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EPIGRAFE

“A ciéncia ndo é uma ilusdo, mas seria uma ilusGo acreditar que poderemos
encontrar noutro lugar, o que ela nGo nos pode dar”

Sigmund Freud
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RESUMO

JUSTIFICATIVA: Os Tumores de Células Germinativas do Testiculo (TCGTs) sdo tumores
relativamente raros na populacdo em geral, correspondem a cerca de 1,7% de todos os tipos
de cancer; no entanto, sdo os tumores malignos mais comuns entre homens com idades entre
15 e 44 anos em todo o mundo. A insurgéncia da doenca refratdria nos impulsiona a realizar
uma avaliacdo mutacional deste tipo de tumor em uma série de casos brasileiros, uma vez que
possa haver diferencas e particularidades em relagdio a populagdes ja estudadas,
majoritariamente europeias; bem como uma melhor caraterizagdo molecular e genética desta
entidade em linhagens celulares, dado que o estudo em modelos de resisténcia estabelecidos
in vitro podem servir futuramente como modelo clinico para a avaliacdo de novas estratégias
terapéuticas. A compreensdao molecular desta doenca pode conduzir a assinaturas que
delineardo o tratamento para uma acdo mais especifica e efetiva, além da possibilidade de
agregar informacdo progndstica mais sensivel. OBJETIVOS: Avaliar a possivel associagao de
alteragdes moleculares nos TCGTs com as caracteristicas clinico-patoldgicas e desfechos
clinicos dos pacientes que sofrem desta enfermidade. MATERIAIS E METODOS: Uma coorte
de 97 pacientes com TCGT, do Hospital de Amor de Barretos, foi avaliada através de dados
clinicos e moleculares de acordo com os objetivos do estudo. Um modelo de resisténcia foi
criado a partir de uma linhagem celular de TCG (JEG3). Por meio da PCR em tempo real avaliou-
se a variacdo do numero de cdpias do gene KRAS para 51 casos, e um painel de 15 genes foi
analisado por Sequenciamento de Nova Geragao para 65 pacientes e 2 linhagens celulares de
TCGT. A descricdo da amostra foi feita através de medidas de frequéncia, tendéncia e
dispersdo. Andlise univariada foi utilizada para comparar categorias da amostra em relacdo as
frequéncias de mutacdes. Curvas de sobrevida foram plotadas por meio do método de Kaplan-
Meier. Comparacdes univariadas de tempos de sobrevida foram realizadas através do teste
de log rank. RESULTADOS: A probabilidade de sobrevida global da coorte analisada foi de
83,2% no periodo de seguimento de 10 anos. O modelo de resisténcia da linhagem JEG3
apresentou um ICso cerca de 8 vezes maior, em relacdo a linhagem parental. Em 51 casos
analisados para a variacdo do numero de cépias, 80,4% dos casos apresentaram ganho de
cOpias do gene KRAS. Na analise univariada, ndo foi observada uma relacdo clara entre os
grupos e os casos com variacao no numero de cépias de KRAS. Observou-se uma reducdo da

sobrevida global dos casos com aumento do nimero de cdpias do gene KRAS. Em 65 casos



foram factiveis de andlise para presenca de variantes, observou-se que 40% dos casos
apresentaram pelo menos uma variante conhecida e/ou predita como driver em um dos 15
genes testados, sendo o TP53 o gene mais comumente mutado. Nenhuma variante conhecida
ou predita como driver foi identificada nas linhagens NTERA-2R e JEG3R. Os pacientes
diagnosticados com TCGT em estadio lll apresentaram uma sobrevida global mais baixa,
quando comparado aos casos em estadio IS, | e Il. Uma tendéncia de pior sobrevida global
para os casos de ndo seminoma e risco intermedidrio e pobre; e os casos resistentes a
cisplatina apresentaram uma sobrevida global de 33,3% no periodo de seguimento de 5 anos.
CONSLUSAO: O aumento do nimero de cépias do gene KRAS nd3o foi associado
significativamente com nenhum dos dados clinico-patoldgicos, embora os ndo seminomas
tenham apresentado uma maior taxa de amplificagdo no numero de cépias deste gene. Ainda
gue mutacdes pontuais sejam eventos raros em TCGTs, variantes relevantes foram
identificadas principalmente em TP53, KIT, KRAS e NRAS. A perspectiva de usar essas
informacgdes para a tomada de decisdo na pratica clinica, deve estimular a realizacdo mais

estudos que evidenciem a frequéncia de mutacdes especificas no TGCT.

PALAVRAS-CHAVES: TCGTs, proteina KRAS, resisténcia a cisplatina, casos refratarios, JEG3,
perfil mutacional.



ABSTRACT

BACKGROUND: Testicular Germ Cell Tumors (TGCTs) are relatively rare tumors in the general
population, accounting for about 1.7% of all types of cancer; however, they are the most
common malignant tumors among men aged 15 to 44 years worldwide. The outbreak of
refractory disease drives us to carry out a mutational assessment of this type of tumor in a
series of Brazilian cases, as there may be differences and particularities in relation to
populations already studied, mostly European; as well as a better molecular and genetic
characterization of this entity in cell lines, given that the study in established in vitro resistance
models may serve in the future as a clinical model for the evaluation of new therapeutic
strategies. The molecular understanding of this disease can lead to signatures that will
delineate the treatment for a more specific and effective action, in addition to the possibility
of adding more sensitive prognostic information. AIMS: To evaluate the possible association
of molecular alterations in TCGTs with clinicopathological characteristics and clinical outcomes
of patients suffering from this disease. MATERIALS AND METHODS: A cohort of 97patients
with TCGT, from the Barretos Cancer Hospital, was evaluated using clinical and molecular data
according to the study objectives. A resistance model was created from a TCGcell line (JEG3).
Real-time PCR was used to assess the variation in the number of copies of theKRAS gene for 51
cases, and a panel of 15 genes was analyzed by Next Generation Sequencingfor 65 patients and
2 TCGT cell lines. The description of the sample was made through measures of frequency,
trend and dispersion. Univariate analysis was used to compare samplecategories in relation to
mutation frequencies. Survival curves were plotted using the Kaplan- Meier method.
Univariate comparisons of survival times were performed using the log rank test. RESULTS:
The overall survival probability of the analyzed cohort was 83.2% in the 10-yearfollow-up
period. The resistance model of the JEG3 line presented an IC50 about 8 times higher,
compared to the parental line. In 51 cases analyzed for copy number variation, 80.4%of cases
showed gain in copies of the KRAS gene. In univariate analysis, no clear relationship was
observed between groups and cases with variation in KRAS copy number. There was a
reduction in overall survival of cases with an increase in the number of copies of the KRAS
gene. In 65 cases, mutation analysis was feasible, it was observed that 40% of the cases had
at least one known and/or predicted variant as a driver in one of the 15 genes tested, with

TP53 being the most commonly mutated gene. No known or predicted driver mutations were



identified in NTERA-2R and JEG3R strains. Patients diagnosed with stage Ill TCGT had a lower
overall survival when compared to cases in stage IS, | and Il. A trend of worse overall survival
for cases of non-seminoma and intermediate and poor risk; and cisplatin-resistant cases had
an overall survival of 33.3% in the 5-year follow-up period. CONCLUSION: The increase in the
number of copies of the KRAS gene was not significantly associated with any of the
clinicopathological data, although non-seminomas had a higher rate of amplification in the
number of copies of this gene. Although point mutations are rare events in TCGTs, relevant
variants have been identified mainly in TP53, KIT, KRAS and NRAS. The perspective of using
this information for decision-making in clinical practice should encourage further studies that

show the frequency of specific mutations in the TGCT.

KEYWORDS: TGCTs, KRAS protein, cisplatin resistance, refractory cases, JEG3, mutational

profile.



1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos epidemiolégicos

Os Tumores de Células Germinativas (TCGs) correspondem a um grupo de neoplasias
benignas ou malignas, provenientes de células germinativas primordiais pluripotentes do
embrido humano!. Os TCGs representam mais de 95% das neoplasias testiculares; e
acometem com menor frequéncia, os ovarios e regides extragonadais ao longo da linha média
do corpo (mediastino, retroperitdneo, glandula pineal, area sacral), evento relacionado a
embriogénese?3.

Os Tumores de Células Germinativas do Testiculo (TCGTs) sdo tumores relativamente
raros na populagdo em geral, correspondem a cerca de 1,7% de todos os tipos de cancer?; no
entanto, sdo os tumores malignos mais comuns entre homens com idades entre 15 e 44 anos

em todo o mundo (Figura 1).

Estimated number of prevalent cases (5-year) in 2020, worldwide, males, ages 15-44

Testis
200 163 (11.2%)

Leukaemia
140 678 (7.9%)

Thyroid
Other cancers 139 746 (7.8%)
839 438 (46.9%) 3
Non-Hodgkin lymphoma

132 589.(7.4%)

Colorectum
115 089 (6.4%)

Central Nervous System
110920 (6.2%)

Lip, oral cavity
110 045 (6.2%)

Total : 1 788 668

Fonte: GLOBOCAN 2020 4.
Figura 1 — Estimativa da prevaléncia dos tumores malignos mais comuns entre homens com

idades entre 15 e 44 anos em todo o mundo, em 2018.



Nos Estados Unidos (EUA) e em muitos paises do norte e Leste Europeu, as taxas de
incidéncia de TCGT aumentaram entre os anos de 1999 a 2012, principalmente entre os povos
brancos ndo-hispanicos, seguidos por hispanicos, asiaticos e negros ndo-hispanicos>®. As
projecGes para 2026 mostram que as taxas de incidéncia de TCGT nos povos hispanicos serdao
maiores que qualquer outro grupo racial nos EUA e Europa; e embora as razdes para esse
aumento ndo tenham sido esclarecidas, os fatores de risco para o TCGT como causa desse
aumento ndo podem ser descartada®.

No Brasil, observou-se uma estabilizacdo da incidéncia da doenca nos ultimos 10 anos
(APC 2,9%), embora as taxas de mortalidade tenham apresentado um aumento significativo
(APC +1,8%) neste mesmo periodo’; indicando que os TCGTs estdo entre as principais causas
de morte, por cancer, em adultos jovens, segundo os ultimos dados divulgados pela
International Agency for Research on Cancer (IARC)%. As previsbes apontam um aumento de
26,6% na taxa de mortalidade por TCGT no Brasil, no periodo de 2026—-2030 em comparagdo
com 2011-2015, principalmente nas regides Sul, Norte e Nordeste, devido a mudancas na
estrutura demografica e o aumento do risco de morte no pais®.

Considerando a estratificacdo de risco proposta pelo International Germ Cell Cancer
Collaborative Group (IGCCCG) para esse tipo de tumor, uma sobrevida global de cinco anos é
observada em 99% dos casos classificados como de baixo risco; ao passo que essa taxa diminui
para 80% e 48%, para os casos intermedidrio e alto, respectivamente®. No Hospital de Amor
(HA) de Barretos, a sobrevida global de cinco anos é alcangada por cerca de 85% dos pacientes

acometidos pela doenca, segundo dados do registro hospitalar!?.

1.2 Fatores de risco para o desenvolvimento dos TCGTs

Fatores de risco relevantes estdo associados ao desenvolvimento dos TCGTs, como a
histéria de um testiculo ndo descido (criptorquidia), visto que homens com criptorquidia tém
4 a 6 vezes mais chances de serem diagnosticados com cancer testicular'?. Homens com TCGT
unilateral apresentam um risco 12 a 30 vezes maior de desenvolver um tumor no testiculo
contralateral e 5-6% destes pacientes irdo conter células precursoras da doenca, no testiculo
oposto?314,

A histéria familiar de cancer de testiculo também é um fator de risco que contribui
significativamente para o desenvolvimento de TCGT, uma vez que as chances de desenvolver

a doenca aumentam em até 4 vezes para filhos e 10 vezes para irmaos de homens acometidos



com esse tipo de tumor'>'. O TCGT também estad fortemente associado a infertilidade, de
modo que homens inférteis podem apresentar um risco 52% maior de desenvolver cancer
testicular, quando comparados a homens férteis?%-2>,

Evidéncias mostram que a raga e a exposicdo a fatores ambientais também estdo
associadas ao desenvolvimento de TCGT. Nos EUA, a incidéncia de TCGT é cerca de 5 vezes
maior em brancos que em negros?®; no entanto, as razdes para essa diferenca s3o ainda
desconhecidas. Estudos epidemioldgicos mostraram que a exposicdo pré e pds-natal a
substancias quimicas de desregulagdo enddcrina, bem como a toxinas como organoclorados,
bifenilos policlorados, cloreto de polivinila, ftalatos , maconha e tabaco, também podem

contribuir com o desenvolvimento e progressdo do TCGT?-%°,

1.3 Histogénese e histopatologia dos TCGTs

Os TCGs se originam da diferenciacdao maligna de uma célula germinativa pluripotente
do embrido humano que, em condicdes normais de desenvolvimento, se diferencia em
espermatogbnia e o06cito, no epitélio seminifero dos testiculos e nos ovarios,
respectivamente3C. Estas células germinativas, provenientes das primeiras divisdes celulares,
migram desde o saco vitelino a crista genital por toda a extensao da linha média, em virtude
da sinalizac3o das vias KIT e CXCL12-CXCR4, e ganham a denominac3o de gondcitos3?.

Acredita-se que mutacdes no processo de maturacdo e diferenciacdo celular dos
gondcitos, associados ao microambiente em que se encontram, levam a formacgdao das
neoplasias de células germinativas in situ (GCNIS) na membrana basal dos tubulos
seminiferos3?33, As GCNIS, como células precursoras resultantes do desenvolvimento
embrionario andmalo, podem seguir por um periodo de dorméncia até a puberdade e, sob
efeito de hormodnios sexuais e mudancas genéticas adicionais, findar sua transformacao
maligna, levando ao surgimento dos TCGTs32.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconheceu, em 2016, um sistema de
classificacdo dos TCGTs (Tabela 1), no qual compreendem trés das cinco entidades de TCGs,
de acordo com o tipo celular envolvido, a presenca de linhagens embriondrias e
extraembriondrias, a composicdo histolégica do tumor, dentre outras caracteristicas

genéticas3.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/organochlorine-derivative
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/phthalic-acid

Tabela 1 — Os trés tipos de Tumores de Células Germinativas do Testiculo (TCGTs).

Tipo  Sitio Anatomico Fendtipo Idade Cell.“a L2 Gendtipo
origem
Testiculos Teratoma Neonatos e Célula Diploide (teratoma)
Ovdrios Imaturo Criangas Germinativa
Regido Sacral Primordial / Aneuploide (Tumor do
| Retroperitdneo Tumor do Seio Gondcitos Seio Endodérmico): ganho
Pescogo Endodérmico de 1qg, 12(p13) e 20q e
Cérebro médio perda de 1p, 4 e 6q.
Qutros sitios raros
Testiculos Seminomas > 15 anos (idade Célula Aneuploide (ganho de X,
Ndo-seminomas média 35 e 25anos) Germinativa 7,8,12p, e 21. Perdade,
Primordial / 1p, 11,13 e 18.
>4 anos Gondcitos
Ovdrios Disgerminomas Aneuploide
Nao-seminomas
Congénito
Gonada disgenética Disgerminomas Diploide
" N3do-seminomas Tetraploide
Adolescentes
Mediastino anterior Seminomas Diploide
(timo) Ndo-seminomas Tri-tetraploide
Criangas (idade
Cérebro médio Germinomas média 13 anos) Diploide
(glandula pineal e Ndo-seminomas Tri-tetraploide
hipotdlamo)
i Testiculos Seminoma N > 50 anos Espermatc?g.énias Aneuploide (ganho do 9)
Espermatocitico Espermatécitos
Cisto dermoide
Diploide; raramente
Tumor do saco Idade reprodutiva Odcito primario tetraploide ou
v Ovarios vitelino (idade média de 30 peritriploide com ganho
anos) deX, 7,8,12e15
Malignidade do
tipo somatico
Idade reprodutiva Diploide (90% XX e 10%
v Placenta; geralmente  Ocasionalmente  (forte aumento da  Ovulo vazio XY), raramente

no utero

coriocarcinoma

incidéncia com a
idade)

tetraploide

Fonte: adaptado de CHENG, et al. 2018.

Enquanto os TCGTs tipo | se manifestam antes da puberdade e o tipo Il ocorrem
predominantemente em homens idosos e ndo se relacionam as GCNIS; o TCGTs tipo I, foco

deste estudo, surgem em adolescentes e adultos jovens a partir de GCNIS (Figura 2)34.



/—-”PE ! . TYPEI
NO or PARTIAL PARENTAL
SN IMPRINTING
IMPRINTING NO or PARTIAL TYPE ”
; PRIMORDIAL

ERASURED
IMPRINTING ocT3/a GERM CELL \ Spermatogonium
TSPY ¥ Spermatocyte
Prepubertal Xim. )

TERATOMA (. '/. | ‘ (._/. :
/.‘\ 4 S v E ) .:\—,‘.
e " ( ,\

YOLK SAC TUMOR
N B A
\ EMBRYONAL Postpubertal (i)
£ CARCINOMA TERATOMA e
Li Lo s \ SPERMATOCYTIC
( Lo CHORIOCARCINOMA TUMOR
& [ ok sac Vi / HORIOCARCINOM

- TUMOR 1p, 11,13, 18and Y
A - 7,8,12p,21and X
KIT mutation

) ’ ‘ SEMINC.)MA

<4-6year-old 25 - 35 year-old > 50 year-old

Fonte: Pinto et al. 2021 3

Figura 2 — Representac¢do esquematica dos tipos de TCGT.

Os TCGTs tipo Il sao subclassificados em dois grandes grupos histoldgicos: os seminomas
e 0s nhdo seminomas, sendo que os seminomas sdo formados por células muito semelhantes
as GCNIS, com diferenciacdo suprimida, crescem mais lentamente, sdo mais sensiveis a
radioterapia, apresentam maior incidéncia entre homens com idades entre 35 e 39 anos e um
melhor progndstico; ja os ndo-seminomas apresentam um comportamento mais agressivo,
histologias diferentes devido a uma maior diferenciacdo (ou seja, carcinoma embrionario,
teratoma, tumores do saco vitelino e coriocarcinoma), crescimento mais rdpido, uma maior

incidéncia em homens adultos jovens, com faixa etdria de 25 a 29 anos®.

1.4 Estratificacdo do risco dos TCGTs

Para a classificacdo da extensdo nodal primaria e regional dos TCGTs, bem como a
presenca ou auséncia de metdstases, utiliza-se o estadiamento TNMS, que se assemelha ao
sistema TNM (tumor-nédulo-metastase) do American Joint Committee on Cancer (AJCC)
acrescido da letra S, remetendo aos niveis séricos dos marcadores alfa-fetoproteina (AFP),
lactato desidrogenase (LDH) e Gonadotrofina Coridnica humana (hCG), apds a orquiectomia®.

A partir dos exames de imagem, quantificagdo dos marcadores tumorais e o estadiamento



correto do tumor, os pacientes com TCGTs sdo classificados estagio |, no qual a maioria dos
pacientes sdao curados apds orquiectomia radical; e estagios Il e Ill, nos quais é necessario a
orquiectomia combinada a quimioterapia ou radioterapia3®.

Quando a doenga acomete unicamente os testiculos, apresenta um 6timo progndstico;
no entanto, a caracterizacdo do risco é fundamental para os casos de doenca avancada
(estdagio Il e 1ll), uma vez que tratamento convencional ndo é suficiente para alcangar a cura
em alguns casos. Sendo assim, o IGCCCG estratifica os pacientes (estagio Il e 1ll) em bom,
intermediario e pobre progndstico apoiado em trés critérios principais: localizacdo do tumor
primario, os niveis séricos de marcadores tumorais e a presenca de metastases viscerais
extrapulmonares. Os pacientes de bom progndstico apresentam taxas de sobrevida de 5 anos
em 90% dos casos, enquanto os pacientes de intermedidrio e mau progndstico apresentam

taxas mais baixas de sobrevida igual a 75% e 50%, respectivamente (Tabela 2)3”-32,

Tabela 2 — Classificacdo prognodstica IGCCCG (doenca avancada — estdgios Il e IlI).

- Sobrevida . = .
Prognéstico Seminoma Nao seminoma
5 anos (%)
- Qualquer sitio primario e - Primario testicular ou retroperitonio e
- Auséncia de metéstase visceral -~ Auséncia de metastase visceral ndo
Bom 90 nao pulmonar pulmonar e
- Qualquer nivel de marcador - AFP < 1.00/0 ng/dl, B-HCG < 5.000 Ul/I,
LDH < 1.5x nivel normal
- Qualquer sitio primario e - Primario testicular ou retroperiténio
) F:resenga de metas,tase visceral - Ayséncia de metéstase visceral ndo
Intermediario 75 nao 'pulmc')nar (figado, SNC, pulmonar e
0ss0, intestino)
. - AFP 1.000 a 10.000 ng/dl, B-HCG 5.000 a
- Qualquer nivel de marcador 50.000 Ul/I, LDH < 1.5 a 10x nivel normal.
- Primario em mediastino com ou sem
primario em retroperitonio e
- Presenca de metastase visceral ndo
Pobre 50 - Ndo hd seminoma de altorisco  pulmonar (figado, SNC, osso, intestino)

e/ou

- AFP > 10.000 ng/dl e/ou B-HCG > 50.000
Ul/l e/ou LDH > 10x nivel normal.

Abreviaturas: AFP (Alfa-fetoproteina); LDH (Lactato Desidrogenase); B-HCG (Gonadotrofina Coriénica humana beta); SNC
(Sistema Nervoso Central).

Fonte: adaptado de WINTER & ALBERS, 201138



1.5 Aspectos terapéuticos e a resisténcia a cisplatina

Os pacientes com suspeita clinica ao exame fisico, marcadores tipicos elevados e exame
ultrassonografico sugestivo, tem como tratamento primadrio do TCGT a orquiectomia radical
por via inguinal; enquanto no caso de doen¢a metastatica é realizada a ressecgao cirurgica do
tumor, seguida de radioterapia e/ou quimioterapia a base de platina3°. Por via de regra, o
regime de tratamento da doenca é ditado pelo estadio e grupo histolégico (seminoma/nédo
seminoma) do tumor?°,

A cisplatina foi o primeiro metal pesado, com atividade antineoplasica significativa, a ser
usado com sucesso contra cancer de testiculo*#?; e a partir dos anos 1970, com a introducdo
dos regimes de quimioterapia em combinacdo a base de platina no tratamento de TCGT, as
taxas de cura geral com remissao completa do tumor e a sobrevida em 5 anos, aumentaram
drasticamente para mais de 80%*3%°.

No entanto, 10-20% dos pacientes com doenga avangada sdo refratarios a cisplatina e
apresentam um progndstico menos favordvel com recidivas, necessitando de tratamento de
segunda linha*®*’, Embora a principal causa do desenvolvimento de resisténcia a cisplatina
ndo tenha sido identificada, alguns mecanismos bioldgicos relacionados com capacidade de
afetar a sensibilidade a cisplatina incluem uma redugdo na captacdo da droga; aumento na
exportacdo ou na desintoxicagao pela prépria célula por meio de uma difusao passiva; reparo
inadequado do DNA; perda da funcdo de p53; inducdo de diferenciacdo mediada por inibicdo

do gene Oct4; alteracdes epigenéticas; e superexpressdo ou ativacdo da via PI3K/AKT#8>1,

1.6 Aspectos moleculares
A composicdo genética dos TCGTs retrata a caracteristica embriondaria das células
germinativas primordiais (PGCs) que ddo origem a este tipo de tumor. Ainda que a biologia
molecular dos TCGTs ndo esteja totalmente elucidada, os mecanismos moleculares envolvidos
no seu desenvolvimento comecam a ser definidos>2>3. Na ultima década, pesquisas acerca das
alteragdes epigenéticas, expressdes de microRNAs, mecanismos de resisténcia a drogas,
instabilidade cromossomica e em relacdo ao perfil de expressdo de genes implicados no
surgimento dos TCGTs, tém sido o foco em muitos estudos3? 428,
Os TGCTs sdao caracteristicamente aneuploides, representados por caridtipos
hipertriploides a subtetraploides, com o niimero de cromossomos variando entre 50 e 70°%9°,

Os ganhos do braco curto do cromossomo 12 (isocromossomo 12p) sdo os achados



mais consistentes em todos os subtipos histoldgicos, sendo considerado até entdo, um
importante biomarcador para o TCGT®'%3, Outras alteracdes cromossdmicas também foram
observadas, envolvendo ganhos recorrentes a nivel de braco nos cromossomos 7, 8, 21, 22 e
X, como também perdas nos cromossomos 4, 5, 11, 13 e 1854,

Embora a taxa de mutacdes somaticas recorrentes em TCGTs seja baixa, variantes em
KIT e KRAS sdo frequentemente descritas, sugerindo que mutagdes nestes genes sejam as
principais condutoras dos TCGs’%’!, Mutacdes em KIT e KRAS foram relatadas com maior
frequéncia em seminomas, quando comparadas aos n3o seminomas®®7%73; elevados niveis de
expressao e amplificacdo do gene KRAS foram descritos como eventos mutuamente exclusivos
em TCGTs’47>,

Mutagdes no gene TP53 foram pouco citadas em TCGTs e, quando presentes, foram
associadas a resisténcia a cisplatina, principalmente em casos de TCGs mediastinais nao-
seminomatosos32717677 A variante BRAF (V600E) n3do foi encontrada em TCGTS sensiveis e
resistentes a cisplatina, mostrando que essa variante n3o é uma caracteristica dos TCGTs’%81;
enguanto mutacgdes nos genes FGFR3, AKT1 e PIK3CA foram associadas a TCGTs resistentes a
cisplatina®. A via PDGFRB-AKT desempenha um papel importante na resisténcia a cisplatina;
visto que, quando sua ativacdo foi bloqueada, as células resistentes a cisplatina se

comportaram como células sensiveis®.

1.7 RAS/KRAS

Os genes da familia RAS sdo considerados protooncogenes, uma vez que alteracées nele
contribuem para o desenvolvimento tumoral. As principais mutacdes que ocorrem neste gene,
tornam a proteina permanentemente hiperativa, fazendo com que as vias de sinalizacdo
influenciadas por ela se tornem constantemente ativas®*. O gene RAS foi o primeiro oncogene
identificado e atualmente demonstrou ser o gene mais mutado dentre os oncogenes
conhecidos. Estima-se que aproximadamente 30% dos tumores em humanos tém formas
mutantes hiperativas de RAS, o que contribui para a proliferacdo descontrolada das células
cancerosas. Tais mutacdes sdo encontradas em diversos tipos de canceres, principalmente
naqueles com alto indice de mortalidade, como o pancreatico (70-90%), célon (20-30%) e
pulmonar (20-35%)%.

A proteina RAS atua como centro de sinalizagdo, pois ao se tornar ativa, esta pode

difundir o sinal estimulatorio para diferentes vias de sinalizacdo, por exemplo a via das MAP-



quinases e PI3K, uma vez que no final do processo sinalizador tem-se a proliferacdo e a
diferenciacao celular. Nos seres humanos, ha trés principais proteinas RAS: HRAS, KRAS e
NRAS. Elas atuam como comutadoras moleculares, revezando entre dois estados
conformacionais distintos — ao se ligarem ao GTP se tornam ativas e quando se ligam ao GDP
se tornam inativas®. O KRAS é uma GTPase monomérica pertencente a superfamilia das
proteinas RAS e estd envolvido com a transmissdo de sinais dos receptores de superficie da
membrana®*8®,

No céncer testicular, as mutacdes nos genes da familia RAS sdo mais comuns em
seminomas, quando comparados aos n3o-seminomas®’®. Contudo, tem se levantado a
hipdtese de que alteracGes neste gene podem estar associadas a doenca testicular
quimiorresistente®®. Segundo um estudo realizado com pacientes quimiossensiveis e
guimiorresistentes com o intuito de identificar alteracdes que possam levar a resisténcia
quimioterdpica foi suposto que a quimiossensibilidade estaria relacionada a presenca de um
gene TP53 ndo alterado e, portanto, sua variante estaria ligada a resistividade, porém ao
analisar as amostras de pacientes resistentes nao se identificou uma alteragao significativa

neste gene, mas sim no gene KRAS®.
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2 JUSTIFICATIVA

Embora seja uma doenca altamente curdvel e quimiosensivel, deve-se levar em conta
que os TCGT de alto risco e, principalmente, os casos refratdrios ao tratamento, levam a um
cenario desafiador na pratica clinica, por acometer uma populacdo jovem em plena idade
laborativa e reprodutiva. Comparado a outros tipos de tumores sdélidos, os mecanismos
moleculares envolvidos no desenvolvimento dos TCGTs tém sido pouco estudados, mas vem
recebendo maior atenc¢do nas ultimas trés décadas. A insurgéncia da doenca refratdria nos
impulsiona a realizar uma avaliagdo mutacional deste tipo de tumor em uma série de casos
brasileiros, uma vez que possa haver diferencas e particularidades em relagdao a populagdes ja
estudadas, majoritariamente europeias; bem como uma melhor caraterizacdo molecular e
genética desta entidade em linhagens celulares, dado que o estudo em modelos de resisténcia
estabelecidos in vitro podem servir futuramente como modelo clinico para a avaliacdo de
novas estratégias terapéuticas. Posto isso, a compreensdo molecular desta doenca podera
conduzir a assinaturas que delinearao o tratamento para uma a¢ao mais especifica e efetiva,
com um perfil de tolerdncia ao tratamento que justifique a relacdo entre risco e beneficio,
além da possibilidade de agregar informacao progndstica mais sensivel. Tendo em vista que
altera¢cdes moleculares podem estar associadas a resposta ao tratamento, a busca por
ferramentas progndsticas e preditivas mais sensiveis deve ser o caminho para caracterizar e
estratificar melhor os TCGTs em tratamento primario e, principalmente, os casos refratarios,

0 que iria proporcionar um guia mais adequado para o manejo médico desta entidade.
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3 OBIJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a possivel associagcdo de alteragdes moleculares nos TCGTs com as caracteristicas

clinico-patoldgicas e desfechos clinicos dos pacientes que sofrem desta enfermidade.

3.2 Objetivos especificos

Descrever a sobrevida global dos pacientes.

Estabelecer o fenétipo de resisténcia a cisplatina em uma linhagem celular de TCGT
(JEG3).

Identificar a presenca de variantes em genes, nos pacientes e em linhagens celulares
de TCGT resistentes a cisplatina (NTERA-2R e JEG3-R).

Identificar a variagdo no niumero de cépias do gene KRAS nos pacientes.

Comparar as variantes encontradas, entre os grupos de interesse.

Descrever as variaveis clinicas, moleculares e genéticas e compara-las com as

variantes encontradas e variagdes no nimero de cépias do gene KRAS.
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MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

12

Estudo observacional retrospectivo, no qual uma coorte de pacientes com Tumor de

Células Germinativas de Testiculo, do Hospital de Amor de Barretos, foi avaliada a partir de

dados clinicos e moleculares, de acordo com os objetivos do estudo (Figura 3).
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Figura 3 — Fluxograma da estratégia experimental do projeto.

4.2 Popula¢ao de estudo

De 704 pacientes diagnosticados com TCGT no periodo de janeiro de 2001 a dezembro

de 2016 no HA, um total de 97 pacientes foram incluidos no estudo, respeitando os critérios

de inclusdo e exclusao, bem como os critérios do controle de qualidade, como a porcentagem

de tumor > 80% e necrose < 20% (Figura 4). Foram considerados os seguintes critérios de

inclusdo e exclusdo no estudo:
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Critérios de Inclusdao

e |dade maior ou igual a 18 anos;

e Orquiectomia realizada por via inguinal ou laparotomia para testiculo criptorquidico;
e Diagndstico histoldgico de TCG do testiculo;

e Medidas de hCG, AFP e LDH ao diagndstico, antes e apds tratamento;

e Material bioldgico disponivel.

Critérios de Exclusao

e TCG extragonadal;

e Presencade outra neoplasia maligna primdria, com excecao de tumores de pele ndo-
melanoma;

e Pacientes com sorologia positiva para o virus HIV;

e Pacientes em uso cronico de agentes imunossupressores.

Casos de TCGT diagnosticados no HA no
periodo de 2001 — 2016
N =704

\

Casos selecionados por conveniéncia e
com prontudrios revisados
N =300

\

Casos com dados clinico-patoldgicos
ilegiveis ou inacessiveis nos prontuarios
N =109

Casos propostos para inclusdo no estudo,
com dados clinico-patoldgicos coletados
N=191

&

Casos ndo dispunham de tecido FFPE e/ou
tecido fresco congelado armazenados
N=8

Casos factiveis para inclusdo no estudo
N =183

&

Casos excluidos pelo controle de
gualidade
N = 86

Casos incluidos no estudo
N =97

Figura 4 — Fluxograma da populagdo incluida no estudo.
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4.3 Coleta de dados clinicos

A populacdo do estudo foi selecionada a partir dos dados de Registro Hospitalar do HA
e por meio de documentos de Autorizagdo para Procedimentos de Alta Complexidade
(APACs). Foram considerados documentos fonte, os prontuarios arquivados no Servico de
Arquivo Médico e Estatistica (SAME) do HA e segundas vias dos exames dos laboratérios de
suporte, caso estes estivessem referenciados em prontuario, mas ilegiveis ou inacessiveis.
Todos os dados clinico-patoldgicos foram registrados em um banco de dados na plataforma

REDCap, sob tutela do investigador principal.

4.4 Recuperagao das amostras bioldgicas

Amostras de tecido fixado em formalina e embebido em parafina (Formalin Fixed
Paraffin Embedded — FFPE), provenientes de tumores primarios de testiculo, foram utilizadas
para analises da presenca de variantes; e amostras de tecido fresco congelado, também
provenientes de tumores primarios de testiculo, foram utilizadas para andlises de variagdo de
numero de copias do gene KRAS. As linhagens celulares NTERA-2 e JEG3 parentais, foram
obtidas comercialmente a partir da Colecdo Europeia de Culturas de Células Autenticadas

(European Collection of Authenticated Cell Cultures - ECACC, Salisbury, United Kingdom).

4.4.1 Amostras de tecido FFPE

As amostras de tecido FFPE foram recuperadas por meio do numero de registro de bloco
de parafina, no Servico de Patologia do HA. Todos os casos foram revisados por um Patologista
independente e quando houve divergéncia entre o laudo registrado e o laudo emitido pela
analise atual, esta ultima foi tida como valida para os fins do estudo.

Entre os 183 casos diagnosticados com TCGT e factiveis para a inclusdo neste estudo, 75
ndo atendiam aos critérios do controle de qualidade para extracdo de DNA. Logo, a extracdo
do material genético foi possivel para 108 casos. Destes, 12 casos nao apresentavam DNA
integro e de boa qualidade e por esse motivo ndo poderiam seguir para o preparo de
bibliotecas para sequenciamento. Das 96 amostras que seguiram para o preparo de
bibliotecas, 32 ndo tiveram seus alvos amplificados. Por fim, somente 65 casos foram incluidos
para as andlises de identificagdo de variantes por Sequenciamento de Nova Geragao (New

Generation Sequencing — NGS) (Figura 5).
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Figura 5 — Fluxograma de casos factiveis para andlise de mutag¢des por sequenciamento NGS.

4.4.2 Amostras de tecido fresco congelado
As amostras bioldgicas de tecido fresco congelado, provenientes de tumores primarios
de testiculo e utilizadas para andlises de variacdao de niumero de cépias do gene KRAS, foram

recuperadas através do numero de registro hospitalar (RH) do paciente, no Servico de

Biobanco do HA.

Entre os 183 casos diagnosticados com TCGT e factiveis para a inclusdo neste estudo,

117 casos possuiam amostras de tecido fresco congelado disponiveis no Biobanco. Apés a

revisdo das laminas de H&E destes 117 casos pelo patologista, somente 51 casos foram

selecionados para andlises da Variacdo do Numero de Cdépias (Copy Number Variation — CNV)

por PCR em tempo real (qPCR), uma vez que 66 casos ndo atendiam aos critérios do controle

de qualidade do Biobanco e/ou eram amostras pds-QT (Figura 6).
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Figura 6 — Fluxograma de casos factiveis para andlise de CNV por gPCR.

4.5 Linhagens celulares de TCGT

Um modelo de resisténcia a cisplatina da linhagem NTERA-2, desenvolvido in vitro pelo
Grupo de Pesquisa em Oncologia Pediatrica (GPOPed) do HA foi utilizada neste estudo; e um
modelo de resisténcia a cisplatina da linhagem JEG3 também foi estabelecido, utilizando a
mesma estratégia.

De uma forma geral, a linhagem celular JEG3 parental foi cultivada em meio DMEM (Life
Technologies) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF) (Life Technologies) e 1% de
Penicilina/Streptomicina (Life Technologies), a 37°C, 5% de CO; e 90% de umidade, até atingir
confluéncia. Apds confluéncia, as células foram tripsinizadas (solugdo tripsina 0,05% / EDTA
0,53 mM- TripLE Express, Life Technologies), plaqueadas e tratadas com cisplatina. As células
foram testadas regularmente para contaminag¢do com micoplasma (protocolo institucional), e

tiveram sua autenticidade comprovada pelo teste de STR (protocolo institucional).

4.6 Estabelecimento do fenétipo de resisténcia
A fim de criar um modelo de resisténcia a cisplatina também para a linhagem JEG3,
utilizamos a mesma estratégia de exposicdo das células ao farmaco, com doses incrementais,

utilizada no desenvolvimento do modelo da linhagem NTERA-2.
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Para isso, inicialmente foi estabelecido os valores ICig, IC2s e 1Cso da linhagem JEG3. Os
valores correspondem as doses da droga, tipicamente expressas em concentracdao molar,
capazes de inibir, in vitro, 10%, 25% e 50% da viabilidade celular, respectivamente, e foram
determinados a partir do ensaio de viabilidade celular (MTS).

A viabilidade celular foi avaliada com o Cell Titer 96 Aqueous One Solution Cell
Proliferation Assay (Promega — REF G358C), que consiste em um método colorimétrico
utilizado para a determinacdo do numero de células vidveis em ensaios de proliferacao,
citotoxidade ou quimiossensibilidade, baseado na biorredu¢do do composto tetrazélio [3-
(4,5-diMETiltiazol-2-il) -5- (3-carboxiMEToxifenil) -2- (4-sulfofenil) -2H-tetrazdlio, sal interno;
MTS] e um reagente acoplador de elétrons (etossulfato de fenazina; PES). A combinac¢do do
PES com o MTS leva a formacdo de produtos de formazan, uma solugao estavele colorida cuja
absorbancia é proporcional ao nimero de células vidveis. As células mantidas em cultura
(passagens 3 e 4) foram desagregadas segundo o protocolo de cultivo celular ja descrito e
guantificadas em contador de células automatizado Countess (Invitrogen), utilizando o
reagente Azul de Tripan (Invitrogen — REF T10282).

Um total de 5 x 103 células foram semeadas por poco em uma placa de 96 pocos com
100 pL de meio DMEM 10% e mantidas em condi¢des controladas de cultivo. Apds 24 horas
de incubacdo o meio de cultura foi retirado e oito pontos de tratamento foram determinados
(0;0,5; 1; 5;10; 15; 30 e 50 uM) e preparados a partir de uma solu¢ao-mae de cisplatina (5.000
puM) em meio DMEM 10%. As diluicdes da droga em concentragdes crescentes, bem como o
controle negativo sem cisplatina (somente veiculo — NaCl 0,9%) foram adicionados aos pocos.
Apds 72 horas, o tratamento foi interrompido, as células foram incubadas com o reagente
MTS por 3 horas e a absorbéancia foi lida a 490 nm em leitor de placa de ELISA (Varioskan Flash
- Thermo Scientific).

Os valores brutos das absorbancias foram convertidos em porcentagens e normalizados
em relagdo as absorbancias das amostras controle tratadas apenas com NaCl 0,9%. Por fim,
foi realizada uma analise de regressao nao linear pelo programa Graphpad Prism versdo 5.01.
O ensaio foi realizado em triplicata experimental e duplicata bioldgica.

Posteriormente a determinacgao dos valores ICig, ICas e 1Cso, as células da linhagem JEG3
em cultura foram lavadas com DPBS, desagregadas, distribuidas em quatro frascos de cultura
com meio DMEM 10% e incubadas em condicbes controladas de cultivo. Apds atingirem 80 -

90% de confluéncia, trés destes frascos de cultura foram tratados com as doses 0,087 uM
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(1C10), 0,528 uM (ICzs) e 3,024 uM (ICso) por 72 horas para avaliar a melhor concentracdo a
partir da qual os tratamentos se iniciariam; enquanto as células do quarto frasco foram
mantidas em cultura e sem tratamento com cisplatina para controle (Figura 7a).

Ap0ds o tratamento, a monocamada de células foi lavada com DPBS e meio DMEM 10%
sem droga foi adicionado para recuperacdo das células. Observou-se que aquelas tratadas
com a dose de 0,087 uM (IC10) € 0,528 uM (IC;s) se recuperaram melhor do tratamento. Assim,
escolhemos a dose de IC;5 como a dose ideal para se iniciar o estabelecimento do fenétipo de
resisténcia a cisplatina, por ser a maior dose.

As células tratadas com a dose ICys ja se encontravam recuperadas do primeiro
tratamento apds 48 - 72 horas e com uma confluéncia de 80 - 90% no frasco de cultura,
momento apropriado para repeti¢do do tratamento com essa mesma dose por mais 72 horas,
para selecdo dos clones resistentes. O protocolo (tratamento e repeticdo do tratamento) foi
repetido por um longo periodo (9 meses), com doses crescentes — aumento de 2 uM a cada
novo tratamento — de cisplatina e respeitando o tempo de recuperacao da linhagem JEG3 para
cada tratamento (Figura 7b). As células foram tratadas até a obtencdo de um ICso
aproximadamente 8 vezes maior em relacdo a linhagem parental — dose final de tratamento
igual a 12,0 uM — uma vez que os modelos de resisténcia a cisplatina atualmente existentes

apresentam taxas de resposta semelhantes ou menores.
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Figura 7 — Estabelecimento do fendtipo de resisténcia. a) Distribuicdo das células em frascos
de cultura T25 e tratamento da linhagem JEG3 parental (JEG3-P) com as doses 0,087 uM (ICio),

0,528 uM (ICzs5) e 3,024 uM (ICsp), para avaliar a melhor concentracdo a partir da qual os
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tratamentos se iniciariam. b) Estratégia de tratamentos da linhagem JEG3 com a droga

cisplatina para estabelecimento da linhagem resistente.

4.7 Extragao do DNA

O DNA de trés tipos de amostras foi utilizado para as analises, segundo as metodologias
propostas: DNA de tecido FFPE e DNA celular para analises de muta¢bes por NGS; e DNA de
tecido fresco congelado para as analises de variacdo do nimero de cépias do gene KRAS por
gPCR.

A desparafinizacdo das amostras de tecido FFPE e a extracdo de DNA das secg¢bes
representativas das lesdes tumorais foi realizada utilizando xilol e QlAamp DNA FFPE Tissue
KIT (Qiagen), respectivamente. Inicialmente, seccdes de 10 um de espessura dos blocos de
parafina foram recuperadas e uma lamina corada com H&E foi usada para identificacdo e
selecdo da area tumoral, por um Patologista. Para cada bloco de parafina, foram utilizados
dois a trés cortes histolégicos com no minimo 70% de tumor e no maximo 20% de necrose,
para a extracdao do DNA. As laminas contendo os cortes histolégicos foram levadas a estufa a
80 °C por 20 minutos, para remogdo da parafina; seguido de duas lavagens de 5 minutos em
solvente xilol para solubilizacdo da parafina; mais trés lavagens seriadas de 1 minuto em
etanol (100% - 70% - 50%) e uma lavagem de 1 minuto em 4gua ultrapura, para reidratagdo
do tecido. Com o auxilio de uma agulha estéril (Neolus, 25G - 0.5mm) e das laminas coradas
em H&E utilizadas como molde, a area tumoral das laminas entdo desparafinizadas foi
coletada em microtubos previamente identificados. O DNA das amostras de FFPE foi extraido
usando o QlAamp® DNA FFPE Tissue KIT (Qiagen) conforme as instrucdes do fabricante,
guantificado em equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen) e estocado a -20°C até as
analises propostas.

O DNA das amostras de tecido congelado foi extraido usando o DNeasy Blood & Tissue
KIT (Qiagen® Hilden-Germany), conforme instrucdes do fabricante, quantificado em
equipamento NanoDrop (Thermo Scientific) e estocado a -20°C até as analises propostas.

O DNA das linhagens celulares foi extraido usando o BIOPUR KIT Extragdo Mini Spin Plus,
conforme as instrugdes do fabricante, quantificado em equipamento NanoDrop (Thermo

Scientific) e estocado a -20°C até as analises propostas.
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4.8 Analise de CNV do gene KRAS por qPCR

A analise da variagdo no niumero de copias do gene KRAS, foi realizada para um total de
51 pacientes diagnosticados com TCGT, e que possuiam amostras de tecido fresco congelado
disponiveis no Biobanco do HA.

Foi utilizado um ensaio TagMan especifico para o gene KRAS (Hs02739788 _cn —Thermo
Fisher Scientific); e o gene de referéncia Ribonuclease P (RNAse P 4403326 — Thermo Fisher
Scientific), localizado no cromossomo 14 e conhecido por conter duas cépias no genoma
humano, para calcular o nimero de cépias do gene alvo e comprovar que a rea¢do de qPCR
foi amplificada com éxito. Como controles do nimero de cépias de KRAS, foram utilizados o
DNA da linhagem celular de TCG (NTERA-2) com numero de cdpias do gene KRAS ja conhecido
(5 copias) e uma amostra de sangue normal (2 cdpias), respectivamente.

As reacdes de qPCR foram realizadas seguindo protocolo padronizado no Centro de
Pesquisa em Oncologia Molecular (CPOM), contendo 20 ng de DNA, 10 uL TagMan Genotyping
Master Mix (Thermo Fisher Scientific), 1,0 uL de sondas e iniciadores das regido especificas e
de controles e, por fim, agua ultrapura livre de nucleases, completando o volume final total
para 20 pL. Os ensaios para o numero de cépias foram executados simultaneamente com o
ensaio de referéncia em uma duplex qPCR, em equipamento QuantStudio 6 (Thermo Fisher
Scientific) e ciclagem com temperatura inicial de 95°C durante 10 minutos, seguido por 40
ciclos de 95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1 minuto.

O ensaio TagMan® KRAS Copy Number, continha dois primers e uma sonda MGB
marcada com corante FAM™ para detectar a sequéncia alvo do DNA gen6mico; e o ensaio de
referéncia RNAse P continha dois primers e uma sonda marcada com corante VIC® e TAMRA™
para detectar a sequéncia de referéncia de DNA gendmico.

Os valores de Ct de cada amostra e gene de referéncia foram exportados para o software
CopyCaller™ (Applied BioSystems, EUA), no qual foi realizada uma andlise comparativa de
guantificacdo Ct (AACt) dos dados em tempo real. O método comparativo de Ct (AACt)
calculou a diferenca (ACt) entre os ciclos de limiar das sequéncias de ensaio alvo e de
referéncia e, em seguida, comparou os valores de ACt das amostras de teste com uma amostra
do calibrador (sangue normal), que continha um nimero conhecido de cdpias da sequéncia

alvo (2 copias). Todas as reagGes, em todas as placas, foram realizadas em triplicatas técnicas.


https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/cnv/Hs02739788_cn?CID&ICID&subtype=cnv_all
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4.9 Analise de mutag¢Ges por NGS
4.9.1 Avaliagao da qualidade e integridade do DNA extraido de tecido FFPE

Visto que o DNA extraido de amostras de tecidos FFPE apresenta uma baixa qualidade,
observou-se a necessidade de um controle interno que avaliasse a integridade do material
genético extraido e sua possivel utilizacdo nas andlises de variantes por NGS. Para tal, foi
realizada uma PCR multiplex para quatro regides-alvo do gene constitutivo GAPDH
(cromossomo 12), ja padronizada no Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular (CPOM). Na
Tabela 3 estdo descritas as sequéncias dos primers utilizados para as regides de interesse e o
tamanho dos fragmentos gerados.

As amplificagdes foram realizadas com um volume final de 30 uL, contendo 1,5 mM de
MgCl; (Invitrogen); 0,2 mM de dNTPs (Invitrogen); 0,133 uM de cada primer; 1 unidade de Taq
DNA Polimerase (Invitrogen) e 50 ng de DNA tumoral. As reagbes foram realizadas no
termociclador ProFlex (Thermo Fisher Scientific) utilizando os seguintes parametros de
amplificacdo: 94°C por 4 minuto, 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto, e 72°C
por 1 minuto. Por fim, uma extensao final de a 72°C por 7 minutos, terminando a 15°C. O
sucesso da amplificagdo do DNA foi verificado por eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
corado em GelRed™, visualizado sob luz ultravioleta e documentado. As amostras que
apresentaram bandas em 200 pb ou mais, foram aceitas como de boa qualidade para o

preparo das bibliotecas de sequenciamento.

Tabela 3 - Sequéncia dos primers para PCR Multiplex do gene GAPDH e tamanho dos
fragmentos gerados.

Primers Sequéncia Forward Sequéncia Reverse Tamanho dos fragmentos
(5" -3 (3'-5) (pb)
1 GTT CCAATATGATTC CACCC CTC CTG GAA GAT GGT GAT GG 100bp
2 AGG TGG AGC GAG GCT AGC TTT TGC GGT GGA AAT GTCCT 200bp
3 AGG TGA GAC ATT CTT GCT GG TCC ACT AACCAGTCAGCGTC 300bp
4 ACA GTC CAT GCC ATC ACT GC GCT TGA CAA AGT GGT CGT TG 400bp

4.9.2 Preparo de bibliotecas e sequenciamento NGS
Para avaliagdo da presengca de mutagdes foi utilizado o painel TruSight Tumor 15

(Ilumina®), conforme instrucdes do fabricante. O painel fornece uma avaliacdo abrangente
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de 15 genes (TP53, KRAS, KIT, NRAS, BRAF, EGFR, MET, PIK3CA, PDGFRA, AKT1, ERBB2, RET,
GNA11, GNAQ e FOXL2) comumente mutados em tumores sélidos, detectando com precisao
variantes somaticas de baixa frequéncia e com a vantagem de ser um painel otimizado para
utilizacdo de amostras de tecido FFPE. Os éxons cobertos pelo painel Trusight Tumor 15

encontram-se detalhados na Tabela 4.

Tabela 4 - Exons cobertos pelo painel Trusight Tumor 15.

Gene Exons
KIT Exons 8,9, 10, 11, 13, 14,17 e 18
TP53 Sequéncia de codificacdo completa
PDGFRA Exons 12, 14 e 18
KRAS Exon 2 (regido hotspot), 3 (regido hotspot), 4
NRAS Exon 2 (regido hotspot), 3 (regido hotspot), 4 (cédons 12, 13, 59, 61, 117, 146)
EGFR Exons 12 (parcial), 18, 19, 20, 21 e amplificagdo focal
MET Amplificacdo focal
PIK3CA Exons 9 e 20
AKT1 Exon 3
BRAF Exon 15 (parcial)
RET Exon 16
ERBB2 Exons 14 (parcial), 17, 18, 19, 20 (parcial), 21 (parcial), 24 e 26
FOXL2 Exon 1 (parcial)
GNAQ Exon 5 (regido hotspot)
GNA11 Exon 5 (regido hotspot)

Para o preparo das bibliotecas, inicialmente todas as amostras foram quantificadas em
equipamento Qubit® 2.0 FluoroMETer (Invitrogen) e os alvos enriquecidos em uma PCR
multiplex, com um input inicial de 20 ng/uL de DNA, segundo as instrucées do fabricante. Em
seguida, as extremidades dos alvos amplificados e com sequencias de tag, foram adicionados
adaptadores e indexes, em um processo denominado indexacao dos alvos. Estes adaptadores,
além de sequéncias especificas que identificam o DNA de ada paciente em um pool de
amostras, sdo constituidos de primers iniciadores e os adaptadores que se ligam por
complementariedade aos oligonucleotideos que revestem a flowcell, na etapa de
clusterizacao.

Apds o preparo das bibliotecas, o sucesso da amplificagdo do DNA foi verificado por
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado em GelRed™, visualizado sob luz ultravioleta e
documentado. As bibliotecas que tiveram seus alvos amplificados e apresentaram bandas

entre 200 e 350 pb, foram diluidas a 2nM em um pool de amostras que, por sua vez, foi
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desnaturado e entdo diluido a uma concentracdo final de 8 pM e transferidas para o
equipamento MiSeq (//lumina), onde ocorre a etapa de clusterizagdo, momento em que estas
bibliotecas sdo amplificadas por PCR em ponte e aglomerados (cluster) de inimeras cépias sdo
formados.

Por fim, apds a formacdo dos clusters, deu-se o sequenciamento propriamente dito, no
qual as moléculas de DNA foram sequenciadas base a base, simultaneamente, por meio de
quatro nucleotideos fluorescentes. Os quatro nucleotideos competem uns com os outros para
se ligar ao alvo, garantindo a alta precisdio do sequenciamento. No momento do
sequenciamento, os nucleotideos fluorescentes foram entdo excitados por um laser, de modo
gue a cor obtida identificasse a base adicionada. Assim, cada uma das quatro bases de DNA
emitiam a intensidade de um Unico comprimento de onda, que permitia identificar a
sequéncia de bases sequenciadas.

Finalizado o sequenciamento, todas as informag¢des foram enviadas automaticamente
ao BaseSpace (plataforma de analises /llumina), onde todos os dados da sequéncia e qualidade
da corrida foram analisados e armazenados no formato de arquivos FASTQ. Estes arquivos
foram entdo utilizados como input na plataforma de analise da Varstation®, para a execucao
do alinhamento, chamada e anotacdo de variantes das amostras sequenciadas, utilizando

como referéncia o genoma hgl9 (versdao GRCh37).

4.9.3 Alinhamento e chamada de variantes

Os dados do sequenciamento dos éxons cobertos pelo painel Trusight Tumor 15 foram
processados por meio de um pipeline customizado pela plataforma de analise Varstation®.
Para o alinhamento e mapeamento das sequéncias contra o genoma de referéncia humano
hg19 (versdao GRCh37) foi utilizado o software BWA, que consiste em trés algoritmos: BWA-
backtrack, BWA-SW e BWA-MEM. No pipeline aplicado as analises deste trabalho, foi utilizado
o algoritmo BWA-MEM-PAIRED, projetado para leituras de sequéncia /lllumina que variaram
de 70bp a 1Mbp; e os arquivos no formato de saida Sequence Alignment Map (SAM) foram
convertidos para o formato Binary SAM (BAM) usando o SAMtools.

A chamada de variantes somaticas foi realizada usando o conjunto de ferramentas
bioinformaticas Genome Analysis ToolKIT — GATK (GATK UnifiedGenotyper using BED, GATK
Mutect2 using BED, GATK4 Haplotypecaller using BED) utilizados para detectar SNPs e indels

simultaneamente e filtrar os mesmos; e o detector de variantes genéticas Freebayes using
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BED — Capture, projetado para encontrar pequenos polimorfismos, especificamente SNPs,
indels, polimorfismos de multi-nucleotideos e eventos complexos (eventos de insercdo e
substituicdo compostos) menores que o comprimento de um alinhamento de
sequenciamento de leitura curta.

Visto que o presente trabalho visa uma caracterizagao molecular dos TCGTs, foi utilizado
um filtro de analises personalizado, que retinha variantes patogénicas, provavelmente
patogénicas, de significado incerto/desconhecido (Variant of Uncertain/Unknown Significance
—VUS) e de resposta a drogas; com frequéncia populacional menor que 1% em qualquer banco
populacional (gnomAD, 1000 genomas, ABRaOM); frequéncia alélica (VAF) maior ou igual a
3% (VAF padronizado no setor de Diagndstico Molecular) e a cobertura vertical (profundidade)
maior ou igual a 500x nas regides exonicas e de splicing; do tipo frameshift, ndo sinénimas e

stopgain.

4.9.4 Anotagao das variantes

A anotacdo das variantes foi realizada pela plataforma de analise Varstation®, utilizando
o software Varstation Annotation Somatic; e uma curadoria manual das variantes foi realizada
nos bancos de dados de publicos Clinvar, IARC TP53, Varsome, COSMIC, gnomAD e CGl para a
melhor classificacdo das variantes encontradas e consequentemente caracterizacdo quanto
ao seu efeito, patogenicidade e frequéncia na populacdo. Foram mantidas como resultado
final apenas as variantes consideradas como patogénicas, provavelmente patogénicas, ou de

resposta a drogas, conhecidas e/ou preditas como drivers.

4.10 Variaveis do estudo

Foram utilizadas como varidveis do estudo os seguintes dados clinicos como se segue:

e |dade, naturalidade, lateralidade do tumor, tipo histoldgico, predominio histolégico
nos tumores mistos e invasao linfo-vascular.

e Estadio TNMS, risco IGCCCG, niveis séricos e cinética da AFP, hCG e LDH durante o
tratamento.

e Localizacdo das metastases e status de sensibilidade a platina.

e Tipos de quimioterapia, linhas de utilizacdo de quimioterapia e resseccdo cirurgica

de doenca residual.
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4.11 Analise estatistica

A descricdo da amostra foi feita através de medidas de frequéncia, tendéncia e
dispersdo. Andlise univariada foi utilizada para comparar categorias da amostra em rela¢do as
frequéncias de mutacgdes. Para isso, foram utilizados o teste do x? ou o teste exato de Fischer
de acordo com a caracteristica da amostra. Curvas de sobrevida foram plotadas por meio do
método de Kaplan-Meier e foram considerados eventos de interesse para o desfecho
Sobrevida Global, o registro de morte. Foram consideradas razdes para censura o registro de
perda de seguimento ou paciente vivo na pré-andlise dos dados.

Comparac0des univariadas de tempos de sobrevida foram realizadas através do teste de
log rank. Utilizamos o programa SPSS 2.0 para a analise dos dados, e aplicado um alfa=0.05

com um poder de 80% em um teste de hipdtese bicaudal.
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5  CONSIDERAGOES ETICAS

Todas as informacdes referentes ao estudo foram mantidas em sigilo, sob a
responsabilidade do investigador principal. O projeto foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa (CEP), situado no Hospital de Amor de Barretos e encontra-se aprovado sob o
numero CAAE 12297713.0.0000.5437. Foi solicitada a dispensa do Termo de Esclarecimento
Livre e Esclarecido (TCLE), por tratar-se de estudo retrospectivo, sem prejuizos ou beneficios
diretos aos sujeitos da pesquisa. Material Biolégico Humano foi utilizado nesta pesquisa a
partir do Servico de Patologia do Hospital de Amor de Barretos, em acordo com a Resolugdo

do Conselho Nacional de Saude N2 441.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizagao da amostra

A partir da revisao retrospectiva dos prontuarios dos pacientes diagnosticados
com TCGT no Hospital de Amor de Barretos, fez-se o levantamento dos dados
demograficos e clinico-patoldgicos dos 97 casos incluidos neste estudo, os quais sao
apresentadas na Tabela 5.

A média de idade ao diagndstico foi de 32,5 anos e a maioria dos casos (57,7%) era
composta por ndo-seminomas. Dentre o grupo histolégico de tumores nado
seminomatosos, 41,2% apresentaram a histologia de tumores mistos, ou seja, com duas
ou mais histologias presentes. A maior parte dos casos (67%), encontravam-se em
estagios avangados da doenga — estadio Il e lll — segundo a AJCC, sendo 27,9% de risco
intermediario e alto, segundo o IGCCCG. A estratégia de tratamento mais utilizada foi a
combinacdo PEB (Bleomicina + Etoposide + Cisplatina) e 6,2% dos casos apresentaram
refratariedade a algum dos regimentos quimioterapicos. Os casos para a qual a
guimiossensibilidade ndo se aplica (25%) corresponde aqueles em estadio | e IS que ndo
fizeram quimioterapia; e os casos ignorados (4,1%) correspondem aqueles que vieram

a 6bito antes da data marcada para o primeiro ciclo de quimioterapia adjuvante.

Tabela 5 — Caracteristicas dos pacientes com TCGT do Hospital de Amor de Barretos.

Caracteristicas Pacientes
n (%)

TCGT 97

Idade

<30 anos 49 (50,5%)

>30anos 48 (49,5%)

Grupo histoldgico

Ndo seminoma 56 (57,7%)

Seminoma 41 (42,3%)

Histologia

N3do seminoma puro 16 (16,5%)

Seminoma puro 41 (42,3%)

Tumor misto 40 (41,2%)

Estadio (AJCC)

IS 7(7,2%)

I 25 (25,8%)

I 27 (27,8%)

i 38(39,2%)
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Risco (IGCCCG)

Baixo 38(39,2%)
Intermediario 15 (15,5%)
Alto 12 (12,4%)
N/A 32(33,0%)
Quimioterapia

PEB 56 (57,7%)
EP 14 (14,4%
TIP 1(1,0%)
Ignorado 26 26,8%)
Quimiossensibilidade

Responsivo 62 (63,9%)
Refratario 6 (6,2%)
Ignorado 4(4,1%)
N/A 25 (25,8%)

AJCC: American Joint Committee on Cancer
IGCCCG: International Germ Cell Cancer Collaborative Group
N/A: N3o se aplica
A probabilidade de sobrevida global da coorte analisada foi de 91,5% no periodo

de seguimento de 5 anos e 83,2% no periodo de seguimento de 10 anos, como

apresentado na Figura 8.

Sobrevida Global
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Figura 8 — Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global de pacientes com TCGT.O

tempo de sobrevivéncia é apresentado em anos.
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6.2 Estabelecimento do modelo in vitro de resisténcia a cisplatina

A linhagem celular JEG3 foi mantida em cultura e exposta a tratamentos com
doses crescentes de cisplatina por 9 meses, adquirindo um ICs significativamente maior
(p<0,05) de aproximadamente 8 vezes em relacao a linhagem parental, verificada pelo
ensaio de viabilidade celular. A linhagem parental apresentou um ICsgigual a 2,45 uM
(DP £ 0,5), enquanto a linhagem resistente mostrou um valor de ICspigual a 18,98 uM

(DP £5,4) (Figuras 9a e 9b).

a) b)
Linhagens JEG3 IC50 - JEG3

150 30+
oy o JEGS3 - Parental p <0,05*
. m JEG3 - Resistente
3 1004 = 2 20-
L —
[5) 2
@ =
o 3
S 504 2 101
3 0 b
8
= 0 [ o N \ N

N 0 1l é :I; JEG3 - Parental JEG3 - Resistente

Log [cisplatina - uM]

1c50 Desvio
Estimado | Padrdo

Intervalo de
Confianga (> 95%)

Intervalode
Confianga (< 95%)

Erro
Padrao

JEG3-P | 2,44 0,5 0,2

1,5 ‘ 33

JEG3-R | 18,98 5,4 2,7 10,3 { 27,6

Figura 9 — Resposta das linhagens JEG3 parental (JEG3-P) e JEG3 resistente (JEG3-R) ao
tratamento com cisplatina, verificada pelo ensaio de viabilidade celular. a) Viabilidade
celular das linhagens JEG3 parental e resistente em funcao do log da concentracdo de

cisplatina. b) Determinacdo do ICsp das linhagens JEG3 parental e resistente.

6.3 Andlise de CNV para KRAS

Dos 97 casos incluidos no estudo, 51 casos foram factiveis de andlise para variacao
do nimero de cdpias do gene KRAS. Observou-se que 80,4% dos casos (41 casos)
apresentaram o ganho de pelo menos uma cdpia a mais do gene avaliado, com variacdo
de 3 a 7 cépias de KRAS; enquanto nenhum caso apresentou perda de cépias do mesmo

gene (Figura 10).
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Figura 10 — Variacdo do numero de cépias do gene KRAS comparados aos dados clinico-patoldgicos. Apenas TCGTs avaliados para a variacao do

numero de cdpias sdo apresentados (n = 51).
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Os resultados obtidos foram comparados aos dados clinico-patoldgicos dos pacientes,
como idade, grupo histoldgico, estadio (AJCC), risco (IGCCCG) e quimiossensibilidade ao
tratamento a base de cisplatina por meio de uma analise univariada; no entanto, nao foi
observado por meio dessa andlise, uma relagdo clara entre os grupos e os casos com variagao

no numero de cépias de KRAS (Tabela 6).

Tabela 6 — Caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes com TCGT e resultados da variacao
no numero de copias do gene KRAS.

Amplificagdo (KRAS)

Variaveis Parametros n
SIM (%) NAO (%) p-valor
<30 anos 21 (41,2) 4(7,8)
Idade 51 0,726
>30anos 20(39,2) 6(11,8)
N3o seminoma 24 (47,1) 3(5,9)
Grupo Histolégico 51 0,160
Seminoma 17 (33,3) 7 (13,7)
IS 3(5,9) 0(0,0)
I 13 (25,5) 2(3,9)
Estadio (AJCC) 51 0,861
Il 11 (21,6) 3(5,9)
1] 14 (27,5) 5(9,8)
Baixo 14 (42,5) 4(12,1)
Risco (IGCCCG) Intermediario 33 7 (21,2) 3(9,1) 0,861
Alto 4(12,1) 1(3,0)
Responsivo 25 (80,7) 5(16,1)
Quimiossensibilidade 31 0,194
Refratario 0(0,0) 1(3,2)

Embora ndo tenha sido observada uma diferenca significativa entre os dados clinico-
patolégicos e o status de amplificacdo do gene KRAS, nota-se uma reducdo da sobrevida global
da coorte analisada no periodo de 10 anos, entre os casos com aumento do niumero de cépias
de KRAS e casos com numero de copias normal; visto que a probabilidade de sobrevida foi de

90% para os casos que nao apresentaram amplificacdo e 81,5% para os casos com
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amplificacdo do gene KRAS (Log-rank: p = 0,048), no periodo de seguimento de 10 anos (Figura
11).
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Figura 11 — Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global de pacientes com TCGT de acordo
com estadiamento amplificacdo do gene KRAS. O tempo de sobrevivéncia é apresentado em

anos; e os valores de p estdo relacionados aos resultados do teste Log-rank.

6.4 Distribuicdo das variantes chamadas

Dos 97 casos incluidos no estudo, 65 casos foram factiveis de andlise para identificacao
de variantes, utilizando o painel Trusight Tumor 15. Observou-se que 72,3% dos casos (47
casos) apresentaram pelo menos uma variante em um dos 15 genes testados, apds a aplicacdo
dos filtros de andlise na plataforma Varstation®; e um total de 108 variantes em 12 dos 15
genes analisados foram identificadas. O nimero de variantes distintas para cada um dos 12

genes mutados, é apresentado na Figura 12.
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Distribuicdo do nimero de variantes identificadas
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Figura 12 — NUmero de variantes chamadas em cada um dos 12 genes mutados.

m RET

= TP53

Apds uma curadoria manual e mais refinada das variantes chamadas, na qual foram
consideradas apenas variantes conhecidas e/ou preditas como driver, observou-se que 40%
dos casos (26 casos) apresentaram pelo menos uma variante conhecida e/ou predita como
driver.

Nestes 26 casos, um total de 29 variantes foram confirmadas em 9 dos 15 genes
avaliados pelo painel, entre as quais o gene mais comumente mutado foi o gene TP53 (n=12;
18.0%), seguido dos genes KIT (n= 6; 9.0%), BRAF (n= 3; 5.0%), KRAS (n=2; 3.0%), PIK3CA (n=
2; 3.0%), NRAS (n=1; 1.5%), EGFR (1; 1.5%), PDGFRA (n=1; 1.5%) e ERBB2 (1; 1.5%), como
apresentado na Figura 13.

Nenhuma variante foi identificada nos genes AKT1, RET, MET, FOXL2, GNAQ e GNA11,
bem como nenhuma variante conhecida ou predita como driver foi identificada nas linhagens

NTERA-2R e JEG3R, cujo modelo de resisténcia a cisplatina foi estabelecido in vitro.
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Figura 13 — Frequéncia de variantes conhecidas e preditas como driver nos 10 genes mutados.
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Alteragdes Moleculares

B Truncating mutation

B Missense mutation
[l Sem alteragfes

A Figura 14 apresenta a distribuicao das variantes conhecidas e preditas como driver identificadas em cada um dos 26 casos, mostrando

que os mesmos apresentaram até quatro variantes distintas.
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Figura 14 — Distribuicdo das variantes conhecidas e preditas como driver, por pacientes.

Informacdes importantes acerca das variantes encontradas e sua localizacdo nos dominios de cada gene, sdo apresentadas nas Tabelas 7-

15 e nos graficos lollipop (Figuras 15-23), respectivamente.
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Gene ERBB2
Tabela 7 — Variantes identificadas no gene ERBB2.
Paciente Gene Variante Po{i;ﬁ.o Tipo Consequéncia Profunc.lidade T Exon c.DNA Proteina AIe:Io . ) NM Varstation Clinvar COosMIC Varsome Predi¢do
Gendmica da variante (%) referéncia alterado
Patogénica /
TCGT_92 ERBB2 Vv842| chr17:g.37881332 SNV Missense 1469 0.096 24 C.2434G>A p.(Val8i2ile) G A NM_001005862.2 VUS Provavelmente NI NI Conhecida
patogénica
VUS: Variant of Uncertain Significance (Variante de Significado Incerto)
SNV: Single Nucleotide Variant (Variante de Nucleotideo Unico)
VAF: Variant allele frequency (Frequéncia Alélica da Variante)
NI: Ndo informado
5
)
c
0
I
o
% V8421
[ °
L
+H*
0
0 200 400 600 800 1000 1255aa

Figura 15 — Grafico lollipop das variantes encontradas no gene ERBB2.
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Gene NRAS
Tabela 8 — Variantes identificadas no gene NRAS.
Paciente Gene Variante Posnga.o Tipo Consequéncia Profunc:hdade Y Exon c.DNA Proteina AIe“Io . Alelo NM Varstation Clinvar COosMIC Varsome Predigdo
Gendmica da variante (%) referéncia alterado
TCGT_87  NRAS G60R  chrl:g.115256533 SNV Missense 5897 0.038 3 ¢178G>A  p.(Gly60Arg) c T NM_002524.5 VUS P";:f;’geg:;’;te NI Patogénica  Conhecida
VUS: Variant of Uncertain Significance (Variante de Significado Incerto)
SNV: Single Nucleotide Variant (Variante de Nucleotideo Unico)
VAF: Variant allele frequency (Frequéncia Alélica da Variante)
NI: Ndo informado
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Figura 16 — Grafico lollipop das variantes encontradas no gene NRAS.
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Gene PIK3CA
Tabela 9 — Variantes identificadas no gene PIK3CA.
Paciente Gene Variante POSAIQa.O Tipo Consequéncia Profunc.hdade VaR Exon c.DNA Proteina AIeAIo . — NM Varstation Clinvar COsMIC Varsome Predigdo
Gendmica da variante (%) referéncia alterado
TCGT_53 PIK3CA H1047R chr3:g.178952085 SNV Missense 62799 0.340 21 c.3140A>G  p.(His1047Arg) A G NM_006218.4 VUS Patogénica Patogénica  Patogénica Conhecida
. . Provavelmente - . .
TCGT_54 PIK3CA Q546H chr3:g.178936096 SNV Missense 12459 0.031 10 c.1638G>T p.(GIn546His) G T NM_006218.4 VUS patogénica Patogénica  Patogénica Conhecida
VUS: Variant of Uncertain Significance (Variante de Significado Incerto)
SNV: Single Nucleotide Variant (Variante de Nucleotideo Unico)
VAF: Variant allele frequency (Frequéncia Alélica da Variante)
NI: Ndo informado
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Figura 17 — Gréfico lollipop das variantes encontradas no gene PIK3CA.



Gene KRAS

Tabela 10 — Variantes identificadas no gene KRAS.
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Paciente Gene Variante PoilgaP Tipo Consequéncia Profunqldade b Exon c.DNA Proteina HEE . el NM Varstation Clinvar COSMIC Varsome Predi¢do
Gendmica da variante (%) referéncia alterado
TCGT_41 KRAS G12D chr12:g.25398284 SNV Missense 6638 0.234 2 c.35G>A p.(Gly12Asp) C T NM_004985.5 Vus Patogénica Patogénica NI Conhecida
TCGT_62 KRAS Al146T chr12:g.25378562 SNV Missense 3860 0.060 4 c.436G>A p.(Alal46Thr) C T NM_033360.4 VUS VUS Patogénica NI :)[;flsletf)
VUS: Variant of Uncertain Significance (Variante de Significado Incerto)
SNV: Single Nucleotide Variant (Variante de Nucleotideo Unico)
VAF: Variant allele frequency (Frequéncia Alélica da Variante)
NI: Ndo informado
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Figura 18 — Grafico lollipop das variantes encontradas no gene KRAS.
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Gene PDGFRA
Tabela 11 — Variantes identificadas no gene PDGFRA.
Paciente Gene Variante POSAIQB.O Tipo Consequéncia Profund.ldade VaR Exon c.DNA Proteina AIeAIo . ) NM Varstation Clinvar COsMIC Varsome Predi¢do
Gendmica da variante (%) referéncia alterado
TCGT_93 PDGFRA S851L chr4:g.55152120 SNV Missense 7260 0.080 18 c.2552C>T p.(Ser851Leu) C T NM_006206.6 VUS VUS Patogénica VUsS (E:S:S

VUS: Variant of Uncertain Significance (Variante de Significado Incerto)
SNV: Single Nucleotide Variant (Variante de Nucleotideo Unico)

VAF: Variant allele frequency (Frequéncia Alélica da Variante)

NI: Ndo informado
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Figura 19 — Grafico lollipop das variantes encontradas no gene PDGFRA.
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Gene BRAF
Tabela 12 — Variantes identificadas no gene BRAF.
Paciente Gene Variante POSAIQa.O Tipo Consequéncia Profundlldade VR Exon c.DNA Proteina AIeAIo . — NM Varstation Clinvar COsMIC Varsome Predigdo
Gendmica da variante (%) referéncia alterado
TCGT_36 BRAF T599I chr7:g.140453139 SNV Missense 20947 0.040 15 c.1796C>T p.(Thr599lle) G A NM_004333.6 VUS Patogénica Patogénica  Patogénica Conhecida
TCGT_80 BRAF T599I chr7:g.140453139 SNV Missense 20947 0.038 15 c.1796C>T p.(Thr599lle) G A NM_004333.6 VUS Patogénica Patogénica  Patogénica Conhecida
TCGT_88 BRAF T599I chr7:.140453139 SNV Missense 20947 0.053 15 c.1796C>T p.(Thr599lle) G A NM_004333.6 VUS Patogénica Patogénica  Patogénica Conhecida
VUS: Variant of Uncertain Significance (Variante de Significado Incerto)
SNV: Single Nucleotide Variant (Variante de Nucleotideo Unico)
VAF: Variant allele frequency (Frequéncia Alélica da Variante)
NI: Ndo informado
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Figura 20 — Grafico lollipop das variantes encontradas no gene BRAF.
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Gene EGFR

Tabela 13 — Variantes identificadas no gene EGFR.
Paciente Gene Variante G:‘:\séifi:a Tipo Consequéncia P;:f::::;:‘a::e ‘(IQ)F Exon c.DNA Proteina ref: Irzl:cia alﬁifL:o NM Varstation Clinvar COSMIC Varsome Predigdo
TCGT 42 EGFR T790M  chr7:g.55249071 SNV Missense 19371 0.031 20 €.2369C>T  p.(Thr790MET) c T NM_005228.5 vUS R;Z’:g;;a Patogénica  Patogénica  Conhecida

VUS: Variant of Uncertain Significance (Variante de Significado Incerto)
SNV: Single Nucleotide Variant (Variante de Nucleotideo Unico)

VAF: Variant allele frequency (Frequéncia Alélica da Variante)

NI: Ndo informado
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Figura 21 — Grafico lollipop das variantes encontradas no gene EGFR.



Gene KIT

Tabela 14 — Variantes identificadas no gene KIT.
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Paciente Gene Variante PosAlga.o Tipo Consequéncia Profumfldade Y Exon c.DNA Proteina Aleﬁlo . — NM Varstation Clinvar CosmIC Varsome Predi¢do
Gendmica da variante (%) referéncia alterado
. Provavelmente - - .
TCGT_50 KIT N655K chr4:g.55594262 SNV Missense 4523 0.138 13 c.1965T>A p.(Asn655Lys) T A NM_000222.2 VUS patogénica Patogénica Patogénica Conhecida
TCGT_52 KIT L576P chra:g.55593661 SNV Missense 7866 0067 11  c¢1727T>C  p.(LeuS76Pro) T c NM_0002222  VUS Provavelmente . canica Frovavelmente . cida
patogénica patogénica
TCGT_52 KIT N822K chr4:g.55599340 SNV Missense 17166 0.521 17 c.2466T>G  p.(Asn822Lys) T G NM_000222.2 VUsS Patogénica Patogénica Patogénica Conhecida
. Provavelmente - - .
TCGT_56 KIT N655K chr4:g.55594262 SNV Missense 2104 0.697 13 c.1965T>G  p.(Asn655Lys) T G NM_000222.2 VUS patogénica Patogénica Patogénica Conhecida
. Provavelmente - - .
TCGT_75 KIT N655K chr4:g.55594262 SNV Missense 2217 0.570 13 c.1965T>G  p.(Asn655Lys) T G NM_000222.2 VUS patogénica Patogénica Patogénica Conhecida
TCGT_86 KIT D820Y chr4:g.55599332 SNV Missense 6008 0.498 17 €.2458G>T  p.(Asp820Tyr) G T NM_000222.2 Vus Patogénica Patogénica NI g;sgra)
TCGT_94 KIT L576P chr4:g.55593661 SNV Missense 614 0.569 11 c.17277>C p.(Leu576Pro) T C NM_000222.2 VUS Provave[mgnte Patogénica Provave[mgnte Conhecida
patogénica patogénica
VUS: Variant of Uncertain Significance (Variante de Significado Incerto)
SNV: Single Nucleotide Variant (Variante de Nucleotideo Unico)
VAF: Variant allele frequency (Frequéncia Alélica da Variante)
NI: Nado informado
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Figura 22 — Grafico lollipop das variantes encontradas no gene KIT.



Gene TP53

Tabela 15 — Variantes identificadas no gene TP53.
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Paciente Gene Variante Pos:ga.o Tipo Consequéncia Profund.|dade VR Exon c.DNA Proteina AIeAIo . — NM Varstation Clinvar COosmIC Varsome Predigdo
Gendomica da variante (%) referéncia alterado
Provavelmente Patogénica /
TCGT_54 TP53 R337C chrl7:g.7574018 SNV Missense 15838 0.046 10 c.1009C>T  p.(Arg337Cys) G A NM_000546.5 atogénica Provavelmente Patogénica Patogénica Conhecida
patog patogénica
Provavelmente Patogénica /
TCGT_62 TP53 R337C chrl7:g.7574018 SNV Missense 14996 0.031 10 c.1009C>T  p.(Arg337Cys) G A NM_000546.5 atogénica Provavelmente Patogénica Patogénica Conhecida
patog patogénica
Provavelmente Patogénica /
TCGT_53 TP53 R337C chrl7:g.7574018 SNV Missense 14955 0.036 10 c.1009C>T  p.(Arg337Cys) G A NM_000546.5 atogénica Provavelmente Patogénica Patogénica Conhecida
patog patogénica
Patogénica /
TCGT_35 TP53 R273C chrl7:8.7577121 SNV Missense 2436 0.060 8 c.817C>T  p.(Arg273Cys) G A NM_000546.5 VUS Provavelmente Patogénica NI Conhecida
patogénica
TCGT_89 TP53 R196* chrl7:8.7578263 SNV Nonsense 4306 0.059 6 c.586C>T  p.(Argl96Ter) G A NM_000546.5 Patogénica Patogénica Patogénica NI Conhecida
Patogénica /
TCGT_62 TP53 R181H chr17:8.7578388 SNV Missense 10864 0.030 5 c.542G>A p.(Arg181His) C T NM_000546.5 VUS Provavelmente Patogénica NI Conhecida
patogénica
P | t Predit:
TCGT 54  TP53 R200C  chrl7:g7577070 SNV Missense 5409 0.049 8 c.868C>T  p.(Arg290Cys) G A NM_000546.5 VUS rovaveimente -, sgénica Patogénica redita
benigna / VUS (Driver)
TCGT 43 TP53 R290C  chrl7:g.7577070 SNV Missense 7844 0.051 8 ¢.868C>T  p.(Arg290Cys) G A NM_000546.5 vUS Provavelmente o\ 2 pica Patogénica predita
benigna / VUS (Driver)
TCGT 53 P53 R290C  chrl7:g7577070 SNV Missense 3522 0.038 8 ¢.868C>T  p.(Arg290Cys) G A NM_000546.5 vUs Provavelmente o o anica Patogénica Predita
benigna / VUS (Driver)
TCGT_54 TP53 R248Q chrl7:8.7577538 SNV Missense 15664 0.083 7 c.743G>A  p.(Arg248Gln) C T NM_000546.5 VUS Patogénica Patogénica NI g:.j:;
TCGT_68 TP53 R248Q chrl7:8.7577538 SNV Missense 16437 0.043 7 c.743G>A  p.(Arg248GlIn) C T NM_000546.5 VUS Patogénica Patogénica NI (P;:S;tra)
TCGT_79 TP53 R248Q chrl7:8.7577538 SNV Missense 14998 0.042 7 c.743G>A  p.(Arg248Gln) C T NM_000546.5 VUS Patogénica Patogénica NI &;s_::g
TCGT_51 P53 R248Q  chrl7:g7577538 SNV Missense 16800 0.048 7 €.743G>A  p.(Arg248Gln) c T NM_000546.5 VUS Patogénica Patogénica NI Predita

(Driver)
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TCGT_64 TP53 G245S chrl7:g.7577548 SNV Missense 21177 0.035 7 c.733G>A  p.(Gly245Ser) C T NM_000546.5 Vus Patogénica
TCGT_63 TP53 G245S chrl7:g.7577548 SNV Missense 17981 0.035 7 c.733G>A  p.(Gly245Ser) C T NM_000546.5 Vus Patogénica

Provavelmente Patogénica /
TCGT_35 TP53 R282W chrl7:g.7577094 SNV Missense 2436 0.098 8 c.844C>T p.(Arg282Trp) G A NM_000546.5 patoganica Provavelmente
patogénica

Provavelmente
TCGT_49 TP53 C277Y chrl7:8.7577108 SNV Missense 800 0.114 8 c.830G>A  p.(Cys277Tyr) C T NM_000546.5 VUS patogénica /
VUsS

Patogénica

Patogénica

Patogénica

Patogénica

NI

NI

NI

NI

Predita
(Driver)

Predita
(Driver)

Predita
(Driver)

Predita
(Driver)

VUS: Variant of Uncertain Significance (Variante de Significado Incerto)
SNV: Single Nucleotide Variant (Variante de Nucleotideo Unico)

VAF: Variant allele frequency (Frequéncia Alélica da Variante)

NI: Ndo informado
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Figura 23 — Grafico lollipop das variantes encontradas no gene TP53.

Os casos que apresentaram variantes conhecidas e preditas como driver, bem como os casos wide type (WT), foram correlacionados aos

393aa

dados clinico-patoldgicos por meio de uma andlise univariada (Tabela 16). Contudo, a idade, grupo histolégico, estadio, risco,

quimiossensibilidade e amplificagdao de KRAS ndo foram associados a nenhuma das mutagdes identificadas em nosso trabalho.



Tabela 16 — Andlise univariada da associacdo entre caracteristicas clinico-patoldgicas e variantes de interesse.
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KIT P53
VEEEE eI IEEES n Conhecidas Preditas (driver) WT el Conhecidas F(’;:j‘:;i)s WwWT el
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
<30 anos 37 9,2 1,5 46,2 6,2 7,7 43,1
Idade 0,249 0,393
230 anos 28 10,8 4,6 27,7 1,5 3,1 38,5
N3o seminoma 25 7,7 3,1 50,8 7,7 6,2 47,7
Grupo Histolégico 0,101 0,230
Seminoma 40 12,3 3,1 23,1 0,0 4,6 33,8
IS 6 1,5 0,0 7,7 1,5 0,0 0,0
| 15 7,7 1,5 13,8 0,0 1,5 21,5
Estadio (AJCC) 0,876 0,314
I 19 4,6 1,5 23,1 0,0 4,6 24,6
m 25 6,2 3,1 29,2 6,2 4,6 27,7
Bom 27 9,1 2,3 50,0 0,0 9,1 52,3
Risco (IGCCCG) Intermediario 8 4,5 2,3 11,4 0,633 4,5 2,3 11,4 0,063
Pobre 9 2,3 2,3 15,9 4,5 2,3 13,6
Responsivo 43 14,6 8,3 66,7 10,4 10,4 68,8
Quimiossensibilidade 0,730 0,745
Refratario 5 0,0 0,0 10,4 0,0 2,1 8,3
Amplificado 16 21,1 5,3 57,9 10,5 10,5 63,2
Amplificagdo KRAS 1,000 1,000
N3o amplificado 3 5,3 0,0 10,5 0,0 0,0 15,8
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Continuagdo Tabela 16

PDGFRA KRAS
VEEEE eI IEEES n Conhecidas Preditas (driver) WT el Conhecidas [(’;:j;:; WwWT el
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
<30 anos 37 3,1 1,5 52,3 0,0 0,0 56,9
Idade 0,822 0,075
230 anos 28 4,6 1,5 36,9 1,5 3,1 38,5
N3o seminoma 25 4,6 0,0 56,9 0,0 1,5 60,0
Grupo Histolégico 0,270 0,476
Seminoma 40 3,1 3,1 32,3 1,5 1,5 354
IS 6 0,0 0,0 9,2 0,0 0,0 9,2
| 15 3,1 1,5 18,5 0,0 0,0 23,1
Estadio (AJCC) 0,424 0,844
I 19 0,0 1,5 27,7 1,5 1,5 26,2
m 25 4,6 0,0 33,8 0,0 1,5 36,9
Bom 27 4,5 2,3 54,5 2,3 2,3 56,8
Risco (IGCCCG) Intermediario 8 2,3 0,0 15,9 0,855 0,0 2,3 15,9 0,620
Pobre 9 0,0 0,0 20,5 0,0 0,0 20,5
Responsivo 43 8,3 2,1 79,2 0,0 4,2 85,4
Quimiossensibilidade 1,000 1,000
Refratario 5 0,0 0,0 104 0,0 0,0 10,4
Amplificado 16 5,3 0,0 78,9 5,3 0,0 78,9
Amplificagdo KRAS 1,000 1,000

N3o amplificado 3 0,0 0,0 15,8 5,3 0,0 15,8
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NRAS EGFR
VEEEE LEIIESES n Conhecidas Preditas (driver) WT el Conhecidas [(’;:j;:; WT el
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

<30anos 37 1,5 0,0 55,4 0,0 31 53,8

Idade 0,573 0,759
230 anos 28 3,1 0,0 40,0 1,5 1,5 40,0
N3o seminoma 25 1,5 0,0 60,0 1,5 3,1 56,9

Grupo Histolégico 0,554 1,000
Seminoma 40 3,1 0,0 35,4 0,0 1,5 36,9
IS 6 0,0 0,0 9,2 1,5 0,0 7,7
| 15 1,5 0,0 21,5 0,0 1,5 21,5

Estadio (AJCC) 1,000 0,355
I 19 1,5 0,0 27,7 0,0 1,5 27,7
m 25 1,5 0,0 36,9 0,0 1,5 36,9
Bom 27 4,5 0,0 56,8 0,0 2,3 59,1

Risco (IGCCCG) Intermediario 8 0,0 0,0 18,2 1,000 0,0 2,3 15,9 0,372
Pobre 9 0,0 0,0 20,5 0,0 0,0 20,5
Responsivo 43 4,2 0,0 85,4 0,0 4,2 85,4

Quimiossensibilidade 1,000 1,000
Refratario 5 0,0 0,0 10,4 0,0 0,0 10,4
Amplificado 16 0,0 0,0 84,2 5,3 5,3 73,7

Amplificagdo KRAS NA* 1,000
N3o amplificado 3 0,0 0,0 15,8 0,0 0,0 15,8
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Continuagdo Tabela 16

MET PIK3CA
VEEEE LEIIESES n Conhecidas Preditas (driver) WT el Conhecidas [(’;:j;:; WT el
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

<30anos 37 1,5 0,0 55,4 1,5 0,0 55,4

Idade 0,680 1,000
30 anos 28 0,0 1,5 41,5 1,5 0,0 41,5
N3o seminoma 25 1,5 0,0 60,0 1,5 0,0 60,0

Grupo Histolégico 0,625 1,000
Seminoma 40 0,0 1,5 36,9 1,5 0,0 36,9
IS 6 0,0 0,0 9,2 1,5 0,0 7,7
| 15 0,0 1,5 21,5 0,0 0,0 23,1

Estadio (AJCC) 0,627 0,228
I 19 0,0 0,0 29,2 0,0 0,0 29,2
n 25 1,5 0,0 36,9 1,5 0,0 36,9
Bom 27 0,0 0,0 61,4 2,3 0,0 59,1

Risco (IGCCCG) Intermediario 8 2,3 0,0 15,9 0,182 0,0 0,0 18,2 1,000
Pobre 9 0,0 0,0 20,5 0,0 0,0 20,5
Responsivo 43 2,1 0,0 87,5 4,2 0,0 85,4

Quimiossensibilidade 1,000 1,000
Refratario 5 0,0 0,0 10,4 0,0 0,0 10,4
Amplificado 16 0,0 0,0 84,2 0,0 0,0 84,2

Amplificagdo KRAS NA* NA*

N3o amplificado 3 0,0 0,0 15,8 0,0 0,0 15,8
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BRAF ERBB2
VEEEE LEIIESES n Conhecidas Preditas (driver) WT el Conhecidas [(’;:j;:; WwWT el
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

<30 anos 37 3,1 0,0 53,8 0,0 0,0 56,9

Idade 1,000 0,431
30 anos 28 1,5 0,0 41,5 0,0 1,5 41,5
N3o seminoma 25 3,1 0,0 58,5 0,0 0,0 61,5

Grupo Histolégico 1,000 0,385
Seminoma 40 1,5 0,0 36,9 0,0 1,5 36,9
IS 6 0,0 0,0 9,2 0,0 0,0 9,2
| 15 1,5 0,0 21,5 0,0 0,0 23,1

Estadio (AJCC) 0,380 0,615
I 19 3,1 0,0 26,2 0,0 1,5 27,7
n 25 0,0 0,0 38,5 0,0 0,0 38,5
Bom 27 4,5 0,0 56,8 0,0 2,3 59,1

Risco (IGCCCG) Intermediario 8 0,0 0,0 18,2 1,000 0,0 0,0 18,2 1,000
Pobre 9 0,0 0,0 20,5 0,0 0,0 20,5
Responsivo 43 4,2 0,0 85,4 0,0 2,1 87,5

Quimiossensibilidade 1,000 1,000
Refratario 5 0,0 0,0 10,4 0,0 0,0 10,4
Amplificado 16 5,3 0,0 78,9 0,0 0,0 84,2

Amplificagdo KRAS 1,000 NA*
N3o amplificado 3 0,0 0,0 15,8 0,0 0,0 15,8
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Os pacientes diagnosticados com TCGT em estadio Ill apresentaram uma sobrevida
global mais baixa, quando comparado aos casos em estadio IS, | e Il, apresentando diferenca
estatistica significante (Log-rank: p <0,05). Embora a diferenca significativa ndo tenha sido
observada para o grupo histolégico (Log-rank: p =0,238) e o risco IGCCCG (Log-rank: p =0,096),
nota-se uma tendéncia de pior sobrevida global para os casos de ndo seminoma e risco
intermediario e pobre; e os casos resistentes a cisplatina apresentaram uma sobrevida global
de 33,3% no periodo de seguimento de 5 anos e nenhum dos casos resistentes alcancou uma
sobrevida de 10 anos (Figura 25). Quando a sobrevida foi associada aos genes mutados,

diferencas estatisticas significantes ndao foram observadas (Tabela 18 e Figura 26).
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Figura 24 — Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global de pacientes com TCGT de acordo com
estadiamento AJCC, grupo histoldgico, risco IGCCCG e status de quimiossensibilidade. O tempo de
sobrevivéncia é apresentado em anos; e os valores de p estdo relacionados aos resultados do testelLog-

rank.
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Tabela 17 — Analise de associacdo entre sobrevida global de pacientes com TCGT e o status de
mutagao de cada gene.

Sobrevida Global

Sobrevida Global

Genes I rametros n (2 anos) % (5 anos) % p-valor
Mutado 6 96,3 96,3

KIT 0,148
WT 59 89,3 86,2
Mutado 12 96,2 91,8

TP53 0,924
WT 53 89,6 89,6
Mutado 1 100 91,7

PDGFRA 0,673
w1 64 90,2 90,2
Mutado 2 100 100

KRAS 0,244
WT 63 90,9 88,7
Mutado 1 100 100

NRAS 0,412
WT 64 91,4 89,3
Mutado 1 100 100

EGFR 0,420
WT 64 91,5 89,4
Mutado 2 100 100

PIK3CA 0,536
WT 63 91,8 89,9
Mutado 3 100 100

BRAF 0,524
WT 62 91,8 89,8
Mutado 1 100 100

ERBB2 0,749
WT 64 92,1 90,2
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Figura 25 — Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global de pacientes com TCGT para cada gene mutado. O tempo de sobrevivéncia

apresentado em anos; e os valores de p estdo relacionados aos resultados do teste Log-rank.



7  DISCUSSAO

Em nosso trabalho, reunimos uma coorte de 97 pacientes adultos jovens diagnosticados
com TCGT, seguramente uma expressiva série de casos brasileiros, para os quais foi realizado
uma avaliagdo mutacional dos genes comumente mutados em tumores sdlidos, como
também, a andlise da variacdo do nimero de cdpias do gene KRAS.

Observamos que, quase metade dos casos avaliados eram seminomas e a outra metade
nao seminomas, diagnosticados em torno de 32 anos de idade; o que condiz com a pratica
clinica e com a literatura atual3#92%3, Nossos dados corroboram com os resultados descritos
por Lobo et al.?%, nos quais os tumores mistos compuseram a grande maioria da nossa coorte,
entre os casos de nao seminomas. Ainda, foi observado que a refratariedade a quimioterapia
a base de platina, regime quimioterapico de primeira linha para TCGT, ocorre em uma minoria
desses pacientes com consequente progressdo da doenca e diminuicdo da sobrevida em um
periodo de 10 anos 34 46:47,95,96,

A estratégia de tratamento, utilizando doses incrementais da droga, se assemelha a
utilizada por Bakardjieva-Mihaylova e colaboradores* que estabeleceram um modelo de
resisténcia para a linhagem NCCIT, mas nao para a linhagem Tera-2. Resultados divergentes
com linhagens do mesmo subtipo histoldgico, nos fazem acreditar que a quimiossensibilidade
possa estar relacionada ndo s as caracteristicas embrionarias do tumor, mas também ao seu
processo de maturagao, desenvolvimento e ao microambiente em que se encontram.

Em nossa série de casos, o aumento do numero de cdpias do gene KRAS ndo foi
associado significativamente com nenhum dos dados clinico-patoldgicos, embora os nao
seminomas tenham apresentado uma maior taxa de amplificacdo no nimero de cdpias deste
gene. O ganho do isocromossomo 12p pode resultar na super expressao de genes localizados
na regidao 12p11.2 — p12.1 do cromossomo 12, especialmente em ndo seminomas. Estudos
relatam que a amplificacdo do gene KRAS, localizado nessa regido, esta correlacionada com
sua superexpress3o, que por sua vez estd associada ao desenvolvimento dos TCGTs>%8%, Os
achados s3o ainda controversos, dado que Loveday et al.>®> demonstraram que o niimero de
cépias de KRAS foi relativamente alto em seminomas, ao passo que Shen et al.®! identificaram
um subconjunto de seminomas com diminuicdo do nimero de cdpias do mesmo gene.

Mutac¢Oes pontuais sdo eventos raros em TCGTs, mas podem ocorrer principalmente nos
genes TP53, KIT, KRAS, BRAF e NRAS®’. Ao contrario dos casos de TCGT, as linhagens NTERA-

2R e JEG3R ndo apresentaram nenhuma variante em nenhum dos 15 genes avaliados



no painel Trusight Tumor 15. Visto que ainda nao se conhece o processo mutacional dos
TCGTs, ndao sabemos se sua iniciagao e desenvolvimento ocorrem de fato por razdes genéticas,
epigenéticas, por influéncia do microambiente tumoral ou mesmo pela associagdo de todos
esses fatores. Uma célula em cultura ndo sofre a mesma pressao evolutiva que o seu tumor
equivalente in vivo; o que resulta em um potencial de diferenciacao limitado pelas condi¢des
de cultivo controladas in vitro. Dessa forma, analisar a presenca de mutacées em tumores e
linhagens estabelecidas, nos permite compreender se os dois espécimes compartilham as
mesmas variantes mesmo em ambientes dispares.

O gene TP53 codifica a proteina supressora tumoral p53, que desempenha papel
importante no controle do ciclo celular, reparo do DNA e na indugdo da apoptose, em resposta
a sinais de dano celular; e é um dos genes mais frequentemente mutados nos diferentes tipos
de cancer®°, Em nosso trabalho, dentre as mutag¢des conhecidas e preditas como driver, 18%
se encontravam no gene TP53, sendo este o mais comumente mutado em nossa série de
casos, em sua maioria ndo seminomas. Esses dados concordam com os resultados de Necchi
et al., dado que variantes em TP53 foram identificadas em ndo seminomas e nenhuma
alteracdo em seminomas'®. Em contraste, o banco de dados COSMIC aponta que mutac¢des
em TP53 sdo raras em TCGTs, com uma frequéncia de 4% considerando todos os subtipos
histoldgicos. Adicionalmente, muta¢des em TP53 mutuamente exclusivas com a amplificacao
de MDM2 tém sido associadas a doenca resistente 3 cisplatina32°6:101,

Dentre as variantes identificadas em TP53, a variante R273C foi descrita em diferentes
tipos de cancer, como o de prdstata, laringe, ovario®, e associada a um fendtipo mais
agressivo em linhagens celulares de pulmdo e mama, conferindo maior resisténcia ao
tratamento com cisplatinat®?. Embora esta variante tenha sido encontrada em um dos nossos
casos sensiveis a cisplatina, o mesmo apresentava doenca avancada, em estadio lll e risco alto.
Zhang et al.% associaram a variante R282W a um menor tempo de sobrevivéncia e idade de
inicio precoce do primeiro tumor em pacientes com sindrome de Li-Fraumeni. Em nosso
estudo, identificamos essa variante em um Unico caso de TCGT, o que dificulta qualquer
associacao significativa com a sobrevida global. De fato, os dados ainda sdo controversos para
o status mutacional do gene TP53 em TCGT, e novos estudos em uma coorte maior sao
necessarios para confirmar se essa associacdo é verdadeira, posto que o valor de p se

aproximou do estabelecido para significancia estatistica (p < 0,05).



O gene KIT codifica uma proteina tirosina quinase (c-KIT) que, quando ativada por um
Fator de Crescimento de Células Tronco, fosforila outras proteinas intracelulares que atuam
na proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e apoptose; e mutacées em KIT resultam em
proteinas constitutivamente ativas, sem a necessidade do seu ligante especifico!®*. Em nosso
estudo, observamos que o gene KIT foi o segundo gene mais frequentemente mutado entre
0S casos que apresentaram alguma variante conhecida e/ou predita como driver; e destes,
guase a totalidade eram seminomas. De forma interessante, o banco de dados COSMIC bem
como outros estudos, também apontaram uma frequéncia de mutagdes em KIT prevalente
em seminomas, quando comparados aos ndo seminomas®%7210>,

Dentre as variantes encontradas em KIT, a variante N655K foi descrita em pacientes com
tumores gastrointestinais®, mas por ser rara, ainda é mal caracterizada. Por outro lado, as
variantes L576P e N822K presentes em trés casos de seminoma da nossa coorte, foram
observadas anteriormente em seminomas, em casos raros de melanoma maligno, tumores
gastrointestinais®®70107-110 A variante L576P induz mudancas estruturais no KIT, que reduz a
afinidade de ligac3o para o imatinibe!'!. Outro estudo identificou a presenca de variantes de
KIT, em lesGes precursoras (GCNIS), sugerindo que o gene KIT possa ser um dos grandes
responsaveis pelo desenvolvimento dos TCGTs seminomatosos a partir de células
germinativas neoplasicas; e que a identificacdo destas variantes poderia auxiliar no
diagndstico da doenca em estdgio inicial'*2.

KRAS e NRAS sdo proteinas receptoras de tirosina quinase membros da familia RAS, que
alternam seu estado conformacional continuamente entre ativo (ligado a GTP) e inativo
(ligado a GDP), atuando sobre as vias efetoras a jusante Raf / MEK / ERK e PI3K / PKB / Akt113,
Mutacdes em KRAS e NRAS foram identificadas em diversos tipos de cancer, como tumores
intracraniais, gastrointestinais, geniturinarios, cancer de cabeca e pescoco, cancer de pulmao,
mama e pele®. Segundo o banco de dados COSMIC, a frequéncia de mutacdes em KRAS e
NRAS sdo de 5 - 9% para seminomas e 2 - 3% para ndo seminomas. Em outro estudo, mutacoes
em KRAS foram encontradas exclusivamente em TCGTs resistentes a cisplatina, mas nenhuma
em NRAS#. Dados do TCGA apontaram mutacdes em KRAS (14%) e NRAS (4%) como
significativas e exclusivas em seminomas3*.

Dentre as variantes identificadas em KRAS (G12D e A146T) e NRAS (G60R), a variante
KRAS G12D, foi identificada em casos de TCGTs em indianos!!4. Zehir et al.}*> observou que o

codon G12 abrigava 80% de todas as mutagdes em KRAS em diferentes tipos de cancer. Em



nosso estudo, a variante G12D foi observada em um caso de seminoma de bom progndstico,

contrapondo-se a achados em adenocarcinoma pancreatico avancado?®

, no qual a variante
G12D foi associada a um pior prognéstico e consequentemente a uma sobrevida
significativamente diminuida, uma vez que essa variante prejudica a hidrdlise de GTP mediada
por proteinas ativadoras de GTPase (GAP), favorecendo a formagao de KRAS-GTP
(conformacdo ativa) e ativando de forma mais potente as vias de sinalizacdo a jusante. A
variante KRAS A146T, por sua vez, contrasta a variante G12D, uma vez que favorece a
formacdo de KRAS-GTP sem interromper a responsividade GAP1%®, A variante NRAS G60R n3o
foi observada em outros estudos.

O gene BRAF codifica uma proteina serina/treonina quinase de mesmo nome, membro
da familia RAF, que atua sobre a via de sinalizagdo MAP quinase / ERK e tem papel importante
sobre a proliferac3o e diferenciacdo celular3!. Muta¢des em BRAF s3o raras em TCGT (< 2%)
segundo o banco de dados COSMIC. Em um trabalho realizado pelo nosso grupo de pesquisa,
foram analisados 132 casos de TCGT e todos foram V600E do tipo selvagem®. Em
contrapartida, Honecker et al.'’” reportaram, pela primeira vez, uma correlacdo entre a
variante V60OE e resisténcia a cisplatina em TCGT ndao seminomatosos. A variante BRAF T599I
foi encontrada em trés casos de TCGT de nossa coorte, sendo um seminoma em estadio | e
dois ndo seminomas em estadio Il. Embora esta variante ja tenha sido observada em cancer
de tireoide811° e em um caso de melanoma’?°, ndo estd bem caracterizada.

O receptor do fator de crescimento epidérmico, conhecido como EGFR (ou ERBB),
pertence a familia dos receptores de tirosina quinase (Receptor Tyrosine Kinase — RTK) e atua
sobre as vias de sinalizagdo Ras / Raf / MAPK e PI3K /AKT, com papel importante sobre
proliferacdo, sobrevivéncia, migracdo e diferenciac3o celular.'?! O ERBB2, diferentemente de
outros membros dessa familia, se assemelha ao estado ativado pelo ligante, visto que possui
uma conformacio fixa?l. Segundo o banco de dados COSMIC, muta¢des de EGFR em TCGT
s3o raras (< 1%). Guerra et al.1?2 analisaram mutac¢des para EGFR em 17 casos de seminoma e
6 casos de GCNIS, nos quais foram identificadas trés e duas mutagdes, respectivamente, no
éxons 21. A variante de EGFR identificada em nosso estudo (T790M), ndo foi relatada em
outros estudos e no banco de dados COSMIC pra TCGTs. No entanto, a variante T790M foi
descrita em cancer de pulmao ndo pequenas células avangado (Non-Small Cell Lung Cancer —
NSCLC) como uma variante adquirida associada a drogas inibidoras de tirosina quinase

(Tyrosine Kinase Inhibitors — TKIs)*?3124 A variante ERBB2 V842 é altamente recorrente em



neoplasias colorretais MSI-H'>> e em células epiteliais pancredticas, com consequente
aumento da fosforilagdo de AKT*?®,

O receptor alfa do fator de crescimento de plaquetas, conhecido como PDGFRA, codifica
um receptor de tirosina quinase, que atua sobre as vias MAPK e PI3K / Akt e tem papel
importante no desenvolvimento de érgaos cicatrizacao de feridas, angiogénese, proliferacdo
e diferenciacdo celular'?’. Nenhuma variante em PDGFRA foi encontrada no banco de dados
COSMIC para TCGT. No entanto, um estudo apontou que a via PDGFRB-AKT contribui para a
resisténcia adquirida a cisplatina em TCGTs, dado que os niveis de PDGFRB e AKT estavam
superexpressos em linhagens resistentes a cisplatina e, quando tratados com TKls, se
comportaram como células sensiveis!?8. A variante encontrada em PDGFRA (S851L) n3o foi
descrita em outros tipos de cancer.

O gene PIK3CA codifica a quinase lipidica fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), que atua
sobre a via PI3K / Akt e tem papel importante na proliferagdo, motilidade, invasdo e morte
celular'?®. De acordo com o banco de dados COSMIC, cerca de 2% dos TCGTs apresentaram
mutacdes em PIK3CA. Segundo os dados do TCGA, trés seminomas continham mutacdes
PIK3CA, dois em E545K e um em N345K34. Feldeman et al.®? reportaram, anteriormente, trés
mutagoes em PI3KCA (uma E542K, duas E545K) em TCGTSs resistentes a cisplatina. Dentre as
variantes identificadas em PIK3CA (Q546H e H1047R), Bilen et al.**? identificaram a variante
H1047R em trés diferentes subtipos histolégicos ndo seminomatosos (Carcinoma
Embriondrio, Tumor de Seio Endodérmico e Teratoma). Em contrapartida, a variante H1047R
foi identificada em um caso de seminoma puro da nossa coorte.

Dentre as limitacdes do nosso estudo, inclui-se o baixo nimero de casos da coorte
analisada, consequéncia da baixa prevaléncia de casos de TCGT. Entretanto, se considerarmos
gue as populacdes ja estudadas sdo majoritariamente europeias, o N de nossa coorte de casos
brasileiros é interessante para a caracterizacdo molecular proposta. Trata-se de um estudo
retrospectivo, que implica um viés de selecdo, posto que foi realizado em uma Unica
instituicdo. Um expressivo numero de casos fora excluido, devido a qualidade do material
genético das amostras de tecido. Um grande nimero de casos apresentou histologia de
tumores mistos, e nem sempre é possivel discriminar as diferentes histologias, para uma
analise molecular mais detalhada. Uma vez que mutagdes pontuais em TCGTs sdo raras, a
analises de Whole Exome Sequence (WES) disporia de dados mais aprofundados, permitindo

identificar novas variantes em diferentes genes. Por fim, a pandemia da Covid-19 trouxe uma



nova realidade, trazendo consigo novas dificuldades e limitacdes como a necessidade de
trabalho remoto, realizagdo de escalas de trabalho, cortes orgamentdrios e o aguardo da

disponibilidade de equipamentos para a realizacdo dos experimentos.
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CONCLUSAO
O desenvolvimento de um fenétipo de resisténcia a cisplatina com a linhagem JEG3 em
relagao a parental, permitird novos estudos in vitro, ampliando o horizonte terapéutico
da doenga refrataria;
Em uma coorte representativa de uma Unica instituicdo e com sobrevida similar a da
literatura, o ganho do nimero de cépias do gene KRAS é um evento muito frequente;
O aumento do nimero de cépias do gene KRAS ndo estd associado significativamente
com nenhuma variavel clinico-patoldgica, embora os ndo seminomas se associem a
uma maior taxa de amplificacdo no nimero de cépias deste gene;
Embora mutag¢des pontuais sejam eventos raros em TCGTs, variantes relevantes sao
identificadas principalmente em TP53, KIT, KRAS e NRAS;
Quarenta por cento dos genes avalidveis apresentam pelo menos uma variante
conhecida e/ou predita como driver em um dos 15 genes testados, sendo o TP53 o
gene mais comumente mutado;
A perspectiva de usar essas informagdes para a tomada de decisdo na pratica clinica,
deve estimular a realizacdo mais estudos que evidenciem a frequénciade

mutacdes especificas no TGCT.
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