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RESUMO

Introdugdo: Os tumores de células germinativas testiculares representam cerca de 97% dos canceres testiculares. Histologicamente,
classificam-se em seminomas e nio seminomas, tendo aplicabilidade diagndstica e prognéstica. O sucesso terapéutico depende do
diagnéstico precoce associado ao correto estadiamento, sendo entdo de grande importancia a avaliagio de biomarcadores que possam
contribuir para o manejo dessa doenca. Objetivo: Identificar os genes que podem estar correlacionados com o progndstico e a sobrevida
no cancer testicular. Método: Andlise de bioinformdtica utilizando 137 amostras de cancer testicular do Zhe Cancer Genome Atlas e 165
amostras de tecido testicular normal do 7he Genotype-Tissue Expression. A identificagio dos genes e andlises subsequentes foram feitas
pelo GEPIA2. Resultados: Inicialmente avaliou-se, em relagdo a expressio génica, os 500 genes mais associados com a sobrevida global
do cncer testicular e os 500 com a sobrevida livre de doenca. Em seguida, foi realizada a sobreposicio dessas duas listas e construido
um diagrama de Venn mostrando os 13 genes em comum. Destes, mantiveram-se apenas os codificadores de proteina, verificando quais
diferiram significativamente do tecido normal em relago a expressio génica. Somente ATP10A, SAMD14 e PCAL4 mostraram diferenca
com significAncia estatistica, todos subexpressos no cincer testicular. A andlise deles em conjunto foi ainda mais significativa para a sobrevida
global ¢ livre de doenga. Conclusio: Foram identificados nesta andlise in silico trés genes que demonstraram associago significativa de
sua expressio com a sobrevida e o progndstico dos pacientes com cncer testicular.

Palavras-chave: Neoplasias Testiculares; Células Germinativas; Biologia Computacional/estatistica & dados numéricos; Progndstico.

ABSTRACT

Introduction: Testicular germ cell tumors represent approximately 97%
of testicular cancers. Histologically, they are classified into seminomas and
non-seminomas, having diagnostic and prognostic applicability. Therapeutic
success depends on early diagnosis associated with correct staging, the
evaluation of biomarkers is important for the correct management of this
disease. Objective: To identify genes that may be correlated with prognosis
and survival in testicular cancer. Method: Bioinformatics analysis was
performed using 137 testicular cancer samples from The Cancer Genome
Atlas and 165 normal testicular tissue samples from The Genotype-Tissue
Expression. Gene identification and subsequent analyzes were performed
using GEPIA2. Results: Initially, in relation to gene expression, the 500
genes most significantly associated with overall survival from testicular
cancer and the 500 with disease-free survival were evaluated. These two
lists were then superimposed and a Venn diagram was constructed showing
the 13 genes in common. Of these, only the protein-coding genes were
kept, investigating which ones differed significantly from normal tissue in
relation to gene expression. Only ATP10A, SAMD14 and PCAL4 showed
a statistically significant difference, all of which were under-expressed in
testicular cancer. The joint analysis of these genes was even more significant
for overall and disease-free survival. Conclusion: Three genes were identified
in the analysis 77 silico which demonstrated significative association of the
expression with survival and prognosis of patients with testicular cancer.
Key words: Testicular Neoplasms; Germ Cells; Computational Biology/
statistics & numerical data; Prognosis.

RESUMEN

Introduccién: Los tumores de células germinales testiculares representan
aproximadamente el 97% de los cinceres de testiculo. Histolégicamente se
clasifican en seminomas y no seminomas, teniendo aplicabilidad diagnéstica
y prondstica. El éxito terapéutico depende de un diagndstico temprano
asociado a una correcta estadificacién, siendo esta Gltima altamente
beneficiosa debido a los marcadores genéticos que indican cémo tratar la
enfermedad. Objetivo: Identificar genes que puedan estar correlacionados
con el pronéstico y la supervivencia en el cdncer testicular. Método: El
andlisis bioinformdtico se realizé utilizando 137 muestras de cdncer testicular
de The Cancer Genome Atlasy 165 muestras de tejido testicular normal de 7%e
Genotype-Tissue Expression. La identificacion de genes y los andlisis posteriores
se realizaron utilizando GEPIA2. Resultados: Inicialmente, en relacién con
la expresién génica, se evaluaron los 500 genes mds significativamente
asociados con la supervivencia global del cdncer testicular y los 500 con la
supervivencia libre de enfermedad. Luego se superpusieron estas dos listas y
se construy6 un diagrama de Venn que muestra los 13 genes en comtn. De
ellos, sélo se mantuvieron las codificantes de proteinas, comprobando cudles
diferfan significativamente del tejido normal en relacién con la expresién
génica. S6lo ATP10A, SAMD14 y PCAL4 mostraron una diferencia
estadisticamente significativa, todos los cuales estaban subexpresados en el
céncer testicular. El andlisis conjunto de estos fue atin mds significativo para
la supervivencia general y libre de enfermedad. Conclusién: Los tres genes
que se identificaron en este andlisis in silico se expresan diferencialmente y
demostraron una asociacion significativa entre su expresion, la supervivencia
y prondstico de los pacientes con cdncer testicular.

Palabras clave: Neoplasias Testiculares; Células Germinativas; Biologia
Computacional/estadistica & datos numéricos; Prondstico.
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INTRODUCAO

O cancer testicular (CT) é o tumor mais comum
em homens com idade entre 15 e 34 anos'. Ele pode se
apresentar como tumores de células de leydig, células de
sertoli, células da granulosa que geralmente s3o benignos,
mas tém potencial maligno, além dos tumores de células
germinativas testiculares (TCGT) que sdo malignos e
cortespondem a 95% dos casos de CT?. Histologicamente,
o TCGT pode ser classificado em seminomas e néao
seminomas. Essa distingao histolégica é altamente
relevante para a etiologia e tratamento do tumor, pois os
tumores nao seminomas s30 mais propensos 4 metdstase'.

Os fatores de risco que envolvem o CT estdo
relacionados 2 criptorquidia — condigio que ocasiona a
nao descida do testiculo —, histéria familiar positiva de
CT, etnia, idade e infertilidade'.

Sao consideradas neoplasias raras, com incidéncia
estimada em cerca de 5 a cada 100 mil individuos®.
Geralmente, o CT possui cardter agressivo, em especial
para tumores nio seminomatosos, porém possui alta taxa
de cura com as terapias atuais*®, com taxa de mortalidade
préxima a 0,26/100 mil no Brasil, mostrando tendéncia
para o crescimento nos dltimos anos’.

Atualmente, para o diagnéstico de CT utilizam-se
marcadores tumorais séricos e exames de imagens, ao
apresentar massa testicular recomenda-se que seja feita
a ultrassonografia testicular ¢, em seguida, uma pesquisa
de marcadores tumorais séricos, sendo eles o-fetoproteina
(AFP), gonadotrofina coridnica humana (hCG) e lactato
desidrogenase (LDH). Porém, esses marcadores ainda
apresentam baixa sensibilidade especifica para o TCGT,
sendo necessdrios novos estudos com a finalidade de
encontrar biomarcadores que possam auxiliar no manuseio
do CT".

Assim como em outras neoplasias, 0 sucesso terapéutico
depende do diagnéstico precoce associado ao correto
68 que pode ser aprimorado pela adi¢io de
marcadores moleculares. A partir disso, estudos buscam

estadiamento

marcadores especificos para seminomas e biomarcadores
que possam auxiliar na estratificagdo de risco relacionada
ao estadiamento clinico, e na orientacio de escolha e
monitorizagio terapéuticas, principalmente na doenga
avangada’. Com base no exposto, o objetivo desse estudo
foi identificar os genes que podem estar associados com
o prognostico e a sobrevida no CT.

METODO

Neste trabalho, foi realizada a anélise de bioinformatica
utilizando 137 amostras de CT do 7he Cancer Genome
Atlas (TCGA)' e 165 amostras de tecido testicular normal

do The Genotype-Tissue Expression (GTEx)!. Por se tratar
de uma andlise i silico, nao foi necessdrio o parecer do
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) para a realiza¢io
desta pesquisa, conforme a Resolugao n.© 510'%/2016 do
Conselho Nacional de Satde (CNS).

Para a selecdo de genes que estdo associados a
sobrevida, foram utilizados dados disponibilizados na
ferramenta GEPIA2" com genes da selecdo de conjunto de
dados do TCGA, como método de sobrevida global, e, em
seguida, foi feita a sobrevida livre de doenga empregando
a mediana como corte. Na matriz de expressio dentro
dessa ferramenta, a densidade de cor em cada bloco
representa o valor de expressio mediana de um gene
em um determinado tecido, normalizado pelo valor de
expressio mediana mdximo em todos os blocos. Nessa
etapa, foram selecionados os primeiros 500 genes com
diferenca estatistica significativa, ou seja, aqueles que
tinham o menor valor de p. As curvas de sobrevida global
e sobrevida livre de doenca foram realizadas nessa mesma
ferramenta utilizando a mediana de expressio dos genes
como corte.

As andlises da associagao da expressio génica, presenca
de metilagio com o tipo histolégico, idade, raga e estidio
da doenga foram realizadas pela ferramenta Ualcan't
utilizando como consulta “TCGA” seguido de “TCGT
- tumor de células germinativas testiculares” e, logo apds,
expressdo correlacionada a “Tipo histoldgico”, “Idade”,
“Rag¢a”, “Estdgios individuais do cincer” e “Metilagio”
de cada gene.

A avaliagio das alteracoes genéticas em cada gene
foi realizada pela ferramenta cBioportal®® utilizando
“TESTICULAR?” ¢, em seguida, “TCGA, Firehose Legacy”
como consulta. Realizando, assim, a andlise de mutacées
e supostas alteragoes no nimero de cépias de GISTIC
de cada gene.

Inicialmente, foram selecionados 100 genes com
padrio de expressdo similar ao ATP10A, HPCAL4 e
SAMD14 no CT pela ferramenta GEPIA2". Entio,
foi utilizada a ferramenta WebGestalt'® para a anilise
de enriquecimento, tendo como pardmetros bdsicos o
organismo de interesse: Homo sapiens, banco de dados
funcional: geneontologia e método de interesse: “ORA
sample run” e pathway + KEGG de cada lista.

RESULTADOS

Para selecionar os genes diferencialmente expressos no
CT, utilizou-se a plataforma GEPIA2. Foram selecionados
os 500 primeiros genes associados com a sobrevida global
do CT e os 500 genes associados com a sobrevida livre
de doenga. Posteriormente, foi realizada a sobreposi¢io
dessas duas listas e construido um diagrama de Venn com
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o objetivo de selecionar os genes que estavam associados
tanto com a sobrevida global quanto com a sobrevida livre
da doenga. Nesta andlise, foram encontrados 13 genes
associados significativamente com as duas sobrevidas
avaliadas: SAMD14, CISD3, HPCAL4, RP11-442G21.2,
RN7SL208P, ATP10A, CASC8, HOXA9, ANPEP,
CTC-459F4.9, RPL35P1, TMLHE-AS1 e ARPC3P1.
Apbs a andlise de cada um desses genes, selecionaram-se
aqueles que eram codificadores de proteinas resultando
em ATP10A, SAMD14, HPCAL4, CISD3, HOXA9,
ANPEP. Para escolher quais genes seriam os mais
relevantes no CT, foi avaliada a expressao desses seis genes
ainda empregando a plataforma GEPIA2 nas amostras de
tumores testiculares ¢ comparando com as amostras de
testiculo normal disponiveis na plataforma. Trés genes se
mostraram diferencialmente expressos com significAncia
estatistica (p < 0,05) nos tumores testiculares — ATP10A,
SAMD14 ¢ HPCAL4 (Figura 1). Todos os genes estavam
subexpressos no CT quando comparados ao controle
obtido no GTEx.

Expresséo- Log2 [TPM] +1
Expresséo- log2 [TPM +1]
Expressao- log2 [TPM +1]

TCGT TCGT TCGT
(num(T)=137; num (N)=165) (num(T)=137; num (N)=165) (num(T)=137; num(N)=165)

Figura 1. Andlise comparativa dos niveis de expresséo log2(TPM+1)
dos genes diferencialmente expressos com significancia estatistica (p
< 0,05), HPCAL4, ATP10A e SAMD14 respectivamente, entre 137
amostras de tecido de céncer testicular (vermelho) e 165 amostras
controle (cinza)

Legendas: TCGT = tumores de células germinativas testiculares; TPM = amostras
transcritas por milhao.

Expressdo do HPCAL4 no TCGT baseado na histologia do tumor  Expressdo do ATP10A no TCGT

Transcrigo por milhao
Transcrigao por milhdo

Seminoma Nao seminoma seminoma
(n=63) (n=70) (n=63)

Genes Associados a Agressividade do Cancer Testicular

Ainda foram analisadas se as expressoes desses trés
genes estavam associadas aos dados de sobrevida. Essa
andlise em conjunto foi capaz de predizer de modo
significativo a sobrevida global (p = 0,046) e a sobrevida
livre de doenga (p = 0,013) (Figura 2).

Realizou-se uma comparagao da expressio dos trés
genes entre tumores testiculares do tipo histolégico
seminoma e no seminoma e foi observado que a expressao
dos trés genes foi maior no tipo histoldgico ndo seminoma
(Figura 3).

Ao avaliar a expressdo dos genes com o estddio tumoral,
observou-se expressdes maiores de cada gene associadas
a um estddio especifico da doenca, o gene ATP10A foi
mais expresso em tumores T'1, HPCAL4, em tumores T2
e SAMD14, em tumores T3 (Figura 4).

Ainda foi avaliada a expressio desses genes em
diferentes etnias e faixas etdrias, demonstrou-se que em
relagio a raca, o gene ATP10A teve maior expressio em
asidticos (comparagdo de caucasiano us. afro-americanos
com p = 2,857400E-01, caucasianos vs. asidticos, p
= 8,720400E-01, e afro-americanos vs. asidticos p =
2,466800E-01); o SAMDI14 teve maior expressio em

caucasianos e afro-americanos (comparagio de caucasiano

Sobrevida global Sobrevida livre de doenga

Baixa assinatura no grupo 3
Alta assinatura no grupo 3
Classificagio/Log p=0.046 Baixa assinatura grupo 3

Alta assinatura grupo 3

Classificagzollog p=0.013

Percentual de sobrevivéncia
Percentual de sobrevivéncia

Meses
Meses

Figura 2. Andlise do percentual de sobrevivéncia (percent survival),
de 0,0 a 1,0, de acordo com a expressdo conjunta dos trés genes
(HPCAL4, ATP10A e SAMD14) com baixa assinatura (azul) e alta
assinatura (vermelho) ao longo dos meses (Months), de 0 a 250
meses, na sobrevida global (overall survival) e sobrevida livre de
doenca (disease free survival)

na hi ia do tumor

pi do do SAMD14 no TCGT baseado na histologia do tumor

Transcrigao por milhao

Néo seminoma Seminoma Nao seminoma
(n=70) (n=63) (n=70)

Figura 3. Andlise da expressdo génica em amostras de tumores de células germinativas testiculares, de HPCAL4, APT10A e SAMD14
respectivamente, com base na histologia tumoral em seminomas (laranja) com 63 amostras e ndo seminomas (verde) com 70 TPM. HPCAL4
teve variacdo de 0 a 2 em TPM e p = 2,81900E-03; ATP10A variagéo de 0 a 8 em TPM e p = 4,523700E-03; SAMD14 variagéo de 0 a

20 em TPM e p = 8,26320001312553E-09

Legendas: TCGT = tumores de células germinativas testiculares; TPM = amostras transcritas por milhao.
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Expressédo do HPCAL4 no TCGT baseado nos estagios individuais do cancer

Transcrigao por milhéo

Estagio 1

Estagio 1
tt (n=101)

(n=101)

Estagio 3
(n=14)

Estagio 2
(n=13)

Expresséo do ATP10A no TCGT baseado nos estagios individuais do cancer

Estagio 2

(n=13)

Expressdo do SAMD14 no TCGT baseado nos estagios individuais do cancer

Transcrigéo por milho

Estagio 3
(n=14) Estagio 1 oo
(n=101) Estagio 3

Estégio 2
(n=13) (ne1d)

Figura 4. Andlise da expressdo génica em amostras de tumores de células germinativas testiculares de HPCAL4, ATP10A e SAMD14,
respectivamente, com base na histologia tumoral do estddio 1 (laranja) com n =101, estddio 2 (marrom) com n = 13 e estddio 3 (verde)
com n = 14, transcrito por milhdo. No gréfico do gene HPCAL4, houve variagdo de 0 a 0,8 do TPM, com estddio 1 vs. estddio 2 de p =
1,243810E-01, estddio 1 vs. estddio 3 de p = 6,883500E-02, estddio 2 vs. estéddio 3, p = 6,771800E-01. No ATP10A, a variacédo foi de
0 a 6 TPM, com estddio 1 vs. estéddio 2 de p = 6,509200E-01, estédio 1 vs. estddio 3 de p = 8,612300E-02, estddio 2 vs. estddio 3 p =
4,228200E-01. No SAMD14, a variacdo foi de O a 10 TPM, com estédio 1 vs. estddio 2 de p = 9,889800E-01, estadio 1 vs. estddio 3 de

p = 3,994600E-01, estddio 2 vs. estddio 3, p = 5,148800E-01

Legendas: TGCT = tumores de células germinativas testiculares; TCGA samples = amostras The Cancer Genome Atlas; TPM = amostras transcritas por milhdo.

vs. afro-americanos com p = 5,935400E-01, caucasianos
vs. asidticos, p = 7,486800E-01, ¢ afro-americanos uvs.
asidticos, p = 9,479600E-01); e 0o HPCAL4 nio mostrou
diferenca entre elas (comparagio de caucasiano vs. afro-
-americanos com p = 3,880300E-03, caucasianos vs.
asidticos, p = 9,851800E-01, ¢ afro-americanos vs. asidticos
» = 3,747200E-01).

Na anilise entre faixas etdrias, o ATP10A teve
expressdo inversamente proporcional a idade, ou
seja, apresentou maior expressio na faixa etdria de
21 a 40 anos e menor expressio em 61 a 80 anos (p =
3,420400E-01), o SAMDI14 mostrou-se com maior
expressdo entre 61 e 80 anos (p = 4,895400E-01) ¢
no HPCAL4 nio foi observado diferenca significante
(comparacdo de 21-40 a vs. 41-60a com p = 7,732200E-
02, 21-40a vs. 61-80a, p = 1,437890E-03, ¢ 41-60a vs.
61-80a, p = 7,543600E-01).

Posteriormente, foi realizada a andlise de mutagoes
por presenca de metilagdo. Para os genes ATP10A (p <
1E-12) ¢ HPCALA4 (p = 6,66344757149773E-12), nio
foi demonstrada mutacio, j4 ao avaliar o gene SAMD14
(p = 5,028100E-02), apenas um paciente, ou seja, 0,7%
da amostra apresentava uma mutagio de alteragio de
nucleotideo tnico do tipo missense (G397W).

E, por tltimo, foi realizada andlise de enriquecimento
do conjunto de 100 genes com expressio similar 2
de ATP10A, HPCAL4 ¢ SAMD14 para avaliagao e
compreensdo da fun¢io expressa de cada agrupamento e
consequentemente desses trés genes (Quadro 1).

DISCUSSAO

O CT ¢ um desafio clinico, visto que representa
uma das neoplasias mais comuns que acometem
o sexo masculino, que inclui os TCGTV. O CT ¢
classificado em dois grupos principais: seminomas
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e nio seminomas'®, e, somado a isso, sabe-se que o
surgimento do CT ¢ dependente de fatores genéticos™.
Dessa forma, muitos estudos estio sendo realizados para
desenvolver novos biomarcadores moleculares tumorais
com maior especificidade e sensibilidade’. Contudo,
no cendrio atual, h4 uma quantidade considerada
pequena de biomarcadores conhecidos considerando o
CT. Diante disso, neste estudo, realizou-se uma anilise
de bioinformdtica em busca de biomarcadores em que
foram encontrados trés genes, os quais se mostraram
diferencialmente expressos com significAncia estatistica e
associados 4 agressividade da neoplasia testicular. Os genes
diferencialmente expressos foram: ATP10A, SAMD14 ¢
HPCAL4, todos subexpressos no CT.

E relevante salientar que hd uma minima
disponibilidade de estudos os quais sustentam a base
genética do CT", portanto, hd poucos biomarcadores
documentados para o progndstico. Os genes codificadores
de proteinas ATP10A, SAMD14 e HPCAL4 encontrados
neste trabalho estio diferencialmente expressos no CT
e, ainda, demonstram uma relagio associativa de sua
expressio com a taxa de sobrevida. Nesse cendrio, a
relevincia deste estudo justifica-se por esses genes ainda
nio terem sido avaliados na literatura como marcadores
moleculares do CT".

Sabe-se que os marcadores tumorais AFP, bHCG e
LDH sao importantes no manejo clinico de TCGT™.
Contudo, a expressio é relativamente baixa em TCGT,
apenas 60% dos CT demonstram elevagio dessas
moléculas no diagndstico inicial, o que torna sua
aplicabilidade clinica com baixa especificidade e deixam a
desejar no acompanhamento e monitoramento da doenga
avangada. Diante disso, sdo necessirios biomarcadores mais
especificos para 0 TCGT, uma vez que eles sio essenciais
para orientar a escolha do tratamento, principalmente
quando a doenga jd estd em estddio avancado’.
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Quadro 1. Representac@o das fungdes associadas a conjuntos de genes com express@o similar & de ATP10A, HPCAL4 e SAMD14 no céncer

Genes Associados a Agressividade do Cancer Testicular

testicular, identificados por meio da andlise de enriquecimento utilizando a metodologia ‘Ora sample run’ e ‘Pathway + KEGG’

Método

Ora
sample run

Pathway +
KEGG

ATP10A

Motilidade
celular
dependente de
cilio ou flagelo,
motilidade
espermadtica,
fuséao célula-
-célula,
formacgéao

de sincicio,
fertilizagéao,
formacéo

de feixe de
microtUbulos,
processo celular
envolvido na
reprodugéo

em organismo
multicelular,
movimento
baseado em
microtUbulos,
armazenamento
de cilio

HPCAL4 SAMD14

Adesdo de
células Il via

Motilidade celular dependente de cilio ou flagelo,
formacéo de feixe de microtdbulos, migracéo de
neurénios, via de sinalizacéo do receptor de glutamato,
transmiss@o sindptica, glutamatérgico, desenvolvimento
do nucleo neural, polimerizacéo ou despolimerizacéo
de microtubulos, regulacéo do receptor de
neurotransmissor de membrana pés-sindptica |,
motilidade espermdtica, regulagéo do receptor de
neurotransmissor atividade, organizacéo de sinapses,
diferenciacéo de células fotorreceptoras, localizagéo

de proteinas na sinapse, regulacdo negativa do
desenvolvimento do sistema nervoso, desenvolvimento
do rombencéfalo, regulacao da sinalizacéo
transsindptica, comportamento adulto, desenvolvimento
do péncreas, regulacéo da estrutura ou atividade da
sinapse, transmissdo sindptica quimica, pés-sindptica,
regulag@o do processo baseado em microtubulos,
diferenciagéo de neurénios do sistema nervoso central,
ciclo de vesiculas sindpticas, exocitose regulada por
ions de célcio, organizagéo de projecdo de neurénios,
movimento baseado em microtibulos, transporte
mediado por vesiculas na sinapse, desenvolvimento

de dendritos, comportamento locomotor, regulacéo
negativa do desenvolvimento de chamadas, regulacéo
da resposta ao medicamento, diferenciagéo de células
epiteliais colunares/cuboidais, desenvolvimento do
prosencéfalo, cognigao, regulacdo do processo do
sistema neurolégico, orientagéo da projegdo de
neurdnios, organizagéo do cilio, regulagdo da atividade
do transportador, transporte de neurotransmissores,
desenvolvimento de axénios, regulacéo negativa

da organizagdo da projecéo celular, regulacéo do
desenvolvimento da projegéo de neurdnios, gliogénese,
localizag@o dentro da membrana, regulagéo do
potencial de membrana, sinalizagéo do organismo
multicelular, maturagéo do desenvolvimento,

regulagéo positiva do transporte de ions, crescimento
do desenvolvimento envolvido na morfogénese,
localizagé@o de vesiculas, comprometimento do destino
celular, transporte de ions potéssio, regulagéo dos
niveis de neurotransmissores , liberacéo de sinal,
desenvolvimento do sistema sensorial, regulagéo
positiva da neurogénese

& membrana
plasmadtica

Sinapse glutamatérgica Migragéo
transendotelial
de leucécitos,
hepatite C,
moléculas de
adesdo celular,

juncdo estreita

Nota: No quadro, estio listadas apenas as fungoes com significincia estatistica (p < 0,05).
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Ao analisar os trés genes identificados neste trabalho,
observou-se que predominantemente hd uma maior
expressao génica nos tipos nio seminomas. Sabe-se que
existe uma expressao diferencial a depender do subtipo
histolégico e que os tumores de células germinativas nao
seminomatosas (NSGCT) sio os mais provéveis de causar
metéstases®', o que acaba por impactar na qualidade da
sobrevida da doenca.

Sabe-se também que o CT, normalmente, é mais comum
em homens na faixa etdria de 15 a 34 anos’, o que condiz
com os achados deste estudo, ja que foi identificado maior
expressdo dos genes ATP10A e HPCAL4 entre as idades de 21
a40 anos, responsdveis respectivamente por maior expressio
nos estadios 1 e 2. Porém, houve uma discrepancia em relagao
ao gene SAMD14 que foi encontrado com maior expressao
na faixa etdria de 61 a 80 anos, podendo estar associado ao
estddio avancado da doenga, visto que apresentou maior
expressdo no estddio 3. Esses achados podem nortear novas
pesquisas para confirmacio da correlagio da expressio
desses genes com um estddio especifico da doenga em busca
de comprovagio de biomarcadores com alto potencial de
classificagio progndstica. Andlises mostraram também a
expressdo desses genes em relagio a raga: o ATP10A ¢é mais
expresso em asidticos, 0 HPCAL4 em afro-americanos e
asidticos e 0 SAMD14 em caucasianos e afro-americanos.
Vale ressaltar que na literatura foi documentado que a
incidéncia de TCGT varia entre as populagées, sendo maior
em individuos de ascendéncia europeia em comparagio com
os africanos™.

Quanto aos genes, o ATP10A foi identificado como
responsavel por produzir uma proteina do tipo flipase,
a qual transporta fosfatidilcolina do folheto externo
para o folheto interno da membrana plasmdtica®.
Assim, identifica-se no presente estudo que o gene é
diferencialmente expresso em tumores nao seminomatosos,
visto uma hipometilacio do seu sitio promotor, nio
havendo diferencas significativas ao se comparar idade,
raca ou estddios. Diante disso, ao realizar uma andlise de
enriquecimento para avaliar as vias de atuacdo génicas,
observou-se que existe uma grande atuagio na via de
fusao célula-célula e formagio do sincicio. Sabe-se que
a desregulagio da adesio celular pode desempenhar
um papel no processo de transformacio, contribuindo
para processos metastdticos®. Logo, é possivel inferir
que a hiperexpressio do gene ATP10A pode implicar
uma menor adesio entre as células e, assim, uma maior
capacidade de metdstase das células neopldsicas, validando
os achados citados.

Sabe-se que 0 SAMD 14 foi identificado em mastdcitos
de espécimes de cincer de préstata como mediador
da comunicag¢do intercelular e interagdo epitelial no
microambiente e que um microambiente favordvel, feito a
partir da comunicagio bidirecional entre células e a matriz
extracelular (MEC), ¢ essencial para o desenvolvimento

da tumorigénese e metdstase'’. Os resultados do presente
estudo podem ser correlacionados com tal afirmagio,
uma vez que, ao realizar a andlise de enriquecimento, o
SAMD14 apresentou como funcio a adesio de células-
-II via adesdo molecular & membrana plasmdtica. Além
disso, pacientes com cincer gastrico que apresentam baixa
expressdo e hipermetilagio do promotor de SAMD 14 t¢ém
pior sobrevida global®, o que pode ser relacionado com os
achados deste estudo, no qual foi observada a subexpressao
do gene no TCGT quando comparado ao tecido normal.
Estudos recentes tém mostrado uma terapéutica para
linfoma primdrio do sistema nervoso central em forma de
anticorpo pela integracio do antigeno receptor de células
B neurabin-I/SAMD14*, podendo ser uma diregio
promissora de tratamento para TCGT por meio de novas
pesquisas, fundamentadas nos resultados apresentados
nesses estudos e achados do presente trabalho.

CONCLUSAO

Os trés genes codificadores de proteina estdo
diferencialmente expressos no CT, no tipo histolégico nao
seminoma, e demonstraram associa¢o significativa de sua
expressio com a sobrevida e consequentemente com o
progndéstico dos pacientes, sendo potenciais biomarcadores
para o CT. No entanto, mais estudos detalhados ainda sdo
necessarios para a validagdo desses genes no CT.
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