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Resumo

O cancro testicular é a neoplasia so6lida mais prevalente entre os jovens adultos do sexo
masculino, com uma crescente incidéncia. A heterogeneidade dos Tumores Testiculares de
Células Germinativas (TTCGs) e as limitacoes dos biomarcadores séricos tradicionais, como
AFP, LDH e B-hCG impulsionaram a procura por novos marcadores, mais sensiveis e

especificos para a melhoria do diagndstico, estadiamento e follow-up.

A pesquisa de biomarcadores emergentes revelou avancos notaveis com a introducao de
biomarcadores moleculares e epigenéticos, tais como os micro-RNAs, ¢cfDNA e CTCs, e
biomarcadores imunologicos e imunohistoquimicos, que apresentam propriedades capazes
de superar as limitacoes dos métodos convencionais. Entre todos, o miR-371a-3p destaca-
se pela sua elevada sensibilidade e especificidade na identificacdo precoce de TTCGs,

diferenciacao histologica e predicao de recidivas.

A integracao destas descobertas na pratica clinica tem o potencial de redefinir os padroes
de diagnostico, prognostico e tratamento, melhorando significativamente os resultados
clinicos. No entanto, reflete-se a necessidade crescente de validacao destes biomarcadores

inovadores com estudos mais abrangentes para a sua incorporacao na pratica clinica.

Palavras-chave

Tumores Testiculares; Tumores Testiculares de Células Germinativas; Biomarcadores;
Biomarcadores Séricos; Biomarcadores Imunoldgicos e Imunohistoquimicos; Diagnostico;

Follow-up; AFP; B-HCG; LDH; micro-RNAs; miR-371a-3p; cfDNA; CTCs

ix



Biomarcadores no Tumor Testicular de Células Germinativas: O Presente e o Futuro



Biomarcadores no Tumor Testicular de Células Germinativas: O Presente e o Futuro

Abstract

Testicular cancer is the most prevalent solid neoplasm among young adult males, with an
increasing incidence. The heterogeneity of Testicular Germ Cell Tumours (TGCTs) and the
limitations of traditional serum biomarkers such as AFP, LDH, and -hCG have driven the
search for new, more sensitive, and more specific markers to enhance diagnosis, staging,

and follow-up.

Emerging biomarker research has shown notable progress with the introduction of
molecular and epigenetic biomarkers, such as microRNAs, ¢fDNA, and CTCs, as well as
immunological and immunohistochemical biomarkers, which possess properties capable of
overcoming the limitations of conventional methods. In this group, miR-371a-3p stands out
for its high sensitivity and specificity in early identification of TGCTs, histological

differentiation, and prediction of relapses.

The integration of these findings into clinical practice has the potential to redefine
standards for diagnosis, prognosis, and treatment, significantly improving -clinical
outcomes. However, there is a growing need for validation of these innovative biomarkers

through more comprehensive studies before their incorporation into clinical practice.

Keywords

Testicular Tumours; Testicular Germ Cell Tumours; Biomarkers; Serum Biomarkers;
Immunological and Immunohistochemical Biomarkers; Diagnosis; Follow-up; AFP (Alpha-
fetoprotein); B-HCG (Beta-human chorionic gonadotropin); LDH (Lactate dehydrogenase);
microRNAs; miR-371a-3p; cfDNA (cell-free DNA); CTCs (Circulating Tumour Cells).
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1. Introducao

O cancro testicular, apesar de raro, é a neoplasia s6lida mais comum entre os jovens adultos
do sexo masculino, representando apenas cerca de 1% de todos os cancros na idade adulta.
A incidéncia do cancro testicular tem vindo a aumentar nas tltimas décadas, sendo a

populacgdo caucasiana europeia a que apresenta um maior aumento anual, de cerca de 6%.

(1-3)

Histologicamente, o cancro testicular divide-se em Tumores Testiculares de Células
Germinativas (TTCGs), que representam 90% a 95% de todos os tumores testiculares, sendo
os restantes 5% a 10% classificados em Tumores Testiculares de Células Nao Germinativas
(TTCNGsS). Por sua vez, os TTCGs dividem-se em Seminomas, que constituem 60% destes
tumores, e em Nao Seminomas, perfazendo os restantes 40%, que englobam o carcinoma

embrionario, o carcinoma do saco vitelino, o coriocarcinoma e o teratoma. (1)

Tendo em conta o aumento da incidéncia desta neoplasia, bem como a heterogeneidade que
os tumores testiculares apresentam, torna-se evidente a necessidade de existirem
biomarcadores universais que permitam um diagnostico precoce, uma constante
monitorizacdo da doenca e a avaliacdo do prognoéstico. Atualmente, os biomarcadores mais
comumente utilizados no diagnostico e estadiamento do cancro testicular compreendem a
alfafetoproteina (AFP, produzida pelas células do saco vitelino), a lactato desidrogenase

(LDH) e a gonadotrofina coriénica humana (B-hCG, expressa pelos trofoblastos). (1)

Um biomarcador ideal deve apresentar uma elevada especificidade e sensibilidade e deve
ser facilmente acessivel para uma determinacdo nao invasiva. No entanto, estes
biomarcadores séricos classicos apresentam limitacOes, j& que se encontram elevados
noutros tipos de cancros, bem como em diversas situacoes clinicas, o0 que aumenta o nimero
de falsos positivos e confere-lhes uma baixa especificidade. (1,4) Assim, tem-se tornado
cada vez mais premente a validacdo de novos biomarcadores com maior sensibilidade e

especificidade relativamente aos tradicionalmente utilizados.

Recentemente, tém sido estudados novos biomarcadores séricos epigenéticos e
moleculares, nomeadamente micro-RNAs, cfDNA, ctDNA e CTCs, bem como potenciais
biomarcadores imunoldgicos e imunohistoquimicos, como c-KIT, OCT3/4, SALL4,
SOX2/17, entre outros. Diversos estudos levados a cabo tém demonstrado a capacidade
diagnostica destes biomarcadores, revelando a sua potencial aplicabilidade clinica, ja que
conseguem ultrapassar, na maioria dos casos, a sensibilidade e especificidade diagnosticas

dos biomarcadores séricos tumorais classicos.
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Desta forma, esta revisdo bibliografica tem como objetivos primdrios rever e analisar a
informacgdo atualmente existente no ambito dos biomarcadores de TTCGs, avaliar a
utilidade e aplicabilidade clinicas dos biomarcadores classicos, identificar as principais
limitacOes associadas aos mesmos, rever estudos de investigacao recentes relativos a novos
biomarcadores com potencial clinico e avaliar a sua eficacia. Como objetivos secundérios,
pretende-se explorar as perspetivas futuras desta area de investigacao, avaliar os principais
desafios e limitacGes ainda existentes e destacar a importancia da implementacao clinica de

novos biomarcadores no diagnostico, prognostico e _follow-up dos pacientes com TTCGs.
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2. Metodologia

Para a redacdo desta revisdo narrativa bibliografica foi realizada, de uma forma nao
sistematica, a pesquisa e analise de um conjunto de artigos cientificos, de lingua inglesa,
indexados na base de dados “PubMed”. Para pesquisa, utilizaram-se os termos mesh
“testicular germ cell tumour”, “testicular germ cell tumour biomarkers”, “testicular cancer
biomarkers” e “testicular tumour new biomarkers”, sendo feita uma restricao de espaco

temporal para artigos publicados, entre os anos de 2012 e 2023.

Foram utilizados como critérios de inclusao artigos de investigacao cientifica com estudos
realizados apenas em seres humanos, artigos cientificos de investigacao e de revisao que
abordassem biomarcadores relacionados com tumores testiculares de células germinativas,
que demonstrassem e comparassem a aplicabilidade clinica entre os biomarcadores
classicos e os biomarcadores mais recentes e que discutissem as suas perspetivas futuras.
Excluiram-se os artigos de investigacao realizados em animais, os artigos que nao se
concentrassem na descri¢ao de biomarcadores utilizados no ambito de tumores testiculares
de células germinativas e os que nao abordassem a sua aplicabilidade clinica, nem as

inovacoes feitas nesta area.

Realizou-se a pesquisa direta de artigos de investigacdo mencionados na bibliografia
consultada, independentes do espaco temporal selecionado. Foram ainda analisadas as

ultimas Guidelines da Associacdo Europeia de Urologia relativas ao Cancro Testicular

(2023).
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3. Tumores Testiculares

3.1 Epidemiologia, Etiologia e Visao Geral

Apesar da sua relativa raridade, o cancro testicular assume uma posicao de destaque entre
as neoplasias solidas, sendo a forma mais comum de cancro entre os jovens adultos do sexo
masculino. Compreender a epidemiologia deste tipo de cancro é crucial, uma vez que,
embora represente apenas cerca de 1% de todos os cancros em adultos e 5% dos cancros
urolégicos, a sua incidéncia tem apresentado um aumento notavel nas tltimas décadas,
particularmente nos paises ocidentais, podendo atingir 3 a 11 casos por 100 000 homens

por ano. (1-3)

As taxas de incidéncia mais elevadas registam-se nos paises industrializados, como a
Europa, América do Norte e Australia, perfazendo, em conjunto, 49,6% do total de casos
mundiais. Os nimeros sdo particularmente elevados na Europa, sendo que a populacao
caucasiana europeia é a que reporta um maior aumento da incidéncia de cancro testicular
anual, de aproximadamente 6%. (1) Em 2020 registaram-se cerca de 25 000 novos casos de
cancro testicular, o que representa 33,7% de todos os casos mundiais. De realcar que, nesse
mesmo ano, os principais 10 paises com taxas de incidéncia de cancro testicular mais

elevadas foram todos europeus. (2)

O cancro testicular engloba quer os Tumores Testiculares de Células Germinativas (TTCGs),
quer os restantes Tumores de Células Nao Germinativas (TTCNGs). Focando a atenc¢ao para
os TTCGs, acredita-se que a sua origem esté relacionada com defeitos na matura¢ao normal
dos gondcitos, durante a espermatogénese. Pensa-se que os TTCGs se desenvolvem a partir
de uma Neoplasia de Células Germinativas Intratubular pré-maligna, também designada

por Neoplasia de Células Germinativas In Situ (NCGIS). (5,6)

A nivel epigenético, os TTCGs sao frequentemente caracterizados por anomalias
cromossOmicas e baixas taxas de mutacoes somaticas, sendo a marca genética mais comum,
entre os diferentes subtipos, a amplificacao do braco curto do cromossoma 12 (12p). (5,7)
Foi relatado que a maioria dos TTCGs com um perfil invasivo, relacionados com a NCGIS,
apresentam uma sobre-expressao de um isocromossoma do braco curto do cromossoma 12
(i12p), enquanto os restantes apenas apresentam copias adicionais do cromossoma 12p,
sem a formacao do isocromossoma. Assim, o i12p pode constituir um marcador genético

especifico deste subtipo de tumores testiculares. (6,7)
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A nivel dos fatores de risco associados ao desenvolvimento de neoplasia testicular, destaca-
se a presenca de criptorquidismo (anomalia genética em que ha auséncia da descida dos
testiculos até a bolsa escrotal), de hipospadias (deficiéncia congénita na qual o orificio
uretral nao se localiza na cabeca do pénis), de historia pessoal e/ou familiar de cancro
testicular e infertilidade ou baixa concentracio espermatica. Sao igualmente de realcar a
existéncia de defeitos no desenvolvimento sexual, a idade (sendo a maior incidéncia entre
0s 15 € 0S 40 anos) e a etnia (sendo a raca caucasiana a que apresenta a maior incidéncia).
(2,3,5,7—10) Dos fatores referidos, o maior risco relativo é conferido por se ter um irmao
com antecedentes de cancro testicular, o que aumenta o risco em, aproximadamente, 10

vezes. Ja a presenca de criptorquidismo aumenta o risco em 3,7 a 7,5 vezes. (2,9)

3.2 Subtipos Histologicos

O cancro testicular pode ser dividido, consoante a sua histologia, em Tumores Testiculares
de Células Germinativas (TTCGs), que representam 90% a 95% de todos os tumores
testiculares, sendo a restante pequena percentagem classificada em Tumores Testiculares
de Células Nao Germinativas (TTCNGs). (1—3)

De acordo com o sistema de classificacao dos tumores testiculares de células germinativas
da Organizacdo Mundial de Saide (OMS), bem como das mais recentes Guidelines da
Associacdo Europeia de Urologia (EUA), os TTCGs dividem-se em trés principais grupos

(representados na Figura 1): (3,6,7)

e TTCGs Tipo I: Tumores que ocorrem, predominantemente, em pacientes
de idade pré-pubertaria, cuja origem nao esta relacionada com NCGIS;

e TTCGs Tipo II: Tumores que se originam de NCGIS, em idade pos-
pubertaria;

e TTCGs Tipo III: Tumores espermatociticos, diagnosticados numa idade

mais avancada, sem origem em NCGIS.

Por sua vez, os TTCGs Tipo II podem-se subdividir em Seminomas (que correspondem a
60%), e em Nao Seminomas (cerca de 40%). Os tultimos englobam o carcinoma
embrionario, o carcinoma do saco vitelino, o coriocarcinoma e o teratoma, sendo que a
maioria dos Nao Seminomas acaba por ser constituida por tumores mistos destes quatro
subtipos histolégicos. (1,9) No entanto, para além desta divisao classica geral, existem
muitos outros subtipos, uma vez que os TTCGs apresentam uma elevada heterogeneidade

histologica. (1,7)
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Figura 1. Esquema dos diferentes tipos de TTCGs (adaptada de Cheng et al (7); NCGIS- Neoplasia
de Células Germinativas In Situ; Seta a tracejado- indica uma possivel via, ndo estabelecida, da progressao

tumoral)

Adicionalmente, os TTCNGs, que perfazem menos de 5% dos tumores testiculares, nao
derivam de NCGIS nem apresentam alteracées no cromossoma 12p. Compreendem os
tumores testiculares adultos e os tumores para-testiculares, com uma apresentacao clinica
semelhante aos restantes tumores testiculares. No entanto, apenas sao identificados apos
examinacdo histologica e, por serem extremamente raros, requerem uma avaliacdo

multidisciplinar aquando do seu diagnoéstico.(3)
Dentro deste tipo de tumores existem os seguintes subtipos: (3)

e Tumores Espermatociticos: ocorrem exclusivamente nos testiculos e
nao apresentam elevacao dos marcadores tumorais;

¢ Tumores Estromais do Cordao Espermatico: siao relativamente
incomuns, mas representam o 2° maior grupo de tumores testiculares
primarios, sendo os TTCGs o 1°. Este subtipo inclui os Tumores das células
de Leydig, os Tumores das células de Sertoli, os Tumores das células da
Granulosa, os Tumores de grupo Tecoma/Fibroma e os Tumores
Paratesticulares dos Epididimos e do Cordao Espermatico;

e Mesotelioma da Tanica Vaginal Testicular: tumor raro, mas bastante
agressivo, estando recomendado um tratamento local precoce mais

agressivo, como a hemiescrotectomia.
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3.3 Apresentacao Clinica e Diagnostico

O tumor testicular pode-se apresentar de diversas formas clinicas, sendo a mais comum a
presenca de uma massa testicular indolor ou um achado ecografico acidental. (3)
Adicionalmente, também se pode manifestar como um nddulo escrotal doloroso (em cerca
de 27% dos pacientes), como um endurecimento, ou pelo surgimento de um sintoma apos
um evento traumético. E ainda de realcar a possibilidade de existir um quadro sintomatico
de dor abdominal, dor lombar, dor nos flancos, rigidez testicular, sensacao de peso ou
inchaco escrotal. (3,8) Outros pacientes podem revelar aumento dos ganglios linfaticos,

presenca de massas retroperitoneais ou ginecomastia. (9)

Perante achados suspeitos ou existéncia de sintomatologia inespecifica é importante
proceder-se a continua avaliacdo do quadro. Apds recolha da histéria clinica, com a
descricao detalhada dos sintomas apresentados, deve ser feito um exame fisico completo,
de ambos os testiculos e, na presenca de achados suspeitos de malignidade, tais como areas
endurecidas, firmes ou fixas ao tecido escrotal aderente, devem ser feitos exames

complementares de diagnostico (ECD). (3,8)

Para o diagnoéstico de tumor testicular ser feito, para além do exame fisico, devem ser
prescritos outros ECD, ocupando a ecografia transescrotal o primeiro lugar, enquanto
exame inicial preferencial de avaliacio de massas testiculares, e que apresenta uma
sensibilidade de 92% a 98% e uma especificidade de 95% a 99,8%. A ecografia confirma a
presenca de massa testicular, determina a sua localizagdo intra ou extratesticular, indica o
volume e a localizagdo anatémica da lesdo e avalia o testiculo contralateral, descartando
outras lesdes. A presenca de uma massa com caracteristicas indicativas de TTCGs na
ecografia, nomeadamente heterogeneidade, hipoecogenicidade e presenca de
vascularizacao, requer a referenciacao para uma orquiectomia inguinal radical, ja que é o
procedimento de diagnoéstico patolégico definitivo, bem como a base do tratamento inicial

nestes casos. (3,8,9)

Para estadiamento da neoplasia, recorre-se ao sistema TNM (T- tumor, N- ganglios
linfaticos, M- metastases), ao qual se acrescenta o ponto “S”, correspondente aos
marcadores séricos tumorais (Tabela 1). Assim, procede-se a quantificacao pré-operatoria
dos marcadores séricos tumorais (f-hCG, AFP e LDH), bem como a sua quantificacao pos-
operatoéria, como medida de prognostico e consequente follow-up. Acrescentando, para
identificar possiveis metastases, recorre-se a Tomografia Computorizada (TC) abdominal,

pélvica e/ou toracica, bem como, quando necessario, a outros exames imagiologicos. (3,8,9)
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Tabela 1. Classificacio TNM para o Cancro Testicular (adaptada de (3))

pT-Tumor Primario
pTX Tumor priméarionéo pode ser avaliado*
pTo Sem evidéncia de tumor primario (ex. cicatriz histolégica nos testiculos)
pTis Neoplasia de células germinativas in situ
pT1 Tumor limitado aos testiculos e epididimos sem invasdo vascular/linfatica; tumor pode
invadir a tinica albuginea masndoa tinica vaginalis**
pT2 Tumor limitado aos testiculos e epididimos com invasdo vascular/linfatica; ou tumor com
extensdo através da tainica albuginea com envolvimentoda tinica vaginalis
pT3 Tumor invade o cordao espermético com ou sem invasidovascular/linfatica
rT4 Tumor invade o escroto com ou sem invasidovascular/linfatica
N- Ganglios Linfaticos Regionais (Clinico)
NX Ganglios linfaticos regionais ndo podem ser avaliados
No Sem metéstases nos ganglios linfaticos regionais
N1 Metastase com massa no gangliolinfaticode 2cm ou menos menos na maior dimensio ou
multiplos ganglios linfdicos, nenhum deles com mais de 2cm na maior dimensao
Metéstase com massa no gangliolinfatico maior que 2cm, mas ndo maior que 5¢cm na sua
N2 maior dimensdo; ou mais de 5 ganglios positivos, nenhum com mais de 5cm; ou evidéncia
de extensdo extraganglionar do tumor
N3 Metéastase com massa no gangliolinfatico maior que 5cm na sua maior dimensao
pN- Ganglios Linfaticos Regionais (Patolégico)
pNX Ganglios linfaticos regionais nao podem ser avaliados
pNo Gangliolinfaticoregional sem metéstases
pN1 Metéstase com massa no gangliolinfiticode 2cm ou menos na maior dimenséo e 5 ou
menos ganglios positivos, nenhum com mais de 2cm na sua maior dimensao
Metastases com massa no gangliolinfatico maior que 2cm masndomais que 5¢cm na sua
pN2 maior dimensio; ou mais que 5 ganglios positivos, nenhum maior que 5¢m; ou evidéncia
de extensdo extraganglionar dotumor
pN3 Metastases no gangliolinfitico maior que 5cm na sua maior dimensao
M- Metastases Distantes
MX Metéstases distantes ndo podem ser avaliadas
Mo Nao existem metastases distantes
M1 Existem metéstases distantes ***
Mia Metéstases dos ganglios linfaticos ndoregionais ou do pulmao
Mi1b Metastases distantes para além dos ganglios linfaticos ndo regionais ou do pulméao
S- Marcadores Tumorais Séricos (Pré-quimioterapia)
SX Estudos de marcadores séricos nao disponiveis ou nao realizados
So Niveis de estudo de marcadores séricos dentro dos limites normais
LDH (U/I) hCG (mIU/mL) AFP (ng/mL)
S1 <1,5 XN e <5000 e <1 000
S2 1.5-10x N ou 5 000-50 000 ou 1 000-10 000
S3 >10x N ou >50 000 ou >10 000

*Exceto para pTis e pT4, onde a orquiectomia radical nem sempre é necesséaria para fins de classificagao, a
extensao do tumor primaério é avaliada na amostra de orquiectomia radical;

**A 82 edicdo do AJCC subdivide o seminoma puro T1 em T1a e T1ib dependendo do tamanho nao superior a
3cm ou superior a 3cm na maior dimensao;

***A 82 edicdo do AJCC considera a invasao dos tecidos moles hilares e a invasdo do epididimo como pT2,
enquanto o envolvimento descontinuo do cordao espermaético é considerado como pM1.
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4. Biomarcadores Tumorais

4.1 Definicao e Formas de Obtencao

De entre varias defini¢oes, um biomarcador pode ser descrito como qualquer substancia,
estrutura ou processo biol6gico que possa ser objetivamente mensurado no corpo humano
(quer na circulagao sanguinea, quer noutros fluidos corporais). Reflete a forma como este
responde ou reage a diferentes processos, quer fisiologicos quer condicoes patologicas, ou a
certas terapéuticas e intervencoes. (11,12) Os biomarcadores podem ser proteinas (enzimas,
recetores), acidos nucleicos (miRNAs, ¢cfDNA, ctDNA), péptidos, ou ser o resultado de
alteracOes genéticas, epigenéticas, protedmicas ou metabolicas. (13) Assim, os
biomarcadores tumorais podem corresponder a uma molécula especificamente secretada
pelo tumor ou corresponder a processos biologicos resultantes da sua presenca, traduzindo

a existéncia de neoplasia. (12,13)

Existem diferentes técnicas de obtencdo e medicdo dos biomarcadores, sendo a maior
distincdo entre as técnicas invasivas, como a biopsia s6lida de amostras tecidulares

especificas, e as técnicas nao invasivas, como a bidpsia liquida. (14,15)

As bidpsias solidas tecidulares sdo, atualmente, o método utilizado para se estudar o meio
tumoral e, consequentemente, a informacao molecular que este proporciona. No entanto,
esta técnica esta associada a diversas implicacoes, quer a nivel da complexidade e riscos
associados ao procedimento clinico, quer a nivel do aumento de possiveis danos para o
paciente, o que tem justificado a procura por métodos mais acessiveis e mais comodos de se
realizarem. (14,15) Outras desvantagens inerentes as biopsias so6lidas, como custos
financeiros mais elevados, necessidade de um meio cirargico para a realizagdo do
procedimento e aumento do tempo despendido para esta técnica, podem condicionar um

atraso no inicio do tratamento, comprometendo o prognostico da doenca. (14)

Destarte, tém sido estudados e investigados diferentes métodos que permitam quantificar
biomarcadores, de uma forma minimamente invasiva, tal como é o caso da biopsia liquida.
(15) Esta consiste na obtencao de biomarcadores tumorais existentes, quer em amostras de
fluidos corporais, quer na circulacao sanguinea (através de amostras de sangue ou da

analise do soro ou do plasma), quer em excrecoes ou secrecoes (fezes, urina, expetoracao).

(13,14)

Acredita-se que estes biomarcadores sejam libertados para a corrente sanguinea durante a

apoptose ou a necrose de células tumorais, sendo que a sua elevada concentracao no sangue
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ou noutros fluidos corporais pode contribuir para diminuir o tempo associado ao
diagnostico, conduzindo a uma melhoria no prognostico global. (14) Desta forma, a bi6psia
liquida permite, de uma maneira mais acessivel, de uma forma mais confortavel, mais
rapida e com menos custos associados, analisar a dindmica tumoral, bem como a sua

heterogeneidade. (15)
4.2 Aplicabilidade, Importancia e Relevancia

Com o desenvolvimento e inovacao biotecnolégica tém surgido cada vez mais métodos de
classificacdo de biomarcadores tumorais, ndo havendo uma tnica distincdo das suas

aplicabilidades clinicas. (11)

De uma forma geral, os biomarcadores podem ter diferentes finalidades, destacando-se as
de avaliacao de risco (predisposicao e probabilidade de determinada pessoa desenvolver
cancro); rastreio (detecao precoce de neoplasia); diagnostico (avaliar a presenca ou
auséncia de cancro e distinguir entre achados benignos e malignos, auxiliando no
diagnostico diferencial); prognostico (probabilidade de existir recorréncia de doenca, na
auséncia de tratamento); predicao (prever a resposta do paciente a um determinado
tratamento, avaliando a eficacia de diferentes tipos de tratamento); monitorizacao
(monitorizar a probabilidade de recorréncia apos a terapéutica ou monitorizar a resposta
ou progressao da doenca). Adicionalmente, podem ser reportadas outras aplicabilidades
dos biomarcadores, tais como farmacodinamicas (auxiliam na monitorizacao das doses dos
farmacos utilizados em diversos tratamentos, na sua dose 6tima, abaixo do seu nivel de
toxicidade), entre outras. De realcar que diferentes aplicabilidades clinicas podem ser

fornecidas por um mesmo biomarcador. (11-13)

Acrescentando, conforme a classificacdo feita por Mirsha e Verma (11), apresentada na
Figura 2, os biomarcadores tumorais podem ainda ser divididos de acordo com o estado da
doenca em que o paciente se encontra; de acordo com o tipo de biomoléculas
correspondentes ao biomarcador; ou segundo outros critérios variados, tais como

imagiolégicos, patologicos, entre outros.

10
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Baseados no Estado Baseados em Baseados noutros
da Doenca Biomoléculas Critérios

Biomarcadores Biomarcadores Biomarcadores

Preditivos de DNA Imagiolégicos
Biomarcadores Biomarcadores Biomarcadores

de Detecio de RNA Patol6gicos
Biomarcadores Biomarcadores Biomarcadores
de Diagnéstico Proteicos in Silico
Biomarcadores Glico
de Prognéstico Biomarcadores

Figura 2. Classificacao dos Biomarcadores (adaptado de Mirsha A. e Verma M (2010)(11))

Biomarcadores
Tumorais

Desta forma, as diferentes funcionalidades dos biomarcadores conferem-lhes uma extrema
importancia e relevancia na gestdo adequada e atempada da doenca. Auxiliam desde a fase
pré-diagnostica (de rastreio e avaliacdo do risco), passando pela fase diagnostica
(contribuindo para um diagnéstico precoce), até a fase pos-diagnostica (com a instituicao
da melhor terapéutica e monitorizacao da resposta da neoplasia aos farmacos usados, bem

como a restante evolucdo da mesma).

A crescente necessidade de se encontrarem biomarcadores capazes de melhorar o
diagnostico pré-orquiectomia, aprimorar o follow-up dos pacientes ao diminuir a
necessidade de se realizarem exames imagiologicos de rotina, entre outros, tem vindo a
motivar o aumento da continua investigacao no ambito de potenciais novos biomarcadores.
(1,15) Assim, torna-se premente obter o melhor biomarcador capaz de complementar os

procedimentos atuais de diagnostico e seguimento na area dos TTCGs.

11



Biomarcadores no Tumor Testicular de Células Germinativas: O Presente e o Futuro

5. Biomarcadores Atuais/ Tradicionais

5.1 Biomarcadores Séricos

A AFP (alfafetoproteina), a f-hCG (gonadotrofina corionica humana) e a LDH (lactato
desidrogenase) sdo os biomarcadores tumorais séricos globalmente utilizados que auxiliam
a gestao clinica dos pacientes com TTCGs, encontrando-se elevados em, aproximadamente,

60% dos tumores testiculares. (15,16)

Estes biomarcadores devem ser determinados antes e ap6s a orquiectomia, assim como
durante o periodo de follow-up. Se ap6s a orquiectomia for obtido um declinio dos
biomarcadores inferior ao expectado, podera revelar-se um quadro de doenca metastéatica,
sendo necessario realizar mais exames imagiologicos e, caso tal se confirme, iniciar um
tratamento mais dirigido e agressivo, como a quimioterapia. Por sua vez, se apos o
tratamento primario se obtiver uma reducao inicial dos biomarcadores, com um aumento
subsequente no periodo de follow-up, pode-se estar perante uma recidiva tumoral, sendo
extremamente importante atuar rapidamente, a nivel terapéutico. Desta forma, estes
biomarcadores sao, atualmente, muito importantes para o diagnostico atempado de TTCGs,
para o estadiamento da doenca, para monitorizacao do sucesso terapéutico e para a previsao

e detecao precoce de recidivas da doencga, durante o seu seguimento. (9,16,17)

Os dados relativos a estes biomarcadores foram publicados, essencialmente, no século
passado, havendo poucos estudos recentes que retratem e que elucidem melhor a associacao
da sua positividade com os diferentes parametros clinicos. Recentemente, Dieckmann et
al. publicou um estudo coorte restrospetivo em pacientes com TTCGs, com o objetivo de
pesquisar a frequéncia da elevacao da concentracao destes biomarcadores séricos, assim
como a associacdo entre a sua positividade e diferentes caracteristicas clinicas. De forma
geral, com este estudo, demonstrou-se uma elevacao sérica de, pelo menos, um dos trés
biomarcadores em 59,5% de todos os casos da coorte de pacientes com TTCGs, e de uma

elevacao de -hCG, AFP e LDH em 37,9%, 25,6% e 32,9% dos casos, respetivamente. (17)

As taxas de prevaléncia de cada um dos biomarcadores ¢ significativamente maior nos Nao
Seminomas do que nos Seminomas. A taxa de elevacao de B-hCG e de LDH correlacionou-
se igualmente com um estadio clinico mais avancado, em comparacao a doenca localizada,
enquanto os valores médios de AFP ndo revelaram ser significativamente diferentes

consoante os estadios clinicos. (17)

12
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Entre estes trés biomarcadores, a AFP e a B-hCG sao os mais informativos e particularmente
mais importantes e decisivos para determinar o progndstico dos pacientes com TTCGs, bem
como auxiliar na avaliacdo de resultados. Por sua vez, o LDH é um biomarcador mais
inespecifico, sendo, no entanto, igualmente util na determinacdo do prognéstico e
estratificacdo do risco dos pacientes, especialmente em caso de ndo seminomas

disseminados. (9)
5.1.1 AFP

A AFP (alfa-fetoproteina) é uma glicoproteina produzida, no primeiro trimestre da gestacao,
pelo saco vitelino, e, nos dltimos trimestres, pelo figado fetal, com algum contributo do
restante trato gastrointestinal. (16,18,19) A AFP é a principal proteina de ligacao sérica fetal,
contribuindo para o transporte de hormonas, minerais, bilirrubina, entre outros. Ap6s o
parto, as funcdes e a elevada concentracio desta proteina sao substituidas pela albumina,

derivada, exclusivamente, do figado. (18,19)

A AFP desempenha um papel de biomarcador tumoral, especialmente a nivel dos TTCGs,
sendo que os seus valores se elevam, em cerca de 50% a 70% dos nao seminomas,
maioritariamente nos tumores do saco vitelino e, raramente, em carcinomas embrionarios
e teratomas imaturos. Em contrapartida, a AFP n3o é detetada na presenca de seminomas.
(15) No entanto, tal como demonstrado na Tabela 2, esta glicoproteina encontra-se elevada
em diferentes condicbes clinicas de etiologia tumoral, como carcinoma hepatocelular,
pancreatico e pulmonar, assim como patologias nao neoplasicas, tais como varias formas de
doenca hepatica cronica, em pacientes sujeitos a procedimentos cirdrgicos envolvendo o
trato gastrointestinal ou o figado, entre outras. Desta forma, é preciso ter em conta as
elevacoes da AFP que ndo estdo associadas a TTCGs, nomeadamente se for uma
concentracdo moderadamente elevada, mas estavel. Se existir uma concentracao elevada,
que vai aumentando constantemente, pode-se estar perante um ndao seminoma,

possivelmente metastatico, requerendo uma monitorizacao mais rigorosa. (9,15)
5.1.2 B-hCG

A hCG (gonadotrofina coridnica humana) é um heterodimero composto por uma
subunidade a e uma subunidade B. (20) E produzida pelas células placentarias (os
sinciciotrofoblastos) e promove, essencialmente, a diferenciacao dos 6rgaos fetais durante
a gestacdo, sendo assim detetdvel durante a gravidez. No entanto, além dos
sinciciotrofoblastos, os tumores trofoblasticos e nao trofoblasticos também expressam hCG.

(15,20) Ensaios capazes de determinar concentragoes tanto de hCG isolada, como da sua

13
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subunidade B-hCG, tém sido recomendados para a monitorizacdo e gestdo da conduta

terapéutica, particularmente, em tumores testiculares. (20)

A nivel dos TTCGs, a hCG é, maioritariamente, produzida pelos componentes do
coriocarcinoma nao seminomatoso. (17,19) Acrescentando, geralmente, sdo detetadas
elevadas concentracoes séricas de hCG em 40-50% dos nao seminomas e concentracoes
mais reduzidas em 15-20% dos seminomas. (19,20) Para além de se encontrar elevada nos
TTCGs, tal como evidenciado na Tabela 2, a f-hCG pode também ser mensurada noutras
situacOes clinicas, como na presenca de carcinoma gastrico, neuroenddcrino, pulmonar,
linfomas, adenocarcinomas, entre outros. A presenca de hipogonadismo ou hipertiroidismo
pode contribuir para o registo de falsos positivos, aumentando a concentracao da f-hCG.
Deste modo, em casos de elevacdo moderada deve-se ter em conta as diferentes condicoes
que podem estar associadas a esse aumento antes de se proceder a um diagndstico ou

tratamento, uma vez que as elevacoes da f-hCG nao sdo especificas dos TTCGs. (9,16)
5.1.3 LDH

A LDH (lactato desidrogenase) é uma enzima da via glicolitica que catalisa a conversao do
L-lactato a piruvato, desempenhando uma func¢ao importante na regula¢iao do metabolismo
celular. (15,19) E um tetrAmero composto por 2 subunidades e apresenta 5 isoenzimas
(LDH-1 a LDH-5). (21)

A LDH encontra-se globalmente presente no citoplasma de todas as células humanas,
variando a composicao da isoenzima nos diferentes tecidos corporais. A LDH-1 encontra-se
predominantemente nos eritrocitos, coracao e rim, enquanto a LDH-5 predomina no figado
e musculo esquelético. As restantes derivam, essencialmente, de leucdcitos, ganglios
linfaticos, pulmao e baco. A isoenzima que mais se expressa nos TTCGs é a LDH-1, elevada

em 40%-60% de todos os TTCGs. (15,17,21)

Niveis elevados de LDH podem ocorrer em diversas condicoes clinicas como disturbios
musculo-esqueléticos, hemolise celular, enfarte do miocardio, embolismo pulmonar, entre
outros (Tabela 2). A sua elevada concentracao pode ainda estar relacionada com o aumento
do turnover celular, associado a diferentes processos fisioldgicos, ou a sindrome de lise

tumoral, presente em diferentes neoplasias. (15,19)
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Tabela 2. Sumario das informacoes relativas aos biomarcadores séricos tradicionais AFP, -hCG
e LDH (adaptada de (4,9,15—19))

AFP B-hCG LDH
Local de Presente no citoplasma
~ Saco vitelino; figado Sinciciotrofoblastos de todas as células
producio h
umanas
Valores séricos Depende do local da
h <12ng/ml 1IU/L a 5-10IU/L p !
normais amostra recolhida
g Nunca elevada nos
Seminomas . Elevada em 15%-20% Elevada em 40%-60%
seminomas puros
Nio Seminomas Elevada em 50%-70% Elevada em 40%-60% Elevada em 40%-60%
Neuroendodcrino; vesical; . .
Linfomas; carcinoma
e pulmonar; cabeca e
Outros tumores Hepatocelular; géstrico; ; . pulmonar de pequenas
P ; pescogo; gastrointestinal; . R P
que elevam os pancreéatico; pulmonar; > - células; tumores 6sseos
. colo do ttero; vaginal; .
valores normais colorretal . . (sarcoma de Ewing,
linfoma; leucemia;
. osteossarcoma);
adenocarcinoma
Consumo crénico de Lo
. Lo Doencas hemoliticas;
o2 alcool; Doencas hepaticas . A
Outras condicoes . - insuficiéncia renal;
o . cronicas (hepatite, . . N
clinicas que . ~ Hipogonadismo; enfarte do miocardio;
cirrose); obstrucao do . oo .
elevam os valores hipertiroidismo embolismo pulmonar;

trato biliar; ataxia
telangiectasia
hereditarias

infecGes; inflamacao;
atividade fisica rigorosa

normais

5.2 Limitacoes

Tal como evidenciado anteriormente, assim como exposto na Tabela 2, apesar da AFP, LDH
e B-hCG serem os biomarcadores tumorais séricos convencionais utilizados para o auxilio
no diagnostico e restante follow-up no ambito dos tumores testiculares, a sua concentracao
pode estar elevada em muitas outras condigdes clinicas, tornando-se uma das principais

limitacGes destes biomarcadores.

De realcar que, uma vez que concentragdes normais podem nao excluir doenca, ou, ja que
qualquer um dos trés marcadores pode estar igualmente elevado noutras patologias ou
estados fisioldgicos, estes biomarcadores apresentam limitacoes quanto a sua sensibilidade

e especificidade, respetivamente. (15)

Para um biomarcador ser considerado clinicamente 1til e eficaz, para além de necessitar de
uma boa relacao custo/beneficio, tem de apresentar uma alta sensibilidade e especificidade,
ser de rapido acesso, ser obtido de uma forma minimamente invasiva e ser capaz de fornecer
resultados num curto espaco de tempo. Destarte, as limitacoes relativas a especificidade e
sensibilidade associadas a AFP, LDH e B-hCG tém-se tornado, cada vez mais, um obstaculo

a sua continua aplicagdo universal, especialmente em pacientes com seminomas (em que a
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concentracao de AFP nao apresenta utilidade para o seguimento ou estratificacao do risco).

(1,4,19)

Atualmente, o foco dos cuidados de saiide tem sido direcionado para a melhoria da
sobrevida e qualidade de vida do paciente, para a otimizacao das terapéuticas existentes e
para a procura de novos meios que permitam orientar a tomada de decisGes terapéuticas
em cenarios clinicos mais complicados. (4) Deste modo, tendo em conta que os
biomarcadores séricos tradicionais ndo respondem na sua totalidade as crescentes
exigéncias clinicas, torna-se necessaria a continua procura por marcadores mais sensiveis e
mais especificos, capazes de tornar o diagnostico mais atempado e preciso, assim como a

monitorizacdo mais eficiente da evolucao da doenca.
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6. Novos Biomarcadores

6.1 Biomarcadores Séricos Moleculares/ Epigenéticos

6.1.1 micro-RNAs

Os micro-RNAs (miRNAs) sao pequenas moléculas de RNA nao codificante, constituidos
por cerca de 19 a 24 nuclebtidos, que controlam a expressao genética a nivel pos-
translacional, através da interacdo direta com o RNA mensageiro (mRNA). Desempenham
funcoes reguladoras importantes relacionadas, nomeadamente, com o crescimento,
desenvolvimento e diferenciacao celular. Sabe-se, ainda, que os miRNAs regulam os genes
supressores tumorais e os oncogenes, apresentando um potencial carcinogénico, uma vez

que a sua expressao se encontra desregulada em situacoes neoplasicas. (1,4,22—24)

No cancro, os miRNAs que funcionam como oncogenes, ao silenciar os genes supressores
tumorais, encontram-se elevados, enquanto os miRNAs responsaveis por inibir a
transcricao de oncogenes, funcionando como supressores tumorais, estdo diminuidos, o que
leva ao aumento de oncogenes e consequente desenvolvimento tumoral. Tal foi
demonstrado, inicialmente, por Voorhoeve et al., que constatou que os miRNAs,
particularmente, o miR-372 e o miR-373, funcionam, efetivamente, como oncogenes e estao
envolvidos na tumorigénese dos TTCGs, através da supressao da via p53. (25) Os miRNAs
sao assim libertados pelas células cancerigenas na corrente sanguinea, podendo assumir
uma funcao de biomarcadores séricos nao invasivos, facilmente obtidos por biopsia liquida.

(1,4,15,22—26)

Os micro-RNAs apresentam caracteristicas adicionais que os tornam distintos dos restantes
biomarcadores séricos tumorais, conferindo-lhes vantagens a nivel do diagnoéstico e
restante follow-up. Sao moléculas estaveis em diferentes fluidos corporais e apds colheita
de amostras sanguineas; sao faceis de obter sem causar danos adicionais ao paciente; sao
mais resistentes a degradacao enzimatica; apresentam um tempo de semi-vida mais curto
que os biomarcadores séricos tradicionais (<24h); e o seu padrao de expressao permite

avaliar o estadio e a progressao tumoral de forma dinamica e em tempo real. (4,22,23)

Estas moléculas sdo ainda especificas para a linhagem celular de interesse, podendo
funcionar como uma vantagem no ambito do diagnéstico e monitorizacdo dos tumores
testiculares, uma vez que todos tém origem numa célula germinal primordial. (4) Desta
forma, o papel dos miRNAs na area dos TTCGs tem sido cada vez mais estudado e

aprofundado, ao longo das ultimas décadas.
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A primeira associacao entre TTCGs e microRNAs reporta, tal como ja referido, o ano de
2006 por Voorhoeve et al., tendo sido feitos estudos ao longo dos ultimos anos que
caracterizaram a expressao de diferentes clusters de miRNAs e que confirmaram a sua
sobre-expressao universal em TTCGs. (4,22,25,27) Entre os varios miRNAs existentes,
demonstrou-se que os mais associados e especificos para os TTCGs sao os pertencentes ao
cluster miR-371-3 (miR-371a-3p, miR-372-3p, miR-373-3p), localizado no cromossoma 19,
o miR-367-3p e o cluster miR-302 (miR-302a-3p, miR-302b-3p e miR-302¢c-3p),

localizados no cromossoma 4. (23,27)

Inicialmente, demonstrou-se que estes clusters se encontravam mais elevados em pacientes
com diferentes subtipos histologicos de TTCGs ou até NCGIs, com exce¢do de teratomas,
relativamente a pacientes saudaveis, pacientes com TTCNGs, ou pacientes com massas
testiculares nao neoplasicas. Foi igualmente registada a reducdo dos niveis elevados de
miRNAs para o seu valor basal apds realizacdo de quimioterapia, revelando possiveis
propriedades diagnosticas e prognoésticas destes biomarcadores. (28—36) Efetivamente,
constatou-se que os miRNAS, essencialmente pertencentes aos clusters miR-371-3 e miR-
367, podem ser usados para diagnosticar TTCGs, com uma sensibilidade diagnostica

superior aos biomarcadores tradicionais (consultar Tabela 3). (33,37)

Foi ainda documentada a correlagiao dos niveis de miRNAs com o estadio clinico, bem como
a sua elevada concentragdo na presenca de doenca metastatica ou localmente avancada.
Verificou-se, de igual modo, o aumento destes niveis em casos de doenca residual e recidiva
tumoral, apo6s tratamento inicial. Com efeito, Plaza et al., concluiu que os niveis de miR-
371a-3p, miR-373-3p e miR-367-3p estavam mais elevados antes do inicio da quimioterapia
em pacientes que desenvolveram uma recidiva do que nos que atingiram remissao
completa. Tais achados revelaram, assim, a potencial aplicabilidade clinica destes micro-

RNASs no prognostico e follow-up dos TTCGs. (31,33,37,38)
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Tabela 3. Comparacio da capacidade diagnoéstica dos biomarcadores classicos e dos principais

clusters de miRNAs
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Com a evolucao da investigacdo nesta area, constatou-se que, de entre todos os miRNAs
existentes, o miR-371a-3p apresenta, efetivamente, o maior poder diagnostico, estando os
estudos recentes cada vez mais focados e direcionados para a anilise especifica das
potenciais propriedades deste biomarcador e consequente aplicabilidade clinica. Tal foi
inicialmente demonstrado num estudo retrospetivo, em 2012, por Dieckamnn et al., que
concluiu que o miR-371a-3p revelava as maiores diferencas entre os seus niveis séricos pré
e poés-operatorios, de entre os restantes miRNAs do mesmo cluster. (30) No ano 2017, este
mesmo autor, demonstrou que, efetivamente, o miR-371a-3p apresenta o maior poder
discriminativo entre controlos e TTCGs, atingindo uma sensibilidade de 88,7% e uma
especificidade de 93,4%. (39) Em 2019, acabou por realizar um estudo prospetivo
multicéntrico e obter valores superiores de sensibilidade e especificidade diagnosticas para

este biomarcador de 90,1% e 94%, respetivamente. (40)

Adicionalmente, obtiveram-se mais resultados que comprovaram a elevada eficicia e
precisao diagnostica do miR-371a-3p, comparativamente aos restantes miRNAs. Em 2017,
van Aghtoven e Looijenga, num estudo retrospetivo, concluiram que, na sua jun¢ao, os miR-
371a-3p, miR-373-3p e miR-367-3p apresentavam uma sensibilidade diagnostica de 92% e
uma especificidade de 91%, enquanto a analise isolada do miR-371a-3p revelou valores
muito semelhantes de sensibilidade e especificidade, de 90% e 86%, respetivamente. (32)
Num estudo prospetivo-retrospetivo de 2019, Nappi et al. demonstrou a elevada
sensibilidade e especificidade diagnosticas de miR-371a-3p, no contexto de TTCGs ativo, de
96% e 100%, respetivamente. (43) Em 2021, Piao et al, concluiu, retrospetivamente, que o
miR-371a-3p apresenta uma sensibilidade e especificidade, de 90% e 86%, respetivamente.
Acrescentou que nenhuma outra combinacdo de miRNAs se mostrou mais eficaz no
diagnostico de TTCGs, o que comprova que a avaliacao isolada do miRNA 371a-3p é
suficiente para o diagnoéstico de TTCGs. (44) A Tabela 4 resume estes principais resultados
relativos a sensibilidade e especificidade diagnoésticas do miR-371a-3p, demonstrados por

estes estudos ao longo dos anos.

Outros estudos publicados revelaram que este micro-RNA apresenta, efetivamente, um
desempenho superior aos biomarcadores séricos tradicionais, com maior capacidade
diagnostica para todos os subtipos histologicos de TTCGs. De uma forma geral, o miR-371a-
3p apresenta uma sensibilidade superior a 90%, enquanto a sensibilidade combinada dos
biomarcadores séricos internacionalmente utilizados nao ultrapassa os 70%. O miR-371a-
3p é, desta forma, o biomarcador com melhor sensibilidade e precisao diagnostica para a
detecao e monitorizacao e pacientes com TTCGs, superando, em larga escala, o desempenho

dos biomarcadores séricos tradicionais, ilustrado na Tabela 3. (39—42)
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Tabela 4. Resumo da Capacidade Diagnéstica do miR-371a-3p
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Tal como ja havia sido demonstrado para o conjunto dos clusters mais associados a
tumorigénese dos TTCGs, os estudos direcionados para a analise isolada do miR-371a-3p
comprovaram, semelhantemente, que o aumento dos niveis deste biomarcador se associam
com o estadio clinico, diametro e carga tumoral. Os niveis elevados em contexto de TTCGs
ativos mostram uma reduc¢ao apoés tratamento apropriado, nomeadamente em contexto pos
quimioterapia ou pés orquiectomia. Comprovou-se, igualmente, que os niveis de miR-371a-
3p se encontram elevados na presenca de doenca metastatica, permitindo assim um

diagnostico mais atempado, o que poderd melhorar o prognostico do paciente.

(35,36,39,40,45—48)

Adicionalmente, evidenciou-se que existe uma elevacao dos niveis de miR-371a-3p em
contexto de recidiva da doenga, com aumento dos mesmos a medida que a data da detecgao
da recidiva se ia aproximando. Porém, ndo existe relacio entre o subsequente
desenvolvimento de recidiva e os niveis deste biomarcador no momento imediato apds
orquiectomia. Verificou-se, ainda, o retorno aos niveis normais apos remissao clinica,
posteriormente a realizacdo de quimioterapia. Comprovadamente, o miR-371a-3p é um
biomarcador potencial muito sensivel, precoce e nao invasivo para o diagnostico de recidiva
tumoral em pacientes com TTCGs, sendo capaz de sinalizar doenca residual apoés

tratamento, no contexto de pés-orquiectomia ou de vigilancia ativa. (40,43,47,49,50)

Para além de todas as caracteristicas descritas, o miR-371a-3p, enquanto biomarcador, tem
a capacidade de obter melhorias nas taxas de tratamento apropriado, reduzir as taxas de
sobre e subtratamento e reduzir taxas de morbimortalidade associadas a certos
tratamentos, como a quimioterapia. (51) Destarte, torna-se evidente a elevada capacidade
diagnostica que o miR-371a-3p apresenta, no ambito dos TTCGs, podendo vir a tornar-se

num excelente biomarcador deste tipo de tumores na pratica clinica atual.

Contudo, uma das limitacoes apontadas ao miR-371a-3p e aos restantes miRNAs dos
principais clusters analisados é a incapacidade de diagnosticar teratomas. No entanto,
foram publicados artigos que demonstram propriedades diagnosticas de outros miRNAs,
nomeadamente pertencentes ao cluster miR-375. Nappi et al, num estudo prospetivo multi-
institucional, demonstrou que a expressao de miR-375 foi significativamente mais elevada
em pacientes com teratoma residual, com uma capacidade diagnostica de sensibilidade
igual a 52% e uma especificidade de 70%. Acrescentou que a avaliacao simultanea do miR-
371 e do miR-375 aumentou a exatidao da previsao de teratomas, uma vez que a presenca
de miR-371 indica TTCGs ativo, enquanto a sua auséncia e sobre-expressao de miR-375
sugere a presenca de teratomas. (52) Ledo et al. evidenciou que o supressor tumoral

hipermetilado RASSF1Am detetou 88% dos teratomas, apresentando os niveis mais
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elevados, igualmente, em tumores do saco vitelino, comparativamente aos outros subtipos
de TTCGs. Demonstrou ainda que a combinacao de RASSF1Am e de miR-371a-3p apresenta
um elevado potencial de diagnostico no ambito dos TTCGs, o que pode potenciar a gestao

clinica dos pacientes. (53)

6.1.2 ¢cfDNA e ctDNA

Cell-free DNA (cfDNA) sao fragmentos de cadeia dupla de DNA livre circulante, nao
relacionados diretamente com nenhuma estrutura subcelular, molecular ou tecidular, que
se encontram presentes em diversos fluidos corporais como o plasma ou soro, sendo que a
sua libertacdo para a corrente sanguinea pensa-se estar relacionada com processos de
apoptose e necrose celulares. Os seus niveis sdo variavelmente detetados em varios
processos, quer patologicos (tumores de diferentes subtipos histolégicos, doencas
inflamatorias, traumatismos, sépsis, entre outros), quer fisiologicos (como a coagulacao),
sendo que o seu valor enquanto potencial biomarcador tumoral tem sido cada vez mais

estudado ao longo dos anos. (14,54)

Com efeito, evidenciou-se o aumento dos niveis de cfDNA global em pacientes com cancro,
sendo que existe uma porcao de cfDNA especificamente derivada de células tumorais, o
ctDNA (circulating tumour DNA), que pode conter as mesmas alteracoes genéticas e
epigenéticas provenientes do tumor primario, permitindo uma investigacdo mais
direcionada para o microambiente tumoral. A anélise deste ctDNA podera assim permitir o
estudo de mutacoes, de alteragdes no nimero de copias, de fusdes genéticas e de metilacao
do DNA tumoral. Efetivamente, foi descoberto que o ctDNA encontra-se presente em niveis
significativamente elevados em pacientes com diferentes tipos de cancro, especialmente em
estadios avancados, sendo que a biopsia liquida baseada na anélise de ctDNA podera trazer
vantagens a nivel da avaliacdo da progressao e prognoéstico tumoral. No entanto, para a sua
detecao correta, sao necessarias técnicas mais precisas, como métodos de fluorescéncia ou

PCR, capazes de separar o DNA circulante tumoral do restante DNA livre circulante.

(1,14,15,54,55)

No ambito dos tumores testiculares, concluiu-se que a concentragio total de cfDNA é
significativamente mais elevada em pacientes com TTCGs do que em controlos saudaveis,
estando a elevacao dos seus niveis relacionada com a progressao da doenca e a sua
diminuicao com a resolucao do tratamento. (15,56,57) Demonstrou-se que o cfDNA permite
uma distin¢ao entre pacientes com TTCGs e individuos saudaveis, com uma sensibilidade
de 87% e uma especificidade de 97%. De acrescentar que, mesmo em pacientes com uma

concentracdo de biomarcadores tumorais séricos tradicionais negativa, os niveis de cfDNA
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permitiram uma distin¢do com elevada precisao, atingindo uma sensibilidade de 84% e uma
especificidade de 97%. (56) No entanto, nao existe um limite distinto dos niveis de cfDNA
para as amostras normais e para as tumorais, pelo que, sozinho, ndo é um biomarcador
suficientemente sensivel para identificar e monitorizar a gestdo dos TTCGs, devendo ser

feita uma avaliacdo e interpretacao conjuntas com outros biomarcadores. (54,57)

6.1.3 CTCs

As CTCs sao células tumorais circulantes, derivadas, principalmente, de lesdes primarias
durante a sua formacao e desenvolvimento inicial, que circulam na corrente sanguinea com
destino a potenciais locais metastaticos. Sao células faceis de ser detetadas na circulacao e
conseguem fornecer informacoes, em tempo real, sobre a progressiao e disseminacao

tumoral. (14,15)

Na pratica clinica, a obtencao destas células tornou-se possivel com o desenvolvimento de
métodos de detecao especificos, tais como técnicas baseadas em citometria de fluxo com
hibridacao in situ (FISH), PCR em tempo real (RT-PCR) e pela extracdo de DNA e RNA. A
técnica citométrica com maior uitilidade para a quantificacdo das CTCs é a aplicada pelo
sistema Cell Search, permitindo a analise direta das CTCs, caracterizando-as a nivel
molecular, genotipicamente e fenotipicamente. Efetivamente, o sistema Cell Search
comprovou a relacdo entre a presenca de CTCs antes do inicio da quimioterapia em alguns
tipos de cancro, nomeadamente da mama, colorretal e do pulmao, sendo que a alteragdo no
numero destas CTCs, durante o tratamento, foi capaz de prever a sobrevivéncia dos

pacientes, o que realca o seu potencial poder prognostico. (58,59)

No ambito dos TTCGs, Nastaly et al., concluiu que, de forma geral, a detecdo de CTCs
encontra-se relacionada com estadios tumorais mais avancados, com uma histologia
tumoral mais agressiva e com a elevacao dos marcadores séricos tumorais tradicionais.
Efetivamente, registaram-se percentagens de CTCs mais elevadas em pacientes com nao
seminomas (especialmente tumores do saco vitelino e teratomas) do que em pacientes com
seminomas. Acrescentando, nos pacientes com TTCGs foi demonstrado uma percentagem
superior de amostras positivas para CTCs provenientes de sangue da veia testicular, de 64%,
comparativamente a amostras retiradas de sangue periférico, com apenas 18% de
positividade. No entanto, nas amostras de sangue periférico, demonstrou-se uma correlacao
entre a presenca de CTCs e o estadio clinico, atingindo-se uma positividade de 41% em
pacientes com tumores metastaticos e de 100% em pacientes com doenca recidivante e

refrataria a quimioterapia. (60)
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No entanto, apesar de ja ter sido demonstrado a correlacio entre o aumento da
concentracdo de CTCs em pacientes com diferentes tipos de cancro, bem como com a
resposta ao tratamento, o seu valor clinico permanece controverso. E necessario realizar
estudos com métodos mais padronizados, por forma a que se obtenham resultados capazes

de validar e determinar a sua potencial precisao diagnostica. (14,15)
6.1.4 Outros

Foram igualmente estudados outros biomarcadores séricos com o intuito de serem
posteriormente validados para aplicacao clinica. Entre estes, destacam-se a PLAP (fosfatase
alcalina placentéria), o TRA-1-60 (anticorpo do recetor das células T locus alfa-1-60), a NSE
(enolase neuro-especifica) e os N-glicanos. No entanto, por estarem associados a elevados

falsos positivos, a sua potencialidade clinica deixou de ser alvo de investigacao recente.

(1,15)

A PLAP é uma proteina de ligacdo a membrana, expressa, geralmente, em células
trofoblasticas e células germinativas fetais, ndo sendo expressa em espermatdcitos normais
do testiculo adulto. Em alguns estudos foi evidenciada a presenca de atividade especifica
desta proteina na presenca de tumores testiculares, comparativamente ao tecido normal, o
que a tornaria um potencial biomarcador de TTCGs. Num estudo desenvolvido por Koshida
et al., foi demonstrada a elevacao da concentracdo da PLAP em cerca de 51% dos pacientes
com seminomas, mas com uma taxa de falsos positivos de 1,6% em todas as amostras
analisadas. Noutros estudos, no entanto, foi detetada a sua presenca em pacientes com
tumores de células nao germinativas, bem como registados niveis séricos elevados em
fumadores, mesmo na auséncia de tumor testicular. Assim, a sua potencial utilidade cinica

foi perdendo credibilidade. (1,15,61,62)

O TRA-1-60 é um antigénio de superficie celular, expresso, essencialmente, por carcinoma
embriondrio e carcinoma in situ testicular. Lajer et al., demonstrou que os niveis de TRA1-
60 estavam elevados em 79% dos pacientes com nao seminomas, especialmente do tipo
carcinoma embrionario, e em 80% dos pacientes com seminomas disseminados. No
entanto, apos o fim da quimioterapia, 33% dos pacientes com nao seminomas continuaram
a apresentar valores aumentados deste marcador, sem manifestarem recidiva da doenca,
pondo em causa a sua utilidade clinica. Outros estudos demonstraram, a reducao dos seus
elevados niveis apos a realizacdo de quimioterapia, e a elevacdo dos niveis de TRA-1-60
cerca de 1 més antes de qualquer evidéncia radiologica de reincidéncia tumoral. Todavia,
apresenta uma taxa elevada de falsos positivos, o que o torna pouco confiavel e impossibilita

a sua aplicabilidade clinica. (1,63)
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A NSE apresenta utilidade enquanto marcador de cancro pulmonar de pequenas células,
melanoma e tumores neuroendocrinos. Adicionalmente, revelou estar elevada em pacientes
com TTCGs, sendo que em cerca de 30 a 50% dos pacientes com doenca ativa, os niveis
elevados de NSE demonstram a existéncia de tecido tumoral maligno, especialmente do tipo
seminoma. Efetivamente, Fossa et al., concluiu que 6 de 21 pacientes com seminoma no
estadio I e 11 de 16 pacientes com seminoma metastatico, apresentaram uma concentracao
sérica de NSE elevada, normalizando apds orquiectomia no primeiro grupo e mantendo-se
elevada nos pacientes com doenca metastatica. Noutro estudo, publicado por Kuzmits et
al., verificou-se um aumento da NSE sérica em 73% dos pacientes com seminoma
metastatico, reduzindo-se ao seu valor basal apos a realizagdo de quimioterapia. Nesse
mesmo estudo apenas foi registada uma elevacao da concentracao de NSE em cerca de 15%
dos pacientes com nao seminomas metastaticos. Porém, por estar associada a uma elevada
taxa de falsos positivos durante a monitorizacao de pacientes com tumor testicular, também

nao foi dada continuidade ao seu potencial de biomarcador em TTCGs. (1,64,65)

Os N-glicanos tém-se mostrado promissores no que toca ao diagnostico e prognostico de
tumores de células germinativas. As alteracoes nos glicanos, nomeadamente as glicosilagoes
(modificacbes pos-translacionais muito comuns na maioria das proteinas), estao
correntemente associadas a patologia, nomeadamente a neoplasias. Acrescentando, os
niveis de N-glicanos mostraram estar elevados em pacientes com tumores testiculares,
independentemente da histologia. Num estudo realizado por Narita et al., concluiu-se que,
a nivel de diagnostico, a concentracdo de N-glicanos encontrou-se elevada em 83%
pacientes com TTCGS, sendo que os biomarcadores tumorais convencionais estavam
negativos. Adicionalmente, verificou-se que um valor elevado de N-glicanos estava
associado a um pior progndstico. Nao obstante, é necessaria uma investigacdo mais
detalhada, com a realizacdo de estudos mais aprofundados que confirmem a utilidade dos
N-glicanos para se conseguir validar o seu potencial enquanto biomarcador tumoral

testicular. (1,15,66)
6.2 Biomarcadores Imunolégicos e Imunohistoquimicos

Ao longo dos anos tem sido investigado o potencial clinico enquanto biomarcadores
testiculares, de diversos genes, marcadores imunohistoquimicos e outras proteinas,
demonstrando maior capacidade diagnostica, comparativamente aos biomarcadores
tradicionais. Entre estes destacam-se o c-KIT, CD30, SALL4, OCT3/4, NANOG, SOX2/17,
HMGA1/2, Aurora B cinase, entre outros. No entanto, a maioria dos estudos publicados
reporta a década passada, nao tendo sido continuada a investigacao para a pratica clinica

atual. (12,61,67)
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Estes biomarcadores demonstraram capacidade discriminatéria entre diferentes subtipos
de tumores testiculares, revelando vantagens adicionais quando analisados em associacao
entre eles. Como exemplo, perante um TTCGs positivo para os marcadores OCT3/4 e
NANOG, que requer uma diferenciacio adicional entre seminoma e carcinoma
embrionario, combinacoes de c¢-KIT/SOX17 (positivos para seminomas) e CD30/SOX2
(positivos para carcinomas embrionéarios), podem ser bastante tteis no diagnostico precoce

e estadiamento. (67)

Uma das principais limitacoes destes biomarcadores imunohistoquimicos é a maioria nao
ser especifica para os TTCGs, encontrando-se elevados noutras patologias e noutros tipos
de cancro, o que limita a aplicabilidade clinica dos mesmos. Por sua vez, podem trazer
vantagens na distincao e caracterizacao histologica adicional, assumindo uma importancia

no diagnostico, estadiamento e prognostico dos pacientes com TTCGs.

A Tabela 5 resume a potencial aplicabilidade diagnoéstica dos principais biomarcadores

imunohistoquimicos, descritos de seguida.

Tabela 5. Expressao diagnéstica de potenciais biomarcadores imunohistoquimicos (adaptada de
(12,67))

- c-KIT(CD30|SALL4/0CT4/NANOG|SOX2|SOX17|LIN2SAHMGA 1{HMGA 2|AUKB
NCGIS| + - + + + - + + NE NE NE
SE + +/- + + + - + + + - +
CE - + + + + - + + +
NS TT - - +/- - - +/- +/- +/- - - -
CC - - +/- - - - - +/- - - -
TSV| - - + - - - +/- + - + -

CC-Coriocarcinoma; CE-Carcinoma Embrionario; NCGIS-Neoplasia de Células Germinativas In Situ; NE-Nao
Especificado; NS-Nao Seminomas; SE-Seminoma; TSV-Tumor do Saco Vitelino; TT-Teratoma

6.2.1 ¢c-KIT (CD117) e CD30

O gene c-KIT, também conhecido por CD117, por reagir com o anticorpo do cluster de
diferenciacao 117, codifica o recetor do fator de crescimento de mastocitos/ células tronco e
desempenha um papel crucial em diversos processos fisioldgicos como o crescimento e
proliferacao celulares, a hematopoiese, a angiogénese e a gametogénese. No ambito dos
tumores testiculares, foi demonstrado que mutacoes ativadoras do c-KIT sao consideradas
oncogénicas, principalmente no contexto de seminomas, encontrando-se em elevada
quantidade nestes casos, apresentando uma sensibilidade diagnostica de 88% a 100% para
este subtipo histoldgico. Foi registada uma elevada concentracao de ¢-KIT em NCGIS, com
uma sensibilidade de 96%, e apenas verificada uma concentracao em 32% a 44% em nao

seminomas. Para além de estar elevado no contexto de tumores testiculares, o c-KIT
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também é expresso em carcinomas pulmonares, carcinoma renal, carcinoma do timo e

alguns carcinomas ovaricos e da mama. (61,67,68)

O CD30 é um recetor de citocinas que pertence a familia do Fator de Necrose Tumoral.
Anticorpos para o CD30 sao usados com marcadores de diagnostico em hematopatologia
sendo que, no geral, é considerado um biomarcador 1til para carcinomas embrionarios,
demonstrando uma sensibilidade entre 83% e 100%, sendo positivo em apenas até 50% dos

seminomas. Tumores do saco vitelino, NCGIS ou teratomas sdo negativos para o CD30.
(61,67)

Na anélise conjunta do ¢-KIT e do CD30, Leroy et al. demonstrou que a positividade de
CD30 e a negatividade de c-KIT foi 1til no diagnodstico de seminomas e de carcinoma
embrionario, registando-se uma sensibilidade de 77% e de 79%, respetivamente, e obtendo-

se uma especificidade de 100% na distin¢ao destes subtipos histolégicos. (69)
6.2.2 SALL4

O SALL4 é um fator de transcri¢ao que interage com mais 3 genes, OCT4, NANOG e SOX2
na manutencdo da pluripoténcia das células estaminais e células tronco embrionarias. O
SALL4 encontra-se expresso em células germinativas primordiais e em alguns 6rgaos fetais
durante a organogénese inicial. Nos testiculos adultos é expresso em pouca quantidade nas
espermatogdnias normais, mas encontra-se em elevada concentracdo no contexto de

TTCGs, especialmente em nao teratomas. (61,67,70)

Num estudo de Miettinen et al. o0 SALL4 foi expresso em diversos subtipos de TTCGS,
nomeadamente em 100% de seminomas, de carcinomas embrionarios e de tumores do saco
vitelino, em 84% de coriocarcinomas e em 60% de teratomas maduros. No entanto, foi
também identificado em carcinomas serosos pouco diferenciados do ovario, carcinoma
urotelial de alto grau, adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal e em carcinomas da mama.
(70) Outros estudos comprovaram a sua sobre expressao em seminomas e em células de
carcinoma embrionario, com uma sensibilidade de 100% em ambos, em tumores do saco
vitelino, com uma sensibilidade entre 93% a 100% e em ntucleos de NCGIS, com uma
sensibilidade nao determinada, podendo expressar-se em tecidos somaticos imaturos de

teratomas. (61,67)
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6.2.3 OCT3/4 e NANOG

As proteinas codificadas pelos genes OCT3/4 e a proteina NANOG sao dos principais fatores
de transcricdo expressos em células embrionarias precoces e em células germinativas
primordiais dos gonocitos fetais, sendo responsaveis pela sua pluripoténcia. O OCT3/4 é
responsavel pela inibicdo da apoptose das células embrionarias, enquanto o NANOG

garante a autorrenovacdo das células tronco embrionirias nos gondcitos fetais.

(23,61,67,71)

No ambito dos TTCGs, o potencial do NANOG enquanto biomarcador embrionario de
TTCGs comprovou-se ao estar sobreexpresso em seminomas, com uma sensibilidade de
100%, e em NCGIS e carcinomas embrionarios, com uma sensibilidade indeterminada. A

sua concentracao foi negativa para teratomas, tumores do saco vitelino e coriocarcionamas.
(67)

O OCT4 é expresso em células de carcinomas embrionarios, em seminomas e em NCGIS
pré-invasiva (apresentando uma sensibilidade de 100%). O OCT4 apresenta 99% de
especificidade na distin¢ao entre NCGIS e espermatogbnias benignas, o que comprova o seu
potencial enquanto biomarcador testicular. Por outro lado, ndo se encontra presente em
teratomas, em células de tumores do saco vitelino nem em coriocarcinomas. Para além de
se encontrar elevado em tumores testiculares, foi identificado em carcinoma pulmonar e

carcinoma do timo. (23,61)
6.2.4 SOX2 e SOX17

A familia de proteinas codificada pelo gene SOX desempenha variadas fungoes, desde o
desenvolvimento embrionario e manutencao das células estaminais a homeostase dos
tecidos adultos. A SOX2 desempenha um papel importante na patogénese de diferentes
tumores, incluindo os TTCGs, possivelmente através da interacao com o OCT4. A SOX2 nao
¢é encontrada em células germinativas primordiais nem nos gonocitos fetais. Para além da
sua expressdo em TTCGs, o SOX2 pode ser identificado em adenocarcinomas somaticos,
como os do ovério, da mama e da préstata, sendo que a sua expressdao encontra-se

correlacionada com o grau de invasao dos diferentes tipos de cancros. (61,67)

Num estudo de Nonaka et al., foi demonstrada a expressao difusa de SOX17 e a negatividade
de SOX2 em 100% dos seminomas, em contraste com a expressao difusa de SOX2 e a
negatividade de SOX17 em 100% dos carcinomas embrionarios. A concentracao de SOX17

foi variavel em tumores do saco vitelino, e a de SOX2 foi negativa. Ambas as concentracoes
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de SOX2 e SOXi17 foram variaveis no contexto de teratomas e negativas para
coriocarcinomas. A nivel de NCGIS, foi registada uma elevada concentracao de SOX17 e

auséncia de SOX2. (67,72)
6.2.5 LIN28A

A LIN28A ¢é uma proteina de ligacio ao RNA que desempenha funcgdes a nivel da
manutencao da pluripoténcia das células estaminais embrionarias. Num estudo de Cao et
al. foi registada a sua elevada concentracao no ambito de TTCGs em 100% de NCGIS, de
carcinomas embrionarios, de tumores do saco vitelino e de seminomas. Foi também

detetada concentracdo variavel em 29% dos teratomas e em 75% dos coriocarcinomas.

(12,73)

Esta proteina pode assim desempenhar funcoes de marcador de diagndstico, com um
potencial semelhante ao do SALL4, acrescentando a utilidade no diagnéstico de tumores do

saco vitelino ao OCT4 (que é negativo para este subtipo histologico). (73)
6.2.6 HMGA1/2 e Aurora B cinase

A familia de proteinas HMG (proteinas de alta mobilidade do grupo A) demonstrou
funcionar como oncogene, encontrando-se expressa em diferentes tumores. No ambito dos
TTCGs, foi demonstrado que a proteina HMGA1 se encontra sobre expressa em seminomas
e a HMGA2 em tumores do saco vitelino. Ambas sdao detetadas em carcinomas embrionarios

e sao ambas negativas em teratomas. (16,23,74)

A Aurora B cinase (AURKB) é a cinase reguladora do ciclo celular mais estudada no ambito
dos TTCGs e desempenha fun¢oes de marcador tumoral uma vez que € capaz de discriminar
diferentes subtipos histologicos de TTCGs. Encontra-se sobeexpressa em NCGIS,
seminomas e carcinoma embrionario, estando ausente em teratomas e em tumores do saco

vitelino (12,23).
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7. Limitacoes e Perspetivas Futuras

A pesquisa de biomarcadores de tumores testiculares de células germinativas estad em
constante evolucdo, na tentativa de se encontrarem os melhores métodos de detecao,
prognoéstico e monitorizacdo destas neoplasias. De entre todos os biomarcadores
analisados, os microRNAs surgem como protagonistas das perspetivas futuras desta area
em investigacao, especialmente o miR-371a-3p pela sua elevada eficacia, comprovada em
diversos estudos. No entanto, apesar dos avancos alcancados, ainda existem limitacoes que

necessitam de melhoria, antes da introdu¢ao de novos biomarcadores na pratica clinica.

As principais limitacoes consistem na maioria dos estudos publicados apresentar falta de
padrées de uniformizacao de protocolos na preparacao, manuseamento e armazenamento
da amostra; falta de validacao analitica dos equipamentos utilizados; e heterogeneidade no
tipo e na quantidade de amostras utilizadas. Existem diferentes formas de comunicacao de
resultados e ainda se encontra em falta um valor de cut-off padronizado e significativo para
relevancia dos resultados, o que confere uma elevada variabilidade intra e
interexperimental, condicionando a reprodutibilidade dos estudos. A natureza retrospetiva
da maioria dos estudos publicados constitui mais uma limita¢do, para além do nimero

reduzido de amostras e de pacientes recrutados em cada um deles. (11,15,26)

Dada a raridade dos TTCGs, abordagens multi-institucionais através da partilha de dados,
amostras e conhecimento pode acelerar a validacdo de biomarcadores e facilitar a sua
implementacdo na pratica clinica. Para tal, sera necessario uniformizar e universalizar
protocolos e relatorios, através da implementacao de condutas de investigacdo e de
divulgacio mais precisas e robustas. E ainda necesséria a realizacio de mais estudos
prospetivos, em larga escala, que fornecam dados significativamente relevantes para a

validacao clinica da funcao dos biomarcadores emergentes nesta area. (11,15)

A investigacao realizada no ambito dos novos biomarcadores, tanto das suas caracteristicas
moleculares, como das suas potencialidades clinicas, torna-os candidatos a instrumentos
de medicina de precisao, permitindo uma abordagem cada vez mais personalizada na gestao
da doenca. A utilizacao futura de biomarcadores especificos, especialmente de micro-RNAs,
com diferentes propriedades clinicas a nivel do diagnostico, prognostico e monitorizacao da
doenca, ao longo de todo o tratamento, poderao auxiliar na estratificacao mais precisa dos
pacientes, permitindo decisdes terapéuticas cada vez mais individualizadas, assim como
melhorias na eficacia do tratamento. Acrescentando, investigacoes seguintes, podem-se

concentrar na validacao clinica em larga escala, através do aperfeicoamento das técnicas de
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detecdo, e da utilizacao de painéis de multiplos microRNAs para estudos mais abrangentes.

(15,27)

Futuramente, tornar-se-a relevante a discussao da pertinéncia da analise integrada de
diferentes tipos de biomarcadores. A combinacao dos novos biomarcadores, entre os quais
microRNAs, CTCs e cfDNA, com os biomarcadores tradicionais, como a AFP e -hCG, pode
fornecer uma visdo mais holistica da biologia tumoral, contribuindo para aprimorar a
sensibilidade e especificidade do diagnostico e follow-up. Devera ainda ser comparada a
pertinéncia da continua quantificacdo dos biomarcadores classicos, com a sua completa

substituicdo por novos biomarcadores mais sensiveis e especificos, como os miRNAs.

(15,27)

Num futuro mais proximo espera-se que a validagao clinica do miR-371a-3p seja alcancada,
traduzindo-se na sua aplicacdao clinica no diagnostico, prognoéstico e seguimento dos
pacientes com tumores testiculares de células germinativas. A partir desse marco nesta area
em investigacao, é de acreditar que se consigam ainda mais melhorias e avancos na detecao
precoce da doenca, de possiveis recidivas e da monitorizacao cada vez mais personalizada
do tratamento. Apesar do futuro ser incerto, é com certeza que a investigacdo de
biomarcadores cada vez mais sensiveis e especificos ndo vai deixar de existir, procurando-

se sempre alcancar a maior eficicia possivel na gestao destes tumores.
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8. Conclusao

A anélise abrangente dos biomarcadores séricos tumorais existentes na pratica clinica atual,
tais como a AFP, B-HCG e LDH permitiu refletir acerca da sua importancia na avaliacao
inicial dos pacientes com Tumores Testiculares de Células Germinativas, mas as suas
limitacOes associadas a baixa sensibilidade e especificidade e elevados falsos positivos, levou
a procura de marcadores inovadores, capazes de ultrapassa-las. Foram estudados diversos
marcadores, tais como CTCs, cfDNA, ctDNA, marcadores imunologicos e
imunohistoquimicos, com particular énfase nos microRNAs. Estes destacam-se como
agentes promissores para uma abordagem mais precisa e sensivel, possibilitando avangos

significativos na area dos TTCGs.

Entre os biomarcadores emergentes, o miR-371a-3p assume uma posicao de destaque pelos
seus Otimos valores de eficacia na identificacao precoce de TTCGs, diferenciacao entre
subtipos histologicos, predicao de recidivas e avaliacdo da resposta ao tratamento. A sua
elevada sensibilidade e especificidade, comparativamente aos tradicionais e aos novos
biomarcadores, torna o miR-371a-3p no principal biomarcador estudado com propriedades

que podem impulsionar a sua introducao na pratica clinica.

A incorporacao do miR-371a-3p na gestao de TTCGs ira permitir avancos na abordagem nao
invasiva, permitindo diminuir custos relacionados com exames mais invasivos, melhorar a
eficacia do diagnostico atempado, melhorar a monitorizacao da resposta ao tratamento, e
diminuir taxas de recidivas ndo detetadas, aumentando a qualidade de vida dos pacientes.
Ficam a faltar estudos mais abrangentes, de larga escala, que validem de forma significativa

a introducao da quantificacao deste biomarcador na gestao clinica dos TTCGs.

A diversidade de biomarcadores discutidos reflete a complexidade clinica desta neoplasia,
permitindo uma compreensao abrangente dos desafios enfrentados no seu diagnéstico,
prognostico e monitorizagdo, na procura constante por uma abordagem de medicina de
precisdao menos invasiva. A continua pesquisa e inovagao neste campo é crucial para
melhorar a gestao dos tumores testiculares de células germinativas e proporcionar melhores

resultados clinicos aos pacientes.
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