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RESUMO

Martinelli CMS. Avaliagao do perfil de metilagao de genes alvo candidatos em tumores de
células germinativas de testiculo. Dissertagdo (Mestrado). Barretos: Hospital de Cancer de

Barretos; 2015.

JUSTIFICATIVA: Os TCGs de testiculo (TCGTs) compreendem cerca de 98% de todas as
neoplasias testiculares e sao separados em dois grupos principais: seminomas e nao
seminomas. Ha uma forte evidéncia de que o evento inicial na patogénese dos TCGTs ocorra
durante o desenvolvimento embriondrio e que apesar da variedade histoldgica desses
tumores, estes possuem a mesma origem clonal. Dessa forma, as diferengas bioldgicas entre
seminomas e nao seminomas podem explicar o comportamento clinico e a resisténcia ao
tratamento, e o entendimento da base molecular e genética desses tumores representa um
importante avango na busca de novos marcadores moleculares nesta doenga. OBJETIVO:
Estabelecer o perfil diferencial de metilacdo dos genes VGF, MGMT, ADAMTS1, CALCA,
HOXA9, CDKN2B, CDO1 e NANOG em tumores primdrios de células germinativas de testiculo
e em testiculos normais e associar com as caracteristicas clinico-patolégicas e sobrevida dos
pacientes. MATERIAL E METODOS: Foram incluidas 72 amostras de TCGTs e 23 amostras de
testiculo normal. Essas amostras foram submetidas a extracdo de DNA e posterior conversao
por bissulfito de sédio. Apds a conversdo, o padrao de metilagao das amostras foi avaliado
por meio da técnica de PCR em tempo real metilagdo especifica (QMSP). RESULTADOS: No
nosso trabalho, associagdes significativas foram encontradas em relagdo a metilagao dos
seguintes genes e caracteristicas clinico-patoldgicas: VGF e alteragdes nos niveis de
marcadores séricos; MGMT e tumores ndo seminomatosos; ADAMTS1 e presenca de pelo
menos um sitio metastatico além de risco mais elevado do tratamento segundo IGCCCG;
CALCA e tumores ndao seminomatosos e tumores refratarios ao tratamento; HOXA9 e
pacientes com idade acima de 29,6 anos e também a tumores ndo seminomatosos; CDO1 e
presenca de mais de um sitio metastatico, tumores classificados nas categorias de maior
risco segundo IGCCCG, além de tumores refratdrios ao tratamento. Além disso, a
combinagao de metilagdo de mais de dois genes foi associada a tumores nao
seminomatosos. A metilagdao dos genes avaliados nao apresentou impacto nas estimativas

de sobrevida global, entretanto, a metilagdao dos genes MGMT e CALCA tiveram impacto



negativo nas estimativas de sobrevida livre de eventos. CONCLUSOES: Nossos achados
demonstraram que a metilacdo dos genes VGF, MGMT, ADAMTS1, CALCA, HOXA9 e CDO1
apresentaram associagdes significativas com diversos aspectos relacionados a tumorigénese
e caracteristicas clinicas dos TCGTs. Portanto, concluimos que o perfil de metilacao destes
genes em TCGTs pode contribuir para a compreensao da biologia destes tumores e
demonstra potencial como biomarcadores clinicos, merecendo uma investigacdo mais

abrangente.

PALAVRAS-CHAVE: Tumor de células germinativas de testiculo; Metilacdo do DNA; VGF;
MGMT; ADAMTS1; CALCA; HOXA9; CDKN2B; CDO1; NANOG.



ABSTRACT

Martinelli CMS. Evaluation of the methylation profile of candidate target genes in germ cell

tumors of testis. Dissertation (Master’s degree). Barretos: Barretos Cancer Hospital; 2015.

BACKGROUND: Testicular germ cell tumors (TGCTs) comprise about 98 % of all testicular
neoplasms and are separated into two main groups: seminomas and non-seminomas. Strong
evidences suggest that the first event in the pathogenesis of TGTs occurs during the
embryonal development and besides the hystological variety of these tumors, they have the
same clonal origin. Thus, biological differences between seminomas and non-seminomas
may explain the clinical behavior and treatment resistance, and understanding the
molecular and genetic basis of these tumors implies an important advance in the search for
new TGCTs molecular markers. AIMS: To evaluate the promoter methylation status of: VGF,
MGMT, ADAMTS1, CALCA, HOXA9, CDKN2B, CDO1 and NANOG in primary TGCTs and in
normal testis and associate with clinico-pathological parameters and with overall, and event-
free survivals. MATERIAL AND METHODS: We studied 72 TGCTs and 23 normal testis. The
DNA extraction was performed followed by bisulfite conversion. The methylation profile of
the samples was assessed by Real time methylation specific PCR. RESULTS: Statistical
significance was found regarding the methylation of the following genes and clinico-
pathological parameters: VGF and changes in levels of serum markers; MGMT and non-
seminomas tumors; ADAMTS1 and more than one metastatic site as well as higher risk of
treatment according to IGCCCG; CALCA and non-seminomas tumors and refractory tumors
to treatment, HOXA9 and patients older than 29.6 years and also non-seminomas tumors;
CDO1 and the presence of more than one metastatic site, tumors classified in the highest
risk according to IGCCCG, and refractory tumors to treatment. Furthermore, the
combination of methylation of two genes was further associated with non-seminomatous
tumors. The methylation of the genes showed no impact on overall survival, however, the
methylation of the MGMT gene and CALCA gene had a negative impact on event free
survival. CONCLUSIONS: Our findings showed that methylation of the genes VGF, MGMT,
ADAMTS1, CALCA, HOXA9 and CDO1 were significantly associated with several aspects

related to tumorigenesis and clinical characteristics of TGCTs. We therefore conclude that



the methylation profile of these genes in TGCTs can contribute to the understanding of the
tumoral biology and demonstrates potential as clinical biomarkers, deserving a more

comprehensive investigation.

KEY WORDS: Testicular germ cell tumors; DNA methylation; VGF; MGMT; ADAMTS1; CALCA;
HOXA9; CDKN2B; CDO1; NANOG.



1 INTRODUCAO

1.1 Tumores de células germinativas

Os tumores de células germinativas (TCGs) fazem parte de um grupo heterogéneo e

complexo de neoplasias derivado das células germinativas primordiais pluripotentes, que

compreendem diferentes comportamentos clinicos, podendo ser benigno ou maligno®.

Variacdes na diferenciacdo da célula progenitora dos TCGs definem a histologia e a

localizagdo do tumor: gonadal ou extragonadal’. Segundo a literatura, durante o

desenvolvimento do TCG, as células passam por um estagio de carcinoma in situ antes de se

diferenciarem em seminomas ou em células indiferenciadas de carcinoma embrionario.

Assim, por meio da

diferenciacdo, essas células resultam em tecidos embriondrios ou

extraembrionarios que, por sua vez, podem se diferenciar em coriocarcinoma, tumor de seio

endodérmico ou teratoma, constituindo desta maneira o grupo dos ndo seminomas (Figura

1)3.

Célula

Germinativa

Carcinoma in sllu\

Carcinoma embrionario
1 R —
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Figura 1. Representacdo esquemdtica da histogénese de TCGs (retirado de Masters et al.?).



Nos ultimos anos, diferentes classificagdes histolégicas foram propostas para a
estratificacdo desses tumores. Atualmente, a classificagdo proposta pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS), classifica os TCGs em: (I) Germinoma — chamado de seminoma
qguando localizado no testiculo, e disgerminoma quando no ovario; (Il) Tumor de seio
endodérmico; (Ill) Carcinoma embriondrio; (IV) Coriocarcinoma; (V) Tumor misto e (VI)
Teratoma®.

Os TCGs de testiculo (TCGTs) compreendem cerca de 98% de todas as neoplasias
testiculares e sdao separados em dois grupos de acordo com a Classificagdao Internacional de
Doencas Oncoldgicas (ICD-O): seminomas e ndo seminomas, cada um compreendendo
aproximadamente 50% dos casos”. Em relagdo aos TCGTs, sdo diagnosticados cerca de trés a
seis novos casos a cada 100.000 homens por ano nos paises desenvolvidos, representando a
malignidade mais comum entre homens com as idades entre 20 e 35 anos, sendo a segunda
causa de morte atribuida a cancer neste grupos.

As diferengas bioldgicas entre seminomas e ndo seminomas podem explicar o
comportamento clinico e a resisténcia ao tratamento de alguns pacientes que precisam de
guimioterapia, e o entendimento da base molecular e genética desses tumores representa
um importante avango para o tratamento de pacientes com progndstico desfavoravel na
busca de novos marcadores moleculares.

O tratamento padrao do tumor do TCG de testiculo é composto de orquiectomia
radical unilateral por via inguinal, seguido ou ndo de tratamento com quimioterapia e/ou
radioterapia. O uso de tratamentos apds a cirurgia vai depender do risco do paciente e do
estadiamento da doenga. Mais de 90% dos casos recém diagnosticados e 70% a 80% dos
pacientes com doenga avangada submetidos a quimioterapia, atingem a cura. Entretanto,
para os pacientes refratarios ao tratamento, poucas estratégias alternativas de tratamento
estdo disponiveis e, quase a totalidade destes pacientes evolui a ébito’. Um estudo realizado
por Lopes et al.8, relatou a importancia de estabelecer um protocolo de tratamento padrao
para a melhora na sobrevida dos pacientes. Foram avaliadas a sobrevida de 106 criangas e
adolescentes com TCG (entre estes 22 de localizagdo testicular) tratadas no Brasil com o
protocolo TCG-91, e o estudo identificou uma estimativa de sobrevida global de 83,3% em
cinco anos para pacientes de alto risco tratados com cisplatina e etoposide, e uma
estimativa de sobrevida global de 58,8% em cinco anos para pacientes também de alto risco,

mas que receberam um tratamento combinado com trés drogas. Dessa maneira, verificaram



gue o uso de um tratamento complexo composto por muitas drogas pode ndo ser necessario
para atingir uma maior estimativa de sobrevida global, mesmo para aqueles pacientes com
doenga avangada.

Ha uma forte evidéncia de que o evento inicial na patogénese dos tumores de célula
germinativa de testiculo ocorra durante o desenvolvimento embriondrio e que apesar da
variedade histoldgica desses tumores, estes possuem a mesma origem clonal e derivam de
um estdgio precursor intratubular neopldsico (carcinoma in situ), compartilhando
anormalidades citogenéticas similares e fendtipos distintos entre seminomas e nao

seminomas, bem como diferencas nos perfis de express3o génica e epigenético’.

1.1.1 Marcadores biolégicos

A secrecdo de proteinas séricas como a alfa-fetoproteina (AFP) e a porcdo beta da
gonadotrofina coriénica (beta-hCG) sdo marcadores importantes no manejo desta doenca. A
AFP, o beta-hCG e também a lactato desidrogenase (LDH) apresentam um papel importante
como marcadores biolégicos no diagndstico e estadiamento dos tumores de células
germinativas de testiculo e seus valores devem ser conhecidos antes da cirurgia para
remog¢ao do tumor. Para os pacientes com tumores ndao-seminomatosos, a queda dos niveis
séricos dessas proteinas ap6s a cirurgia é um dos fatores de progndstico mais importante™.

Além disso, o monitoramento do avango da doenga é baseado na verificagao dos
niveis desses marcadores, sendo que o aumento é um dos primeiros sinais de recaida. Existe
um aumento no nivel dos marcadores em 51% dos casos de cancer de testiculo. A elevagdo
da AFP ou beta-hCG é vista em 40 a 60% dos homens com tumores nao-seminomatosos.
Quanto aos tumores seminomatosos, 30% podem apresentar ou desenvolver um elevado
beta-hCG durante o desenvolvimento da doenca. Seminomas e ndo seminomas podem
apresentar LDH elevados, porém é um marcador menos especifico e sua concentragao é
proporcional ao volume do tumor. Ainda, a elevagdo do LDH estd associada com outras
doencas, além de TCGs™.

Logo, os niveis de marcadores tumorais séricos (S) sdo divididos em categorias: Sx,
uma vez que os exames dos marcadores nao foram realizados, SO quando os marcadores
estdo dentro dos niveis normais, e S1, S2 e S3 quando estes marcadores encontram-se

alterados, conforme descrito na Tabela 1.



Tabela 1 - Classificacdo dos marcadores séricos (S) antes da orquiectomia.

S AFP{ng/mlL} hCG {mlU/mL}) LDH{U/I1)
51 <1.000e <5.000 e <1.5xN
S2 1.000-10.000 ou 5.000-50.000 ou 1.5-10xN
S3 >10.000 ou >50.000 ou >10x N

N indica o limite maximo dos niveis de normalidade para o LDH.

1.1.2 Estadiamento dos TCGTs

O estadiamento dos TCGTs no adulto é realizado conforme o manual da American Joint
Committee on Cancer (AJCC). A classificacdo “T” se refere a caracteristicas de invasdo local
do tumor. A classificagdo “N” se refere a extensdao do comprometimento dos linfonodos
regionais e a classificagao “M” reflete a presenga de metastases a distancia, assim como o
local onde ela se encontra. Caracteristicamente, o nivel dos marcadores tumorais séricos (S)
também sdo levados em consideracdo para o apropriado estadiamento da doenga. O
agrupamento das classificagbes T, N, M e S ditam o estadiamento final
correspondente(Anexo A). O estadiamento é realizado e baseado nos resultados da cirurgia
e no resultado anatomo-patoldgico e sdo considerados: 1) Estadiamento |, o tumor é
limitado ao testiculo; 2) Estadiamento IS, o tumor é limitado ao testiculo e os marcadores
séricos estdo elevados apdés a orquiectomia; 3) Estadiamento Il, o tumor acomete também o
retroperitdneo, através de metastases restritas aos linfonodos regionais. E dividido em IIA,
IIB e IIC de acordo com o comprometimento nodal e o nivel dos marcadores séricos;
4)Estadiamento Ill, hd presenca de metdstases além dos linfonodos regionais, também
sendo dividido em llIA, IlIB e IlIC, conforme o sitio de metastases e os niveis dos tipicos

marcadores tumorais (Anexo A)*2.

1.1.3 Classificagao de risco dos TCGT segundo IGCCCG

Uma grande contribui¢cao para avaliar o risco de forma mais sensivel dos pacientes
com TCGTs foi feita com os resultados do International Germ Cell Cancer Collaborative Group
(IGCCCG) em 19972. O IGCCCG avaliou mais de 5.000 pacientes com TCG nao-
seminomatosos (TCGNS) e 660 pacientes com seminoma avancado, com tempo de

seguimento mediano de 5 anos. Para os casos pertencentes ao grupo dos ndo seminomas,



alguns fatores adversos independentes do progndstico foram identificados: o sitio primario
no mediastino e a presenga de metastases viscerais nao pulmonar, além do grau de elevagao
da AFP, beta-hCG e LDH. Para os seminomas, a caracteristica adversa predominante foi a
presenga de metastases viscerais nao pulmonar. Portanto, o IGCCCG utiliza a classificagao
TNMS junto com a histologia, a localizagdo do tumor primario, localizagao das metdastases e
niveis dos marcadores séricos pré quimioterapia para categorizar os pacientes considerados
avangados. A integragao destes fatores identificou grupo de pacientes com bom progndstico,
compreendendo 60% dos TCGs com 91% de estimativa de sobrevida global em 5 anos; grupo
com progndstico intermedidrio, compreendendo 26% dos TCGs com 79% de estimativa de
sobrevida em 5 anos, e grupo com pior progndstico, representando 14% dos TCGs (todos
com TCGNS) com 48% (42% a 54%) de estimativa de sobrevida em 5 anos. Estes grupos
fazem parte atualmente da tomada de decisdao no tratamento de todos os TCGTs e nao

devem prescindir no adequado manejo desta doenga®>.

1.2 Alteragdes citogenéticas e moleculares nos TCGs

Até o momento, sdo poucos os estudos citogenéticos sobre os TCGs. A primeira
anormalidade cromossomica relatada nesses tumores foi a duplicacdo do braco curto do
cromossomo 12 ou isocromossomo 12p [i(12p)] por Atkin & Baker'. Uma analise realizada
por citogenética convencional em 124 homens adultos identificou o i(12p) como um
marcador comum em todos os subtipos histoldgicos de tumores de células germinativas de
testiculo, sendo encontrado em mais de 86% dos casos investigadosls. Alguns grupos
utilizaram a técnica de hibridacdo gen6mica comparativa (aCGH) para identificar regides
menores relacionadas a perdas e ganhos cromossémicos nestes tumores. Kraggerud et al.®,
ao estudarem 13 tumores de células germinativas de testiculo ndo seminomatosos,
encontraram perda de 10qg em 38%, ganhos da parte proximal de 17q em 85%, amplificagao
de 12p em 62% e ganho de 22q em 16%. Além disso, outros trabalhos como o de Schneider
et al.'’, ao utilizar a mesma tecnologia, encontraram ganhos de 1q, 3p, 3q e 20q em criangas
portadoras de tumores malignos ndao seminomatosos.

Em relagdo a alteragdes moleculares, ao contrario de outros tipos de tumor, as
mutagdes de TP53 em TCGs sdo raras mas quando presentes parecem estar relacionadas

com tumores mais resistentes a quimioterapia’®. Um trabalho recente de nosso grupo



também demonstrou que mutac¢bes na regido promotora do gene TERT sdo raras em
TCGTs™.

Além disso, muta¢des somaticas no gene KIT, responsdvel pela expressdo de um
receptor transmembrana tirosina quinase do tipo Ill, sdo as mais frequentemente
observadas em TCGT chegando a aproximadamente 10% de todos os casos (COSMIC
database - http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/). Tais mutagdes
ocorrem principalmente em seminomas e algumas evidéncias sugerem que elas acontecem
durante a fase inicial da embriogénese e que devem possuir um papel central no controle e

~ . 20,21
progressdo dos seminomas” " .

1.3 Alterag¢les epigenéticas: metilagio do DNA

O termo epigenética se refere a mudangas na expressao génica e na organizagao da
cromatina que ndo estdo associadas a mudancas na sequéncia primaria do DNA, podendo
ser herdaveis por muitos ciclos de divisdo celular?®.

Ha trés tipos de mecanismos associados a manutengao da heranga epigenética que é
transmitida de maneira estavel: a metilagdo do DNA, a modificagao de histonas e a regulagao
gue ocorre por RNAs nao codificadores, todos essenciais para o desenvolvimento normal. A
desregulacdo desses mecanismos pode levar a um fendtipo anormal e ao desenvolvimento
de diversas doencas, incluindo o cancer®.

A metilacdo do DNA é uma das modificacGes epigenéticas mais estudadas no genoma
e pode afetar a transcrigdo génica, levando ao silenciamento de genes. Em estados
fisiolégicos normais é extremamente importante para a ocorréncia dos processos de
imprinting gendmico e inativagao do cromossomo X. A metilagdo do DNA consiste em uma
modificagdo quimica covalente referente a adigdo de um radical metil predominantemente
no carbono da posicdo 5 do anel da citosina, que é por sua vez seguida por uma base
guanina, o qual é conhecido como dinucleotideo CpG. Nas células somaticas, a metilcitosina
representa 1% do total de bases e aparece em 70-80% de todos os dinucleotideos CpG no
genoma®’.

O genoma humano possui regides com uma alta densidade de dinucleotideos CpG,
denominadas ilhas CpG, que estao frequentemente localizadas nas regides promotoras dos
genes e, normalmente encontram-se desmetiladas®. Estimativas demonstram a existéncia

de 29.000 ilhas CpG no genoma humano, e que aproximadamente 60% dos genes humanos



apresentam essas ilhas em suas regides promotoras, as quais a grande maioria sdo
desmetiladas em todos os estagios de desenvolvimento nos diferentes tipos de tecidos?.

O padrao de metilagdo de CpGs ao longo da fita do DNA tende a ser copiado, e isso
permite transmitir informagdes epigéneticas entre as geragdes de células, sendo um
processo essencial para o ciclo celular. As enzimas da familia das DNA metiltransferases
(DNMTs) sdo responsaveis pela metilacdo do DNA e por sua manutencdo. Trés principais
DNMTs estdo envolvidas nesse processo: DNMT1, DNMT3A e DNMT3B. A DNMT1 é a mais
abundante em células somaticas, tem preferéncia por DNA hemimetilado sendo a principal
responsdvel pela manutencdo do padrdo de metilacdo do DNA durante a duplicacdo
celular”’. As DNMT3A e DNMT3B s3o expressas em células embrionarias e n3o
diferenciadas, e estdo envolvidas com a metilacdo de novo no genoma, contribuindo com o
estabelecimento de novos padrdes de metilaggo®.

Sendo assim, as DNMTs sdao consideradas alvos terapéuticos interessantes visto que a
metilagdo do DNA pode ser revertida pela inibigdo dessas enzimas. Atualmente duas drogas
gue possuem esse mecanismo de acdo encontram-se disponiveis no mercado: a azacitidina e
a decitabina®. Atualmente, a 5-azacitidina é o tratamento padrdo para pacientes de alto
risco para a sindrome mielodisplasica e tem sido estudada em pacientes idosos portadores

de leucemia mieldide aguda®.

1.4 Metilagao do DNA e cancer

O cancer é uma desordem heterogénea com diferentes propriedades bioldgicas
causado por uma série de mudangas genéticas, em genes supressores tumorais e oncogenes,
gue ocorrem em sinergia com alteragdes epigenéticas, as quais levam a uma instabilidade
cromossémica durante a iniciagdo e progressio tumoral®'.

Mesmo havendo evidéncias de que a perda da regulacdo epigenética possa ser o
evento transformante preliminar para a carcinogénese®, ndo se sabe se os eventos
epigenéticos exercem um papel causal no desenvolvimento dos tumores e na sua
progressdo, ou se sao consequéncias de um fendtipo anormal nas células malignas33. A
metilagdo aberrante do DNA, principalmente quando ocorre em ilhas CpG localizadas na
regido promotora de genes, esta associada a uma expressao de genes alterada, a qual pode

ser silenciada durante a transformag3o maligna®®.



O equilibrio epigenético de uma célula normal se encontra desestabilizado durante a
tumorigénese, e nas neoplasias humanas ocorrem dois eventos principais na metilacao do
DNA: a hipometilagao global e a hipermetilagdao de regides promotoras associadas ao
silenciamento de genes supressores tumorais>>.

A perda global da metilagdao dos CpGs foi a primeira alteragao epigenética identificada
em células com potencial maligno. Uma queda de 20-60% de conteldo de metilcitosina foi
observada em células malignas quando comparada ao seu conteddo normal, e essa perda de
grupos metil € acompanhada principalmente de alteracdes em regides intronicas do DNA,
bem como de ativacdo de proto-oncogenes, resultando em uma instabilidade cromossémica
gue contribui para o desenvolvimento do tumor*.

Exemplos de genes que sao afetados pela hipometilagdo incluem oncogenes como
HRAS e C-MYC®. Além disso, uma andlise genOmica da metilacdo em tumores de estébmago,
rim, colon, pancreas, figado e pulmdo revelou uma alta frequéncia de sitios hipometilados
nos respectivos tecidos tumorais®2.

Concomitantemente a hipometilagdo global, a hipermetilagdo aberrante da regido
promotora dos genes é um mecanismo que frequentemente contribui com o silenciamento
de genes supressores tumorais e foi primeiramente descrita no gene do retinoblastoma
(RB)*.

A hipermetilagdo na regido promotora de genes tem sido associada com um grande
numero de neoplasias. Diversos genes supressores tumorais como BRCA1, TP53, RASSFI1A,
LKB1, p15 e MLH1 ja foram descritos como metilados em uma série de tumores e, a
inativagdo destes genes através da hipermetilagao parece ter a mesma consequéncia da

inativagdo por meio de alteracBes genéticas, como por exemplo as mutacdes®>.

1.5 Metilagdo do DNA e TCGs

As células germinativas sao fundamentais na transmissao de informagdes genéticas e
epigenéticas entre as geracdes celulares. Durante o desenvolvimento normal, elas passam
por processos de proliferacao, renovacao e diferenciacao que levam a formacao de gametas,
gue quando fertilizados sdao submetidos a processos de regulacdo moleculares necessarios a
embriogénese. Dessa maneira, a transformagdo de células germinativas pode resultar em
tumores que exibem regula¢gdes moleculares semelhantes as que ocorrem durante a

gametogénese e o desenvolvimento normal’.



Originando-se de células germinativas primordiais, os TCGTs surgem em um momento
do desenvolvimento da linhagem germinativa em que a metilagdio do DNA é apagada e
restabelecida apdés a implantagdo do embrido, provavelmente pela agao das
metiltransferases DNMT3A e DNMT3B, e mantida pela DNMT1%. Devido a isso, a metilacao
do DNA em TCGTs deve ser avaliada no contexto das células germinativas primordiais, de
onde os tumores se originam®’.

Tendo em vista os eventos do inicio do desenvolvimento das células germinativas, uma
das questdes mais comuns relacionada a biologia dos TCGTs é como diferentes tumores
podem se originar de um mesmo tipo celular. Apoiando-se em evidéncias de que o grau de
diferenciagao dessas células esteja relacionado com o perfil de metilagdo do genoma,
acredita-se que uma reprogramagdo epigenética ocorra durante o desenvolvimento dos
tumores de células germinativas®.

Histologicamente, os seminomas sdo um grupo ndo diferenciado que
morfologicamente se assemelha a células germinativas primordiais enquanto os nao
seminomas incluem vdrios subtipos histolégicos que possuem diferenciagdao somatica,
embrionaria e extra-embrionaria®’.

O primeiro estudo que verificou o padrao de metilagcdo em relacdo a estes dois grupos
mostrou uma hipermetilacdo abundante em tumores ndo seminomatosos, mas ndo em
seminomas’’. Da mesma forma, Smiraglia et al.*’ demonstraram diferencas epigenéticas
significativas entre ndo seminomas e seminomas, 0s quais os Uultimos quase nao
apresentaram metilagao nas ilhas CpG. Por meio da anadlise de metilagdo por imuno-

histoquimica, Netto et al.*?

concluiram que as células de seminomas geralmente conservam
a hipometilagdo que ocorre devido ao apagamento normal das marcas de metilagao,
enquanto que 0s ndo seminomas apresentam maior grau de metilagdo, que estd associado
ao maior grau de diferenciagdo celular.

Um estudo realizado por Brait et al.*®

retratou a heterogeneidade do perfil de
metilagdo entre 43 seminomas, 14 nao seminomas testiculares e 23 amostras de testiculo
normal. Analisando a metilagdo do promotor em um painel de 15 genes na tentativa de
estabelecer marcadores especificos que pudessem discriminar os dois subtipos tumorais,
seis destes genes foram encontrados diferencialmente metilados, incluindo MLH1, MGMT e

APC, com um predominio de metilagdo nos tumores ndo seminomatosos. Além de diferentes

padroes de metilagao entre tumores e tecidos normais, padrdes distintos de metilagao entre
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seminomas e ndo seminomas, observado pelo autores, estabelecem importantes evidéncias
na descoberta de como esses grupos se diferenciam no decorrer do seu desenvolvimento.

Amatruda et al.*®

, analisaram o padrao de metilagdo em 51 amostras de TCGs,
representando os principais subtipos histoloégicos em TCGs pediatricos: germinoma,
teratoma e tumor de seio endodérmico. Utilizando o painel de metilagdo de cancer
GoldenGate (lllumina,Inc.) e pirosequenciamento, os autores demonstraram que os tumores
de seio endodérmico apresentaram um nivel de metilagao 2,75 vezes maior que os outros
tumores estudados. Também identificaram 190 ilhas CpG com diferengas significativas de
metilacdo entre teratomas maduros e imaturos. Além disso, o padrdao de metilacdo foi
comparado entre tecidos tumorais e normais adjacentes, e para os tumores de seio
endodérmico foram encontrados 425 CpGs diferencialmente metilados, enquanto a mesma
comparagdao foi feita para teratomas, encontrando somente 15 CpGs diferencialmente
metilados, evidenciando novamente, um padrdao de metilagdo distinto para tumores de seio
endodérmico.

Assim, a determinagdo de perfis diferenciais de metilagdao representa uma importante
etapa na identificagdo de novos marcadores epigeneticamente silenciados no cancer e a
diferenga nos padrdes de metilagdio de ambos os grupos (seminomas e ndo seminomas)
pode refletir o desenvolvimento normal das células germinativas primordiais, auxiliando no

entendimento da origem desses tumores.

1.6 Genes candidatos selecionados para avaliagao da metilagao

A progressdao de tumores ocorre devido a atividade de varios genes que regulam
positivamente ou negativamente as fungdes celulares, incluindo o controle da proliferagao,
apoptose, estabilidade gendmica, angiogénese, invasdao e metdstase, entre outros. Muitos
fatores podem alterar a fungdo desses genes, incluindo alteragdes genéticas e
epigenéticas™.

A metilagao da regido promotora esta frequentemente associada com o silenciamento
dos genes. Assim, a descoberta de genes regulatérios bem como seu perfil de metilagdo é
relevante para o entendimento da biologia do cancer e identificagdo de novos alvos
terapéuticos™®.

Na tentativa de identificar genes supressores tumorais silenciados pela metilagao do

promotor em TCGTs, oito genes candidatos foram escolhidos para a avaliagao neste projeto.
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Quatro deles (MGMT, VGF, HOXA9 e NANOG) ja foram avaliados em tumores de células
germinativas e os quatro restantes (CDKN2B, CDO1, CALCA e ADAMTS1) sao frequentemente
descritos como hipermetilados em outros tipos tumorais. A escolha destes genes foi baseada
na literatura e na fungao de cada um deles, que serao apresentadas a seguir.

Um estudo recente realizado por Brait et al.*®, relatou a hipermetilagio em MGMT e
VGF em ndo seminomas quando comparados a seminomas. Entretanto, acredita-se que os
autores nao conseguiram associar estes padrdes de metilagdo a caracteristicas clinico-
patoldgicas devido a amostragem restrita.

O gene MGMT é um gene de reparo do DNA, que tem como func¢do remover adutos
mutagénicos e citotdxicos de O°-metilguanina da molécula de DNA. Uma vez que alteragbes
no gene MGMT impedem sua agdo, o risco de ocorréncia de mutagdes e de cancer é
aumentado™. A perda da expressdo de MGMT ndo é comum devido a uma delegdo ou
rearranjo do gene, entdo, sugere-se que outras causas como mudangas epigenéticas estejam
envolvidas no seu silenciamento, como a hipermetilacdo de ilhas CpG em sua regido
promotora®®. A metilacdo do MGMT ja foi descrita em uma série de tumores sendo
importante para uma decisao terapéutica principalmente em tumores do sistema nervoso
central. Os glioblastoma que apresentam a hipermetilagdo de MGMT sdo mais sensiveis aos
efeitos citotdxicos da quimioterapia com agentes alquilantes, enquanto MGMT ndo metilado
tem um impacto desfavoravel predominante na subpopulagdo de pacientes ndo-ressecaveis.
Dessa maneira, a ndo metilacdo do MGMT pode ser considerado o principal preditor de mau
prognodstico, devido a maior probabilidade de o paciente nao ter beneficios de terapias
adjuvantes”’.

O gene VGF é especificamente expresso em células neuroendécrinas e apesar da sua
exata fungdo ainda ndo ser conhecida, parece estar relacionado com a sobrevivéncia motora
neural*. Uma alta frequéncia de metilagdo de VGF em carcinomas ovarianos foi encontrada

por Brait et al.*

, € a metilagdo cancer especifica de VGF em cancer de mama e cancer de
testiculo foram descritas recentemente por Brait et al.*® e Ostrow et al’®. Uma forte ligacdo
entre a hipermetilagao da ilha CpG de VGF em linhagens celulares e a perda da expressao
génica nessas células foi encontrada, entretanto papéis bioldgicos de VGF na tumorigénese
precisam ser elucidados®'.

O gene HOXA9 é um fator de transcrigdo, e faz parte da familia dos genes homeobox. A

expressdo dessas proteinas é temporariamente regulada durante o desenvolvimento
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embriondrio e a inativacdo da expressdo desse gene pela hipermetilacdo pode ter particular
importancia na tumorigénese das células germinativas, que ¢é caracterizada pela
diferenciagdo embrionaria®”. O trabalho realizado por Amatruda et al.**, demonstrou que o
HOXA9 apresentou diferenga significativa nos padrdes de metilagdo em TCGs, dependendo
da histologia tumoral, sendo hipermetilado principalmente em tumores de seio
endodérmico. Lind et al.>>, encontraram uma alta frequéncia de metilagdo de HOXA9 em
TCGTs, sugerindo que a inativagdo epigenética de alguns genes dessa familia desempenha
um papel importante no desenvolvimento desses tumores.

Um fator de transcrigao envolvido na manutengdo da pluripoténcia e renovagao das
células tronco embrionarias é o NANOG, que é utilizado como um marcador para TCGs’. Esta
localizado no cromossomo 12, em uma regido frequentemente duplicada em tumores de
origem de células germinativas, portanto a falha no restabelecimento da expressao de
NANOG é considerada um fator critico para a tumorigénese de células germinativas. Hart et
al.>* sugerem que a regulacio da expressio desse gene se deve a um mecanismo
epigenético. No estudo feito por Tommasi et al.>, os autores demonstraram gue um valor
preditivo da metilagao deste gene em casos de cancer pode ser utilizada como um marcador
epigenético para uma detec¢do precoce e monitoramento da progressao da malignidade da
doenga.

O gene CDKN2B codifica um inibidor de quinase dependente de ciclina, que inibe a
ativagdo de CDK4 e CDK®6, controlando as fungdes como crescimento celular e progressao do
ciclo celular. Estd localizado no cromossomo 9 em uma regido frequentemente mutada e
deletada em muitos tumores®. E sugerido que a metilacdo de CDKN2B seja um biomarcador
epigenético de evolugdo da sindrome mielodisplasica pediatrica, confirmando a relagdo da
hipermetilagdo desse gene aplicada ao uso na estratificagdo de risco de pacientes
portadores da doenga’’. Outro estudo que verificou a hipermetilacio desse gene em
pacientes com SMD, notou semelhancas com a patogénese em adultos e sugerem o possivel
beneficio em pacientes pediatricos com o tratamento feito por agentes desmetilantes.

O gene cisteinadesoxigenase (CDO1) esta localizado na regidao5q23.2, uma regido cujo
silenciamento epigenético contribui para a tumorigénese do cancer colorretal®. Brait et al.*®°
identificaram que a detecgdo e quantificagdao da metilagdo do promotor de CDO1 pode ser

utilizada como um biomarcador diagndstico para muitos tipos de cancer, devido a sua alta
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frequéncia em tumores primarios e auséncia em tecidos normais. Porém, este estudo nao
incluiu TCGTs.

O gene CALCA codifica uma proteina com fungao vasodilatadora, e foi demonstrado
como frequentemente metilado em cancer cervical quando comparado a tecido cervical
normal®. Esteller et al.®* demonstraram a ilha CpG no gene CALCA como frequentemente
metilada em linfomas e cancer de pulmao.

O gene ADAMTS1 é um membro da familia das metaloproteinases e participa de varios
eventos biolégicos como inflamagao e angiogénese. O papel dessa molécula na progressao
tumoral foi sugerido por Rocks et al.®, agindo na atracdo de fibroblastos e remodelacdo da
matriz extracelular. Um estudo realizado por Freitas et aI.64, encontrou baixa expressao de
ADAMTS1 em tumores de mama quando comparados a tecidos normais. A analise
epigenética de algumas regides génicas em tumores de prdstata e normais, mostrou a
hipermetilacio em ADAMTS1 em tecidos tumorais®>. Em uma analise in silico realizada pelo
nosso grupo utilizando-se o banco de dados Oncomine (www.oncomine.org) foi possivel
observar a diferenca de expressdao de ADAMTS1 entre diferentes histologias de TCGs. Este
gene ja estd sendo avaliado quanto a sua expressdo proteica em TCGTs em outro trabalho
desenvolvido por nosso grupo. Porém, a andlise de metilacdo desse gene ainda nao foi

realizada em TCGTs.
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2 JUSTIFICATIVA

Ainda que, os tumores de células germinativas de testiculo apresentem altas taxas de
cura e sobrevivéncia devido a boa resposta a terapia, consequéncias significativas de
terapias multimodais existem em termos de saude geral, neoplasias secundarias tardias, a
reproducdo e a produtividade econdmica dos individuos. Portanto, ainda existe a
necessidade de melhor compreensdo da biologia dos TCGTs para auxiliar a indicacao de
terapias menos deletérias aos pacientes. Além disso, esclarecer os mecanismos moleculares
envolvidos na patogénese dos TCGTs também é de extrema importancia nos casos de
pacientes refratarios aos tratamentos de primeira linha, pois pode auxiliar na indicagdao do
uso de terapias alternativas mais eficazes nestes casos.

Apesar de alteragdes moleculares estarem descritas em TCGTs, a biologia dos TCGs é
pouco explorada. Assim, ainda ha necessidade de se identificar genes importantes para o
desenvolvimento e estabelecimento da doenga. Uma das questdes mais intrigantes da
biologia do TCGTs é a forma como esses subtipos de tumor de histologia distinta
(seminomas e ndo seminomas) podem surgir a partir do mesmo tipo de célula (célula
germinativa). A hipotese de que essa célula germinativa siga diferentes programas de
diferenciagao celular, resultando nos diversos subtipos histolégicos de TCGs, torna a busca
pelo perfil de metilagao de genes um campo muito importante de investigacao, uma vez que
esse mecanismo epigenético é um dos principais controladores do processo de diferenciacao
celular.

Este trabalho é parte dos estudos desenvolvidos pelo Grupo de Estudos de TCG do
Hospital de Cancer de Barretos, que € um centro de referéncia de tratamento de TCGs
pedidtricos e adultos. Este grupo multiprofissional vem desenvolvendo pesquisas genéticas,
epigenéticas, moleculares e clinicas para um maior conhecimento dos TCGs e possui varias
frentes de pesquisa em andamento.

Nossa proposta é avaliar o perfil de metilagdo da regidao promotora de oito genes
candidatos (MGMT, VGF, HOXA9, NANOG, CALCA, CDKN2B, CDO1 e ADAMTS1) em amostras
de tumores primdrios de células germinativas de testiculo (seminomas e ndo seminomas) e
em amostras de testiculos normais e correlacionar este perfil com as caracteristicas clinico-
patoldgicas dos pacientes, visando o melhor entendimento do papel do silenciamento
epigenético na tumorigénese dos TCGTs. Isso ndo apenas contribuird com uma analise do

perfil diferencial de metilagao de um painel de genes em tumores de células germinativas de
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testiculo, mas também poderd revelar novos marcadores moleculares de progndstico ou

resposta a terapia em pacientes acometidos por esta doenca.
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3 OBJETIVO GERAL

Estabelecer o perfil diferencial de metilagdao de oito genes candidatos em tumores
primarios de células germinativas de testiculo (seminomas e ndo seminomas) e em

testiculos normais.

3.1 Objetivos Especificos

1) comparar a frequéncia de metilagao de oito genes candidatos entre as amostras de

seminomas, nao seminomas e testiculos normais;

2) correlacionar o perfil de metilagdo dos genes candidatos com as caracteristicas

clinico-patolégicas dos pacientes;

3) correlacionar o perfil de metilagdo dos genes candidatos com a sobrevida dos

pacientes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

No estudo foram incluidas 90 amostras de tumores de células germinativas de
testiculo emblocadas em parafina, de pacientes submetidos a orquiectomia no Hospital de
Cancer de Barretos no periodo de 2005 a 2012. Essas amostras estavam estocadas no
arquivo do Departamento de Patologia da instituicdao. Para cada caso, uma lamina corada
por hematoxilina-eosina (HE) foi analisada por um patologista para confirmagdo do
diagndstico e determinagdo das areas correspondentes ao tecido tumoral, a fim de
selecionar areas para extragao do material com >70% de celularidade tumoral e menor
proporc¢do possivel de tecido normal. Além disso, foram incluidas 25 amostras de parafina de
testiculo normal provenientes de pacientes submetidos a cirurgia de castragdo como parte
no tratamento de tumores de prdostata, no mesmo periodo.

ApOds a determinagao do patologista, foram feitos cortes de 10 um de espessura dos
blocos de parafina para a confecgdo das laminas e utilizado aproximadamente quatro cortes
para a extragao do DNA gendmico.

Ainda, foi incluido neste estudo uma amostra de DNA de linfécito normal obtida a
partir da coleta de sangue periférico em tubo Vacutainer® EDTA, que foi utilizado como

molde para a metilagdo in vitro e, posterior construgao da curva padrao.

4.1.1 Critério de inclusao das amostras tumorais

Foram incluidos pacientes com idade maior de 18 anos ao diagndstico correspondente
a tumor de célula germinativa de qualquer histologia, atendidos no Hospital de Cancer de
Barretos no periodo de 2005 a 2012, submetidos aos procedimentos cirurgicos e/ou a

quimioterapia.

4.1.2 Critério de exclusao das amostras tumorais
Foram excluidos todas as amostras com baixa qualidade para extragao do material e

amostras com quantidades insuficientes para a conversao por bissulfito.
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4.2 Genes alvo selecionados

Um total de oito genes foram selecionados para a anadlise do perfil de metilagao de
suas regides promotoras. Dentre eles, quatro (MGMT, VGF, HOXA9 e NANOG) ja foram
avaliados em tumores de células germinativas e os outros quatro(CALCA, CDKN2B, CDO1 e
ADAMTS1) sdo frequentemente hipermetilados em outros tipos tumorais. Todos os genes

apresentam caracteristicas de supressores tumorais.

4.3 Extragdao de DNA de material parafinado

Ap0s a identificagdo das amostras, todas as laminas histoldgicas originais passaram por
uma etapa inicial de desparafinizagdo com incubagdo das laminas por vinte minutos em
estufa a 80°C, seguidas de dois banhos de xilol 100% por 5 minutos e trés banhos de etanol
100%, 70% e 50% respectivamente por um minuto cada, com o objetivo de remover
totalmente a parafina das amostras. Em seguida, as laminas foram imersas em agua
destilada, para a remogado total dos residuos de parafina e mantidas na dgua até o inicio da
préxima etapa.

Em seguida, a macrodissec¢ao manual por raspagem da area tumoral foi realizada com
agulha (18G x 11/2), seguindo como modelo a lamina de HE analisada e marcada pelo
patologista. O DNA genomico foi extraido pelo kit QlAamp DNA Micro Kit (Qiagen) especifico
para amostras de tecido parafinado, seguindo protocolo do fabricante. Apds a raspagem, foi
adicionado proteinase K para digestao dos tecidos e incubagdo overnight a temperatura de
56°C em termomixer a700 RPM. Em seguida realizou-se a inativagao da proteinase K com
uma incubagao a 98°C por uma hora. Seguindo o protocolo do kit, o lisado foi transferido
para a coluna com membranas de silica e a extracdo ocorreu pela centrifugacdo do
homogeneizado nas colunas, as quais atraem o DNA devido a diferenga de cargas elétricas,
pela lavagem com tampdes contendo etanol para a purificagao do material. Na ultima etapa,

o conteudo da coluna foi eluido em 60 puL de agua estéril deionizada (milliQ).

4.3.1 Extracao do DNA de sangue periférico

A partir da amostra coletada, o tubo Vacutainer ® EDTA foi centrifugado a 3.500 RPM,
por 10 minutos a 4°C para a obtengdao de um anel leucocitdario ou buffycoat.
Aproximadamente, 500 pL do buffycoat foram transferidos para um tubo Falcon de 15 mL. A

lavagem de hemacias foi realizada previamente ao inicio da extragao, para obten¢ao de um
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pellet de leucécitos livre de hemacias. Essa lavagem ocorreu pela adicdo de 12 mL de solucdo
de lise composta por Cloreto de aménio (10X) e Bicarbonato de amédnio (1X) ao tubo Falcon
gue foi posteriormente imerso no gelo por 20 minutos. Apds esse tempo, o tubo foi
centrifugado por 10 minutos a 3.500 RPM a4°C, e o pellet transferido para um microtubo de
1,5 mL. O DNA foi extraido através do DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen), adicionando 25 pL
de proteinase K ao pellet, 4uL de RNase A e 200 pL de tampao de lise, conforme protocolo
do fabricante. A amostra foi incubada a 56°C por 3 horas com agitagdo de600 RPM em
termomixer. Apds a incubagao, foi adicionado 200 pL de etanol absoluto e o conteudo do
tubo transferido para a coluna fornecida pelo fabricante. O protocolo seguiu com a lavagem
da coluna com solugao tampao, e o conteudo eluido em 60 pL de agua estéril deionizada
(milliQ). O DNA foi posteriormente quantificado e armazenado em freezer a uma

temperatura de -20°C.

4.4 Quantificagdo do DNA

Para quantificar as amostras apds a extragdo, foi utilizado o espectrofotometro
Nanodrop 2000C (ThermoScientific). Este aparelho quantifica dcidos nucleicos e proteinas,
através da leitura de comprimento de onda absorvido ou refletido. A absorbancia de 260nm
indica o pico de absorgdo de UV do DNA, a absorbancia de 280nm o pico de absorgao de UV
de proteinas e 230nm o pico de absorgao de UV para contaminantes organicos.

Assim, com o calculo das razGes 260/280 e 260/230 é possivel verificar a pureza do
material em analise. Quanto mais pura a amostra, ou seja, quanto menos proteinas ou
solventes organicos provenientes da extragao, maior sera essa razdo. Utiliza-se o valor de
referéncia 1,8 para a pureza do DNA. Todas as amostras foram quantificadas com o volume
de 1 uL, e estavam dentro dos limites das razdes aceitaveis para trabalhar com o DNA (entre

1,7 e 2,2).Todas as amostras foram estocadas a -20°C.

4.5 Tratamento do DNA gen6mico com bissulfito de sédio

O DNA genbmico extraido a partir das amostras foi submetido ao tratamento com
bissulfito de sddio pelo EZ DNA Methylation Kit (ZymoResearch). O tratamento consiste em
converteras citosinas ndao metiladas em uracila através da perda do grupo amina da base

citosina (Figura 2). Ja as citosinas metiladas ficam protegidas e portanto permanecem
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inalteradas. Com a utilizagdo deste método, a taxa de conversao quimica tem sido estimada

em 95-98% (Clark et al. 2006).

NH; (@
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Figura 2. Perda do grupo amina da base citosina.

O tratamento consiste em uma primeira etapa de desnaturacdao do DNA, uma segunda
etapa de tratamento com bissulfito de sédio (deaminacdo) e uma terceira etapa de
purificagao, dessulfonagdo e eluigao. A quantidade de 2ug do DNA gendmico foi utilizado
para o tratamento, seguindo as instrucdes do fabricante.

Como a deaminagao por bissulfito ocorre somente em fita simples do DNA, a etapa de
desnaturacdo é primordial para a garantia da conversao, pois a presenca de citosinas em
fragmentos de fita dupla protegem as mesmas da deaminagdo. Portanto, inicialmente, para
a desnaturacdo da fita dupla de DNAfoi adicionado aos 2ug de amostra,1X do tampao de
diluicdo, em um volume final de 50 pLe colocados em incubagao a 37°C por 15 minutos. Na
etapa de conversao, as amostras foram incubadas a 50°C com o reagente de conversao CT
(EZ DNA Methylation Kit ) que contém bissulfito de sddio, por 16 horas protegidos de luz. Na
etapa de purificagdo, as amostras foram transferidas para a coluna Zymo-Spin contendo o
tampado de ligagdao e centrifugadas por 30 segundos a 13.000 RPM, seguido de adigdo de
tampado de lavagem e nova centrifugagao. Na préxima etapa, foi adicionado o tampao de
desulfonagdo a coluna, e o produto incubado a temperatura ambiente por 20 minutos. Na
ultima etapa de elui¢gao, a coluna foi transferida para um tubo de 1,5 mL e foram
adicionados 20 pL de 4dgua estéril deionizada (milliQ) com incubagdo de 1 minuto, por duas
vezes, para obtengao maxima do rendimento da coluna, totalizando 40 plL finais de produto

eluido, entdo armazenados em freezer -80°C (Figura 3).
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Figura 3. Conversao por bissulfito de sodio pelo kit EZ DNA Methylation Kit (ZymoResearch).

4.6 Metilacio do DNA de leucécitos in vitro

O DNA genbmico de leucécitos normais metilado in vitro foi empregado na construcao
das curvas padrdo da PCR quantitativa metilacdo especifica em tempo real (QMSP). A
metilacdo in vitro do DNA gendmico foi realizada utilizando o kit CpG Methyltransferase-
M.Sssl (New England Biolabs), seguindo as instrucdes do fabricante. Para tanto, adicionou-se
em um tubo 20 pg de DNA de leucécitos previamente extraidos de sangue periférico com 2,5
uL de S-adenosilmetionina (SAM) a 32 mM, 25 unidades de Sssimetilase, 25 pL de tampao
NEB 10x e agua ultra-pura na quantidade suficiente para 250 pL, e incubado a 37°C por 4
horas. Apds a incubagdo, foram adicionados mais 5 pL de SAM e 12,4 unidades da
Ssslmetilase, e nova incubagao a 37°C por 4 horas.

Foi adicionado 250 pL de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e transferidos
para um tubo Phaselock Gel (Eppendorf), e centrifugado por 15 minutos a 13.000 RPM. A
fase aquosa foi transferida para um tubo de 1,5 mL e adicionados 800 plL de etanol 100%,
100 pL de acetato de amoénio 7,5 M, homogeneizado por inversdo e incubado a -20°C
overnight. Apds a incubagdo, foi adicionado 1 mL de etanol 70% e homogeneizado por
inversdao. Em seguida centrifugado por dois minutos a 8.000 RPM, retirado o sobrenadante e
o pellet foi seco a temperatura ambiente.

O pellet de DNA foi ressuspendido em 11uL de dgua estéril deionizada (milliQ),
guantificado e submetido ao tratamento com bissulfito de sdédio conforme descrito

anteriormente. Apds a conversao do DNA gendmico 100% metilado, foram aliquotadas as
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curvas padrdo, constituidas de seis pontos de diluicGes seriadas (fator de diluicdo 1:10),

partindo de 50 ng de DNA 100% metilado e armazenadas na temperatura -80°C.

4.7 Desenho de iniciadores e sondas especificos

O desenho dos iniciadores é uma etapa importante, pois a confiabilidade desse
método depende da escolha de regides do promotor que contenham ilhas CpG e que
possam ser reconhecidas pelos iniciadores quando estiverem metiladas.

O objetivo de desenhar iniciadores para analise de metilagao quantitativa é amplificar
sequéncias metiladas com eficiéncia, evitando a amplificagdo de sequéncias ndao convertidas.
Incluir bases originalmente presentes como citocinas na extremidade 3" dos iniciadores
assegura que qualquer sequéncia ndo convertida ndo seja amplificada.

Os iniciadores e sondas que foram utilizados para amplificar a regido promotora dos
genes de interesse e do gene de referéncia (ACTB) estdo descritos na tabela 2. Para seis
destes oito genes, incluindo ACTB, as sequéncias foram descritas por outros autores®® ®% ¢
®. para os genes NANOG e ADAMTS1 os iniciadores e sondas foram desenhados seguindo os
critérios estabelecidos por Eads et al®.

Além disso, com excegao do NANOG, todos os genes apresentam ilha CpG em suas
regides promotoras (http://www.genome.ucsc.edu). Para o gene NANOG foi avaliada uma
regido densa em CpG localizada na regidao promotora.

Para localizagdo das sequéncias dos iniciadores e sondas destes genes, e também para
a visualizacdo das ilhas CpG foram utilizadas as ferramentas: "Human Blat Search" ”° e

"MethPrimer" "*.

Tabela 2 - Iniciadores e sondas para avaliagao do perfil de metilagao da regidao promotora
dos genes alvo avaliados.

Gene Direto5"-3"(iniciador) Sonda5’-3'(6-FAM-5’-3"-lowaBlack) Reverso5’-3 (iniciador) C licon{pb) ferénci
ACTB | TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT | ACCACCACCCAACACACAATAACAAACACA | AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA | 60 133 66
VGF GGATAGCGTTCGTAGGCG GCGCCCAAAAACGACGTAAACCTAAATAC |  AAAAACCGAATTCCCCACCCCG 60 93 a9
MGMT | CGAATATACTAAAACAACCCGCG AATCCTCGCGATACGCACCGTTTACG GTATTTTTTCGGGAGCGAGGC 60 122 38
ADAMTS1 TAGGGTGCGTTATCGG CGCCCCTCTTCGACCTCCGC TCTAAAACGCCTCCGAA 60 129 -
o1 CCACAACGACGAAAATAAAACG TTAACGGCGCGTTTTAGTCGTTCG TCGGCGTTITAGGGATCGCG 60 109 68
HOXA9 | AATAAATTTTATCGTAGAGCGGTAC GCGCCCCCATTAACCGTACGCGT CATATAACAACTTAATAACACCGAA | 60 226 67
CALCA | GTTTTGGAAGTATGAGGGTGACG | ATTCCGCCAATACACAACAACCAATAAACG TTCCCGCCGCTATAAATCG 60 101 5
CDKN2B AGGAAGGAGAGAGTGCGTCG TTAACGACACTCTTCCCTTCTTTCCCACG CGAATAATCCACCGTTAACCG 60 81 -
NANOG TIGAGACGTAGTTTCGTT CAAAAATTATAATAAACCGATATCGCGCCAC|  AACTACTCTAAAAACTAAAACGA 60 117 )
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4.8 Analise de PCR quantitativa metilacdo especifica em tempo real (QMSP)

A técnica escolhida para avaliar os niveis de metilagdo é uma técnica quantitativa, que
permite analisar a amplificagdo em tempo real do produto. Nesta abordagem, foram
utilizados iniciadores e uma sonda especifica, marcada por um fluoréforo reporter (6-
carboxi-fluoresceina-FAM) na extremidade 5’ e um quencher (lowa Black) na extremidade 3’.

O reporter é um emissor de fluorescéncia, a qual é captada pelo quencher devido a
proximidade entre ambos quando a sonda encontra-se intacta. Durante a fase de extensao
da reagao de PCR, a atividade 5’exonuclease da Taqg DNA Polimerase lisa a sonda, separando
o reporter do quencher, e assim a fluorescéncia emitida pode ser captada pelo aparelho.
Portanto o nivel de fluorescéncia detectado é proporcional a quantidade de produto
amplificado.

O DNA modificado com bissulfito foi utilizado como molde para PCR quantitativa em
tempo real. As reacdes de amplificacdo foram efetuadas num volume final de 20 pL, nas
seguintes condi¢Ges: 1 L (~50 ng) de DNA gendémico modificado com bissulfito; 600 nM de
iniciadores direto e reverso, 200 nM de sonda; 0,6 unidades de platinumTag DNA
polimerase (Invitrogen); 200 uM de dNTPs; 2 pLde tampao de reagao caseirol0X (contendo
sulfato de amoénio 166 mM, Tris-HCI (pH 8,0) 670 mM, cloreto de magnésio 67 mM, B-
mercaptoetanol 100 mM, DMSO 1%)e0,4uL de ROX ReferenceDye (Invitrogen), que atua
como um normalizador da fluorescéncia.

As reagOes foram realizadas seguindo as condigdes: 95°C durante 3 minutos, seguido
de 50 ciclos a 95°C durante 15segundos e 60°C durante 1 minuto. Exceto para o gene
NANOG, em que a temperatura de ligagdo dos iniciadores foi de 58°C obtendo uma maior
eficiéncia.

Antes da realizagdo das reagdes de QMSP, foram realizadas as padronizagdes de todos
os conjuntos de iniciadores e sondas, para verificar e estabelecer a temperatura 6tima da
reagao.

As reagOes foram feitas em placas de 96 pogos no ABI 7900HT Fast Real-Time PCR
system (Applied Biosystems) e as corridas analisadas com o auxilio do programa SDS2.4
(Applied Biosystems). Cada placa continha amostras de pacientes normais e tumorais em
triplicata, e trés controles negativos em que adicionou-se agua no lugar do DNA molde. Além
das amostras, cada placa também continha 11 pogos destinados a curva padrao construida a

partir da diluicdo seriada do DNA de leucécitos de individuo normal metilado in vitro como
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descrito anteriormente. Para se obter a quantidade de DNA total na reagao, o gene ACTB foi
utilizado como referéncia interna e seus iniciadores e sonda foram desenhados em regido
que ndo contém dinucleotideos CpG, o que possibilitou a amplificagdo tanto de DNA
metilado como ndo metilado. Dessa forma, foi possivel inferir a quantidade total de DNA
colocada na reacdo, o que serviu posteriormente para a normalizacdo e determinacdo dos
niveis de metilagdo dos oito genes avaliados.

Para as reagOes foram adotados os seguintes critérios: as amostras foram consideradas
metiladas quando foi possivel detectar a amplificacdo de pelo menos duas das triplicatas.
Nos casos em que apenas uma das triplicatas era amplificada, os experimentos foram
repetidos e consideradas metiladas caso o resultado fosse confirmado. A auséncia de
amplificagao indicava que a amostra ndao era metilada. Além disso, para utilizar a curva
padrdao na quantificagdao da metilagao nas amostras, consideramos o minimo de trés pontos
com sinal de amplificacdo (Figura 4). As reacOes foram repetidas quando isso ndo foi
observado.

O nivel relativo de DNA metilado para cada gene em cada amostra foi determinado
como a razao entre as médias das triplicatas do gene de interesse dividido pelo valor da
média das triplicatas da amostra em questao para ACTB, e entdo este valor multiplicado por

1000, para a melhor representacdo dos dados.
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Figura 4. Amplificacdo dos trés primeiros pontos da curva controle para o gene ACTB. A reta
verde, conhecida como threshold é um valor numérico definido em cada reagdo, que indica o

ponto em que o nivel de fluorescéncia encontra-se acima da fluorescéncia basal.
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4.9 Purificagdo do produto de PCR para sequenciamento

Para o sequenciamento, os produtos de PCR foram purificados com o kit Wizard SV Gel
and PCR Clean-up System (Promega). Seguindo protocolo do fabricante, os produtos
amplificados foram aplicados em gel de agarose 2% com tampao TAE 1X, e submetidos a
uma corrida de eletroforese a 100V e 400mA por 50 minutos. Com o auxilio do
transiluminador UV, as bandas foram cortadas com um bisturi, colocadas em um tubo de 1,5
mL e pesadas em balanga cientifica. O tamanho esperado dos fragmentos amplificados para
cada gene pode ser observado na tabela 1.

De acordo com o peso obtido de cada fragmento do gel, foi adicionado o tampao de
ligagdo numa razdao de 10 pL da solugdo a cada 10 mg do gel, e entao foram incubados a
60°C por 10 minutos até dissolugao completa do gel. O gel dissolvido foi transferido para a
coluna SV com o tubo coletor e centrifugada a 14.000 RPM por um minuto. A coluna foi
lavada com a adigdo do tampao de lavagem contendo etanol por duas vezes, o produto foi

precipitado, e posteriormente eluido em 50 plL de agua ultra-pura, e armazenado a -20°C.

4.10 Sequenciamento

Para avaliar a eficiéncia do tratamento por bissulfito das amostras de DNA foram
utilizados os produtos da PCR quantitativa metilagdo especifica em tempo real (QMSP)
purificados.

O sequenciamento dos produtos tratados por bissulfito de sédio fornece base
qualitativa e eficiente para identificar a citosina metilada. Esse método foi introduzido

.”2 e baseia-se nas reacdes de deaminagdo da citosina apds

primeiramente por Frommer et a
o tratamento’’.

Os produtos de PCR foram purificados com 2 uL da enzima Exo SAP-IT (USB) a cada 5ulL
do produto da PCR purificado do gel. A reacdo foi incubada a 372C durante 30 minutos,
seguido de 15 minutos a 809C.

A partir das amostras tratadas com Exo SAP, foi adicionado 1 pL de reagente Big Dye,
1,5 pL de tampao 5X do kit DNA Sequencing BigDye Terminator v3.1(Applied Biosystems) e 1
uL do iniciador empregado na amplificagdo (3,2 uM). Para analise da eficiéncia da conversao
por bisulfito foi utilizado o iniciador direto de ACTB. O volume final da reagdo foi de 10 pL. A

reagdo final foi incubada em termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied

Biosystems) por 30 ciclos de 962C por 10 segundos, 502C por 5 segundos e 602C por 4
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minutos. Apds a ciclagem utilizou-se Big Dye X-Terminator Purification Kit (Applied
Biosystems). Essa etapa teve como objetivo purificar o produto das reacles de
sequenciamento mediante o uso de 10 uL de X-Terminator Solution — que captura os dNTPs
e os ions de sal ndo incorporados durante a reagdo de sequenciamento - e 45 pL de SAM
Solution — que potencializa a performance do X-Terminator Solution e estabiliza a amostra
apos a purificagdo. Finalmente, os produtos da PCR foram sequenciados utilizando o

equipamento 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

4.11 Analise estatistica

As varidveis continuas foram apresentadas como médias, desvio padrdo, mediana,
valores minimo e maximo. As varidveis categdricas foram apresentados pelas frequéncias e
porcentagens.

Inicialmente, a metilagdo dos genes foi tratada como uma varidvel continua e foi
realizada a comparacdo dos seus niveis entre casos e controle através do teste de Mann-
Whitney.

Posteriormente, para categorizar a metilagdao dos genes foi determinado um ponto de
corte utilizando a curva ROC e, considerado o melhor ponto, aquele que apresentou a
melhor sensibilidade e especificidade na comparagdao entre casos e controles. Para a
avaliacdo desse ponto, foram analisados a area sob a curva (AUC), a sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e acurdacia e seus respectivos
intervalos de confianga de 95%. A mesma andlise foi repetida considerando o desfecho para
a ocorréncia de um evento, somente para 0s casos.

Apds essa analise, a metilagdo dos genes foi relacionada com as caracteristicas clinicas
dos pacientes, através do Teste Qui-quadrado ou Teste Exato de Fisher. Posteriormente, a
relagdo (conjunta) das caracteristicas clinicas em relagao a cada gene foi realizada através de
regressao logistica multipla. Para isso, foram selecionadas apenas aquelas varidveis que
apresentaram p<0,2 no teste anterior .

A sobrevida global e sobrevida livre de eventos foram avaliadas pelo método de
Kaplan-Meier. Para a sobrevida global, foi considerado como evento o ébito por qualquer
causa, sendo o tempo de acompanhamento a data de diagndstico até a data do 6bito. Para a
sobrevida livre de eventos, foi considerado como evento: progressao, recidiva ou 0bito,

sendo o tempo de acompanhamento a data do diagndstico até a data do evento que ocorreu
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primeiro. As diferengas entre as curvas de sobrevivéncia foi feita através do teste de Log-

Rank.

Posteriormente, a relagdo (conjunta) das caracteristicas clinicas e moleculares em
relagdo a sobrevivéncia foi realizada através da regressao de COX multipla. Para isso, foram
selecionadas apenas aquelas que obtiveram p<0,2 no teste anterior.

Em todo o estudo foi considerado um nivel de significancia de 5%.0s dados foram

analisados no programa estatistico SPSS v.21.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da eficiéncia da conversio do DNA gendémico pelo tratamento com
bissulfito de sddio

Das 90 amostras tumorais e 25 amostras controle iniciais, 72 amostras de TCGT e 23
controles foram submetidos a conversao por bissulfito de sddio. A exclusdo das amostras
aconteceu principalmente no momento da extragdo, com resultados de qualidade abaixo do
estabelecido e quantidade insuficiente para a conversao por bissulfito.

Para as amostras incluidas no estudo, apds a conversao com bissulfito de sddio, 12
amostras aleatdrias foram submetidas ao sequenciamento com o objetivo de verificar a
eficiéncia da conversao e a validagao para a andlise da metilagdo. O fragmento referente ao
gene ACTB foi analisado (iniciador direto), com aten¢do as bases citosinas que por ndo
estarem metiladas (setas pretas) foram convertidas totalmente em timina, demonstrando

dessa forma a eficiéncia do tratamento (Figura 5).

b iy 1 i 4l &5 L 33 37 &l &5

l I |l ¥ Ill | J] LLJ Il ALY E) ﬂ.' .!'Lll!-;."J'i’

Figura 5. Sequenciamento do gene ACTB apds a conversdao por bissulfito de sodio.
Eletroferograma representando o sequenciamento do fragmento avaliado para o gene
controle ACTB. As setas indicam uma base timina, originalmente uma citosina antes da

conversao.

5.2 Caracteristicas clinico-patolégicas das amostras de TCGT
A populagdo de casos tumorais do nosso estudo apresentou uma média de idade de
29,6 anos, com 58% dos casos com idade abaixo de 29,6 anos. A idade média para os casos

normais foi de 63 anos. O predominio da classificacdo histoldgica pertenceu ao grupo dos
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ndo-seminomas (72,2%), dos quais 29,2% apresentaram-se como tumores mistos
(compostos por dois ou mais componentes do grupo, exceto teratomas).

Em relacdo ao estadiamento, observamos um predominio com 81,6% dos casos com
estadiamento avancado (IS, Il ou Ill). Ainda,70,8% apresentaram metastase ao diagndstico,
avaliando os principais sitios acometidos: pulmao, figado, ossos e ganglios. Para os
marcadores séricos antes da orquiectomia, 46,7% dos casos foram classificados em S1,
38,3% em S2, 6,7% em S3 e 8,3% em SO. Em relagdo a quimiossensibilidade ao tratamento,
75,8% dos casos foram sensiveis e 24,2% refratdrios. Em relacdo aos casos avancados e

classificados segundo IGCCCG, 67,8% dos casos foram considerados de baixo risco (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracteristicas clinicas das amostras tumorais (seminomas e ndo seminomas).

Nidmero de pacientes

Caracteristicas Categorias (%)

<29,6 42(58,3)
Idade média >29,6 30(41,7)
Total 72(100)
Seminoma 20{27,8)
Classsificacao N3o seminoma 52{72,2)
Total 72(100)
Seminoma 20(27,8)
Carcinoma embrionario 10(13,9)

Teratoma maduro 1(1.,4)

Histologia Teratoma imaturo 3(4,2)

Seio endodérmico 5(6,9)
TCG Misto 33(45,8)
Total 72(100)
[ 10{13,9)
Estadiamento Is/un/m 62(86,1)
Total 72(100)
N3io 21(29,2)
Metastase ao diagnostico Sim 51(70,8)
Total 72(100)

) 5(8,3)
Marcadores S antes da - 28(46.7)
orquiectomia S 2339.3)

Ss3 4(6,7)
Total 60(100)
Sensiveis 47(75,8)
Quimiossensibilidade Refratarios 15(24,2)
Total 62(100)
Baixo 40(67,8)
Riscodo Srabarmanis Intermediario 13(22,0)
(IGCCCG) Alto 6(10,2)

Total 59(100)
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5.3 Andlise dos niveis de metilagdo dos genes alvo por meio da PCR metilagao especifica
em tempo real (QMSP)

O nivel de metilagdo dos genes foi determinado utilizando a técnica de QMSP como
descrito anteriormente (item 4.8, material e método). Na figura 6, demonstramos o exemplo
de uma reacdo de QMSP para o gene CALCA, na qual é estabelecido o threshold que vai
determinar os pontos de quantificacdo (Cq) para a analise tanto na curva padrdo quanto nas
amostras avaliadas. A partir desta andlise foi possivel estabelecer o nivel de metilagdo em
cada amostra para cada gene avaliado. Na tabela 4, estd representado o numero de

amostras amplificadas para cada gene.

Amplification Plot
Amplification Plot
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Figura 6. Reagcdao de QMSP para o gene CALCA. Curva padrdao com trés pontos de diluigao
seriada- Ponto 1: amostra tratada in vitro sem diluicdo, Ponto 2: Amostra do Ponto 1 diluida
em 9 pl de agua e Ponto 3: amostra do Ponto 2 diluida em 9 pl de agua ; uma amostra
amplificada (metilada), e uma amostra sem amplificacdo (ndo metilada). O ciclo 25
determina o ponto em que a amplificacdo do primeiro ponto da curva padrdo ultrapassou o
threshold.

Tabela 4 - Numero de amostras tumorais amplificadas para QMSP.
Amostras Amplificadas

Genes

Controle/ Total Tumorais/Total
VGF 03/23 10/72
MGMT 18 /23 28 /72
ADAMTS1 0/23 03/71
CALCA 18 /23 45 /72
HOXA9 03/23 15/72
CDKN2B 21/23 58 /72
CDO1 0/23 04/72

NANOG 10/15 27 /64
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5.4 Associacao do nivel de metilacio dos genes com os fatores clinico-patolégicos dos
pacientes e analise de curva ROC.

Inicialmente, consideramos a metilagdo dos genes como uma varidvel numérica e
comparamos a média dos niveis de metilagdo entre as amostras controle e os casos(Tabela
5). Como podemos observar na tabela 5, ndo encontramos diferencas estatisticamente
significativas entre o nivel médio de metilacdo dos genes quando comparados controles e
casos para nenhum dos genes avaliados. Entretanto, podemos ressaltar que para o gene
MGMT e CALCA o nivel médio de metilagdao foi muito maior nos casos comparados aos

controles.

Tabela 5 - Analise numérica da metilagao dos genes entre casos e controles.

Desvio Percentil Percentil

Gene Grupo Contagem Média padrio Minimo 25 Mediana 75 Maximo pvalor
VGF Controle 23 1,20 4,01 0,00 0,00 0,00 0,00 18,60 0.805
Caso 72 23,60 104,56 0,00 0,00 0,00 0,00 701,86 ’
MGMT Controle 23 4,58 4,18 0,00 1,40 4,59 7,02 15,52 0.067
Caso 72 117,71 567,99 0,00 0,00 0,00 9,76 4665,23 ’
ADAMTS1 Controle 23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,322
Caso 72 7,05 43,40 0,00 0,00 0,00 0,00 332,71
Controle 23 17,53 46,79 0,00 0,27 5,34 10,42 225,87
CALCA 0,076
Caso 72 337,93 1502,65 0,00 0,00 35,32 104,77 12492,17
HOXAS Controle 23 0,52 1,51 0,00 0,00 0,00 0,00 6,33 0,269
Caso 72 41,19 115,74 0,00 0,00 0,00 0,00 568,94
OKNZD Controle 23 44,96 24,92 0,00 21,45 47,07 63,77 89,94 0.200
Caso 72 41,91 45,06 0,00 16,10 33,89 59,08 315,42 ’
Conti
ot ntrole 23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,251
Caso 72 46,24 208,28 0,00 0,00 0,00 0,00 1167,82
Controle 23 631,76 717,41 0,00 0,00 426,90 1207,86 2098,85
NANOG 0,105
Caso 72 683,14 1652,88 0,00 0,00 0,00 495,64 9514,98

Posteriormente, consideramos a metilagdo como uma varidvel categorica, sendo para
isso utilizado a analise de curva ROC(Tabela 6). Para cada gene, levando em consideragdo
todas as nossas amostras (controles e casos) foi determinado o ponto de corte no nivel de
metilagdo que fosse capaz de discriminar com a maior sensibilidade e especificidade
controles e casos. Para facilitar o entendimento, amostras que apresentaram nivel de
metilagdo abaixo deste ponto foram consideradas como nao metiladas e amostras com nivel

de metilacdo acima deste ponto foram consideradas como metiladas (Tabela 7).



Tabela 6 - Andlise da curva ROC para os genes avaliados.
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Gene Area abaixo da curva Desvio Padrdo p-valor iC 9%
Limite inferior | Limite superior
VGF 0,510 0,068 0,883 0,377 0,644
MGMT 0,618 0,060 0,089 0,500 0,737
ADAMTS1 0,521 0,068 0,764 0,388 0,654
CALCA 0,621 0,058 0,082 0,508 0,734
HOXA9 0,553 0,065 0,450 0,425 0,680
CDKN2B 0,589 0,064 0,202 0,464 0,714
CDO1 0,528 0,068 0,689 0,395 0,660
NANOG 0,624 0,079 0,135 0,470 0,779
Tabela7 - Pontos de corte estabelecidos pela curva ROC para cada gene.
Gene Ponto de corte Sensibilidade Especificidade VPP VPN Acuracia
VGF 8,760 12,5(6,7 - 22,1) 95,7(79,0-99,2) | 90,0(59,6-98,2) | 25,9(17,8-36,1) 32,7(24,0-42,6)
MGMT 1,290 65,3(53,8-75,3) 78,3(58,1-90,3) | 90,4(79,4-95,8) | 41,9(28,4-56,7) 68,4 (58,5 - 76,9)
ADAMTS1 0,042 4,2(1,4-11,6) 100,0(85,9-100,0) [100,0(43,9-100,0)| 25 (17,3-34,7) 27,4(19,4-37,1)
CALCA 13,085 59,7 (48,2 - 70,3) 82,6(62,9-93,0) | 91,5(80,1-96,6) | 39,6(27,0-53,7) 65,3(55,3-74,1)
HOXA9 10,042 20,8(13,1-31,6) | 100,0(85,7-100,0) [100,0(79,6—100,0)| 28,8(20,0-39,5) 40,0 (30,7 - 50,1)
CDKN2B 42,732 59,7 (48,2-70,3) 60,9(40,8-77,8) | 82,7(70,3-90,6) | 32,6(20,5-47,5) 60,0 (50,0 - 69,3)
CDO1 145,666 5,6(2,2-13,4) 100,0(85,9-100,0) |100,0(51,0-100,0)| 25,3(17,5-35,1) 28,4(20,3-38,2)
NANOG 78,843 60,9 (48,7 -71,9) 66,7(41,7-84,8) | 88,6(76,0-95,1) | 28,6(16,3-45,1) 62,1(51,0-71,9)

Como podemos observar na Tabela 7, mesmo os melhores pontos de corte obtidos

analise ndo apresentaram uma alta sensibilidade, apesar da alta especificidade.

nesta

Essa

observacdo sugere que o nivel de metilacdo destes genes ndo sdo bons marcadores para

discriminar entre controles e casos tumorais. De qualquer forma, apds a categorizacao das

amostras e estabelecimento da frequéncia de metilacdo dos genes (Tabela 8) utilizando essa

estratégia, a metilacdo dos genes foi associada com as caracteristicas clinicas dos pacientes.
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Tabela 8 - Frequéncia da metilacdo do promotor em TCGTs e nas amostras controle.

Tumores com metilagdo/ total de Controles com metilagdo/ total de

tumores (%, 95% IC) controles (%, 95% IC)
Genes Cutoff*
VGF 8,760 09/72(12,5,0-48,17) 01/23(4,4,0-2,93)
MGMT 1,290 25/72(34,8,0-251,18) 18 /23 (78,3, 2,77 - 6,39)
ADAMTS1 0,042 03/71(4,2,0-17,24) 0/23(0,0, -)
CALCA 13,085 43 /72 (59,7,0-3868,1) 04/23(17,4,0-37,76)
HOXA9 10,042 15 /72 (20,8, 13,99 - 68,38) 0/23(0,0, 0-1,17)
CDKNZ2B 42,732 29 /72 (40,3,31,32-52,5) 14 / 23 (60,8, 34,18 - 55,73)
CDO1 145,666 04/72(5,5,0-95,2) 0/23(0,0, -)
NANOG 78,843 25 /64 (39,0, 294,73 - 1071,55) 10 /15 (66,6, 321,52 - 942,0)

IC: Intervalo de confianga; * O ponto de corte (cutoff) foi determinado como o ponto que simultaneamente
maximiza a sensibilidade e especificidade.

Nesta andlise ndo foram observadas quaisquer associacbes estatisticamente
significativas entre o perfil de metilagdo dos genes de interesse e as varidveis clinicas
consideradas para os pacientes com TCGTs.

Sendo assim, optamos por mudar o foco de nossa analise. Em um cenario no qual uma
vez estabelecido o diagndstico de TCGT, nds avaliamos o impacto clinico do nivel de
metilacdo destes genes para o progndstico destes pacientes. Assim, consideramos dois
grupos de pacientes, aqueles para os quais ndo houve a ocorréncia de eventos durante o
curso clinico e aqueles para os quais houve a ocorréncia de eventos, sendo considerado
como evento o 6bito, progressao ou recidiva do doenca.

Baseado nesta nova abordagem, novamente consideramos a metilacdo dos genes
como uma variavel numérica e comparamos a média de metilacdo entre o grupo de
pacientes sem e com ocorréncia de eventos. Podemos observar na Tabela 9 um valor
estatisticamente significativo para os eventos ocorridos em CDO1, e ainda podemos destacar
a diferenca da média dos niveis de metilagdo para ocorréncia ou ndo de eventos para o

MGMT e o gene CALCA.



Tabela 9 - Andlise numérica da metilacdo dos genes para desfecho clinico.
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Gene Evento  Nvalido Média Desv:o Minimo R Mediana G ] Maximo pvalor
padrao 25 75
Nao 52 5,74 23,83 0,00 0,00 0,00 0,00 137,20
VGF ) 0,081
Sim 20 70,05 190,22 0,00 0,00 0,00 1,81 701,86
Nao 52 47,52 176,52 0,00 0,00 0,00 2,66 918,61
MGMT . 0,094
Sim 20 300,20 1036,03 0,00 0,00 2,36 63,81 4665,23
Nao 52 3,13 22,55 0,00 0,00 0,00 0,00 162,59
ADAMTS1 0,127
Sim 20 17,25 74,30 0,00 0,00 0,00 0,00 332,71
Nao 52 101,11 235,94 0,00 0,00 34,08 74,67 1214,72
CALCA ) 0,250
Sim 20 953,68 2781,30 0,00 0,00 62,23 584,40 12492,17
Nao 52 39,16 106,82 0,00 0,00 0,00 0,00 498,69
HOXA9 ) 0,929
Sim 20 46,47 139,27 0,00 0,00 0,00 0,00 568,94
Nao 52 46,45 50,14 0,00 16,10 39,31 62,34 315,42
CDKN2B . 0,183
Sim 20 30,12 25,17 0,00 9,10 29,90 43,67 88,34
Nao 52 5,60 40,40 0,00 0,00 0,00 0,00 291,32
CDO1 i 0,028*
Sim 20 151,91 376,10 0,00 0,00 0,00 0,00 1167,82
Nao a7 613,80 1388,44 0,00 0,00 0,00 482,14 6092,80
NANOG . 0,356
Sim 17 874,83 2271,97 0,00 0,00 54,18 958,93 9514,98

Da mesma forma, uma nova

andlise de curva ROC foi realizada para cada gene,

levando em consideracdo apenas as amostras tumorais, nas quais foi determinado o ponto

de corte no nivel de metilagdo que fosse capaz de discriminar com a maior sensibilidade e

especificidade os pacientes com esses diferentes desfechos clinicos (Tabela 10).

Tabela 10 - Andlise da curva ROC para os genes avaliados.

Gene Area abaixo da curva Desvio Padrao p-valor iC b
Limite inferior Limite superior

VGF 0,580 0,079 0,294 0,425 0,736
MGMT 0,613 0,079 0,141 0,457 0,768
ADAMTS1 0,540 0,079 0,597 0,386 0,694
CALCA 0,586 0,086 0,263 0,418 0,753
HOXA9 0,495 0,077 0,950 0,345 0,645
CDKN2B 0,601 0,070 0,185 0,463 0,739
CDO1 0,567 0,080 0,382 0,411 0,723
NANOG 0,568 0,082 0,407 0,408 0,728

A partir desta nova analise, foram estabelecidos novos pontos de corte para a

classificacdo dos casos como metilados ou ndo metilados para os genes avaliados (Tabela

11), como descrito anteriormente.



Tabela 11 - Pontos de corte estabelecidos pela curva ROC para cada gene.
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Gene Ponto de corte Sensibilidade Especificidade VPP VPN Acurécia
VGF 1,810 25,0(8,7-49,1) 90,4 (79,0-96,8) 50,0(18,9-81,1) 75,8(63,3-85,8) 72,2(61,0-81,2)
MGMT 3,700 50,0(27,2-72,8) 76,9 (63,2-87,5) 45,5(24,4-67,8) 80,0 (66,3 -90,0) 69,4(58,1-79,0)
ADAMTS1 6,150 10,0(1,5-31,7) 98,1(89,7-99,7) 66,7 (11,6-94,5) 73,9(61,9-83,7) 73,6(62,4-82,4)
CALCA 84,280 50,0(27,2-72,8) | 78,9(65,3-88,9) | 47,6(25,7-70,2) | 80,4(66,9-90,2) | 70,8(59,5-80,1)
HOXA9 14,640 20,0(5,9-43,7) | 80,8(67,5-90,4) 28,6(8,6- 58,1) 72,4 (59,1- 83,3) 63,9 (52,4-74,0)
CDKN2B 33,005 65,0 (40,8 - 84,5) 57,7(43,2-71,3) 37,1(21,5-55,1) 81,1(64,8-92,0) 59,7 (48,2-70,3)
CDO1 145,660 15,0(3,4-37,9) 98,1(89,7-99,7) 75,0(20,3-95,9) 75,0(63,0-84,7) 75,0(63,9-83,6)
NANOG 34,560 52,9(27,9-77,0) | 63,8(48,5-77,3) | 34,6(17,3-55,7) | 79,0(62,7-90,4) 54,2 (42,7 - 65,2)

Como podemos observar na tabela 11,

ndo houve melhora significativa na

sensibilidade, contudo, da mesma forma como na andlise anterior a partir da definicdo dos
pontos de corte a metilacdo de cada gene foi categorizada para cada amostra, sendo esse
perfil de metilacdo associado as caracteristicas clinicas dos pacientes. A partir deste ponto
de corte temos para cada gene o seguinte perfil de metilagdo em relacdo as 72 amostras de

casos tumorais (Tabela 12).

Tabela 12 - NUmero de casos metilados apds estabelecer o ponto de corte pela curva ROC.
Ocorréncia de Eventos

Nao Sim
Tumores com metilagdo/ total de Tumores com metilagdo/ total de

Genes Cutoff* tumores (%, 95% IC) tumores (%, 95% IC)
VGF 1,810 05/52(9,6,0-12,37) 05/20(25,0,0-159,1)
MGMT 3,700 12 /52 (23,1, 0-96,66) 10/ 20 (50,0, 0 - 785,1)
ADAMTS1 6,150 01/52(1,9,0-9,4) 02/20(10,0, 0-52,0)
CALCA 84,280 11/52 (21,1, 35,42 - 166,8) 10/ 20 (50,0, 0 - 2255,4)
HOXA9 14,640 10/52 (19,3, 9,42 - 68,9) 04 /20(20,0, 0-111,7)
CDKN2B 33,005 30/52 (57,7, 34,5-60,4) 07 /20(35,018,4-41,9)
CDO1 145,660 01/52(1,9,0-16,9) 03/20(15,0, 0-327,9)
NANOG 34,560 17 / 47 (36,2, 206,1 - 1020,5) 9/17 (53,0, 0-2042,9,0)

IC: Intervalo de confianga; * O ponto de corte (cutoff) foi determinado como o ponto que simultaneamente
maximiza a sensibilidade e especificidade.

5.5 Associacao do perfil de metilagdo dos genes com os fatores clinico-patolégicos dos
pacientes.
Uma vez que foram estabelecidos os pontos de corte para cada gene e determinado o

padrdo de metilacdo de cada amostra, esse perfil de metilacdo foi associado as
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caracteristicas clinicas e patolégicas dos pacientes. Os resultados obtidos nesta andlise serao

demonstrados a seguir, gene a gene.

5.5.1 Gene VGF

Para o gene VGF, foi observada uma associagdo entre a metilagdo e o nivel de
marcadores séricos elevados. Para os pacientes que apresentaram o VGF metilado, 30% tem
os marcadores séricos elevados em S3 comparado a 2% dos pacientes nao metilados. Ainda,
nenhum paciente com os marcadores dentro dos niveis da normalidade (SO) apresentou
metilacdo do gene(Tabela 13).

Apesar de ndo significativo, podemos destacar que dos casos metilados para VGF,
100% apresentaram estadiamento avangado da doenga (IS, Il ou Ill) e 40% foram refratarios
ao tratamento comparados a 17,7% dos ndao metilados (Tabela 13).

Na andlise de regressdao logistica multipla, ndao observamos nenhum resultado

estatisticamente significativo para as variaveis avaliadas.
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Tabela 13 - Associacdo do perfil de metilacdo do gene VGF com as caracteristicas clinicas e
patoldgicas dos pacientes.

VGF
Caracteristicas clinicas N&o metilado Metilado p-valor
N(%) N(%)
<29,6 35(56,5) 7(70,0)
— 29,6 27(43,5) 3(30,0) el
e 1. ;. Seminoma 18(29,0) 2(20,0)
Classificagao histologica NZo seminoma 44(71.0) 8(80,0) 0,554
Seminoma 18(29,0) 2(20,0)
Carcinoma embrionario 9(14,5) 1(10,0)
) ) ) Teratoma maduro 1(1,6) 0(0,0)
Histologia em categorias Taratomainsturo 3(4,8) 0(0,0) 0,573
Seio endodérmico 3(4,8) 2(20,0)
TCG misto 28(45,2) 5(50,0)
; I 10(16,1) 0(0,0)
Estad t 0,171
stadiamento IS /11 /11l 52(83,9) 10(100,0)
SO 5(10,0) 0(0,0)
Marcadores S S1 24(48,0) 4(40,0) 0.039*
antes da orquiectomia S2 20(40,0) 3(30,0) ’
S3 1(2,0) 3(30,0)
, N Nao 19(30,6) 2(20,0)
Metastase ao diagnostico Sim 43(69,4) 8(80,0) 0,492
0 19(30,6) 2(20,0)
NUmero de sitios de metastase ; ig :ig:;; ;2;8:8; 0,221
3 2(3,2) 2(20,0)
Baixo 34(68,0) 6(66,7)
Risco de tratamento (IGCCCG) Intermediario 12(24,0) 1(11,1) 0,308
Alto 4(8,0) 2(22,2)
- — Sensiveis 41(78,8) 6(60,0)
Quimiossensibilidade Refratarios 11(21.2) 4(40,0) 0,203

*p-valor <0,05

5.5.2 Gene MGMT

Para o gene MGMT, uma associacao significativa foi encontrada para a classificacdo
histoldgica dos tumores, sendo que 90,9% dos casos metilados pertenciam ao grupo dos nao
seminomas em relagdo a 64% dos ndao metilados. Um valor préximo a significancia foi
observado para a quimiossensibilidade dos casos, sendo que tumores metilados eram mais
refratarios ao tratamento e tumores ndao metilados apresentaram maior sensibilidade.
(Tabela 14).

A andlise de regressao logistica multipla revelou que a metilacdao do gene MGMT estd

associada significativamente ao grupo de tumores ndao seminomas, independente de
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gualquer outra caracteristica. Podemos observar que pacientes com tumores nao

seminomas tem 5,62 vezes mais chance de apresentar este gene metilado (Tabela 15).

Tabela 14 - Associacdo do perfil de metilacdo do gene MGMT com as caracteristicas clinicas
e patoldgicas dos pacientes.

MGMT
Caracteristicas clinicas N&do metilado Metilado p-valor
N(%) N(%)
<29,6 27(54,0) 15(68,2)
iade 29,6 23(46,0) 7(31,8) 0,261
T T Seminoma 18(36,0) 2(9,1) "
Classificagao histologica N30 seminoma 32(64.0) 20(90,9) 0,019
Seminoma 18(36,0) 2(9,1)
Carcinoma embrionario 6(12,0) 4(18,2)
. . . Teratoma maduro 1(2,0) 0(0,0)
Histologia em categorias Teratoma imaturo 1(2,0) 2(9,1) 0,115
Seio endodérmico 3(6,0) 2(9,1)
TCG misto 21(42,0) 12(54,5)
. I 8(16,0) 2(9,1)
Estadiamente IS /11 /11l 42(84,0) 20(90,9) b
SO 3(7,3) 2(10,5)
Marcadores S St 21(51,2) 7(36,8) 0672
antes da orquiectomia S2 15(36,6) 8(42,1) ’
s3 2(4,9) 2(10,5)
, o, Nao 14(28,0) 7(31,8)
Metastase ao diagnostico Sim 36(72,0) 15(68,2) 0,743
0 14(28,0) 7(31,8)
2 5 P 1 27(54,0) 7(31,8)
Numero de sitios de metastase ) 8(16,0) 5(22.7) 0,118
3 1(2,0) 3(13,6)
Baixo 30(73,2) 10(55,6)
Risco de tratamento (IGCCCG) Intermediario 9(22,0) 4(22,2) 0,134
Alto 2(4,9) 4(22,2)
_ i ate Sensiveis 34(82,9) 13(61,9)
bilidad L 0,067
Afiimiossensibilidace Refratarios 7(17,1) 8(38,1)

*p-valor <0,05

Tabelal5 - Regressao logistica multipla para o gene MGMT.

1C 95%

LI LS
Seminoma 1 -- --
Ndo seminoma 5,625 1,177 26,877
Constante 0,111 - - 0,003

Variavel Categoria Exp(B) p-valor

Tipo histoldgico 0,030




5.5.3 Gene ADAMTS1
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Para o gene ADAMTS1foi observado uma associacao significativa entre a ocorréncia de

metastases em mais de 3 sitios e o padrdao de metilagdo do gene. Dos pacientes metilados,

66,7% apresentaram metdstase em trés sitios distintos em relacdo a 2,9% dos ndao metilados.

Em relacdo ao risco segundo IGCCCG, uma associacao significativa foi encontrada para o

risco intermédio e alto concentrando 100% dos casos metilados, enquanto mais de 70% dos

casos ndo metilados foram classificados como baixo risco (Tabela 16).

Na andlise de regressao logistica multipla, ndo observamos nenhum resultado

estatisticamente significativo para as variaveis avaliadas (Tabela 17).

Tabela - 16 -Associacdao do perfil de metilacio do geneADAMTS1 com as caracteristicas

clinicas e patolégicas dos pacientes.

ADAMTS1
Caracteristicas clinicas N&do metilado Metilado p-valor
N(%) N(%)
<29,6 40(58,0) 2(66,7)
0,999
Idade 2296 29(42,0) 1(33,3)
e nomg R Seminoma 20(29,0) 0(0,0)
Classificagao histoldgica NS5 EERATFiSHIA 49(71,0) 3(100,0) 0,555
Seminoma 20(29,0) 0(0,0)
Carcinoma embrionario 9(13,0) 1(33,3)
. : ; Teratoma maduro 1(1,4) 0(0,0)
Histologia em categorias Taratoia fnatre 3(4,3) 0(0,0) 0,262
Seio endodérmico 4(5,8) 1(33,3)
TCG misto 32(46,4) 1(33,3)
" | 10(14,5) 0(0,0)
Estadiamento IS/ 11/ 1l 59(85,5) 3(100,0) 0,999
S0 5(8,8) 0(0,0)
Marcadores S S1 28(49,1) 0(0,0) 0086
antes da orquiectomia S2 21(36,8) 2(66,7) !
S3 3(5,3) 1(33,3)
. o i Nao 21(30,4) 0(0,0)
Metastase ao diagnostico Sim 48(69,6) 3(100,0) 0,551
0 21(30,4) 0(0,0)
, ” , 1 33(47,8) 1(33,3)
0,007*
NuUmero de sitios de metastase ) 13(18,8) 0(0,0)
3 2(2,9) 2(66,7)
Baixo 40(71,4) 0(0,0)
Risco de tratamento (IGCCCG) Intermediario 11(19,6) 2(66,7) 0,030*
Alto 5(8,9) 1(33,3)
. _— Sensiveis 46(78,0) 1(33,3)
Quimiossensibilidade Refratiiios 13(22,0) 2(66,7) 0,143

*p-valor <0,05
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Tabela 17 - Regressao logistica multipla para o gene ADAMTS1.

Variavel Categoria Exp(B) T IE35% s p-valor
Sensivel 1 - -
imi ibili , . 0,122
Quimiossensibilidade Refratério 7,077 0,594 84,351
Constante 0,022 - - 0,001

5.5.4 Gene CALCA

Para o gene CALCA, foi encontrada uma associagdo significativa em relagdo a
classificagdo histolégica sendo que 90,5% dos casos metilados pertenciam ao grupo dos nao
seminomas em comparagao com 64,7% dos ndao metilados. Uma associagao significativa
também foi observada em relacdo a histologia. Neste caso, podemos notar que 23,8% dos
casos metilados foram diagnosticados como carcinoma embrionario frente a 9,8% dos casos
ndao metilados e, também, que 19% dos metilados apresentaram o diagndstico de seio
endodérmico comparado a 2,0% dos casos ndo metilados. Ainda uma associagao significativa
foi encontrada em relacdo a quimiossensibilidade, na qual podemos observar que dos
pacientes refratdrios ao tratamento 42,9% sdo metilados em relacdo a 11,6% dos nao
metilados, enquanto que para os sensiveis ao tratamento86% dos casos sao nao metilados
frente a 52,5% de casos metilados(Tabela 18).

A andlise de regressao logistica multipla para o gene CALCA revelou uma associagao
significativa com as varidveis classificagdao histologica e quimiossensibilidade. Podemos
observar que pacientes acometidos por ndo seminomas e refratdrios ao tratamento,
respectivamente, tem um chance 9,94 vezes e 4,64 vezes maior de apresentar o CALCA

metilado (Tabela 19).
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Tabela 18 - Associacdo do perfil de metilacdo do gene CALCA com caracteristicas clinicas e
patoldgicas dos pacientes.

CALCA
Caracteristicas clinicas Nao metilado Metilado p-valor
N(%) N(%)
<29,6 28(54,9) 14(66,7)
Idad 0,357
ace 29,6 23(45,1) 7(33,3)
E @ R o s Seminoma 18(35,3) 2(9,5) "
Classificagao histologica NZo seminoma 33(64,7) 19(90,5) 0,026
Seminoma 18(35,3) 2(9,5)
Carcinoma embrionario 5(9,8) 5(23,8)
Histologi : . Teratoma maduro 1(2,0) 0(0,0) 0.017
IERsESInCeicennas Teratoma imaturo 2(3,9) 1(4,8) ’
Seio endodérmico 1(2,0) 4(19,0)
TCG misto 24(47,1) 9(42,9)
. | 9(17,6) 1(4,8)
Estad t 0,151
stadlamento 1S /11/111 42(82,4) 20(95,2)
o) 5(11,6) 0(0,0)
Marcadores S S1 20(46,5) 8(47,1) 0.399
antes da orquiectomia S2 16(37,2) 7(41,2) ’
S3 2(4,7) 2(11,8)
7 . 5 o Nao 17(33,3) 4(19,0)
Metast d t 0,225
etastase ao diagnodstico Sim 34(66,7) 17(81.0)
0 17(33,3) 4(19,0)
, . . 25 (49, 9(42,
Numero de sitios de metastase ; 3 Ei;g; 5 §2§,Z; 0,124
3 1(2,0) 3(14,3)
Baixo 32(76,2) 8(47,1)
Risco de tratamento (IGCCCG) Intermediario 7(16,7) 6(35,3) 0,057
Alto 3(7,1) 3(17,6)
o o Sensiveis 37(86,0) 10(52,6) .
Quimiossensibilidade Refratarios 6(14,0) 9(47,4) 0,005
*p-valor <0,05
Tabela 19 - Regressao logistica multipla para o gene CALCA.
1C 95%
Variavel Categoria Exp(B) 2 p-valor
LI LS
. . , . Seminoma 1 -- --
Tipo histologico . . 0,036
Nao seminoma 9,936 1,163 84,864
Sensivel 1 - -
Quimiossensibilidade L 0,023
Refratario 4,639 1,236 17,409

Constante 0,043 -- -- 0,003
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5.5.5 Gene HOXA9

Para o gene HOXA9, dos tumores classificados como metilados, 85,7% pertenciam a
faixa etaria menor que 29,6 anos (p<0,05), e 100% ao grupo dos ndo seminomas (p<0,05).
Uma associagdo significativa também foi encontrada quanto a histologia com 34,5% dos
tumores ndo metilados associados ao seminoma, e 64,3% dos metilados com tumores
mistos (Tabela 20). Ainda em relacdo a histologia, podemos observar que 21,4% dos casos
metilados eram de carcinoma embrionario em comparacao a 12,1% dos nao metilados e,
14,3% dos casos metilados de seio endodérmico frente a 5,2% dos ndao metilados.

A andlise de regressao logistica multipla para este gene revelou uma associagao com a
idade. No caso, pacientes com idade superior ou igual a29,6 anos tem uma chance 5,6 vezes
maior de apresentar o HOXA9naometilado em relagao aos pacientes com idade inferior a

29,6 anos (Tabela 21).



43

Tabela 20 - Associacdo do perfil de metilacdo do geneHOXA9 com as caracteristicas clinicas e
patoldgicas dos pacientes.

HOXA9
Caracteristicas clinicas N&do metilado Metilado p-valor
N(%) N(%)
<29,6 30(51,7) 12(85,7) N
Idsde 229,6 28(48,3) 2(14,3) 00
P , . Seminoma 20(34,5) 0(0,0)
Classif histol - 0,010*
SESIRERESe DIOREIE NZo seminoma 38(65,5) 14(100,0)
Seminoma 20(34,5) 0(0,0)
Carcinoma embrionario 7(12,1) 3(21,4)
. . . Teratoma maduro 1(1,7) 0(0,0) "
Histologia em categorias O — 3(5,2) 0(0,0) 0,034
Seio endodérmico 3(5,2) 2(14,3)
TCG misto 24(41,4) 9(64,3)
. I 8(13,8) 2(14,3)
Estadliamento IS/11/1 50(86,2) 12(85,7) geas
S0 5(10,6) 0(0,0)
Marcadores S S1 22(46,8) 6(46,2) 0.358
antes da orquiectomia S2 18(38,3) 5(38,5) ’
s3 2(4,3) 2(15,4)
, L N3o 17(29,3) 4(28,6)
Metast d t 0,999
etastase ao diagndstico Sim 41(70.7) 10(71.4)
0 17(29,3) 4(28,6)
. - ; 1 28(48,3) 6(42,9)
NuUmero de sitios de metastase ) 11(19,0) 2(14,3) 0,438
3 2(3,4) 2(14,3)
Baixo 34(72,3) 6(50,0)
Risco de tratamento (IGCCCG) Intermediario 10(21,3) 3(25,0) 0,122
Alto 3(6,4) 3(25,0)
_ . Sensiveis 38(76,0) 9(75,0)
Quimiossensibilidade Refratarios 12(24,0) 3(25,0) 0,942
*p-valor <0,05
Tabela 21- Regressao logistica para o gene HOXA9.
., i 1IC 95%
Variavel Categoria Exp(B) p-valor
LI LS
. <29,6 1 -- --
Idade - média 0,033
229,6 0,179 0,037 0,870

Constante 0,400 -- - 0,007




5.5.6 Gene CDKN2B
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Para o gene CDKN2B, nenhuma associacao significativa foi encontrada em relacdo as

varidveis avaliadas e o padrdo de metilacdo do gene (Tabela 22).

Tabela 22 - Associacdo do estado de metilacdo do gene CDKN2B com as caracteristicas
clinicas e patolégicas dos pacientes.

Caracteristicas clinicas N&o metilado Metilado p-valor
N(%) N(%)
<29,6 22(62,9) 20(54,1)
Idade 29,6 13(37,1) 17(45,9) 0,449
Classificacd@o histoldgica Seminema 8122,9) 12(32,4) 0;365
¢ g N3o seminoma 27(77,1) 25(67,6)
Seminoma 8(22,9) 12(32,4)
Carcinoma embrionario 3(8,6) 7(18,9)
. . . Teratoma maduro 1(2,9) 0(0,0)
Histologia em categorias S — 2(5,7) 1(2,7) 0,372
Seio endodérmico 4(11,4) 1(2,7)
TCG misto 17 (48,6) 16(43,2)
. [ 4(11,4) 6(16,2)
Estad t 0,557
stadiamento IS /11 /1 31(88,6) 31(83,8)
S0 2(6,7) 3(10,0)
Marcadores S S1 14(46,7) 14(46,7) 0.999
antes da orquiectomia S2 12(40,0) 11(36,7) ’
S3 2(6,7) 2(6,7)
; s Nao 10(28,6) 11(29,7)
4
Metastase ao diagnostico Sim 25(71,4) 26(70,3) 0,91
0 10(28,6) 11(29,7)
» ;o i 1 13(37,1) 21(56,8)
Numero de sitios de metastase ) 10(28,6) 3(8,1) 0,130
3 2(5,7) 2(5,4)
Baixo 18(62,1) 22(73,3)
Risco de tratamento (IGCCCG) Intermediario 7(24,1) 6(20,0) 0,612
Alto 4(13,8) 2(6,7)
_ o Sensiveis 21(72,4) 26(78,8)
Quimiossensibilidade W 8(27.6) 7(21.2) 0,559
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5.5.7 Gene CDO1

Para o gene CDO1, uma associagao significativa foi encontrada em relagao ao niumero
de sitios metastaticos ao diagndstico. Podemos observar que dos pacientes metilados 100%
apresentavam pelo menos um sitio metastatico ao diagndstico quando comparado a 69,1%
dos nao metilados. Uma associagdo significativa também foi observada para a classificagao
de risco (IGCCCG), para a qual 100%dos pacientes metilados foram classificados com risco
intermédio ou alto risco, enquanto apenas 27,3% dos nao metilados foram classificados
nestes mesmas categorias. Em relacdo a quimiossensibilidade, 75% dos pacientes metilados
sdo refratdrios comparado a 17,6% dos ndo metilados(Tabela 23).

Embora nado significativo, podemos chamar aten¢dao para os casos com tumores
metilados, dos quais 100% pertenciam ao grupo dos ndao seminomas, tinham idade abaixo
de 29,6 anos e apresentavam estadiamento avancado.

A anadlise de regressao logistica multipla realizada para o gene CDO1 demonstrou uma
associagao significativa com quimiossensibilidade, sendo que os pacientes refratarios ao
tratamento apresentam 11,5 vezes maior chance de apresentar o gene CDO1 metilado

(Tabela 24).
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Tabela 23 - Associacdo do perfil de metilacdo do geneCDO1 com as caracteristicas clinicas e

patoldgicas dos pacientes.

CDO1
Caracteristicas clinicas N&o metilado Metilado p-valor
N(%) N(%)
<29,6 38(55,9) 4(100,0)
ickade 29,6 30(44,1) 0(0,0) 0,135
N T Seminoma 20(29,4) 0(0,0)
Classificagao histoldgica N30 seminoma 48(70,6) 4(100,0) 0,570
Seminoma 20(29,4) 0(0,0)
Carcinoma embrionario 10(14,7) 0(0,0)
. . . Teratoma maduro 1(1,5) 0(0,0)
Histol t 0,087
Istologla em categonas Teratoma imaturo 3(4,4) 0(0,0) ’
Seio endodérmico 3(4,4) 2(50,0)
TCG misto 31(45,6) 2(50,0)
. I 10(14,7) 0(0,0)
Estadiamento IS/11/ 1 58(85,3) 4(100,0) 0,999
) 5(8,6) 0(0,0)
Marcadores S S1 28(48,3) 0(0,0) 0.072
antes da orquiectomia S2 22(37,9) 1(50,0) '
S3 3(5,2) 1(50,0)
, . L L. Nao 21(30,9) 0(0,0)
Metastase ao diagnostico Sim 47(69,1) 4(100,0) 0,315
0 21(30,9) 0(0,0)
, . , 1 32(47,1) 2(50,0) .
NuUmero de sitios de metastase ) 13(19,1) 0(0,0) 0,011
3 2(2,9) 2(50,0)
Baixo 40(72,7) 0(0,0)
Risco de tratamento (IGCCCG) Intermediario 10(18,2) 3(75,0) 0,001*
Alto 5(9,1) 1(25,0)
- . Sensiveis 46(79,3) 1(25,0) .
Quimiossensibilidade Refratarios 12(20.7) 3(75,0) 0,041
*p-valor <0,05
Tabela 24 - Regressao logistica multipla para o gene CDO1.
Variavel Categoria Exp(B) T p-valor
- i Sensivel 1 -
Quimiossensibilidade , .
Refratario 11,500 1,096 120,663

Constante

0,022




5.5.8 Gene NANOG
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Para o gene NANOG, nenhuma associac¢do significativa foi encontrada em relacao as

varidveis avaliadas e o padrdo de metilacdo do gene(Tabela 25).

Na andlise de regressdao logistica multipla, ndao observamos nenhum resultado

estatisticamente significativo para as variaveis avaliadas.

Tabela 25 - Associacdo do estado de metilagdo do gene NANOG com as caracteristicas
clinicas e patolégicas dos pacientes.

Caracteristicas clinicas Nao Metilado Metilado p-valor
N(%) N(%)
<29,6 18(47,4) 18(69,2)
Idad 0,083
ade >29,6 20(52,6) 8(30,8)
N Seminoma 13(34,2) 6(23,1)
Classificagao histologica N30 seminoma 25(65,8) 20(76,9) 0,338
Seminoma 13(34,2) 6(23,1)
Carcinoma embrionario 7(18,4) 3(11,5)
. . . Teratoma maduro 1(2,6) 0(0,0)
Histol t 0,259
Istologla em categorias Teratoma imaturo 0(0,0) 3(11,5)
Seio endodérmico 2(5,3) 1(3,8)
TCG misto 15(39,5) 13(50,0)
. | 4(10,5) 5(19,2)
Estad t 0,325
stadiamento 1S /11 /11l 34(89,5) 21(80,8)
SO 3(10,3) 1(4,3)
Marcadores S S1 10(34,5) 14(60,9) 0249
antes da orquiectomia S2 15(51,7) 7(30,4) ’
S3 1(2,6) 1(4,3)
; L N&o 9(23,7) 9(34,6)
Metastase ao diagnostico Sim 29(76,3) 17(65,4) 0,339
0 9(23,7) 9(34,6)
7 - ’ 23(60,5 ;
Numero de sitios de metastase ; 5((13'2)) ?gg;; 0,093
3 1(2,6) 2(7,7)
Baixo 23(71,9) 12(60,0)
Risco de tratamento (IGCCCG) Intermediario 7(21,9) 5(25,0) 0,604
Alto 2(6,3) 3(15,0)
- _— Sensiveis 26(78,8) 16(72,7)
Quimiossensibilidade Refratarios 7(21,2) 6(27,3) 0,449
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Diante de todos os resultados dos genes em relagdo as caracteristicas clinicas, uma
analise foi realizada considerando o numero de genes metilados independente do gene.
Baseado em nossos dados, para determinar o melhor ponto de corte para estabelecer o
numero de genes metilados que fossem capaz de discriminar com a maior sensibilidade e
especificidade os pacientes com os diferentes desfechos clinicos considerados, nds

realizamos uma analise de curva ROC (Tabela 26).

Tabela 26 - Andlise da curva ROC para o numero de genes metilados.

IC 95%
Variavel Areaabaixodacurva |DesvioPadrio| p-valor . ) _ )
Limite inferior |Limite superior
Numerc! degenes 0,604 0,08 0,173 0,448 0,76
metilados

Esta anadlise demonstrou que o niumero de dois genes metilados como ponto de corte
foi o que apresentou melhor sensibilidade (60%) e especificidade (48,1%), entre todos os
pontos de corte. Assim, os pacientes foram divididos em dois grupos, o primeiro cujo tumor
apresentava dois ou menos genes metilados, e o segundo cujo tumor apresentava mais de 2
genes metilados. A partir desta andlise, esse dois grupos foram submetidos a associacdo com
as variaveis clinicas e patoldgicas dos pacientes.

Os resultados obtidos nesta andlise demonstraram uma associagdo significativa para a
classificagdo histoldgica, sendo que os ndo seminomas apresentaram predominantemente
mais de dois genes metilados (94,7%), e os seminomas apresentaram menor numero de
genes metilados.

Uma associagdo significativa foi encontrada para os tumores classificados em
histologia, sendo que dentro do grupo dos ndo seminomas, os tumores de seio endodérmico
apresentaram mais genes metilados, correspondendo a 15,8% dos tumores (Tabela 27).

Apesar de ndo significativo, podemos destacar que aparentemente os pacientes que
apresentaram tumores com um maior numero de genes metilados foram refratarios ao

tratamento (43,8%) em relacdo aos ndo metilados (18,2%).
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Tabela 27 - Associacdo do niumero de genes metilados com as caracteristicas clinicas.

Numero de genes metilados

Caracteristicas clinicas <2 >2 p-valor
N(%) N(%)
s <29,6 29(54,7) 13(68,4) 0,285
229,6 24(45,3) 6(31,6)
R - Seminoma 19(35,8) 1(5,3)
Classif histol ~ 0,011*
assiticagao histologica N3o seminoma 34(64,2) 18(94,7)
Seminoma 19(35,8) 1(5,3)
Carcinoma embrionéario 6(11,3) 4(21,1)
T ) Teratoma maduro 1(1,9) 0(0,0) 6.5
ISEGiogla S £ategorias Teratoma imaturo 2(3,8) 1(5,3) !
Seio endodérmico 2(3,8) 3(15,8)
TCG misto 23(43,4) 10(52,6)
) I 8(15,1) 2(10,5)
Estad t 0,621
stadiamento IS /11 /1l 45(84,9) 17(89,5)
SO 5(11,4) 0(0,0)
Marcadores S S1 21(47,7) 7(43,8) 0397
antes da orquiectomia S2 16(36,4) 7(43,8) ’
s3 2(4,5) 2(12,5)
i . 7 o Nao 16(30,2) 5(26,3)
Metast d t 0,750
etastase ao diagnostico Sim 37(69.8) 14(73,7)
Baixo 32(74,4) 8(50,0)
Risco de tratamento (IGCCCG) Intermediario 8(18,6) 5(31,3) 0,176
Alto 3(7,0) 3(18,8)
. . Sensiveis 36(81,8) 11(61,1)
Quimiossensibilidade Refratarios 8(18,2) 7(38,9) 0,084

*p-valor<0,05

5.6 Andlise de sobrevida global (SG) em relagao as caracteristicas clinicas, patoldgicas e
perfil de metilagdao dos genes

A sobrevida global foi determinada em relacdo a comparacao das variaveis clinicas e
moleculares, considerando como evento o ébito por qualquer causa, sendo o tempo de
acompanhamento a data de diagndstico até a data do ébito.

As estimativas de sobrevida global foram determinada sem 1, 3 e 5 anos (Tabela 28).
Podemos observar que o nimero de marcadores séricos elevados ao diagndstico tem um
impacto significativo na sobrevida global. Pacientes que apresentaram elevacdo dos
marcadores séricos em S2 ou S3 ao diagndstico obtiveram estimativas de sobrevida global
de 76,3% em cinco anos e 50% em trés anos, respectivamente, enquanto os pacientes sem
elevagdo de qualquer marcador sérico estavam todos vivos em cinco anos. Uma associagao

significativa também foi encontrada em relagdo a quimiossensibilidade, pois os casos
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refratdrios ao tratamento apresentaram uma estimativa de sobrevida global de 68,5% em
relacdo a uma sobrevida de 93,1% para os casos sensiveis, em cinco anos (Figura 7).

Podemos destacar em relagdo a histologia, com um p valor préoximo ao
estatisticamente significativo, que os tumores de seio endodérmico apresentaram a pior
sobrevida em cinco anos em relagdo as outras histologias (60%). Podemos destacar também
que ter metdastase ao diagndstico, mesmo que nao significativo, estd associado a menores
estimativas de sobrevida global em cinco anos. Quando essa observagdo é direcionada para
0 numero de sitios metastaticos, podemos observar que metastases em dois ou mais sitios
apresentam pior estimativa de sobrevida global (66,7%) comparado a pacientes ndo
metastaticos (100%), em cinco anos.

Em relagdo a metilagdo dos genes, podemos enfatizar que a metilagao de CDKN2B esta
associada a melhores estimativas de sobrevida global (91,4%) quando comparados aos
pacientes ndo metilados (73,4%), em cinco anos; a metilacdo do gene CDO1 esta associada a
menor sobrevida global (37,5%), quando comparados aos pacientes ndo metilados (85,9%),
em cinco anos. Apesar dessa observagdo, estas diferengas ndo foram estatisticamente
significativas.

A partir destes dados foi realizada uma regressao de Cox multipla considerando as
varidveis com p<0,2 na andlise univariada. Podemos observar uma associagao
estatisticamente significativa para a idade, sendo que casos com idade maior de 29,6 anos
apresentam 12 vezes maior chance de vir a ébito que pacientes com menor idade. Uma
associagao significativa também foi encontrada para a classificagao de risco segundo
IGCCCG, sendo que pacientes com risco intermedidrio apresentam 14 vezes mais chance de

vir a ébito, e pacientes com risco alto, 148 vezes maior chance (Tabela 29).
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Tabela 28 - Estimativas de sobrevida global em 1, 3 e 5 anos em relacdo a variaveis clinicas e
moleculares dos pacientes.
Probabilidade de sobrevida (%)

Variaveis Categorias Casos (n) Eventos(n) T 3 anos 5 anos p-valor
<29,6 41 5 95,1 95,1 86,4
IFicle 229,6 30 8 86,7 82,9 78,3 0,129
E = s ;. Seminoma 20 4 85,0 85,0 78,5
Classificagao histoldgica NS sarfiiiona 51 9 941 877 85.1 0,532
Seminoma 20 4 85,0 85,0 78,5
Carcinoma embrionario 10 0 100,0 100,0 100,0
. . Teratoma maduro 1 0 100,0 100,0 100,0
Hiskoidgia Teratoma imaturo 3 1 100,0 66,7 - 0,061
Seio endodérmico 5 3 100,0 80,0 60,0
TCG Misto 32 5 90,6 90,6 90,6
" | 10 0 100,0 100,0 100,0
Estadiamento 1S /11 /111 61 13 90,2 84,6 80,5 0,129
SO 5 0 100,0 100,0 100,0
Marcadores S S1 28 3 92,9 88,8 88,8 0.032*
antes da orquiectomia S2 22 6 90,9 86,1 76,3 !
S3 4 2 50,0 50,0 -
Metastase ao Nao 21 1 100,0 100,0 100,0 0061
diagnéstico Sim 50 12 88,0 81,4 76,6 !

- L Sensiveis 46 3 97,8 93,1 93,1 "
Quimiossensibilidade Refratarios 15 6 933 933 68.5 0,003
Risco do tratamento Baiio 40 3 27,5 47 9%

(1GCCCG) Intermediario 13 5 92,3 83,9 66,1 0,003*

Alto 5 2 80,0 60,0 --

0 21 1 100,0 100,0 100,0

Numero de sitios de 1 34 6 91,2 84,4 80,9 0.076

metastase 2 12 5 75,0 66,7 66,7 !

3 4 1 100,0 100,0 66,7
N&o metilado 61 10 91,8 88,1 86,1

VGF Metilado 10 3 90,0 78,8 63,0 0,224
N&o metilado 50 7 88,0 85,6 85,6

i Metilado 21 6 100,0 90,0 77,9 0,266
N&o metilado 68 12 91,2 86,2 84,4

ADANIIL Metilado 3 1 100,0 100,0 50,0 0,204
N&o metilado 50 7 90,0 87,8 87,8

i Metilado 21 6 95,2 85,2 73,7 g,802
N&o metilado 58 10 91,4 87,6 85,4

HOXAS Metilado 13 3 92,3 83,9 74,6 0,470
N&o metilado 34 9 88,2 81,7 73,4

CDKN2B ! ! ! 0,088
Metilado 37 4 94,6 91,4 91,4
N&o metilado 67 11 91,0 87,7 85,9

bo1 Metilado 4 2 100,0 75,0 37,5 0,092
N&o metilado 37 6 91,9 88,5 84,9

NANOG Metilado 26 5 92,3 83,9 83,9 0,787

Numero de genes <2 52 9 88,5 86,3 83,8 0914

metilados >2 19 4 100,0 88,9 82,1 ’

*p-valor <0,05
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Tabela29 - Regressdo de Cox multipla para a sobrevida global.

1.C95%
Variavel Categoria Exp{B} L LS p-valor
s <29,6 1 - -
Idade media 0,027*
=>29,6 12,01 1,32 108,95
N3o metilado 1,00 - -
CALCA . 0,207
Metilado 0,30 0,05 1,95
N3&o metilado 1,00 - -
CDKN2B ) 0,054
Metilado 0,19 0,04 1,03
N3o metilado 1,00 - -
CDO1 . 0,058
Metilado 9,01 0,93 87,64
Baixo - - - 0,011
Riscodo tratamento Intermediario 14,09 1,89 105,05 0,010*
Alto 148,48 5,23 4210,27 0,003*
*p-valor <0,05
A Marcadores S B Quimiossensibilidade
1,04 Marcadores S - 104 M Quimiossensibilidade
' [ antes da AL TSR M Sensiveis
- orquiectomie, Refratarios
S0 1 i Sensiveis-
05 S1 08 censurado
s S2 s Refratarios-
3 ns3 2 censurado
E - S0-censurado 2 |
3 %% - S1-censurado 3 08
- o - S2-censurado =
s - S3.censurado E
E 0,4 2 04
02+ o
.| p=0,032 | p=0,003
0 20 ) ) ) 100 120 0 20 40 60 0 100 120
Sobrevida Global ( meses) Sobrevida Global ( meses)
C Risco do tratamento - IGCCCG
104 Tratamento - Risco
f Do e e e 1Baixo nsco
Risco intermédio
| R Alto risco
o . Baixo risco -
f;‘ censurado
X | i Risco intermédio
g - -censurado
3" Yo
“ 02
.| p=0,003

Sobrevida Global ( meses)

Figura 7. Andlise de sobrevida global de acordo com as caracteristicas clinicas dos pacientes. Curvas de
Kaplan Meier para (A) Marcadores séricos, (B) Quimiossensibilidade e (C) Risco do tratamento.
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5.7 Andlise de sobrevida livre de eventos (SLE) em relagdo as caracteristicas clinicas,
patoldgicas e perfil de metilagdao dos genes.

A sobrevida livre de eventos foi avaliada considerando as varidveis clinicas e
moleculares (metilacdo dos genes), e foram considerados eventos: progressao, recidiva ou
Obito considerando a data do diagndstico e a data evento que ocorreu primeiro.

Em relacdo as caracteristicas clinicas, nossos dados revelaram um impacto significativo
nas estimativas de sobrevida livre de eventos associados a histologia, numero de
marcadores  séricos elevados ao  diagndstico, metastase ao  diagndstico,
guimiossensibilidade, classificacdo de risco e nUmero de sitios metastaticos ao diagndstico.
Em relagdo a metilagdo dos genes, podemos observar um impacto significativo nas
estimativas de sobrevida livre de eventos associados a metilagdo de MGMT e metilagao de
CALCA (Figura 8; Tabela 30).

Em relagdo a histologia, tumores de seio endodérmico apresentaram a menor
sobrevida (20%) quando comparados aos demais subtipos, em cinco anos. O maior nimero
de marcadores séricos elevado (S3) apresentou a menor estimativa de SLE com 25% em um
ano. Todos os pacientes deste grupo apresentaram ocorréncia de evento antes de trés anos.
Ainda, pacientes apresentando dois marcadores elevados (S2) tiveram estimativas de SLE de
51,5%, enquanto pacientes sem elevacdo de marcadores apresentaram estimativa de SLE de
100%, em cinco anos. Um valor estatisticamente significativo também foi encontrado para
metdstase ao diagndstico, e isso estd relacionado a menores estimativas de SLE (58,9%)
guando comparados aos pacientes ndo metastaticos ao diagndstico (95,6%), em cinco anos.
A respeito da ocorréncia de metastases em numeros de sitios, em 2 ou mais sitios de
metdstase as estimativas da SLE foram as mais baixa (16,7 e 25%, respectivamente) em
relacdo aos pacientes ndo metastaticos (95,2%), em cinco anos. Por ultimo, considerando a
quimiossensibilidade, uma associagdo significativa foi encontrada e os casos refratarios
representaram a pior estimativa de SLE(7,5%) em relacdo aos casos sensiveis (93,1%), em
cinco anos.

Quanto a metilagdo dos genes, pacientes metilados para o gene MGMT apresentaram
SLE de 50,5%, comparado a 77,1% dos nao metilados, em cinco anos. Pacientes com
metilacdo de CALCA também apresentaram menor SLE de 51,3%, frente a 77,0% dos nao

metilados, em cinco anos. Embora ndo significativo, podemos destacar também que
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pacientes metilados para os genes VGF, ADAMTS1 e CDO1 apresentaram menores
estimativas de SLE, em relacdo aos ndo metilados, em cinco anos (Tabela 30).

Da mesma forma que para a SG, para a SLE foi realizada uma regressao de Cox multipla
considerando as varidveis com p<0,2 na andlise univariada. Podemos observar uma
associagao estatisticamente significativa para o risco IGCCCG. Pacientes classificados no risco
intermedidrio apresentaram 3,5 vezes maior chance de ocorréncia de evento, sendo essa

chance de 21,54 vezes maior nos pacientes de alto risco (Tabela 31).
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Tabela 30 - Estimativas de sobrevida livre de eventos em 1, 3 e 5 anos em relagdo a variaveis
clinicas e moleculares dos pacientes.
Probabilidade de sobrevida (%)

Variaveis Categorias Casos (n) Eventos (n) Tore s e p-valor
<29,6 41 10 92,7 82,2 71,6
Il 229,6 30 10 73,3 65,6 656 273
e - Seminoma 20 4 85,0 78,9 78,9
Classificagao histologica N3o seminoma 51 16 843 73.9 651 0,436
Seminoma 20 4 85,0 78,9 78,9
Carcinoma embrionario 10 1 100,0 100,0 85,7
. . Teratoma maduro 1 0 100,0 100,0 100,0 *
Histelogls Teratoma imaturo 3 2 66,7 33,3 -- e
Seio Endodérmico 5 4 80,0 40,0 20,0
TCG Misto 32 9 81,3 74,3 69,0
; | 10 0 100,0 100,0 100,0
Estadlamento IS /11 /1l 61 20 82,0 71,1 642 /036
SO 5 0 100,0 100,0 100,0
Marcadores S S1 28 3 92,9 88,8 88,8 0.010*
antes da orquiectomia S2 22 10 77,3 67,6 51,5 !
S3 4 4 25,0 -- --
Metastase ao N&o 21 1 95,2 95,2 95,2 0.009*
diagnéstico Sim 50 19 80,0 67,0 58,9 !

L s Sensiveis 46 3 97,8 93,1 93,1 x
Quimiossensibilidade Refratérios 15 13 60,0 30,0 75 0,001
Risco do tratamento Baixo 40 6 20,0 87,2 84,0

(1GCCCG) Intermediario 13 6 84,6 58,0 46,4 0,001*
Alto 5 5 40,0 20,0 -
0 21 1 95,2 95,2 95,2
Numero de sitios de 1 34 6 91,2 81,4 81,4 0.010*
metastase 2 12 9 50,0 33,3 16,7 !
3 4 4 75,0 50,0 25,0
N&o metilado 61 15 85,2 78,0 72,6
var Metilado 10 5 80,0 58,3 46,7 G031
N&o metilado 50 10 86,0 83,7 77,1 "
MeMT Metilado 21 10 81,0 56,1 50,5 Q052
N&do metilado 68 18 83,8 75,7 70,8
ABAMISL Metilado 3 2 100,0 66,7 33,3 0,211
N&o metilado 50 10 86,0 83,7 77,0 "
GALCA Metilado 21 10 81,0 56,4 51,3 0,023
N&o metilado 58 16 82,8 75,1 69,3
HOXA9 Metilado 13 4 92,3 76,9 68,4 0,905
N&o metilado 34 13 82,4 69,2 55,0
CDkN28B Metilado 37 7 86,5 80,7 80,7 0,086
N&o metilado 67 17 83,6 76,9 72,0
bol Metilado 4 3 100,0 50,0 25,0 0,059
N&o metilado 37 8 86,5 80,3 76,1
NANOG Metilado 26 9 67,9 60,3 60,3 0,325
Ndmero de genes <2 52 12 84,6 80,3 73,8 0172
metilados >2 19 8 84,2 62,3 56,7 !

*p-valor <0,05
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Tabela 31 - Regressao de Cox para Sobrevida Livre de eventos.

Variavel

Categoria

1.C95%

Exp{B} p-valor

L.l

Riscodo tratamento (IGCCCG)

Baixo

0,001

Intermediario

3,50 1,13 10,89 0,030

Alto

21,54 5,96 77,85 0,001

Marcadores S

104 o Histologia 104 [ =2 B N I Marcadores S
1 1Seminoma — S0
)| Carcinoma . + S1
| - Embrionario S2
08 bl - IREENE G PN Teratoma Maduro 084 _Ms3
= PR 1 Teratoma imaturo s - S0-censurado
s i Seio Endodérmico = L
=2 = S1-censurado
=1 TCG Misto =1 2 d
E oo . Seminoma- E o6 2-censurado
g censurado 3 - S3-censurado
= Carcinoma =
e #~ Embrionario- s
< censurado ®
S %4 Teratoma Maduro- 2 o4
@ — censurado @
2 4 Teratoma imaturo- ]
1 censurado w
0,2 Seio 02+
Endodérmico-
censurado
4 TCG Misto-
= censurado =
.l p=0,039 p =0,010
T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Sobrevida Livre de eventos (meses) Sobrevida Livre de eventos (meses)
Metastase ao diagndstico Quimiossensibilidade
1041 ™ Metastase ao 1.0 y Quimiossensibilidade
. ; Le
b PP diagnéstico e P S e MSensiveis
_IN&o Refratarios
\ Sim i Sensiveis-
087 » ——Néo-censurado o censurado
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= — -
s 3
§ 06 bl PRSI 5 067
l‘!. ~
= i
S S
s @
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2 T4
2 2
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Figura 8. Analise de sobrevida livre de eventos de acordo com as caracteristicas clinicas dos pacientes e perfil
de metilagao dos genes. Curvas de Kaplan Meier para (A) Histologia, (B) Marcadores séricos, (C) Metastase ao
diagndstico, (D) Quimiossensibilidade, (E) Risco do tratamento, (F) Numero de sitios de metdstase, (G)
Metilagdo de MGMT, (H) Metilagdo de CALCA.
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Figura 8 (Continuagdo). Analise de sobrevida livre de eventos de acordo com as caracteristicas clinicas dos
pacientes e perfil de metilagdo dos genes. Curvas de Kaplan Meier para (A) Histologia, (B) Marcadores séricos,
(C) Metdstase ao diagndstico, (D) Quimiossensibilidade, (E) Risco do tratamento, (F) Numero de sitios de
metastase, (G) Metilagdo de MGMT, (H) Metilagdo de CALCA.
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6 DISCUSSAO

A metilagdo do DNA é uma modificagao epigenética envolvida na regulagao de
processos celulares normais , porém, existem cada vez mais evidéncias da sua frequéncia e
importancia no processo da carcinogénese’*. O tumor de células germinativas de testiculo se
origina de células germinativas primordiais em um momento de grande reprogramacgao
epigenética, que apesar de ser um pré-requisito para o desenvolvimento fetal normal, é
considerada um evento crucial na etiologia do cancer’”.

Sobre esses tumores, sua capacidade de se transformarem em qualquer tipo de tecido
somatico revela que mudancas epigenéticas ocorrem durante o seu desenvolvimento,
afetando a expressdo génica. Embora as alteracdes epigenéticas nesses tumores nao
estejam completamente descritas, ha evidéncias de que exista um perfil de metilagao
distinto para os dois grupos, seminomas e ndo seminomas, possivelmente explicando como
esses dois tipos tumorais se desenvolvem a partir de uma mesma célula de origem”®.

No presente estudo nds avaliamos o perfil de metilacao dos genes VGF, MGMT, CALCA,
CDKN2B, CDO1, HOXA9, ADAMTS1 e NANOG nos tumores de células germinativas de
testiculo através do método de PCR quantitativa metilacdo especifica em tempo real
(QMSP). O desenvolvimento da QMSP simplificou o estudo dos genes inativados pela
metilagdo dos promotores, pois possui a vantagem de aumentar a especificidade e a
sensibilidade, atribuido ao uso de iniciadores especificos desenhados para a amplificagao
somente de dreas metiladas e ao uso de uma sonda especifica para cada gene, quando
comparado a PCR convencional. Portanto, esse método foi escolhido por apresentar uma
alta sensibilidade para a deteccdo da metilacdo aberrante nos promotores dos genes
estudados, e por ser um ensaio quantitativo, permitiu analisar de maneira objetiva os niveis
de metilacdo nas regides estudadas. Foi demonstrado que os ensaios por metilacdo
especifica podem constantemente detectar 0,1% de DNA metilado, porém essa alta
sensibilidade do método é acompanhada do risco de avaliar pequenos niveis de metilagao
gue nao tem significancia, sendo esta a desvantagem do método, ou ainda a amplificagdo de
DNA n3o convertido”’.

Apesar de raros, os tumores de células germinativas de testiculo s3ao os tumores
solidos mais comuns em homens com idade entre 18 e 35 anos, representando a principal

causa de morte neste grupo’®. A casuistica estudada compreendeu homens com uma idade
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média de 29,6 anos, com 58,3% dos casos envolvendo homens com idade menor que 29,6.
Trabalhos na literatura que avaliaram TCGTs também demonstraram que a média de idade
destes pacientes variou de 18 a 35 anos®” 7 ¥,

A classificagdo histoldgica tradicional dos TCGTs divide-os em dois grupos principais:
seminomas e ndo seminomas, sendo estes predominantes no estudo com 72,2% das
amostras. O grupo dos ndo seminomas compreendem histologias mais diferenciadas e sao
mais agressivos e menos sensiveis ao tratamento. Dos casos estudados, 75,8% dos tumores
(seminomas e ndo seminomas) se apresentaram sensiveis ao tratamento, o que vai de
acordo com a literatura, pois a introdugao da cisplatina em 1970 fez dos TCGTs um modelo
de sensibilidade. E um dos tipos de neoplasia mais curaveis com aproximadamente 96% de
sobrevida em 5 anos contra 83% de sobrevida na década de 70®'. No presente estudo, a
sobrevida global dos casos tumorais compreendeu 93,1% em 5 anos.

O estadiamento da doenga é baseado na extensao da doenga ao diagndstico, sendo
gue o comprometimento de linfonodos e presenca de metastases, incluem os tumores no
grupo dos avancados, com 86,1% da nossa casuistica. A metdstase ao diagndstico foi
encontrada em 70,8% dos casos estudados, o que classificou estes pacientes com doenga
avangada e a sua inclusao para determinagdo dos critérios do IGCCCG, com 67,8% dos casos
classificados como baixo risco do tratamento.

Considerando a primeira analise, em relagao a curva ROC, ndo encontramos um ponto
de corte capaz de discriminar casos tumorais e controles com uma alta sensibilidade, apesar
de em alguns casos apresentam alta especificidade. O mesmo foi observado no trabalho

.8 avaliando a metilagdo de 15 genes em 57 amostras de TCGTs

desenvolvido por Brait et a
utilizando a QMSP.

Dessa forma, considerando o modelo de sensibilidade desses tumores e a casuistica de
casos refratarios, optamos pela analise da curva ROC para determinar o nivel de metilagao
gue pudesse ser relevante para discriminar o desfecho clinico desses pacientes. Os

resultados encontrados para cada gene sera discutido a seguir.

Gene VGF
O gene VGF esta localizado no cromossomo 7q22.1 e exerce sua fungdao no
metabolismo basal, nutricdo, regulagdao homeostatica e no sistema nervoso central. Hoque

et al.® identificaram VGF como um gene frequentemente metilado em um estudo de larga
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escala, colaborando com a descricdo de um mapa epigenémico da metilagdo do DNA em
diversos tipos tumorais. Apds o VGF ter sido apontado como um gene frequentemente
metilado nesse estudo de larga escala, Brait et al., em 2012 analisaram pela primeira vez a
metilagdo de VGF em TCGTs através da técnica de QMSP, e encontraram uma metilagdo
significativa (p=0.008) em 14 dos 57 tumores estudados, enquanto nenhum dos tecidos
normais apresentou metilagao.

No presente estudo, a metilagdo foi descrita em 10 dos 72 casos tumorais, e destes,
seis apresentaram marcadores séricos elevados com uma associacao significativa. Apesar de
nao ser significativo, 100% dos tumores metilados pertenciam ao estadio avangado,
concordando com o fato de que a elevacdo dos niveis dos marcadores séricos, podem
indicar o avango da doenga. Em relagdao a sobrevida global, apesar de nao significativo,
pacientes cujos tumores apresentaram a metilacdo de VGF tém uma menor estimativa de
sobrevida global, assim como sobrevida livre de eventos.

No estudo realizado por Hoque et al., em 2014%, em carcinomas uroteliais, os autores
sugerem que a metilacdo frequente de VGF encontrada possa ser um evento inicial no
desenvolvimento dessa doenca. J& em TCGTs isso ndo esta claro, sendo necessdrio um
estudo comparando a metilacdo do gene entre tumores primarios e sitios metastaticos para

estabelecer a participagao desta alteragdo epigenética na progressao tumoral.

Gene MGMT

Apesar da sensibilidade dos TCGTs a quimioterapia, mesmo em casos metastaticos,
alguns pacientes falham em responder ao tratamento inicial e tem um pior progndstico®.
Cerca de 20-30% dos tumores metastdticos sdo refratarios a primeira linha de tratamento,
representando um grupo propenso a menor sobrevida e tornando o manejo de pacientes

com prognéstico adverso, um desafio terapéuticoss.

A necessidade de regimes de tratamento alternativos para essa populagao refrataria
faz com que estudos sobre a base molecular desses tumores sejam mais frequentes, e talvez
a adicdo de uma nova droga com mecanismos de agao moleculares diferentes possa ter um
impacto positivo no desfecho do tratamento®®.

86
l.,

Feldman et a estudaram tumores refratarios em 65 TCGTs primarios que foram

submetidos a diferentes linhas de tratamento com novos agentes, entre eles a
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temozolomida, e detectaram uma alta frequéncia de mortalidade nesses casos. O inicio dos
testes dessa droga com TCGTs foi um estudo que detectou que linhagens celulares derivadas
de TCGTs ndo seminomatosos eram extremamente sensiveis a temozolomida, sugerindo que
essa droga tenha um efeito em casos refratarios®’.

A temozolomida pertence a uma classe de agentes alquilantes e tem se mostrado
eficaz no tratamento de glioblastomas, principalmente para aqueles tumores metilados para
0 gene MGMT®®. Esse gene codifica uma proteina de reparo do DNA que remove as lesdes
provocadas por agentes quimoterapeuticos alquilantes, como a temozolomida e devido ao
seu papel critico no reparo do DNA, o silenciamento epigenético do MGMT estd associado a
um prognéstico favoravel em glioblastomas, tornando o estudo da metilagcdo de MGMT
nesse tumores particularmente interessante®.

O MGMT tem sido frequentemente reportado como metilado em TCGTs”, com 69%
de tumores ndao seminomas metilados. No presente estudo, uma associagao significativa foi
encontrada em relacdo ao grupo histolégico, em que 90,9% dos casos metilados eram
pertencentes ao grupo dos nao seminomas, e ainda com a analise de regressao logistica isso
foi mais evidenciado, sendo que tumores ndo seminomatosos apresentaram 5,62 vezes
maior chance de apresentar o MGMT metilado. Ainda, dos tumores metilados, 61,9% foram
sensiveis ao tratamento, como foi encontrado por , Koul et al., em um trabalho onde
estudaram 22 genes em 39 tumores nao seminomas resistentes a quimioterapia e 31
tumores sensiveis, e identificaram a metilagdo de MGMT como sendo mais frequente nos
tumores sensiveis (31% vs 13%), sugerindo que a inativacdo do MGMT por altera¢des
epigenéticas conferem uma sensibilidade a cisplatina.

Foi encontrado uma associagao significativa na sobrevida livre de eventos para casos
com metilacdo do promotor em MGMT, com uma menor sobrevida (50,5%) em 5 anos, com
outros fatores que influenciam a progressao da doenga.

Baseando-se nos dados observados nos estudos citados, é possivel que a metilacdo de
MGMT em TCGTs esteja associado a tumores sensiveis, e que uma investigacdo das
alteragdes epigenéticas a cerca destes casos seja importante para melhorar o tratamento

dos tumores refratarios.
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Gene HOXA9

O gene HOXA9 estd inserido na familia dos genes Homeobox (HOX), os quais sdo
fatores de transcricdo que desempenham papéis cruciais no desenvolvimento, regulando
processos como embriogénese, apoptose, diferenciacdo, motilidade e angiogénese. Podem
estar super expressos e atuar como oncogenes, ou podem atuar como genes supressores
tumorais quando sua express3o estd regulada pela metilagio do promotor®*. Sabe-se que as
ilhas CpG dos promotores dos genes Hox silenciados sdao descritas como frequentemente
metiladas® e alguns dos genes sdo epigeneticamente silenciados em neu roblastomas’”.

A metilagdo do HOXA9 ja foi descrita como frequente em cancer de cavidade oral por
Uchida et al.?®, sendo que uma baixa expressdo desse gene estd relacionada com o
crescimento desses tumores. Além disso, ja foi descrito a metilacdo e a perda da expressao
de HOXA9 em cancer de mama, pulm3o, ovario e bexiga®°.

No presente estudo, a metilagdo do gene HOXA9 foi associada com uma idade menor
gue 29,6 anos e associada com o grupo histolégico dos ndo seminomas, sendo que 100% dos
casos metilados eram desse grupo. Amatruda et al.**, identificaram para tumores de células
germinativas pediatricos, a associagdao da metilagdo desse gene principalmente com os
tumores de seio endodérmico (que pertencem ao grupo dos ndo seminomas). Nossos
resultados demonstram que dos casos tumorais metilados, 14,3% eram tumores de seio
endodérmico e 64,3% tumores mistos, porém em 6 desses tumores mistos havia um
componente de seio endodérmico.

Os pacientes com metilagdo do gene HOXA9 apresentaram menores estimativas de
sobrevida global 74,6% em relacdo aos ndo metilados, em 5 anos, mas nao houve diferenca
significativa.

Apesar do presente estudo nao ter encontrado uma associagao significativa para a
metilagdo do HOXA9 em relagdo a ocorréncia dos TCGTs, ele ja foi descrito como
hipermetilado e conferindo pior progndstico para cancer de pulmdo, neuroblastomas e
gliomas, o que chama a atengdo para a importancia do tipo de tecido estudado e o

desenvolvimento do cancer’’.

Gene ADAMTS1
A funcao de ADAMTS1 foi descrita inicialmente como mediador de inflamacdo, mas

também exerce fungao na angiogénese, proliferagdo, invasao e migragdo. Faz parte da
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familia das metaloproteases e sua fungdo é remodelar a matriz extracelular através da
degradacdo proteolitica. ADAMTS1 também atua como um inibidor da angiogénese, mas a
sua desregulacdo pode levar a uma alteracdo da matriz extracelular’®. De maneira
interessante, no processo da tumorigénese a célula maligna necessita remodelar o ambiente
para estabelecer o suprimento vascular e invasao, e muitos estudos tem relatado a atividade
de ADAMTS1 durante a transformagao maligna.

O silenciamento epigenético através da hipermetilagdo do promotor de ADAMTS1 ja
foi descrito em cancer de pulmao, préstata e cancer coloretal, enquanto uma baixa
expressdao de ADAMTS1 foi frequentemente reportada em tumores primdrios de prostata
quando comparados aos seus respectivos tecidos normais>-.

No presente trabalho, dos 72 tumores avaliados, 3 apresentaram-se como
hipermetilados para o gene ADAMTS1 e embora todos os tumores metilados pertencessem
ao grupo dos ndo seminomas, eles ndo foram coincidentes na sua histologia. Pode-se
observar que a metilacdo foi predominante em casos metastdticos, e que isso refletiu na
classificacdo de risco desses tumores como intermedidrio e alto, concentrando 100% dos
casos metilados. Em relagdo a metdstase, sabe-se que para o cancer de prdstata, uma queda

na expressdao de ADAMTS1estd associada a progressao da doengags’ 100

. A regressao logistica
multipla ndo estabeleceu nenhuma associagao significativa entre as varidaveis com p<0,2.
Apesar da baixa casuistica e de ndo encontrarmos associa¢do significativa, os casos
metilados apresentaram uma menor sobrevida global e uma menor sobrevida livre de
eventos em relagdao a metilagdo de ADAMTSI.

Como observado, nossos achados demonstram que a metilagdo do ADAMTS1 nao
parece ser um evento frequente nos TCGTs, entretanto parece estar associada a pacientes
com caracteristicas mais agressivas do tumor. De qualquer forma, nossos dados devem ser
avaliados com cautela, uma vez que apenas trés amostras apresentaram metilagao, sendo

necessario uma avaliagdo mais abrangente deste gene para elucidar o real impacto de sua

metilagdo nesta doenga.

Gene CALCA
O gene da calcitonina estd localizado na regido 11p15.2 e é responsavel por regular

niveis de calcio via adenilato ciclases. A correlagdo da metilagdo do CALCA com sua
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expressao génica ndo é muito clara, porém sabe-se que tecidos de carcinoma de pulmao nao
pequenas células e carcinoma de figado expressam a sua proteina'®".

No estudo com linhagens gliais e tumores primarios tratados com 5-azacitidina, a
expressdao de CALCA foi induzida, demonstrando que a metilagdo é capaz de reprimir a
expressdo do mesmo'®. Esse gene ja foi demonstrado como hipermetilado em cancer de
tiredide'® e também ja foi estudado em cancer cervical, onde a metilagio de CALCA foi
identificada em soro em 87% das 65 amostras estudadas, porém ndo correlacionando
nenhum significado progndstico nesses pacientes®’.

Nosso estudo identificou uma associagdo significativa entre metilagdo e nao
seminomas, em 90,5% dos casos e evidenciou isso na regressao logistica, pois tumores nao
seminomas apresentaram 9,94 vezes mais chance de estar metilado para CALCA. A analise
de metilagdo para CALCA também chamou atengao para a associagao encontrada em relagao
a quimiossensibilidade desses tumores, sendo que tumores refratarios tinham 4,64 vezes
maior chance de ser metilado para esse gene. E ainda, a metilagdo de CALCA foi
estatisticamente significativa para a sobrevida livre de eventos, apresentando 51,3% de SLE
em 5 anos, comparado a 70,7% em 5 anos para os casos que nao eram metilados.

Acreditamos que a regulagao epigenética de CALCA para TCGTs esteja relacionada aos
tumores mais diferenciados e mais agressivos, porém mais estudos sdo necessdrios para

esclarecer esse papel.

Gene CDO1

CDO é uma enzima vital humana envolvida na regulagdo da cisteina no corpo humano
e tem um papel importante na biossintese da taurina. A regido cromossémica em que esta
localizado o gene CDO1 foi descrita,por Staub et al.”®, como epigeneticamente silenciada
contribuindo com o cancer coloretal.

Brait et al.®°

, verificaram que o promotor de CDO1 era diferencialmente metilado em
tecidos primarios de cancer coloretal quando comparados ao tecido normal e ainda que a
expressdo de CDO1 era controlada pela metilagdo do promotor, sugerindo que o
silenciamento de CDO1 deve ser um evento comum na carcinogénese. Também verificaram
uma diferenga estatisticamente significativa na frequéncia da metilagao do promotor entre

tumores primarios e tecidos normais em tecidos derivados de cdélon, mama, esbfago,

pulmao, bexiga e estdbmago. Apesar de nado significativa, na primeira analise neste trabalho,
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nenhuma amostra de testiculo normal apresentou metilacdo e quatro amostras tumorais
foram metiladas.

A sugestdo de que CDO1 é um gene supressor tumoral epigeneticamente regulado em
cancer ganhou forca com Brait et al.?’, apés o teste com 5 linhagens de cancer coloretal, em
que a expressao de CDO1 estava silenciada e foi reativada apds o tratamento com a droga
demetilante 5-azacitidina.

Os nosso resultados revelaram que as amostras tumorais metiladas foram associadas

com metdstase ao diagndstico, assim como o estudo de Dietrich et al.l®

, que associou a
progressdao da doenca com a metilacdo de CDO1. Ainda, os tumores metilados foram mais
refratarios ao tratamento quando comparados aqueles tumores ndao metilados,
apresentando 11,5 vezes maior chance de estar metilado quando refratdrios. Foi observado
gue a metilagcdo implicou em uma menor sobrevida global desses pacientes, pois casos que
evoluiram para ébito apresentaram 9 vezes mais chance de estar metilado para CDOI,
sugerindo a metilagdo como um fator de risco para esses tumores.

.1%* identificaram um painel de genes envolvendo a metilagdo de CDO1 e

Wrangle et a
HOXA9 e demonstrou 100% de especificidade e entre 83 e 99% de sensibilidade para o uso
desses marcadores para o diagndstico de cancer de pulmdo nao pequenas células.

As caracteristicas citadas merecem atengdo em relagdo a metilagao do gene CDO1 e
seu potencial uso como biomarcador para o diagnéstico de algumas neoplasias, porém, seu

estudo em TCGTs necessita de uma avaliagdo mais ampla.

Gene CDKN2B

O locus CDKN2b-CDKN2a, esta localizado no cromossomo 9p21 e é frequentemente
deletado em cancer. Este locus codifica trés proteinas inibidoras de ciclo celular: p15INK4b
(codificado por CDKN2B), p16INK4a (codificado por CDKN2A) e p14ARF'®.

A proteina codificada pelo gene CDKN2B é capaz de induzir parada de ciclo celular em
G1 inibindo as proteinas quinases ciclina-dependentes CDK4 e CDK6, que sdo responsaveis
pela fosforilagcdo da proteina RB. A fosforilacdo de RB é considerada como sendo critica para

a progressdo através da fase G1 e entrada na fase S do ciclo celular'®

. Dessa maneira,
CDKN2B apresenta uma atividade supressora tumoral, pois inibe a progressdao de células

tumorais e o0 avango da doenga.
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O estudo dos mecanismos epigenéticos como a metilagao de CDKN2B ja foi descrito

34, 107

em uma variedade de tipos de cancer . A hipermetilagdo de CDKN2B pode atuar como

um fator progndstico em glioblastomas, pois pode atuar como um fator preditivo para a

resposta ao tratamento por temozolomidalog,

1., n3o encontraram mutacdes envolvendo

Em relagdo a TCGTs, Heidenreich et a
CDKN2B e concluiram que esse gene ndo possui papel no surgimento e controle desta
doenga, porém, nao foi realizado o estudo epigenético com esses tumores.

Em nosso estudo, nao foi encontrada nenhuma associagdo significativa da metilagao
de CDKN2B e variaveis clinicas apesar de alguns tumores apresentarem hipermetilagcdao deste
gene. Entretanto, acreditamos que o reestabelecimento da fun¢dao normal desse gene possa

ser uma alternativa a terapia e mais estudos devem ser realizados com TCGTs na busca por

novos tratamentos.

Gene NANOG

O NANOG é descrito como um importante fator na regulagdo da pluripoténcia e sua
expressdo durante o desenvolvimento embrionario acontece em células pluripotentes, como
as células germinativas primordiais**°. Esta localizado no cromossomo 12p13, na regido em
que ocorre a alteracdo citogenética mais frequente em TCGTs, o i(12p). E de conhecimento
gue a reativacdo da pluripoténcia através de mecanismos epigenéticos é um dos eventos
inicias da proliferagao tumoral, portanto o estudo da regulagao epigenética de NANOG em
tumores germinativos busca elucidar mecanismos da origem desse tumor.

1.>* identificaram através da técnica de imunohistoquimica, que a expressao

Hart et a
de NANOG esta presente em estagios mais indiferenciados dos TCGTs, como a lesao
intratubular e seminomas, e ndo em teratomas e tumores de seio endodérmico, sendo um
marcador importante para a identificagdo e classificagdao dos tumores de origem germinativa
com menor grau de diferenciagao.

A andlise dos mecanismos de regulagdo epigenética do NANOG foi realizada em
tumores primarios de carcinoma hepatocelular, sendo que a hipometilagdo de NANOG foi
predominante entre os tumores e uma associagdo significativa foi encontrada para a alta
expressdao de NANOG em tecidos tumorais mais agressivoslll.

A andlise da metilacdo de NANOG em TCGTs ndo havia sido descrita, e o nosso

trabalho ndao demonstrou nenhuma associagdo significativa com as varidveis clinicas
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estudadas, porém a relagao do desenvolvimento desses tumores e a fungao desse gene
torna a pesquisa pelo perfil de metilagdo uma area de interesse.

Os genes avaliados foram agrupados e foi possivel observar o predominio de metilacdo
em mais de dois genes em 94,7% dos tumores nao seminomas. O predominio da metilagao
nesse grupo foi descrito primeiramente por Peltomaki, seguido por Smiraglia et al. e

1.2, todos concordantes de que o grupo dos seminomas permanecem n3o

Netto et a
metilados enquanto a hipermetilagao é predominante em tumores ndao seminomatosos.

De uma maneira geral, observamos uma menor sobrevida global e sobrevida livre de
eventos para 0s casos que apresentaram metilagao dos genes avaliados, indicando que o
silenciamento epigenético dos genes supressores tumorais estudados pode atuar no
desfecho clinico desse grupo.

Embora uma alta presenga de resposta sensivel tenha sido apresentada para os casos,
é importante mencionar que nem todos os pacientes incluidos no estudo tiveram um
seguimento até 5 anos apés o tratamento, devido a inclusdo de amostras do ano de 2012,
sabendo que pacientes que sobreviveram a doenca tem um risco de recaida ainda 2 anos apds a
remissdo da doenca'’’. Em relacdo ao risco do tratamento, uma associacdo significativa foi
encontrada para a sobrevida global, e pacientes com alto risco obtiveram um seguimento
somente de 3 anos. E importante mencionar que 13 pacientes nio foram incluidos na
classificagdo de risco pois eram estadio | da doenga.

As varidveis clinicas que conhecidamente possuem valor prognostico foram
reproduzidas neste estudo em acordo com a literatura, apesar da pequena casuistica. E
necessario uma avaliagdo mais abrangente do valor da metilagdo de CALCA e CDO1 no

estabelecimento da refratariedade da doenga, assim como a real associagdao da metilagdo da

MGMT com os desfechos clinicos.
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7  CONCLUSOES

e Nado encontramos diferengas significativas entre o nivel médio de metilagdo dos oito
genes na comparagao entre tecidos controle e tumores de células germinativas de

testiculo;

e A metilagdo do gene VGF foi associada a pacientes com niveis alterados de

marcadores séricos (S2 ou S3);

e A metilagdo do gene MGMT foi associada a pacientes com tumores nao

seminomatosos;

e A metilacdo do gene ADAMTS1 foi associada a pacientes com presenca de pelo
menos um sitio metastatico e pacientes classificados com risco intermedidrio ou alto

(IGCCCG);

e A metilagdo do gene CALCA foi associada a pacientes com tumores nao

seminomatosos e pacientes refratdrios ao tratamento;

e A metilagdo do gene HOXA9 foi associada a pacientes com idade mais avangada

(acima de 29,6 anos) e pacientes com tumores ndo seminomatosos;

e A metilagdo do gene CDO1 foi associada a pacientes com presenga de pelos menos
um sitio metastatico, classificados nas categorias de maior risco (IGCCCG) e

refratdrios ao tratamento;

e A metilagdo do gene CDKN2B e NANOG naofoi associada com as caracteristicas

clinico-patoldgicas avaliadas;

e Considerando os oito genes avaliados, a combinagdo de metilagdo presente em mais

de dois destes genes foi associada a pacientes com tumores ndo seminomatosos;



69

A metilagdo dos genes avaliados ndo tem impacto nas estimativas de sobrevida

global;

A metilagdao dos genes MGMT e CALCA tem impacto negativo nas estimativas de

sobrevida livre de eventos.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 557.543
Data da Relatoria: 05/03/2014

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um estudo observacional com coleta retrospectiva de dados, que pretende, de uma forma geral,
avaliar o padrio de metilagcdo de um grupo de 8 genes em tumores de células germinativas de testiculo
(seminomas e ndo seminomas).

Os Tumores de Células Germinativas (TCGs) fazem parte de um grupo heterogéneo e complexo de
neoplasias derivado das células germinativas primordiais pluripotentes, que compreendem diferentes
comportamentos clinicos, podendo ser benigno ou maligno. Ha uma

forte evidéncia de que o evento inicial na patogénese dos TCGTs ocorra durante o desenvolvimento
embrionario e que apesar da variedade histologica desses tumores (seminomas e ndo-seminomas), estes
possuem a mesma origem clonal. Dessa forma, as diferengas biolégicas entre seminomas e ndo seminomas
podem explicar o comportamento clinico e a resisténcia ao tratamento, e o entendimento da base molecular
e genética desses tumores representa um importante avango na busca de novos marcadores moleculares.
A determinag3o de perfis diferenciais de metilagdo representa a primeira etapa na identificagdo de novos
marcadores epigeneticamente silenciados no cancer e a diferenga nos padrées de metilagio de ambos os
grupos pode refletir o desenvolvimento normal das células germinativas primordiais, auxiliando no
entendimento da origem desses tumores. A proposta & avaliar, por meio de
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umaabordagem de 08 genes candidatos: MGMT, VGF, HOXAS e NANOG, os quais ja foram avaliados em
tumores de células germinativas e CALCA, CDKN2B, CDO1 e ADAMTS1, os quais sao frequentemente
hipermetilados em outros tipos tumorais, o perfil de metilagio de 80 tumores de células germinativas
primarios de testiculo (seminomas e ndo seminomas) e em 25 testiculos normais, em busca de tragar
diferengas que expliquem a etiologia dos grupos tumorais.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar, por meio de uma abordagem de genes candidatos, o perfil de metilag3o de 90 tumores de células
geminativas primarios de testiculo (seminomas e n3o seminomas)e em 25 testiculos normais.

Objetivo Secundario:

1) comparar a frequéncia de meﬁlagio de 08 genes candidatos entre as amostras de seminomas, n3o
seminomas e testiculos normais:2) correlacionar o perfil de metilagdo dos genes candidatos com as
caracteristicas clinico-patologicas dos pacientes;3) correlacionar o perfil de metilagdo dos genes candidatos
com a sobrevida do pacientes.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

N3o vai haver nenhum procedimento a mais a ser realizado fora do que é feito normalmente para o
tratamento e/ou diagnéstico da doenca. O material ndo sera retirado em caso disso implicar em dificuldade
no seu diagnostico. Os dados pessoais ser3o mantidos em sigilo.

Dessa forma o rpincipal risco seria a quebra da confidencialidade/sigilo.

Beneficios: N3o ha beneficio direto ao sujeito do estudo. Os autores destacam, como beneficio que
esperam, com o presente trabalho, conhecer mais profundamente a biologia desse tumor, buscando
identificar marcadores biologicos que possam estar relacionados ao prognostico e evolugdo da doenga no
paciente.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo simples e que pretende analisar, em material parafinado ja coletado e armazenado
junto ao Departamento de Patologia do HCB o padrdo de metilagdo de 8 genes e seu possivel papel na
origem e diferenciagdo dos TCGT.
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Os autores afirnam que, em caso de a retirada do material para o estudo comprometer, de alguma forma
uma possivel utilizagdo futura do referido material para fins diagnésticos, a mesma amostra ndo sera
incluida no estudo.os autores solicitam dispensa do TCLE e justificam da seguinte maneira: As amostras
serdo coletadas retrospectivamente no departamento de anatomia patologica, o qual todo o material
armazenado ja fora cedido pelo paciente no momento da cirurgia. O estudo propde um risco minimo para o
paciente e considera a privacidade e sigilo dos dados coletados.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Todos os termos obrigatorios foram devidamente apresentados.
Recomendagbes:

Sem recomendagdes adicionais.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

Item de Pendéncia:

1.No cadastro da plataforma Brasil constavam 80 amostras, porém o projeto envolvera mais 25 amostras de
tecido normal, totalizando 115 amostras.

Resposta: O nimero das amostras ja foi corrigido no sistema da Plataforma Brasil e foi anexado nova Folha
de Rosto com o niimero comreto de Participantes.

Analise: Pendéncia atendida.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

N3o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo Pio XIl - Hospital de Cancer de Barretos analisou a resposta
as Pendéncias do projeto 770/2014, decidiu-se que o mesmo encontra-se APROVADO.

Solicitamos que sejam encaminhados ao CEP:
1. Relatorios parciais (semestrais) para 14/09/2014.
2. Comunicar toda e qualquer alteragdo do Projeto e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.Nestas
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circunstancias a inclusio de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a aprovacdo do Comité
de Etica em Pesquisa.

3. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer Evento Adverso Grave ocorrido durante o
desenvolvimento do estudo.

4. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos,
apods conclusdo da pesquisa, para possivel auditoria dos 6rgdos competentes.

BARRETOS, 14 de Margo de 2014

Assinador por:
José Humberto Tavares Guerreiro Fregnani
(Coordenador)
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