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RESUMO

Martins, WK. Analise do perfil de expressdo génica em melanomas humanos.

Sao Paulo; 2007. [Tese de Doutorado-Fundacdo Antonio Prudente]

O melanoma cutaneo ¢ a principal causa de morte por cancer de pele no Brasil,
apresentando como principais fatores etiologicos e de predisposi¢do a exposicao a
radiagdo UV e, as alteragdes genéticas e epigenéticas. Um modelo aceito para o
processo tumorigénico do melanoma cutdneo ¢ a transformagdo continua dos
melanodcitos normais a displasia melanocitica, e por tltimo ao melanoma maligno.
Os eventos moleculares que explicam este processo tém sido parcialmente
caracterizados, e somente um limitado nimero de genes foi identificado como
sendo importantes na iniciagdo e progressdo do melanoma. Dentre estes se
destacam aqueles envolvidos na regulagdo do ciclo celular, apoptose, transdugio
de sinal, adesdo celular, e digestdio de matriz extracelular. Neste projeto,
determinamos o perfil de expressdao génica em amostras de melanomas primarios
e metastaticos. Ao empregar a metodologia de busca de moddulos funcionais
descrita por SEGAL et al. (2003; 2004) identificamos alguns moédulos funcionais
que apresentaram mudanca de estado de ativagdo com significancia estatistica
(p<0,05), segundo o grupo de melanoma: desenvolvimento da epiderme; atividade
de peptidase; comunicagdo celular; adesdo celular; receptor neuroativo ligante e
assinatura metastatica. Além disso, através da abordagem hipdteses baseadas em
dados, identificamos milhares de pares de genes funcionalmente relacionados que
apresentaram significativa quebra de correlagdo segundo o grupo de melanoma.
Dentre estes destacamos aqueles presentes nos modulos funcionais
desenvolvimento da epiderme - KLK7 (Kallikrein-7 precursor) x LAMA3
(Laminin, alpha 3); KLK7 x EVPL (Envoplakin); KLK7 x BNC (Basonuclin 1) e
KLK7 x SCEL (Sciellin); atividade de peptidase - KLK6 (Kallikrein-6 precursor)
x KLK13 (Kallikrein-13 precursor); comunicagdo celular - COL3AL (Collagen,
type 111, alpha 1) x COL6A3 (Collagen, type VI, alpha 3); adesio celular - GPR56
(G protein-coupled receptor 56) x POSTN (Periostin precursor) e assinatura



metastatica - LUM (Lumican precursor) x COL6A3 e IGFBP4 (Insulin-like
growth factor-binding protein 4) x IGF2 (Insulin-like growth factor-2). E
finalmente, a partir das redes de relevincia baseadas no processo de “descamagao
da epiderme” e no “sistema IGF” propusemos: 1) um mecanismo de transposi¢ao
da lamina basal ou de migragdo intra-epidérmica modulado, principalmente, por
kalicreinas e por suas proteases-inibidoras; e 2) um mecanismo de sobrevivéncia e

proliferacio modulado por IGFBP4 e por suas serina-proteases reguladoras

(KLKs e MMPs).



SUMMARY

Martins, WK. [Analysis of gene expression profiling in human melanoma].
Sao Paulo; 2007. [Tese de Doutorado-Fundag¢ao Antonio Prudente]

Cutaneous melanoma is the leading cause of skin cancer death in occidental
countries, having as major etiological and predisposing factors the exposion to
UV radiation, and genetic and epigenetic susceptibility. The tumorigenesis of
melanoma is explained by a continuous malignant transformation, from normal
melanocytes to melanocytic displasia and melanoma. The underlying molecular
events that explain malignant melanoma genesis have been only partially
characterized, and only a small number of genes have been identified as playing
key roles in melanoma initiation and progression. Among these, some cell cycle
regulators, apoptotic, signal transduction, cell adhesion, and matrix digestion
genes have been demonstrated to be deregulated in this neoplasm. In current
project, we determined the gene expression profiling in primary and metastatic
human melanoma disease. We improved the methodology developing by SEGAL
et al. (2003; 2004) to stablish some functional maps which demonstrated
significant alteration (p<0,05) when primary and metastatic disease were
compared: epidermis development; peptidase activity; cell communication; cell
adhesion; neuroactive ligand receptor and metastatic signature. Furthermore, we
determined according to relevance networks concept pair of genes functionally
related that showed significant alteration in your correlations coefficients when
primary and metastatic disease were compared. Among these we report those
related to epidermis development - KLK7 (Kallikrein-7 precursor) x LAMA3
(Laminin, alpha 3); KLK7 x EVPL (Envoplakin); KLK7 x BNC (Basonuclin 1) and
KLK7 x SCEL (Sciellin); peptidase activity - KLKG6 (Kallikrein-6 precursor) x
KLK13 (Kallikrein-13 precursor); cell communication - COL3A1 (Collagen, type
I11, alpha 1) x COL6A3 (Collagen, type VI, alpha 3cell adhesion - GPR56 (G
protein-coupled receptor 56) x POSTN (Periostin precursor) and metastatic
signature - LUM (Lumican precursor) x COL6A3 and IGFBP4 (Insulin-like
growth factor-binding protein 4) x IGF2 (Insulin-like growth factor-2). And



finally, we proposed two biological processes for melanoma progression that were

based on epidermis desquamation and IGF system relevance networks.
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1 INTRODUCAO

1.1 O CANCER

O cancer se caracteriza por um crescimento celular anormal e desordenado
que persiste mesmo apds a suspensdo do evento inicial da transformagdo maligna
e que resisti aos eventos reguladores da proliferacdo celular, como a apoptose
(IGNEY e KRAMMER 2002).

Segundo o proposto por HANAHAN e WEINBERG, em 2000, a
malignizagdo celular se manifesta & medida que essas seis essenciais habilidades
sdo adquiridas: 1) autoproliferagdo; 2) escape aos mecanismos inibitorios do
crescimento celular; 3) perda de senescéncia celular; 4) evasdo a apoptose; 5)
sustentacdo da angiogénese e linfangiogénese; 6) evasdo tecidual e metéstase
(HANAHAN e WEINBERG 2000).

Ao longo da progressdo do melanoma cutineo, destacam-se além das
aquisicdes consideradas anteriormente, aquelas relativas a “assinatura metastatica
seed-soil” (CHAMBERS et al. 2002) ¢ a plasticidade celular (MANIOTIS et al.

1999; HESS et al. 2001; HENDRIX et al. 2001, 2002, 2003).



1.2 ESTUDANDO O MELANOMA CUTANEO HUMANO

Embora outros tumores sejam responsaveis pela elevada mortalidade por
cancer no mundo, o melanoma cutdneo em estadio mais avangado se destaca pela
sua elevada resisténcia terapéutica e mau prognostico. O que reafirma a relevancia
de estuda-lo seja quanto aos aspectos clinicos, histopatologicos ou moleculares.

Assim, como principais alvos de estudo temos: 1) os mecanismos
envolvidos no balango coordenado da manuten¢do da homeostase celular; 2) as
comunicagdes extracelulares, intracelulares e intercelulares dos melanomas; 3) a
combinac¢do das alteracdes genéticas (somaticas ou germinativas) e epigenéticas; e
4) as andlises do perfil de expressdo génica entre melanomas primarios e
metastaticos.

Para uma melhor discuss@o sobre os aspectos bioldgicos, histopatoldgicos
e moleculares do melanoma cutaneo, apresentaremos a seguir alguns principios
basicos sobre a pele e seus constituintes. Além de discutirmos sobre alguns

aspectos que delineiam a transformacdo maligna do melanoma cutaneo.

1.2.1 Conhecendo a pele e seus principais constituintes
Pele

A pele ¢ constituida por uma porcao epitelial de origem ectodérmica, a
epiderme, e uma porgéo conjuntiva de origem mesodérmica, a derme. Abaixo em
continuidade com a derme encontra-se a hipoderme caracterizada por um tecido

conjuntivo frouxo que pode conter muitas células adiposas, constituindo o



paniculo adiposo. Embora nao faga parte da pele, a hipoderme serve de unido

com os orgdos subjacentes (JUNQUEIRA ¢ CARNEIRO 2004).

A epiderme ¢ constituida por um epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado. A matriz extracelular é escassa e consiste, principalmente, de uma
fina camada denominada l&mina basal que se situa subjacente ao epitélio. As
células mais abundantes nesse epitélio sdo os queratinocitos. No entanto, a
epiderme apresenta ainda trés tipos celulares distintos — os melandcitos, as células
de langerhans e as de Merkel (JUNQUEIRA ¢ CARNEIRO 2004).

A espessura e a estrututa da epiderme variam com o local estudado, sendo
mais espessa ¢ complexa na palma das maos e na planta dos pés. Nessas regides
atinge a espessura de 1,5 mm e apresenta vista da derme para a superficie, cinco
camadas:

. Camada basal — constituida por células prismaticas ou cubodides, basofilas
conectadas a lamina basal através de juncdes célula-matriz promovidas por
integrinas, constituindo hemidesmossomas e contatos focais que se
conectam, respectivamente, aos filamentos de queratina e de actina. Nessa
camada encontram-se células-tronco responsaveis pela continua renovagao
do epitélio epidérmico.

. Camada espinhosa — formada por queratinocitos cuboides ou ligeiramente
achatados, os quais se mantem unidos através de jungdes célula-célula
moduladas por interagdes homofilicas via E-caderinas e desmossomas que
se conectam, respectivamente, aos filamentos de actina e de queratina.

. Camada granulosa — formada por queratindcitos poligonais achatados,

nucleo central e citoplasma granuloso e basofilo. Essas células apresentam
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os granulos lamelares que contém discos lamelares formados por camadas
lipidicas envoltos por membrana.

. Camada lucida — mais evidente na pele espessa e constituida por uma
delgada camada de queratindcitos achatados, eosinofilos e translucidos,
cujos nucleos e organelas citoplasmaticas foram digeridos por enzimas
lisossomais.

. Camada cornea — apresenta espessura variavel e ¢ constituida por
queratindcitos achatados, mortos e sem nucleo, e cujo citoplasma
apresenta-se repleto de queratina. Representa o ultimo estadio de
diferenciagdo dos queratinocitos, os quais foram transformados em células
sem vida e que descamam continuamente (JUNQUEIRA ¢ CARNEIRO
2004).

A pele fina ao contrario da espessa ndo apresenta as camadas granulosa e
lucida, apresentando ainda uma camada cornea muito reduzida (JUNQUEIRA e
CARNEIRO 2004).

A derme ¢ constituida por um tecido conjuntivo cuja espessura varia de
acordo com a regido observada, atingindo um maximo de 3,0 mm na planta do pé.
Sua superficie externa ¢ irregular, observando-se saliéncias, as papilas dérmicas
que acompanham as reentrancias correspondentes da epiderme (JUNQUEIRA e
CARNEIRO 2004).

A derme ¢ formada por duas camadas, de limites pouco distintos: a papilar
(superficial) e a reticular (mais profunda). A camada papilar ¢ fina, constituida por
tecido conjuntivo frouxo que forma as papilas dérmicas. Nesta camada foram

descritas fibrilas especiais de colageno que se inserem por um lado na lamina



basal e pelo outro penetram profundamente na derme. A camada reticular € mais
espessa, constituida por tecido conjuntivo denso. Ambas as camadas contém
muitas fibras elasticas responsaveis em parte pela eslaticidade da pele. Além dos
vasos sangiiineos e linfaticos, dos nervos, de foliculos pilosos, glandulas sebaceas

e sudoriparas (JUNQUEIRA e CARNEIRO 2004).

A
Epiderme {

S .

vy

Derme

Melanodcitos

. Melanina
Hipoderme -~

U EEEEEEEEERERAREREEREAEEE R

Legenda: Esquema da pele apresentando suas trés camadas (A) e a localiza¢do dos melandcitos na
epiderme, em maior aumento (B).

Fonte: Adaptacao de Medline Plus, Medical encyclopedia (2004).
Figura 1 — Constituigdo da pele.

Melandcitos

Os melandcitos sdo derivados da crista neural embrionaria, sendo
responsdveis pela fotoprotecdo da pele, através da produgcdo do pigmento
melanina que protege os queratinocitos adjacentes e as demais células epidérmicas

do dano celular que a radiagdo solar provoca. Os melanocitos se encontram na
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juncdo dermo-epidérmica estando conectados, através de hemidesmossomas, a
lamina basal onde representam 10% da populacdo celular total (Figura 1B).

Os melandcitos apresentam terminagdes dendriticas que os conectam a
queratindcitos das camadas basal e espinhosa compondo a unidade pigmentar
epidérmica. Esta interagdo melandcito-queratinocito ¢ mediada por moléculas de
adesdo especificas, conexinas (HSU et al. 2000a), E-caderina (GUMBINER 2000)
e desmogleinas. A interagdo via E-caderina, por exemplo, apresenta um papel
critico no controle dos melandcitos pelos queratinocitos (TANG et al. 1994; HSU
et al. 1996, 2000a e b; LI et al. 2002).

De acordo com a revisdo de SOENGAS ¢ LOWE em 2003, os melandcitos
sdo dependentes de BCL2 para sobreviverem, cuja expressao ¢ estimulada pelos
fatores de crescimento NGF (Neural growth factor) (ZHAI et al. 1996) ¢ SCF
(Stem cell factor) (KAWAGUCHI et al. 2001) secretados por queratindcitos. O
fator SCF se liga ao seu receptor c-Kit com conseqiiente transativagdo do fator de
transcricdo MITF (Microphthalmia-associated transcription factor) responsavel
pela ativagdo da transcri¢ao dos genes: 1) TYRP-1 (Tyrosinase-related protein 1)
e TYRP-2 (Tyrosinase-related protein 2) responsaveis pela proliferacdo e
diferenciagdo dos melandcitos (KAWAGUCHI et al. 2001); 2) e do fator
antiapoptotico BCL2 (B-cell CLL/lymphoma 2) (MCGILL et al. 2002).

Ao longo da transformagdo maligna dos melandcitos, ocorrem alteragdes
nas comunicagdes intercelulares que conferem as células de melanoma habilidade
de superar os sinais antiproliferativos, migrando assim para sitios a distancia ou

locoregionais (LI et al. 2003).



7

Uma das principais alteragdes ¢ a perda progressiva de E-caderina
(DANEN et al. 1996; HSU et al. 1996; LI et al. 2001). Além disso, a
reprogramagao das moléculas de adesdao em células de melanoma (expressdo de
N-caderina, Mel-CAM e [B3-integrinas) contribui para a produ¢do de sinais de
sobrevivéncia: inativa¢ao de PTEN e ativagdo constitutiva de AKT (v-akt murine
thymoma viral oncogene), NFkB e da via RAS/RAF/MAPK. Estes sinais de
sobrevivéncia, além de promoverem proliferagdo e invasdo, sumprimem os
mecanismos intrinseco e extrinseco de morte programada (SOENGAS ¢ LOWE
2003).

A expressdo de N-caderina ¢ uma das responsaveis pela agregagdo
homofilica entre células de melanoma e fibroblastos, e também, células
endoteliais da derme, implicando em migragdo e extravasamento para a circulagido

sangiiinea (HSU et al. 2000a, 200b; LI et al. 2001).

1.3 O MELANOMA CUTANEO

1.3.1 Epidemiologia

O melanoma cutaneo ¢ um cancer epidémico nos Estados Unidos e paises
ocidentais, onde sua incidéncia tem aumentado drasticamente por décadas, a uma
taxa de aproximadamente 5% ao ano (STADELMANN et al. 1998; TUCKER e
GOLDSTEIN 2003).

Segundo as estimativas de incidéncia de cancer no Brasil, foram previstos,

para 2006, 2.710 casos novos em homens e 3.050 em mulheres. As maiores taxas
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estimadas em homens e mulheres encontram-se na regidao Sul (Ministério da
Saude 2005).

Nos paises desenvolvidos, a sobrevida média estimada em cinco anos ¢ de
73%, enquanto que, para os paises em desenvolvimento, a sobrevida média ¢ de

56%. A média mundial estimada ¢ de 69% (Ministério da Saude 2005).

1.3.2 Etiologia
Origem

O melanoma cutaneo se origina da transformagdo maligna dos
melanocitos, podendo ser classificado em quatro subtipos: extensivo superficial;
nodular; lentigo maligno; e acral lentiginoso, os quais apresentam distintas
caracteristicas histopatoldgicas, clinicas e biologicas. Esta subclassificacdo baseia-
se, primariamente, na localizagdo anatOmica e nos padroes de crescimento,
conforme revisado por CHUDNOVSKY et al. em 2005, Figura 2.

O melanoma cutdneo pode se originar de lesdes precursoras (nevos
displasicos e atipicos), ou mais freqiientemente sem associagdo com doenca pré-
maligna (CHUDNOVSKY et al. 2005). Cerca de 8-12% dos melanomas tém
caracteristicas hereditarias, (FOUNTAIN et al. 1990), enquanto 18% a 35% sao
produtos da transformacdo de um nevo pré-existente (NEWTON et al. 1993;

BRUCE e BRODLAND 2000).



Subtipes Freqiiéncias  Sitios Caracteristicas
5'?‘,“1 .
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superficial
Pernas ’

10— 25% Tronco RGP, 6 - 18 meses
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Nao se associa & exposigio solar
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€M negros
i
Lentigo . A - A
L o Cabega e pescogo  Associa-se & exposicio solar cronica
maligna <1% .
J de idosos RGP, 3 - 15 anos
‘ melanoma

Fonte: Adaptacdo de CHUDNOVSKY et al. (2005).

Figura 2 - Classificagdo histologica do melanoma cutaneo.

O processo tumorigénico do melanoma cutaneo

Um modelo aceito para o processo tumorigénico do melanoma cutaneo ¢ a
transformagao continua dos melanocitos normais a displasia melanocitica, e por
ultimo ao melanoma maligno (HUSSEIN 2004).

A lesdo benigna designada como nevo melanocitico comum representa a
etapa inicial do curso da proliferacio melanocitica. Nesta fase, células névicas
proliferam ao longo da jung¢ao dermo-epidérmica constituindo uma hiperplasia
melanocitica juncional estavel e persistente.

Havendo aquisi¢cdo e acumulo de alteracdes genéticas que culminem para
atipia e displasia celular, as células névicas prosseguem para a segunda etapa da
progressao melanocitica definida como displasia melanocitica. Esta fase
representa o inicio do processo da transformacao maligna dos melandcitos, apesar

do crescimento celular ainda ser limitado e controlado.
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Contudo, uma vez adquirida autonomia parcial do crescimento celular
representada pela habilidade de proliferar independentemente e indefinidamente,
melandcitos displasicos se transformam em células de melanoma em fase de
crescimento radial - RGP (Radial Growth Phase).

A etapa subseqiiente da progressdo do melanoma RGP para uma fase
freqiientemente mais invasiva, definida como fase de crescimento vertical - VGP
(Vertical Growth Phase) representa a etapa mais crucial da progressao tumoral do
melanoma cutaneo. Durante esta transicdo células de melanoma VGP adquirem
maior capacidade autoproliferativa, de sobrevivéncia e de invasdo, conforme
podemos visualizar na Figura 3. E a extensdo desta autonomia do crescimento
celular direciona a trajetéria do melanoma primario, progredindo para o estadio
mais avangado da progressao melanocitica definido como melanoma metastatico.

Células de melanoma

Legenda: (A) Melanoma in situ RGP; (B) Melanoma maligno VGP.
Fonte: CHUDNOVSKY et al. (2005).

Figura 3 - Fases da progressao histologica da transformagao maligna.
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Fatores de risco

Viérios fatores de risco para o desenvolvimento do melanoma ja foram
descritos, incluindo sensibilidade a luz solar; pele clara e do tipo I; cabelos e olhos
claros; tendéncia a sardas; histéria familiar de melanoma; nevo displésico;
aumento do numero de nevos atipicos; nevo congénito € Imunossupressao
(American Academy of Dermatology). Embora a exposi¢ao solar seja considerada
o principal fator etiolégico para o melanoma cutaneo, o risco associado a este
tumor nao esta completamente definido (RIVERS 2004; RAGER et al. 2005).

Queimaduras, especialmente na infancia (WHITEMAN et al. 2001), e
exposicao intermitente aumentam o risco para o melanoma cutaneo, porém
exposicdes cumulativas e ocupacionais parecem ndo aumentar este risco
(HELFAND E KRAGES 2003). H4 indicios de que a exposi¢do ocupacional de
alguma forma proteja contra o melanoma (ELWOOD e JOPSON 1997;
HAKANSSON et al. 2001).

Estes achados sugerem que fatores que direcionam o desenvolvimento do
melanoma variam de acordo com o fendtipo e condigdes ambientais

experimentadas pelo individuo (RIVERS 2004).

Radiacgéo solar

A luz solar ¢ composta por um espectro continuo de radiagdo
eletromagnética - infravermelho visivel (400-700 nm) e ultravioleta (200-400
nm). Os comprimentos de onda mais nocivos e carcinogénicos sao os que cobrem
quase todo o espectro da radiagdo ultravioleta (UV): UVA (320-400 nm) e UVB

(280-320 nm) (JHAPPAN et al. 2003). Contudo, o papel exato destes no processo
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de malignizacdo nao ¢ totalmente conhecido, embora haja dados na literatura

indicando a sua importancia:

1.

ativacao de receptores tirosina-quinases (RTKs) com conseqiiente ativacao
de ambas as vias RAS/RAF/MAPK quinase (DEVARY et al. 1992;
RADLER-POHL et al. 1993) e PI3K/AKT (WAN et al. 2001);

ativacao do receptor MC1R (SUZUKI et al. 1999; ROUZAUD et al. 2005)
com conseqliente ativagdo de AMP-ciclico que ira ativar PKA/CREB
(BUSCA e BALLOTTI 2000) que medeia a transcri¢do do fator MITF
responsavel por modular melanogénese e resisténcia a apoptose
(GILCHREST e ELLER 1999). Além disso, ha ativagdo também da via
RAS/B-RAF/MAPK quinase (BUSCA et al. 2000).

provoca lesdes diretas na molécula de DNA UVB-dependentes: formagao
de dimeros de pirimidina (fotoproduto 6-4 e dimeros ciclobutano de timina
ou citosina); e lesdes indiretas UVA-dependentes: producdo de oxigé€nio
reativo — ROS e radicais livres (JHAPPAN et al. 2003).

A exposi¢ao solar se apresenta como fator iniciador do processo de

tumorigénese, principalmente para individuos com histérico familiar de

melanoma ou com fendtipo considerado de risco (propensdo a nevo e sardas; nevo

atipico e displésico; pele clara e do tipo I; cabelos e olhos claros). No entanto,

para individuos com melandcitos com baixa tendéncia a se desenvolver dentro de

um nevo, esta passa a ser o principal promotor de malignizagdo e

desenvolvimento do melanoma cutaneo (RIVERS 2004).
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De forma sucinta, teriamos, entdo, dois processos para o desenvolvimento
do melanoma: um relacionado ao grau de exposicao solar e outro relacionado a
instabilidade melanocitica (RIVERS 2004).

De fato, melanomas associados a exposicao cronica solar, freqlientemente,
apresentam neoplasmas contiguos, tais como ceratoses, ¢ se desenvolvem mais
tarde em decorréncia de aberragdes cromossomicas UV-induzidas (CURTIN et al.
2005).

A transformagdo maligna sem associacdo a exposi¢do cronica solar pode
ser explicada, ou por mutacdes em B-RAF (B-Raf proto-oncogene
serine/threonine-protein kinase) juntamente com deple¢ao de PTEN (Phosphatase
and tensin homolog); ou por mutagdes somente no proto-oncogene N-RAS.
Todavia, em melanomas acrais, nao-UV associados, sdo mais freqlientes
amplificagdes dos genes CCND1 (Cyclin D1); CDK4 (Ciclin dependent kinase-4)
e dele¢ao de CDKN2A (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) (CURTIN et al.
2005).

Além destas alteragdes associadas ou ndao a radiacdo UV, ha uma
infinidade de alteragdes genéticas (SHANLEY et al. 1995; DEGEN et al. 1996;
SMITH-SORENSEN e HOVIG et al. 1996; ZUO et al. 1996; GULDBERG et al.
1997; TENG et al. 1997; SAUTER E HERLYN 1998; SOUFIR et al. 1998;
AITKEN et al. 1999; STRANGE et al. 1999; PALMER et al. 2000; AUROY et al.
2001; KENNEDY et al. 2001; DAVIES et al. 2002; BISHOP et al. 2002;
HEWITT et al. 2002; SHAHBAZI et al. 2002; CHIN 2003; SNOO e HAYWARD

2005) e epigenéticas (ESTELLER et al. 2000; SPUGNARDI et al. 2003;
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FURUTA et al. 2004; HOON et al. 2004) que se integram na progressao
melanocitica.

Para muitas das altera¢des associadas ao melanoma cutaneo, variagdes no
nivel de expressao de varios genes ja foram identificadas (SAUTER E HERLYN
1998; SLOMINSKI et al. 1998, 2001; HALPERN ¢ ALTMAN 1999; BITTNER
et al. 2000; WANG e MARINCOLA 2000; NEWELL-PRICE et al. 2001; CARR
et al. 2003; MIRMOHAMMADSADEGH et al. 2004; SMITH et al. 2004;
WEERARATNA et al. 2004; NAMBIAR et al. 2004; HAQQ et al. 2005;

WINNEPENNINCKX et al. 2006).

1.3.3 Diagndstico, estadiamento clinico e progndstico
Diagnostico

O diagnodstico ¢ baseado quanto a presenga de melandcitos atipicos
proliferando ao longo da jung¢do dermo-epidérmica. A abordagem consenso para
se avaliar uma lesdo macroscopicamente ¢ a triagem dermatoscopica (NACHBAR
et al. 1994).

Em casos de suspeita de malignizagdo, remove-se a lesdo através de
bidpsias excisionais ou incisionais, as quais sao analisadas histopatologicamente.
Apo6s a confirmagdo do diagnostico, determinar-se o estadiamento e o plano de
seguimento clinico (MASCI e BORDEN 2002; NEVES et al. 2003; TOVO et al.

2003).
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Estadiamento clinico

O estadiamento do melanoma cutaneo ¢ regido por critérios de andlise
clinica e histopatologica estabelecidos pelo comité americano AJCC-2002
(American Joint Committee on Cancer 2002) (BALCH et al. 2000, 2001a, 2001b).

A fim de praticidade, reprodutibilidade e aplicabilidade, o protocolo
AJCC-2002 adotou algumas normas, as quais baseadas na classificagio TNM
(Tumor-Node-Metastasis) sao capazes de estratificar a evolu¢do clinica ¢
histopatologica do melanoma cutaneo em diferentes niveis de estadios - 0 ao 1V,

Figura 4 (BALCH et al. 2000, 2001b).

Classificagao T

T1 < 1,0 mm a: sem nlceragio ou Clark /11
b: com ulcera¢iio ou Clark IV/V

T2 1,01- 2,0 mm a: sem ulveracao
b: com ulceracao

T3 2,01 - 4,0 mm a: sem ulceracao
b: com ulceracio

T4 > 4,0 mm a: sem ulceracao
b: com ulcerac¢io

Classificagao N

N1 1 linfonodo a: micro metastase
b: macro metastase

N2 2 a 3 linfonodos a: micro metastase
b: macro metastase

o melasiases em transilomadulos salélites SEM metidstase Iinfonodal

N3 > 4 linfonodos; ou a combinacio de metastase em transito/modulos satélites COM metdstase linfonodal

Classificagao M

M1 A distincia em pele,
tecido subeutaneo

ou linfonodos LDH sérico normal
M2 Pulmio LDH sérico normal
M3 Outros argios viscerais LDH sérieo normal

Quaisquer metastases

a distancia LDH sérico clevado

Fonte: BALCH et al. (2001b).
Figura 4 - Classificagdo TNM para o melanoma cutaneo - AJCC 2002.
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Progndstico

Dentre os fatores de prognodsticos mais importantes para o melanoma
cutaneo localizado, destacam-se a espessura do tumor (T) dada pelo indice de
Breslow (BRESLOW 1970) e a presenga ou auséncia de ulceracdo (BALCH et al.
2001b).

A espessura do tumor ¢ medida em milimetros da camada granulosa da
epiderme até a célula de melanoma mais profunda na derme (BRESLOW 1970).
O aumento da espessura do tumor esta associado com pior sobrevida (BALCH et
al. 2001b). Embora o nivel Clark, definido por Wallace Clark (1969) e citado por
Balch (BALCH et al, 2001b p.3639), tenha sido muito usado no estadiamento do
melanoma, atualmente, é considerado um fator preditivo somente para melanomas
finos (<1,0mm), Figura 4.

O nivel de Clark corresponde a profundidade da invasdo do melanoma na
derme em cinco niveis: I) melanoma confinado a epiderme sem invasdo da derme
papilar; II) invasao da derme papilar, porém com pequeno numero de células de
melanoma atingindo a interface entre a derme papilar e reticular; III)
comprometimento de toda a derme papilar até a transicdo com a derme reticular
sem, porém invadi-la; IV) invasdo da derme reticular e V) invasdo da hipoderme.

A ulceracdo, determinada histopatologicamente, ¢ definida como auséncia
de epiderme intacta, recobrindo uma significante por¢do do tumor primario. Um
dado importante ¢ que a ulceragdo diminui a sobrevida em todas as categorias de
espessura, tratando-se do unico fator preditivo capaz de modificar o prognéstico
de pacientes com doenca linfonodal positiva (BALCH et al. 2001a, 2001b; 2003;

HOMSI et al. 2005).
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Um dos fatores que preconiza um prognéstico ruim para o melanoma ¢ a
sua capacidade metastatica, porém os mecanismos relacionados a esta habilidade
ainda ndo foram totalmente esclarecidos. Como estes tumores metastaticos nao
apresentam subclasses histopatologicas fixas e bem definidas (CARR et al. 2003),
estes sdo considerados excelentes alvos de estudo de expressao génica diferencial,
possibilitando a identificagdo de marcadores moleculares correlacionados as

metastases.

1.3.4 Andlise da expressdo génica em melanomas cutdneos humanos

Prévias andlises de transcriptomas de melanomas cutaneos tém contribuido
grandemente para o melhor entendimento da sua progressdo. H4 vérios trabalhos
na literatura que j4 identificaram, através da andlise do perfil de expressdo génica,
alguns possiveis candidatos a marcadores de prognostico e, ou diagndstico, ou
mesmo alvos terapéuticos.

Para isso, muitas técnicas tém sido empregadas, desde técnicas mais
simples as mais robustas: Northern Blot; RT-PCR (Reverse transcription —
polymerase chain reaction); Real Time PCR; SAGE (Serial Analysis of Gene
Expression); SMART (Switch Mechanism At the 5’end of RNA Templates) e
Microarrays de oligonucleotideos ¢ de cDNA’s

Dos trabalhos empregando ensaio de Real Time PCR quantitativo, destaca-
se o estudo da expressdo de antigenos associados a diferenciagdo de melanoma —
TYRP-1; TYRP-2; MLANA (Melan-A). Este trabalho demonstrou que a expressao

elevada dos genes TYRP-1 e TYRP-2 apresentava correlacdo estatisticamente
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significativa com a sobrevida de pacientes com doenga avancada (TAKEUCHI et
al. 2003).

Dos poucos estudos utilizando SAGE, destaca-se o trabalho publicado por
Weeraratna e colaboradores em 2004. Os resultados obtidos neste estudo
corroboram com prévias analises por microarrays, confirmando a importancia da
sinalizacdo celular modulada pelo célcio intracelular, pelos receptores acoplados a
proteina G e pela familia Wnt/Frizzled (BITTNER et al. 2000). Nesta biblioteca
de SAGE, um dos genes mais significativamente expresso foi o gene regulador de
calcio p94 (Calpain 3). Através da analise por imuno-histoquimica foi
demonstrado que p94 move-se do nucleo de células névicas para o citoplasma de
células de melanoma, sugerindo a ativacdo da sua proteinase intracelular
(WEERARATNA et al. 2004).

Além de WEERARATNA et al. (2004) e SMITH et al. (2004)
estabeleceram o padrdo de expressdo dos seguintes transcritos: ATM (Ataxia
telangiectasia mutated), HEI10 (Human enhancer of invasion 10), PKD1
(Polycystic kidney disease 1), IL-10R (Interleukin 10 receptor, alpha), ¢ de FLJ11151I
(Hypothetical protein FLJ11151) em nevus ¢ melanomas malignos.

Da imensa informagdo gerada através de microarrays destacamos os genes
WNT5A (Wingless-type MMTYV integration site family, member 5A); RHO C (Ras
homolog gene family, member C); ITGB1 (Integrin £1); ITGB3 (Integrin 43) e
ITGAL(Integrin «1); SDC4 (Syndecan 4); VCL (Vinculin) cuja alteragdo na
expressao pode contribuir principalmente no aumento de motilidade e potencial de
invasdao em melanomas humanos (BITTNER et al. 2000; CLARK et al. 2000;

WEERARATNA et al. 2002).
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MCGILL et al. (2002) usando arrays de oligonucleotideos para identificar
alvos transcricionais para o fator MITF mostraram regulagdo do gene anti-
apoptédtico BCL2 por MITF.

Analisando o perfil de expressdo de metastases de melanomas e
melandcitos  primarios, Mirmohammadsadegh e colaboradores observaram
aumento da expressdo de GRB10 (Growth factor receptor-bound protein 10) e
diminui¢do dos genes pro-apoptoticos BAX (BCL2-associated X protein) e BAD
(BCL2-antagonist of cell death), e das glutationas envolvidas na desintoxicagio e
reducdo do stress celular GSTT1 (Glutathione S-transferase theta 1) e GSR
(Glutathione reductase) (MIRMOHAMMADSADEGH et al. 2004).

Ainda, em outro estudo de analise de expressdo génica, Nambiar e
colaboradores identificaram dentre os genes mais diferencialmente expressos, cuja
expressdo estava aumentada em pelo menos duas vezes em metastases de
melanomas cutaneo: AKT2 (V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 2);
B-RAF; RAF-1 (V-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1); GRB10;
MEK2 (Mitogen-activated protein kinase kinase 2); MAPK6 (Mitogen-activated
protein kinase 6); MAPKY7 (Mitogen-activated protein kinase 7); E2F3 (E2F
transcription factor 3); c-met e CDC25C (Cell division cycle 25 homolog C); ou
pelo menos duas vezes menos expressos: DSC1 (Desmocolin 1) ¢ DSC3
(Desmocolin 3); CTNND2 (Catenin delta 2); PCDHL1 (Protocadherin 1); IGF1R
(Insulin-like growth factor receptor-1); IGF2 (Insulin-like growth factor-2);
IGFBP2 (Insulin-like growth factor-binding protein 2), IGFBP4 (Insulin-like
growth factor-binding protein 4); IGFBP6 (Insulin-like growth factor-binding

protein 6); DAPK1 (Death-associated protein kinase 1) (NAMBIAR et al. 2005).
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Em um esforco de se entender melhor a transformagdo maligna dos
melandcitos, Haqq e colaboradores, usando microarrays com 20.862 cDNAs,
examinaram assinaturas moleculares de conhecidas passagens do modelo de
progressdo tumoral do melanoma cutineo, de lesdes benignas ao melanoma
primario e metastatico. Na andlise de expressdo diferencial entre as fases radial e
vertical de uma mesma lesdo primaria, mostraram perda de expressdo dos genes
MMP10 (Matrix metallopeptidase 10) e CDH3 (Cadherin 3, type 1, P-cadherin)
durante a transi¢do da fase de crescimento radial para vertical.

Além disso, identificaram um grupo de genes relacionados a diferenciagao
melanocitica - GPM6A (Glycoprotein M6A); CCL18 (Chemokine (C-C motif)
ligand 18 (pulmonary and activation-regulated)); MLANA; TYRP-1; a
transformagao maligna - CXCL1 (Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma
growth stimulating activity, alpha); CDC25B (Cell division cycle 25 homolog B);
SARS (Seryl-tRNA synthetase); CCL3 (Chemokine (C-C motif) ligand 3); CXCL10
(Chemokine (C-X-C motif) ligand 10); BCL2A1 (BCL2-related protein Al);
RAB32 (RAB32, member RAS oncogene family); SPP1 (Secreted phosphoprotein
1- osteopontin, bone sialoprotein 1, early T-lymphocyte activation 1); dentre
outros). Identificaram também um grupo de genes cuja expressdo foi perdida ao
longo da metastatizagdo - IGFBP7 (Insulin-like growth factor-binding protein 7);
HLA-DQB1 (Major histocompatibility complex, class I, DQ beta 1); S100A2
(5100 calcium binding protein A2); RBP1 (Retinol binding protein 1, cellular);
GPD1 (Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1); LUM (Lumican precursor);
HPS1 (Hermansky-Pudlak syndrome 1); TMP21 (Transmembrane protein

Tmp21); COL6A3 (Collagen, type VI, alpha 3); IKZF5 (IKAROS family zinc
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finger 5 - Pegasus); ALOX5 (Arachidonate 5-lipoxygenase); COL3AL (Collagen,
type 111, alpha 1); KITLG (KIT ligand); PDGFRA (Platelet-derived growth factor
receptor, alpha polypeptide); FBLN2 (Fibulin 2); HLA-DQB2 (Major

histocompatibility complex, class 11, DQ beta 2) (HAQQ et al. 2005).
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar da viabilizacdo de programas de educagdo e orientagdo sobre o
risco da exposicao solar, o melanoma cutaneo continua sendo um problema de
saude publica. E isto se reflete no aumento de sua incidéncia a uma taxa de
aproximadamente 5% ao ano (STADELMANN et al. 1998; TUCKER e
GOLDSTEIN 2003).

Embora haja grandes esforgos cientificos de carater epidemioldgico e
clinico, muitas questdes relativas aos paradigmas bioldgicos do melanoma
cutaneo humano permanecem, ainda, em discussdo. E ¢ neste contexto que este
projeto pretendeu contribuir. A partir do estudo do estado de ativacdo ou
inativacdo de moddulos funcionais indicamos vias ou processos bioldgicos que
possam estar relacionados a progressao do melanoma primario para o seu estadio
mais agressivo, o metastatico. Além de construir, também, redes de relevancia,
seguindo o conceito de hipdteses baseadas em dados, para os mddulos funcionais

avaliados.
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OBJETIVOS

Analisar o perfil de expressao gé€nica em melanomas humanos por CDNA

microarrays.

3.1

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar o perfil da expressdo génica em tumores primarios e
metastaticos de melanoma cutineo, utilizando-se a tecnologia de cCDNA
microarrays;

Determinar modulos funcionais alterados segundo o grupo de melanoma;

Construir redes de relevancia entre genes funcionalmente relacionados.
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4 METODOLOGIA

As amostras de melanomas foram devidamente processadas conforme o

fluxograma a seguir:

‘ Amostra ciriirgica ou biopsia

-

~

Fixac¢io em N, liquido ou
RNALater™

Antes Depois

| Extragio e amplificacdo do RNA
‘ mensageiro

40

2.1
i4

0.5

‘ Marcacdo indireta dos cDNAs ‘
e

\ Hibridizacdo e captacao das imagens ‘

i

ik

Analise dos dados

Figura 5 — Fluxograma da metodologia empregada.
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41 PACIENTES E AMOSTRAS

Pacientes atendidos no Departamento de Oncologia Cutdnea do Hospital
A. C. Camargo foram convidados a participar deste estudo, aprovado pela
comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital A. C. Camargo. Todos os pacientes
assinaram um termo de consentimento, também, aprovado pela comissdo de Etica
em Pesquisa do Hospital A. C. Camargo - protocolo n® 567/04, em 27 de janeiro
de 2004. O anonimato dos pacientes foi garantido pela codificagdo numérica,

seguindo o sugerido por GRIZZLE et al. (1999).

42 COLETA DAS AMOSTRAS E VALIDACAO

HISTOPATOLOGICA

As amostras foram obtidas cirurgicamente sem comprometimento dos
exames anatomopatolégicos e fixadas em RNALater ™ (Ambion, EUA), conforme
o proposto por FLORELL et al., em 2001; ou ainda, congeladas em nitrogénio
liquido.

Antes de serem processadas, todas as amostras foram submetidas a
confirmagdo histopatoldgica. Esta validagdo visa ndo somente a confirmagdo do
diagnodstico, mas também a avaliacdo da amostra quanto a presenca de necrose,
infiltrado inflamatério, estroma, epiderme e tecido adiposo. Pelo fato do
melanoma cutaneo apresentar algumas limitagdes relevantes, tais como o elevado

indice de necrose, como também a propria histologia da pele (contigliidade da
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epiderme e estroma), optamos por manter um critério minimo de 60% do tecido
tumoral em todas as amostras.

Para a analise descritiva da amostragem foi utilizado o pacote estatistico

para Windows - SPSS 13.0.

43 EXTRACAO DO RNA TOTAL

Para a extragdo do RNA total utilizamos o kit RNEasy Midi Kit™ (Qiagen,
EUA) que nos possibilitou a extracdo livre do pigmento melanina, conforme
sugerido por KYVERIS et al. em 2002.

A avaliagdo da quantidade e grau de pureza do RNA total extraido foi
efetuada em espectrofotometro (GeneQuant, Clamart Cedex, Franga), onde se
detecta absorbancias a 230nm, 260nm e 280nm. As amostras consideradas como
6timas e livres de contaminantes prejudiciais a técnica de amplificag¢@o in vitro
apresentaram razao 260/280 (entre 1.8 e 2.1) e razdo 230/260 (entre 1.6 -2.1).

A qualidade do RNA total foi avaliada pela integridade dos RNAs
ribossomais 28S e 18S, apos o fracionamento eletroforético de 1,0 ug de RNA
total, sob condi¢gdes desnaturantes, em gel de agarose 1,0% (p/v) corado com
brometo de etidio (0,15 pg/mL). Apenas aquelas amostras que apresentaram uma
propor¢ao dos transcritos ribossomais 28S/18S maior que um (BITTNER et al.

2003) foram utilizadas neste estudo, Figura 5.
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4.4  AMPLIFICACAO DO RNA MENSAGEIRO E REFERENCIA

A técnica de amplificacdo linear foi baseada na amplificagdo do RNA poly
A" pela T7-RNA polimerase, descrito por GOMES et al. (2003). Sucintamente,
esta técnica permite que o sitio de ligagdo da T7-RNA polimerase seja
incorporado a porgao 5 dos ds-cDNAs por iniciadores oligo-dTs durante a reacao
de transcricdo reversa (Figura 6). Estes iniciadores contém 15 a 24 timinas em sua
extremidade 3’, e cerca de 39 nucleotideos relativos ao promotor bacteriano do
fago T7 em sua porcdo 5° (VAN GELDER et al. 1990; PHILLIPS et al. 1996).

Esta técnica foi modificada empregando-se o primer oligo dT(24)-T7 [5°
GGC CAG TGA ATT GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG AGG CGG T (24)
3’] (BAUGH et al. 2001) na reagdo de transcri¢do ao invés do primer oligo
dT(15)-T7 [S> AAA CGA CGG CCA GTG AAT TGT AAT ACG ACT CAC
TAT AGG CGC T (15) 3’] usualmente utilizado nos trabalhos de WANG et al.
(2000); GOMES et al. (2003). Esta alteragdo proporcionou um rendimento de
1.000 - 2.000 vezes em apenas um ciclo de amplificacdo, o que outrora era
conseguido com somente dois ciclos.

No entanto, para amplificar o RNA referéncia empregamos o oligo
dT(15)-T7, com conseqiiente utilizacdo de dois ciclos de amplificacdo (WANG et

al. 2000; GOMES et al. 2003).
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Figura 6 - Esquema da amplificagao in vitro.

Resumidamente, 100 — 500 ng/ulL do primer oligo dT(24)-T7 (Integrated
DNA technologies, EUA) foi adicionado a 1,0 - 3,0 ug de RNA total, a um
volume final de 8,1 uL de reacdo. O RNA total foi, entdo, desnaturado a 70°C por
10 minutos. Para aumentar a eficicia de anelamento do oligo dT(24)-T7 a por¢ao
3’ do mRNA, diminuimos a temperatura em banho de gelo por 5 minutos. Esta
regido promotora do fago bacteriano foi incorporada a extremidade 5° dos cDNAs

pela reagdo de transcricdo reversa em presenca de 1X de First-Strand Buffer
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(SuperScript™ Il Reverse Transcriptase, Invitrogen, EUA), 3,0 mMol/L de
MgCl, (ImProm-1I™ Reverse Transcription System, Promega, EUA), 10,0
mMol/L de Dithiotreitol (DTT; SuperScript™ Il Reverse Transcriptase;
Invitrogen), 1,0 mMol/L de mix-dNTPs (Eppendorf, EUA), 1,0 U/uL de RNasin
(RNasin® Plus RNase Inhibitor, Promega, EUA) e 1,0 uL de RTase (ImProm-11™
Reverse Transcription System, Promega, EUA). Para maior eficiéncia da sintese
do cDNA a reacdo foi incubada a 25°C por 5 minutos; 42°C por 2 horas; seguido
de aquecimento a 75°C por 15 minutos para desnaturagdo das enzimas
empregadas.

A segunda fita do cDNA foi sintetizada em presenga de 1X de Second-
Strand Buffer (Invitrogen, EUA); 0,2 mMol/L de mix-dNTPs (Eppendorf, EUA);
0,012U/uL de RNase H (Invitrogen, EUA); 0,10 U/uL de E. coli DNA ligase
(Invitrogen, EUA); e 0,30 U/uL de DNA Polymerase | (Invitrogen, EUA). A
reagao de sintese do ds-cDNA foi efetuada por 2 horas a 16°C. Apds este tempo,
adicionamos 0,10 U/uL de T4-DNA Polymerase (Invitrogen, EUA), seguido de
incubagdo a 16°C por 10 minutos. Apods a sintese dos ds-cDNAs, tanto o RNA
ribossdmico quanto as enzimas foram degradados em solugdo alcalina (EDTA a
0,0714 Mol/L e NaOH a 0,29 Mol/L) sob aquecimento a 75°C por 20 minutos.
Para ajuste do pH do produto anterior, adicionamos 0,22 Mol/L de HCl. Em
seguida, adicionamos 100,0 pL de dgua DEPC e 500 ng de acrilamida linear
(Ambion, EUA). A esta mistura foi adicionado 190,0 puL. da combinagado de fenol:
cloroférmio: 4alcool-isoamilico (25:24:1), com conseguinte inversdao por 20
segundos e, centrifugacdo a 14.000RPM (Eppendorf centrifuge 5417C) a 25°C por

5 minutos. A fase aquosa foi, entdo, repurificada por adicdo de 190,0 puL da



30
mistura cloroformio: alcool-isoamilico (24:1), sob as mesmas condi¢des da
extragdo organica anterior. A seguir, precipitamos a fase aquosa, por uma hora e
meia a -20°C, em etanol 70% (v/v) em presenca de 1,0 Mol/uL de acetato de
amonio ¢ 500 ng de acrilamida linear. Ap6s a precipitacdo, o precipitado foi
lavado em etanol 75% (v/v) por no minimo trés vezes. Uma vez lavado e
devidamente seco, estes ds-cDNAs foram solubilizados em 10,0 puL de agua
tratada com DEPC pH 7.0, para posterior amplificagao in vitro, utilizando-se o kit
RiboMAX™ Large Scale RNA Production System—T7 (Promega, EUA).
Resumidamente, a estes 10,0 uL. de ds-cDNAs foram adicionados: 1X de tampao
Ribomax; 7,5 mMol/L de mix de rNTP’s; e 2,5 uL do enzyme mix-T7-RNA
polymerase. Esta reacao foi, entdo, incubada a 37°C por 5 horas.

O material amplificado (5° Poly (U) aRNA) foi purificado pelo método do
TRizol® (Invitrogen™ Life Technologies, EUA), removendo-se ambos os
ribonucleotideos livres e ds-cDNAs templates. A concentragdo dos 5’ Poly (U)
aRNAs foi determinada por leitura das absorbancias a 230nm, 260nm e 280nm
em espectrofotometro (GeneQuant, Clamart Cedex, France).

Os perfis gerados foram monitorados por eletroforese em gel de agarose a
1,0% (p/v) corado com de brometo de etidio (0,15 pg/mL) (Figura 5).

O tamanho do perfil quando se emprega um ciclo de amplificagdo foi de
2000 a 400 nts (nucleotideos), e de 1200 a 400 nts para dois ciclos de acordo com

o demonstrado por BITTNER et al. 2003; GOMES et al. 2003.
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45 CONSTRUCAO DA LAMINA DE cDNA MICROARRAY

Utilizamos CcDNA microarrays confeccionados no Laboratorio de
Genomica Funcional do ILPC/SP, contendo 144 elementos vazios, 48 cDNAs
controles e 4.608 diferentes seqiiéncias de cDNAs (ORESTES) provenientes do
banco de clones do Projeto Genoma Humano do Cancer FAPESP/ILPC. A
elaboracdo dos probes e espotagem dos mesmos em laminas de vidro silanizadas
foi padronizada e optimizada a partir dos protocolos descritos por
CHANDRASEKHARAPPA et al. 2003 e CHILDS et al. 2003.

As seqiiéncias ORESTES (SOUZA et al. 2000; CAMARGO et al. 2001;
BRENTANI H et al. 2003) utilizadas na ldmina ILPC - 4.8K 02 foram
selecionadas segundo os critérios descritos por BRENTANI et al. (2005):

= As seqiiéncias correspondem a genes de seqliéncias completas e
conhecidas;

* As seqiiéncias ndo apresentam identidade maior que 85% quando
comparada com quaisquer fragmentos de 100 pares de bases do genoma
humano;

* As seqliéncias s6 produzem um Unico alinhamento no genoma humano;

* As seqiiéncias correspondem a extremidade mais 3’ do gene, mas sempre
5’ao primeiro sitio de poli-adenilacao;

* As seqiliéncias sdo maiores que 300 pares de bases.

Os cDNAs de controle interno empregados em nosso estudo sao
seqliéncias dos genes DAP (DapF diaminopimelate epimerase), THR (trnB-Thr

tRNA), TRP (trnD-Trp tRNA), PHE (trnD-Phe tRNA) e LYS (trnY-Lys tRNA) da
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bactéria Bacillus subtilis, e que foram utilizados como controle de qualidade e

reprodutibilidade da reagdo de transcricdao reversa, durante a marcagdo de nossas

amostras (GOMES et al. 2003).

46 MARCACAO DO RNA AMPLIFICADO

Para a marcagdo indireta tanto dos 5’ poly (U) aRNAs em estudo quanto
do 5’ poly (U) aRNA referéncia, foi empregado o protocolo descrito por COX e
SINGER em 2004.

Resumidamente, a 6,0 ug de 5’poly (U) aRNAs foram adicionados 0,375
ug/ul de Random Primer (dN6; Amersham Pharmacia Biotech, UK); 2,0 uL de
mix-RNA controle, totalizando 15,4 puL de reacdo que foi aquecido a 70°C por 10
minutos, e resfriado em banho de gelo por 5 minutos. A transcri¢do reversa e
randomica foi realizada em presenga de 1,0X de First-Strand Buffer (ImProm-I1™
Reverse Transcription System, Promega, EUA); 6,0 mMol/L de MgCl,; 0,5
mMol/L de dATP; dCTP e dGTP; 0,2 mMol/L de dTTP (Clontech, EUA) e 0,3
mMol/L de 5-3-aminoallyl-2'-deoxyuridine 5'-triphosphate aa-dUTP (Sigma,
EUA); 1,0 U/uL de RNasin(RNasin® Plus RNase Inhibitor, Promega, EUA) ¢ 2,0
uL de RTase (ImProm-11™ Reverse Transcription System, Promega, EUA). A
mistura foi incubada a 25°C por 10 minutos e 42°C por 2 horas; e os 5’ Poly (U)
aRNAs foram degradados em solugdo alcalina (EDTA a 0,0833 Mol/L ¢ NaOH a
0,333 Mol/L) sob aquecimento a 75°C por 20 minutos. Para ajuste do pH do
produto anterior, adicionamos 0,25 Mol/L de HCI. A seguir, precipitamos esta

mistura em 80% (v/v) de isopropanol acrescido de 0,70 Mol/uL de acetato de
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amonio, 200 ng de acrilamida linear e 40 pg de glicogénio (Roche Diagnostics
Gmbh), por 10 minutos a temperatura ambiente.

Esta metodologia possibilitou a incorporagdo enzimatica da molécula aa-
dUTP a molécula de cDNA, que ap0s precipitacdo e lavagens em etanol a 75%
(v/v), foi entdao solubilizada em solugdo de bicarbonato de so6dio a 0,065 Mol/L
pH 9.0 e fracionada em duas distintas reagdes de acoplamento relativas a
incorporacdo quimica das moléculas fluorescentes amino-reativas: os ésteres
succinidimil alexa-flior 555 e 647 (Molecular Probes — Invitrogen®) (COX e
SINGER 2004).

Apds a incorporacdo dos ésteres, purificamos os cDNAs marcados em
coluna QIAquick PCR Purification (Qiagen, EUA). Apds a sua purifica¢ao, ambas
as populacdes de cDNA marcado (amostra e referéncia) foram reunidas em um
unico tubo, ao qual adicionamos 2,0 pg de DNA poly (A) (Amersham
Biosciences, EUA) e 2,0 ug de Human Cot-1 DNA® (Invitrogen, EUA). A seguir,
reduzimos esta solugdo em Savant Speed Vac Concentrator (Savant, EUA) a qual
adicionamos 0,015 Mol/L de Citrato de sodio (Tri — Sodium citrate dehydrate,
Merk); 0,15 Mol/L de cloreto de sodio; 0,10% (p/v) de SDS (Dodecyl Sulfate
Sodium Salt, Merk); 0,10% p/v de Ficol (Ficoll 400); 0,10% p/v de BSA (bovine
serum albumin) e 0,10% p/v de Polivinilpirolidona; 40% (v/v) de formamida e
10,0 pg de esperma de salmao. Mantivemos esta solugdo sob agitagdo a SOORPM

(Thermomixer eppendorf) a 45°C até o seu uso.
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4.7 HIBRIDIZACAO

As etapas de pré-hibridizacdo, hibridiza¢do e lavagem das laminas foram
realizadas conforme descrito por GOMES et al. em 2003. Todas as amostras
foram hibridizadas em duplicatas, com inversdo dos corantes entre a amostra € o
RNA referéncia.

Resumidamente, as laminas de CDNA microarrays foram pré-hibridizadas
em 23,0 mL de solu¢do contendo 0,075 Mol/L de Citrato de sodio; 0,75 Mol/L de
cloreto de sodio; 1,0% (p/v) de BSA solucdo de Denhardts a 5X - 0,10% (p/v) de
Ficol; 0,10% (p/v) de BSA e 0,10% (p/v) de Polivinil pirolidona; e 0,10% (p/v)
de SDS, por pelo menos 12 horas a 42°C. Apds a pré-hibridizagdo, as laminas
foram lavadas em 4gua MilliQ pH 7.0 a 42°C por alguns segundos, e
centrifugadas a 1.500g por 2 minutos para secagem. Para enfim, serem montadas
na estac¢ao de hibridizagdo (Genomic Solutions, EUA).

Os cDNAs marcados em 100,0 pL de tampao de hibridizagdo foram
aquecidos a 95°C por 5 minutos e mantidos a 70°C até sua aplicagdo sobre a
lamina.

A reacdo de hibridizagdo ocorreu sob as seguintes condigdes
desnaturantes: 70°C por 5 minutos; 55°C por 45 minutos e a 42°C por pelo menos
20 horas.

Uma vez hibridizadas, as laminas foram submetidas as seguintes lavagens:
uma vez em solugdo a 0,03 Mol/L de Citrato de sodio € 0,30 Mol/L de cloreto de
sodio pH 7.0 (filtrado e pré-aquecido a 42°C) por 10 minutos a temperatura

ambiente; duas vezes em solugdo a 1,50 mMol/L de Citrato de sodio; 15,0
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mMol/L de cloreto de sodio e 0,10% (p/v) de SDS pH 7.0 (filtrado e pré-aquecido
a 42°C) por 10 minutos a temperatura ambiente; e finalmente, duas vezes em
solugdo a 1,50 mMol/L de Citrato de sédio e 15,0 mMol/L de cloreto de sodio e
pH 7.0 (filtrado e pré-aquecido a 42°C) por 10 minutos a temperatura ambiente.
Enfim lavadas, seguimos para centrifugacdo a 1.500g por 2 minutos para
secagem.

Ja devidamente lavadas e secadas, realizamos o processo de digitalizagdo

das laminas e capturagdo das imagens.

48 DIGITALIZACAO DAS IMAGENS E QUANTIFICACAO

Os sinais gerados foram capturados por scanner confocal a laser
(ScanArrayTM Express Microarray Acquisition System — Packard BioScience
Biochip Technologies, EUA), usando-se uma resolu¢do de 10 microns e
sensibilidade de captagdo PMT de 60% para ambos os canais. Cada hibridizagao
produziu um par de imagens 16-bit TIFF (Tagged Information File Format).

A quantifica¢do das intensidades dos elementos ¢ background médio local
de todas as laminas foram feitas aplicando-se o método Histograma do software
ScanArray™ Express — Packard BioScience Biochip Technologies, conforme
sugerido por GOMES et al. em 2003. Os valores de intensidade R e G referem-se

a incorporagdo dos corantes alexa-647 (RED) e alexa-555 (GREEN).
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49 NORMALIZACAO DOS DADOS

A fim de se ajustar variagdes sistematicas lineares e ndo-lineares, ambas
do tipo intensidade-dependentes, principalmente para elementos de baixa
intensidade, empregamos o método de regressao linear localmente ponderada com
span 4 e grau 1, LOWESS — Locally Weighted Scatter-plot Smoothing (Cleveland
1974, citado por QUACKENBUSH 2001 p. 419).

Uma vez normalizados, o conjunto de dados foi filtrado, excluindo-se
elementos vazios, cDNAs controles e elementos cuja intensidade de sinal for igual
ou menor que o background médio local.

Seguindo a abordagem de comparagdo indireta, empregamos um RNA
referéncia comum composto por um pool de RNA total de linhagens de melanoma
humano (SKMEL-05, SKMEL-17, SKMEL-28, SKMEL-37 ¢ SKMEL-188).
Desta forma, para cada gene foi determinada a razdo de expressdo, em log,, entre
as intensidades da AMOSTRA e da amostra REFERENCIA (YANG e SPEED
2002; CHURCHILL 2002; QUACKENBUSH 2002).

Os dados de expressdao (R e G) de uma uUnica lamina sdo usualmente
dispostos em um grafico MA-plot, onde M representa a diferenga entre a
intensidade R e G, em logy, (M= log, R/G). E A (intensidade total) a média entre
as intensidades R e G, também em log, (A = 'z log, RG). Este tipo de disposi¢ao
dos dados ¢ de suma importancia no propdsito que a normalizacdo representa,
pois através da curvatura da nuvem de pontos no MA-plot, fica evidente, por
exemplo, as variagdes sistematicas intensidade-dependentes, principalmente para

elementos de baixa intensidade (YANG et al. 2002; DUDOIT et al. 2002).
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Para avaliar variagdes sistematicas e espaciais relativas as diferencas no
comprimento ou abertura das agulhas, ¢ ainda a deformagao depois de longas
horas de espotagem (YANG et al. 2001, 2002) construimos graficos do tipo box-
plot apresentando a distribui¢do das medianas da razdo de intensidade (M) para

cada um dos 48 subarrays de nossa lamina ILPC - 4.8K 02.

4.10 ANALISE DOS DADOS

Todas as tabelas geradas apds a quantificacdo dos dados foram submetidas
ao Laboratorio de Biologia Computacional do Hospital A. C. Camargo para
analises de qualidade. Para cada amostra foi possivel obter informacdes sobre as
correlacdes entre as réplicas.

As analises matematicas e estatisticas foram realizadas pelo grupo do Dr.
Eduardo Jorddo, IME-USP. Resumidamente, foi empregada uma linguagem
computacional e grafica R (IHAKA ¢ GENTLEMAN 1996) do Contributed R

Archive Network (CRAN, http://cran.r-project.org) que promove analises

estatisticas e graficas, incluindo modelos lineares e ndo-lineares, clusters,
predigdes, analises resampling survival e time-series. Além disso, aplicamos

ferramentas do projeto bioconductor (http://www.bioconductor.org) que permite

analise de dados de gendmica e de expressdo génica (QUACKENBUSH 2001;

DUDOIT et al. 2003; BALL et al. 2003).


http://www.bioconductor.org/
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4.10.1 Genes diferencialmente expressos
Para se determinar a significancia da diferenca de expressdo entre os
melanomas primarios e metastaticos aplicamos o teste nao-paramétrico de

Wilcoxon para todos os genes do conjunto de dados.

4.10.2 Determinacdo de Mddulos Funcionais

A metodologia de identificacdo de modulos funcionais foi empregada na
analise do perfil de expressdo génica de melanomas primarios e metastaticos. Esta
metodologia foi descrita por SEGAL et al. (2003, 2004) e consistia, para um
determinado conjunto de dados de microarray, na identificacdo de grupos de
genes relacionados a processos biologicos, denominados mddulos funcionais.
Esta abordagem foi empregada com sucesso pelo nosso grupo no estudo do perfil
de expressdao génica em amostras de esdéfago normal, com metaplasia intestinal e
com adenocarcinoma (GOMES et al. 2005).

Dos 4.608 genes representados na lamina ILPC - 4.8K 02, 1.418 foram
agrupados segundo os bancos de dados publicos GeneDecks Asssorted Gene Sets

(http://www.genecards.org/) e Gene Ontology (http:/www.godatabase.org/cgi-

bin/amigo/go.cgi). Deste modo, identificamos ao total 124 modulos funcionais —

44 grupos génicos relativos a anotacdo do GeneDeck ¢ 80 do Gene Ontology.
Ap6s realizarmos a interface entre estes grupos génicos e a plataforma da lamina
ILPC - 4.8K 02, conseguimos uma representatividade que variou de 1 a 386

cDNAs ORESTES, conforme indicado entre parénteses no Quadro 1.


http://www.genecards.org/
http://www.godatabase.org/cgi-bin/amigo/go.cgi
http://www.godatabase.org/cgi-bin/amigo/go.cgi
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Agrupamos, ainda, em um moédulo funcional denominado “assinatura
metastatica” no qual representamos 55 genes cuja expressdo génica estava

associada ao potencial metastatico de melanomas cutaneos.

Quadro 1 — Modulos funcionais identificados na lamina ILPC - 4.8K 02.

Moddulos GeneDeck

Gap Junction (23)

Antigen processing and presentation

(12)
Prion Disease (2)
Glutathione metabolism (8)

ECM-receptor interaction (26)

Cytokine-cytokine receptor interaction

(48)
Natural killer cell cytotoxicit (37)

Tight Junction (47)

Valine; leucine  and

biosynthesis (4)

Toll-Like recep. Signaling pathway (32)
Globoside metabolism (10)
Adipocytokine signaling pathway (31)
Cell communication (22)

MAPK signaling pathway (79)

Prostaglandin and

metabolism (12)

Amyotrophic lateral sclerosis (8)

Wnt pathway (44)

Leukocyte transendothelial
(43)
Cell Adhesion Molecules (35)

Neuroactive ligand-receptor (36)

Nicotinate and nicotinamite metabolism

(22)

isoleucine

leukotriene

migration

Médulos GO

Activation of MAPK  activity
G00000187 (2)

Angiogenesis GO0001525 (6)

Anti-apoptosis GO0006916 (12)
Apoptosis GO0006915 (72)
Calcium ion bhinding GO0005509 (23)

Caspase activation via cytochrome c
G00008635 (1)

Caspase activator
GO0008656 (1)

Cell death GO0008219 (72)

activity

Cell motility GO0006928 (35)

Cytoskeleton GO0005856 (54)

Cytosol GO0005829 (27)
Extracellular matrix (sensu Metazoa)
GO0005578 (31)

Extracellular region GO0005576 (69)

Extracellular space GO 0005615 (28)

G-Protein signaling GO0007187 (17)
Growth factor activity GO0008083
O]

GTP binding GO0005525 (8)

Gtpase activity GO0003924 (24)

Hydrolase activity GO0016787 (115)

Induction of apoptosis GO0006917
(30)

Insulin receptor signaling pathway
G00008286 (4)

Médulos GO

Integrin binding GO0005178 (3)
Homophilic cell adhesion
G00007156 (2)

Nervous system development
GO0007399 (59)

Cell adhesion GO0007155 (44)
Regulation of progression through
cell cycle GO0000074 (52)

Cell cycle arrest GO0007050 (7)

Intracellular transport GO0046907
(63)
Cell cycle GO0007049 (9)

Cell-cell signaling GO0007267 (60)

Negative regulation of progression
through cell cycle GO0045786 (8)
Lipid Binding GO0008289 (13)

Transporter activity GO0005215 (50)

Cell proliferation GO0008283 (89)
Nucleocytoplasmic
activity GO0005487 (1)

transporter

Cell differentiation GO0030154 (38)

Inflammatory response GO0006954
(10)

Protein  import
GO0006606 (8)
Regulation of cell growth GO0001558
Q)

Cell cycle checkpoint GO0000075 (9)

into nucleus

Desenvolvimento da epiderme
G00008544 (8)
Glyconsphingolipid biosynthesis
G00006688 (2)
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Moddulos GeneDeck

Moddulos GO

Moddulos GO

Ganglioside biosynthesis (10)

N-Clycan bisosynthesis (20)

Focal Adhesion (80)

Ca+2 signaling pathway (41)

Aminoacyl-trna synthetases (13)

Basal transcription factors (10)

Apoptosis (39)

Blood gropu glycolipid biosynthesis-
neolactoseries (10)

Biosynthesis of steroids (5)

Axon guidance (54)

Benzoate degradation (22)

JAK-STAT signaling pathway (45)

Cell cycle (40)

Complement and coagulation cascades
(A7)
ABC transporters general (7)

Alzheimer's disease (8)

Long term depression (23)

Neurodegenerative disorders (12)

Regulation of actin cytoskeleton (75)
Adherens Junction (32)

PIP3 signaling system (42)

Notch signaling pathway (12)
TTGFBL1 signaling pathway (26)

Insulin-like growth factor binding

G00005520 (1)

Integral to plasma membrane
G00005887 (100)

Intracellular  signaling cascade
G00007242 (117)

Mitochondrial outer membrane

G00005741 (3)

Phosphatidylinositol biosynthesis

G00006661 (1)

Protein amino acid dephosphorylation
G0O0006470 (10)

Protein amino acid phosphorylation
G00006468 (50)

Protein kinase activity G00004672
(86)

Protein  serine/threonine  kinase
activity 00004674 (50)
Protein-tyrosine kinase  activity
G00004713 (29)

Regulation of apoptosis GO0042981
(48)

Regulation of cyclin dependent protein
kinase activity GO0000079 (6)
Regulation of transcription,
dependent GO0006355 (85)

DNA-

Response to hypoxia GO0001666 (2)

Response to stress GO0006950 (102)
RNA polymerase |l transcription
factor activity GO0003702 (29)
SH3/SH2
GO0005070 (8)

adaptor activity

Signal transducer activity GO0004871
(210

Signal transduction GO0007165 (299)

Peptidase activity GO0008233 (20)

Development GO0007275 (162)

Transport GO0006810 (92)

Negative regulation of  cell

proliferation GO0008285 (26)
Protein binding GO0005515 (386)

Calcium-dependent cell-cell adhesion
G00016339 (1)

Proteolysis GO0006508 (31)

Integral to membrane G00016021
(168)

Intercellular junction GO0005911 (4)

Metalloendopeptidase activity
600004222 (5)

Tissue kallikrein activity GO0004293
(@3]

Nucleocytoplasmic transport
GO0006913 (11)

Lipid metabolism GO0006629 (37)

Central nervous system development
G00007417 (11)

Small gtpases GO0007264 (14)
Transcription
G00003700 (69)
Transforming growth factor
receptor binding GO0005160 (2)
Transforming growth factor

factor activity

beta

beta
receptor signaling
G00007179 (4)

UV protection GO0009650 (1)

pathway
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Seguindo a metodologia proposta por SEGAL et al. (2003; 2004), para
identificar amostras nas quais determinados modulos funcionais estavam
significativamente ativos (ou inativos), atribuimos aos genes o estado de ativacao
ou inativagdo quando a sua razdo de expressdo for, respectivamente, duas vezes
maior ou menor que a expressdo média de todos os genes na amostra. A seguir,
atribuimos um p-valor para esta fracdo de genes ativos (ou inativos) pelo célculo
da distribui¢ao hipergeométrica ao nivel de 5%, de forma a identificar ativagao ou
inativagdo dos modulos funcionais em cada amostra do conjunto de dados.

Para se buscar modulos ativos ou inativos segundo o grupo de melanoma,
se primario ou metastatico, empregamos a mesma analise descrita anteriormente,
onde calculamos para cada modulo funcional e grupo de melanoma, a fracdo de
amostras que apresentavam determinado modulo funcional freqlientemente ativo
ou inativo. Novamente, ao atribuirmos um p-valor para esta fracdo de amostras
ativas (ou inativas) pelo calculo da distribui¢do hipergeométrica ao nivel de 5%,
classificamos os médulos como ativos ou inativos segundo o grupo de melanoma.

A seguir, calculamos um escore para aqueles genes cuja razdo de
expressao contribuia para significantes mudangas no estado do médulo funcional
entre os melanomas primarios e metastaticos. Primeiramente, identificamos os
subgrupos de amostras ativas e inativas, nas quais dado moédulo funcional estava,
respectivamente, ativo e inativo. Em seguida, calculamos a fragdo de genes ativos
(a_s) e inativos (i_S) na amostra (S) para cada médulo, cujos valores de razao de
expressdao eram maiores do que duas vezes (ou menores) nas amostras ativas ()
ou inativas (i). A partir da soma de — log (a_s) ¢ — log (i_S) para as amostras onde

a classificagdo do gene coincidia com a classificagdo do grupo, obtivemos os
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valores de escore de cada gene. Na avaliacdo da significancia de cada escore,
aplicamos um teste de hipoteses a partir de uma aproximagao de uma distribuigao

normal.

4.10.3 Construcéo e analise de redes de relevancia

Construimos redes de relevancia para todos os modulos funcionais
identificados na lamina ILPC - 4.8K 02. A idéia original proposta por BUTTE et
al. em 2000 foi ligeiramente modificada para a busca por pares de genes com
valores de correlagdo linear significativamente alterado entre determinados grupos
amostrais.

Para se identificar estes pares de genes com correlagdo linear alterada entre
os grupos de melanomas, fizemos uma comparacao entre pares de genes, dentro
de cada modulo funcional, e a seguir, determinamos seus coeficientes de
correlacdo. A partir destes valores, construimos uma rede, por representacao
grafica, atribuindo coloragdo verde para correlagdo negativa e, vermelha para
correlagdo positiva.

Para comparar as alteragdes entre os coeficientes de correlagdo, segundo o
grupo de melanoma, aplicamos primeiramente a transformacao Z de Fisher, onde
a diferenca entre os valores de correlagdo para cada par de genes, nos dois tipos
bioldgicos estudados, foi transformada em uma nova variavel Z, que apresenta
distribuicdo normal aproximada. E usamos esta informacdo para aferir a
significancia da quebra de correlagdo entre os grupos de melanomas ao aplicarmos

o teste de hipotese para esta variavel Z.
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4.10.4 Validagao dos dados de expressao génica

Para validagdo dos dados de expressao baseados na abundancia de mRNA,
optamos pela metodologia de imuno-histoquimica para comparar os niveis de
proteina em amostras de melanomas cutaneo. Para tanto, utilizamos blocos de
amostras parafinadas correspondentes as amostras do conjunto de dados de cCDNA
microarray, assim como amostras independentes, disponiveis em um Tissue
microarray (TMA). Este TMA foi confeccionado no Departamento de Anatomia
Patologica do Hospital A. C. Camargo, utilizando-se o tissue microarrayer
(Beecher Instruments®, Silver Spring, EUA), e apresentava 111 amostras em
duplicata, assim distribuidos — 72 melanomas primdrios (> 1,0 mm de espessura) e
29 melanomas metastaticos (13 metastases cutaneas; 8 linfonodais e 8 viscerais), e
ainda 10 nevos compostos.

Para as reacdes de imuno-histoquimica, as laminas foram previamente
tratadas com 3-aminopropiltrietoxi-silano (Sigma, EUA) e deixadas por 24 horas
a 60°C. A seguir, foram deparafinizadas em xilol a 60°C por 20 minutos, e entao,
xilol a temperatura ambiente por 20 minutos. Posteriormente, as 1aminas foram re-
hidratadas em passagens sucessivas em etanol 100%, 85% e 70% (v/v) por 30
segundos cada, e por ultimo, agua corrente ¢ destilada.

Antes das reacdes de imuno-histoquimica, os antigenos protéicos foram
recuperados por calor e pressdo (Eterna®, Nigro), em solucdao de acido citrico a
10,0 mMol/L pH 6,0. A seguir, realizamos o bloqueio da peroxidase endégena em
solucdo de peroxido de hidrogénio a 3,0% (v/v) em quatro incubagdes de 5
minutos cada, e depois sucessivas lavagens em PBS (Solugdo salina tamponada

com fosfato a 0,10mMol/L pH 7.2) por cinco minutos.
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Incubamos as laminas com o anticorpo primario anti-galectina-3 (Clone
9C4, LabVision, EUA) e o policlonal anti-kalicreina-7 (gentilmente cedido por
Dra. Lara Termini — LICR/SP e Dr. E.P Diamandis — Mount Sinai
Hospital/Canadd) diluidos a titulos pré-estabelecidos em tampao PBS acrescido de
albuminan sérica bovina a 1,0% (p/v) (Sigma, EUA) e azida sddica a 0,10% (p/v),
por 18 horas, a 4°C, em camara imida. Apos a incubacdo, as laminas foram
lavadas em tampao PBS com trés incubag¢des de 3 minutos cada. A seguir,
iniciamos, entdo, o acoplamento do anticorpo secundario biotinilado (LSAB + AP
Link Universal) do kit LSAB — System AP (DakoCytomation, EUA) diluido 1:200
em tampao PBS, por 30 minutos a 37°C.

Apds o acoplamento, as laminas foram lavadas em tampao PBS em trés
incubacdes de 3 minutos cada, para finalmente serem expostas ao complexo
(LSAB + AP Streptavidin-AP) diluidos (1:200) em tampao PBS, por 30 minutos a
37°C, com posterior lavagens (trés vezes) em PBS a cada 3 minutos. A seguir, as
laminas foram, entdo, reveladas em solu¢ao de Envision + ALP System (Dako,
EUA), durante 5 minutos a 37°C. Uma vez coradas, foram lavadas em agua
corrente, e contracoradas por 1 minuto.

Para ambos os anticorpos, usamos controles positivos que sabidamente
expressavam galectina-3 e kalicreina-7.

Para cada lesdo, calculamos a média do escore relativo a marcagao
citoplasmatica de diferentes lesdes do TMA. Este escore foi, entdo, obtido pela
multiplicagdo da intensidade (0: negativo; 1: fraca; 2: moderada e 3: intensa)
versus a propor¢do de células marcadas (0: negativo; 1: 1,0-10%; 2: 11-50% e 3:

>50%). Todavia, em casos de imunoreatividade nuclear, calculamos a média do
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escore somente segundo a propor¢do de células marcadas (0: negativo; 1: >10%).
Ao final, estabelecemos como critério de positividade citoplasmatica escore > 4 e,
para a marcagdo nuclear > 0,1.

Para analisar estatisticamente as diferengas entre as medianas dos escores
médios dos melanomas primarios e metastaticos; e avaliar associagdes e
correlagdes, entre o perfil da marcagdo e variaveis histopatologicas, aplicamos
respectivamente, os testes ndo paramétricos de Mann-Whitney, teste do x> ¢ de
correlacdo de Spearman. Consideramos como significativo p-valores <0,05. Para

efetuar tais andlises, usamos o pacote estatistico SPSS 13.0 para Windows.
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5 RESULTADOS

51 AMOSTRAS DE MELANOMAS HUMANOS

De um total de 188 amostras coletadas, descartamos 70% ao longo do
processo de validagdo histopatologica; triagem clinica; validacdo da qualidade dos
transcritos e processo de amplificacdo. Assim ao final, analisamos o perfil de
expressdo génica de 64 amostras - 21 representando melanomas primarios e 43
metastases.

Os Quadros 2 e 3 descrevem as amostras analisadas segundo o seu subtipo,
assim como algumas caracteristicas histopatoldgicas, clinicas e demogréficas, tais
como a idade, sexo e estadios dos pacientes ao diagndstico.

A freqiiéncia entre homens e mulheres foi de, respectivamente, 51,6% e
48,4%. Em relacdo ao tipo de pele, cor de olhos e cabelos, poucos pacientes
apresentavam pele tipo I e II (30,2%), e ainda, poucos tinham cor e cabelos claros
(21,6%). No entanto, a grande maioria era de pele clara (87,3%).

Os subtipos de melanomas primdrios mais freqiientes foram o extensivo
superficial (38,1%) e acral lentiginoso (33,3%). Quanto a espessura, oOs
melanomas do tipo T4 foram os mais freqiientes (57,1%).

Em relacdo aos metastaticos, as metéstases cutineas locais ou a distancia
(51,2%), e linfonodais (34,9%) foram as mais freqlientes.

E por ultimo, cerca de 50% das amostras apresentava doenca em estadio

avancado (nivel IV).
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Quadro 2 — Caracteristicas demograficas e clinicas dos melanomas primarios.

IM Tipo histolégico . I(-iade ao- Breslow® — Esta-ldio Estadio-
diagndstico (mm) clinico® patol6gico®
14 acral lentiginoso Feminino 69,0 12,0 T4bN3MO 11 1IIC
19  extensivo superficial ~ Masculino 64,5 0,8 TlaNlaM0 III 1A
20  extensivo superficial ~ Feminino 73,2 3,1 T3bN1aMO III 111B
24  mucosa Feminino 553 P3,0cm T4xNOMO 1IB 1IB
38  extensivo superficial ~ Masculino 65,4 5,0 T4aN1laMO0 III 1A
49  acral lentiginoso Feminino 85,6 14,0 T4bN3MO  III IIC
51  acral lentiginoso Feminino 58,8 4,6 T4bNOMO 1c 11c
53  extensivo superficial ~ Feminino 46,7 0,7 T1aNOMO 1A 1A
54 nodular Masculino 58,4 5,1 T4bNOMla IV v
55  extensivo superficial ~ Feminino 94,1 3,5 T3bNOMO 1IB 1IB
62 extensivo - superficial Masculino 41,3 25,0 T4bNOMO  IIC 1c
polipoide
64  acral lentiginoso Feminino 76,2 38 T3bNOMO  IIB 1B
71  extensivo superficial ~ Masculino 46,3 1,4 T2aNOMO 1B 1B
72 outro Feminino 61,7 28,0 T4aN1aMO III 111B
91 acral lentiginoso Masculino 80,9 3,6 T3aNOMO J1V:N J1V:N
100 nodular Masculino 58,8 6,8 T4aNl1aM0O III 111B
103 acral lentiginoso Masculino 50,2 6,0 T4aNl1aMO III 111B
111 extensivo superficial ~ Masculino 67,2 2,9 T3aNOMO ITA A
115 acral lentiginoso Feminino 76,4 2,3 T3aNOMO 1A 1A
119 nao-classificavel Masculino 53,0 7,5 T4bNOMO 1IC 1IC
887 ndo-classificavel Masculino 76,8 5,0 T4bN3Ml1b IV v

a - Indice de Breslow (BRESLOW 1970).

b - Classificagdo TNM.

¢ - Estadiamento clinico segundo AJCC-2002 - American Joint Committee on Cancer 2002 (BALCH et al.
2000, 2001a, 2001b).

d - Estadiamento patologico segundo AJCC-2002 (BALCH et al. 2000, 2001a, 2001b).
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Quadro 3 - Caracteristicas demograficas ¢ clinicas dos melanomas metastaticos.

IM Tipo de metastase Sexo I(-iade,ao- TNM? Estadio clinico® Estadio patolégico®
diagndstico

metastase cutanea feminino 449 T4bN1bMlc v v

metastase cutdnea feminino 44 4 T2aN2bMlc v v
30 metastase cutinea feminino 29,6 T4aN3Mlc v v
33  metastase linfonodal feminino 55,2 T1aN3Mlc v v
37 metastase linfonodal feminino 51,2 T4bN3Mla v v
42  metastase cutanea masculino 36,9 TxNOM1c v v
50 metastase cutinea masculino 65,0 TxN1bMla v v
58 metastase linfonodal masculino 55,8 T3aN3MO 1 Ic
59  metastase cutinea masculino 68,9 T1aN1bMO 111 111B
60 metastase cutanea feminino 58,9 TxN2cMO 11T 111B
61  metastase linfonodal masculino 36,3 T1aN3MO it Ic
63  metastase cutinea masculino 71,0 T4bNOMlc v v
66  metastase linfonodal feminino 58,0 T4bN3Mlc v v
68  metastase linfonodal feminino 21,7 TxN3MO0 11 1I1C
69  metastase cutinea masculino 62,0 T4bN3MO 111 1I1C
73  metastase cutanea masculino 35,6 TxN1bMla v v
77  metastase linfonodal feminino 24.8 T3aN3MO 11T Imc
78  metastase linfonodal masculino 48,5 TxN1bMlc v v
79  metastase linfonodal masculino 69,0 TxN3Mla v v
80 metastase cutdnea feminino 74,2 TxN2cMO 111 111B
81  metastase linfonodal masculino 74,0 T4bN1bMO 111 1IIC
82  metastase visceral masculino 52,4 TxN1bMlc v v
83  metastase visceral masculino 66,9 TxNxMlc v v
93  metastase cutanea masculino 48,1 TIbNOMIla v v
95  metastase cutinea feminino 65,5 T4aNlaMlc v v
96 metastase cutanea feminino 64,0 TxNOMla v v
98  metastase cutinea feminino 51,2 TxN3Mla v v
99  metastase linfonodal feminino 38,9 TxN3MO 111 IIc
101 metastase cutinea feminino 31,3 TxNOMla v v
105 metastase linfonodal feminino 73,3 T3aN3MO0 11 1I1C
106 metastase pulmonar masculino 43,7 T4bNOM1c v v
107 metastase linfonodal masculino 71,0 TxN3Mlc v v
108 metastase cutanea masculino 35,5 T2bNOMIlc v v
109 metastase visceral feminino 453 TxNOMlc v v
110 metastase cutinea feminino 65,5 T3aN3Mlc v I\Y%
112 metastase linfonodal masculino 56,9 T1aN2bMlc v v
113 metastase cutinea feminino 55,3 T4bNOMlc v v
116 metastase visceral masculino 47,8 T3aNlaMlc v v
117 metastase cutanea masculino 55,0 T4bN3Mla v v
118 metastase linfonodal feminino 64,1 T3bN3MO 1 Ic
126 metastase cutanea masculino 61,9 TxN1bMla v v
127 metastase cutanea masculino 19,8 T4xNxMlc v v
129 metastase visceral feminino 51,3 T2aNOMIlc v I\%

a - Classificagdo TNM.

b - Estadiamento clinico segundo AJCC-2002 - American Joint Committee on Cancer 2002 (BALCH et al.
2000, 2001a, 2001b).

¢ - Estadiamento patologico segundo AJCC-2002 (BALCH et al. 2000, 2001a, 2001b).
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5.2 QUALIDADE DOS DADOS

As nossas laminas ndo apresentaram variagdes sistemadticas espaciais,
conforme podemos observar na Figura 7. Nestes box-plots, vemos que, mesmo
antes da normaliza¢do, ndo hd uma diferenga muito grande entre as medianas das
razdes de intensidade (R e G) dos 48 subarrays que compdem a lamina ILPC
4.8K 02, para ambos os experimentos controle e réplica.

Apos dispor os dados da réplica do experimento controle, com inversao
dos corantes, em um grafico MA-plot, notamos um desvio da nuvem de pontos.
Embora este desvio ndo seja grid-dependente, ja que a curvatura da nuvem nao é
muito alterada, ele varia de modo intensidade-dependente, principalmente para
cDNAs ORESTES de baixa intensidade. Contudo, apds a normalizagdo pelo
método de LOWESS, este desvio desaparece, conforme podemos observar na

Figura 8.
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Legenda: (A) e sua réplica (B) com inversdo dos corantes antes da normalizagdo, para uma

amostra de melanoma primario, experimento controle.

Figura 7 - Graficos do tipo box-plot apresentando as medianas das razdes de

ILPC - 4.8K 02.

intensidade (R e G) dos 48 subarrays que compdem as laminas
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Legenda: MA-plot das razdes de intensidade (R e G) antes (A) e apds (B) a normalizagdo local
ndo-linear LOWESS.
Figura 8 - MA-plot das razdes de intensidade (R e G) referente a réplica do

experimento controle para um melanoma primario.
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Vale ressaltar que para esta representacdo acima, os pontos em vermelho
sdo aqueles que apresentam razdo de intensidade (R e G), em escala logaritmica
(logy) maior que zero; aqueles em amarelo sdo os que ndo sdo diferenciais com
razdo de intensidade M= 0; e por ultimo, os pontos verdes aqueles em que a razao
€ menor que zero.

Note que a maioria dos cDNAs ORESTES da lamina ILPC - 4.8K 02, uma
vez normalizados, ajusta-se no centro (zero) do MA-plot. Isto vem ao encontro da
premissa de que sdo poucos os genes (em vermelho e verde) cuja expressao
diferencial entre as duas populagdes de mRNAs amostra e referéncia ¢
significativa (YANG et al. 2001; YANG e SPEED 2002).

Apobs uma pré-analise dos dados gerados detectamos um comportamento
ndo-linear em alguns pontos (em vermelho) que ficavam fora da reta y = x no
grafico MM-plot (Figura 9). Esse grafico deveria mostrar um coeficiente de
correlacdo muito préoximo de um. Todavia, apds sistematicas analises, concluimos
que este problema devia-se a uma variabilidade da intensidade de sinal do
background local de ambos os canais (Figura 10).

No entanto, isto ndo nos preocupou muito, pois apds a normalizagdo por
LOWESS esta interferéncia relativa aqueles elementos nao-lineares (Figura 9) foi
precisamente corrigida, conforme demonstrado na Figura 11. De fato, ao final
conseguimos, apds a correcdo por LOWESS, um indice de correlagdo de Pearson

em média 0,90.



53

Amostra 4 — (MET)
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Figura 9 - Grafico Ms (réplica do experimento controle com inversdo dos
corantes) versus Mm (experimento controle) de um conjunto de dados ndo-

normalizado referente a um melanoma metastatico.
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Figura 10 — Scatter-plot entre os valores de background local (R e G) para a

amostra de melanoma metastatico IM 04, experimento controle.

Amostra 4 — (MET)

M swap

M mrain

Figura 11 - Grafico Ms (réplica do experimento controle com inversdo dos
corantes) versus Mm (experimento controle) para um melanoma metastatico apos

a normalizagdo dos dados pelo método de LOWESS.
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53 ANALISES DOS DADOS

5.3.1 Modulos funcionais

Somente alguns moédulos funcionais apresentaram mudanga de estado com
significancia estatistica, segundo o grupo de melanoma, se primdrio ou
metastatico. Dentre estes temos: desenvolvimento da epiderme; atividade de
peptidase; comunicagdo celular; adesdo celular; receptor neuroativo ligante e
assinatura metastatica (Figura 12).

A seguir, geramos um escore para os genes cujas alteragdes de expressao
mostraram significancia estatistica (ativos ou inativos) conforme o estado do
moédulo funcional. Quando analisamos as fungdes destes genes vemos que a
maioria deles associa-se a adesao celular, ¢ ainda, modula sinais via interacao
célula-célula e célula-matriz (Quadro 1).

Para avaliar melhor o comportamento destes genes construimos box-plots
gerados com base em sua intensidade de expressdo dos niveis de mRNA em
relacdo a amostra referéncia, dada em logy, segundo o grupo de melanoma e
indice de Breslow. A seguir, aplicamos o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon, no
qual avaliamos as diferengas entres as medianas destas intensidades de expressao
em relagdo ao grupo de melanoma — se primdrio ou metastatico; e ainda, ao indice

de Breslow - melanomas < 1,0 mm e > 1,0 mm (Figuras 13 a 30).
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Desenvolvimento da epiderme

Comunicacio celular

Receptor neuroativo ligante

Atividade de peptidase

Adesio celular

Assinatura metastatica
MET PRI
> Ativo < > Inativo <

Legenda: Modulos funcionais (linhas) que apresentaram alteragdo significativa (p<0,05) segundo
o grupo de melanoma (colunas). A cor vermelha denota ativagdo do modulo enquanto a cor verde,
inativagao.

Figura 12 — Variagdo no estado de ativagdo dos modulos funcionais entre

melanomas primarios e metastaticos.
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Tabela 1 - Fungdo dos genes que contribuiram significativamente para a
classificagao dos médulos funcionais (p< 0,05).

Gene Nome Funcéo Escore p-valor
Desenvolvimento da epiderme
Subunidade alfa-3 da laminina-5 que compde a
LAMA3  Laminin, alpha 3 matriz da ldmina basal. Promove adesdo celular 16,0 0,000
focal via ligacdo a integrina o634
Atividade de proteinase, catalisando degradacdo de
jungdes  coesivas  intercelulares entre  os
KLK7 Kallikrein-7 precursor  queratinécitos - corneodesmossomas. Participa do 12,0 0,027
processo de diferenciagdo e estratificagdo dos
queratindcitos epidermais
EMP1 Eplth?“al membrane Proteina de membrana associada ao tumor 12,0 0,027
protein 1
Connective tissue Promove proliferacdo e  diferenciacdo de
CTGF growth factor condrocitos. Promove adesdo celular 1,7 0,035
Comunicacgéo celular
Subunidade alfa-1 do colageno fibrilar III presente
COL3A1 Collagen, type I, na matriz eXNtracelular d; t-e01df)s ‘C(.)nectlyos. 30,9 0,000
alpha 1 Promove adesdo celular via ligagdo a integrinas
(alBl; 02P1; a3B1)
DSC3 Desmocollin 3 Componente (}a juncdo intercelular desmossoma. 26.0 0,000
Promove adesao celular
Collagen, type XVII, Subunidade alfa-1 do colageno XVII presente na
COLI7AL alpha 1 matriz extracelular de tecidos conectivos 232 0,001
VWE Von Willebrand factor Promove adesdo celular via ligagdo as integrinas 23.0 0,001
avf3 e a2bP3
Adesdo celular. Pode se ligar a fibrinogénio,
THBS1 Thrombospondin 1 fibronectina, laminina, colageno tipo V e integrinas 22,9 0,001
aVB1, aVP3 e a2bp3
Subunidade alfa-3 da laminina-5 que compde a
LAMA3  Laminin, alpha 3 matriz da lamina basal. Promove adesdo celular 21,4 0,003
focal via ligacdo a integrina o634
Collagen.  tvoe IV Subunidade alfa-1 do colageno IV que compde a
COL4A1 al hagl ! yp ' matriz da ldmina basal. Promove adesdo celular via 19,1 0,018
P ligacdo a integrinas (al1B1; a2B1; a3B1)
Receptor neuroativo ligante
Glutamate receptor,
GRIN2B ionotropic, N-methyl D- Receptor do glutamate 9,1 0,000
aspartate 2B
. Estimula  contragdo  muscular do  trato
NMU Neuromedin U gastrointestinal 8,9 0,000
G protein-coupled ,
GPR35 receptor 35 Receptor-proteina G 35 8,9 0,000
Purinergic receptor Purinoreceptor medeia transmissdo  sinaptica
P2RX1  P2X, ligand-gated ion P PUCE 69 0,001
channel, 1 neuronal
Atividade de peptidase
KLK6 Kallikrein-6 precursor Atlvidade de‘ prot.elnase, catalisando degradagéo de 69.4 0,000
jungdes coesivas intercelulares
KLK13 Kallikrein-13 precursor Atividade de proteinase, catalisando degradagdo de 69.4 0,000

jungdes coesivas intercelulares
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Gene Nome Funcéo Escore p-valor
DPP4 Dipeptidylpeptidase 4  Metabolismo protéico 69,4 0,000
Complement
C1R component 1, r Proteinase membro da familia S1 56,7 0,007
subcomponent
Adesao celular
VWE Von Willebrand factor Promove adesdo celular via ligagdo as integrinas 192 0,000
avf3 e a2bP3
G protein-coupled Promove supressio da proliferagdo tumoral via
GPRS6 receptor 56 ligagdo a transglutaminase (TG)2 19,1 0,000
POSTN Periostin precursor Promove adesdo celular via interacdo as integrinas 18.6 0,000
avp3 e avp5s
f(;’r?]“po'ﬁ?rft”t L Receptor de c1q, MBL2 (mannose-binding lectin) e
C1QR1 P ' 9 spa (pulmonary surfactant protein A). Promove 16,7 0,000
subcomponent, ~
adesdo celular
receptor 1
DSC3 Desmocollin 3 Componente (~1a jungdo ’mtercelular desmossoma. 16,5 0,000
Promove adesao célula-célula
Chemokine (C-C motif) Receptor B1 de citocina. Liga-se a MIP-1-a,, MIP-
CCRL receptor 1 1-delta, RANTES, e MCP-3 150 0,000
Promove adesdo de células endoteliais ao se ligar a
FBLNS Fibulin 5 integrinas e motlv'os RGD. Pode ser um 11%ante 12,4 0.003
vascular para integrinas com conseqiiente
desenvolvimento vascular e remodelamento
FXYD domain- Envolvido na supressdo de E-caderina que resulta
FXYDS containing fon em reducdo da a(ﬁesﬁo celular. Promove rcrlletéstase 11,2 0,010
transport regulator 5 ¢ )
Assinatura metastatica
LUM Lumican precursor Componentf? de matriz F:xtracelular, responsavel 377 0,000
pelo rearranjo de proteoglicanos
Cysteine-rich, Promove proliferagdo  celular, quimiotaxia,
CYR61 angiogenic inducer, 61  angiogénese e adesdo celular 36,4 0,000
Plasminogen activator, . .
PLAU urokinase Ativador de plasminogénio 34,0 0,000
Connective tissue Promove proliferagio e diferenciacdo de
CTGF growth factor condrocitos. Medea adeséo celular 313 0,000
S100 calcium binding . . -
S100P protein P Ligante de célcio 29,1 0,000
Fibrillin 1 (Marfan Componente de matriz extracelular. Promove
FBN1 syndrome) adesdo celular via ligagao a integrina av33 26,1 0,000
Chemokine (C-C motif)
CCL18 ligand 18 (pulmonary Qulmlocma. Promove resposta 26.1 0,000
and activation- imune humoral e celular
regulated)
ST6 beta-
SIAT1 galactosamide alpha- Metabolismo de carboidratos 17,2 0,013
2,6-sialyltranferase 1
Insulin-like growth
IGFBP4 factor-binding protein Antagonista de IGFs 16,3 0,023

4

Fonte: REBHAN et al. (1997) - banco de dados genecards (http://www.genecards.org/).
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Legenda: fndice de Breslow - T1: < 1,0 mm; T2: 1,01-2,0 mm; T3: 2,01-4,0 mm; T4: > 4,0 mm.
Metastases - LF: Linfonodal; CUT: Cutanea; PM: Pulmonar; ¢ VSC: Visceral. MET: Melanomas

metastaticos; PRI: Melanomas primarios.

Figura 13 — Graficos box-plot mostrando as diferengas entre as medianas de
intensidade de expressdo relativa a amostra referéncia (logy) dos genes (KLK7 e
LAMA3) que contribuiram na classificagdo do moddulo desenvolvimento da

epiderme segundo o grupo de melanoma e indice de Breslow.
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Legenda: Indice de Breslow - T1: < 1,0 mm; T2: 1,01-2,0 mm; T3: 2,01-4,0 mm; T4: > 4,0 mm.
Metastases - LF: Linfonodal; CUT: Cutanea; PM: Pulmonar; ¢ VSC: Visceral. MET: Melanomas
metastaticos; PRI: Melanomas primarios.

Figura 14 — Graficos box-plot mostrando as diferengas entre as medianas de
intensidade de expressdo relativa a amostra referéncia (log;) dos genes (EMP1 e
CTGF) que contribuiram na classificagdo do modulo desenvolvimento da

epiderme segundo o grupo de melanoma e indice de Breslow.
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Legenda: indice de Breslow - T1: < 1,0 mm; T2: 1,01-2,0 mm; T3: 2,01-4,0 mm; T4: > 4,0 mm.
Metastases - LF: Linfonodal; CUT: Cutanea; PM: Pulmonar; ¢ VSC: Visceral. MET: Melanomas
metastaticos; PRI: Melanomas primarios.

Figura 15 — Graficos box-plot mostrando as diferengas entre as medianas de
intensidade de expressdo relativa a amostra referéncia (logy) dos genes (KLK6 e
KLK13) que contribuiram na classificacio do modulo atividade de peptidase

segundo o grupo de melanoma e indice de Breslow.



62

T4
T4

| = =
- =
v vl
I S
[l -
= =
1 ]
= )
- =
" 4
A~ =
~ L)
E 32
= b
= =
1 ]
= =
e
I 5 Lo I | B
= =
'

T1

B ‘ B
I &
| E | /8
N RE N R
g . - I8 5 - -

Legenda: indice de Breslow - T1: < 1,0 mm; T2: 1,01-2,0 mm; T3: 2,01-4,0 mm; T4: > 4,0 mm.
Metastases - LF: Linfonodal; CUT: Cutdnea; PULM: Pulmonar; ¢ VISC: Visceral. MET:
Melanomas metastaticos; PRI: Melanomas primarios.

Figura 16 — Graficos box-plot mostrando as diferencas entre as medianas de
intensidade de expressdo relativa a amostra referéncia (logy) dos genes (C1R e
DPP4) que contribuiram na classificacdo do modulo atividade de peptidase

segundo o grupo de melanoma e indice de Breslow.
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Metastases - LF: Linfonodal; CUT: Cutanea; PM: Pulmonar; e VSC: Visceral.
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Figura 17 — Graficos box-plot gerados com base na intensidade de expressdo
relativa a amostra referéncia (logy) dos genes (COL3A1; DSC3; LAMA3 e VWF)
que contribuiram na classificagdo do modulo comunicagdo celular segundo o

grupo de melanoma e indice de Breslow.



64

T4

T3

T1

P

METASTAZER

B T
PRI |LF CUT

Lo B
o . : : )
V8O

T3

T4
T4

|
Tl
1

I FEEY B ¢
EL e
| . ........... 5 g - . ...... E a

Legenda: indice de Breslow - T1: < 1,0 mm; T2: 1,01-2,0 mm; T3: 2,01-4,0 mm; T4: > 4,0 mm.
Metastases - LF: Linfonodal; CUT: Cutanea; PM: Pulmonar; e VSC: Visceral.

Figura 18 — Graficos box-plot gerados com base na intensidade de expressdo
relativa a amostra referéncia (logy) dos genes (COL4Al; COL17A1 e THBS1) que
contribuiram na classificagdo do modulo comunicagao celular segundo o grupo de

melanoma e indice de Breslow.
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Legenda: MET: Melanomas metastaticos; PRI: Melanomas primarios.
Figura 19 — Graficos box-plot mostrando as diferengas entre as medianas de
intensidade de expressao relativa a amostra referéncia (log,) dos genes (COL3A1;

DSC3; LAMA3 e VWF) que contribuiram na classificagdo do mddulo

comunicagdo celular segundo o grupo de melanoma e indice de Breslow.



66

E
L E
e
-
i w
@
o
e
o
1]
E o
e
l LY
| l E
[
@
@
et
o
Tl
[-%
ey =
| SRSERR— e | W
§ . )
E E
L E E
=3 =)
- -
v i
- ©
= =
L5 -
o =]
S L
=) E
- =
a -
A
= I L= =
o o
o ™~
=3 -
@ =]
@« =y
o o
1l B I
o << -}
: L :
5 - EE— ey [
S = 8
o %]
! ' !
r

Legenda: MET: Melanomas metastaticos; PRI: Melanomas primarios.

Figura 20 — Graficos box-plot mostrando as diferengas entre as medianas de
intensidade de expressao relativa a amostra referéncia (log,) dos genes (COL4A1L,
COL17Al1 e THBS1) que contribuiram na classificagdo do moédulo comunicagao

celular segundo o grupo de melanoma e indice de Breslow.
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Legenda: Indice de Breslow - T1: < 1,0 mm; T2: 1,01-2,0 mm; T3: 2,01-4,0 mm; T4: > 4,0 mm.
Metastases - LF: Linfonodal; CUT: Cutanea; PM: Pulmonar; e VSC: Visceral. MET: Melanomas

metastéticos; PRI: Melanomas primarios.

Figura 21 — Graficos box-plot gerados com base na intensidade de expressdo
relativa @ amostra referéncia (log,) dos genes (DSC3; FBLNS; GPR56 ¢ VWF)
que contribuiram na classificacdo do mddulo adesdo celular segundo o grupo de

melanoma e indice de Breslow.
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Legenda: Indice de Breslow - T1: < 1,0 mm; T2: 1,01-2,0 mm; T3: 2,01-4,0 mm; T4: > 4,0 mm.
Metastases - LF: Linfonodal; CUT: Cutanea; PM: Pulmonar; ¢ VSC: Visceral. MET: Melanomas

metastaticos; PRI: Melanomas primarios.

Figura 22 — Graficos box-plot gerados com base na intensidade de expressdo
relativa & amostra referéncia (logy) dos genes (C1QR1; FXYD5 e POSTN) que
contribuiram na classificagdo do modulo adesdo celular segundo o grupo de

melanoma e indice de Breslow.
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Legenda: MET: Melanomas metastaticos; PRI: Melanomas primarios.

Figura 23 — Graficos box-plot mostrando as diferencas entre as medianas de
intensidade de expressdo relativa a amostra referéncia (log,) dos genes (DSC3;
FBLN5; GPR56 ¢ VWF) que contribuiram na classificagdo do modulo adesdo

celular segundo o grupo de melanoma e indice de Breslow.
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Legenda: MET: Melanomas metastaticos; PRI: Melanomas primarios.

Figura 24 — Graficos box-plot mostrando as diferengas entre as medianas de
intensidade de expressdo relativa a amostra referéncia (logy) dos genes (C1QR1;
FXYD5 e POSTN) que contribuiram na classificagdo do modulo adesao celular

segundo o grupo de melanoma e indice de Breslow.
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Legenda: Indice de Breslow - T1: < 1,0 mm; T2: 1,01-2,0 mm; T3: 2,01-4,0 mm; T4: > 4,0 mm.
Metastases - LF: Linfonodal; CUT: Cutanea; PM: Pulmonar; ¢ VSC: Visceral. MET: Melanomas
metastaticos; PRI: Melanomas primarios.

Figura 25 — Graficos box-plot mostrando as diferencgas entre as medianas de
intensidade de expressdo relativa a amostra referéncia (logy) dos genes (GPR35 e
GRIN2B) que contribuiram na classificagdo do modulo receptor neuroativo ligante

segundo o grupo de melanoma e indice de Breslow.
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Legenda: indice de Breslow - T1: < 1,0 mm; T2: 1,01-2,0 mm; T3: 2,01-4,0 mm; T4: > 4,0 mm.
Metastases - LF: Linfonodal; CUT: Cutanea; PM: Pulmonar; ¢ VSC: Visceral. MET: Melanomas

metastaticos; PRI: Melanomas primarios.

Figura 26 — Graficos box-plot mostrando as diferencas entre as medianas de
intensidade de expressdo relativa a amostra referéncia (logy) dos genes (NMU e
P2RX1) que contribuiram na classificagdo do modulo receptor neuroativo ligante

segundo o grupo de melanoma e indice de Breslow.
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Legenda: indice de Breslow - T1: < 1,0 mm; T2: 1,01-2,0 mm; T3: 2,01-4,0 mm; T4: > 4,0 mm.
Metastases - LF: Linfonodal; CUT: Cutanea; PM: Pulmonar; e VSC: visceral.

Figura 27 — Graficos box-plot gerados com base na intensidade de expressdo
relativa a amostra referéncia (logy) dos genes (CCL18; CTGF; FBN1 e S100P)
que contribuiram na classificagdo do modulo assinatura metastatica segundo o

grupo de melanoma e indice de Breslow.
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Legenda: indice de Breslow - T1: < 1,0 mm; T2: 1,01-2,0 mm; T3: 2,01-4,0 mm; T4: > 4,0 mm.
Metastases - LF: Linfonodal; CUT: Cutanea; PM: Pulmonar; e VSC: visceral.

Figura 28 — Graficos box-plot gerados com base na intensidade de expressdo
relativa a amostra referéncia (log,) dos genes (IGFBP4; LUM; PLAU e SIAT1)
que contribuiram na classificagdo do modulo assinatura metastatica segundo o

grupo de melanoma e indice de Breslow.
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Legenda: MET: Melanomas metastaticos; PRI: Melanomas primarios.

Figura 29 — Graficos box-plot mostrando as diferengas entre as medianas de
intensidade de expressdo relativa a amostra referéncia (log;) dos genes (CCL18;
CTGF; FBN1 e S100P) que contribuiram na classificagdo do modulo assinatura

metastatica segundo o grupo de melanoma e indice de Breslow.
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Legenda: MET: Melanomas metastaticos; PRI: Melanomas primarios.

Figura 30 — Graficos box-plot mostrando as diferencas entre as medianas de
intensidade de expressao relativa a amostra referéncia (log,) dos genes (IGFBP4;
LUM; PLAU e SIAT1) que contribuiram na classificagdo do moddulo assinatura

metastatica segundo o grupo de melanoma e indice de Breslow.
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5.3.2 Redes de relevancia

Muitas das abordagens empregadas em analise de expressao génica
seguem o conceito de analise dos dados baseada em hipoteses. Isto significa que,
com base no conhecimento disponivel, perguntamos se um gene candidato mostra
expressdao alterada. A grande desvantagem desta abordagem ¢ a perda da
oportunidade de identificacdo de novos mecanismos ou genes candidatos.

Ao contrario, analisando-se hipoteses baseadas em dados, ¢ possivel
identificar genes ou vias metabolicas até entdo nao associadas ao fendmeno
biologico em estudo. Para isso, empregamos o conceito de redes de relevancia,
onde identificamos pares de genes cujo padrao de expressao génica mostrava-se
linearmente correlacionado.

Apos avaliar a significancia das diferencas de correlagdo, identificamos
milhares de pares de genes cujos coeficientes de correlagio foram
significativamente alterados (p<0,05) na comparagao entre melanomas primarios e
metastaticos.

Apresentamos as redes de relevancia somente para aqueles moédulos
funcionais que se mostraram significativamente alterados segundo o grupo de

melanoma (Figuras 31 a 36).
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Legenda: Representamos os pares de genes cuja alteragdo na correlagdo entre os melanomas
primérios e metastaticos foi significativa (p-valor < 0,05). Correlagdo positiva estad representada
por linhas vermelhas, e correlagdo negativa por linhas verdes. A espessura do tracado da linha
correlaciona-se diretamente com a significancia das diferengas.

Figura 31 - Rede de relevancia para o modulo desenvolvimento da epiderme.
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Legenda: Representamos os pares de genes cuja alteracdo na correlagdo entre os melanomas
primarios e metastaticos foi significativa (p-valor < 0,05). Correlagdo positiva esta representada
por linhas vermelhas, e correlacdo negativa por linhas verdes. A espessura do tracado da linha

correlaciona-se diretamente com a significancia das diferengas.

Figura 32 - Rede de relevancia para o modulo atividade de peptidase.
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Legenda: Representamos os pares de genes cuja alteracdo na correlagdo entre os melanomas
primarios e metastaticos foi significativa (p-valor < 0,05). Correlagdo positiva estad representada
por linhas vermelhas, e correlacdo negativa por linhas verdes. A espessura do tracado da linha

correlaciona-se diretamente com a significancia das diferencas.

Figura 33 - Rede de relevancia para o modulo comunicagio celular.
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Legenda: Representamos os pares de genes cuja alteracdo na correlagdo entre os melanomas
primarios ¢ metastaticos foi significativa (p-valor < 0,005). Correlag@o positiva esta representada
por linhas vermelhas, e correlagdo negativa por linhas verdes. A espessura do tragado da linha
correlaciona-se diretamente com a significancia das diferengas.

Figura 34 - Rede de relevancia para o modulo adesdo celular.
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Legenda: Representamos os pares de genes cuja alteragdo na correlagdo entre os melanomas
primarios e metastaticos foi significativa (p-valor < 0,05). Correlagdo positiva esta representada
por linhas vermelhas, e correlacdo negativa por linhas verdes. A espessura do tracado da linha

correlaciona-se diretamente com a significancia das diferencas.

Figura 35 - Rede de relevancia para o médulo receptor neuroativo ligante.
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Legenda: Representamos os pares de genes cuja alteragdo na correlagdo entre os melanomas
primarios e metastaticos foi significativa (p-valor < 0,05). Correlagdo positiva esta representada
por linhas vermelhas, e correlagio negativa por linhas verdes. A espessura do tracado da linha
correlaciona-se diretamente com a significancia das diferengas.

Figura 36 - Rede de relevancia para o modulo assinatura metastatica.
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A seguir, construimos os Quadros (4 a 9) para cada rede de relevancia,
onde apresentamos alguns pares de genes segundo sua funcdo bioldgica e

mudanga de correlagdo na comparagdo entre melanomas primarios ¢ metastaticos.

Quadro 4 - Rede de relevancia desenvolvimento da epiderme, segundo a fungao
bioldgica e mudanga de correlagdo.

KLK?7 | LAMA3 |SCEL |CTGF |BNC Fungdo bioldgica

Processo de diferenciagdo e descamagio dos
queratindcitos epidermais

Promove adesdo celular focal via ligagdo a
integrina o634

Componente do envelope corneificado

Promove adeséo celular

Processo de diferenciagéo do queratinécitos
epidermais

Componente do envelope corneificado
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Quadro 5 — Rede de relevancia atividade de peptidase, segundo a fungao
bioldgica e mudanga de correlagdo.

KLK13 | DPP4 UCHL3 | CSP6 Funcéo biolégica

Serina protease
envolvida no
processo de
descamagao

Serina protease
envolvida no
processo de
descamagao

Peptidase regulada
pelo hepatocyte
nuclear factor 1
alpha

Serina protease

Hidrolase
envolvida no
processamento de
ubiquitinadas

Proteinase
envolvida em
apoptose

Metaloproteinase

Metaloproteinase
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Quadro 6 - Rede de relevancia comunicagdo celular, segundo a fungao bioldgica
e mudanga de correlagao.

COL3Al1 | DsC3 VWF KTRS COLG6A3 Funcéo bioldgica

Componente de
matriz
extracelular

COL3Al

Componente da
jungdo
intercelular
desmossoma

Componente de
matriz
extracelular

Filamento
intermediario

Componente de
matriz
MET extracelular

COLG6A3

Molécula de
adesdo celular
PRI que modula
interagdo célula-
célula e célula-
matriz ao se ligar
ao fibrinogénio
MET fibronectina,
laminina e
colageno tipo V
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Quadro 7 — Rede de relevancia adesdo celular, segundo a fungdo biologica e
mudanga de correlagao.

Fungéo

VWEF | GPR56 | POSTN | C1QR | DSC3 | PXYD5 | ECM2 | STIM2 | NELL2 biologica

PRI | Componente de
matriz
MET | extracelular

Promove

PRI | supressdo da
proliferagdo
tumoral via
ligagao a

MET | transglutaminase
(TG)2

Promove

PRI | sobrevivéncia e
migragdo via
ativacdo de AKT
através da

MET | ligagdo com
integrina avf3

PRI Promove adesdo
MET celular
Componente da
PRI | jungdo
intercelular
desmossoma.
MET | Promove adesdo
celular
Suprime E-
PRI | caderina,
reduzindo

adesdo celular.
MET | Promove
metastase

PRI | Componente de
matriz
MET | extracelular

Participa na
PRI mediagdo do
influxo de ions
calcio
intracelular,
como um
MET Ca(2+) store
sensor

PRI Crescimento e

diferenciagdo de
células neurais

MET
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Quadro 8 — Rede de relevancia receptor neuroativo ligante, segundo a fungao
bioldgica e mudanga de correlagdo.

GRIN2B

NMU

GPR35 | ADRB1 | PRLP | ADORAL | GPR51

AGTR2 | ATGR1

Funcédo
bioldgica

GRIN2B

NMU

GPR35

ADORAL1

Receptor para
glutamato

Estimula
contragao
muscular do
trato
gastrointestinal

Receptor-
proteina G 35

PRI Receptor beta-
adrenérgico

MET

PRI Receptor para

MET prolactina
Receptor para

PRI adenosina,
promove a

MET inibi¢do da
adenilil ciclase
Heterodimero

PRI de GABA-B-
R1 e GABA-

MET | 5 r>

PRI
Receptor de
angiotensina 11

MET

PRI

MET

Receptor de
angiotensina II
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Quadro 9 — Rede de relevancia assinatura metastatica, segundo a fungao
bioldgica e mudanga de correlagdo.

LUM | PLAU | CTGF | S100P | FBN1

COLG6A3 | IGFBP4 Funcéo biolégica

Componente de
matriz
extracelular,
responsavel pelo
rearranjo de
proteoglicanos

LUM

Ativador de
plasminogénio.
Modula invasdo
em canceres
humanos

PLAU

Promove adesdo
celular

CTGF

S100P

Ligante de célcio

Componente de
matriz
extracelular

FBN1

Componente de
matriz
extracelular

COLG6A3

Antagonista de
IGFs

IGFBP4

Fator de
transcrigdo para
thyroid-specific
genes

Metabolismo da
glutationa
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Desenvolvimento da epiderme

Dentre as redes destacamos a rede de relevancia desenvolvimento da
epiderme (Figura 31 e Quadro 4). Vemos nesta rede que KLK7 (Kallikrein-7
precursor) se correlaciona com quase todos os componentes (Figura 31). Para se
evidenciar melhor estas alteracdes de correlagdo entre os pares génicos,
construimos scatter-plot’s apresentando o valor de expressdo relativa a amostra
referéncia (em log,) de cada gene por amostra de melanoma (Figura 37).

Nestes graficos visualizamos a distribui¢do dos melanomas primarios e
metastaticos de acordo com o valor de expressdo dos pares KLK7 x LAMA3
(Laminin, alpha 3); KLK7 x EVPL (Envoplakin); KLK7 x BNC (Basonuclin 1) e
KLK7 x SCEL (Sciellin). Aplicando-se o método transformacdo Z de Fisher,
obtivemos os coeficientes de correlagdo linear entre KLK7 ¢ LAMA3 para os
melanomas primarios (R=0,880) e de (R=0,103) para os metastaticos, cuja
diferenca foi estatisticamente significante (p<0,005) (Figura 37A).

LAMA3 foi o gene que mais contribuiu (escore 16,0 p=0,0002) na
classificagdo do mddulo funcional desenvolvimento da epiderme segundo o grupo
de melanoma (Tabela 1).

A diferenca de correlagdo entre KLK7 e EVPL foi estatisticamente
significante (p<0,005), mostrando-se positiva tanto nos melanomas primarios
(R=0,950) quanto nas metastases (R=0,481) - Figura 37B.

Além disso, tanto KLK7 quanto EVPL estao significativamente induzidos
nos melanomas primarios, respectivamente p=0,0011 e p=0,0007, sendo pouco

expressos nas metastases.
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Além de envoplaquina, houve uma significativa quebra de correlagao
(p<0,005) entre KLK7 e BNC, mostrando-se expressivamente positiva nos
melanomas primarios (R=0,814), sendo menos (R=0,132) nas metastases (Figura
37C).
Ja entre KLK7 ¢ SCEL houve uma significativa quebra de correlagdo
(p<0,05) segundo o grupo de melanoma, sendo de (R=0,623) nos melanomas

primarios e apenas (R=-0,003) nas metastases (Figura 37D).
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Legenda: Pares de genes KLK7 x LAMA3 (A); KLK7 x EVPL (B); KLK7 x BNC (C) e KLK7 x

SCEL (D) em melanomas primarios (circulos fechados) e metastaticos (quadrados abertos).
Figura 37 — Mudangas na correlag@o entre pares de genes do modulo funcional

desenvolvimento da epiderme.
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Atividade de peptidase

Na rede atividade de peptidase (Figura 32), destacamos a correlagdo entre
KLK6 (Kallikrein-6 precursor) x KLK13 (Kallikrein-13 precursor). Houve uma
significativa quebra de correlagdo (p<0,005) entre estas kalicreinas, sendo de
(R=0,944) nos melanomas primarios e de apenas (R=-0,086) nos metastaticos
(Figura 38).

Ha uma significativa diferenga entre as medianas da intensidade de
expressdo relativa a amostra referéncia de KLK6 e KLK13 entre os grupos de
melanomas, respectivamente, p=0,0115 e p=0,0004 (Figura 15).

KLK6 e KLK13 contribuiram significativamente (p<0,001) para a
classificagdo modulo funcional atividade de peptidase segundo o grupo de
melanoma (Tabela 1). Além disso, tanto KLK6 quanto KLK13 parecem ser mais

expressos em melanomas mais finos (< 1,0 mm), conforme disposto na Figura 15.
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KLK13

Figura 38 — Mudangas na correlagdo entre KLK6 X KLK13 em melanomas

primdrios (circulos fechados) e melanomas metastaticos (quadrados abertos).

Comunicacao celular

Na rede comunicacgdo celular (Figura 33), COL3Al (Collagen, type IlI,
alpha 1) e COL6A3 (Collagen, type VI, alpha 3) mostraram-se correlacionados
cuja diferenca entre as amostras de melanomas primarios (R=0,910) e
metastaticos (R=0,491) foi significativa (p < 0,005), Figura 39.

Quando comparamos as medianas da intensidade de expressdo relativa a
amostra referéncia dos niveis de mRNA de COL3A1 e COLGAS entre os grupos
de melanomas, vemos que ambos foram significativamente induzidos nos
melanomas primarios, respectivamente, p=0,0049 e p=0,0019. Este dado

corrobora com o observado por HAQQ et al. em 2005, onde ambos COL3Al e
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COL6A3 mostraram-se  significativamente  suprimidos em melanomas
metastaticos.
COL3AL1 foi o gene que mais contribuiu (escore 30,9 p<0,00001) para a
classificagdo do modulo funcional comunicagdo celular segundo o grupo de

melanoma (Tabela 1 ). Além disso, parece ser mais expresso em melanomas finos

(Figura 19).

COL3A1

COLBAS

Figura 39 — Mudangas na correlagdo entre COL3A1 x COL6A3 em melanomas

primarios (circulos fechados) e melanomas metastaticos (quadrados abertos).
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Adeséo celular

Através da analise da rede adesdo celular (Figura 34), conseguimos
identificar alguns genes que parecem estar envolvidos no processo de invasdo,
modulando sinais transducionais via adesao celular (Quadro 7). Dentre eles, temos
os genes GPR56 (G protein-coupled receptor 56) e POSTN (Periostin precursor)
cuja diferenca de correlagdo entre os melanomas primarios (R= -0,612) e as
metastases (R=0,215) foi significativa (p<0,005) — Figura 40.

GPR56 ¢ POSTN contribuiram significativamente (p<0,00001) para a

inativagdo do modulo funcional adesdo celular em melanomas metastaticos

(Tabela 1).
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Figura 40 — Mudangas na correlagdo entre POSTN x GPR56 em melanomas

primarios (circulos fechados) e melanomas metastaticos (quadrados abertos).
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Assinatura metastatica
Para a rede assinatura metastatica, destacamos o par LUM (Lumican
precursor) e COL6A3 (Figura 36) cuja diferenca entre os melanomas primarios
(R=0,851) e metastaticos (R=0,333) foi significativa (p<0,005) — Figura 41.
LUM foi o gene que mais contribuiu (escore 37,7 p<0,0001) para a
inativagdo do modulo funcional assinatura metastatica em melanomas

metastaticos (Tabela 1).
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Figura 41 — Mudangas na correlagdo entre COL6A3 x LUM em melanomas

primarios (circulos fechados) e melanomas metastaticos (quadrados abertos).

Ainda nesta rede vemos, também, uma significativa quebra de correlagdo
(p<0,05) entre IGFBP4 (Insulin-like growth factor-binding protein 4) ¢ IGF2
(Insulin-like growth factor-2), sendo de (R=0,527) nos melanomas primarios e

apenas (R=-0,032) nos metastaticos (Figura 42).
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IGFBP4 esta entre os genes que mais contribuiram (escore 16,3 p=0,023)
para a inativagdo do modulo funcional assinatura metastitica em melanomas

metastaticos (Tabela 1).

® Fri ]
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Figura 42 — Mudangas na correlacdo entre IGF2 x IGFBP4 em melanomas

primarios (circulos fechados) e melanomas metastaticos (quadrados abertos).

5.3.3 Validacdo dos dados de expressao génica

A fim de se validar o dado de expressdo génica, utilizamos ensaios de
imuno-histoquimica em cortes convencionais de material parafinado ou em Tissue
Microarray (TMA).

Dentre os genes descritos anteriormente, decidimos por validar

desmocolina-3, galectina-3 e kalicreina-7.
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Desmocolina-3

Desmocolina-3 (DSC3) foi um dos genes que contribuiu expressivamente
(p<0,0001) para a inativagdo dos moddulos funcionais comunicacdo celular e
adesdo celular nos melanomas metastaticos (Tabela 1), sendo significativamente
mais expresso em melanomas mais finos (<1,0 mm), p=0,0381 (Figura 23).

A fim de se entender melhor o padrio de expressio de DSC3 na
progressdo melanocitica, analisamos a sua expressdo em amostras de melanomas
cutaneos, através de reacdes de RT-PCR. Estes dados foram gerados por Nair
Muto, em sua tese de doutorado que, utilizando a mesma abordagem
experimental, detectou alteragdo dos niveis de expressao de DSC3 entre nevos e
melanomas primarios.

Para validar, entdo, esta expressdo diferencial de DSC3, usamos quatro
amostras de cada condi¢do bioldgica - melanoma cutaneo primario e metastatico.
Mostramos que ha expressao das isoformas DSC3a ¢ b nos melanomas primarios,
embora um caso de melanoma primario (49) tenha apresentado menor expressao
(Figura 43A).

Quanto aos metastaticos, ha expressdo reduzida somente da isoforma
DSC3a quando comparada aos primdrios (Figura 43A). Esta diferenca corrobora
com a observada na analise por CONA microarray (Figura 43C).

O real significado dos dados ainda requer novos experimentos, pois sendo
desmocolina-3 um marcador de queratindcitos, temos que considerar a
possibilidade de contaminagdo das amostras de nevo e melanomas por estas
células. No entanto, o fato de termos nossas amostras dissecadas visando

enriquecimento das células tumorais (>60%), além do fato de que apenas uma
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isoforma foi detectada na amostra referente a metdstase, a hipotese de
contaminagao se torna menos provavel.

Quanto a validacdo de sua expressao protéica por imuno-histoquimica, ndo
conseguimos avaliar sua imunoreatividade adequadamente, uma vez que houve
positividade inespecifica em células de infiltrado inflamatorio e células
endoteliais. Isto indica que precisamos optimizar melhor nossas reagdes, ou ainda,

usar um anticorpo mais especifico.

RT-PCR
A)
MELANOMAS
. . I
PRIMARIOS METASTATICOS
| I I
49 62 111 115 95 116 117 127
DSC3b A l Ciclos —
DSC3a il | 30
DSC3b o - 35
DSC3a m=8
Pactina — g ;— e — -
B) 0 _
RT-PCR case pareado cDNA-Microarray
DSC3b (p=0,0205)
DSC3a .. < — 7

PRI MET

Metastatico Priméario

Legenda: Analise da expressdo de DSC3 por RT-PCR (30 e 35 ciclos) em melanomas primarios e
metastaticos (A); por RT-PCR (35 ciclos) em um caso pareado de melanoma cutaneo PRI (IM 62)

e MET (IM 70) (B) e, por cDNA microarray entre melanomas primarios e metastaticos (C).
Figura 43 — Expressdo das isoformas a e b de DSC3 em melanomas cutianeos

primdrios e metastaticos.
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Galectina-3
Pelo fato de LGALS3 (Galectin 3) ter sido significativamente mais

expresso em melanomas primarios (p=0,0029) e pela importancia do seu papel no
processo de adesdo celular, e ainda, a sua interagdo com beta-catenina
(KRZESLAK e LIPINSKA 2004; SHIMURA et al. 2004; SHIMURA et al. 2005),
resolvemos avaliar o seu padrao de expressao citoplasmatica e nuclear por imuno-
histoquimica, usando-se TMA (Figura 44).

Apos a andlise de sua marcagdo citoplasmatica e nuclear, vimos que
galectina-3 apresentou maior expressao nuclear em melanomas primarios em
relacdo aos metastaticos, embora esta diferenca nao tenha sido estatisticamente
significativa (p=0,052). De fato, a freqiiéncia de imunoreatividade positiva de
galectina-3 nuclear para os melanomas primarios foi de 47,5% e de 27,6% para os
metastaticos. Em relacdo a espessura, 68,8% dos melanomas T4 (>4,0 mm)
apresentavam positividade para galectina-3 nuclear, contra, respectivamente,
45,5% e 34,8% dos melanomas T2 (1,01 - 2,0 mm) e T3 (2,01 - 4,0 mm).
Todavia, estas diferengas ndo estavam significativamente correlacionadas ao

indice de Breslow.
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p=0,0029

Legenda: Expressdo diferencial de galectina-3 em melanomas primarios (PRI) e metastaticos
(MET) por cDNA microarray (A). Em destaque a direita TMA (400X), representamos
imunoreatividade de galectina-3 em melanoma primario (B), apresentando marcagdo nuclear e
citoplasmatica positiva (em destaque) e, em melanoma metastatico (C), apresentando marcago
nuclear e citoplasmatica negativa.

Figura 44 - Analise da expressao génica ¢ protéica de galectina-3 em melanomas

cutaneos.
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Quando determinamos o0s niveis citoplasmaticos de galectina-3,
observamos uma correlagdo significativa (p=0,002) entre o escore médio de

galectina-3 e a espessura dos melanomas primarios, conforme podemos observar

na Figura 45.
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Legenda: Este grafico mostra uma correlagdo significativa entre o escore médio citoplasma e

indice de Breslow (em mm), segundo o teste de Spearman (p=0,002).
Figura 45 - Escore médio da marcagdo citoplasmatica de galectina-3 em

melanomas cutaneos primarios e metastaticos.

. 2 . . .. .
E ainda, segundo o teste ¥~ vimos que a imunoreatividade de galectina-3
citoplasmatica apresentou significativa associacdo com o indice de Breslow

(p=0,007), conforme disposto na Tabela 2.
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Tabela 2 — Associagdo da imunoreatividade citoplasmatica de galectina-3 e o
indice de Breslow.

NuUmero de pacientes (%)

Variavel Pacientes . . p-valor
Galectina-3 Galectina-3

negativa positiva

Indice de Breslow

T2 (1,01 - 2,0 mm) 22 19 (86.,4) 3 (13,6)

0,007
T3 (2,01 - 4,0 mm) 23 15 (65.,2) 8 (34,8)
T4 (> 4,0 mm) 16 6 (37,5) 10 (62,5)

Apesar da expressdo citoplasmdtica de galectina-3 em melanomas
primdrios de 1,01 - 2,0 mm ndo ter sido muito freqliente (13,6%), sua marcagdo
nuclear foi mais expressiva (45,5%). Para os demais melanomas (2,01 - 4,0 mm e
> 4,0 mm) ndo houve diferenga quanto ao tipo de expressdo de galectina-3, se
nuclear ou citoplasmatica.

Quanto a expressdao de galectina-3 em nevos melanociticos, obtivemos
apenas imunoreatividade positiva nuclear, sendo freqiiente em cerca de 60% dos
casos. No entanto, quando comparamos as medianas dos escores médios entre os
melanomas e os nevos melanociticos, vimos que ndo houve diferenca

significativa.
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Kalicreina-7

Os niveis de expressdo protéica de kalicreina- 7 em melanomas primarios
e metastaticos foram determinados por imuno-histoquimica (Figura 46).

As analises realizadas com amostras individuais (Figura 46), que estdo de
acordo com (WINNEPENNINCKX et al. 2006), estimularam-nos a determinar os
niveis de expressdo de kalicreina-7 em um conjunto maior de amostras — 12
melanomas primarios e 08 metastaticos. Nesta andlise, kalicreina-7 apresentou
maior expressdo em melanomas primarios em relagdo aos metastaticos, cuja
diferenca, segundo o teste de Mann-Whitney, foi significativa (p=0,030). Este
resultado corrobora com o observado por CDNA microarray (Figura 46).

Embora ndo tenha sido estatisticamente significativa a diferenca de
expressdo de kalicreina-7, segundo a espessura do melanoma, observamos que
70% dos melanomas (>1,0 mm) apresentavam positividade para kalicreina-7,
contra 83,3% dos melanomas (<1,0 mm). Esta mesma tendéncia foi observada na
analise de expressdo diferencial segundo o indice de Breslow, embora sem

significancia estatistica (p=0,057) (Figura 47).
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Legenda: Grafico box-plot gerado com base na intensidade de expressdo relativa a amostra

referéncia (log,) de KLK7, segundo o grupo de melanoma (A). Imunoreatividade citoplasmatica

positiva de KLK7 em melanoma cutineo primério (B) e negativa em metastatico (C). A direita

controle negativo (BSA). Aumento 400X.
Metastases - LF: Linfonodal; CUT: Cutanea; PM: Pulmonar; ¢ VSC: visceral.

Figura 46 — Expressao génica e protéica de kalicreina-7 em melanomas cutineos.
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Legenda: Grafico box-plot gerado com base na intensidade de expressdo relativa a amostra
referéncia (logy) de KLK7, segundo o indice de Breslow (A). Imunoreatividade citoplasmatica
positiva de KLK7 (em destaque) em melanomas cutineos primarios < 1,0 mm (B) e > 4,0 mm
(C). Aumento 400X.

Indice de Breslow - T1: < 1,0 mm; T2: 1,01-2,0 mm; T3: 2,01-4,0 mm; T4: > 4,0 mm.

Figura 47 — Expressdo génica e protéica de kalicreina-7 em melanomas cutaneos,

segundo o indice de Breslow.
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6 DISCUSSAO

6.1 AMOSTRAS DE MELANOMA

Segundo dados da literatura, o melanoma cutaneo apresenta maior
prevaléncia em individuos jovens (62% <65 anos), de pele clara, do sexo
masculino, sendo mais comum em peles fotossensiveis tipo I e I, e individuos de
olhos e cabelos claros (RIES et al. 2002; RAGER et al. 2005).

A idade mediana dos nossos pacientes estd em concordancia ao esperado,
sendo de 57,4 anos (RAGER et al. 2005). No entanto, quanto ao tipo de pele (I e
IT) e cor de olhos e cabelos foram discordantes. Isto se deve provavelmente a
divergéncia étnica entre a populacdo caucaséide avaliada e a nossa. Além disso,
ao contrario do demonstrado pela literatura, a freqiiéncia entre homens e mulheres
mostrou-se muito proxima.

Como discutido por CHUDNOVSKY et al. (2005), o melanoma extensivo
superficial constitui o subtipo mais comum (70%) seguido do nodular (15 a 30%)
e do acral lentiginoso (5% em brancos; 30 a 70% em negros) (CHUDNOVSKY et
al. 2005). A partir destes dados, vemos que a freqiiéncia observada em nossa
casuistica concorda com os da literatura.

Em nosso estudo, as metastases ndo-viscerais foram as mais freqiientes,
em concordancia ao esperado.

Mesmo com o limite da técnica de dissec¢do manual em trabalhar com

melanomas finos, conseguimos ao final uma amostragem consideravelmente
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homogénea onde, respectivamente, 42,9% e 57,1% dos melanomas primarios
eram T1-3 (< 4,0 mm) e T4 (= 4,0 mm).

Se considerarmos todos os melanomas, independente do grupo de
melanoma, se primdrio ou metastatico, cerca de 50% das amostras apresentava
doenga em estadio clinico avang¢ado.

Vale ressaltar que o perfil de expressdo gé€nica identificado nestes
melanomas cutidneos foi analisado segundo o seu comportamento clinico-

patolégico na tese de doutorado de Otavio Machado (2007).

6.2 QUALIDADE DOS DADOS

As nossas laminas por ndo apresentarem variagcdes sistemadticas espaciais
ndo necessitaram de normalizagdes locais do tipo within-tip-group, ou ainda, do
tipo scale (YANG et al. 2002).

Apesar de termos detectado uma distribui¢do ndo-linear para alguns
elementos conseguimos corrigir com sucesso este desvio através da normalizacao

ndo-linear por LOWESS.

6.3 MODULOS FUNCIONAIS E REDES DE RELEVANCIA

6.3.1 A importancia das kalicreinas na progressdo dos melanomas

Assim como para a autonomia do crescimento celular, a capacidade de

sobrevivéncia celular, migracdo e escape a apoptose estdo relacionadas as
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alteracoes da sinalizacao extracelular, e ainda, as altera¢des da transducao de sinal
transcelular e intracelular (HANAHAN e WEINBERG 2000).

Para os melanomas cutineos, destacam-se neste cenario 0s sinais
provindos da interagdo com os queratinocitos.

A partir do estudo da variagdo no estado de ativagdo dos modulos
funcionais entre melanomas primdrios e metastaticos, vimos que o modulo
desenvolvimento da epiderme representa uma ferramenta util para o estudo dos
mecanismos de escape que as células de melanoma desenvolvem em relagdo aos
sinais antiproliferativos mediados pela interagdo com os queratindcitos.

De fato, ao avaliarmos esta rede de relevancia, deparamos com um fato
interessante, a rede de correlagdes se faz entre genes cuja fungdo se associa a
diferenciagdo e descamac¢ao dos queratindcitos, e ainda, adesdo celular. Dentre
estes, destaca-se KLK7 que se correlaciona a quase todos os componentes desta
rede - KLK7 x LAMA3, KLK7 x EVPL, KLK7 x BNC, e KLK7 x SCEL.

KLK7 codifica para a protease KLK7 ou SCCE (Stratum corneum
chymotryptic enzyme) (HANSSON et al. 1994) membro da familia das kalicreinas
(YOUSEF et al. 2000, DIAMANDIS et al. 2000), um subgrupo de serina-
proteases consideradas como potenciais biomarcadores para progndstico e, ou
diagnéstico de alguns canceres humanos, como o de ovario (KYRIAKOPOULOU
et al. 2003; YOUSEF et al. 2003).

KLK7 foi primeiramente identificada como uma quimotripsina-like
proteinase por LUNDSTROM e EGELRUD em 1991, estando envolvida no
processo de descamagdo da camada coérnea da epiderme (LUNDSTROM e

EGELRUD 1991; EGELRUD 1993; EKHOLM et al. 2000), onde uma vez
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secretada pelos queratindcitos da camada granular parece clivar componentes de
corneodesmossomas — desmogleina-1 (DSG1), desmocolina-1 (DSC1) e
corneodesmosina (CDSN) (CAUBET et al. 2004).

A agdo proteolitica de KLK7, conforme ensaios in vitro, ¢ dependente de
pH cuja atividade ¢ controlada ou por ativagdo mediada pela serina-protease
KLKS5 (BRATTSAND et al. 2005), ou por inibi¢do mediada por SLPI (Secretory
Leukocyte Protease Inhibitor) (FRANZKE et al. 1996); por SKALP (Skin-derived
Antileukoproteinase); e ainda, por A2ML1 («a2-macroglobulin like-1)
(GALLIANO et al. 2006).

Além de participar na manutencdo da homeostase da epiderme, KLK7
parece desempenhar um importante papel no processo de invasdo das células de
melanoma, correlacionando-se, por exemplo, com o indice de Breslow, conforme
o demonstrado por WINNEPENNINCKX e colaboradores em 2006. A partir da
analise de sua expressdo diferencial segundo o grupo de melanoma,
demonstramos sua maior expressdo em melanomas primarios, sendo mais intensa
naqueles com espessura <1,0 mm.

Além disso, vimos em nossas andlises que KLK7 apresentou em
melanomas primarios uma significante correlagdo positiva com EVPL e SCEL, os
quais codificam componentes do envelope corneificado presentes em
queratindcitos da camada cornea da epiderme, respectivamente, envoplaquina e
cielina. O envelope corneificado ¢ formado durante o estagio terminal do processo
de diferenciagdo dos queratindcitos (ECKERT e RORKE 1989). A medida que os
queratindcitos se diferenciam e migram para a camada cornea ha um aumento do

fluxo de céalcio e outros ions (GREEN 1979) que induz a ativacdo da
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queratinocito-especifica transglutaminase responsavel pela catdlise da formacao
do envelope (RICE e GREEN 1979; THACKER e RICE 1985).

H4 dados na literatura que suportam o envolvimento de KLK7 na
formagao e turnover dos queratindcitos corneificados (SONDELL et al. 1996;
EKHOLM et al. 2000).

Vale ressaltar também a correlacdo entre KLK7 e o fator de transcri¢ao
BNC (basonuclin-1) cuja fung@o se relaciona a diferenciacdo de queratindcitos
(REBHAN et al. 1997).

Além de KLK7, destacamos também KLKG6 (Kallikrein-6 precursor),
KLK8 (Kallikrein 8, neuropsin/ovasin) e KLK13 (Kallikrein-13 precursor) que
codificam serina-proteases pertencentes a familia das kalicreinas (DIAMANDIS
et al. 2000). KLK6, KLK8 e KLK13, assim como KLK7, estdo localizados em uma
mesma regido do brago longo do cromossomo 19q 13.3-13.4 (YOUSEEF et al.
2000).

Tanto KLK6 quanto KLK13 parecem estar envolvidos na carcinogénese de
alguns canceres humanos (REBHAN et al. 1997), além de desempenhar um papel
semelhante a0 de KLK7 no processo de descamagdo dos queratindcitos
(BORGONO et al. 2006). O mesmo foi sugerido para a KLKS.

A partir destas informagdes biologicas, construimos uma rede de
relevancia especifica para o processo de descamacgao da epiderme, além daqueles
relacionados ao desenvolvimento da epiderme (Figura 48).

Vemos nesta rede que além de KLK7 outras kalicreinas (KLKG, 8 e 13)
apresentaram correlagdo positiva nos melanomas primarios com o componente do

envelope corneificado (SCEL), e ainda com KLK7 e BNC. A partir deste
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resultado, sugerimos que estas kalicreinas desempenhem um importante papel no
processo de invasdo das células de melanoma primario, sinalizando tanto para a
transposi¢do da lamina basal quanto na migracdo intra-epidérmica, conforme
proposto na Figura 49.

Todavia, para melanomas metastaticos, estas serina-proteases parecem nao

exercer nenhuma fungdo, conforme vimos em nossos dados de expressao génica.
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ERPINE 1

Legenda: Representamos os pares de genes cuja alteracdo na correlagdo entre os melanomas

primarios e metastaticos foi significativa (p-valor < 0,005). Correlacdo positiva esta representada

por linhas vermelhas, e correlacdo negativa por linhas verdes. A espessura do tracado da linha

correlaciona-se diretamente com a significancia das diferencas.

Figura 48 — Rede de relevancia baseada no processo de descamacéo da epiderme.
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6.3.2 Comunicacéo e adeséo celular nos melanomas humanos

Durante a transformagao maligna dos melanocitos ocorrem alteragdes nas
comunicagdes intercelulares que conferem as células de melanoma habilidade de
migrar para sitios a distancia ou locoregionais (LI et al. 2002, 2003). Dentre estas
alteracdes destacamos aquelas mediadas por componentes de matriz extracelular e
por moléculas de adesdo celular.

A partir da rede comunicagdo celular, mostramos algumas correlagdes de
expressao entre genes que estdo envolvidos no processo de invasdo, assim como
no controle da homeostase celular modulada pela interacdo célula-célula e célula-
matriz. Dentre eles, destacamos os genes COL3A1 e COL6AS.

COL3A1 que codifica para a unidade alfa 1 do colageno tipo III mostrou
uma significativa alteracdo em sua correlacdo com a unidade alfa 3 do coldgeno
tipo VI (COL6A3) segundo o tipo de melanoma.

A diminuicdo da expressdo de ambos os coldgenos (III e VI) em
melanomas metastaticos ja foi demonstrada em outro estudo de expressao génica
(HAQQ et al. 2005), mas a correlagao deste perfil segundo o grupo de melanoma
¢ inédita. Vale ressaltar que a sua expressdo também se correlaciona com a de
outros genes, o que contribui bastante para o melhor entendimento do seu papel
no processo de invasao dos melanomas humanos.

A partir da rede de relevancia adesdo celular, vemos que a expressao de
GPR56 e POSTN mostrou-se negativamente correlacionada em melanomas
primarios.

GPR56 codifica para o receptor GPR56 (G protein-coupled receptor 56)

que parece modular interagdo célula-célula (REBHAN et al. 1997), sendo muito
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expresso em gliomas (SHASHIDHAR et al. 2005) ¢ cancer de esofago (SUD et
al. 2000).

Em linhagens de melanoma, XU et al. (2006), mostraram que a expressao
de GPR56 contribuia para a supressdo de metdstase em pulmio e proliferagdo
tumoral ao se ligar a transglutaminase (TG) 2 (XU et al. 2006). Interessantemente,
vimos uma menor expressdo de GPR56 em metastase pulmonar de melanoma
cutaneo (Figura 21). Apesar desta analise de expressdo génica partir somente de
um unico caso, este resultado corrobora com o proposto por XU et al. em 2006,
onde havendo uma menor expressdo de GPR56 ha um significativo aumento
(p=0,012) no numero de metéstases pulmonares.

POSTN codifica para periostina que parece modular motilidade celular em
carcinoma de ovario ao se ligar as integrinas avp-3 ¢ avp-5 (GILLAN et al.
2002). Além disso, promove angiogénese em tumores de mama via super-
regulacdo do VEGF-R2 (SHAO et al. 2004); e ainda sobrevivéncia em cancer de
colon pela ativagao da via AKT ao se ligar a integrina av3 (BAO et al. 2004).

Baseando-se em dados da literatura e em nossos resultados podemos
inferir que células de melanoma que mostram expressdo de POSTN ¢ GPR56
negativamente correlacionada apresentem um fendtipo mais agressivo. Isto por
que expressam, em log,, mais POSTN (2 a 6 vezes) e menos GPR56 (-1 a -4
vezes) em relagdao a amostra referéncia. E o fato de expressar menos GPR56 possa

predizer metéstase pulmonar.
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6.3.3 Assinatura metastatica

Segundo a literatura, o processo metastatico esta correlacionado a fatores
mecanicos (capacidade de intravasdo e extravasdo das células neopldsicas ao
longo dos capilares ¢ vénulas); a capacidade de sobrevivéncia destes tumores na
circulagdo hematogénica ou linfatica; ao tipo de invasdo (hematogénica ou
linfatica); aos aspectos moleculares referidos como “assinatura metastatica”; e
ainda aos fatores de compatibilidade biologica seed-soil (CHAMBERS et al.
2002; RAMASWAMY et al. 2003).

Um dos fatores que preconiza um prognostico ruim para o melanoma ¢ a
sua incrivel capacidade metastatica. Muitos trabalhos tém demonstrado perfis de
expressdo génica diferenciais em melanomas metastaticos (STADELMANN et al.
1998; BITTNER et al. 2000; WEERARATNA et al. 2002; DE WIT et al. 2002;
CLARK et al. 2001; CARR et al. 2003; NAMBIAR et al. 2004; HAQQ et al.
2005). No entanto, por seguirem o conceito de andlise dos dados baseada em
hipdteses, pouca informagao quanto ao aspecto bioldgico e funcional foi provida.

Para identificarmos correlagdes entre pares de genes até, entdo, nao
associados ao fenotipo metastatico, analisamos hipoteses baseadas em dados,
usando-se justamente uma lista de genes cujos perfis diferenciais ja tenham sido
mostrados em melanomas humanos.

A partir desta abordagem, conseguimos mostrar mudangas de correlagdo
entre pares de genes cuja fun¢ao gé€nica associa-se a habilidade de invasao (LUM
e COL6A3), sobrevivéncia celular e escape a apoptose (IGF2 e IGFBP4).

LUM codifica para o proteoglicano lumican (Keratan sulfate proteoglycan

lumican) que atuando na formagédo de fibrilas de colageno (REBHAN et al. 1997)
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pode contribuir na modulagdo de sinais célula-matriz entre células de melanoma e
o componente de matriz colageno tipo VI (COL6A3).

Na rede de assinatura metastatica observamos, também, correlacao
positiva na expressdo entre IGF2 e seu potencial antagonista IGFBP4 nos
melanomas primarios, sendo perdida nos melanomas metastaticos.

O mecanismo modulado pelo insulin-like growth factor (IGF) consiste de
dois peptideos (IGF1 e 2), dois receptores principais (IGF1R e 2R), seis diferentes
IGF binding proteins (IGFBP1-6) e quatro IGFBP related peptides (IGFBP Rp 1-
4). Este sistema IGF medeia proliferacdo celular, apoptose, transformagdo e
diferenciagdo de forma paracrina, enddcrina e autocrina em alguns canceres
humanos, principalmente em tumores de prostata, mama e colon, como revisado
por DURALI et al. 2006.

Como revisto por OESTERREICHERT et al. (2005) ¢ DURAI et al.
(2006), a maioria dos IGFBPs inibe o crescimento celular induzido pelos IGFs por
diminuir sua biodisponibilidade. Contudo, alguns IGFBPs estimulam, também,
proliferacdo presumidamente via ligacdo aos seus receptores, sendo sua atividade
controlada por proteinases.

Como a protedlise limitada de IGFBPs parece ser o principal mecanismo
para a biodisponibilidade de IGFs (OESTERREICHERT et al. 2005), ¢ de se
esperar que tanto as serina-proteases (KLKs e MMPs) quanto suas enzimas
reguladoras desempenhem um importante papel neste processo.

De fato, ha dados na literatura que suportam o papel das kalicreinas, tais

como KLK2 e KLK3, na degradagio de IGFBP4 (REHAULT et al. 2001). J4 a
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ativacdo de KLK3 ¢ promovida pela KLK4 em tumores de prostata
(MATSUMURA et al. 2005)

Embora ndo haja dados na literatura que comprovem a inibicdo de IGFBP4
pelas MMPs, ha aqueles que demonstram o seu papel (MMP3, 7, 9 ¢ 19) na
degradacdo de outros membros da familia IGFBPs (IGFBP1 e 3) (SADOWSKI et
al. 2003; COPPOCK et al. 2004; MIYAMOTO et al. 2004; NAKAMURA et al.
2005).

No entanto, hd ainda mecanismos regulatorios ajuzantes a inibicdo de
IGFBPs (IGFBP4 ¢ 5), onde componentes de matriz extracelular, como por
exemplo, heparina e outros glicosaminoglicanos desempenham um papel
importante ao inibir as serina-proteases responsaveis pela degradacao de IGFBPs
(ARAI et al. 1994; FOWLKES et al. 1997).

Baseando-se nestas informacdes construimos uma rede de relevancia
constituida por genes que possam estar potencialmente relacionados ao sistema
IGF (Figura 50).

A partir dos dados de correlagdo demonstrados nesta rede, sugerimos que o
mecanismo regulatorio IGF possa ser importante para a progressio dos
melanomas humanos, assim como demonstrado para varios outros tipos de

tumores humanos (DURALI et al. 2006).
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Legenda: Representamos os pares de genes cuja alteragdo na correlagdo entre os melanomas
primarios e metastaticos foi significativa (p-valor < 0,05). Correlacdo positiva esta representada
por linhas vermelhas, e correlagdo negativa por linhas verdes. A espessura do tracado da linha
correlaciona-se diretamente com a significancia das diferengas.

Figura 50 — Rede de relevancia baseada no sistema IGF.
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A partir, entdo, de nossos resultados e de dados da literatura, propomos
que IGFBP4 em melanoma possa ser degradado pelas serina-proteases tais como
as kalicreinas (KLKs) e metaloproteinases (MMPs), fazendo com que haja maior
biodisponibilidade de IGF2 que por sua vez ao se ligar ao seu receptor IGF1R
sinaliza sobrevivéncia e proliferagdo celular via ativagdo de ATK, Figura 51.
Segundo a rede, no grupo dos melanomas primdarios a correlagdo positiva
entre a expressao de IGFBP4 x IGF2, e a negativa observada entre IGFBP4 x
MMP27 e IGFBP4 x IRS1 parecem ser os principais moduladores do sistema IGF.
O balango coordenado de suas proteinas ¢ que direciona a biodisponibilidade de
IGF2. Assim, parece que em melanomas primarios ainda ha um controle dos
sinais proliferativos e¢ de sobrevivéncia, assim como de escape a apoptose
mediados por IGF2.
J& nos melanomas metastiticos parece haver uma quebra nestas

correlagdes o que levaria a uma ativacao deste programa de sobrevivéncia.
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Figura 51 — Mecanismo regulatorio de IGF em melanomas humanos.
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6.4 VALIDACOES DOS DADOS DE EXPRESSAO GENICA

6.4.1 Desmocolina-3

Confirmamos o nivel de expressdo de DSC3, aplicando-se a técnica de RT-
PCR o que corrobora com o observado no cDNA microarray, no qual vimos
também uma diferencga significativa segundo o indice de Breslow.

Quanto & sua deteccdo a nivel protéico por imuno-histoquimica, nao

conseguimos avaliar a sua imunoreatividade adequadamente.

6.4.2 Galectina-3

Embora ndo tenhamos confirmado o dado de expressdo génica diferencial
entre os grupos de melanomas primarios e metastaticos através da analise de sua
expressdo citoplasmatica ou nuclear, por imuno-histoquimica em TMA,
mostramos que a sua expressdo citoplasmatica estava significativamente
correlacionada ao indice de Breslow.

LGALS3 membro da beta-galactoside-binding gene family codifica para a
glicoproteina galectina-3, uma proteina multifunctional que apresenta importante
papel em uma variedade de fungdes bioldgicas, incluindo adesdo celular tumoral;
proliferacdo; diferenciacdo celular; angiogénese; progressao tumoral e metéstase
(KRZESLAK e LIPINSKA 2004).

Como reportado pela literatura, galectina-3 se co-localiza com [-catenina,
tanto no citoplasma quanto no nucleo. O acimulo de beta-catenina no citoplasma
decorre, principalmente, da dissociagdo com E-caderina transmembrana e da

ativacdo da via WNT na qual GSK3p ¢ inativado com conseqiiente inibi¢do da
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degradacdo de beta-catenina pelo proteassoma (SHIMURA et al. 2004;
SHIMURA et al. 2005).

Uma vez acumuladas no citoplasma, galectina-3 e [-catenina sdo
translocadas para o nucleo onde ativam a transcricdo de fatores que promovem
diferencia¢do, crescimento celular e migragcdo (SHIMURA et al. 2004;
SHIMURA et al. 2005).

Interessantemente, em nosso estudo vimos que a expressao citoplasmatica
de galectina-3 mostrou-se significativamente correlacionada ao indice de Breslow,
aumentando-se a medida que se aumenta a espessura do tumor.

Sugerimos, entdo, que galectina-3 represente um importante fator no
processo de invasdo dos melanomas primdrios, principalmente, para aqueles cujo
crescimento vertical (T4) limita-se & camada mais profunda da pele. Neste nivel
de invasdo, as células de melanoma apresentaram um grande acumulo de
galectina-3 tanto no citoplasma quanto no nucleo.

Como a capacidade de invasdo na juncdo dermo-epidérmica pode estar
diretamente associada a ativagcdo da via WNT, ¢ factivel pensarmos que havendo
tal ativacdo haveria um aumento no acimulo de beta-catenina, com conseqiiente
aumento de galectina-3 no citoplasma.

O desafio agora ¢ tentar relacionar estas hipoteses com o perfil imuno-
histoquimico de beta-catenina, APC e GSK3f, componentes da via WNT, em um

conjunto de melanomas humanos.
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6.4.3 Kalicreina-7
Validamos com sucesso o nivel de expressdo de KLK7 a nivel protéico por
imuno-histoquimica em um conjunto de melanomas humanos. Embora nao
tenhamos conseguido significancia estatistica (p=0,057) quanto ao nivel de
expressdo de KLK7 segundo o indice de Breslow, nossos dados indicam uma
possivel associacao, em concordancia ao demonstrado por (WINNEPENNINCKX

et al. 2006).
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CONCLUSAO

Mostramos seis modulos funcionais significativamente alterados segundo o
grupo de melanoma: desenvolvimento da epiderme; atividade de peptidase;
comunicacdo celular; adesdo celular; receptor neuroativo ligante e assinatura
metastatica.

A partir do conceito de hipdtese baseada em dados, construimos centenas de
redes de relevancias, nas quais identificamos milhares de correlagdes entre
pares de genes funcionalmente relacionados.

Propomos um mecanismo de transposi¢do da lamina basal ou de migragdo
intra-epidérmica modulado, principalmente, por kalicreina-7 e por suas
proteases-inibidoras (SLPI e SKALP).

Propomos um mecanismo de sobrevivéncia e proliferagdo modulado por
IGFBP4 ¢ por suas proteases reguladoras (KLKs e MMPs).

Confirmamos os dados de expressao génica diferencial detectado por CDNA

microarray para desmocolina-3, galectina-3 e kalicreina-7.
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