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Introdugéo

O cancer de pele ndo melanoma constitui o grupo de neoplasias mais frequente em humanos, responsavel por cerca de 30% de todos os tumores malignos
registrados no Brasil. (INCA, 2017) Destes, o carcinoma basocelular (CBC) e o carcinoma espinocelular (CEC) sd0 0s mais comuns, ambos associados a
fatores de risco como exposicéo a luz ultravioleta, pele clara e imunodepressdo. (INCA, 2017) O CBC possui maior incidéncia, porém é menos agressivo. J& o
CEC apresenta maiores indices de metastase e comumente surge a partir de uma lesdo precursora, como a ceratose actinica (AK, do inglés actinic keratosis
). (CHETTY et a., 2015) AK é uma lesdo consequente da exposi¢do solar cumulativa que pode evoluir tanto para a remissdo esponténea quanto para a
transformagao malignaem CEC. (BERMAN; COCKERELL, 2013)

Neste contexto, a bioinformética surge como um importante mecanismo para identificar e comparar genes lideres envolvidos em sua patogénese. O
reconhecimento de genes relacionados ao comportamento distinto entre CBC e CEC, além da diferenca entre os genes expressos pelo CEC e AK abre portas
para novas abordagens que podem contribuir para a prevengao e tratamento desses tipos de cancer. (POSWAR et al., 2015)

Este trabalho propde uma abordagem para o agrupamento de dados e identificagdo de genes lideres baseada no algoritmo Particle Svarm Clustering (PSC),
utilizado para caracterizar a expressao génicade CBC, CEC e AK.

Material e métodos

A. Bioinformética e anélise de biologia de sistemas

Os principais genes envolvidos no CBC, CEC e AK foram identificados por meio das bases de dados. NCBI Gene, OMIM e Genecards. Utilizou-se a
nomenclatura da Organizagdo Genoma Humano (Human Genome Organization, HUGO). As palavras-chave para CEC foram: “ cutaneous squamous cell
carcinoma” , “ squamous cell carcinoma of the skin”, “ skin squamous cell carcinoma”, “ cutaneous squamous cell cancer”, “ skin squamous cell cancer” e
“ squamous cell cancer of the skin” ; para CBC: “ basal cell carcinoma” , “ basocellular carcinoma” e*“ basal cell epithelioma” ; para AK, “ actinic keratosis” .

Dessa forma, gerou-se uma lista de genes potencialmente relacionados ao CBC, CEC e AK. Essa lista foi entéo expandida por meio do programa STRING
(versdo 9.05), considerando apenas interagBes baseadas em observagOes experimentais descritas em dominio publico com alto grau de confianga (acima de 0,9,
intervalo 0-0,99). Com esse processo foram identificados novos genes diretamente ligados ao CBC, CEC e AK. Evidéncias cientificas da PubMed foram
utilizados para evitar falsos positivos.

Para cada gene obtido foi calculado o Weighted Number of Links (WNL), além do valor total de interacBes (total Interaction Score, TIS), que representa todas
as interagdes génicas da base de dados do STRING. Esses valores sdo importantes para identificar os genes lideres, isto €, 0os que possuem maior grau de
associagOes. Genes sem interacOes sdo chamados de genes 6rféos. A andlise topoldgica foi realizada por meio das ferramentas Cytoscape e FANMOD,
enquanto a andlise ontoldgicafoi feitacom o programa BinGO.

B. Métodos de agrupamento

Baseados no WNL e TIS, os genes foram agrupados pelo método K-Means Clustering. As categorias com maior WNL e menor TIS foram consideradas genes
lideres. As demais categorias ndo foram levadas em conta na andlise. Os testes ANOVA e Tukey-Kramer foram realizados para certificar os resultados.
Significancia estatistica foi definida em P<0,001. Utilizou-se também uma versao modificada do agoritmo PSC para combinar os dados gerados por bases
distintas. Para permitir que o PSC encontre automaticamente o nimero de grupos, duas mudangas foram feitas no algoritmo: operador de crescimento e as
particulas de remog&o. Na execuggo do algoritmo, se o nivel de concentragdo da particula analisada for maior do que zero e sua similaridade com o padréo de
entrada mais préximo for maior que um limiar, a particula seré clonada. Ja o operador de remocéo elimina as particulas em niveis de concentragdo iguais a zero.

Resultados e discusséo

Foi encontrado um total de 382 genes relacionados ao CBC, 178 relacionados ao CEC e 56 a AK. A andlise ontolégica e de regressdo demonstra diferentes
mecanismos associados a cada tipo de lesdo.

Comparando-se os métodos de agrupamento para CBC, o mecanismo K-means demonstrou cinco clustering groups e indicou os genes lideres CTNNB1 e
TP53. Por outro lado o PSC detectou dez clustering groups e os principais genes relacionados foram: CTNNB1, EGFR, JUN, MY C, SFRP2, PRKCA, BIRCS,
MCM2, POMC. Para o CEC, K-means indicou trés clustering groups e os genes lideres TP53, EGFR, CTNNB1, MAPK1, MAPK3 e MYC. Com PSC, foram
obtidos seis clustering groups e os seguintes genes lideres: SP1, E2F1, STAT3, CDKN1A, ERBB2, RB1, CDK4, CCND1, CAV1, EGF, CTNNAL, IGFIR,
CASP3, PARP1, MSH2, NOTCH1, CKSI1B, EIF4E. Por fim, para AK, o TP53 foi sugerido como gene lider tando pelo K-means quanto pelo PSC.
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A identificacdo de genes lideres se provou (til para determinar alvos terapéuticos e marcadores prognésticos, sendo inicialmente descrita com o K-means.
(ORLANDO et ., 2013) Estudos subsequentes apontaram o agrupamento como um ponto chave a ser melhorado. (GUIMARAES et al., 2016)

O valor de TIS traduz interagBes extensas, enquanto o WNL se relaciona a interacdes especificas. Visto que o PSC apresentou menores valores de TIS e
sugeriu diferentes genes lideres para CBC e CEC, o PSC pode ser Gtil na definigdo de alvos terapéutico, enquanto o K-means pode ser direcionado para melhor
compreensdo da patogénese das neoplasias. Além disso, K-means pode ser mais indicado para identificar mecanismos bioldgicos similares em lesdes menos
frequentes. (POSWAR et a., 2015)

Este estudo demonstra, portanto, a importancia de ferramentas de agrupamento na bioinformética para identificar alvos terapéuticos. Além disso, os genes
relacionados a cada uma das |esBes estudadas neste estudo s&o consistentes com a literatura, visto que mutagdes no gene TP53 sdo encontradas em grande parte
dos casos de neoplasias malignas da pele e conferem resisténcia de células pré-neoplésicas a apoptose. (MADAN et al., 2010) O CTNNBL foi reconhecido com
gene lider tanto no CBC quanto no CEC. De acordo com o PSC, CEC se relaciona ao gene CTNNA 1, ambos associados a adesdo celular. Ha evidéncias de que
0 knockout do CTNNA1 promove CEC in situ. (VASIOUKHIN et al., 2001) Por outro lado, observou-se o acimulo nuclear de proteinas CTNNB1 no CBC.
(SALDANHA et a., 2004)

Dessa forma, é claraaimportancia da bioinformética naidentificacéo de genes com alto potencial de biomarcadores e alvos terapéuticos.

Conclusdes

Conclui-se que este estudo sugere o PSC como uma ferramenta interessante para agrupamento de genes na andlise bioinformética de doencas prevalentes. Ja o
K-means deve ser utilizado em doencas menos frequentes. Além disso, os achados sugerem que o TP53 pode ter um papel central na AK, o CTNNB1 parece
estar relacionado ao CBC, enquanto o CTNNAL se associa ao CEC. Portanto, estes achados podem incentivar futuros estudos sobre o potencial desses genes
como biomarcadores e alvos farmacol 6gicos.
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Figura 1. Mapa da interacdo entre genes
possivelmente relacionados as lesdes (nivel de
confianca > 0,90). Rede gerada no software
STRING (versdo 9.05). A) CBC. B) CEC. C) AK.
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