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RESUMO

Sangiuliano BA. Expressdo da dermicidina e correlacdes clinico-patolégicas
em melanomas malignos [Dissertacédo]. Sédo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2015.

O melanoma cutaneo € a neoplasia de pele de maior mortalidade e
grande imprevisibilidade na sua evolugcédo. Na doenca disseminada, as op¢oes
terapéuticas sdo pouco eficazes. A pesquisa de novos marcadores tumorais
permite a melhor compreensao da patogénese do melanoma e possibilita a
descoberta de alvos moleculares. A proteina Dermicidina (DCD) foi identificada
entre os 9 genes de uma assinatura génica de predicdo de diagndstico clinico
do melanoma humano, porém varios autores divergem sobre o papel desta na
doenca e os mecanismos moleculares pelos quais a DCD atua nos tumores
permanecem incertos. O presente estudo teve como objetivo investigar o papel
da DCD na tumorigénese do melanoma maligno e correlacionar sua expressao
com dados clinicos, demogréaficos e patoldégicos dos pacientes. Através da
técnica de imuno-histoquimica em laminas de TMAs (tissue-microarray), 0
padrdo de expressdo de DCD foi analisado em tecido tumoral de duas coortes
de pacientes, a primeira com 53 casos tratados no Hospital A.C. Camargo,
predominantemente caucasianos, e a segunda com 48 casos, todos asiaticos,
obtidos comercialmente da empresa IMGENEX. A analise in situ da
Dermicidina mostrou que a proteina esta expressa de forma heterogénea nas
células tumorais, e pode ocorrer tanto em tumores amelanociticos como
melanociticos. Em melanomas primarios, a expressdao de DCD foi mais
frequente em tumores localizados nas regides do tronco e membros superiores,
ja nas metastases, a proteina foi detectada predominantemente em células em
transito nos linfonodos (69,23% dos casos). Analisando os resultados dos 101
pacientes das duas coortes em conjunto, pelo método de Kaplan-Meier, foi
confirmado que nos individuos com tumores DCD-negativo, a taxa de
sobrevida foi de 65,54% em 60 meses, e de 62,86% em 130 meses. Ja

individuos com tumor DCD-positivo tiveram sobrevida de 43,33% em 5 anos, e



28,12% em 130 meses, sendo a diferenca significante entre os grupos
(p=0,0229). A taxa de Obito dos pacientes com tumor DCD-positivo foi mais
elevada, 56%, quando comparada a taxa dos individuos com tumor DCD-
negativo, 33,33% (p=0,0281). Também foi encontrada uma tendéncia de
tumores expressando DCD se relacionarem a pacientes com idade superior a
50 anos (p=0,1057). Em uma consulta de 4 estudos diferentes que reuniram 0s
dados de sequenciamento de DNA de tumores de 515 pacientes, observamos
gque o gene DCD, em melanomas, ndo se encontra predominantemente
amplificado, mas sim mutado. A substituichio E43K foi a alteragdo mais
frequente, correspondendo a 70% dos casos com mutacdo no gene. Ao
relacionarmos os casos disponiveis de mutacdo em DCD com os genes BRAF,
NRAS, MITF, CDKN2A e ERBB4, encontrou-se uma associagdo com a
mutacdo BRAF V600E nos casos em que ocorria a mutagdo DCD E43K. Por
ter alta frequéncia em melanomas (variando entre 45 e 54%), e ser um
indicador de pior prognéstico para a neoplasia, a expressdo de DCD pode ser

considerada um potencial biomarcador.

Descritores: dermicidina; melanoma; imuno-histoquimica; analise serial de

tecidos; marcadores bioldgicos; peptideo antimicrobiano; estudos de coortes.



ABSTRACT

Sangiuliano BA. Dermcidin expression and clinicopathological correlations in
malignant melanomas [Dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2015.

Cutaneous melanoma is the skin neoplasia with the highest mortality rate
and great unpredictability in its evolution. In disseminated disease, the
treatment options are little effective. The research for new tumor markers allows
a better understanding of the pathogenesis of melanoma and enables the
discovery of molecular targets. The Dermcidin protein (DCD) was identified
among the nine genes of a gene signature predicting clinical diagnosis of
human melanoma, although many authors differ on its role in the disease and
the molecular mechanisms by which DCD acts in tumors remain unclear. The
present study aimed to investigate the role of DCD in the tumorigenesis of
malignant melanoma and to correlate its expression with clinical, demographic
and pathologic data of patients. Using the technique of immunohistochemistry in
TMA slides (tissue microarray), the expression pattern of DCD was analyzed in
tumoral tissue of two cohorts of patients, the first with 53 cases treated in
hospital AC Camargo, predominantly caucasians, and the second with 48
cases, all Asians, commercially obtained from IMGENEX company. The in situ
analysis of Dermcidin showed that the protein is expressed in a heterogeneous
manner in tumor cells, and can occur in non-melanocytic as well as in
melanocytic tumors. In the primary melanoma, DCD expression was more seen
in tumors located in the regions of torso and upper limbs. In the metastases, the
protein was found predominantly in cells in transit in the lymph nodes (69.23%
of cases). Analyzing the 101 patients of the two cohorts together, by the
Kaplan-Meier method, it was confirmed that patients with DCD-negative, the
survival rate was 65.54% in 60 months, and 62.86% in 130 months, while the
group of patients with DCD-positive tumor had 43.33% in 5 years, and 22.12%

in 130 months, knowing that a difference between the groups was significative



(p=0.0229). The death rate of patients with DCD-positive tumor was higher,
56%, when compared with the death rate of individuals with DCD-negative
tumor, 33.33% (p=0.0281). It was also found a trend of tumors expressing DCD
related to patients older than 50 years (p=0.1057). In a search of 4 different
studies grouping the DNA sequencing tumor of 515 patients we observed that
the DCD gene, in melanoma, is not predominantly amplified, but mutated. The
E43K substitution was the most frequent alteration, corresponding to 70% of
cases of gene mutation. When comparing the available cases of mutations in
DCD with the genes BRAF, NRAS, MITF, CDKN2A, ERBB4, we found an
association with the BRAF V600E mutation in cases where occurred the DCD
E43K. By having high frequency in melanomas (ranging between 45 and 54%)
and being an indicator of poor prognosis for the neoplasia, DCD expression can
be considered as a potential biomarker.

Descriptors: dermcidin; melanoma; immunohistochemistry; tissue array

analysis; biological markers; antimicrobial peptide; cohort studies.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS
LISTA DE TABELAS

RESUMO
ABSTRACT
1.  INTRODUCAO
1.1 O MEIANOMA. ... 03
1.2 Apele e abDermiCidiNa.......cccceiiiiieiiiiiiii e 07
1.3 A Dermicidina no contexto tumoral.............cccceeeieeeeeeiiiieiieeeeeeeiaas 12
1.4  EStudo Preliminar..... ... .. e 13
2. OBUJETIVOS . ...t a e 17
2.1 ODJELIVOS GEIAIS. .. .ceeiiiiiciiitiie ittt 17
2.2  ODbjetivos €SPECITICOS. .....ciiiiiiieiiiii et 17
3. MATERIAL E METODOS........ciieieeceeteee ettt en e 19
3.1 CASUISTICA it i i i e e ——————————— 19
3.2 Determinagao da expressdo de DCD por imuno-histoquimica............ 19
3.3 ANAlISE S atiSHICA. . ..vvveiiiiiie e 21
3.4 Plataformas de bioinformaticas e analise gendmica...........c.cccceeeeenn.. 22
4. RESULTADOS. ...ttt ereee e e e e e e e e e s e 24
4.1 ANALISES IN SIU....iiiiiiiiiiiiie et eeaaeeaeeeas 24
4.1.1 Expressao de DCD em glandulas écrinas da pele humana................. 24
4.1.2 Expressao de DCD em melanomas..........cccccceeiriiiiiniiiiiciiiiiiiiiieeeee 26
4.1.3 Padrdes de positividade da expressao de DCD............cccccvvvvvirreeeeennn. 29
4.1.4 Expressdo de DCD em tumores melanociticos e amelanociticos....... 33
4.1.5 Expressdo de DCD em melanomas primarios e metastases............... 35
4.2 Dados clinico-demograficos dos pacientes..........ccccvvvvvevveivvviiiiinieenn. 36
4.2.1 Dados clinico-demograficos dos pacientes em funcéo da expressao

[0 L= 1 I PRSPPI 38
4.2.2 Teste de associagao entre as VariveiS. ........cccueeeveereeeeeeeeeeeessciiinnnnnnn 44
4.2.3 Sobrevida cancer-especifiCa..........cccccveeeeiieiiiiii i 49
4.3 Analise das alteracdes estruturais do gene DCD em melanomas....... 51
5. DISCUSSAD. ..ottt 54
B.  CONCLUSOES.......oieeeeeeeeeeee et 67
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .. ....iiiiiiiee e, 69
8 ANEXOS ... et aa e e s 78



INTRODUCAO



Introducao

1. INTRODUCAO

O cancer € uma doenca complexa, em que células sofrem alteracfes e
param de responder corretamente aos mecanismos que regem o crescimento e
a manutencdo de um tecido normal, causando o aparecimento de uma
populacdo celular que se multiplica de maneira descontrolada e é capaz de
invadir outros tecidos (Weinberg, 2008). A doenca tem origem multifatorial,
sendo resultado de interacdes entre fatores genéticos e ambientais, e,
geralmente, um Unico fator ambiental, ou uma Unica alteracdo genética, ndo

séo suficientes para acarretar o desenvolvimento tumoral (Weinberg, 2008).

A tumorigénese em humanos tem se mostrado um processo de multiplos
passos, em que cada passo reflete alteragcbes genéticas que dirigem a
transformacao de células normais em malignas (Hanahan & Weinberg, 2000).
Essas alteragcbes podem ser anomalias cromossOmicas qualitativas ou
quantitativas, que podem causar instabilidade gendmica e aneuploidias,
permitindo assim que erros durante a segregacao dos cromossomos levem a
selecdo progressiva de clones de células alteradas (Vogesltein & Kinzler,
2004). Para que estes clones sejam bem sucedidos, eles devem passar por
uma evolucéo clonal (que leva aproximadamente 30-50 anos) quando novas
mutacdes, translocacdes, delecdes e amplificacdes séo introduzidas em genes
criticos, tais como proto-oncogenes, genes supressores de tumor e enzimas de
reparo do DNA, para assim adquirir certas habilidades e capacidades
biol6gicas. Em seu trabalho notavel, Hanahan & Weinberg (2000) organizam
seis dessas habilidades fundamentais para o desenvolvimento de um cancer.
Sao elas a capacidade adquirida de autossuficiéncia de fatores de crescimento,
insensibilidade a sinais anti-crescimento, invasdo de tecidos e metastase,
potencial replicativo ilimitado, angiogénese sustentada e evasdo a apoptose.
Anos mais tarde, em artigo de 2011, os autores incluiram mais quatro
habilidades atribuidas as células tumorais. Estas novas habilidades s&o:
evasdo a resposta imunoldgica, inflamacéo induzida pelo tumor, instabilidade
gendmica e reprogramacdo do metabolismo energético (Hanahan & Weinberg,
2011).
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1.1 O melanoma

7

O melanoma maligno cutaneo é o0 cancer que tem origem nos
melandcitos da pele e estad frequentemente associado a exposicdo solar.
Dentre os varios tipos de cancer da pele, os melanomas séo os tumores de pior
prognostico devido a alta resisténcia a quimioterapia convencional (Kwong et
al., 2007; Nelson & Tsao, 2009).

Segundo dados do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da
Silva (INCA), as neoplasias da pele sdo responsaveis por cerca de 25% dos
casos totais de cancer no Brasil. Dentre os céanceres da pele, 4%
correspondem a melanomas, e estima-se que o pais registre aproximadamente
6 mil casos novos da doenca por ano (INCA, 2015). As estimativas da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicam o surgimento de 132 mil novos
casos anuais de melanoma no mundo. Além disso, a OMS ainda calcula que
uma reducdo de 10% nos niveis de o0z6nio atmosférico (que absorve uma parte
da radiacédo ultravioleta do Sol) pode resultar em um acréscimo de 4.500 casos
da neoplasia, apontando um crescimento global na incidéncia da doenca para

0s proximos anos (OMS, 2015).

A progressdo do melanoma costuma seguir sucessivamente algumas
fases ja descritas na literatura. Em geral, estas fases sdo: nevus melanocitico,
nevus displéasico, melanoma de crescimento horizontal (fase de crescimento
radial), melanoma de crescimento invasivo (fase de crescimento vertical) e
melanoma metastatico (Hipfel et al., 2001). Quando detectada nos estagios
iniciais e tratada com a remocao cirdrgica do tumor, a doenga possui elevados

indices de cura.

Existem algumas classificacbes possiveis para os casos de melanoma,
baseadas no tipo histologico em que se origina o0 tumor primario. Além da
localizacéo, estes subtipos da doenca também costumam apresentar perfis
genéticos distintos. O melanoma de crescimento superficial € o tipo mais
frequente da doenca na populacéo caucasiana. Ele tem origem na epiderme, e

inicialmente seu crescimento é radial, com minima extensédo para a camada
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dérmica. Somente apos anos de desenvolvimento do tumor, ele chegara a fase
de crescimento vertical e se expandira para a regidao dérmica, onde se torna
potencialmente perigoso (Walker et al.,, 2011). JA& o melanoma nodular €&
associado ao tumor primario situado na derme, e a falta da extensao radial na
epiderme, representando assim, uma forma mais avangada da neoplasia
(Zalaudek et al., 2008). O melanoma lentigo € o Unico subtipo da doenca
totalmente associado a exposi¢cado solar crénica e aos danos causados pela
radiacdo UV. E aceito que ele se origina em melandcitos epidérmicos, embora
também tenha sido proposto que melandcitos de foliculos pilosos possam dar
inicio & doenca (Box et al., 2010). Seu inicio é caracterizado pelo crescimento
radial, e apos varios anos de danos causados pelo Sol a derme € atingida, na
fase de crescimento vertical. O melanoma acral € aquele que acomete as
regides palmoplantar, e de extremidades, como ponta dos dedos (incluindo a
regido localizada sob as unhas). Essas regides tipicamente apresentam menor
guantidade de melandcitos, e o melanoma acral é considerado um tipo de
melanoma independente dos danos causados pela radiacdo UV (Walker et al.,
2011). J& o melanoma mucoso surge em regides de tecido da mucosa,
comecando seu desenvolvimento na camada basal e depois expandindo para a
derme (Smoller, 2006). Por fim, o melanoma uveal, é o tipo de tumor que
atinge estruturas oculares, como coroide, corpo ciliar, iris, conjuntiva e
palpebra. O melanoma uveal é a neoplasia intraocular mais comum em adultos,
e a populacdo caucasiana € a mais propensa a este tipo de tumor. Apesar de
alguns autores apontarem um papel da radiacdo UV no desenvolvimento da
doenca (Meyle & Guldberg, 2009; Schmidt-Pokrzywniak et al., 2009; Shields &
Shields, 2007), ainda ndo ha consenso se a exposi¢ao solar € um fator de risco

para este tipo de melanoma ou néo.

Isoladamente, nenhum gene tem a capacidade de iniciar e desenvolver
um tumor, e é aceito que varios eventos independentes sdo necessarios para o
acumulo de defeitos genéticos que levem ao fendtipo maligno. Os dois genes
mais mutados em melanomas sdo BRAF (B-Raf proto-oncogene,
serine/threonine kinase) e NRAS (neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene
homolog) (Platz et al., 2008). Eles fazem parte da via RAS-RAF-MEK-ERK-
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MAPK, que promove proliferagdo, sobrevivéncia, diferenciagdo e motilidade
das células (Hill et al.,, 2013). BRAF € um membro da familia das RAF
quinases, e é ativado por RAS. Aproximadamente 60% dos melanomas
apresentam mutacdo em BRAF, sendo que mais de 90% destas mutacOes
correspondem a substituicdo V600E (Ascierto et al., 2012). Essa mutacdo
provoca a ativagao constitutiva do gene, o que faz com que a via de sinalizacao
intracelular figue ativada mesmo sem o0s estimulos extracelulares iniciais
necessarios, causando assim proliferacdo e sobrevivéncia celulares muito mais
elevadas do que o normal, com BRAF selvagem. Devido a alta frequéncia
dessa mutacao, inibidores seletivos de BRAF, como Vemurafenib e Dabrafenib,
foram desenvolvidos e tém apresentando bons resultados no tratamento de
pacientes que apresentam a mutacdo BRAF V600E (Sullivan & Faherty, 2013).
NRAS é um membro da familia das RAS GTPases que se encontra ancorado a
membrana celular e que, quando estimulado pelo seu respectivo receptor
passa do estado inativo ligado a GDP (guanosine diphosphate) para o estado
ativo ligado a GTP (guanosine triphosphate), e assim recruta as proteinas RAF
que dardo continuidade a via (Hill et al., 2013). Em melanomas, mutacfes em
NRAS aparecem em aproximadamente 20% dos casos, e a mutacdo mais
frequente impede que NRAS retorne a forma inativada de GTPase, fazendo
com que a via de MAKP (mitogen-activated protein kinase) fique ativada
constitutivamente. Diversos estudos até o momento demostraram que

mutacOes em BRAF e NRAS sdo mutuamente exclusivas.

Diversos outros genes fortemente associados ao desenvolvimento de
melanomas ja foram identificados. O gene MITF (microphthalmia-associated
transcription factor) tem sido considerado um oncogene por ter influéncia em
varios processos celulares, como proliferacdo, sobrevivéncia, motilidade,
protecdo contra estresse oxidativo, e reparo de DNA (Ploper & De Robertis,
2015). Ele codifica um fator de transcricdo, e regula a diferenciacdo e o
desenvolvimento de melandcitos. Em melanomas, a amplificacdo do gene

MITF é observada em aproximadamente 15% dos casos.

Proteinas tirosina quinase sdo frequentemente associadas a diversos

tipos de cancer. Estudos feitos por sequenciamento de DNA em melanomas
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metastaticos mostraram que o gene ERBB4 (erb-b2 receptor tyrosine kinase 4)
apresenta mutacdo em 19% dos casos, sendo 0 membro dessa superfamilia
que apareceu mais frequentemente mutado (Prickett et al., 2009). Este gene
faz parte de uma familia composta por quatro receptores de fator de
crescimento epidérmico: ERBB1 (EGFR ou HER1), ERBB2 (HER2), ERBB3
(HER3) e ERBB4 (HER4). Esses receptores sdo proteinas transmembranas
gue contém um sitio de ligacdo extracelular, uma hélice transmembrana, um
dominio tirosina quinase citoplasmético e uma cauda C-terminal. A familia
ERRB possui 13 tipos de ligantes conhecidos, sendo que os ligantes podem
apresentar especificidade para o receptor ou se ligar aos receptores com maior
afinidade. ERRB4 tem como ligantes as Neuregulinas (NRG1, NGR2, NGR3,
NGR4), o Fator de Crescimento semelhante ao EGF ligado a Heparina (HB-
EGF) e a Epiregulina (EREG) (Moreira, 2011). Apés a ativacao dos receptores
pelos ligantes, diversas vias podem ser acionadas, como RAS-RAF-MEK-ERK
e PI3BK-mTOR, com consequente ativacdo de fatores de transcricdo e inducao
da proliferacdo celular. Mutag6es em ERBB4 conferem a célula maior atividade
quinase e capacidade de transformac&o maligna, fazendo com que 0 gene seja

considerado um potencial oncogene para melanoma (Kunz, 2014).

Apesar da maioria das alteracdes genéticas associadas ao melanoma
serem somaticas, ou seja, adquiridas por algumas células ao longo da vida da
pessoa, cerca de 10% dos casos da doenca tém origem em mutacdes
herdadas, através de células germinativas. Assim, além de estarem presentes
em todas as células do individuo, essas mutagbes também podem ser
passadas para as proximas geracfes. Um dos genes mais associados ao
melanoma familiar € CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) (Read et
al., 2015). Este gene é conhecido por codificar algumas proteinas, entre elas
pl6 e pl4, que atuam como reguladoras negativas do ciclo celular. Mutacbes
em CDKN2A levam a producao deficiente ou nao-funcional destas proteinas, o
que pode acarretar em crescimento celular descontrolado e formacéo de
tumores. Por essa razdo, CDKN2A é considerado um importante gene
supressor de tumor e suas mutacdes estdo envolvidas na oncogénese de

diversos tipos tumorais.
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A identificacdo dos genes alterados no céancer & de fundamental
importdncia para 0 avanco em prevencdo, diagnostico e tratamento dos
pacientes com terapias mais poderosas e dirigidas a multiplos alvos. Assim
varios grupos tém se dedicado aos estudos de identificacdo de marcadores
moleculares para o diagndstico e progndéstico destes tumores (Timar et al.,
2010, Wilson et al., 2012), bem como de novos alvos que levem ao
desenvolvimento de farmacos mais poderosos e especificos (Sullivan &
Faherty, 2013, Evans et al., 2013).

1.2 A pele e a Dermicidina

A pele é o maior 6rgédo do corpo humano, possuindo multiplas funcdes
que permitem a manutengdo da homeostase, como por exemplo, papel de
barreira contra o meio externo, percepg¢éao e termorregulacdo. Para tais funcdes
a pele conta com a presenca de diversos componentes, incluindo alguns tipos
de glandulas com diferentes funcbes e distribuicbes. Um esquema

representando a estrutura da pele pode ser visto na Figura 1.

As glandulas sebéaceas, distribuidas por todo o corpo, com excecao das
palmas das méaos e plantas dos pés, produzem uma secrecdo oleosa
constituida predominantemente por lipidios, com fung&o de lubrificar e proteger
0s pélos e a superficie da pele (Smallegange et al., 2011). As glandulas
sudoriparas séo divididas tradicionalmente em duas categorias, apocrinas e
écrinas. As glandulas apdcrinas sdo encontradas na derme, na regido das
axilas e nas é&reas genital e anal, associadas aos foliculos pilosos. Elas
secretam lipidios, esteroides e proteinas que possuem papel na comunicacao
quimica. Ja as glandulas écrinas, diferentemente de outros mamiferos, mesmo
outros primatas, estdo distribuidas por todo o corpo em humanos. As maiores
densidades destas glandulas estdo nas palmas das maos e em plantas dos
pés. Glandulas écrinas séo cruciais para a funcdo de termorregulacéo, tendo

sua secrecao composta predominantemente por agua.
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Figura 1. Visdo esquemética da pele. Na ilustracdo a cima, podem ser observadas as
camadas de epiderme e derme, a qual abriga vasos sanguineos e linfaticos, nervos, pélos e
glandulas. No detalhe, a esquerda, sdo mostradas as camadas epidérmicas, incluindo a
camada basal (em rosa escuro) que abriga os melandcitos. No detalhe a direita, esta
representada a estrutura de uma glandula écrina. Adaptado de http://pathologyoutlines.com.
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Outros componentes como sodio, potassio, calcio, magneésio,
aminoécidos, proteinas, ureia, amonia e acido latico também sdo encontrados
no suor, em diminutas quantidades (Wilke et al.,2007). Dentre as proteinas

encontradas no suor, foi detectada a Dermicidina (DCD).

A Dermicidina surge evolutivamente na ordem dos primatas. Seu
transcrito mais frequente é originado de 5 éxons e resulta em uma proteina de
110 aminoé&cidos, com peso molecular de 11,2 kDa. A DCD também possui
uma forma variante, DCD-SV (isoforma 2), cujo transcrito possui um éxon

diferente na regido C-terminal, quando comparados a isoforma 1.

O gene DCD é expresso constitutivamente pelas células escuras das
glandulas écrinas de suor e, ap0s a secrecdo, a proteina precursora é entdo
processada, dando origem ao peptideo que d4 nome ao gene (Schittek, 2012).
A DCD-SV também é encontrada no suor da pele normal, concomitantemente

com a isoforma 1 (Markovic, 2003).

A pele é considerada a primeira linha de defesa da resposta inata contra
agentes patogénicos como fungos e bactérias. Ainda na pele, a maioria dos
patbgenos pode ser detectada devido aos seus componentes microbianos
estruturais conservados e Unicos, como polissacaridos e polinucleotideos, e €
entdo iniciada uma resposta inflamatéria (Sangiuliano et al., 2014), resultando
na secrec¢do de peptideos antimicrobianos (AMPSs). O peptideo DCD é membro
de uma nova familia desses peptideos antimicrobianos, possuindo amplo
espectro de atividade e nenhuma similaridade com outros AMPs conhecidos.
Ele tem expressado constitutiva e ndo responde a estimulos inflamatérios (Rieg
et al., 2004), ao contrario de outros AMPSs, por isso esta estabelecido que a
funcdo primaria de DCD é modular a colonizag&o da pele por microrganismos.

Pode-se notar a importancia da DCD na microbiota da pele sadia
quando é levado em consideracao o caso de individuos com dermatite atopica.
Esta é uma doenca inflamatéria créonica da pele, em que os pacientes possuem
expressao anormal de AMPs. Cerca de 30% destas pessoas apresentam
infeccbes na pele causadas por virus ou bactéria (Namjoshi et al., 2008).

Estudos também confirmaram que o suor leva a uma reducéo de bactérias na
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pele de individuos saudaveis, e que 0 mesmo nao ocorre em pacientes
portadores de dermatite atopica, que possuem concentracdes de DCD

reduzidas em seu suor (Wilke et al., 2007).

Da mesma forma, o trabalho de Arai e colaboradores, 2014, mostrou que
a DCD possui atividade antimicotica dose-dependente contra o fungo
Trichophyton rubrum, que é um agente comum nas micoses cutaneas, e é
responsavel por doencas como “pé de atleta”. Pacientes com esta micose
também possuem concentracdo de DCD reduzida no suor, em comparacéo a

individuos saudaveis (Arai et al., 2014).

Essa atividade antimicrobiana da DCD ja foi reportada para diversos
outros organismos, como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Pseudomonas putida, Salmonella typhimurium e Candida albicans (Steffen et
al., 2006; Senyurek et al., 2009; Burian & Schittek, 2015).

Atualmente, o modelo mais aceito para explicar a acdo antibidtica da
Dermicidina é aquele em que, apds o processamento da proteina, peptideos
DCD formam um hexdamero composto por dimeros antiparalelos, e esta
estrutura, com arquitetura de canal, interage com fosfolipidios da membrana
dos microrganismos presentes na pele. Com a permeabilizacdo da membrana,
o fluxo de agua e ions é severamente alterado, resultando na morte do

organismo (Song et al., 2013).

Além do peptideo encontrado no suor, outros peptideos resultantes do
processamento da proteina foram identificados por diversos autores, em outros
contextos biolégicos. Um deles é o peptideo PIF (Proteolysis-Inducing Factor),
fator de inducdo de protedlise, associado a caquexia neoplasica de roedores
MAC-16 (Todorov et al., 1996) e de tumores humanos (Belizario et al., 1991).
Outro peptideo, Y-P30, é considerado um fator de sobrevivéncia induzido por
estresse oxidativo, produzido por células neurais (Cunningham et al., 1998).
Mesmo DCD ja foi detectado fora de seu contexto natural, em melandécitos
malignos (Hipfel et al., 2000). As sequéncias da Dermicidina, e a representacéo

dos peptideos citados a cima, podem ser vistas na Figura 2.
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Figura 2: Representagdo das duas isoformas conhecidas da proteina precursora Dermicidina
e seus principais peptideos. Em A, esquema da isoforma de 5 éxons, cddigo de acesso:
NP_444513.1 e em B, o esquema da isoforma 2, com éxon alternativo, codigo de acesso:
NP_001287783.1. A regido sublinhada nas sequéncias de aminoéacidos corresponde ao
peptideo sinal. Na porcao N-terminal encontram-se os peptideos Y-30 e PIF, j& na regido C-
terminal da proteina, encontra-se o peptideo DCD ou DCD-SV. Adaptado de National Center
for Biotechnology Information (NCBI).
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1.3 A Dermicidina no contexto tumoral

A expressdo do gene DCD ja foi encontrada aumentada em tumores
primérios e metastaticos cutdneos (Sagawa et al., 2003; Minami et al., 2004),
nevus e melanomas malignos (Hipfel et al., 2000), carcinomas da préstata
(Wang et al., 2003), gastrointestinais (Deans et al., 2006), hepaticos (Lowrie et
al., 2006) e no carcinoma ductal de mama in situ (DCSI) e invasivo (DCI)
(Porter et al., 2003).

Em um grande estudo realizado por pesquisadores do nosso laboratério
em colaboracdo com pesquisadores externos, foi analisado o papel da DCD na
tumorigénese da mama, através da superexpressdo e do silenciamento do
gene (Bancovik et al., 2015). Células da linhagem humana MDA-MB-361 de
cancer de mama foram transduzidas com vetor lentiviral para expressar RNAI
contra DCD (clones IBC-I), causando o silenciamento do gene. As células
expressando esta construcdo apresentaram habilidade de formacdo de
colbénias significativamente menor, em comparacdo ao controle. Elas também
tiveram resisténcia reduzida contra morte celular causada por H;O,,
estaurosporina, e TNF-a. O ensaio com camundongos imunodeficientes
mostrou que a inoculacdo com os clones MDA-MB-361IBC-l resultou na
formacao de tumores menores quando comparados aos tumores resultantes
dos clones MDA-MB-361 pLKO (controle). JA os ensaios referentes a
superexpressao de DCD na linhagem celular MCF-7 mostraram aumento na
proliferacdo celular e na sobrevivéncia contra agentes citotoxicos, bem como
volumes tumorais maiores em camundongos Nude, em compara¢do ao grupo
controle. Através do ensaio de microarray com os clones MDA-MB-361, pLKO
e IBC-l, com posterior analise de enriquecimento de vias e redes regulatorias,
foi demonstrado que 0s genes mais alterados pela expressao de DCD estavam
relacionados a familia ERBB. Esses resultados sugerem que na tumorigénese
da mama, o gene DCD exerce seus efeitos de proliferacdo e sobrevivéncia
através da modulacdo desta via de sinalizacdo (Moreira et al., 2008; Bancovik
et al., 2015).

12
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Foram as pesquisas de Hipfel e colegas que mostraram pela primeira
vez um aumento de expressdo de transcritos do DCD em linhagens de
melanomas (Hipfel et al., 2000; Schittek et al., 2001). Anos depois, em um
estudo apresentado por Liu e colaboradores em 2012, encontrou-se uma
assinatura molecular de 200 genes para melanoma, e entre eles estava DCD.
Mais recentemente foi publicado que DCD é um dos 9 genes que compdem
uma assinatura génica de diagndstico clinico do melanoma humano (Brunner et
al., 2013), e que o0 gene representa fator protetivo quanto ao progndstico da
doenca. J4 o trabalho de Timar e colaboradores, 2010, verificou que a
expressdo de DCD nado tem valor preditivo em melanomas metastaticos.
Portanto, os melanomas podem surgir por vias causais diferentes e envolver a
participacdo de varios oncogenes. Também podemos assumir que a expressao
anormal de DCD em melandcitos tem algum papel na progressao de

melanomas.

A confirmagéo da expressdo de DCD em melanomas seria de grande
interesse, ja que habilitaria um novo biomarcador para o diagnéstico, e um

potencial alvo para tratamentos individualizados.

1.4 Estudo preliminar

Baseado no destaque que a DCD apresenta em melanomas, realizamos
estudos in vivo para avaliar o papel da proteina na evolugdo tumoral
(Sangiuliano, 2012). Camundongos imunodeficientes BALB/c Nude foram
divididos em trés grupos e receberam clones derivados da linhagem celular G-
361 (linhagem celular de melanoma humano, metastatico, com expressao
constitutiva de DCD e mutagcdo BRAF V600E) por injecdo na regiao dorsal. O
grupo controle recebeu 0,5x10° células G-361 pLKO (clones transduzidos com
vetor vazio), um segundo grupo recebeu 1,0x10° células G-361 IBC-I (clones
gue possuem a construcdo para expressdo de shRNA contra uma regido do
gene DCD, causando o seu silenciamento), e o terceiro grupo foi injetado com

1,0x10° células G-361 pLKO, e, apdés uma semana, passou a receber doses
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semanais de anticorpo policlonal da Abgent Inc. (San Diego, CA, USA),
produzido em coelho, contra a por¢cado C-terminal da DCD (2mg/kg), durante 4

semanas.

Através dos resultados obtidos no ensaio in vivo, apresentados na
Figura 3, demonstrou-se que quando as células de melanoma humano G-361
possuiam expressdo constitutiva de DCD (clone pLKO), os animais
apresentaram tumores maiores, de crescimento repentino e agressivo,
enquanto os tumores originados pelas células G-361 com silenciamento do
gene (clone IBC-l) desenvolveram-se menos e de forma consideravelmente
mais lenta, mesmo com os animais recebendo o dobro de células tumorais em

relacdo ao grupo controle (pLKO).

Os animais que receberam os clones G-361 pLKO e foram tratados com
anticorpo anti-DCD tiveram tumores de evolucdo mais lenta em relacdo ao
grupo controle e, por volta do 27° dia do experimento, apresentaram uma
estagnagcdo no crescimento e até mesmo a reducdo da massa tumoral em

alguns casos.

Os resultados destes experimentos mostraram, portanto, que a DCD tem
um papel importante estimulando o crescimento de células tumorais humanas
em camundongos. No atual estudo, pretendemos investigar se de fato a DCD
€ expressa em tumores humanos e qual o seu papel na patogénese do

melanoma maligno.
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Figura 3: Efeito da proteina DCD no crescimento de tumores em camundongos BALB/c Nude.
Os animais foram divididos em trés grupos e injetados por via subcutanea dorsal como se
segue: 0,5x10° células G-361 pLKO (controle); 1,0x10° células G-361 IBC-I (IBC-I); e 1,0x10°
células G-361 pLKO com tratamento por anticorpo policlonal anti-DCD, em doses semanais
durante 4 semanas (anti-DCD). Em A, gréfico da evolugéo dos volumes tumorais e em B, peso
final dos tumores. Valores das médias + erro padrdao. *** p<0,0001, pelo teste t. Em C, fotos
ilustrativas dos camundongos BALB/c Nude 27 dias apds a injecdo de células tumorais. A
esquerda, animais do grupo controle, e a direita, animais do grupo IBC-I.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Investigar o papel da Dermicidina na patogénese do melanoma maligno
em humanos, explicitando as principais caracteristicas da expresséo da

proteina na doenca.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a expressdo da proteina DCD em TMAs (tissue-microarray) de
melanomas primarios e metastaticos através de ensaios de imuno-
histoquimica,;

Correlacionar a expressdo da DCD com caracteristicas clinicas e
patolégicas dos pacientes;

Analisando sequenciamento de DNA de tumores DCD-positivos
disponivel em plataformas de dados gendmicos, investigar
amplificacbes, delecdes e mutacdes do gene DCD e suas correlacdes

com biomarcadores de melanoma.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

Para este estudo foram usados cortes histologicos derivados de
amostras de melanomas depositados em duas laminas de TMA. A primeira
delas, conforme descrito na tese de mestrado de Aline Shiga, Hospital A.C.
Camargo (Shiga, 2012), com amostras de 66 pacientes diagnosticados e
tratados por médicos oncologistas do Hospital A.C. Camargo no periodo de
2003 a 2007. Esta lamina é composta apenas por amostras de melanomas
primérios. Casos de pacientes com outros tipos de cancer, ou com histérico de
patologia prévia predisponente foram excluidos do grupo amostral. A segunda
lamina foi obtida comercialmente (IMGENEX: IMH-369) e traz casos de 59
pacientes diagnosticados com melanoma, com tumores primarios e

metastases, sem critérios de exclusao.

Das amostras de pacientes do Hospital A.C. Camargo, 53 spots de
pacientes diferentes foram validos para andlise. JA da lamina obtida com a
IMGENEX, dos 59 casos disponiveis, apenas 48 spots atendiam as condicfes
de analise. Essa diferenca entre 0 nimero de casos iniciais e quantidade de
casos validos para analise ocorre porque durante o processo de montagem do
TMA ou de marcacao por imuno-histoquimica, alguns spots podem se soltar da
lamina, e estes casos sdo perdidos. Outro fator para o descarte de um spot é a

falta de tecido tumoral representativo para a analise na amostra.

3.2 Determinacédo da expressdo de DCD por imuno-histoquimica

Para a deteccdo da proteina foi utilizado o anticorpo comercial da
Abgent Inc. (San Diego, CA, USA), DCD Antibody (C-term) Cat# AP6718b,
policlonal, produzido em coelho, contra a porcdo C-terminal da DCD, na
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concentracdo 1:100, e o kit de revelacdo da Spring Bioscience (Pleasanton,
CA, USA) “REVEAL Polyvalent HRP-DAB Detection System”. Como controle
positivo foram usadas amostras de pele, sem tumor, em que apenas células de
glandulas écrinas sdo coradas. Para controle negativo, amostras dos mesmos
blocos de pele foram submetidas a reacdo de imuno-histoquimica, mas sem a

incubagdo com anticorpo primario.

As reacdes de imuno-histoquimica iniciam-se com a desparafinizacéo
das laminas em dois banhos de xilol por 10 minutos cada. A seguir, 0s cortes
sao reidratados em cadeia descendente de etanol (2 banhos de alcool 100%
por 2 minutos cada, 2 banhos em &lcool 90% por 2 minutos cada e 1 banho em
alcool 80% também por 2 minutos) e imersos em agua destilada durante 5
minutos. A seguir, € realizada a recuperacdo antigénica, onde as laminas sao
incubadas em tampéo citrato (pH 6) pré-aquecido, e colocadas em banho-
maria ou panela a vapor por 30 minutos. Apdés as laminas resfriarem
gradualmente por 20 minutos, elas sdo lavadas com &gua destilada e
incubadas em PBS (pH 7) por 5 minutos. E feito entdo o bloqueio da
peroxidase enddgena, com a aplicagao do “Hydrogen Peroxide Block™ sobre os
cortes, por 3 vezes de 5 minutos cada, com posterior lavagem em &gua
destilada e incubacdo em PBS por 5 minutos. O bloqueio de proteinas é feito
com a aplicagao do “Protein Block” sobre os cortes por 1 hora. Apds a retirada
do excesso do bloqueio, sem realizar lavagem, o anticorpo primario é colocado
sobre os cortes, e deixado incubando por 16 horas. ApGs a incubacdao, é feita a
lavagem com 3 banhos de 10 minutos em TBST (0,1% Tween-20). A revelacao
€ realizada com a aplicagédo do “HRP conjugate” sobre os cortes por 1 hora,
seguida pela mesma série de 3 banhos de 10 minutos com TBST. Em seguida,
os cortes sédo cobertos com DAB (2,5 pl de “DAB Chromogen” diluido em 1 ml
de “DAB Substrate”) por 10 minutos. Apds a revelagao, as laminas sao lavadas
em agua corrente e contra-coradas com hematoxilina. Depois de passarem por
bateria de desidratacdo e montagem, as laminas séo finalmente examinadas
em microscopio Optico e fotografadas em scanner digital Axio Z1 (Zeiss,

Alemanha).
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Ao analisarmos os melanomas corados com DAB, tivemos grande
dificuldade de visualizar nossa marcagao, pois a melanina destes tecidos se
confunde com a coloracdo marrom do cromoégeno. Assim, decidimos repetir a
reacdo, desta vez substituindo o DAB pelo Bajoran Purple Chromogen Kit,
Biocare Medical Inc. (Concord, CA, USA), que resulta em uma coloracgéo lilas
forte, contrastando com o marrom da melanina. A reacdo é conduzida da
mesma forma, trocando apenas a aplicacdo da mistura com DAB pela mistura
com Bajoran (32 ul de “Stabilizer”, 32 ul de “Chromogen” e 32 ul de “Hydrogen
Peroxide” diluidos em 2,5 ml de “Bajoran Purple Buffer’). O tempo de

incubacdo no cromdgeno e as demais etapas permaneceram iguais.

Devido a pouca variacao de intensidade na coloragcdo entre as amostras,
e a pequena area de tecido contida em cada spot do TMA, o que portanto
permite a avalicAio de poucas células tumorais, os tumores foram
simplificadamente classificados como “DCD-positivos” ou “DCD-negativos”.
Para que a amostra fosse considerada positiva, ela deveria conter um ndamero

minimo de 25 células coradas.

Além das amostras presentes nos TMAs, laminas contendo o tumor total
de alguns pacientes também foram analisadas com a finalidade de confirmar a
positividade da expressdo de DCD nos melanomas. Estas laminas foram
gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Mirian Nakagami Sotto (Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo) e
utilizadas como referéncia, mas ndo foram incluidas em nossas anélises

estatisticas.

3.3 Anédlise estatistica

Para a construcdo dos graficos de sobrevida utilizamos o método de
Kaplan-Meier, e o teste de log-rank para a comparagdo entre as curvas. A

curva de sobrevida cancer-especifica foi montada com o tempo de seguimento
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entre a data do diagnoéstico e a data do ultimo retorno do paciente ao hospital,
ou data de 6bito pela doenca.

A andlise das variaveis “género”, “idade”, “metastase”, “seguimento”,
“status do paciente” e “Obitos” foi feita através do teste exato de Fischer,

enquanto a variavel “localizagdo do tumor” foi avaliada pelo teste X2.

As analises estatisticas foram construidas com software Graphpad Prism
da GraphPad Software, Inc. (La Jolla, CA . USA). Todos os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

3.4 Plataformas de bioinformatica e anélise genémica

Os dados da expressdo génica de tumores incluidos em nosso estudo

foram obtidos nas seguintes plataformas:

e TCGA, The Cancer Genome Atlas (https://tcga-data.nci.nih.gov);
e cBioPortal for Cancer Genomics” (http://www.cbioportal.org);
e “COSMIC - Catalogue of Somatic Mutations in  Cancer’

(http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic).

Esses bancos agrupam dados de sequenciamento de DNA de diversos
estudos independentes realizados em varios paises. Foram utilizadas, para
nossas analises, amostras de 4 grupos de estudo, totalizando 515 casos
disponiveis. As amostras foram compostas tanto por tumores primarios quanto
por tecidos metastaticos. Como nem todos os estudos contam com dados de
expressdo de RNAmM, baseamos nossas observacdes apenas em
amplificacbes, delecbes e mutacdes, que estavam disponiveis para todas as

amostras.
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4. RESULTADOS

4.1 Analises in situ

4.1.1 Expresséo de DCD em glandulas écrinas da pele humana

A analise da pele humana normal, tecido usado como controle positivo
da reacédo, confirmou o que foi apresentado por Rieg et al., 2005. A porcéo
secretora das glandulas écrinas apresenta expressao intracelular da proteina
DCD. A DCD também é detectada ja secretada, nos ductos destas glandulas.
Queratondcitos e melandcitos ndo foram encontrados expressando a proteina
(Figura 4).
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Figura 4: Fotomicrografia de pele humana saudavel mostrando a expressédo da proteina DCD.
Em A, sdo observadas as regides epidérmica, camada superior mais escura do tecido, e
dérmica, camada mais espessa rica em colageno e elastina que contém as glandulas écrinas
(indicadas pelas setas). Em B, glandulas écrinas com expresséo positiva de DCD reveladas
com cromégeno DAB (setas) e em C, reveladas com Bajoran (setas). Em D, detalhe da regido
epidérmica, composta por queratindcitos e melanocitos (setas), a qual pode apresentar tragos
de melanina (pigmento em marrom). Nao foi detectada expressdo de DCD na epiderme em
nenhuma das reacdes. Reag¢des de imuno-histoquimica feitas com anticorpo policlonal de
coelho anti-DCD na dilui¢cdo de 1:100. Aumentos de 40x em A, 100x em B e C e 200x em D.
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4.1.2 Expressédo de DCD em melanomas

Durante a andlise das amostras de melanomas contidas nos TMAs
tivemos uma dificuldade nunca encontrada com tumores da mama ou peles,
tecidos nos quais a reacdo de imuno-histoquimica fora padronizada em nosso
laboratorio. Devido a coloragdo marrom da marcagdo com DAB ser semelhante
a tonalidade da melanina presente em diversas amostras dos tumores, as
reacoes realizadas com o cromogeno DAB tiveram grande dificuldade de
interpretacdo. Assim, optamos por repetir as reacbes, desta vez com o
cromdgeno Bajoran. A vista panoramica das laminas utilizadas no estudo e
alguns exemplos da observacdo dos spots sdo mostrados nas Figuras 5 e 6,

respectivamente.
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Figura 5: Vista panorédmica das laminas de TMA. Em A, laminas do Hospital A.C. Camargo e
em B, TMAs comerciais da IMGENEX. Reac0es feitas com anticorpo policlonal de coelho anti-
DCD na concentragdo 1:100, e reveladas com uso dos cromégenos DAB em A e B, e Bajoran
em A’ e B’ (* os casos humerados sdo apresentados na Figura 6). .
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Figura 6: Fotomicrografias mostrando detalhes da analise histopatolégica individual de 6
casos. Numeracéo referente aos spots do TMA IMGENEX mostrado na Figura 5, informactes
sobre cada caso no Anexo 2. Reacdes feitas com anticorpo policlonal de coelho anti-DCD na
concentracdo 1:100. 1, regido plantar (caso n° 1). 2, linfonodo (caso n° 28). 3, linfonodo (caso
n® 17). 4, membro inferior (caso n° 11). 5, linfonodo (caso n°17). 6, globo ocular (caso n°46).
Aumentos de 40 e 100x.
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4.1.3 Padrdes de positividade da expresséo de DCD

A busca de um padrdo para a localizacdo da proteina DCD dentro da
célula, inicialmente com o uso de DAB como cromodgeno da reacdo, se mostrou
pouco conclusiva, exibindo diversos padrdes de positividade da Dermicidina. A
maior parte dos tecidos analisados demonstrou padrdo de positividade
citoplasmatica e nuclear ao mesmo tempo, mas também ocorreram casos de
positividade apenas no nucleo ou no citoplasma, além de um caso com forte

expressdo membranar (Figura 7).

Pela dificuldade ja citada na distincdo entre melanina e DCD, neste
momento repetimos as reagbes com o cromogeno Bajoran (Figura 8), cuja
coloragdo lilas permitiu a observacdo mais nitida da reacdo. Apenas estas

reacoes foram utilizadas para as analises apresentadas neste trabalho.

Com o mesmo anticorpo, mas desta vez com a identificacdo da DCD
pelo cromégeno Bajoran, ficou evidenciado um padrdo de positividade
predominantemente citoplasmatico, porém casos de positividade membranar,

como o citado anteriormente, também foram observados (Figura 9).
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Figura 7: Padrdes de positividade da expressdo de DCD revelados com DAB como
cromégeno da reacdo de imuno-histoguimica. Positividade observada tanto no citoplasma
guanto no nucleo em A, expressado vista claramente no citoplasma em B, forte marcacado
nuclear em C e também positividade na regido membranar em D. Reac¢bes de imuno-
histoquimica feitas com anticorpo policlonal de coelho anti-DCD na diluigdo de 1:100. Aumento
de 200x.
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Figura 8: Comparacao entre as revelacdes da expressdo de DCD com cromégenos DAB e
Bajoran. Reacdes de imuno-histoquimica em cortes histolégicos do mesmo tumor foram
reveladas com DAB em A (coloracdo marrom claro) e com Bajoran em B (coloracao lils).
Notar que em A, a expressédo de DCD e a pigmentacdo da melanina se confundem, enquanto
em B a distin¢cdo das duas é muito mais facil. Rea¢bes de imuno-histoguimica feitas com
anticorpo policlonal de coelho anti-DCD na dilui¢do de 1:100. Aumento de 100x.
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Figura 9: Padrbes de positividade da expressdo de DCD revelados com Bajoran como
cromoégeno da reacdo de imuno-histoquimica. Em A e B, as células apresentam positividade
citoplasmatica, enquanto em C, células apresentam positividade de DCD membranar (setas).
ReagBes de imuno-histoquimica feitas com anticorpo policlonal de coelho anti-DCD na
diluicao de 1:100 e uso de Bajoran como cromogeno da reacdo. Aumento de 200x.
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4.1.4 Expressao de DCD em tumores melanociticos e amelanociticos

A expressao de Dermicidina foi observada tanto em tumores sem a
presenca de melanina, como em tumores contendo o pigmento. De fato, a
maior parte dos tumores DCD-positivos observados eram melanociticos, sendo
qgue, nesses casos, DCD e melanina apareceram em regides muito proximas

ou até mesmo sobrepostas (Figura 10).
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Figura 10: Expressdo de DCD em tumores melanociticos e amelanociticos. Em A e B,
tumores amelanociticos expressando DCD em algumas regides, enquanto em C temos um
tumor amelanocitico negativo para a expressao da proteina. Em D e E, tumores expressando
DCD e melanina. Em algumas regides, pode-se ver uma coloracdo vinho, resultante da
sobreposicdo de melanina e DCD. Em F, exemplo de tumor melanocitico sem expresséo de
DCD. Reagfes de imuno-histoquimica feitas com anticorpo policlonal de coelho anti-DCD na
diluicao de 1:100 e uso de Bajoran como cromdgeno nas reac¢des. Aumentos de 100x em E e
200x nos demais cortes.

34



Resultados

4.1.5 Expressao de DCD em melanomas primarios e metastases

Apesar da maioria dos tumores expressando DCD ser composta por
melanomas primarios, células positivas para DCD também foram observadas
em tecidos metastaticos. Dentre as regides de metastases analisadas,
linfonodos com células em transito foram as estruturas mais frequentemente

associadas a expressédo de Dermicidina (Figura 11).
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Figura 11: Expressdo de DCD em tumores primdrios e metastases. Tumores primarios com
expressdo de DCD em A (regido plantar) e B (membro inferior), e cortes referentes a tecidos
metastaticos em C e D (células em transito de linfonodos). Reac¢des de imuno-histoquimica
feitas com anticorpo policlonal de coelho anti-DCD na dilui¢cdo de 1:100 e uso de Bajoran como
cromdgeno da reacdo. Aumento de 200x.
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4.2 Dados clinico-demograficos dos pacientes

Na coorte composta pelos 53 pacientes tratados no Hospital A.C.
Camargo, a idade média no momento do diagnoéstico foi de 54,26 anos, sendo
que as idades variaram entre 24 e 85 anos. O tempo médio de seguimento dos
pacientes foi de 68 meses. Dados de género, metastases, Obitos totais durante

0 seguimento, e localizagcéo dos tumores podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1. Dados clinico-demograficos de 53 pacientes com melanoma
tratados no Hospital A.C. Camargo
n %
Feminino 24 45,28
Género
Masculino 29 54,72
Cabeca 3 5,66
Tronco 19 35,85
Membro superior 8 15,09
Localizagcédo do tumor
Palma da mao 1 1,89
Membro inferior 16 30,19
Planta do pé 6 11,32
Metastases 29 54,72
Obitos 9 16,98

Entre os 48 pacientes que compuseram a coorte do TMA comercial da
IMGENEX, a idade média registrada foi de 53,77 anos, com as idades minima
e maxima de 20 e 77 anos, respectivamente. O acompanhamento de cada

paciente teve 36,45 meses em média. Da mesma forma como no grupo
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anterior, dados de género, metastases, Obitos totais e localizacdo dos tumores

estao descritos na Tabela 2.

TMA da IMGENEX

Tabela 2. Dados clinico-demograficos de 48 pacientes com melanoma do

n %
Feminino 19 39,58
Género
Masculino 29 60,42
Cabeca 2 4,17
Tronco 3 6,25
Membro superior 6 12,50
Palma da méo 1 2,08
Membro inferior 4 8,33
Planta do pé 4 8,33
Localizacdo do tumor Globo ocular 3 6,25
Cavidade nasal 2 4,17
Tecidos moles 4 8,33
Osso 3 6,25
Pulméo 1 2,08
Intestino 5 10,42
Linfonodo 10 20,83
Metastases 40 83,33
Obitos 36 75,00

Os dados clinico-demogréaficos de cada paciente incluido na analise

estdo apresentados nos Anexos 1 e 2.
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4.2.1 Dados clinico-demogréaficos dos pacientes em funcdo da
expressédo de DCD

A reacdo de imuno-histoquimica feita com o TMA montado no Hospital
A.C. Camargo identificou 29 amostras de tumores negativos e 24 amostras
com expressao positiva de DCD. Os principais dados dos dois grupos estéo

contidos nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Dados clinico-demogréficos de 29 pacientes com melanoma DCD-
negativo tratados no Hospital A.C. Camargo
n %
Feminino 12 41,38
Género :
Masculino 17 58,62
Cabeca 3 10,34
Tronco 6 20,69
_ Membro superior 2 6,90
Localizagcao do tumor
Palma da méo 1 3,45
Membro inferior 12 41,38
Planta do pé 5 17,24
Metastases 17 58,62
Obitos 3 10,34

O grupo de pacientes referentes a Tabela 3, com tumores negativos
para DCD, possui em média 55,03 anos, com idades variando entre 27 e 85

anos, e teve seguimento médio de 75,72 meses.
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Tabela 4. Dados clinico-demograficos de 24 pacientes com melanoma DCD-
positivo tratados no Hospital A.C. Camargo
n %
Feminino 12 50,00
Género
Masculino 12 50,00
Cabeca 0 0,00
Tronco 13 54,17
Membro superior 6 25,00
Localizagcao do tumor
Palma da mao 0 0,00
Membro inferior 4 16,67
Planta do pé 1 4,16
Metastases 13 54,17
Obitos 6 25,00

O grupo formado por pacientes com tumores positivos para a proteina,
referentes a Tabela 4, por sua vez, tem idade média de 53,33 anos, sendo a
idade minima 24 anos e a méaxima, 70. O seguimento para este grupo durou

em média 58,66 meses.

Os graficos a seqguir (Figura 12) explicitam a diferenca na localizacéo
dos tumores em funcdo de presenca ou auséncia da expressédo de DCD, para

0s pacientes desta coorte.

Pode-se notar que mesmo tendo uma taxa de metastases inferior, a taxa
de 6bitos no grupo de pacientes com tumores DCD-positivos foi bem superior a
taxa de Obitos encontrada no grupo DCD-negativo (25% no grupo DCD-positivo
contra 10,34% no grupo DCD-negativo). A localizacdo do tumor primario
também tem um grande contraste entre os dois grupos. Enquanto no grupo
com expresséo de DCD os tumores mais frequentes sao aqueles na regido do

tronco ou membros superiores, regides que costumam ser mais expostas ao
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Sol, no grupo sem expressdo de Dermicidina os tumores mais frequentes estao
localizados nos membros inferiores e planta dos pés, areas que geralmente
possuem baixa exposicao solar.

A - Tumores DCD-negativos B - Tumores DCD-positivos
planta do plant?
pé cabeca membro do pé
17.24% 10,34% inferior 4,16%

16,67% l

membro membro

superior superior
6,90% 25,00%
palma da
mado
3,45%

Figura 12: Distribuicdo das frequéncias relativas a localizagdo dos tumores primarios de 53
pacientes do Hospital A.C. Camargo. A. Representacdo de 29 pacientes com tumores
negativos, onde se observa que a maioria dos tumores surge em areas de baixa exposicao
solar. B. Representacdo de 24 pacientes com tumores DCD-positivos, onde nota-se que a
grande maioria dos tumores ocorre em regides de exposi¢do solar frequente.
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Ja a analise do TMA comercial IMGENEX apontou 22 amostras tumorais
negativas para a expressdao de DCD, e 26 positivas. Dados clinico-

demograficos dos dois grupos sao apresentados nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Dados clinico-demogréficos de 22 pacientes com melanoma DCD-
negativo provenientes do TMA IMGENEX
n %
Feminino 9 40,90
Género
Masculino 13 59,10
Cabeca 1 4,55
Tronco 1 4,55
Membro superior 3 13,64
Palma da méao 0 0,00
Membro inferior 2 9,09
Planta do pé 2 9,09
Localizacado do tumor Globo ocular 1 4,55
Cavidade nasal 1 4,55
Tecidos moles 3 13,64
Osso 1 4,55
Pulméo 1 4,55
Intestino 5 22,73
Linfonodo 1 4,55
Metéastases 16 72,73
Obitos 14 63,64

A média de idade dos pacientes do grupo sem expressdo de DCD nos
tumores, referentes a Tabela 5, foi de 52,81 anos, com idades variando entre
34 e 77 anos. O tempo médio de seguimento destes pacientes foi de 44,13

meses.
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Tabela 6. Dados clinico-demograficos de 26 pacientes com melanoma DCD-
positivo provenientes do TMA IMGENEX
n %
Feminino 10 38,46
Género
Masculino 16 61,54
Cabeca 1 3,85
Tronco 2 7,69
Membro superior 3 11,54
Palma da mao 1 3,85
Membro inferior 2 7,69
Planta do pé 2 7,69
Localizacdo do tumor Globo ocular 2 7,69
Cavidade nasal 1 3,85
Tecidos moles 1 3,85
Osso 2 7,69
Pulméo 0 0,00
Intestino 0 0,00
Linfonodo 9 34,62
Metastases 24 92,30
Obitos 22 84,61

No grupo de pacientes com tumores expressando a proteina, referentes
a Tabela 6, a média de idade foi de 54,57 anos, e as idades variaram entre 20
e 76 anos. Os pacientes deste grupo tiveram seguimento de 29,96 meses, em

média.

Nos gréficos abaixo (Figura 13) sdo exaltadas as diferencas na
localizacdo dos tumores metastaticos entre os dois grupos (devido ao pequeno
namero de amostras de tumores primarios nesta coorte, ndo foi possivel
estabelecer compara¢des quanto ao sitio tumoral, por esta razao, esses casos

nao foram representados graficamente).
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A comparacao entre o grupo de pacientes com tumores DCD-positivos e
0 grupo com tumores DCD-negativos, mostra novamente uma taxa de Obito
mais alta para individuos cujo tumor expressava Dermicidina (84,61% no grupo
DCD-positivo e 63,64% no grupo DCD-negativo). Outro ponto observado foi a
presenca de DCD em metastases, com a maioria dos casos positivos
relacionados a regido de linfonodos.

A - Tumores DCD-negativos B - Tumores DCD-positivos
cavidade cavidade
linfonodo nasal nasal tecidos

8,33% 8,33%

7,69% moles
7,69%

tecidos
moles
25,00%

0850
15,38%
linfonodo

69,23%

8,33%

pulmdo
8,33%

Figura 13: Distribuicédo das frequéncias relativas a localizacdo das metastases de 25 pacientes
do TMA IMGENEX. A. Representacdo de 12 pacientes com metastases DCD-negativas, onde
a maioria dos spots analisados tinha como origem o intestino. B. Representacdo de 13
pacientes com metastases DCD-positivas, em que quase 70% dos casos representam a regiao
de linfonodos.
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4.2.2 Teste de associagao entre as variaveis

Para realizacdo das andlises estatisticas foram consideradas as

seguintes variaveis clinico-demogréficas:

e Género - Os individuos foram separados por sexo feminino ou
masculino;

e |dade - Foram criadas duas categorias, pacientes com menos de 50
anos, e com mais de 50;

e Metéastase - Pacientes que desenvolveram metastase (linfonodal ou a
distancia) ao longo do seguimento ou nao;

e Seguimento - Os pacientes foram separados em dois grupos, um com
menos de 60 meses entre o diagnostico e a Ultima consulta ou 6bito pela
doenca, e outro com mais de 60 meses.

e Status do paciente - Individuos vivos ou falecidos devido a doenga,
durante o tempo do estudo;

e Obitos - Dentre os pacientes que faleceram pela doenca, foram
formados dois grupos, um com tempo de seguimento inferior a 60
meses, e outro com tempo de sobrevida maior que 60 meses;

e Localizagao do tumor - No TMA cedido pelo Hospital A.C. Camargo que
possuia apenas amostras de melanomas cutaneos primarios, 0s
tumores foram divididos nas seguintes regides: cabega, tronco,
membros superiores, palma das méos, membros inferiores e planta dos
pés. Ja no TMA comercial, que possuia tecidos de metastases e de
tumores primarios, foram adicionadas as regides: globo ocular, cavidade

nasal, tecidos moles, 0sso, pulméao, intestino e linfonodo.

A andlise de cada coorte individualmente pelo teste exato de Fischer nédo
apresentou resultados estatisticamente significativos entre as variaveis e a
expressdo de DCD, provavelmente devido ao pequeno nuamero amostral
(Tabelas 7 e 8).
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Tabela 7. Correlacdo entre as variaveis clinico-demograficas e expressao de
DCD dos pacientes tratados no Hospital A.C. Camargo
_ _ Expresséo de DCD
Variavel Categoria : _ p
Negativa Positiva
Género Feminino 12 12 0,5874
Masculino 17 12
Idade < 50 anos 14 8 0,4014
> 50 anos 15 16
Metastase Presente 17 13 0,7865
Ausente 12 11
Seguimento < 60 meses 9 12 0,259
> 60 meses 20 12
Status do paciente Vivo 26 18 0,2705
Falecido 3 6
Obitos < 60 meses 2 4 1
> 60 meses 1 2

* p = significAncia estatistica dada pelo teste exato de Fischer.

A analise das variaveis na coorte do Hospital A.C. Camargo (Tabela 7)

nao mostrou correlagbées com valores significativos. “Status do paciente” e

“seguimento”, que representam a taxa de Obito e tempo de sobrevida,

respectivamente, foram as varidveis mais proximas a uma correlacdo valida

com a expressao de DCD.
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Tabela 8. Correlacéo entre as variaveis clinico-demograficas e expressao de
DCD dos pacientes referentes ao TMA da IMGENEX
_ ' Expresséo de DCD
Variavel Categoria : _ p
Negativa Positiva
Género Feminino 9 10 1
Masculino 13 16
Idade < 50 anos 11 8 0,2393
> 50 anos 11 18
Metastase Presente 16 24 0,1194
Ausente 6 2
Seguimento < 60 meses 14 22 0,1107
> 60 meses 8 4
Status do paciente Vivo 8 4 0,1107
Falecido 14 22
Obitos < 60 meses 14 21 1
> 60 meses 0 1

* p = significAncia estatistica dada pelo teste exato de Fischer.

A coorte de pacientes do TMA IMGENEX (Tabela 8) também néo
apresentou correlacdes significantes entre as variaveis e a expressao de DCD.
Novamente, as variaveis “status do paciente” e “seguimento” foram as que
ficaram mais préoximas de um valor p significativo. Os itens “metastase” e
‘idade” também apresentaram uma tendéncia a associacdo com a expressao
da proteina.

Com o objetivo de realizar uma analise global de todos 0s nossos
pacientes, as duas coortes foram somadas. As correlagbes obtidas estdo

apresentadas na Tabela 9, a sequir.
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Tabela 9. Correlacéo entre as variaveis clinico-demograficas e expressao de
DCD de todos os pacientes do estudo
_ _ Expresséo de DCD
Variavel Categoria : _ p
Negativa Positiva
Género Feminino 21 22 0,8417
Masculino 30 28
Idade < 50 anos 25 16 0,1057
> 50 anos 26 34
Metastase Presente 33 37 0,3894
Ausente 18 13
Seguimento < 60 meses 23 34 0,0273
> 60 meses 28 16
Status do paciente Vivo 34 22 0,0281
Falecido 17 28
Obitos < 60 meses 16 25 1
> 60 meses 1 3

* p = significAncia estatistica dada pelo teste exato de Fischer.

Com a soma dos casos das duas coortes, as variaveis “seguimento” e

“status do paciente” adquiriram valor significativo, e a variavel “idade” ficou

proxima deste valor. Uma interpretacao possivel destes dados é a de que a

DCD esta associada a um menor tempo de sobrevida, a uma probabilidade de

Obito mais alta, e a idades mais avancadas.

A variavel “localizagdo do tumor”, em funcédo da expressao de DCD, foi

analisada separadamente pelo teste X?. Gréaficos representando os tumores

primarios da coorte de pacientes do Hospital A.C. Camargo (a), os melanomas

cutdneos primarios das duas coortes de pacientes (b), e as metastases dos

pacientes do TMA comercial (c), sdo mostrados na Figura 14.
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Figura 14: Correlacdo entre expressdo de DCD e localizagdo dos tumores. A. Tumores
primarios dos pacientes tratados no Hospital A.C. Camargo. B. Tumores cutaneos primarios
das duas coortes analisadas. C. Metastases dos pacientes da coorte representada pelo TMA

IMGENEX. * p = significAncia estatistica dada pelo teste X2
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A partir dos dados de localizacdo dos tumores primarios € possivel
observar uma correlacdo entre estes e a expressao de DCD nas regides do
tronco e dos membros superiores. Ja os dados de localizacdo das metastases

confirmam a associacdo da expressao da proteina com a regido de linfonodos.

4.2.3 Sobrevida cancer-especifica

Dentre os pacientes do Hospital A.C. Camargo, a sobrevida cancer-
especifica em 5 anos para pacientes com melanomas DCD-positivos foi de
76,97% enquanto pacientes com tumores DCD-negativos tiveram sobrevida de
91,42%. Em 130 meses (tempo maximo analisado), esses valores foram de
64,14% e 86,61%, respectivamente. Quanto aos pacientes do TMA IMGENEX,
a sobrevida cancer-especifica em 5 anos foi de 36,36% para pacientes com
tumores DCD-negativos, e de 18,66% para individuos com melanomas
expressando DCD. Em 130 meses, a sobrevida do grupo DCD-negativo se
manteve em 36,36%, enquanto este valor para o grupo DCD-positivo caiu para
apenas 9,33%. Segundo o teste de log-rank, mesmo com uma forte tendéncia,
ndo ha diferenca estatistica significativa entre os grupos quando analisando as
duas coortes separadamente.

Unindo as duas coortes, e assim aumentando o ndmero amostral, o
teste de log-rank resulta em um valor p de 0,0229, indicando uma diferenca
significativa entre a sobrevida de pacientes “DCD-positivos” e “DCD-negativos”.
Casos com tumor DCD-negativo tiveram sobrevida de 65,54% em 60 meses e
de 62,86% em 130 meses. Ja individuos com tumor DCD-positivo tiveram
sobrevida de 43,33% em 5 anos, e 28,12% em 130 meses. A Figura 15 a
seguir, traz as curvas de Kaplan-Meier para analise de sobrevida cancer-
especifica das duas coortes separadamente e somadas, o0s valores p

encontram-se dentro de seus respectivos graficos.
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Figura 15: Curvas de sobrevida cancer-especifica de pacientes com tumores DCD-positivos
e DCD-negativos. A. Curva de 53 pacientes tratados no Hospital A.C. Camargo (29 com
tumores DCD-negativos e 24 com tumores DCD-positivos). B. Curva de 48 pacientes do TMA
IMGENEX (22 com tumores DCD-negativos e 26 com tumores DCD-positivos). C. Curva de
todos os 101 pacientes incluidos no estudo (grupo DCD-negativo com 51 pacientes e grupo
DCD-positivo com 50). * p = significancia estatistica dada pelo teste log-rank.
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4.3 Anélise das alteracdes estruturais do gene DCD em melanomas

Com o intuito de identificar alteragdes estruturais como amplificagdes,
delecdes e mutagbes no gene DCD, realizamos uma andlise em bases de
dados genOmicos de acesso aberto na internet. Também procuramos
relacionar as mutacdes encontradas em DCD com outras alteracdes em genes
frequentemente associados ao melanoma como BRAF, NRAS, MITF, CDK2NA
e ERBBA4.

Através da base dos dados disponivel no site “cBioPortal”, até setembro
de 2015, foram encontrados 4 estudos com melanomas descritos na literatura
(Berger et al., 2012; Hodis et al., 2012; Krauthammer et al., 2012; The Cancer
Genome Atlas Research Network et al., 2013). Estes 4 trabalhos totalizam 515
casos de melanoma nos quais foi feito o sequenciamento de DNA em
sequenciadores de ultima geracdo (NGS). O estudo realizado pela equipe do
Dana-Farber Cancer Institute (Berger et al., 2012) trouxe o sequenciamento de
25 amostras de melanoma metastatico. JaA 0s estudos realizados na
Universidade de Yale (Krauthammer et al., 2012), no Broad Institute em
Harvard (Hodis et al., 2012), e pelo National Institute of Health (NIH) (The
Cancer Genome Atlas Research Network et al., 2013), disponibilizaram dados
de 91, 121 e 278 amostras, respectivamente. Nestes estudos foram

sequenciados casos de tumores primarios e também de tecidos metastaticos.

Dos 515 casos, 0 gene da Dermicidina aparece com alteracdo na
sequéncia de nucleotideos em 10 amostras e amplificado em apenas um caso.
Foi surpreendente observar que dentre os 10 casos de mutacdo confirmados, 7
deles apresentaram a mutagdo E43K (substituicAo do acido glutamico na
posicdo 43 de sua sequéncia por lisina). E importante mencionar que esta
regido do gene codifica os peptideos PIF e Y-P30, e que essa substituicdo €
uma mutacdo e ndo um polimorfismo do gene (single nucleotide polymorphism
ou SNP).

Nos 10 casos com mutacdo em DCD, BRAF aparece mutado 8 vezes,

sendo que todos os casos com a mutacdo V600E em BRAF também possuem
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a mutagdo E43K em DCD. O gene ERBB4 também aparece frequentemente

mutado nestas amostras, em 90% dos casos, porém sem nenhuma mutacao

predominante. Os detalhes de cada caso com alteracao estrutural em DCD, e a

relacdo destes casos com os genes citados sdo mostrados na Tabela 10.

genes associados ao melanoma

Tabela 10. Correlacdo entre alteracdes estruturais no gene DCD e outros

Berger et al. Nature 2012. [n=25]

DCD BRAF NRAS MITF CDKN2A ERBB4
Total de amostras alteradas 1 (4%) 12 (48%) 9 (36%) 0 (0%) 3(21%) 5 (20%)
E43K V600E P854S
Krauthammer et al. Nature Genetics 2012. [n=91]
DCD BRAF NRAS MITF CDKN2A ERBB4
Total de amostras alteradas 2(2,2%) 35 (38,5%) 21(23,1%) 0 (0%) 1(1,1%) 10 (11%)
E43K P616S
G1143E, P854S,
G29R P75L
R484K
Hodis et al. Cell 2012. [n=121]
DCD BRAF NRAS MITF CDKN2A ERBB4
Total de amostras alteradas 2(1,7%) 76 (62,8%) 31 (25,6%) 1(0,8%) 27 (22,3%) 18 (14,9%)
E43K V600E P854S
E43K S102F Q61R
TCGA, Provisional. [n=278]
DCD BRAF NRAS MITF CDKN2A ERBB4
Total de amostras alteradas 6(2,2%) 143 (51,4%) 86 (30,9%) 23 (8,3%) 122 (43,9%) 45 (16,2%)
amplificagdo Q61L amplificagdo
R58A
E43K V600E F662N
R58Afs*57
E43K G466E Q50* D776N, E542K
R120Ce G79R  H725Y e G469E E560K, G880R
E43K V600E P759F
R196C, P943S
E36K

* Em verde estdo ressaltados os casos da mutacdo DCD E43K, e em azul, BRAF V600E.
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5. DISCUSSAO

A Dermicidina foi descrita em 2001, e essa anotacdo gendmica
relativamente recente implica em um numero pequeno de trabalhos realizados
com a proteina. Até setembro de 2015, apenas 123 trabalhos sobre DCD
constavam na base de artigos do PubMed. Destes trabalhos, somente 28
apresentam os termos “dermcidin and cancer”, sendo que a vasta maioria dos
artigos sobre DCD esta relacionada a funcdo mais reconhecida da proteina,
como precursora de um importante peptideo antimicrobiano secretado no suor,

e as doencas de pele causadas por alteracdes na acdo deste peptideo.

7

A historia deste gene, como contado por Ross, 2011, é bastante
interessante. Todorov e colaboradores, em 1996, identificaram um peptideo
relacionado a perda de massa muscular e, posteriormente, a presenca deste
fator na urina de pacientes com carcinoma de pancreas que sofriam de
caquexia (Wigmore et al., 2000). Este peptideo ficou conhecido como PIF
(Fator Indutor de Protedlise). Em 1998, Cunningham e colaboradores
identificaram outro peptideo, em células neuronais, com fungdo de protecdo
contra morte celular por estresse oxidativo (Cunningham et al., 1998; 2002).
Este peptideo, que foi chamado de Y-P30, continha a mesma sequéncia do PIF
e mais 10 aminodacidos adicionais. Em seguida, Schittek e colegas, 2001,
identificaram e nomearam o gene DCD, que d& origem a um terceiro peptideo
com funcédo antimicrobiana (também chamado de DCD), além dos outros dois
peptideos citados acima. Quase ao mesmo tempo, e em um contexto
totalmente diferente, Porter e colaboradores, 2003, identificaram DCD como um
possivel oncogene para cancer de mama. Devido a grande complexidade do
gene, até hoje, o mecanismo pelo qual DCD exerce suas fungdes biologicas

nao foi totalmente esclarecido.

Alguns trabalhos, como Liu et al.,, 2012 e Brunner et al., 2013, ja
demostraram um importante papel da expressao de DCD quando analisaram
genes relevantes na predicdo de uma assinatura génica para melanomas,

porém, até o momento, ndo foi realizado nenhum estudo explorando
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especificamente a relacdo entre melanomas e expressdo de Dermicidina. E
importante destacar também que estes estudos com DCD foram baseados nas
técnicas de DNA microarray ou de espectrometria de massa, que Sao
metodologias quantitativas bastante poderosas, mas que ndo permitem a

identificagdo de antigenos in situ.

A importéncia da deteccdo in situ da Dermicidina estd na alta
probabilidade de contaminacdo das amostras de melanoma com a propria
proteina. A Dermicidina é produzida constitutivamente por glandulas écrinas da
pele sadia e a coleta de tecido adjacente ao tumor pode carregar alguma
dessas glandulas, levando a resultados equivocados quando nao é feita uma
distingé@o visual entre as células neoplasicas e o tecido normal. Neste trabalho,
Nosso grupo se propds a analisar a expressao in situ da Dermicidina em casos
clinicos, através de imuno-histoquimica, utilizando para a deteccéo da proteina
um anticorpo policlonal que se liga a regido C-terminal, e que até entdo
também nao havia sido explorado por outros grupos.

Através da avaliacgdo de DCD por imuno-histoquimica em tecido
controle, a pele saudavel, confirmamos o que ja havia sido reportado por Rieg
e colaboradores em 2004 através de RT-PCR: a expressdo de DCD é
detectada em glandulas écrinas, mas ndo em queratindcitos ou melandcitos

normais.

A andlise inicial das amostras, feita com o uso de DAB como cromégeno
da reacdo de imuno-histoquimica, se mostrou pouco conclusiva quanto a
deteccdo da Dermicidina no ambiente tumoral. J& a andlise posterior, com o
uso do cromdgeno Bajoran, apresentou resultados mais confiaveis. O uso
deste cromégeno pode ter implicacbes bastante interessantes para a rotina
clinica. Atualmente, um dos marcadores mais utilizados para o diagnostico do
melanoma maligno € a proteina S-100, mas a revelacado da reacéo ainda é feita
com DAB, e sua marcacdo marrom pode ser confundida com a melanina
presente em macréfagos ou em melandcitos pigmentados (Salvio & Marques,
2006). Com o uso do cromogeno Bajoran, que possui coloracéo lilas, esse

problema foi minimizado e pudemos realizar nossas analises.
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Apesar de ndo termos encontrado grandes diferencas na intensidade da
coloracdo, vimos que a expressao de DCD se mostrou heterogénea nas células
dos melanomas, ou seja, diferentemente daqueles casos em que todas as
células tumorais apresentam positividade para uma dada proteina, nos casos
de melanomas com expressdo de DCD, encontramos células positivas
mescladas as células negativas, e também tumores em que apenas uma

populacao celular expressava a proteina.

A andlise in situ da expressédo de DCD com o uso do cromdgeno Bajoran
permitiu que fosse esclarecida uma questdo importante. Inicialmente, tentamos
tracar um padrao de positividade para a Dermicidina com o uso de DAB como
cromégeno da reacdo, porém a expressao da proteina foi encontrada no
nacleo, no citoplasma e em membranas. Ao repetirmos os experimentos, desta
vez com Bajoran, observamos que em células de melanomas com expressao
de DCD, a proteina € encontrada principalmente no citoplasma, mas também
pode aparecer em sua membrana plasmatica. Esses dados se assemelham ao
encontrado no trabalho anterior de nosso laboratério (Bancovik et al., 2015)
com amostras de carcinoma mamario humano, em que a presenca de DCD

fora detectada no citoplasma e na membrana plasmatica.

Nossos achados histolégicos também mostraram que a expressao de
DCD pode ocorrer em tumores com ou sem melanina. De fato, a maior parte
dos casos DCD-positivos era também melanocitica, sendo que frequentemente
foram encontradas células que expressavam DCD e melanina

concomitantemente.

Neste estudo, foram utilizadas amostras de duas coortes de pacientes.
As amostras da coorte tratada no Hospital A.C. Camargo, eram compostas
apenas por tumores primarios (independente do paciente ter metastases ou
ndo). JA as amostras da coorte representada no TMA comercial, possuiam
tanto amostras de tumores primarios quanto de metastases. Desta forma, foi
possivel observamos expressdo de DCD nos dois tipos de amostras. A
proteina foi detectada mais frequentemente em tumores primarios, mas
também foi encontrada em regifes distantes de sua origem. Foi interessante

notar que, nos tumores primarios, a maior parte dos casos com expressao
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negativa de DCD estava relacionada a neoplasias localizadas em regifes que
geralmente sdo pouco expostas ao Sol, como pernas e pés. J4 0s casos de
expressao positiva, foram encontrados com mais frequéncia em partes do
corpo com maior exposicao a radiacdo solar, como tronco ou bracos. Essa
associagdo se mostrou estatisticamente significativa quando foram
considerados apenas os casos dos pacientes do Hospital A.C. Camargo
(p=0,0108), e muito préxima de um resultado significativo, quando as amostras
primarias da outra coorte foram somadas a analise (p=0,0612). Ao
considerarmos apenas as amostras de tecidos metastaticos, pertencentes ao
TMA da IMGENEX, também encontramos outro dado interessante. Nas poucas
amostras positivas para a proteina, a expressdo de DCD né&o pareceu ocorrer
de forma aleatéria entre os tecidos (p=0,0175), sendo que 69,23% das
amostras provinham de linfonodos, o que pode indicar o transito de células
malignas positivas. A maior frequéncia de casos DCD-positivos em tumores
primarios e em linfonodos parece se assemelhar ao encontrado por Brauer et
al., 2014, que em tumores da mama, encontrou niveis mais elevados de DCD
na carcinogénese inicial, principalmente nas formas mais agressivas da

doenca, e em metastases linfonodais.

Em nossas andlises baseadas em imuno-histoquimica encontramos um
namero de casos com expressdao de DCD bastante elevado, e isso foi
surpreendente, ja que tinhamos como base os dados encontrados em portais
de pesquisa na internet, como o “cBioPortal for Cancer Genomics”, em que
mutacdes no gene aparecem em quantidades reduzidas. Uma possivel
explicacdo para esse numero elevado poderia ser uma classificacdo erronea de
nossos achados histologicos. Outra possibilidade mais forte seria a de que o
DCD em melanomas ndo se encontra predominantemente amplificado ou
mutado (que sdo os dados disponibilizados pelo portal) e sim constitutivamente
expresso ou superexpresso, em células que nao deveriam apresentar
expressdo em condigbes normais. Apoiando essa hipbtese, o estudo de
Hardesty e colaboradores, 2011, de expresséo de biomarcadores de melanoma
por espectrometria de massa (MALDI-IMS), revelou que a DCD tem expressao

significativamente aumentada (3 vezes) em melanomas com invasdo de
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linfonodos regionais. Como nossa analise ndo teve carater quantitativo,

estudos futuros seriam necessarios para confirmar ou refutar estes valores.

Ao tabularmos os dados dos pacientes incluidos em nosso estudo,
observamos uma grande diferenca entre as duas coortes, no que se refere ao
namero de Obitos. Na busca de uma explicacéo para tal diferenca, descobrimos
gue todos os casos do TMA comercial provinham de pacientes asiaticos
enquanto os casos do TMA obtido no Hospital A.C. Camargo tinham origem em
pacientes predominantemente caucasianos. O melanoma cutadneo € 16,78
vezes mais frequente em caucasianos do que em asiaticos, porém o subtipo
acral, que acomete regides pouco expostas ao sol, como palma das maos, sola
dos pés e extremidade dos dedos, € 0o que mais acomete essa populacéo,
sendo responsavel por 50% de seus casos de melanoma. Este € também, um
dos tipos mais agressivos da doenca. Na populacdo caucasiana, melanomas
acrais representam menos de 3% dos casos de melanoma (Juzeniene et al.,
2013), sendo o melanoma superficial o tipo mais frequente. Podemos assim
pensar que enquanto a maioria dos casos no TMA nacional era formada por
melanomas superficiais (que sdo melanomas que surgem em areas de intensa
exposi¢do solar), o TMA comercial poderia ter um nimero mais elevado de
melanomas acrais (infelizmente, desconhecemos a localizagdo dos tumores
primarios dos casos metastéaticos, o que impede a confirmacao desta hipotese).
Também é vélido supor que, como o TMA do Hospital A.C. Camargo era
composto por casos primarios, o numero de casos da doenca avancada foi
menor quando comparado ao TMA comercial, que continha grande quantidade

de casos ja metastaticos.

Talvez os resultados mais relevantes deste trabalho residam na
comparacdo de dados clinico-patolégicos entre pacientes com tumores DCD-
positivos e DCD-negativos. Apesar de DCD aparecer em alguns estudos como
um gene relacionado ao melanoma, ndo ha consenso na literatura a respeito
de um papel protetivo do gene, como apontado por Brunner et al., 2013 ou de
risco como defendido por Hipfel et al., 2000. Comparando 0s casos de nossos
dois TMAs, mesmo com todas as possiveis diferencas decorrentes de

caracteristicas genéticas ligadas a etnia, ou ambientais, relacionadas a
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exposicdo solar; as curvas de sobrevida céncer-especifica das duas coortes
apresentaram uma tendéncia similar, mas n&o atingiram um valor p
significativo, provavelmente devido ao baixo nimero de individuos em cada
grupo. Desta forma, com o objetivo de aumentar o grupo amostral para uma
andlise estatistica mais robusta, somamos as duas coortes e obtivemos uma
curva de sobrevida com a mesma tendéncia observada nas anteriores, mas
desta vez com valor p capaz de atestar a diferenca na sobrevida entre os
grupos DCD-positivo e DCD-negativo. Isso significa que, segundo nossos,
dados, os grupos de pacientes com tumores sem expressao de DCD, em longo
prazo, apresentam chances de sobrevida mais altas do que os pacientes com

tumores expressando a proteina.

Pela analise das variaveis clinico-demograficas de cada coorte
individualmente, ndo foram obtidos valores com significAncia estatistica.
Novamente, foram somados os dois grupos de pacientes, e entdo novos dados
significativos foram obtidos. N&do é possivel afirmar que o nivel de expressao de
DCD esta relacionado ao género de um individuo, ou a probabilidade dele
desenvolver metéstases, nem que, dentre os Obitos pela doenga, tumores
DCD-positivos causem um desfecho mais rapido que tumores DCD-negativos.
Porém, com as varidveis “seguimento” e “status do paciente” & possivel
interpretar que pacientes com melanomas DCD-positivos tém menor tempo de
sobrevida e maior possibilidade de 6bito que pacientes com tumor negativo. A
variavel “idade” ficou proxima de um valor significativo (p=0,1057), indicando
uma tendéncia da expressdo de DCD estar mais relacionada a pacientes com

idade superior a 50 anos.

Considerando os dados de nosso estudo, a Dermicidina se mostrou um
fator de pior progndéstico para o paciente com melanoma. Isso contrasta com o
encontrado por Brunner e colaboradores, em 2013. Neste estudo, através de
RT-PCR, foi montada uma assinatura de 9 genes para melanoma, e estes
genes, por meio de andlise univariada de Cox, foram classificados como
“protetivos” ou “de risco”, em fungado do tempo de sobrevida dos pacientes. Nos
resultados deste trabalho, DCD aparece fazendo parte de um grupo de genes

protetivos, relacionados a pacientes com maior tempo de sobrevida. Os autores
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também detectaram expressdo da proteina em 89% dos casos, 0 que é um
ndamero muito superior ao encontrado em nossas analises. Uma possivel
explicacdo para a diferenca nos resultados dos dois trabalhos pode ser
encontrada nas metodologias utilizadas. No trabalho de Brunner et al., 2013, o
tecido estromal adjacente ao tumor n&o foi removido para os ensaios de RT-
PCR, jA que os autores tinham intencdo de avaliar a acao destes genes
também no microambiente tumoral. Considerando que a proteina € expressa
constitutivamente nas glandulas écrinas da pele, esta decisdo de incluir
estroma nas amostras pode ter induzido classificacbes equivocadas, fazendo
com que tumores DCD-negativos fossem classificados como positivos.

Nossos experimentos preliminares com camundongos Nude (Figuras 3),
mostraram que o silenciamento do gene resultava em tumores menores e de
crescimento mais lento (clones G-361 IBC-I), quando comparados aos tumores
controle (clones G-361 pLKO). Isso se assemelha ao encontrado por Moreira,
2008, que ao injetar células tumorais de mama MDA-MB-361 em camundongos
Nude, observou que os tumores com expressao de DCD silenciada (clones
MDA-MB-361 IBC-lI) eram em média 2,5 vezes menores que 0s tumores do
grupo controle (clones MDA-MB-361 pLKO).

Ja o trabalho de Trzoss et al., 2014, mostrou que o tratamento de
linhagens celulares de melanoma com Seriniquinona, um produto natural
isolado da bactéria marinha Serinicoccus sp, que alveja DCD, foi capaz de

diminuir o nUmero de células tumorais viaveis.

Alguns trabalhos, realizados com outros tipos tumorais, também
obtiveram resultados que apontavam o papel oncogénico de DCD. O primeiro
deles, de Porter et al., 2003, usando o0 método da andlise seriada de expressao
génica (SAGE) encontrou superexpressdo de DCD em aproximadamente 10%
dos casos de cancer de mama invasivo e metastases linfonodais. Os autores
correlacionaram a expressdo da proteina com estadios mais avancados da
doenca e piores prognosticos. Eles também mostraram que a superexpressao
de DCD em células de cancer de mama 21NT faziam com que elas
crescessem mais que as células controle, especialmente quando o meio de

cultura era deficiente em soro. A imposicdo de estresse oxidativo por
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menadiona mostrou que as células expressando DCD tiveram maior viabilidade
que as células controle. O trabalho de Lowrie e colaboradores, desta vez com
células de carcinoma hepatico HuH7, também mostrou o efeito protetivo de
DCD contra o estresse oxidativo, provocado pela glicose oxidase, bem como
um aumento na proliferacdo de células HuH7 superexpressando DCD, em
relacdo ao controle (Lowrie et al.,, 2006; 2011). Bancovik e colaboradores,
2015, mostraram que nos tumores da mama, embora a expressédo de DCD nao
estivesse relacionada com aumento ou diminuicdo da sobrevida global dos
pacientes, estava associada ao alto grau histolégico, em que as células

tumorais sdo pouco diferenciadas e o tumor € mais agressivo.

E interessante pensar que tumores produzem grandes quantidades de
espécies reativas de oxigénio e que a célula tumoral tem que suportar esse
ambiente estressor para garantir o crescimento do tumor (Szatrowski & Nathan,
1991). Assim, a expressdo de DCD, protegendo a célula contra o estresse

oxidativo, seria um fator de grande vantagem para uma célula maligna.

Em nossos ensaios de imuno-histoquimica, temos usado apenas o
anticorpo contra a por¢cdo C-terminal da Dermicidina. Alguns autores, porém, ja
demostraram que a regido N-terminal da proteina apresenta forte ligagdo com o
desenvolvimento tumoral. Stewart e colegas, 2007, desenharam um estudo
com clones da linhagem celular PC-3M (cancer de préstata), que expressavam
a proteina Dermicidina completa, além dos clones que eram impedidos de
expressar o peptideo PIF, o clone que ndo expressava os peptideos PIF e DCD
e também o clone controle. Com ensaios de sobrevivéncia e proliferagdo, os
autores mostraram maior vantagem proliferativa das células com
superexpressao de DCD em relacédo aos clones controles e também apontaram
gue a viabilidade dos clones que ndo expressavam o peptideo DCD era
semelhante a dos clones controles. Ja os clones que ndo expressavam O
peptideo DCD, mas possuiam expressado de PIF, tinham maior resisténcia ao
estresse oxidativo, e os valores eram semelhantes aos obtidos com clones que
superexpressavam o0 gene completo. Em 2011, Stocki e colaboradores
provaram que um peptideo derivado da por¢do N-terminal da DCD, de 33
aminoéacidos, tem a capacidade de se ligar a proteina HSP70, reconhecida por
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estar envolvida no processo de apresentacdo de antigenos, mas também
expressa por células tumorais em quantidades elevadas, e que esta ligacédo
com o peptideo teria propriedade anti-apoptética para a célula tumoral.
Também em 2011, Shen e colaboradores identificaram outro peptideo da
regido N-terminal da DCD, o Y20, com capacidade de se ligar a proteina
adaptadora Nckl em carcinoma hepatocelular, o que promoveu migracéo
celular, sugerindo assim a importancia dessa combinacdo no desenvolvimento

de metastases.

A andlise de nossos casos com anticorpo contra a regido C-terminal da
proteina ndo deve interferir na identificagdo de casos positivos, ja que a
sequéncia do DCD nao apresenta sitios alternativos para o inicio da
transcricdo, ou seja, a proteina inteira € transcrita, e os diferentes peptideos do
gene sédo resultado da regulacdo pos-traducional feita por diferentes proteases
(Stewart et al., 2007).

Este trabalho ndo teve como objetivo principal esclarecer as vias
moleculares pelas quais o0 gene DCD exerce seu papel na tumorigénese do
melanoma. O trabalho de Pérez-Sosa, 2014, porém, forneceu uma grande
contribuicdo neste sentido. Nele, fora analisada a expressdo génica da
linhagem celular de melanoma humano G-361, comparando os clones IBC-I
(expressando RNAsh para o RNAm do DCD) e pLKO (controle com expressao
de DCD) através do ensaio de microarray. O resultado deste estudo mostrou
gue o silenciamento do gene DCD, em melanomas, altera vias de sinalizacéo
ligadas ao fator de transcricdo NF-kB e também as histonas, envolvidas no
processo de remodelacdo da cromatina.

Procurando por associacdes entre o gene DCD e outros biomarcadores
de melanomas, realizamos buscas em plataformas de dados gendmicos
disponiveis na internet. Escolhemos a plataforma cBioPortal, do Memorial
Sloan Kettering Cancer Center, por concentrar dados de diversos grupos de
pesquisa, incluindo aqueles disponiveis em outras plataformas, como o
“Cosmic — Catalogue of Somatic Mutations in Cancer” e 0 “TCGA - The Cancer

Genome Atlas”.
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Para as comparagfes com o0s casos de melanomas com mutacdo em
DCD, escolhemos os genes BRAF, NRAS, MITF, CDKN2A e ERBB4. BRAF é
0 gene mais alterado em melanomas, estando mutado em cerca de 60% dos
melanomas cutaneos. Dentre as mutacdes em BRAF, V600E é a mais
frequente (90% dos casos) (Ascierto et al., 2012). J& NRAS aparece mutado
em aproximadamente 30% dos melanomas, sendo o segundo gene mais
alterado neste tipo de tumor. Mutacbes em BRAF estdo associadas a alta
exposicao solar no comeco da vida, enquanto mutagcées em NRAS estdao mais
ligadas a exposicdo solar ao longo de toda a vida do individuo (Bertolotto,
2013). Embora alteracbes nesses dois genes sejam muito frequentes,
mutacfes em BRAF ou NRAS costumam ser mutuamente exclusivas, e,
sozinhas, ndo sao suficientes para iniciar o desenvolvimento do melanoma,
sendo necessdrias varias alteracdes adicionais para o estabelecimento da
doenca. ERBB4 codifica um receptor tirosina quinase, cujos ligantes sé&o
fatores de crescimento epidérmicos, e esta mutado em 19% dos casos de
melanoma. O gene MITF por sua vez, é uma peca chave na protecdo e na
pigmentacdo da pele (Gaggioli et al., 2003). Ele regula expressédo de genes
envolvidos na melanogénese e no reparo de DNA (Strub et al., 2011) e tem
expressdo aumentada quando ocorre exposicdo a radiacdo solar intensa. Por
fim, cerca de 10% dos casos de melanomas ocorrem no contexto hereditéario, e
as mutacbes no gene CDKN2A, que codifica as proteinas supressoras de

tumor pl6 e pl4, sdo as mais associadas a esse melanoma familiar.

O resultado do levantamento de dados gendomicos em plataformas
eletrbnicas mostrou alguns pontos interessantes. O primeiro deles é que em
515 casos analisados, apenas um possuia amplificacdo do gene. Isso significa
que diferentemente do que ocorre em tumores da mama, onde a
superexpressao de DCD ocorre por amplificacdo (Porter et al., 2003; Bancovik
et al., 2015), melanomas nao costumam apresentar mais de uma copia do
gene. Outro ponto observado foi a alta frequéncia da mutagcdo E43K, que
corresponde a 70% dos casos de mutacdo em DCD, e que n&o parece ser algo
aleatdrio. Esta substituicdo ocorre na regidao N-terminal da proteina que, como

ja foi dito anteriormente, esté relacionada a outras fun¢des da proteina. Por fim,
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nos casos com mutacdes em DCD, poucas alteracdes nos genes ja
comentados foram detectadas, com excecéo dos genes BRAF e ERBB4. Nos
10 casos de tumores com mutacdo em DCD, 8 também apresentavam alguma
mutacdo em BRAF e 4 desses casos correspondiam a V600E. Todos os casos
com a mutacdo BRAF V600E também apresentavam a mutacdo DCD E43K,
indicando uma possivel relagéo entre essas duas alteracfes. Quanto ao gene
do receptor tirosina quinase, dos casos com mutacdo em DCD, 90% também
apresentavam alguma mutacdo em ERBB4, embora elas tenham se mostrado
inespecificas. Apesar de ndo termos meios para desvendar a relagdo entre
expressdo de DCD e ERBB4 neste estudo, € interessante considerarmos que
na tumorigénese da mama, o gene DCD se mostrou capaz de modular a

expressdo de membros da familia ERBB (Moreira, 2011; Bancovik et al., 2015).

Em conjunto, nossos dados mostraram que tumores expressando DCD
tém frequéncia entre 45 e 54% (45,28% dos 53 pacientes brasileiros, 54,16%
dos 48 pacientes asiaticos, e 49,5% dos 101 casos totais). Assim, a
Dermicidina tem potencial para ser usada como um biomarcador de
melanomas, e, segundo nossos dados, sua expressdo esta relacionada a
tumores de pior prognostico. Também levantamos a hipdtese do gene néo
estar ligado aos casos de melanoma familiar, e sim a intensa exposicao a
radiac&o solar. E possivel ainda especular um papel de BRAF, cujas mutacées
também séo adquiridas ao longo da vida, influenciando a expressao de DCD
em células malignas, e de DCD modulando vias da familia ERRB, como ocorre
em tumores mamarios (Figura 16). Desta forma, novos estudos avaliando a
expressdo de DCD e sua correlagdo com estes genes se mostram muito

promissores.
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Figura 16: Esquema de um possivel modelo para a a¢do da Dermicidina no melanoma.
Mutacdes em BRAF, adquiridas ao longo da vida do individuo, poderiam ativar a expresséo do
gene DCD em melandcitos. A expressdo de DCD entédo, de forma semelhante ao encontrado
em células tumorais da mama (Moreira, 2011), passa a modular a expressdo de genes da
familia ERBB, aumentando a expressdo destes receptores e seus ligantes. Isso resultaria em
uma maior ativagdo desta via, acarretando em um aumento de proliferacdo e sobrevivéncia
celular. Adaptado de Moreira, 2011.
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6. CONCLUSOES

Os resultados mostrados nos permitem concluir que:

A DCD apresenta uma expressao heterogénea nas células de melanoma e
esta localizada principalmente no citoplasma, embora expresséo

membranar também tenha sido detectada;

Sua expressdo pode ocorrer em tumores amelanociticos bem como em
tumores melanociticos, sendo que a maioria dos casos com expressao

positiva esta ligada a tumores com melanina,

A expressdo de DCD é mais frequente em tumores primarios, mas também
foi observada em metéstases, e estd mais relacionada as lesées da pele em

regioes de elevada exposicao solar;

A expressao de DCD nos tumores correlacionou-se com maior taxa de oObito

e menor sobrevida nas duas coortes estudadas;

Segundo as bases de dados genémicos, casos de amplificacdo do gene em
melanomas séo raros, e a substituicdo E43K é a mutacdo mais frequente.
Esta substituicdo pode estar relacionada a mutacbes em BRAF, estando
presente em todos os casos com a mutacdo BRAF-V600E analisados.
Mutacbes em ERBB4 também parecem ser frequentes em casos com DCD

mutado;

A expressao de DCD se mostra um potencial biomarcador para melanomas.
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Anexos

Anexo 1 - Dados clinico-demograficos de 53 pacientes com melanoma tratados no Hospital A.C. Camargo

Caso Género Idade Metastase Seguimento Status Localizacao Expressdao de DCD
1 F 61 sim 113 vivo membro inferior negativa
2 F 59 sim 20 vivo membro inferior negativa
3 M 59 nao 0 vivo tronco positiva
8 F 47 sim 72 Obito membro inferior positiva
10 F 39 nao 0 vivo membro inferior positiva
11 M 59 sim 5 obito tronco positiva
12 M 85 nao 132 vivo planta do pé negativa
13 M 58 sim 20 vivo membro superior positiva
14 M 47 sim 89 vivo membro inferior negativa
16 F 27 nao 84 vivo membro inferior negativa
17 M 61 sim 10 vivo planta do pé positiva
18 F 70 sim 117 vivo tronco positiva
20 M 41 sim 129 vivo tronco negativa
21 F 39 nao 132 vivo membro inferior negativa
22 M 49 sim 49 Obito tronco negativa
23 F 51 nao 133 vivo membro superior positiva
24 M 24 nao 0 vivo tronco positiva
26 M 69 sim 125 vivo tronco negativa
28 F 43 nao 124 vivo membro inferior positiva
29 M 67 sim 65 vivo planta do pé negativa
30 M 38 sim 122 vivo membro inferior negativa
31 M 55 sim 30 vivo membro inferior negativa
32 F 64 sim 0 vivo membro inferior negativa
35 M 31 sim 93 vivo cabeca negativa
36 M 54 sim 25 obito tronco positiva
37 M 81 nao 93 vivo planta do pé negativa
39 M 53 sim 24 dbito tronco positiva
41 F 54 sim 67 obito tronco positiva
42 F 37 nao 108 vivo membro superior negativa
43 M 51 sim 113 vivo tronco positiva
44 F 65 nao 110 vivo membro inferior negativa
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Anexo 2 - Dados clinico-demograficos de 48 pacientes com melanoma do TMA da IMGENEX

Caso Geénero Idade Metdstase Seguimento Status Localizagdo Expressdao de DCD
1 F 37 nao 144 vivo planta do pé negativa
3 M 43 nao 139 vivo globo ocular negativa
4 F 65 sim 124 Obito planta do pé positiva
5 M 47 sim 34 obito palma da mao positiva
7 M 20 nao 130 vivo membro superior positiva
8 F 20 sim 28 obito tronco positiva
9 F 73 sim 8 obito tronco negativa
10 M 66 sim 4 obito tecidos moles positiva
11 M 43 sim 2 Obito membro inferior positiva
12 M 56 sim 18 obito tecidos moles negativa
15 M 55 sim 114 vivo pulmao negativa
17 F 63 sim 42 obito linfonodo positiva
19 M 77 sim 24 obito intestino negativa
20 F 36 sim 13 Obito tecidos moles negativa
21 M 47 sim 22 obito tecidos moles negativa
22 F 35 sim 16 Obito linfonodo positiva
23 F 59 sim 26 Obito cavidade nasal positiva
24 F 36 sim 5 dbito linfonodo positiva
25 M 65 sim 27 obito linfonodo positiva
26 F 62 nao 94 vivo membro superior negativa
27 M 47 sim 22 obito intestino negativa
28 F 57 sim 3 Obito linfonodo positiva
31 M 37 sim 4 O6bito membro superior negativa
32 M 76 sim 3 Obito membro superior positiva
33 M 49 nao 87 vivo intestino negativa
34 F 54 sim 0 obito cabeca positiva
35 M 59 sim 34 obito tronco positiva
36 F 34 nao 74 vivo membro superior negativa
37 M 60 sim 1 dbito 0SS0 positiva
38 F 62 sim 71 vivo linfonodo positiva
41 M 63 sim 6 Obito membro inferior positiva
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