3
WFDC5
WFDC6
WFDC8
WFDC9
WFDC10A
WFDC10B
WFDC11

WFDC12

WFDC13
WNT
WNT1
WNT2
WNT2B
WNT3
WNT3A
WNT4
WNTS5A
WNT5B

thrombospondin 1
thrombospondin 2
thrombospondin 3
thrombospondin 4
TIMP metallopeptidase inhibitor
TIMP metallopeptidase inhibitor 1
TIMP metallopeptidase inhibitor 2
TIMP metallopeptidase inhibitor 3
TIMP metallopeptidase inhibitor 4
tight junction protein 1
tumor necrosis factor
TNF alpha induced protein 3
tumor necrosis factor receptor superfamily member 11a
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 19
tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 11
tumor protein p53
tryptophan hydroxylase 1
tripartite motif containing 33
vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin D3) receptor
vascular endothelial growth factor
vascular endothelial growth factor A
vascular endothelial growth factor B
vascular endothelial growth factor C
vimentin
WAP four-disulfide core domain
WAP four-disulfide core domain 2
WAP four-disulfide core domain 3
WAP four-disulfide core domain 5
WAP four-disulfide core domain 6
WAP four-disulfide core domain 8
WAP four-disulfide core domain 9
WAP four-disulfide core domain 10A
WAP four-disulfide core domain 10B
WAP four-disulfide core domain 11

WAP four-disulfide core domain 12

WAP four-disulfide core domain 13
wingless-type MMTYV integration site family
wingless-type MMTYV integration site family, member 1
wingless-type MMTV integration site family member 2
wingless-type MMTV integration site family, member 2B
wingless-type MMTV integration site family, member 3
wingless-type MMTYV integration site family, member 3A
wingless-type MMTYV integration site family, member 4
wingless-type MMTYV integration site family, member 5A
wingless-type MMTV integration site family, member 5B
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WNT6
WNT9A
WNT9B

WNT10A

WNT10B

WNT11
WNT16

XDH

YY1l
ZEB1

wingless-type MMTYV integration site family, member 6
wingless-type MMTV integration site family, member 9A

wingless-type MMTYV integration site family, member 9B

wingless-type MMTV integration site family, member
10A

wingless-type MMTYV integration site family, member
10B

wingless-type MMTV integration site family, member 11
wingless-type MMTYV integration site family, member 16

xanthine dehydrogenase

YY1 transcription factor
zinc finger E-box binding homeobox 1
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014904
014905

Q9GZT5
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Q9uUBV4

P47989
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