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Resumo

Tumores de células germinativas testiculares (TGCT) estao
associados com uma alta taxa de cura, e sdo muito sensiveis as platinas.
Diferentes mecanismos sao relacionados a resisténcia a cisplatina. Identificar
pacientes platino resistentes poderia permitir uma melhor selecéo do tratamento,
evitando toxicidade desnecessaria. Neste estudo, revisamos na literatura
possiveis marcadores de resposta as platinas, bem como avaliamos o risco de
recorréncia relacionado a expressao de nuclear factor kappa-B (NF-kB), excision
repair cross-complementation group 1 (ERCC1) e transglutaminase 2 (TG2), em
pacientes com TGCT, tratados com combinac¢des de platina. Foram analisados
76 pacientes com TGCT tratados com quimioterapia a base de platina 2001 a
2011 no Departamento de Oncologia do HSL/PUCRS. A analise imuno-
histoquimica foi realizada e a expresséo correlacionada com dados clinicos e
laboratoriais. Cinquenta pacientes foram incluidos, idade média do grupo foi de
28,4 anos (18 a 45), 68% histologia ndo-seminomatosa. Todos 0s pacientes
foram tratados com bleomicina, etoposide e cisplatina (BEP) ou etoposide e
cisplatina (EP). A anélise multivariada identificou que as expressdes positivas de
NF-kB e ERCCL1 séo fatores de risco independentes para maior recorréncia de
TGCT apos a quimioterapia (RR 3.16 e 2.96). Resultados com transglutaminase
2 nado mostraram diferenca significativa. A expressdo de ERCC1 e NF-kB
conferem progndstico pior para recidiva em pacientes com TGCT tratados com
guimioterapia baseada em platina. Estes marcadores podem representar fatores

que predizem ma evolucgdo clinica e resposta a quimioterapia.



Palavras-chave : ERCC1; NF-kB; transglutaminase 2, tumor de células

germinativas; cisplatina.



Abstract

Tumors of testicular germ cells (TGCT) are associated with a high cure
rate, and are very sensitive to platinum based chemotherapy. Different
mechanisms are related to resistance to chemotherapy and higher recurrence.
We evaluate the risk of recurrence related to expression of nuclear factor kappa-
B (NF-kB), excision repair cross-complementation group 1 (ERCC1) e
transglutaminase 2 (TG2), in patients with TGCT treated with platinum
combinations. Seventy-six patients were evaluated with TGCT treated with
platinum-based chemotherapy 2001 to 2011 in the Department of Oncology of
the HSL/PUCRS. Immunohistochemistry analysis was performed and expression
correlated with clinical and laboratory data. Fifty patients were included in the
group, mean age was 28.4 (18 to 45), 68% non-seminoma histology. All patients
were treated with BEP or EP. Multivariate analysis identified that positive
expressions of NF-kB and ERCC1 are independent risk factors for higher
recurrence TGCT after chemotherapy (RR 3.16 and 2.96). There was no
significance in TG2 cases. In conclusion, expression of ERCC1 and NF-kB give
much worse prognosis for relapse to patients with TGCT treated with platinum-
based chemotherapy. They may represent markers that predict poor clinical

outcome and response to chemotherapy.

Key-words : ERCC1; NF-kB; transglutaminase 2, germ cell tumors; cisplatin.
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1. INTRODUCAO

1.1 - Cancer de Testiculo

Neoplasias de células germinativas testiculares representam
aproximadamente 1% dos tumores malignos do sexo masculino e sao
responsaveis por 0,1% de mortalidade relacionada ao cancer em homens. A
faixa etaria de maior incidéncia corresponde a homens jovens, entre 15 e 35
anos de idade (SIEGEL et al., 2015).

O cancer de testiculo representa um dos mais impressionantes grupos de
sucesso terapéutico das platinas atingido a partir do seu uso em protocolos na
década dos anos de 1970, mesmo com o advento de inUmeros novos farmacos
no mercado quimioterapico, permanecendo o esquema de tratamento com
potencial curativo em mais de 95% dos casos (DEVITA, 2015). Antes dos anos
70, correspondia a 11% das mortes por cancer e uma sobrevida em 5 anos do
diagnoéstico de 64% (EINHORN, 1990). Estas taxas de cura da doenca sao
potencialmente alcancadas mesmo na doenca metastatica. Entretanto, um
grupo de pacientes pode apresentar uma evolucao desfavoravel com pequena
ou nenhuma resposta ao tratamento.

Os tumores de células germinativas testiculares (TCGT) representam a
grande maioria dos tumores malignos de testiculo (90-95%), que sao divididos
de acordo com os achados histologicos em seminomas e ndo-seminomas (JUN
et al., 2008). Os seminomas sao responsaveis por aproximadamente 50% dos
canceres testiculares e surgem mais frequentemente na terceira década de vida.

Por outro lado, os tumores de células germinativas nao-seminomatosos



compreendem 40% dos canceres de testiculo e ocorrem mais frequentemente
na segunda década de vida (WILLIAMSON et al., 2016). Os 10% dos canceres
de testiculo restantes sdo tumores combinados e que normalmente contém

elementos seminomatosos e nao-seminomatosos (Tabela 1).

Tabela 1 - Classificacdo dos tumores de testiculo (adaptado de ROBBINS &

COTRAN, 2014).

Tumores de células germinativas
Seminoma

N&o Seminoma
Carcinoma Embrionario

Coriocarcinoma

Tumor Seio Endodérmico

Teratoma

Teratoma com Transformacao Maligna
Misto

Tumores Espermatociticos
Tumores do cordao sexual
Tumor de células de Sertoli
Tumor de células de Leydig
Tumor da Célula Granulosa

Mistos

Gonadoblastoma

Com o desenvolvimento e a utilizagdo de quimioterapia baseada em
cisplatina e a integracdo da cirurgia, os tumores de células germinativas
tornaram-se um modelo de neoplasia curavel, mesmo em estadio avancado

(WILLIAMSON et al, 2016). Atualmente, a sobrevida a longo prazo para homens



com tumor de células germinativas avancado € superior a 90% em 5 anos
(WILLIAMSON et al, 2016).

O International Germ Cell Consensus (IGCCG) desenvolveu um sistema
de classificagao de risco e progndstico para cancer de testiculo (IGCCCG, 1997).
Neste sistema, 0s pacientes sdo separados em prognostico desfavoravel,
intermediario e favoravel, com base na histologia, sitio primario, sitios de
metastases, e elevacdo de marcadores tumorais séricos (Tabela 2).

Dois esquemas de quimioterapia séo eficazes para pacientes com TCGT
de prognéstico favoravel: quatro ciclos de etoposide e cisplatina (EP) ou trés
ciclos de bleomicina, etoposide e cisplatina (BEP) (EINHORN, 2002). O
esquema padréo para pacientes de prognostico desfavoravel e intermediario €
de quatro ciclos de BEP (DEVITA, 2015). Tentativas para melhorar os resultados
nestes subgrupos tém focado na intensificacdo do regime BEP. Pacientes que
tiveram recaida apds a quimioterapia inicial podem ser potencialmente curados
com regimes de segunda linha e, até mesmo, de terceira linha (FELDMAN et al.,
2008).

Os agentes derivados do grupo quimioterapico das platinas séo
empregados em diversos tipos de neoplasias (DEVITA, 2015). Séo
particularmente ativos contra tumores de testiculo, ovario, pulmao, bexiga, trato
gastrointestinal, cabeca e pescoco, linfomas, constando como farmacos de
primeira escolha no tratamento de muitos desses tumores (LEBWOHL et al.,
1998). Na maioria desses tumores em algum momento do seu curso pode
ocorrer resisténcia ao tratamento e as respostas clinicas esperadas nao sao

alcancadas (PEREZ, 1998).



Tabela 2 - Estratificacdo de risco conforme a International Germ Cell
Cancer Collaborative Group (IGCCCG, 1997).

Seminoma
Grupo de bom prognéstico
Qualquer dos Critérios:
Qualquer local primério
Sem metastases viscerais (exceto pulmonares)
Alfa feto proteina normal
Grupo de risco intermediario
Qualquer dos Critérios:

Qualquer local primario

Sem metastases viscerais (exceto pulmonares)
Alfa feto proteina normal
Qualqguer nivel de LDH ou beta hCG

N&o Seminoma
Grupo de bom prognéstico
Qualquer dos Critérios:
Primarios do testiculo ou retroperitbnio
Sem metastases viscerais (exceto pulmonares)
Marcadores tumorais em valores normais
Grupo de risco intermediario
Qualquer dos Critérios:

Primario do testiculo ou retroperitdnio

Sem metastases viscerais (exceto pulmonares)
Alfa feto proteina 1000 - 10.000 ng/mL,
Beta hCG 5000 - 50.000 mUIl/mL
LDH 1.5 a 10 vezes valor de limite inferior normal
Grupo de prognadstico ruim
Qualquer dos Critérios:
Primarios do mediastino
Metastases viscerais
Alfa feto proteina > 10.000 ng/mL,
Beta hCG > 50.000 mUI/mL
LDH > 10 vezes valor de limite inferior normal




1.2 - Marcadores tumorais em cancer de testiculo

Trés marcadores tumorais séricos possuem papel na avaliacao inicial,
acompanhamento de resposta ao tratamento e seguimento de homens com
tumores de células germinativas: subunidade beta da gonadotropina coriénica
humana (beta-hCG), alfa-fetoproteina (AFP), lactato desidrogenase (LDH)

As concentracdes séricas de AFP e, ou beta-hCG estéao elevadas em 80
a 85% dos homens com tumores de células germinativas (ndo-seminomatosos)
(FELDMAN et al, 2008). Em contrapartida, o marcador beta-hCG esta elevado
em menos de 25% de seminomas, e AFP ndo esta elevada em seminomas
puros. Embora estes marcadores possam fornecer provas de apoio para o
diagnéstico inicial de um céancer testicular e sdo Uteis para o progndstico e
estratificacdo de risco, a sua principal utilidade é para monitorar a resposta ao
tratamento e deteccao de recorréncia (NIEDERHUBER, 2013).

A hCG é produzida como molécula intacta de gonadotrofina coribnica
humana. Beta-hCG é o marcador tumoral mais frequentemente elevado em
cancer testicular (DEVITA, 2015). O valor normal nos homens € menor do que 5
a 10 Ul / L. Os niveis séricos de beta-hCG séo elevados em 10 a 20% dos
tumores ndo seminomatosos em estagio inicial e em até 40% dos pacientes com
doenca avancada (MARTEE, 2016). Elevacdes hCG no soro sao tipicamente
vistos em tumores como coriocarcinoma embrionario puro ou misto (DEVITA,
2015).

A producao de hCG por tumores de células germinativas testiculares nao-
seminomatosos varia dependendo do volume de tumor e o0s subtipos

histoldgicos. Entre os pacientes com seminomas puros, uma elevacao dos niveis



séricos de beta-hCG é observada em 15 a 20% dos casos avancados. Um
aumento no soro de beta-hCG reflete principalmente o aumento da carga de
tumor, mas ndo necessariamente um maior potencial metastatico (DEVITA, et
al, 2015).

A alfa-fetoproteina € normalmente produzida pelo saco vitelino fetal e
outros Orgaos, e é essencialmente indetectavel no soro em homens jovens ou
adultos. Muitos tecidos recuperam a capacidade de produzir esta proteina
oncofetal em um processo neoplasico. No entanto, as concentracdes séricas de
AFP superior a 10.000 mcg/L sé@o encontradas quase exclusivamente em
pacientes com tumores nao-seminomatosos de ceélulas germinativas ou
carcinoma hepatocelular (NIEDERHUBER, 2013).

Seminomas ndo costumam elevar AFP no soro. No entanto, estudos
moleculares demonstraram a presenca de mRNA da AFP em quantidades
minimas em pacientes com seminoma, e eventuais eleva¢cdées minimas (10,4-16
ng/mL). Concentracdes elevadas de AFP sérica sdo consideradas para o
diagnéstico de um tumor ndo seminomatoso ou suspeita de envolvimento
metastatico hepatico (NIEDERHUBER, 2013).

As concentracdes de LDH estéo elevadas em 40 a 60 % dos homens com
tumores de células germinativas testiculares LDH € um marcador tumoral menos
sensivel e menos especifico do que beta-hCG humana ou AFP para homens
com tumores de células germinativas ndo-seminomatosos, mas pode ser o Unico
marcador que se encontra elevado em alguns seminomas (DEVITA, 2015). O
grau de elevacédo da LDH no soro tem valor prognostico em homens com doenca
avancada e é incorporado na Cancer Collaborative Group (IGCCCG) sistema de

estratificacdo de risco (WILLIAMSON et al., 2016)



Os niveis de marcadores tumorais pré e pos tratamento séo valiosos para
o estadiamento, mas ainda mais valiosos para a avaliacao de progndstico e taxa
de resposta a quimioterapia. A diminuicdo dos valores pré tratamento de
marcador significa uma resposta tumoral adequada, e um aumento dos niveis
de marcadores indicando recaida ou a resisténcia a terapia. A avaliacdo da
resposta a terapia requer o conhecimento das meias-vidas dos marcadores no

soro (beta-hCG e LDH até 3 dias e, AFP até 7 dias) (NIEDERHUBER, 2013).

1.3 - Fatores Prognosticos e Preditivos

Um fator prognostico € uma caracteristica clinica ou biologica, que é
objetivamente mensuravel e que fornece informacdes sobre a evolucéo provavel
do cancer em um individuo néo tratado (RAGGI et al., 2015). Marcadores
prognaésticos séo Uteis para a identificacdo de pacientes com cancer que estao
em risco de recaida ou ndo resposta ao tratamento mais recente. Permite assim
uma intervencdo ou mudanca de planejamento precoce do plano terapéutico.
Em céncer de testiculo os fatores progndésticos estabelecidos séo descritos pela
International Germ Cell Cancer Collaborative Group e apresentados na Tabela
2, marcadores tumorais (beta-hCG, AFP, LDH), presenca de metastases
viscerais, localizagdo do tumor primario (testiculo, retroperitbnio, mediastino),
sendo todos avaliados no momento do diagnostico (IGCCCG, 1997).

Em contraste, um fator preditivo € uma caracteristica clinica ou bioldgica,
que fornece informacdes sobre o provavel beneficio do tratamento (quer em

termos de reducgédo do tumor ou sobrevivéncia). Tais fatores preditivos podem



ser utilizados para identificar subpopulacdes de doentes que tém maior

probabilidade de se beneficiar de uma determinada terapia (RAGGI et al., 2015).

1.4. Cisplatina

A cisplatina (cis-diaminadicloroplatina Il) € um dos mais eficazes agentes
quimioterapicos para o tratamento do cancer, sendo constituida por um
complexo de metal pesado, com dois atomos de cloro e duas moléculas de
amoOnia na posicao cis (Figura 1) (CHABNER, 2011). Em 1965, durante
experimentos sobre os efeitos da eletricidade dipolar sobre o crescimento
celular, Rosenberg e colaboradores, pela primeira vez, observaram que a divisdo
da Escherichia coli era inibida pela aproximagdo a eletrodos de platina
(DECONTI, et al., 1973). Apds estudos adicionais, estes pesquisadores isolaram
um grupamento de metal, definido como cisplatina. Os estudos com esta
molécula progrediram para ensaios clinicos, sendo que a cisplatina foi
rapidamente aprovada para a terapia do cancer (LEBWOHL, et al., 1998).

Os estudos iniciais de fase I, na década de 70, inicialmente descartaram
0 uso da cisplatina, considerando os efeitos indesejaveis gastrintestinais e renais
(LIPPMAN, et al.,, 1973). A observacdo de respostas clinicas bastante
satisfatérias no tratamento de neoplasias de testiculo e, a diminuicdo da
nefrotoxicidade apoOs hidratacdo vigorosa, fez ressurgir 0 interesse por sua
aplicabilidade clinica. Desta forma, atualmente, a cisplatina é utilizada no
tratamento de varios tumores solidos (ovario, cérvix, pulméo, cabeca e pescoco)
(CHABNER, 2011). Entretanto, mesmo com medidas de hiper-hidratagdo e com

0 uso de diuréticos, a nefrotoxicidade causada pela cisplatina ndo pode ser
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totalmente evitada e, a suspensdo do uso pode ser a Unica opc¢ao caso haja
progressao para insuficiéncia renal (DE VITA, 2015).

A cisplatina foi o primeiro composto do grupo das platinas aprovado para
o tratamento oncolégico, sendo que outros analogos foram desenvolvidos
posteriormente (carboplatina e oxaliplatina), com propriedades proximas em

efeito terapéutico e toxicidade proprias (CHABNER, 2011).

Cl I, pt‘\\\ NH,
¢ o\d \NH3

Figura 1. Estrutura quimica da cisplatina (adaptado de Chabner, Cancer
Chemotherapy and Biotherapy e, de https://www.pymol.org/ acesso em outubro

de 2016).

Nos ultimos 30 anos foram alcancados varios avangos na compreensao
dos mecanismos de acado da cisplatina (DILRUBA, et al., 2016). Sua atividade
citotoxica resulta, especialmente, de interagcdes com o DNA (Figura 2). Adutos
entre a platina e o DNA inibem processos celulares fundamentais, incluindo
replicacdo, transcricdo, traducdo e reparo do DNA. ApdOs penetrar na célula e
sofrer modificacdes quimicas, a cisplatina liga-se ao DNA gendmico e/ou

mitocondrial (MARTIN et al., 2008). Alteragcbes conformacionais ocasionadas
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pela ligacdo ao DNA gendmico afetam os processos de replicacao e transcricao
e, provocam mudancas da fita de DNA, que dificultam a acdo das enzimas de
reparo e o0 remodelamento da cromatina (DILRUBA et al, 2016). A
impossibilidade de reparo da fita de DNA pode levar a célula tumoral a apoptose.
Por outro lado, a ligacéo da cisplatina com o DNA mitocondrial leva a diminuicao
de ATP e, consequentemente, a diminuicao da atividade de ATPase e alteracdo
do conteudo de calcio. A diminuicdo da respiracado celular pode produzir
espécies reativas de oxigénio, resultando em peroxidacao lipidica das células

(GALLUZZI et al., 2012).

Figura 2. Ligacéo da Cisplatina ao DNA (A); Visao em 3D (B). (Adaptado

de https://www.pymol.org/ acesso em outubro de 2016).

O céancer de testiculo representa um dos mais impressionantes grupos de
sucesso terapéutico da cisplatina, mesmo com o advento de inUmeros novos
farmacos no mercado quimioterapico, permanecendo o esquema de tratamento

com potencial curativo, ainda que metastatico, em mais de 90% dos casos, sem
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qualquer modificacdo ha mais de 30 anos. A cisplatina € extremamente eficaz
contra as neoplasias germinativas, que tém uma capacidade particularmente
baixa para reparar danos no DNA induzidos por platinas (RABIK et al., 2007).
Entretanto, um grupo de pacientes pode apresentar uma evolucdo bastante
desfavoravel e com insensibilidade a cisplatina. As razbes pelas quais esses
pacientes evoluem de forma desfavoravel ainda sdo desconhecidas e
necessitam melhor avaliagédo (RABIK et al., 2007). A possibilidade de identificar
quais sao os pacientes platino-resistentes poderia permitir uma melhor selecéo
e individualizacédo do tratamento no momento da deciséo terapéutica, evitando
assim a exposicao a toxicidade desnecessaria.

Efeitos toxicos da quimioterapia no cancer de testiculo sdo considerados
importantes e, em funcdo da grande sobrevida da maioria dos pacientes,
representam algumas vezes sequelas permanentes da terapéutica (GIL et al.,
2016). Os efeitos adversos mais frequentes correspondem a nefrotoxicidade,
nausea, vomitos, neuropatia central e periférica e, mielossupresséao (DEVITA,
2015).

Na medida que taxas de curabilidade sdo alcancadas a preocupacao
direciona-se as toxicidades a longo prazo dos tratamentos (STRUMBERG et al.,
2002). Os eventos adversos da cisplatina ocorrem, em algum grau, em
aproximadamente 100% dos pacientes que recebem sua infusdo (SPRAUTEN

et al., 2012). A tabela 3 apresenta os efeitos colaterais mais comuns.

Tabela 3 - Eventos adversos relacionados a cisplati  na.
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EVENTOS ADVERSOS INCIDENCIA

Sistema Nervoso

Neurotoxicidade 10 - 30%
Gastrointestinal

Nausea / Vomitos 76 - 100%
Hematolbgico

Anemia 10 - 40%
Leucopenia 25 - 30%
Trombocitopenia 25 - 30%
Genitourinario

Nefrotoxicidade 28 - 36%
Hepatico > 10%
Otoldgico

Ototoxicidade 40 - 60%
Alopécia -
Hidroeletrolitico *

Hipomagnesemia

Hipopotassemia

Hipofosfatemia

Hipocalcemia

Hiperurecemia

Cardiaco *
Arritmia

Insuficiéncia cardiaca

* < 1%; (adaptado de <www.uptodate.com>, acessado em novembro de

2016).

Quando marcadores moleculares relacionados a suscetibilidade e
resisténcia ao quimioterapico sao conhecidos, uma melhor selecdo de pacientes
para o tratamento adequado é possivel. Estudos de biologia molecular
detectando vias de resisténcia podem representar um avanco importante no

tratamento e evolucéo de casos de neoplasias de testiculo.

1.5 - Resisténcia a Quimioterapia
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A resisténcia as quimioterapias baseadas em platinas, seja cisplatina,
carboplatina ou oxaliplatina, pode ser definida como intrinseca ou adquirida,
mediada por diversos fatores, sendo relacionada ou ndo as células tumorais
(VASEY, 2003). Dois topicos sao de especial importancia no que diz respeito a
resisténcia: 1) o papel dos transportadores, envolvidos na seletividade de
platinas sobre tumores especificos e; 2) a inativacao das vias de reparo de DNA,
em especial aquelas relacionadas aos genes BRCA (RABIK et al., 2007).

Dentre os mecanismos classicos de resisténcia a cisplatina, destaca-se:
a reducédo da captacdo do medicamento, a extrusdo da droga para o exterior da
célula, ou ambos (STEWART, 2007). Recentemente, foi demonstrado que
transportadores envolvidos na homeostase e manutencéo dos niveis de cobre
celular também estdo envolvidos no transporte das platinas (BASU et al., 2016).
O Ctr1, um regulador do influxo de cobre, parece estar diretamente relacionado
ao transporte de cisplatina e seus analogos, carboplatina e oxaliplatina.
Evidéncias sugerem que os dois transportadores de efluxo de cobre, ATP7A e
ATP7B, também regulam o efluxo de cisplatina (MACUS et al., 2007).

Ha cinco vias de reparo do DNA reconhecidas para a protecdo contra
danos: (i) reparo por excisdo de nucleotideos, (ii) reparo do emparelhamento
errbneo (mismatch) (MMR), (iii) reparo de quebras em posi¢cdes simétricas nas
cadeias do DNA (double-strand break repair), (iv) reparo por excisdo de base e,
(v) reparo direto do DNA. Estudos prévios tém relacionado os dois primeiros
sistemas com as vias de resisténcia as platinas no tratamento oncolégico (KANG
et al, 2009). Diferentes mecanismos sdo sugeridos para entendermos a

resisténcia cisplatina, conforme Tabela 4.



Tabela 4 - Mecanismos de resisténcia cisplatina

2007).
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(adaptado de STEWART,

Mecanismo

Fator Relacionado

Alteracdo do fluxo / chegada da droga

Reducéo da absorcéo da droga

Aumento do efluxo

Aumento da detoxificacdo

Aumento da ligacéo de drogas

Aumento do reparo do DNA

Diminuicao de fatores pro apoptoticos

Aumento de inibidores de apoptose

Aumento de chaperonas

Fatores de transcricdo - relacionados
ao ciclo celular

1T presséao tecidual
| presséo vascular

rigidez da membrana celular

1 esfingomielina

| transportadores Cooper CTR1
| de CaClz

1 de pH extracelular

1 transportadores Cu ATP7A,-7B
1 de pH intracelular

1 gama-glutamiltransferase
1 glicoproteina p
1 superoéxido dismutase

1 bombas de protons
1 histonas de metilacao

1 ERCC1

1+ XPF

1 BRCA1

1 Topoisomerase Il

| p53, Bax, Fas, caspases 8,9
1 survivina

1 Bcl-2

1Cox-2

T HSP27, HSP90, HSP70

T NF-kB

| atividade de telomerases
1 transglutaminase (TG2 )

A proteina excision repair cross-complementation group 1 (ERCC1) atua

como um componente importante da via de reparo de excisdo de nucleotideos

(Figura 3). Estudos em tumores de pulmao, ovario, esdfago, estbmago, cabeca-

pescoco e gliomas tém demonstrado que a expressao de ERCC1 apresenta
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correlagcdo com resposta terapéutica e a sobrevida dos pacientes (POLAT et al.,

2015; MENDONZA et al, 2015).

Figura 3 - Excision repair cross-complementation group 1 (ERCC1)

(adaptado de https://www.pymol.org).

Estudos demonstraram que a transglutaminase 2 (TG2), uma trans
peptidase encontrada em varios tecidos, envolvida na regulacdo da matriz
tecidual, proliferacdo celular, mobilizacao tecidual, esta relacionada com a
resisténcia a quimioterapia, especialmente por platinas (CAO et al., 2008). TG2
esta super expressa em diversas neoplasias como mama, ovarios, pancreas,
coOlon e fortemente relacionada a quimo resisténcia (HUANG et al., 2015).

A enzima tem sido associada a apoptose, agindo como um
promotor ou como um antagonista, por meio de mecanismos que sao especificos
para diferentes contextos celulares (Figura 5). Em condi¢des fisiologicas, a
atividade enzimatica intracelular da TG2 2 é regulada negativamente por baixas
concentracdes de calcio e nivel elevado de trifosfato de guanosina. No entanto,

nas ultimas fases da apoptose, quando ha um macico influxo intracelular do ion
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calcio, a funcdo enzimética da TG2 2 é ativada levando a desintegracdo de
proteinas citosélicas e consequentemente ao processo de morte celular
(CHHABRA, et al., 2009). Uma das causas importantes de resisténcia a
cisplatina refere-se a um funcionamento anormal do mecanismo de apoptose em

células tumorais.

Normal cell Tumor cell
Chemical ROS: @
Stressors ! infection
radiation l
DNA Damage  Extreme stress chemotherapy
Nrf2(?) radiation
NF-xB T , Activated 'hypoxua
Ca% 162 .
1162 =25 ™2, Apoptosis t1G2
Low Ca®* )
Macrophage High GTP Low Ca**
Lymphocyte High GTP
Endothelial cell, etc. Latent v
\ TG2 Integrins
. Increased threshold NF-xB
< D
Repair 1o undergo apopLosis FAK
v PTEN
Drug resistance
Metastasis

Figura 4 - Mecanismos da Transglutaminase 2 (adaptado de

CHHABRA, et al., 2009).

Outra via aparentemente relacionada com a resisténcia as platinas parece
envolver o fator nuclear kappa B (NF-kB), fator de transcrigéo correlacionado na
resposta celular a varios estimulos extracelulares de citocinas e estresse celular
(Figura 5) (SETHI et al., 2008; LIN et al, 2010). Em células de cancer o NF-kB
esta ativado e expresso, promovendo invasédo tecidual, aumento da sobrevida
celular e o processo metastatico. Esta correlacionado com pior progndstico em

diversas neoplasias usualmente sensiveis a cisplatina como cancer de cabeca e
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pescoco, esbfago, bexiga, ovario e pulméo, sendo seu mecanismo complexo

(ZHIPENG et al, 2015).

Autocrine Production
Receptors of Cytokines

Ras, Raf, Ber-Abl, KK, Akt, s ) HTLV, KSHV, HHV-8,
Db/ Db, TELJak POGFR, EGFR, HER2 EBY, HBV, HCV TNF-, L1, IL-6, IL-8

Overexpression of

Oncoproteins/Kinases Viral Infection

—b{ Proliferation
—){ Angiogenesis

[ Adhesion/Invasion/ ]

[ Cell Survival

Metastasis

([ Immune Response/
Inflammation

N

Figura 5 - Mecanismo da atividade do fator nuclear kappa B (NF-kB)

(adaptado de SETHI et al., 2008).

2. OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral
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Avaliar a expressdo de NF-kB, ERCC1 e Transglutaminase 2 como
fatores preditivos de recidiva em pacientes com cancer de testiculo submetidos

a quimioterapia no Hospital S&do Lucas da PUCRS.

2.2 - Objetivos Secundarios

a. Realizar revisado sistematica da literatura quanto a novos marcadores
de resisténcia as platinas;

b. Avaliar a expressdo de NF-kB, ERCC1 e TG2 através de
imunohistoquimica, em biopsias de tumores de testiculo;

c. Correlacionar os dados de expressao de NF-kB, ERCC1 e TG2 com o
prognostico e a recidiva de pacientes com tumor de testiculo, tratados

com quimioterapia.
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CONSIDERACOES FINAIS

Um dos grandes avancos da medicina moderna é a possibilidade de
tratamento curativo no cancer de testiculo metastatico. Os principais registros
com respostas completas em pacientes, aparecem no final dos anos de 1970,
acompanhados de eventos adversos importantes como ototoxicidade,
mielossupressao, neurotoxicidade sensitiva, motora e ileo intestinal (EINHORN,
2002). A estratificacéo de risco dos pacientes, nos anos 80, permitiu a definicdo
de protocolos com adequada selecdo para cada caso. Em todos esquemas a
inclusdo de platina esta presente, com variacdes que incluem protocolos como
BEP, EP e VIP (vimblastina, ifofosfamida e cisplatina) (CHABNER et al., 2011).
N&o ha consenso sobre a inclusdo de bleomicina, a escola Americana de
Oncologia fundamentalmente seguindo as recomendacfes da Sociedade
Americana de Oncologia Clinica (ASCO) recomenda na maioria dos casos,
independentemente da estratificacéo de risco (DEVITA, 2015).

A tentativa de reduzir toxicidade relacionada a cisplatina exigiu avaliacéo
e o0 estudo fase Il que avaliava a substituicdo pela carboplatina evidenciou
respostas inferiores a cisplatina (BAJPRIN, et al.,, 1993). Da mesma forma
diversas farmacos buscaram reduzir toxicidade quando usados
concomitantemente, sem impactar a resposta antineoplasica, mas nada é
recomendado com evidéncia clinica segura. Estudo prévio, avaliou o papel de
frutose-1,6-bifosfato na nefrotoxicidade induzida pela cisplatina, em animais,
demonstrando um potencial significativo nefroprotetor da frutose-1,6-bifosfato
(AZAMBUJA, et al., 2008). Enfim, tem sido intensa a busca de fatores de reducéao

de toxicidade, induzida por quimioterapicos e provavelmente selecionar quem
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sdo os pacientes que realmente necessitam passar pelo risco de eventos
adversos deve ser ponto critico na indicacao de um tratamento.

De fato, os esquemas quimioterapicos contendo platina, BEP e EP, sao
considerados a primeira linha de escolha no tratamento do céancer de testiculo,
seja no carater curativo ou paliativo. Portanto, este estudo foi desenvolvido a fim
de avaliar a expressao de marcadores moleculares como fatores preditivos de
recidiva em pacientes com cancer de testiculo submetidos a quimioterapia com
cisplatina.

No presente estudo a tentativa de realizarmos RT-PCR foi considerada
inicialmente, mas a metodologia de fixacdo dos blocos de parafina, no
Laboratério de Patologia do HSL, ndo permitiu a correta extracao do material de
RNA. Havendo dados seguros de analises publicados com metodologia de
imunodeteccdo optamos por tal razdo utilizar essa forma de analise.

O valor preditivo e prognostico da expressdao ERCC1 foi estudado em
alguns tumores sélidos, como cancer de ovario, cabeca e pescoco e, fortemente
no cancer de pulmao (FRIBOULET, et al., 2013; OLAUSSEN, et al., 2006). Nas
publicacdes prévias as analises sdo definidas e discutidas, diferentemente, ora
por busca da imunodeteccao de antigenos da proteina ERCC1 por metodologia
de imuno histoquimica, ora por andlise de RNA por RT-PCR (FRIBOULET, et al.,
2013; OLAUSSEN, et al., 2007)

No presente estudo, a presenca de ERCC1 esta associada com maior
risco de recorréncia de cancer de testiculo (conforme dados do Artigo Original,
submetido para publicacdo). ERCC1 parece conferir um progndéstico
significativamente pior em pacientes com TCGT tratados com quimioterapia

baseada em platina. Quando a analise multivariada foi realizada, nenhum dos
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fatores de confusao para o resultado, foi capaz de alterar este resultado. Estes
resultados corroboram com os dados de Mendonza e colaboradores que sugere
ser o ERCCL1 preditivo de sensibilidade a platina (MENDOZA et al, 2015). A
ERCC1 é uma proteina de reparo por excisdo de nucleosideo, que remove
adutos-DNA de platina e repara quebras de cadeias do DNA. Os mecanismos
pelos quais contribui para uma maior resisténcia a acdo da cisplatina
provavelmente envolve mecanismos ainda ndo conhecidos, refletindo
possivelmente uma caracteristica inerente a biologia tumoral (STEWART, 2007).

Em termos de aplicacdo clinica, nossos resultados sugerem que a
avaliacdo da expressdao de ERCC1 pode contribuir como um preditor mais
preciso de selecdo de pacientes que apresentam maior risco de recorréncia,
apos o tratamento padrdo com cisplatina, ou considera-los eventualmente a
outro tratamento. Ainda, considerar os riscos de toxicidades possiveis podera
influenciar na escolha de cisplatina para pacientes ERCC1 positivos. Uma
analise mais aprofundada em uma coorte maior de pacientes ira confirmar estes
resultados. A expressdo de ERCC1 parece conferir um progndéstico
significativamente pior em pacientes com TGCT tratados com quimioterapia
baseada em platina.

No presente estudo nao foi possivel correlacionar a expressao de NF-kB
e TG2 com o risco de recorréncia em nossos pacientes tratados com cisplatina.
Algumas explicacbes possiveis para este fato serdo postuladas, o nivel de
complexidade biol6gica pode ter sido subestimado, o niumero de pacientes
analisados nao foi suficiente para analisar tal deteccdo, os ensaios utilizados
para avaliar NF-kB e TG2 podem necessitar adequacdes ou outras metodologias

deveriam ser realizadas. Embora ndo tenha sido observada associacao
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estatisticamente significativa de NF-kB e TG2 com a recorréncia de TCGT de
testiculo (conforme dados do Artigo Original, submetido para publicacdo), no
presente estudo, consideramos que estes fatores envolvidos na regulacéo da
sobrevivéncia celular, devem ser considerados como potenciais agentes
envolvidos na resisténcia a quimioterapia com cisplatina, visto a tendéncia ja
previamente definida em outras publicacdes de aumento do risco de recorréncia
especialmente em outros tumores (FRIBOULET et al., 2013; OLAUSSEN et al.,
2007; KOGA, et al., 2011; POLAT et al., 2015).

Em conclusdo, o cancer de testiculo trata-se de uma neoplasia muito
comum, com uma elevada taxa de cura, mas que quando ocorre recorréncia um
cenario dramatico instala-se, especialmente por considerarmos a idade dos
pacientes. Atualmente n&do existe superioridade de qualquer outro regime de
quimioterapia, que nao inclua cisplatina, no entanto, uma vez que 0s pacientes
nao-sensiveis poderdo ser identificados, considera-los para protocolos sem
cisplatina podera ser um fato promissor.

Nosso estudo € o primeiro a avaliar, em pacientes com TCGT de testiculo,
a expressao de ERCC1, NF-kB e TG2 . Inédito por demonstrar nestes pacientes
0 aumento do risco de recorréncia quando ha aumento na expressédo de ERCC1
e NF-kB. Cabe salientar que nossos resultados devem ser confirmados em
estudo prospectivo, utilizando-se simultaneamente diferentes técnicas de
analise, a fim de identificar pacientes que sao potencialmente ndo-sensiveis a

guimioterapia cisplatina.
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