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RESUMO

O melanoma cutaneo é um céncer de pele conhecido pela alta agressividade e
potencial metastatico, estes processos sao mediados por moléculas de adesao
celular presentes no microambiente tumoral. Este estudo avaliou a expressao de seis
moléculas de adesao em dados publicos de melanoma murino e humano, sendo elas:
ICAM-1, ICAM-2, NCAM-1, VCAM-1, PECAM-1 e MCAM. No modelo murino
(B16F10), utilizou-se um banco de dados publico de RNA-seq. de célula unica para
analisar a distribuicdo dos genes no microambiente tumoral do melanoma. Em
humanos, a anadlise foi realizada na plataforma GEPIA, que integra dados de
expressado génica de tumores do TCGA (The Cancer Genome Atlas) e de tecidos
normais do GTEx (Genotype-Tissue Expression). Nos resultados murinos, ICAM1 foi
amplamente expresso em células endoteliais tumorais, CAFs (fibroblastos associados
ao cancer), células dendriticas, macréfagos e linfocitos T. VCAM1 apresentou
expressao heterogénea entre os tipos celulares, entretanto, assim como NCAM1
atingiu niveis maximos de expressao nos CAFs. [ICAM2, PECAM1 e MCAM
apresentaram expressao restrita as células endoteliais tumorais. No perfil humano,
ICAM1, VCAM1 e MCAM foram mais expressos em tumores do que em pele normal,
ao passo que ICAM2 e PECAM1 exibiram padrdes divergentes entre espécies. A
andlise segmentada mostrou predominancia de PECAM1 e MCAM em células
endoteliais tumorais e de ICAM1 e VCAM1 nos CAFs, indicando distribuicdo
especifica entre tipos celulares do microambiente tumoral. Esses achados apontam
ICAM-1, VCAM-1 e MCAM como moléculas de adesao conservadas e potenciais alvos
terapéuticos, enquanto as diferengas observadas para ICAM-2 e PECAM-1 sugerem
particularidades biolégicas que merecem investigacao futura. Estudos futuros mais
aprofundados, incluindo analises in vitro e in vivo, bem como a avaliacdo da relacao
com resposta terapéutica e progndstico, sdo necessarios para delimitar precisamente

o papel dessas moléculas no melanoma.

Palavras-chave: Moléculas de adesao, B16F10, Melanoma, Microambiente
tumoral, Expressao génica.



ABSTRACT

Cutaneous melanoma is a skin cancer known for its high aggressiveness and
metastatic potential, processes that are partly mediated by adhesion molecules
present in the tumor microenvironment. This study evaluated the expression of six
adhesion molecules in public datasets of murine and human melanoma, namely:
ICAM-1, ICAM-2, NCAM-1, VCAM-1, PECAM-1, and MCAM. In the murine model
(B16F10), a public single-cell RNA-seq database was used to analyze the distribution
of these genes in the tumor microenvironment. In humans, the analysis was performed
using the GEPIA platform, which integrates gene expression data from tumors in TCGA
(The Cancer Genome Atlas) and normal tissues in GTEx (Genotype-Tissue
Expression). In murine results, ICAM1 was widely expressed in malignant cells,
cancer-associated fibroblasts (CAFs), dendritic cells, macrophages, and T
lymphocytes. VCAM1 showed heterogeneous expression across cell types and, like
NCAM1, reached maximum levels in CAFs. ICAM2, PECAM1, and MCAM were
restricted to malignant cells. In the human profile, ICAM1, VCAM1, and MCAM were
more highly expressed in tumors than in normal skin, whereas ICAM2 and PECAM1
showed divergent patterns between species. Segmented analysis revealed
predominance of PECAM1 and MCAM in tumor cells and of ICAM1 and VCAM1T in
CAFs, indicating a specific distribution among tumor microenvironment cell types.
These findings suggest that ICAM-1, VCAM-1, and MCAM are conserved adhesion
molecules and potential therapeutic targets, while the differences observed for ICAM-
2 and PECAM-1 indicate biological particularities that warrant further investigation.
Future in-depth studies, including in vitro and in vivo analyses, as well as evaluation of
their relationship with therapeutic response and prognosis, are needed to precisely

delineate the role of these molecules in melanoma.

KEYWORDS: Adhesion molecules, B16F10, Melanoma, Tumor
microenvironment, Gene expression.
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1 -INTRODUGAO
1.1 - O Cancer como Problema de Saude Publica

O cancer representa uma das principais causas de mortalidade em escala
global, consolidando-se como um crescente e complexo desafio para a saude publica.
A magnitude deste cenario é evidenciada por dados da Organizagdo Mundial da
Saude, que estimou para o ano de 2022 a ocorréncia de aproximadamente 20 milhdes
de novos casos e 9,7 milhdes de 6bitos atribuidos a doenga (WORLD HEALTH
ORGANIZATION etal., 2024).

As projecgOes para as proximas décadas sao alarmantes, com uma estimativa
de aumento de 77% na incidéncia global de cancer até 2050, o que pode elevar o total
para mais de 35 milhdes de novos diagnésticos anuais. Segundo a Organizagao
Mundial da Saude, esse crescimento € impulsionado principalmente pelo
envelhecimento e crescimento populacional, que ampliam de forma significativa o
contingente de pessoas em risco, aliado a manutencao de padrboes de exposi¢cao a
fatores de risco como tabagismo, consumo de alcool, obesidade e poluicdo do ar
(WORLD HEALTH ORGANIZATION et al., 2024).

No contexto brasileiro, a situagdo epidemioldégica acompanha a tendéncia
mundial. O Instituto Nacional de Cancer (INCA) projeta a ocorréncia de 704 mil novos
casos anuais para o triénio 2023-2025, com uma notavel concentragao geografica de
70% dos diagnésticos nas regides Sul e Sudeste (INCA, 2022). Essa distribuicao
desigual reforga a importancia de politicas publicas direcionadas, capazes de reduzir

disparidades regionais no acesso a prevencgao, diagndstico precoce e tratamento.

Adicionalmente, o cancer impde uma elevada carga socioeconémica. Estima-
se que, globalmente, no periodo de 2020 a 2050 o custo econémico total de 29 tipos
de cancer ird alcangar US$ 25,2 trilndes, considerando custos diretos e indiretos,
como perda de produtividade por afastamento do trabalho, incapacidade permanente
ou morte prematura (CHEN etal., 2023). Esse impacto financeiro, somado ao peso
humano e social da doenca, evidencia a urgéncia de investimentos continuos em
pesquisa, inovagao terapéutica e politicas de saude publica voltadas para a reducao

da incidéncia e mortalidade.
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1.2 - Melanoma Cutaneo: Agressividade e Metastase

Dentre as diversas neoplasias, 0 melanoma cutadneo se destaca por sua alta
agressividade. Originado da transformagdo maligna dos melandcitos, este tipo de
cancer de pele é a principal causa de morte associada a tumores cutaneos (SERS;
RIETHMULLER; JOHNSON, 1994). A sua letalidade esta diretamente ligada ao
elevado potencial metastatico, um processo multifasico no qual as células tumorais
adquirem a capacidade de se desprender do tumor primario, invadir tecidos
adjacentes, acessar a circulagdo sanguinea ou linfatica, sobreviver na circulagao, sair
dos vasos (extravasamento) e colonizar 6rgaos distantes (D’ARCY; KIEL, 2021; PANG
et al., 2022). A incidéncia da doenga é crescente, com uma projegéao de 8.980 novos
casos por ano no Brasil para o triénio 2023-2025 (INCA, 2022) e cerca de 57 mil
mortes registradas globalmente em 2022 (WORLD HEALTH ORGANIZATION et al.,
2024).

A patogénese do melanoma é complexa e envolve a interagcdo entre fatores
genéticos e ambientais, sendo a exposicdo a radiacado ultravioleta (UV) o principal
fator de risco exdégeno. A radiacdo UV induz danos ao DNA, como a formagao de
dimeros de pirimidina, que, se néo reparados corretamente, podem levar a mutacoes
em genes-chave que regulam o ciclo celular e vias de sinalizagéo de proliferacao,

impulsionando a transformagao maligna (KIM; KIM, 2024).

Embora avangos recentes com terapias-alvo e imunoterapias tenham
melhorado o prognéstico de pacientes com doenga avangada (WOLCHOK etal.,
2022), a resisténcia aos tratamentos e a progressdo tumoral permanecem como
desafios significativos. A escolha terapéutica leva em consideragao fatores como
estagio da doenca, localizagao do tumor, perfil genético e condigao clinica do paciente;
contudo, mesmo com essas abordagens, a eficacia pode ser comprometida pelo
desenvolvimento de resisténcia, reforcando a importancia de compreender os
mecanismos que permitem a disseminagao do melanoma e de identificar novos alvos
moleculares e estratégias combinatorias capazes de melhorar os resultados clinicos
(DOMINGUES etal., 2018).
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1.3 - O Papel das Moléculas de Adesao Celular na Progressao Tumoral

A manutencado da arquitetura e da homeostase tecidual é dependente de
interagdes celulares mediadas pelas moléculas de adeséo celular (MACs). Essas
proteinas transmembranares s&o responsaveis por orquestrar a coesao entre as
células e a sua ancoragem a matriz extracelular, sendo participantes ativas em
processos biolégicos fundamentais como a diferenciagao celular, a migragdo durante
a embriogénese e a resposta imune (HARJUNPAA et al., 2019; MURRAY;
FRAMPTON; NELSON, 1999). As MACs estdao agrupadas em familias como as
integrinas, as cadherinas, os membros da superfamilia de imunoglobulinas (IgSF) e
as seletinas. A acdo coordenada dessas moléculas garante a estabilidade e a
comunicagao celular (HARJUNPAA et al., 2019).

Em condicdes fisiologicas, a expressado e a atividade dessas moléculas sao
rigorosamente controladas. As cadherinas, por exemplo, formam jungdes aderentes
estaveis em tecidos epiteliais, sendo cruciais para a manutenc¢ao da barreira tecidual
(UHLEN et al.,, 2015). As integrinas ancoram as células a matriz extracelular e
funcionam como transdutores de sinais bidirecionais, informando a célula sobre o
ambiente externo e modulando sua resposta. As seletinas e membros da IgSF
medeiam interagdes transitorias, importantes para o trafego de leucdcitos durante a
inflamagéo (SERS; RIETHMULLER; JOHNSON, 1994).

No contexto do cancer, e particularmente no melanoma, esse sistema de
adesao € profundamente desregulado. Um evento central na progressao tumoral é o
fendmeno de "troca de adesao" (adhesion switching). Neste processo, ocorre uma
repressao de MACs que promovem adesdo estavel (como a E-caderina) e um
aumento na expressao de moléculas que favorecem interacbes dindmicas e
motilidade (como a N-caderina) (D’ARCY; KIEL, 2021). Essa reprogramagéo
molecular permite que as células tumorais superem as restrigdes do tecido de origem,
adquirindo um fenétipo invasivo e migratorio. Portanto, a desregulagdo das MACs nao
€ uma consequéncia, mas sim um mecanismo motor da metastase (SHAIN; BASTIAN,
2016; JANISZEWSKA et al., 2020).
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1.4 - Descrigao das Moléculas Estudadas

Com base na premissa de que a desregulagdo das MACs € um evento central
na patogénese do melanoma (D’ARCY; KIEL, 2021; HARJUNPAA et al., 2019), foi
selecionado um painel de seis moléculas para este estudo: ICAM-1, ICAM-2, NCAM-
1, VCAM, PECAM (CD31), MCAM (CD146).

As moléculas MCAM (CD146) e NCAM-1 estao diretamente ligadas a aquisicao
de um fendtipo movel e invasivo. A MCAM é um biomarcador de progressdo do
melanoma, e sua alta expressao esta associada a um progndstico desfavoravel,
promovendo a motilidade celular através da sinalizagao intracelular (PANG et al.,
2022). A NCAM-1, por sua vez, confere plasticidade as células tumorais, permitindo
sua adaptagado a diferentes microambientes e facilitando a migragcao ao longo de

estruturas como nervos e vasos (LIU et al., 2011).

A interagdo com o sistema vascular, etapa critica para a metastase, € mediada
por moléculas como VCAM-1 e PECAM-1 (CD31) (HARJUNPAA et al., 2019). A
VCAM-1, expressa em células endoteliais ativadas por citocinas, funciona como um
receptor para integrinas expressas em células de melanoma circulantes, facilitando
sua adeséo firme ao endotélio e o subsequente extravasamento (HARJUNPAA et al.,
2019). O papel da PECAM-1 é complexo, estando envolvido no mimetismo
vasculogénico, um processo no qual as células de melanoma formam canais
condutores de plasma que mimetizam vasos sanguineos, garantindo suprimento de
nutrientes ao tumor (DUNLEAVEY et al., 2014), embora também possa inibir o

crescimento tumoral em outros contextos (LUTZKY et al., 2006).

A familia ICAM (ICAM-1, -2,) possui papéis duais no microambiente tumoral
(HARJUNPAA et al., 2019). A ICAM-1 é importante para a resposta imune mediada
por células T, funcionando como um ligante para a integrina LFA-1 em linfécitos.
Contudo, as células de melanoma podem utilizar sua superexpressao para promover

ades&o a células endoteliais e facilitar a disseminagéo (HAMAI et al., 2008).
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1.5 - Justificativa

Diante do impacto global e nacional do céncer, considerando a elevada
mortalidade e os custos sociais e econémicos associados a doenca (CHEN etal.,
2023), torna-se essencial aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos que
promovem a progressao tumoral. O melanoma se destaca por sua agressividade e
elevado potencial metastatico, processos intimamente ligados a desregulagdo das
moléculas de adesdo celular (MACs) e a interacdo das células tumorais com o
microambiente (D’ARCY; KIEL, 2021; SHAIN; BASTIAN, 2016).

Apesar de algumas MACs possuirem fungdes conhecidas, ainda ha
necessidade de compreender de forma integrada seus padrées de expressdo no
melanoma e como esses padrdes podem estar associados a progressao da doencga.
O presente estudo utiliza dados publicos de melanoma murino para investigar essas
moléculas em diferentes compartimentos celulares, complementando a analise com
informagdes de melanoma humano. Essa abordagem permite identificar semelhangas

e diferengas entre espécies.

Assim, o estudo se justifica como uma oportunidade de gerar informagdes
relevantes sobre a expressao de moléculas de adeséo celular, elucidando potenciais
padroes moleculares relacionados a progressao tumoral e a interagcdo com o
microambiente. Os achados podem fornecer subsidios importantes para futuras
estratégias terapéuticas e aprofundar o entendimento do comportamento do

melanoma em niveis molecular e celular.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

Investigar a expressdo de moléculas de ades&o celular em dados publicos de
melanoma, visando compreender seu padrao de distribuicdo no microambiente

tumoral.
2.2 - Objetivos especificos

- Reunir dados publicos relevantes sobre melanoma para a analise das moléculas de

adesao celular.

- Desenvolver e padronizar um protocolo metodoldgico para converter representagoes

t-SNE em medidas quantitativas de expresséo génica.

- Aplicar o protocolo desenvolvido para analisar a expressao das moléculas ICAM,
NCAM, VCAM, MCAM e CD31 em dados publicos de melanoma.

- Comparar os niveis de expressao dessas moléculas entre tecidos tumorais e tecidos

normais.
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3 - METODOLOGIA

3.1 -Desenvolvimento e aplicagao do protocolo para processamento de imagens

de melanoma murino

Neste estudo, foram analisadas seis moléculas de adesao celular: ICAM-1, ICAM-2,
NCAM-1, VCAM, PECAM (CD31) e MCAM (CD146). As imagens utilizadas foram
obtidas a partir de dados publicos disponibilizados no Atlas do Melanoma Murino,
desenvolvido pelo Teichmann Lab, com base em analises de RNA-seq de célula unica
(scRNA-seq) da linhagem murina B16F10, conforme descrito por Davidson et al.
(2020). O banco disponibiliza mapas de expressao génica organizados por tipo celular
e marcadores especificos, representados em escalas visuais sobre 0 modelo tumoral,
a partir de dados processados por t-SNE (t-Distributed Stochastic Neighbor
Embedding).

Para cada molécula, foram selecionadas oito imagens, totalizando 48 imagens
no conjunto geral. As imagens foram padronizadas quanto a area de interesse, sendo
recortadas de forma uniforme com tamanho fixo de 740 x 820 pixels, de modo a

assegurar comparabilidade espacial entre todas as amostras.

O pré-processamento foi realizado no software FIJI (SCHINDELIN et al., 2012),
utilizando um macro automatizado, e incluiu as seguintes etapas: (i) Recorte da regido
de interesse. (ii) Inversdo das cores: As imagens originais apresentavam o fundo
predominantemente branco e as regides que indicavam maior intensidade de
expressao do gene em tons de vermelho. Com a inversdo, o fundo branco original foi
transformado em preto, enquanto as areas de expressao de interesse passaram a ser
representadas em branco. Esta alteragdo permitiu a medicdo subsequente da area
positiva para a expressao do gene. (iii) Conversao para escala de cinza de 8 bits,

necessaria para aplicacédo de métodos automatizados de segmentagao binaria.
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thresholdsMin = newlArray(55, 68, 65, 78);
thresholdMax = 238;

numImages = nImages();
run("Clear Results");

for (i = 8; i < numImages; i++) {
selectImage(i + 1);

thresholdIndex = floor(i / 2);
thrMin = thresholdsMin[thresholdIndex];

setThreshold(thrMin, thresholdMax);
run( "Convert to Mask");

run("Select All1");

run( "Measure™);

run( "Undo™);

Figura 1. Macro automatizado utilizado no FIJI para pré-processamento das imagens.
Fonte: Autoria prépria.

As imagens foram submetidas a binarizagdo por meio de limiar (threshold) com
0 objetivo de isolar as regides que apresentavam expressao significativa do gene.
Para isso, foram testados quatro valores minimos de intensidade (55, 60, 65 e 70),
mantendo-se fixo o valor maximo em 230. A escolha desses limiares foi baseada em
avaliagdes visuais realizadas nas imagens de t-SNE do gene B-actina, por se tratar de
um gene constitutivo e amplamente distribuido. Essa analise visual permitiu identificar
em quais pontos o limiar minimo eliminava partes relevantes da expressao ou, ao
contrario, resultava em uma marcagao excessiva nao especifica. Assim, foi possivel

definir uma faixa intermediaria que representasse melhor a expresséo do gene.

Por ser um gene de expressao estavel, a B-actina foi utilizada como referéncia
para essa etapa de padronizagdo. Posteriormente, os limiares determinados foram
aplicados no software FIJI as imagens dos genes de moléculas de adeséao

previamente descritos por Davidson et al. (2020).

Cada limiar minimo foi aplicado em duplicata a todas as imagens. A escolha por
multiplos thresholds teve como objetivo controlar possiveis flutuagdes na qualidade

do sinal e minimizar inconsisténcias geradas por imagens com intensidades
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diferentes. Esse processo permitiu uma avaliagdo mais assertiva da expressao

génica, assegurando maior confiabilidade aos valores obtidos.

Apos a binarizagdo, as imagens foram convertidas em mascaras binarias.
Nelas, os pixels com intensidade dentro do intervalo definido pelo threshold minimo e
maximo foram marcados em preto, enquanto os pixels abaixo do limiar minimo ficaram
em branco, representando a regido de interesse. A quantificagao foi realizada com a
ferramenta "Measure" do FIJI, que aplicou os thresholds e mediu a porcentagem que
0s pixels brancos ocupam em relagao a area total (%Area). Todo este processo foi

automatizado por um macro.

Essa etapa teve como objetivo quantificar os dados publicos de RNA-seq. de
célula unica a partir das imagens de t-SNE, transformando informagdes visuais em

valores mensuraveis.

inputDir = getDirectory("Choose the input folder");

outputDir = inputDir + "Processed/";

File.makeDirectory(outputDir);

list = getFilelist(inputDir);

for (1 = @; 1 < list.length; i++) {

if (endsWith(list[i], ".tif") || endsWith(list[i], ".jpg”) || endsWith{list[i], ".png") || endsWith(list[i], ".bmp")) {

open(inputDir + list[i]);
makeRectangle(219, 45, 7408, 820);
run("Crop");
run("Invert");
run("8-bit");
savehs("Tiff", outputDir + list[i]);
close();

Figura 2. Macro automatizado para binarizagao e quantificagao das regides de interesse nas imagens,
aplicando diferentes limiares de intensidade e medindo a porcentagem da area positiva (%Area).
Fonte: Autoria propria.

3.2 - Segmentagao celular e normalizagao como parte do protocolo de analise

de expressao génica

Com o objetivo de mensurar separadamente a expressao génica em diferentes
tipos celulares, foi realizada a segmentagao manual das imagens, de modo a restringir
a analise a tipos celulares especificos. Este processo envolveu a identificagao visual
e subsequente remogao das regides celulares nao pertinentes em cada imagem,
utilizando o software Microsoft Paint. A segmentacao foi focada em manter apenas as

areas correspondentes aos fibroblastos associados ao cancer (CAFs) ou as células
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tumorais endoteliais (Endo Tumor), garantindo que a analise de expressao fosse

precisamente direcionada aos tipos celulares de interesse pré-definidos.

As imagens segmentadas foram submetidas ao mesmo fluxo de pré-
processamento e analise descrito anteriormente, garantindo a comparabilidade entre
os dados totais e os recortes por tipo celular. A partir dessas analises, foram gerados
trés conjuntos de dados: (1) expresséo relativa total (todas as células presentes no
microambiente tumoral), (2) expresséao relativa nos fibroblastos associados ao cancer

(CAFs) e (3) expressao relativa nas células endoteliais tumorais.

Para controle da variabilidade entre imagens e padronizagdo dos resultados,
foi utilizada a B-actina (ACTB) como controle interno. A escolha da ACTB foi
fundamentada por sua expressao constitutiva, se tratando de um gene presente e
ativo de forma constante em quase todos os tipos celulares e com fungdes essenciais
para a sobrevivéncia da célula, sendo um gene de referéncia consistente para

normalizacao.

Os valores de expressao de cada molécula (em %Area) foram divididos pela
média dos valores de ACTB em cada grupo (total, CAFs e Endo Tumor), gerando a
expressao relativa normalizada. Essa abordagem permitiu reduzir interferéncias
técnicas e estabelecer uma base comparativa proporcional entre os diferentes

marcadores.

3.3 - Analise estatistica

Os valores obtidos de expressao relativa foram organizados em planilhas no Microsoft
Excel e analisados estatisticamente no software GraphPad Prism v.10 (GraphPad
Software, CA, EUA). Os dados foram analisados quanto a normalidade pelos testes
de D'Agostino e Pearson e Kolmogorov-Smirnov. Dados paramétricos foram
analisados por meio do teste Brown-Forsythe ANOVA, seguindo de pds teste de
Dunnett (ZAR, 1999). Valores de p > 0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.
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3.4 - Andlise de Expressdao Génica Humana

Além da analise murina, foi conduzida uma avaliagdo da expressao génica em
melanoma humano, com dados publicos da plataforma GEPIA (Gene Expression
Profiling Interactive Analysis). Essa ferramenta integra dois bancos de dados: o TCGA
(The Cancer Genome Atlas), que € um programa de caracterizagao de cancer focado
na analise molecular de tumores humanos, e o GTEx (Genotype-Tissue Expression),
que coleta e analisa tecidos humanos para compreender como a expressao génica
varia entre pessoas e tecidos (TANG et al.,, 2017). Esses bancos permitem a
comparagao entre a expressao génica em tecidos tumorais de melanoma e tecidos

normais da pele humana.

As moléculas analisadas no modelo murino foram analisadas individualmente
na plataforma, e os niveis de expressao diferencial foram comparados para verificar

possiveis paralelos com os achados observados nas imagens de melanoma murino.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise inicial de dados publicos de RNA-Seq de célula unica do melanoma
murino B16F10 (DAVIDSON et al., 2020) permitiu identificar a presenca de multiplas
moléculas de ades&o no microambiente tumoral. Conforme mostrado na Figura 3B, o
gene ICAM1 apresentou expressao ampla em diferentes populagcdes celulares,
incluindo células endoteliais tumorais, fibroblastos associados ao cancer (CAFs),
células dendriticas, macréfagos e linfécitos T. Em contraste, ICAM2, PECAM1 e
MCAM exibiram padrdo mais restrito, predominando as células endoteliais tumorais.
NCAM1 apresentou expressao elevada principalmente em CAFs, enquanto VCAM1
foi detectado tanto em CAFs quanto no endo tumor. A ACTB (B-actina), utilizada como
controle interno (Figura3C), apresentou expressao constitutiva estavel, sendo

utilizada para analises comparativas.

A ampla presenca de ICAM1 e VCAM1 em células endoteliais tumorais, CAFs
e linfocitos T esta ligada as suas fungdes na adeséo celular, no recrutamento de
leucdcitos e na regulacdo da resposta imune (D’ARCY & KIEL, 2021; GUERRA
ESPINOSA et al., 2024). Em especial, ICAM1 participa da interacdo entre células
tumorais e linfécitos T e de mecanismos de evasdao imune. Hamai et al. (2008)
mostraram que ICAM1 influencia a sensibilidade do melanoma a agao de linfocitos T
citotéxicos por meio da via PI3K/AKT, que favorece a sobrevivéncia e o crescimento

das células tumorais.

Ja Zhang et al. (2022) observaram que a adesdo mediada por ICAM1 é
necessaria para que vesiculas extracelulares liberadas por células de melanoma
inibam a atividade dos linfocitos T. Dessa forma, ICAM1 atua como um ponto de
controle importante na relagao entre tumor e sistema imune, podendo tanto facilitar a
destruicdo tumoral quanto promover imunossupressao, o que reforca seu potencial

como alvo terapéutico.
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Figura 3. Identificacdo de moléculas de adesdo em dados publicos de melanoma por RNA-Seq de
célula unica, descritos por Davidson e colaboradores .(A) Visualizagdo tSNE de todas as células
sequenciadas, com cada célula colorida de acordo com o tipo celular (esquerda) e localizagao (direita)
.(B) Expresséao dos genes de moléculas de adesao no melanoma B16F10 dentro do RNA-Seq de célula
Unica previamente descrito. (C) Expressdo do gene de referéncia p-actina (ACTB), utilizado como
controle interno para normalizagdo e comparabilidade dos dados de expressao génica.

Fonte: Adaptado de Davidson et al. (2020).
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Ao avaliar a heterogeneidade no microambiente tumoral (Figura 4A), observou-
se que a expressao das moléculas de adesao nao € uniforme entre os diferentes tipos
celulares. ICAM1 se destacou por sua ampla distribuicdo, enquanto os demais genes
apresentaram expressdo mais restrita, concentrando-se em compartimentos
especificos. A quantificagao relativa normalizada pela ACTB (Figura 4B) revelou que
ICAM1 apresentou expressao elevada, com valores proximos a metade da ACTB,
seguido por PECAM1, ICAM2, VCAM1, MCAM e NCAM1, em ordem decrescente.

A predominancia de ICAM1 reforca seu papel central na organizagao do
microambiente tumoral (HARJUNPAA et al., 2019). A expresséo elevada de PECAM1
pode estar relacionada ao mimetismo vasculogénico, processo no qual células
tumorais formam canais vasculares independentes do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) (DUNLEAVEY etal.,2014). Esse mecanismo é reconhecido como
potencial via de escape estratégias terapéuticas que inibem a angiogénese tumoral.
ICAM2, embora menos estudada que ICAM1, esta envolvida na ades&o e migragao
de leucdcitos, desempenhando um papel na regulacdo do trafego celular no
microambiente tumoral (HARJUNPAA et al., 2019). Considerando o papel geral das
ICAMs na modulacao da interagao entre células tumorais e células do sistema imune,

€ possivel que ICAM2 esteja associada de forma indireta a progressao tumoral.

A

Bcells
CAF1 B
CAF 2
CAF3 ICAM44b
bei ICAMS5— b
epez NCAM1 b
Endo LN
Endo lymphatic g MCAM b
#:— ik
Fibroblasts LN o ICAM2 a
LN T cells PECAM1 a
Macrophage/Monocyte [CAM1 a
m'::;: - B-actin 1a
T T T T T 1
ne 00 02 04 06 08 10 1.2
pDC
Tumor T cells Expressao relativa / B-actin

T T T
ICAM1  ICAMZ NCAM{1 VCAM PECAM MCAM

Figura 4. |dentificacdo de moléculas de adesdo em diferentes popula¢des celulares no melanoma
murino (B16F10) usando RNA-Seq de célula unica publico descrito por Davidson e colaboradores. (A)
Analise de concordancia das moléculas de adesao em diferentes tipos celulares no microambiente do
melanoma B16F10 (esquerda). (B) Expressdo relativa dos genes de moléculas de adesdo no
melanoma B16F10. Os genes de moléculas de adesao foram analisados em comparagao ao gene da
beta-actina.*Genes com letras diferentes ao lado da barra (a - e) apresentam diferenga significativa
estatisticamente entre si; os que compartilham a mesma letra ndo diferem.

Fonte: Autoria propria.
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A analise da expressao relativa no conjunto total das células analisadas no
microambiente tumoral (Figura 4B) permitiu integrar os achados do modelo murino
com dados humanos obtidos por bulk RNA-seq (GEPIA). Enquanto os dados de t-SNE
do atlas de melanoma murino (Figuras 3A, 6A e 7A) evidenciaram a heterogeneidade
em nivel de célula Unica, a expressao relativa refletiu a média global, sem distingao

por compartimento celular, aproximando-se do perfil obtido por bulk RNA-seq.

A comparagéao entre amostras de melanoma humano e pele normal (Figura 5)
evidenciou que ICAM1, VCAM1 e MCAM estao significativamente aumentados em
amostras tumorais, corroborando os achados no modelo murino. Em contrapartida,
ICAM2 e PECAM1 apresentaram comportamentos divergentes entre espécies,
sugerindo particularidades bioldgicas que podem representar alvos diferenciais de

interesse.

Esses resultados reforgam a relevancia de ICAM1, VCAM1 e MCAM tanto no
modelo murino quanto humano (GUERRA-ESPINOSA etal., 2024), uma vez que o
aumento consistente observado confirma que esses marcadores estao associados ao
fendtipo tumoral em diferentes contextos. Por outro lado, as divergéncias para ICAM2
e PECAM1 indicam que certos mecanismos de adesdo podem ser

espécie-especificos ou modulados por fatores contextuais.

Shi etal. (2023) demonstraram que no microambiente tumoral diferentes
estados celulares, como células tumorais proliferativas, em transicdo epitélio-
mesénquima e células imunes ativadas ou exaustas, apresentam perfis distintos de
expressao de moléculas de adesdo. Essa heterogeneidade ajuda a explicar as
discrepancias observadas entre modelos murinos e dados clinicos humanos e reforca
a necessidade de integrar analises experimentais e clinicas para a aquisigdo de

informagdes mais completas sobre a dindmica celular e molecular do tumor.
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Figura 5. Analise comparativa da expressao de moléculas de adesao em melanoma humano e pele
normal usando GEPIA. Foram comparados dados de amostras tumorais (TCGA) e tecidos normais
(GTEX) para identificar diferengas na expressao génica.

Fonte: Adaptado de Tang et al. (2017).

Para aprofundar a analise no modelo murino, as imagens foram segmentadas
para isolar tipos celulares especificos e avaliar a expressao génica de forma
direcionada. Nas células tumorais (Figura 6B), PECAM1 apresentou-se como gene de
maior expresséo relativa, seguido de MCAM e ICAM2, com niveis de expressao

préximos ao da ACTB, indicando alta expressao nas células endoteliais tumorais.
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ICAM1 apresentou expressao ligeiramente inferior, mas ainda elevada, enquanto

VCAM1 mostrou intensidade moderada.

A elevada expressao de PECAM1 nas células endoteliais tumorais reforga sua
relagdo com o mimetismo vasculogénico (DUNLEAVEY etal.,2014), processo que
pode permitir a formagao de canais vasculares independentes do VEGF, mantendo o
suprimento de nutrientes e oxigénio ao tumor, com isso reduzindo a eficacia de
terapias antiangiogénicas. A expressdao de MCAM pode estar associada a promogéao
da angiogénese, a0 aumento da invasividade e a progressdao metastatica (SERS
etal., 1994; PANG etal., 2022).

Além disso, Pang etal.(2022) demonstraram que MCAM interage com
Galectina-3, modulando a adesao e a migracao celular, facilitando a disseminacgéao
metastatica e representa um possivel alvo para estratégias anti-metastase. Como
visto anteriormente ICAMZ2 pode ter um papel na regulagao da interagédo entre células
tumorais e leucadcitos, influenciando a dinamica imune local e potencialmente

modulando a resposta do microambiente tumoral (HARJUNPAA et al., 2019).
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FIGURA 6. Expressdo de moléculas de adesao restrita ao compartimento de células tumorais
endoteliais no melanoma murino B16F10. (A) Expressdao dos genes de moléculas de adeséao
exclusivamente nas células do segmento endotelial tumoral (Endo tumor/B16F10 tumor) dentro do
RNA-Seq de célula unica previamente descrito.(B) Expressao relativa das moléculas de adesio no
segmento, normalizada em relagdo ao gene de referéncia B-actina (ACTB). *Genes com letras
diferentes ao lado da barra (a - f) apresentam diferencga significativa estatisticamente entre si; os que
compartilham a mesma letra n&o diferem.

Fonte: (A) Adaptado de Davidson et al. (2020), (B) Autoria propria.
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Nos fibroblastos associados ao cancer (Figura7B), ICAM1 e VCAM1
apresentaram os maiores niveis de expressao relativa, com valores que indicam alta
expressao desses genes nesse compartimento celular. Esses dois marcadores se
destacaram de forma clara em relagdo aos demais, compondo o grupo de maior
presenca transcricional entre as moléculas avaliadas nos CAFs. Em contraste,
NCAM1 e MCAM exibiram expressao visivelmente mais baixa, situando-se em um

patamar intermediario, enquanto ICAM2 e PECAM1 apresentaram niveis reduzidos.

ICAMA1 ICAM2 ICAM4

B CAFs (tumor B16F10)

NCAM-1

MCAM

ICAM5 NCAM1 VCAM1

VCAM
ICAM2

Genes

PECAM

ICAM1

PECAM1 MCAM ACTB

B-actin - I a

00 02 04 06 08 1.0 1.2

Expressao relativa / J-actin

3y

FIGURA 7. Expressado de moléculas de adeséo restrita ao compartimento de fibroblastos associados
ao cancer (CAFs) no melanoma murino B16F10. (A) Expressdo dos genes de moléculas de adesao
exclusivamente nas células do cluster de CAFs dentro do RNA-Seq. de célula uUnica previamente
descrito. (B) Expressao relativa das moléculas de adesao nos CAFs, normalizada em relacdo ao gene
de referéncia B-actina (ACTB). *Genes com letras diferentes ao lado da barra (a - e) apresentam
diferenca significativa estatisticamente entre si; os que compartiiham a mesma letra n&o diferem.
Fonte: (A) Adaptado de Davidson et al. (2020), (B) Autoria prépria.

A elevada expressdao de ICAM1 e VCAM1 nos fibroblastos associados ao
cancer indica que essas células podem estar ativamente envolvidas na remodelacao
da matriz extracelular e no recrutamento de células inflamatérias. Mazurkiewicz
etal. (2022) demonstraram que células de melanoma com alto potencial invasivo
induzem fibroblastos a um estado ativado, com aumento de ICAM1, secreg¢ao de
citocinas pro-inflamatérias e fatores angiogénicos, favorecendo um microambiente

tumoral permissivo.
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De forma complementar, Asif etal. (2021) descrevem que esses fibroblastos
modulam a matriz, promovem alteragbes que facilitam a invasédo e a disseminagao
tumoral e liberam mediadores que contribuem para resisténcia a tratamentos. Wang
etal., (2025) reforcam essa visdo ao mostrar que perfis de expressao génica
associados a fibroblastos ativados no melanoma se correlacionam com pior

prognostico e ambientes imunossupressores.

Em sintese, os resultados revelaram que ICAM-1, VCAM-1 e MCAM se
destacaram como moléculas de maior expressao no microambiente tumoral, tanto no
modelo murino quanto em dados humanos, enquanto ICAM-2 e PECAM-1
apresentaram padroes mais restritos e divergentes entre espécies. A analise
segmentada mostrou que PECAM-1, ICAM-2 e MCAM predominaram nas células
tumorais endoteliais, ao passo que ICAM-1 e VCAM-1 foram mais expressivas nos
fibroblastos associados ao cancer. Esses achados evidenciam uma distribuicdo
heterogénea das moléculas de adeséo, e permitiram delinear um panorama de sua

participacdo no melanoma.

Além disso, vale ressaltar que todos os dados de expressao relativa
apresentados neste estudo foram obtidos por meio do protocolo desenvolvido para
quantificacdo de expressao génica a partir de imagens de t-SNE. Esse fluxo, que
incluiu pré-processamento, definicdo de limiares com base na B-actina, binarizagao,
criacdo de mascaras e segmentacao celular, se mostrou eficiente para transformar

representacdes visuais complexas em medidas quantitativas.

A aplicagao do protocolo permitiu analisar de forma detalhada a expressao das
moléculas de adesao em diferentes tipos celulares, mostrando padrdes heterogéneos
no microambiente tumoral e permitindo comparacdes consistentes entre dados
murinos e humanos. Os resultados demonstram que o protocolo funciona como uma
ferramenta soélida e consistente, capaz de ampliar a interpretagcdo biolégica dos
achados e de ser aplicado de forma alternativa para quantificacado de dados de RNA-

seq de célula unica.
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5 - CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo indicam que as moléculas de adesao ICAM1,
VCAM1 e MCAM apresentaram expressdo aumentada tanto no modelo murino quanto
em amostras humanas de melanoma, evidenciando sua presenga consistente no
microambiente tumoral. J& PECAM1 e ICAM2 mostraram padrdes divergentes entre
espécies, o que pode refletir diferengas biolégicas ou contextuais. A analise
segmentada revelou que PECAM1, ICAM2 e MCAM se destacam nas células do endo
tumor, enquanto ICAM1 e VCAM1 apresentam maior expressdo nos fibroblastos

associados ao cancer.

Esses achados demonstram que essas moléculas estao distribuidas de forma
especifica entre diferentes tipos celulares do microambiente tumoral, o que pode ter
implicagdes para a compreensdao da biologia do melanoma. No entanto, para
esclarecer seu papel funcional e seu potencial como alvos terapéuticos, sao
necessarios estudos complementares, incluindo analises funcionais in vitro e in vivo,
bem como investigagdes sobre sua relagdo com resposta a tratamentos e prognéstico

clinico.

Além disso, o protocolo desenvolvido permitiu quantificar a expressao das
moléculas de adesao a partir das imagens de t-SNE, transformando dados visuais em
valores numéricos. Ele possibilitou analisar diferentes tipos celulares e comparar
resultados entre melanoma murino e humano, mostrando-se uma abordagem pratica

e alternativa para estudar dados de RNA-seq de célula unica.
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