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RESUMO

Enguadramento

O cancro testicular é a neoplasia mais comum nos jovens adultos caucasianos do sexo masculino,
sendo que 90% sdo tumores das células germinativas, podendo ser classificados em seminomas
e tumores das células germinativas ndo seminomatosas. Inicialmente, qualquer massa testicular
deve ser considerada cancro até prova em contrario. Apds confirmacao por ecografia escrotal,
devem ser pesquisados os biomarcadores — alfa-fetoproteina, subunidade B da gonadotrofina
coridnica humana e desidrogenase do lactato. Apenas 30% dos seminomas e 60% dos individuos
em estadio inicial apresentam aumento de pelo menos um destes marcadores, demonstrando
assim, baixa sensibilidade e especificidade diagndstica. O diagndstico e estadiamento definitivo
€ apenas obtido apds a orquidectomia, que poderad ser um procedimento curativo. Porém,
alguns individuos poderdao necessitar de realizar quimioterapia. O doseamento dos
biomarcadores deve ser realizado antes e apds a orquidectomia, num contexto de estadiamento
e seguimento. Deste modo, o diagndstico e progndstico deverao ser o mais rigorosos possivel.
Neste sentido, diversos biomarcadores estdo em investigacdo, destacando-se microRNA, cell

free DNA (cfDNA) e células circulantes tumorais (CTC).

Objetivos

Realizar uma revisao bibliografica sobre os diversos biomarcadores no cancro testicular. Definir
as limitagdes dos biomarcadores previamente utilizados, abordando as novidades nesta area de
investigacdo e as suas vantagens no diagndstico, decisdo terapéutica e consequente
progndstico.

Metodologia

A pesquisa e analise do conteudo bibliografico foi realizada nas bases de dados PubMed® e
Google Scholar®. Foram selecionados artigos em inglés que melhor se enquadram no tema
abordado. Incluiu-se artigos de investigacdo desde 2009 a 2021, tendo-se excluido aqueles em
que o titulo e/ou resumo n3o se enquadravam com os objetivos da presente revisdo. Quando
oportuno, foram também referenciados artigos de revisao e guidelines. Também foi realizada a

pesquisa direta de artigos mencionados na bibliografia consultada.
Discussao

Varios estudos demonstram uma relacdo entre a carga tumoral e os diversos biomarcadores.
Deve privilegiar-se a andlise de amostras de sangue do plexo pampiniforme. O miR-371a-3p é o
biomarcador mais promissor, sendo a sua sensibilidade e especificidade bastante superiores as

dos marcadores classicos. A interpretacdo conjunta de microRNA e marcadores classicos



permite conclusGes mais sélidas. No diagndstico de teratomas, os microRNA carecem de

investigacdo. Na pratica clinica, a utilizacdo de cfDNA e CTC ndo parece ser viavel.

Conclusao

As duvidas relativamente a viabilidade da utilizacdo na pratica clinica destes marcadores
mantém-se. Sendo o miR-371a-3p o marcador mais universalmente aceite, justificar-se-a um
estudo alargado, de maneira a compreender se a sobrevida dos individuos melhora com a

utilizagao integrada de novos biomarcadores no cancro testicular.

Palavras chave:
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“Serum Tumor Markers”



ABSTRACT

Introduction

Testicular cancer is the most common neoplasm in young Caucasian male adults, 90% of which
are germ cell tumors, which can be classified into seminomas and non-seminomatous germ cell
tumors. Initially, any testicular mass should be considered cancer until proven otherwise. After
confirmation by scrotal ultrasound, biomarkers should be investigated — alpha-fetoprotein, B
subunit of human chorionic gonadotropin, and lactate dehydrogenase. Only 30% of seminomas
and 60% of individuals in the initial stage show an increase in at least one of these markers, thus
demonstrating low diagnostic sensitivity and specificity. Definitive diagnosis and staging are only
obtained after orchidectomy, which may be a curative procedure. However, some individuals
may need chemotherapy. The measurement of biomarkers should be performed before and
after orchidectomy, in the context of staging and follow-up. Therefore, diagnosis and prognosis
should be as accurate as possible. In this sense, several biomarkers are under investigation,

especially microRNA, cell free DNA (cfDNA), and circulating tumor cells (CTC).

Objective

To carry out a literature review on the various biomarkers in testicular cancer. Define the
limitations of previously used biomarkers, addressing the novelties in this area of investigation

and their advantages in diagnosis, therapeutic decision, and consequent prognosis.

Methods

The bibliographic content analysis was carried out in PubMed® and Google Scholar® databases.
Articles in English that best fit the topic addressed were selected. Research articles from 2009
to 2021 were included, excluding those in which the title and/or abstract did not fit the
objectives of this review. When appropriate, review articles and guidelines were also
referenced. A direct search for articles mentioned in the consulted bibliography was also carried

out.

Discussion

Several studies demonstrate a relationship between tumor burden and different biomarkers.
Priority should be given to analyzing blood samples from the pampiniform plexus. miR-371a-3p
is the most promising biomarker, and its sensitivity and specificity are far superior to those of
classical markers. The joint interpretation of microRNA and classical markers allows for more
solid conclusions. In the diagnosis of teratomas, microRNAs need investigation. In clinical

practice, the use of cfDNA and CTC does not seem to be feasible.



Conclusion

Doubts regarding the feasibility of using these markers in clinical practice remain. As miR-371a-
3p is the most universally accepted marker, an extended study is warranted, to understand
whether the survival of individuals improves with the integrated use of new biomarkers in

testicular cancer.
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Introducao

Visdao Geral da bidpsia liquida

Biomarcadores, por definicdo, sdo moléculas bioldgicas que podem ser medidas no sangue ou
em outros fluidos corporais. A sua interpretacdo poderda permitir detetar a presenca de
processos bioldgicos normais ou patoldgicos, assim como avaliar a resposta a intervengdes

terapéuticas.!

Uma bidpsia consiste na remog¢dao de uma amostra de células ou tecidos e consequente analise
por um patologista.? Através destas técnicas, é possivel, entre outras coisas, a detecdo de um

processo patoldgico.

A bidpsia tradicional é limitada pela quantidade de amostra de tecido que pode ser removido,
que também é limitada pelas caracteristicas dos instrumentos utilizados, assim como pelo
volume acessivel do tecido em causa. Qualquer material tumoral, como acidos nucleicos,
proteinas, vesiculas secretdrias ou mesmo células tumorais, em teoria, pode entrar na circulacdo
sanguinea. Deste modo, a analise de uma amostra de sangue pode permitir a detecdo de células
cancerigenas ou fragmentos de acido desoxirribonucleico (DNA) tumoral que se encontrem na
circulacdo sanguinea. A este conceito da-se o nome de bidpsia liquida, que podera ser mais

representativa do que a bidpsia tradicional >

A principal vantagem da bidpsia liquida é ser minimamente invasiva, permitindo uma andlise

seriada da evolugdo tumoral em tempo real.®

Poderd ser, assim, utilizada como ferramenta diagndstica, de estadiamento e de progndstico.’

Visao Geral Neoplasia Testicular
Epidemiologia
O cancro testicular é a neoplasia mais comum entre os jovens adultos caucasianos do sexo

masculino, com idades compreendidas entre os 15 e os 40 anos, tendo a sua incidéncia
aumentado significativamente nas Ultimas décadas.®™° No Reino Unido, no periodo de 1978 a
2018, aumentou de 3.4 para 6.4 em 100.000 homens-ano; na Suécia, de 1976 a 2016, ocorreu
um incremento na incidéncia deste cancro de 3 a 5.8 casos por 100.000 homens-ano. 2 Apesar
da melhoria dos cuidados de saude, prevé-se um incremento de 13% a 32% do numero de casos
na Europa, até 2035, devido as alteragbes do estilo de vida, o aumento da idade média da

populacdo global e a exposicdo a eventuais fatores de risco.®



Sdo considerados fatores de risco: criptorquidia, diagndstico prévio de neoplasia testicular,
histéria familiar de neoplasia testicular e cancro da mama, predisposicao genética, idade, etnia,
infertilidade, exposicdo a estrogénios, assim como a altura e consequente valor de indice de

81417 Destes, o principal fator é a criptorquidia, sendo que o risco relativo

massa corporal (IMC).
€ 2.9 a 6.3 vezes superior. Mesmo apds orquidopexia o risco mantém-se cerca de 2.2 vezes mais
elevado do que a restante populacdo. Homens com diagndstico prévio de neoplasia testicular,
tém um risco acrescido 12 vezes superior de desenvolver neoplasia no testiculo contralateral.
Outro fator de risco é a infertilidade, que, apesar de possuir um mecanismo pouco esclarecido,
apresenta uma relag3o de risco 1.6 a 2.8 vezes superior no desenvolvimento desta neoplasia.*
Esta também documentada uma relacdo direta entre o risco de neoplasia testicular e a altura

dos doentes, assim como um possivel relacdo inversa entre o risco de neoplasia testicular e o

IMC.®

Classificacdo Neoplasia testicular
Os tumores das células germinativas (TCG) testiculares representam cerca de 95% de todas as

neoplasias testiculares.’® Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, podemos dividir este tipo
de tumores em dois grandes grupos: os que derivam de tumores das células germinativas in situ
(TCGIS); e os que derivam de outras entidades e que ocorrem predominante em individuos pré-

puberes.’®

Os tumores derivados de TCGIS, que representam mais de 95% das neoplasias testiculares®®,
podem ser classificados em cinco entidades histoldgicas: seminoma, carcinoma embrionario,
carcinoma do saco vitelino, tumores trofoblasticos e teratoma do tipo pds-pubertario. Porém,
sdo agrupados essencialmente em dois grupos: os seminomas e os tumores das células
germinativas ndo seminomatosas (TCGNS), que representam cerca de 60 e 40% respetivamente.
De notar que cerca de 60% dos TCGIS apresentam mais do que um tipo histolégico — tumores

mistos.”%2°

Os tumores do saco vitelino e os teratomas podem derivar ou ndo de células germinativas. Nos
individuos pré-puberes, estes tumores, habitualmente, ndo se relacionam com TCGIS,
apresentando um cardcter mais benigno. Nos individuos pds-puberes, com a ocorréncia da
espermatogénese, estes tumores relacionam-se, maioritariamente, com TCGIS. Enquanto os
tumores do saco vitelino pré- e pds-pubertario ndo apresentam diferencas histoldgicas, o
caracter benigno dos teratomas do tipo pré-pubertario resulta da menor atipia citolégica que
apresentam. Dentro dos teratomas pré-puberes, sdo reconhecidos subtipos como os cistos

dermoides e epidermoides e os tumores carcinoides.®



Apresentacdo clinica e diagndstico
Na maioria dos individuos, cerca de 68%, o diagndstico é feito em estadios precoces, mas 30%

dos casos apresentam metastiza¢do.'

Frequentemente, a primeira suspeita surge apds a detecdo de uma tumefacdo, geralmente
indolor, durante a auto palpacdo testicular. Pode também apresentar-se como um achado
imagioldgico ou no contexto de investigacdo pds-traumatica. A dor localizada é menos comum,
mas quando estd presente o diagndstico diferencial de epididimite deve ser considerado.*
Contudo, no caso da neoplasia testicular, ao contrario da epididimite, habitualmente ndo se

acompanha de sintomas urindrios nem se associa a infe¢des sexualmente transmissiveis.?!

A dor a palpacao é responsavel por alguns falsos diagndsticos de epididimite, pois, apesar de
menos comum, na neoplasia testicular a dor esta presente em cerca de 50% das apresentacoes,

causada por hemorragia intratumoral.?2

Numa fase inicial, qualquer massa testicular deve ser considerada cancro até prova em
contrdrio. A ecografia escrotal com doppler é muito Util para caracterizar uma tumefacao
suspeita. Tipicamente, os achados ecograficos permitem confirmar/localizar a massa como
extratesticular, marginal ou intratesticular, sendo caracteristicamente hipoecogénica,
vascularizada e heterogénea. Perante uma lesdo altamente suspeita, deve proceder-se a uma
orquidectomia radical para confirmacdo definitiva diagndstica, ndo havendo lugar a bidpsia

percutinea trans escrotal, dada a possibilidade de metastizac3o inadvertida.?®

Com esta abordagem, alguns individuos poderdo estar a ser sobre tratados. Um estudo relatou
que, dos individuos com lesdes sélidas testiculares vasculares maiores do que 1cm de maior
eixo, detetadas por ecografia com doppler, 18% eram benignas. Assim, poder-se-a adotar uma
estratégia conservadora em individuos sem evidéncia de doenc¢a metastatica nem elevagao de
biomarcadores tumorais, que se apresentam com massas nao palpaveis de pequenas

dimensdes.?

De notar que, em certos estadios da doenga, a orquidectomia podera ser adiada de modo a
iniciar a quimioterapia (QT), nomeadamente em situagdes ameagadoras de vida, geralmente
acompanhadas de elevagdo significativa de biomarcadores, como subunidade beta da
gonadotrofina coridnica humana (B-hCG) ou alfa-fetoproteina (AFP), que indicam a forte
possibilidade de metastizacdo visceral, ndo sendo assim necessaria a confirmacdo histolégica

para iniciar tratamento.”



Para o estadiamento desta patologia, aplica-se o sistema TNM (T-tumor; N-ganglios linfaticos;
M- metastases), integrando também um ponto extra — “S” de serum tumor markers. Para tal, os
individuos devem realizar diversos meios complementares de diagndstico (MCDT), como:?*
e Pesquisa e quantificacdo dos biomarcadores tumorais: AFP, B-hCG, desidrogenase
do lactato (LDH).
e Tomografia Computorizada (TC) do térax, abdémen e pélvis em todos os individuos;
e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) se TC equivoca ou em individuos
selecionados;
e RMN cerebral ou TC com contraste se individuos com sintomatologia neurolégica

ou evidéncia de doenca metastizada e niveis elevados de B-hCG;

Ao longo do processo diagndstico/terapéutico deve ser realizada a pesquisa e quantificacdo de

marcadores séricos tumorais para avaliacdo de estadiamento e avaliacdo progndstica.?

Objetivos

Com base nas limitacOes precedentes, o objetivo desta revisdo bibliografica é abordar os
diversos biomarcadores no cancro testicular e analisar a informacdo atualmente existente,
definindo as limitacdes dos biomarcadores previamente utilizados, abordando as novidades
nesta area de investigacdo e as suas vantagens no diagndstico, decisdo terapéutica e

consequente progndstico.

Metodologia

As bases de dados PubMed® e Google Scholar® foram utilizadas para procurar artigos publicados
entre 2009 e 2021, utilizando as seguintes palavras-chave MeSH: “Testicular Neoplasms”,
“Biomarkers”, “MicroRNAs”, “Diagnosis”, “Prognosis”, “Follow-up” e “Serum Tumor Markers”.
Apenas foram considerados estudos em inglés. No conjunto, incluiu-se 134 artigos. Com base
na leitura do titulo e resumo de cada artigo, foram selecionados 89 para leitura do texto
completo. Além disso, foram analisadas as bibliografias de 27 artigos de revisao, e foram lidos 8
artigos adicionais. Globalmente, 50 artigos de investigacdao foram considerados relevantes e

incluidos na presente revisao.



Biomarcadores atuais/classicos

Atualmente, os biomarcadores disponiveis utilizados nesta patologia s30 a AFP, a B-HCG e LDH.?°
AFP

A AFP é uma glicoproteina de cadeia Unica, pesando cerca de 70 kDa, e com uma semivida de 5
a 7 dias.”® Estd presente em maior quantidade no sangue fetal, tendo funcdes semelhantes as
da albumina no adulto. Numa fase inicial da gestacdo, a sua sintese ocorre a nivel do saco
vitelino. No final do 3.2 trimestre de gestacdo, é sintetizada quase na sua totalidade pelos
hepatdcitos.?” Apds o nascimento, no ser humano os valores de AFP decrescem atingindo niveis
indetetdveis em ensaios de radioimunidade, sendo os limites normais entre 1.0 IU/mL e 50

IU/mL.28

Além da neoplasia testicular, o aumento da sua quantidade sérica pode ser observado em
diversas situacdes como no carcinoma hepatocelular, pulmonar e pancredtico, no
adenocarcinoma gastrico ou ainda noutras patologias ndo malignas como em individuos que
sofram de doenca hepdtica crdnica (seja hepatites virais ou cirrose hepatica), de ataxia-
telangiectasia, de tirosinemia hereditaria ou de forma iatrogénica, seja pela utilizacdo de
farmacos antiepiléticos e anestésicos ou aquando de procedimentos do trato gastrointestinal
e/ou glandulas anexas. A pouca especificidade deve-se a sua fung¢do no processo de
hematopoiese, realizado a nivel hepatico, sendo este um dos principais fatores limitantes da sua

utilizagdo como marcador. 7202

Na neoplasia testicular, a produgao deste biomarcador é reservada ao subgrupo de TCGIS, com
a particularidade de nao ser produzido por seminomas. Este pormenor torna-se relevante na
medida em que, se um homem se apresentar clinicamente com um seminoma mas apresentar
elevagao continuada de AFP, entdo, a estratégia terapéutica deve ser alterada, retificando o

diagndstico e procedendo ao tratamento como se de um TCGNS se trate.?

O diagndstico inveridico pode justificar-se quando um seminoma sofre metaplasia num TCGNS.
Esta teoria pode ser corroborada por um estudo que analisou seminomas histologicamente
puros e que detetou, em 60% dos individuos, niveis de acido ribonucleico mensageiro (mRNA)

de AFP que n3o seriam detetados pelo método de imuno histoquimica.?®



B-hCG

A gonadotrofina coridnica humana (hCG) é uma glicoproteina com cerca de 37,5 kDa de peso
molecular e com uma semivida de 12 a 36 horas, sendo produzida primariamente por células
sinsiciotrofoblasticas. Por este motivo, é detetdvel durante a gravidez. Contudo, além das células
placentdrias, os tumores trofoblasticos e ndo trofoblasticos também expressam estas moléculas.
Nomeadamente, apresentam reatividade imunolégica a subunidade B de hCG. Em individuos
do sexo masculino com idade inferior a 60 anos, os valores de referéncia da concentracdo de
hCG e B-hCG sdo 0,7 IU/L e 0,04 IU/L, respetivamente. Tendo em conta que, em individuos no
seu estado normal, as concentragbes plasmaticas de hCG ou B-hCG sdo baixas, torna-se assim
um bom marcador, dada a sua elevada sensibilidade. A elevacdo de B-hCG em patologias
tumorais e a sua associacdo com a agressividade neoplasica, deve-se a esta prevenir a apoptose

das células tumorais e consequentemente permitir o seu crescimento.”*

Em virtude da relagdo entre as células trofobldsticas e os niveis de B-hCG, hd um aumento
significativo deste marcador em determinados tumores, como o coriocarcinoma. Na neoplasia
testicular, a elevacdo de hCG ocorre em 40 a 50% dos homens com TCGNS, sendo que nos
seminomas puros, apenas 15 a 20% apresentam elevacao deste biomarcador. Além da elevacao
deste biomarcador ser mais frequente, em individuos com TCGNS é também mais exuberante,

comparativamente aos seminomas puros.*

Outras patologias que podem apresentar elevagdo de hCG sdo o hipogonadismo, adenomas
gonadotrdéficos e as neoplasias da mama, renal, vesical, hepatica, gdstrica ou pulmonar,
diminuindo assim a sua especificidade.”?® Embora outrora se pensasse que o consumo de
candbis estivesse relacionado com o aumento da concentragdo de hCG, estudos recentes

refutam esta hipdtese.3!

LDH

A LDH é uma enzima, de massa molecular de 134 kDa, que catalisa a oxidagdo do L-lactato em
piruvato, sedo que é detetada e quantificada através da taxa de producdo de dinucledtido de

nicotinamida e adenina (NADH).3?

Existem cinco isoenzimas desta molécula. A isoforma LDH-1 é predominantemente expressa a
nivel cardiaco, pelos eritrécitos e pelo rim. As isoformas LDH-2, LDH-3, LDH-4 derivam de
leucdcitos, nddulos linfaticos, pulmdes e bago. A isoforma LDH-5 é predominante a nivel

hepatico e a nivel musculo-esquelético.



Na neoplasia testicular, a isoforma predominante é a LDH-1.73? A elevacdo deste biomarcador
ocorre em cerca de 40 a 60% dos homens com neoplasia testicular, quer seja em seminomas ou
TCGNS, sendo que a sua detecdo dependente do método laboratorial, o que afeta a sua

sensibilidade como biomarcador.?

A LDH pode estar elevada em patologias como distirbios musculoesqueléticos, embolismo
pulmonar, leucemia, talassemia, hemdlise ou mesmo num enfarte do miocardio. A sua utilizacao
é tdo abrangente que até integra, por exemplo, os critérios de Light na distincdo de liquido
pleural exsudativo de transudativo.? Numa perspetiva no contexto da pandemia COVID-19, de
salientar que o marcador LDH, dada a sua relagao multiorganica, foi utilizado como marcador de

progndstico no contexto de infecdo grave.®

Esta baixa especificidade é uma desvantagem, na medida em que poderd estar elevada mesmo

nos processos fisioldgicos associados ao aumento do turnover celular.”

Todos estes fatores contribuem para que a sensibilidade e especificidade dos marcadores

classicos sejam reduzidas.

Outros marcadores

Outros biomarcadores ja estudados sdo a fosfatase alcalina placentaria (PLAP), o anticorpo do
recetor das células T locus alfa-1-60 (TRA-1-60) e enolase especifica neuronal (NSE), contudo,
ndo sdo utilizados na clinica dada o seu baixo valor preditivo positivo (VPP), como é o caso da

PLAP que habitualmente pode encontrar-se elevada em individuos fumadores.”3*
Desafios no diagndstico da neoplasia testicular

A elevacdo de determinados marcadores é relativamente especifica ao subtipo de TCG (ver
Tabela 1), contudo, relativamente pouco sensivel. Nos TCGNS, ocorre um aumento de pelo
menos um dos marcadores em cerca de 90% dos casos, a0 passo que Nos seminomas ocorre um
aumento em apenas cerca de 30-40% dos casos.?® No geral, aquando do diagndstico, apenas é
detetada elevagdo dos marcadores em 60% dos individuos o que representa a sua baixa

sensibilidade.”

Assim, tal como em todas as doengas, a necessidade de um diagndstico precoce é um ponto
fundamental. A maioria dos individuos diagnosticados em fases mais avangadas da doenca é
tratada eficazmente (75-80%), porém sujeita a QT, radioterapia e/ou cirurgias mais agressivas.

Consequentemente, tratamentos multiplos e mais agressivos levardo inevitavelmente a elevada



morbilidade, seja pelos efeitos secundarios das terapéuticas, seja por tumores secundarios,
patologias cardiovasculares, ou por afecao da fertilidade. Outros desafios diagndsticos sao, por
exemplo, o diagndstico diferencial com epididimite, que pode atrasar o diagndstico de neoplasia

testicular em 2 a 3 meses.'>??

Deste modo, dadas as limitacdes quer a nivel da apresentacdo clinica, quer do estudo de
imagem, de modo a diminuir os cerca de 30% de casos que ja se apresentam na forma
metastizada, torna-se fundamental a investigacdo nesta area. Neste contexto, a eventual
confirmagdo com exames complementares de diagndstico, como a bidpsia liquida, pode ser

crucial.®®

Dado o impacto significativo do cancro do testiculo a nivel psicossocial, incluindo planeamento
familiar, o diagndstico e progndstico deverdo ser o mais rigorosos possivel. Desta forma,
biomarcadores com boa sensibilidade e especificidade poderdo ajudar a redefinir os

tratamentos e realizd-los de forma mais ponderada.

Ao longo da vigilancia, os biomarcadores classicos também demonstram baixa sensibilidade. Em

individuos com seminoma estadio clinico 1 (CS1) recidivante, apenas 3% apresentaram valores
elevados dos marcadores cldssicos, algo verificado em menor escala nos individuos com TCGNS

recidivantes, que apresentaram elevagdo dos marcadores cldssicos em 50% dos casos.’

Perante estas limitacGes, hd uma necessidade de investigar, descobrir e definir novos
marcadores que possibilitem um diagndstico mais precoce e mais preciso, e seguimento mais

fidvel, permitindo também uma melhor decisdo terapéutica.

Novos biomarcadores

Varios sdo os biomarcadores procurados para substituir os marcadores classicos. Alguns, como
é o caso do fator de crescimento fibroblastico-2 (FGF-2), fator de crescimento de hepatdcitos
(HGF), fator de inibidor de macréfago (MIF) e pleiotrofina (PTN), ndo demonstraram ter o valor

diagndstico esperado.®

Os marcadores estudados podem ser divididos em trés distintas categorias: material genético
livre (micro acido ribonucleico (microRNAs) e cell-free DNA), células tumorais em circulacdo e

vesiculas extracelulares.



MicroRNAs

Por definicdo, microRNAs (miRNA) sdo um tipo de RNA de menores dimensGes com cerca de 21
a 25 nucledtidos, que tém a capacidade de se ligar a RNA mensageiros, bloqueando assim a

producio de proteinas.’%%’

Existem diversos processos de comunicacao celular autdcrina, paracrina e enddcrina. Os miRNA
tém a capacidade de utilizar estes trés processos de sinalizacdo, permitindo alterar o

metabolismo, proliferacdo, funcdo e viabilidade celular.’”

Os clusters de miRNA s3o definidos pelos primeiros 2 a 8 nucledtidos da extremidade 5’ dos
miRNA. Estes clusters sao influenciados por diferentes fatores. A titulo de exemplo, a proteina
tumoral 53 (TP53) promove a transcricdo dos diferentes miRNA da familia miR-34, e o gene MYC
promove a transcricdo do cluster miR-17-92. Os miRNA podem atuar como oncogenes ou
supressores tumorais, dependendo do tipo de tecidos alvo. Em geral, a sobrexpressdo de miRNA
atua como oncogene e a subexpressdo como supressor tumoral.®® Contudo, alguns miRNA
podem atuar de diferente modo em diferentes tecidos; por exemplo, a sobrexpressdo de miR-
200 atua como oncogene no cancro da mama, e como supressor em tumores dos ovarios, renais

e pulmonares.®

Para detecdo e avaliagdo de miRNA, é preferivel a utilizagcdo de soro do individuo do que plasma
sanguineo, dado que este Ultimo esta dependente de mais variaveis técnicas. Deste modo, a
interpretacdo de quantificacdes retrospetivas de miRNA devem ser cautelosas.?>*° A detecdo
deve ter por base a purificacdo a base de esferas magnéticas e quantitative polymerase chain

reaction (QPCR).%°

A favor da utilizacdo dos miRNA como marcadores é a sua concentracao nos fluidos corporais,
que, sendo aproximadamente estavel, viabiliza a sua utilizagdo como marcador de diagndstico
e de seguimento.”** O sistema reprodutivo destaca-se neste contexto, j& que os miRNA
participam, nomeadamente, na regulacdo genética da espermatogénese.?’” Por este motivo,
pressupds-se que os diferentes miRNA tém um papel particularmente importante no processo

de diferenciagdo celular, apoptose e desenvolvimento tumoral.

Na neoplasia testicular, de todos os miRNA estudados, foi o miR-371a-3p que demonstrou estar
mais relacionado com a atividade da doenca.***® Além do miR-371a-3p, outros miRNA,

nomeadamente miR-372 e miR-373 e miR-367, parecem estar associados a TCG.*14445

Os miRNA tém a capacidade de distincdo de doenca maligna de benigna***, sendo esta

particularidade fulcral na sua utilizagdo como marcador diagnéstico.
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Independentemente da idade dos individuos, a utilizagdo de miRNA podera ser util, dada a
elevada sensibilidade e especificidade em comparac3o aos marcadores classicos.*”*® No geral, a
sensibilidade dos miRNA é superior a 90%. Contudo, como seria expectdvel, num estudo onde
foram avaliados miR-371-3, miR-372, miR-373, miR-367, a utilizacdo de uma sensibilidade de
95% resultou numa queda substancial a nivel da especificidade. Assim, mantendo uma

sensibilidade de 90%, possibilita uma especificidade entre 60 a 90%, para os miRNA analisados.*

Alguns autores defendem que a analise isolada de miR-371a-3p ndo tem valor inferior
comparativamente a avaliagdo conjunta de miRNA. Todavia, uma anadlise conjunta de trés
miRNA (miR-371a-3p, miR-373-3p e miR-367-3p) revelou uma sensibilidade de 90% e uma
especificidade de 91% com valores igualmente elevados de VPP e valor preditivo negativo (VPN)
de 94% e 79%, respetivamente.***° Congruentemente, a interpretacio isolada de marcadores
nado é recomendada, devendo ser analisados diferentes miRNA, como o miR-371a-3p e o miR-
367, ou entdo miRNA em conjunto com os biomarcadores classicos, permitindo assim que os
miRNA sirvam como uma ferramenta adicional no correto diagndstico e classificacdo dos

tumores.*04251

Os miRNA, além de valor de diagndstico, poderdo ter valor de progndstico.’®*? Por exemplo, a
sobrexpressdao de miR-371a-3p, no pré-operatorio e pré-QT, parece correlacionar-se com pior

progndstico.*>3

Os miRNA sdo também uteis na vigilancia de individuos com neoplasia testicular dada a sua
relagdo com a carga tumoral.*® Assim, quanto mais avancado o estadiamento, maior a expressio
de miRNA, nomeadamente o miR-371a-3p.***%%%%> Mesmo em individuos primariamente
diagnosticados com TCGIS, a utilizacdo de miR-371a-3p mostrou-se capaz de detetar doenga

residual, tendo um possivel valor adicional na orienta¢do destes individuos.>®*’

Devido ao seu tempo de semivida consideravelmente curto —12 horas no caso de miR-371a-3p
%8_ e 3 sua correlacdo com a atividade da doenca, os miRNA podem ser eficazes na monitoriza¢do

pré- versus pds-tratamento, seja cirdrgico ou por QT.?0:41,44-46,51,54,55-61

Assim, findado o tempo de semivida dos miRNA, niveis consistentemente aumentados pods-

3462 metastizacdo ganglionar® ou a distincia.*®® Por

tratamento poderdo indicar recidiva
exemplo, foi descrita a utilidade dos miRNA no diagndstico, progndstico e orientagdo dos
individuos com TCG e doenca maligna intracraniana, com recurso a amostras de liquido

cefalorraquidiano (LCR) e de soro.*®5
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Apesar de miR-371a-3p se encontrar mais frequentemente elevado em TCGNS, a sua detecao

em seminomas parece ter maior utilidade clinica.*>*

No diagndstico de seminomas, o marcador classico que mais se relaciona é a B-hCG, com
sensibilidade de 30%. No entanto, estudos mais recentes parecem demonstrar maior utilidade
na utilizagao de miRNA de forma combinada com os marcadores classicos, ou mesmo, de forma

isolada, apresentando sensibilidades de 75% e 71%, respetivamente.*43

O miR-371a-3p, porém, nao parece encontrar-se presentes noutros tumores, particularmente
no caso de teratomas.*>**476566 Dado haver expressdo de miRNA diferentes em tumores
diversos, a avaliacdo de clusters, parece ser promissora. Um miRNA que aparenta relacionar-se
com a carga tumoral de teratomas é o miR-375. Através do doseamento conjunto de miR-375 e
de miR-371, a elevacao isolada de miR-375 demonstra uma eventual utilidade clinica na suspeita
de teratomas. Porém, é necessario validar os resultados para um ndmero mais alargado de

casos.®!

Outros miRNA que pareceram relacionar-se com teratomas sdo: miR-885-5p, miR-448 e miR-
197-3p. Um estudo que avaliou a expressdo concomitante de miR-885-5p e de miR-448
evidenciou uma sensibilidade de 93% e especificidade de 83%, com um VPP de 93% e VPN de
83% na detegdo de teratomas. De notar que o miR-197-3p ndo mostrou expressao
significativamente superior, quando comparado com individuos sauddaveis. Apesar dos
resultados promissores, a utilizacdo de miR-885-5p e de miR-448 carece de validacdo. Tal advém,
destes miRNA poderem encontra-se sobrexpressos em individuos que apresentem lesdes com

predominio de fibrose e necrose.®®

O miR-371a-3p pode ndo se encontrar expresso a nivel sérico em teratomas. Contudo, dada a
heterogeineidade celular que caracteriza esta entidade, foi possivel evidenciar a expressao de

miR-371a-3p no liquido de cistos de teratomas.®’

A metodologia de colheita de amostra para pesquisa destes marcadores é crucial. Comparando
a expressdao de miR-371a-3p no sangue do plexo pampiniforme com veias periféricas, em
individuos com cancro do testiculo foi evidenciado que os valores a nivel do sangue venoso

testicular eram significativamente superiores, em comparac¢do com individuos controlo.**%

Um outro liquido no qual foi estudada a expressdao de miRNA é o plasma seminal, tendo-se
considerado que este ndo parece ser adequado para a avaliagdo de marcadores de TCG,

comparando com as outras metodologias disponiveis.5%%

11



Atualmente, a capacidade de detecdo de miRNA é discrepante em diferentes métodos. Para
qgue, no futuro, esta técnica possa ser universalmente utilizada na pratica clinica, é necessario
protocolar a metodologia utilizada. Num estudo que comparou as diferentes metodologia, a que
mostrou maior equilibrio entre sensibilidade e especificidade —90% e 75%, respetivamente — foi

a utilizada pelos protocolos de TagMan™ Advanced miRNA Assays.*

Este conjunto de marcadores poderd constituir entdo uma ferramenta importante no

diagndstico e vigilancia de recidiva.*

Uma barreira na utilizacdo destes marcadores é o seu preco. Em 2014, cada analise de miRNA
tinha um custo associado, sem custo laboral, de 60 euros comparativamente com a AFP que
tinha um custo de 10 euros.** Contrariamente ao esperado, em 2019, o preco de custo da andlise
de miRNA aumentou para cerca de 175 euros. O encargo financeiro do cancro testicular no
sistema de saude dos Estados Unidos é cerca de 1567 milh&es de ddlares/10 anos. Porém,
mesmo com o aumento do preco do teste, a utilizacdo consistente de miRNA no estudo dos
individuos com TCG, prevé uma reduc¢do até 69 milhdes de ddlares ao ano.” Tal advém da
reducdo do recurso a outros MCDT, como a TC, e a significativa reducdo dos individuos

sobretratados, com consequente melhoria na gestdo de recursos.”
As caracteristicas dos estudos referidos encontram-se apresentadas na Tabela | e Il.

Cell-Free DNA

Pela primeira vez descrito na literatura em 1948, por Mandel e Metais’?, e mais tarde, em, 1977,
reportado em individuos com cancro’?, este fragmento de DNA é uma pressuposta ferramenta
para a detecdo e investigacdo de neoplasias. Cell free DNA (cfDNA) sdo fragmentos de dupla
cadeia com cerca de 150 a 200 bases de comprimento. Pensa-se que sdo libertados na corrente
sanguinea por apoptose/necrose de células tumorais, tendo uma semivida muito curta, até 1
hora, apresentando-se em concentragdes muito varidveis, dependendo do estado fisiolégico do
individuo. As concentrac¢des sdo superiores, na sua maioria, na presenca de cancro.”® Dado que,
nos individuos com cancro, o cfDNA corresponde maioritariamente a circulating tumor DNA
(ctDNA), sdo necessarias técnicas especificas para a sua correta dete¢do. Sdo exemplos dessas
técnicas diferentes métodos de fluorescéncia e polymerase chain reaction (PCR).”> A
quantificacdo sé por si pode ter um valor limitado de diagndstico, isto porque niveis aumentados
de acidos nucleicos podem encontra-se no plasma, soro ou qualquer fluido corporal,

consequente a processos fisioldgicos como estados inflamatdrios ou trauma.’#’®’” Contudo, o
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acesso a informacdo genética tumoral permite a abertura de um outro campo de investigacao,

nomeadamente alteracdes genéticas e epigenéticas relacionadas com o tumor.”

No ambito dos TCG, ndo existe variacdo aparentemente marcada, relativamente a elevacao de
cfDNA, quando comparados seminomas e TCGNS, permitindo a sua detecdo no geral com uma
sensibilidade de 87% e especificidade de 97%, apesar de ndo possibilitar uma distincdo
histolégica. Mesmo em homens com biomarcadores cldssicos em valores normais, evidenciou-

se uma sensibilidade e especificidade de 84 e 97%, respetivamente.”’

Foi também detetada elevagdo do DNA mitocondrial (mtDNA) livre em individuos com
neoplasias. A elevacdo pronunciada de mtDNA provou correlacionar-se com mau progndstico
em outras neoplasias, como o cancro da prostata.’® A nivel da neoplasia testicular os melhores
resultados surgiram do mtDNA-79, tendo apresentado uma sensibilidade de 60% e
especificidade 94%. Além da baixa sensibilidade, o mtDNA-79 ndo demonstrou correlagdo com
o estadiamento da doenca nem com a classificacdo histolégica. De notar que apresentou, para

seminomas uma sensibilidade muito baixa de 49%, porém uma especificidade de 97%.”°

Como referido, a analise de cfDNA pode permitir a analise genética. Por exemplo, a analise de
LCR em individuos com TCG detetou, em 25% dos casos, mutacdes do KIT e/ou RAS.8° Um outro
exemplo, é o gene RASSF1A. Trata-se de um gene supressor tumoral que habitualmente esta
relacionado com diversas neoplasias, incluindo teratomas. O RASSF1A parece promover a
transformacdo e regulacdo epigenética do DNA e correlaciona-se com diversas neoplasias
quando hipermetilidado. Nesta perspetiva, é necessaria mais investigacdo acerca dos padroes
de metilacdo de DNA, analisando a correlacdo entre genes especificos e os tecidos envolvidos.8!
A capacidade de detec¢do de teratomas podera ser assim particular, quando comparado com os

miRNA.

Numa perspetiva futura, a andlise conjunta de biomarcadores e pesquisa direta de
determinadas mutag¢des podera vir a revolucionar o papel da bidpsia liquida na neoplasia
testicular. Na atualidade, a relativa baixa sensibilidade subjacente ainda ndo permite a sua
utilizacdo como marcador diagndstico e de vigilancia. Porém, no ambito da medicina de precisdo

podera ser uma mais valia na orientagdo de individuos com neoplasia testicular.
As caracteristicas dos estudos referidos encontram-se apresentadas na Tabela Ill.

Células Tumorais Circulantes (CTC)

A disseminacdo de material tumoral caracteriza o processo de metastizacdo. A hipotese da

presenca de células tumorais em circulagdo como necessaria para a metastizacdo foi descrita ja
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no século XIX por Thomas Ashworth.®? A utilizacdo destas células na prética clinica veio a tornar-
se uma possibilidade com o desenvolvimento de técnicas como a citometria de fluxo com
hibridacdo in situ por fluorescéncia (FISH) e PCR em tempo real (RT-PCR), e com a melhoria dos
métodos de colheita de amostra sanguinea. Porém, a maioria dos métodos utilizados ndo possui
sensibilidade suficiente em individuos com doenca em estadios iniciais. Contudo, esta baixa
sensibilidade poderad n3o dever-se ao baixo numero de células, mas ao método utilizado.®® Isto
porque apenas uma infima percentagem de CTC tém capacidade de metastizacd0.8* Assim, a
melhor opc¢do para quantificacdo de CTC parece ser através do método utilizado pelo sistema
CellSearch®. Este sistema permite a analise direta de CTC, possibilitando a sua caracterizagao
fenotipica e genotipica, podendo ter valor progndstico. Por certo, as CTC poderdo auxiliar no

estadiamento e orientac3o clinica dos individuos com cancro.®

A plasticidade celular, necessdria ao correto funcionamento de todos os érgdos, é um processo
necessario para ocorrer a metastizacao, pois permite as células tumorais adquirirem diferente
expressao genética e possibilitando o eventual desenvolvimento de tumores a distancia. Neste
processo de transicdo epitélio-mesenquimal (TEM) e transicdo mesenquima-epitelial (TME),

foram identificados diversos marcadores (ver Tabela IV). &

A utilizagcdo de CTC como marcador sérico foi estudada em outras patologias como as neoplasias
mamaria, ovdrica, prostatica e pulmonar. Através da detecdo de molécula de adesdo celular
epitelial (EpCAM) e citoqueratina, a analise destes componentes e sua quantificagdo é facilitada.
A expressdo destes marcadores epiteliais é a mais sensivel, sendo comum a mais de 80% das

CTC nos individuos com carcinomas.2®%”

De modo semelhante a analise dos miRNA, a sensibilidade da dete¢do de CTC é superior em
amostras de sangue do plexo pampiniforme do que de sangue periférico. Tal como nos miRNA,

a aplicacdo combinada de varias metodologias é preferida.®®

Em certos casos, a presenca de CTC relaciona-se com o estadio da doenca. Os TCGNS sdo os que
apresentam mais frequentemente CTC elevadas, podendo assim ser um bom marcador para

este subtipo de neoplasia testicular, nomeadamente os teratomas.®

Nos individuos em avancado estado clinico, as CTC apresentam maior heterogeneidade,
resultando em valores quantitativos de células EpCAM positivas baixos. Além disso, a utilizagcdo
de CTC para avaliacdo da resposta ao tratamento podera ser enviesada por células normais
afetadas pelos farmacos citotdxicos que entram também em circulacdo. Para que seja possivel

a utilizagdo de CTC como ferramenta de seguimento, é necessaria a correta distingdo de CTC.
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Para tal, devem ser utilizados kits de detecdo por FISH ou anticorpos especificos

monoclonais.2®2’

Existe uma relacdo entre a composicao dos tumores e o seu progndstico. Por exemplo, uma
componente preponderante de carcinoma embrionadrio, é indicadora de pior progndstico. Deste
modo, as CTC poderdao ser um bom marcador progndstico, tendo em conta que foi detetada

uma associacao entre as CTC e o carcinoma embriondrio.%®

Na pratica clinica, a utilizacdo de CTC ndo parece ser vidvel, quer pela heterogeneidade de
células tumorais e sua plasticidade celular, quer pelos custos associados e pela necessidade de
utilizacdo de volumes de amostras superiores. Contudo, de notar que a analise de uma célula
tumoral em circulacdo podera fornecer informagdes mais precisas quanto as caracteristicas

tumorais.’

As caracteristicas dos estudos referidos encontram-se apresentadas na Tabela V.

Futuro em investigacao

Para a evolucdo no descobrimento de biomarcadores, o desenvolvimento nas técnicas de
identificacdo é um ramo importante. A nivel sérico, a utilizacdo de uma abordagem proteémica
na identificacdo de biomarcadores na neoplasia testicular ja identificou um possivel cluster,
através da identificagdo de cinco picos por eletroforese — CM10 ProteinChip R © (6.48, 6.84,
8.15, 8.17, 8.92 kDa) — com uma sensibilidade e especificidade de 89% e 92%, respetivamente.
Dado ter-se demonstrado uma ferramenta promissora na identificagdo protedmica de
marcadores a nivel sérico, o mesmo estudo poder3d ser realizado a nivel do sémen.?° Este poderd
ser um produto de amostra alternativo a utilizacdo de sangue venoso do plexo pampiniforme,

cuja técnica de colheita é mais complexa e invasiva.

A nivel do diagndstico, avangos nas técnicas de isolamento de vesiculas extracelulares poderao
ser um passo essencial a investigacdo nestes individuos. As vesiculas extracelulares podem
conter material genético e estdo envolvidas na comunicacdo célula a célula, podendo relacionar-

se com a disseminacdo tumoral.%

Outro tipo de marcadores, com provavel valor de diagnéstico e progndstico, sdo os N-glicanos.
Ha alteracbes, que ocorrem em proteinas através do processo de glicosilagdo, que sdo
patognomodnicas de neoplasia, independentemente da histologia, mostrando ter valor
diagndstico, mesmo em individuos com marcadores classicos negativos. Contudo, para a pratica

clinica, a utilizacdo de N-glicanos carece de mais investiga¢do.>*!

15



A elevacdo dos valores pré-operatdrios de miR-371a-3p, em individuos com TCGNS com CS1,
sugere a presenca de invasdo linfovascular, bem como possivel carcinoma embrionario.”® A
associacdo entre valores elevados pré-operatdrios de miR-371a-3p e carcinoma embrionario
pode justificar-se por tal valor aumentado poder indiciar micro metdstases e estar
correlacionado com um caracter mais agressivo do carcinoma embriondrio. Torna-se assim
oportuno investigar a relacdo entre miR-371a-3p e o carcinoma embrionario, podendo este

marcador aukxiliar, no futuro, no correto diagndstico e/ou estadiamento.

A varios niveis, a bidpsia liquida pode ser o caminho futuro. O desenvolvimento desta
ferramenta ndo invasiva, em detrimento de métodos menos econdmicos e mais lesivos, por
exemplo a TC, podera permitir a utilizacdo de biomarcadores noutras areas, nomeadamente no
tratamento.”” A capacidade dos miRNA poderem atuar como oncogenes ou supressores
tumorais dependentes do tipo de tecidos alvo pode ser uma importante chave terapéutica.
Atualmente existem varias estratégias terapéuticas baseadas na utilizacdo de miRNA; sdo
exemplos: “sandwich RNA interference inhibition strategy”, “Multiplex RNAi Inhibition Strategy”,
“miRNA Inhibition Therapy”, “miRNA Mimetic Agents”, “SMIRs — Small Molecules Inhibitors of
miRNAs. Algumas j& provaram eficdcia, n3o s in vitro, mas também, in vivo®, existindo agora

necessidade de investigacdo sobre a aplicabilidade destas estratégias no cancro testicular.
Limitacoes

A principal limitagdo que impede a comparagdo clara entre os estudos é a ndo universalidade
dos protocolos de dete¢do e quantificagdo dos marcadores, dado nao existir uma
regulamentacdo universal. lgualmente, a disparidade entre estudos com populagdes pequenas
e de diferentes paises e a falta de estudos multicéntricos dificulta a validagdo universal dos

biomarcadores.

Conclusao

A utilizagdo de novos biomarcadores como ferramenta de previsdao de padrdes de doengas,
possibilitando assim a sua utilizagdo em etapas-chave na orientag¢ao de individuos com cancro,
tem vindo cada vez mais a ser procurada. Com o objetivo de praticar uma medicina de precisao,
cada vez menos invasiva, este método complementar de diagndstico reveste-se de um valor
especial. A bidpsia liquida, contrariamente a bidpsia tecidular classica, podera obter uma maior
representatividade da heterogeneidade tumoral. Desta forma, possibilitarda uma melhor

orientacdo dos individuos ao longo das diferentes fases da doenca, com uma colheita de sangue.
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A utilizacdo de amostras de sangue do plexo venoso testicular deve ser preferida em relagéo a

utilizacdo de amostras de sangue periférico.

Na pratica clinica, sdo ja utilizados marcadores séricos tumorais com valor diagndstico,
prognostico e de vigilancia. Os biomarcadores utilizados atualmente, apesar de sensiveis,
carecem de especificidade. Enquanto numa avaliacdo inicial podem ser Uteis, é importante
recorrer a outros marcadores em diferentes situacdes, de modo a diminuir os falsos positivos,
evitando o tratamento excessivo, e os falsos negativos, evitando recidivas inconspicuas. Para

além disso, a elevacdo dos marcadores classicos ndo apresenta padrdes caracteristicos das

diferentes histologias tumorais, a exce¢ao de que a AFP ndo é detetada nos seminomas puros.

Dos novos marcadores, os miRNA foram os que se demonstraram mais promissores. O miR-
371a-3p é o miRNA que tem provado estar mais relacionado com os TCG, parecendo ser eficaz
no diagndstico, vigilancia de recidiva e orientacdo de individuos com seminomas e TGCNS,
excecionando teratomas. Apesar do miR-371a-3p se encontrar sobrexpresso nestes diferentes
subtipos histoldgicos, dada a caréncia de especificidade na detecdo de seminomas através de
marcadores classicos, é no diagndstico de seminomas que o miR-371a-3p revela maior beneficio.
No diagnéstico de teratomas, os miRNA que poderdo ser Uteis sdo o miR-375, o miR-885-5p e o
miR-448. Contudo, estes marcadores carecem de validacdo através de estudos mais alargados.
A interpretacdo da expressdao de miRNA ndo deve ser isolada, devendo-se recorrer ainda aos
marcadores classicos. No futuro, os miRNA poderdo ter um papel importante também no
tratamento. Atualmente existem diversas técnicas terapéuticas baseadas neste marcador,

sendo aguardada a aplicabilidade no cancro testicular.

Na pratica clinica, a utilizacdo de cfDNA e CTC como substitutos dos existentes marcadores e dos
miRNA ndo parece ser vidvel. Podem sim, em caso de duvida, ser utilizadas para analise direta

das caracteristicas tumorais e no caso de individuos com teratomas.

Assim, as duvidas relativamente a viabilidade da utilizagdo na pratica clinica destes marcadores
mantém-se, justificando-se por isso um estudo alargado, de maneira a compreender se a
sobrevida e a qualidade de vida dos homens com neoplasia testicular melhoram com a utilizagao

dos novos marcadores.
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Anexos

Tabela I: Subtipos histolégicos e biomarcadores correspondentes

Tumor do .
. . . Carcinoma
Seminoma Saco Coriocarcinoma L. Teratoma
Vitelino embriondrio
AFP %2 - +++ - + -
B-hCG* + + +++ + -
LDH*? ++ + + ++ -
miR-371a-3p % + ++ ++ ++ -
miR-367% + + i ¥ B}
miR-375% + + + + +
miR-885-5p®° N/A N/A N/A N/A B
miR-448% N/A N/A N/A N/A +

Adaptado Dieckmann KP, Simonsen-Richter H, Kulejewski M, et al. Serum Tumour Markers in Testicular Germ Cell
Tumours: Frequencies of Elevated Levels and Extents of Marker Elevation Are Significantly Associated with Clinical
Parameters and with Response to Treatment. Biomed Res Int. 2019,2019:5030349.; Mgrup N, Rajpert-De Meyts E,
Juul A, Daugaard G, Almstrup K. Evaluation of Circulating miRNA Biomarkers of Testicular Germ Cell Tumors during
Therapy and Follow-up-A Copenhagen Experience. Cancers (Basel). 2020;12(3):E759. e Lobo J, Gillis AJM, van den Berg
A, et al. Identification and Validation Model for Informative Liquid Biopsy-Based microRNA Biomarkers: Insights from
Germ Cell Tumor In Vitro, In Vivo and Patient-Derived Data. Cells. 2019,;8(12):E1637.; + — Poderd ou ndo ser detetado;
++ — Frequentemente detetado, com expressdo proporcional ao volume tumoral; +++ — Detetado em quase todos os
casos em com elevada expresséo proporcional ao volume tumoral; - — Nunca ou raramente associado; N/A — Nédo
aplicavel por falta de evidéncia.
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Tabela Il: Caracteristicas dos estudos relativos a miRNA

Estudo Populagcdo | Biomarcador Conclusées
utilizado
Gillis et al., 80 TCG miR-371- miR-371-3/367 — S 98.0% e E 48.3%
2013 (*9) 47 Crtl 372-373 Evidenciada relagao entre estadiamento e
12 ndo TCG | miR-302a,b,c | expressdo de marcadores. miR-371-3/367
miR-367 demonstrou também relagao com carga
miR-200c tumoral pré- e pds-cirurgia. A utilizacao de
miR-371-3/367 em conjunto com AFP e hCG
permitiu a correta classificacao tumoral.

Syring etal., | 59 TCG miR-367-3p miR-371a-3p —S 84.7% e E 99.0%

2015 (*°) 84 Crtl miR-371a-3p | miR-371a-3p parece demonstrar capacidade

17 ndo TCG | miR-372-3p de distincdo de doenca maligna de benigna. A
miR-373-3p sua elevada S e E podem ajudar na orientacao
cel-miR-39 de individuos com TCG, especialmente na

vigilancia.

Dieckmann 166 TCG miR-371a-3p | miR-371a-3p—S 88.7% e E 93.4%

et al., 2016 12 TCL miR-372-3p miR-371a-3p é um marcador sensivel e

4 Crtl: 12 miR-373-3p especifico na abordagem de TCG. niveis

saudaveis e | miR-367-3p elevados de expressdo de miRNA pdés-QT

94 com adjuvante podem ser indicadores de futura

patologia recidiva. miR-371a-3p parece ter capacidade
benigna de detecdo de doenga residual.

escrotal

van 250 TCG miR-371a-3p | miR-371a-3p —S$90.0% e E 86.0%, VPP 94%,

Agthoven et | 104 Crtl miR-373-3p VPN 79%

al., 2017 (*°) | 60 ndo TCG | miR-367-3p A anélise combinada dos 3 marcadores
revelou S de 90% e E de 91%. A andlise de
miRNA tem valor diagndstico e progndstico
em TCG

Dieckmann 616 TCG miR-371a-3p | miR-371a-3p —S$90.1%, E 94.0%, VPP 97.2%

et al., 2019 (359 miR-371a-3p tem uma S e E superiores aos

(*") seminoma marcadores cldssicos. Mostrou expressao em

e 257 todos os subtipos histoldgicos de TCG, exceto

TCGNS) em teratomas. Apresentou na vigilancia e

258 Crtl detecgdo de recidivas sensibilidade de 82,6%.

Badiaetal., | 58 TCG miR-371a-3p | miR-371a-3p—S93.0% e E 100%

2021 (*Y) 11 Crtl A analise combinada de miR-371a-3p e
biomarcadores classicos é preferida. miR-
371a-3p tem valor diagndstico e vigilancia,
auxiliando a orientagdo terapéutica.

van 6 TCG miR-371a-3p | A utilizagdo de miRNA é mais sensivel no

Agthoven et | recidivante | miR-373-3p diagndstico primario e na detegdo de recidivas

al., 2017 (%) miR-367-3p e doenga residual do que com marcadores
classicos. Os niveis de miR-371a-3p parecem
correlacionar-se com o estadiamento de TCG.
Nenhum marcador provou-se especifico na
detecdo de teratoma maduro residual.

Terbuch et 52 miR-371a-3p | O miR-371a-3p parece util na detegdo de

al., 2018 (52) | amostras miR-367 recidiva, contrariamente ao miR-367. Nao foi

de 10 TCG descrita expressao de miRNA em teratomas.
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(4
seminomas
e 6 TCGNS)

Dos marcadores classicos apenas B-hCG
demonstrou eficdcia na detecdo de recidiva.

Rosas Plaza
et al., 2019

(*?)

109 TCG;
104 Crtl

miR-371a-3p
miR-373-3p
miR-367-3p

miR-371a-3p — S 57% na detegao de recidiva
miR-371a-3p, miR-373-3p, e miR-367-3p
parecem ser Uteis na vigilancia de TCG
metastizado, demonstrando valor
prognostico.

Mego et al.,
2019 (%)

281
amostras
de 180
TCG;

50 Crtl

miR-371a-3p

miR-371a-3p: S 89%, E 90%;

miRNA combinados: S 92%, E 91%

Os valores pré-QT de miR-371a-3p tém valor
prognéstico, contrariamente a antes do 22
ciclo de QT. Estudos mais recentes indicam
gue a analise combinada de miRNA nao
provou ser superior a analise isolada de miR-
371a-3p. miR-371a-3p parece correlacionar-se
com a carga tumoral.

Nappi et
al.,2019 (*9)

132
amostras
de 111 TCG

miR-371a-3p

miR-371a-3p: S 96%, E 100%, VPP 100% e VPN
98%

Foi evidenciada a capacidade de miR-371a-3p
detetar quantidade residual de doenca,
sugerindo assim a sua utilidade como
marcador de vigilancia.

Megrup et al.,
2020 (*)

52 TCG
22 Crtl

miR-367-3p
miR-371a-3p
miR-372-3p
miR-373-3p

Comparadas 3 metodologias de purificacado e
guantificacdo de miRNA, o método LifeTech®
mostrou os melhores resultados (S 90% e E
75%). Um individuo com seminoma nao
apresentou elevagao de nenhum miRNA.
Nenhum miRNA apresentou sobrexpressdo
em individuos com teratoma puro. Verificou-
se maior estabilidade a nivel sérico de miR-
20a. Ha evidéncia de relacdo direta entre
carga tumoral e miR-371a-3p. Dos marcadores
classicos B-hCG é mais sensivel. A analise
combinada de miRNA e marcadores cldssicos
parece mostrar maior capacidade de detecao
de doenga (S 85%). O maior beneficio da
utilizacdo de miRNA é nos individuos com
seminomas. A discrepancia na capacidade de
detecdo de miRNA por diversos métodos é
problema na comparagao de estudos.

Bagrodia et
al., 2020 (°¢)

TCGNS em
estadio la e
b

miR-371a-3p

miR-371a-3p — S e E >90% na detecao de
doenga residual

Os miRNA auxiliam na orientacao de
individuos com TCG. Os miRNA mostram
também ser custo eficiente, permitindo assim
uma gestao de recursos mais adequada, com
reducdo dos custos associados na abordagem
a um individuo com cancro testicular.

Ndo mostrou eficacia na detegdo de teratoma
puro.

20



Lobo et al., 151 TCG miR-371a-3p | A analise de miR-371a-3p pds-orquidectomia
2021 (") cs1 ndo parece ser Util. Contudo, pode ser usado
(101 como marcador auxiliar de detegao precoce
seminomas recidiva e na vigilancia, possibilitando a
e 50 diminuicdo do recurso a TC. O doseamento de
TCGNS) miR-371a-3p ndo parece fornecer
informacdes precoces de possivel recidiva,
contudo ha evidéncia de possivel relacdo com
o estadiamento.
Ledo et al., 82 TCG miR-371a-3p | Quer isoladamente, quer combinado com
2018 (*) 11 Crtl miR-373-3p miR-373-3p, o miR-371a-3p parece detetar
miR-367-3p doenca residual em individuos com
biomarcadores classicos negativos.
Lobo et al., 12 TCG CS1 | miR-885-5p Anadlise combinada de miR-885-5p/miR-448: S
2019 (*9) 5 Crtl miR-448 93.3%, E 83.3%, VPP 93.3%, e VPN 83,3% na
miR-197-3p detecdo de teratomas. miR-197-3p nao
parece relacionar-se com a atividade tumoral
de teratomas.
36 TCGNS miR-375 miR-371a-3p parece demonstrar beneficio na
sob QT miR-371 vigilancia em individuos submetidos a QT. O
12 Crtl miR-375 ndo parece possuir valor no
diagndstico de teratoma.
Lafin et al., 22 TCG CS1 | miR-371a-3p | miR-371a-3p: S 100% e E 92% na detecao de
2020 (®) (4 doenga maligna versus benigna e teratoma
seminomas em doentes ndo submetidos a QT prévia.
18 TCGNS)
2 TCG CS2
Nappietal.,, |41 miR-375 miR-371a-3p parece demonstrar valor na
2020 (%) Teratoma miR-371 dete¢do de doenga residual em individuos
48 TCG com TCG. A interpretagao combinada miR-
11 p6s QT 375/miR-371 sugere presenca de teratoma.
Spiekermann | 25 TCG miR-371a-3p | miR-371a-3p parece relacionar-se com o
et al., 2015 6 TCGIS; estadiamento e atividade tumoral de TCG.
(*Y) Crtl: 20 Detetado expressdo de miR-371a-3p a nivel
saudaveis e do plasma seminal, liquido pleural, sem
24 NNT detecdo a nivel da urina.
Dieckmann 64 TCG (51 | miR-371a-3p | Parece ser preferivel a utilizacdo de amostras
et al., 2016 Cs1, 13 de sangue venoso testicular. A expressdo de
(*>) CS2-3), 9 miR-371a-3p no sangue venoso testicular e
dos quais em fluido de hidrocelo parece correlacionar-
com se com estadiamento, e vigildncia.
hidrocelo
Murray et 45 miR-371a-3p | Os miRNA parecem ser altamente sensiveis e
al., 2016 (*) | amostras miR-372-3p especificos para diagndstico em idade
de soro e miR-373-3p pediatrica de TCG, detecdo precoce de
LCR de 25 miR-367-3p recidivas e distingdo de doenca intracraniana
individuos maligna TCG VS nao TCG, utilizando amostras
em idade de LCR e de soro.
pedidtrica
Anheuseret |5 miR-371a-3p | miR-371a-3p mostrou ter valor na orientagao
al., 2017 () | seminomas de doentes com seminomas, apresentando
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valores claramente superiores aos de
referéncia.
Pellonietal., | 28 TCG miR-302a-d | A expressao de miR-371 e miR-272 parece
2017 (%) 28 Crtl miR-371 correlacionar-se com TCG. O miR-272 n3o
saudaveis miR-372 parece ser bom marcador a nivel do liquido
miR-373 seminal.
miR-142-3p A utilizacdo do liquido seminal necessita de
miR-34b investigacdo adicional.
miR-27a Expressdo de miR-34b parece possuir uma
miR-590-5p fungdo supressora tumoral.
miR-374
Radtke et al., | 27 TCG miR-371a-3p | miR-371a-3p demonstra possivel utilidade
2017 (*') (11 miR.367-3p como biomarcador de vigilancia e na
seminomas, orientacao de individuos TCGIS
16 TCGIS)
Radtke et al., | 24 TCG CS1 | miR-371a-3p | Niveis de expressdao de miR-371a-3p
2018 (%) (20 apresenta um tempo de semivida inferior a
seminomas 12h. Aparente valor adicional na avaliagdo de
e 4 TCGNS) doentes com TCG.
Radtke et al., | Amostras miR-371a-3p | Detetada expressdao de miR-371a-3p no
2019 (*) liquido liquido seminal. Aparente relacdo entre
seminal: 20 expressao de miR-371a-3p e concentracdo de
TCG e 30 espermatozoides.
Crtl;
12
saudaveis
38
amostras
de sémen
Spiller and 15 CRIPTO Evidenciada relacdo entre concentragdo de
Lobo et al., seminomas | miR-371a-3p | CRIPTO e estadiamento de individuos com
2020 (°4 134 TCGNS TCG, evidenciando maior relagdo com TCGNS.
5 TCGIS miR-371a-3p parece ser o melhor
30 Crtl biomarcador na avaliagdo de TCG.
Dieckmann 4 TCG CS2— | miR-371a-3p | miR-371a-3p pode ser expresso no liquido de
et al., 2020 3 cistos de teratomas. Pode justificar-se pela
(®7) heterogeneidade celular, o que possibilita a
presenca de células germinativas ativas.
Murray et 3TCGel miR-371a-3p | Doseamento de miR-371a-3p no LCR parece
al., 2020 (%4) | histiocitose ser util para o diagndstico, progndstico e
células de orientagdo de individuos com TCG e doenga
Langerhans maligna intracraniana.
Belge et al., 99 nao miR-371a-3p | miR-371a-3p ndo parece encontrar-se
2021 (%) TCG; expresso em neoplasias ndo TCG, sugerindo E
Crtl: 20 TCG para TCG.
e 37
saudaveis

Crtl — Controlo(s); S — Sensibilidade; E — Especificidade; TCL — Tumores das células de Leydig; NNT —
Neoplasia ndo testicular; (verde: diagndstico; vermelho: vigildncia; azul: identificagdo de metdstases;
branco: outros)
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Tabela Ill: Caracteristicas dos estudos relativos a cfDNA

TCGNS)

Estudo Populagao Conclusées
Ellinger 74 TCG (39 mMtDNA-79: S 59,5% e E 94.3% na distin¢gdo de TCG de
et al. seminomas e 35 individuos saudaveis
2009 (”°) | TCGNS) MtDNA-79: S 64.5% e E 91.4% na distingdo de TCG com
35 Crtl saudaveis marcadores classicos normais e individuos saudaveis.
Os niveis de mtDNA nado parecem correlacionar-se com o
estadiamento, nem com a classificacao histoldgica de TCG.
Ellinger 74 TCG (39 S 87% e E 97% na distingdo de TCG de individuos saudaveis
et al. seminomas e 35 Mesmo em doentes com biomarcadores cldssicos normais,
2009 (/) | TCGNS) permitiu com uma S de 84% e uma E de 97% o seu
35 Crtl saudaveis diagndstico. Os niveis de cfDNA estavam mais
frequentemente aumentados em CS3
Takayasu | 12 TCG com Em 25% dos doentes foram detetadas mutacdes do KIT
et al, doenca no SNC (8 | e/ou RAS. Ainda mutagdes como MAP2K1 sdo descritas.
2020 (¥%) | seminomas e 4

Crtl- Controlo(s); S — Sensibilidade; E — Especificidade
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Tabela IV: Marcadores identificados no processo de transigdo epitélio-mesenquimal e transi¢cdo mesénquima-

epitelial

Marcadores Epiteliais
Caderina epitelial
Claudinas
Ocludinas
Desmoplaquina
Citoqueratina-8, -9, e -18
Mucina-1

Efetores TEM—
Fatores de crescimento
Citocinas
Matriz Extracelular

«—Efetores TME
Adesdo
MFs de actina do cortex

Marcadores Mesenquimais
Fibronectina
Vitronectina

FSP1
Vimentina
Actina do musculo liso
FGFR2 IlIb e llic

Adaptado de Thiery, J. P.,, & Sleeman, J. P. Complex networks orchestrate epithelial-mesenchymal
transitions. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2006, 7(2), 131-142. Transi¢do epitélio-mesenquimal
(TEM); Transicdo mesénquima-epitelial (TME); Microfilamentos (MFs); Proteina fibroblastica especifica 1
(FSP1); Recetor 2 do fator de crescimento fibroblastico (FGFR2).

24



Tabela V: Caracteristicas dos estudos relativos a CTC

Estudo Populagao Conclusées
Nastaly, | 74 TCG (39 | A utilizagdo combinada de diferentes metodologias para
et al. | seminomas e 35 | detecdo de CTC parece ser superior a sua utilizagdo singular
2021 TCGNS) (17.5%). A utilizacdo de sangue do plexo venoso testicular é
(%) 35 Crtl saudaveis preferida, comparativamente a utilizagdo de sangue
periférico. A prevaléncia de CTC em doentes que
apresentam doenca metastizada é de 41%, sendo de 100%
nos doentes que apresentam doenca refrataria a QT.
Nastaly, | 143 amostras de | Em amostras de sangue periférico apenas 18% dos
et al. | sangue periférico e | individuos diagnosticados com TCG é que foram detetadas
2014 19 amostras | CTC, existindo uma correlacdo entre a sua presenca e o
(%) intraoperatdria) estadiamento da doenca.

Crtl- Controlo(s);
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