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Resumo

As neoplasias testiculares constituem aproximadamente 1% dos canceres masculinos.
Dentre eles, os tumores que tém origem nas células germinativas (TTCG) sdo 0s mais
frequentes. Por sua natureza, esses tumores tém padrdo morfolégico variado, sendo
distribuidos em dois subgrupos: os seminomas e 0s ndo-seminomas. Esses ultimos, por
sua vez, sdo classificados em carcinomas embrionérios, tumores do seio endodérmico,
coriocarcinomas, teratomas e tumores mistos de células germinativas. Ha consenso na
literatura de que a invasdo vascular verificada histologicamente no tumor primario é o
melhor indicador preditivo de progressdo da doenca e recidiva. Estudos recentes
demonstram o papel dos fatores de crescimento e seus receptores para avaliacdo
prognostica dos TTCG, no que o uso da imuno-histoquimica é fundamental. O presente
estudo procurou avaliar pela técnica imuno-histoquimica a ocorréncia da expressao do
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), do Her2 e do c-Kit em uma série
de TTCG ndo-seminomas primarios de testiculo. Além disso, explorou a possivel
relacdo entre a expressdo desses marcadores com a evolugdo dos pacientes apos
terapéutica convencional. A série foi constituida de amostras parafinadas existentes no
Laboratério de Anatomia Patologica e Citologia do Hospital Amaral Carvalho de Jad,
totalizando 103 pacientes que receberam o diagnéstico de tumor testicular de células
germinativas ndo-seminomas (TTCGNS) no periodo 1996-2010. Dentre os 103 casos,
predominaram os TTCGMNS (57,3%). Nestes, observou-se o predominio de marcagéo
para EGFR e c-Kit. O EGFR foi expresso quando o componente coriocarcinoma era
predominante e o c-Kit no componente epitelial do teratoma. A hip6tese do estudo, que
0S casos positivos para os marcadores analisados estariam correlacionados com
sobrevida menor, ndo foi confirmada pela analise estatistica de Kaplan-Meier; seria
necessario um maior nimero de casos para se chegar a uma conclusdo quanto a
sobrevida. Superexpressdo, amplificagdo génica e mutagfes ativadoras sdo frequentes
em tumores testiculares germinativos; deste modo, o uso da técnica de Hibridizacédo
Fluorescente in situ (FISH) foi utilizada para avaliagdo dos eventos génicos relativos a
imunoexpressdo proteica, observada pelos resultados encontrados no estudo imuno-
histoquimico. Somente um caso, classificado como TTCGM, apresentava amplificagdo
para gene EGFR. Este caso apresentou bom prognéstico. Considerou-se que, a
auséncia de amplificacdo observada na maioria dos casos, deve-se a qualidade
inadequada do material parafinado e estocado. Conclui-se que, na série estudada, os
TTCGNS expressam os marcadores EGFR, Her2 e c-Kit, a depender do subtipo
histolégico; entretanto, estas proteinas ndo tiveram impacto prognostico. A amplificacéo
génica para o EGFR pode ocorrer de forma isolada, porem devido a condi¢cbes técnicas
restritivas, ndo foi possivel observa-la nos demais casos positivos para EGFR pela
técnica de imuno-histoquimico.

Palavras Chaves: germinativos; ndo-seminomas; tumores testiculares.



Abstract

Testicular neoplasms constitute approximately 1% of male cancers. Among these, germ
cell tumors (TGCT) are the most prevalent. These tumors show varied morphological
patterns and are distributed into two subgroups: seminomas and non-seminomas. The
latter, in turn, are classified as embryonal carcinomas, endodermal sinus tumors,
choriocarcinomas, teratomas and mixed germ cell tumors. The consensus in the
literature is that histological verification of vascular invasion (VI) in the primary tumor is
the best predictor of disease progression and recurrence. However, recent studies have
highlighted the role of growth factors and their receptors for prognostic evaluation of
TGCT, in which the use of immunohistochemistry is fundamental. This study sought to
evaluate the occurrence of epidermal growth factor receptor (EGFR), Her2 and c-Kit in a
series of primary non-seminoma TGCTs. In addition, possible relationships between the
expression of these markers and patient evolution following conventional therapy was
investigated. The series consisted of paraffin-embedded samples from the Laboratory of
Anatomical Pathology and Cytology of Amaral Carvalho Hospital in Jad, SP, Brazil, of
103 patients diagnosed with testicular non-seminoma germ cell tumor (NSGCT) over a
15-year period (1996-2010). Among the 103 cases, testicular NSGCT predominated
(57.3%), and among these, staining for EGFR and c-Kit predominated. EGFR was
expressed when the choriocarcinoma component was predominant, and c-Kit when the
epithelial component of the teratoma was predominant. The initial hypothesis that
positive cases for any marker would be correlated to lower survival was not confirmed by
Kaplan-Meier survival probability studies. A larger number of cases is required to reach
any conclusions concerning survival. Gene overexpression and amplification and
activating mutations are common in testicular germinal tumors, thus fluorescent in situ
hybridization (FISH) was used to validate the genic events results obtained in the
immunohistochemical study. Only one case, classified as mixed TGCT, showed EGFR
gene amplification, and this case presented good prognosis. The lack of amplification
observed in most cases was due to the inadequate quality of the stored, paraffin-
embedded materials. In conclusion, in the series studied, testicular NSGCT expressed
EGFR, Her2 and c-Kit markers depending on the histological subtype; however, these
proteins had no prognostic impact. Gene amplification for EGFR may occur in isolation,
but due to the limited technical conditions, it was not observed in the other cases
positive for EGFR using immunohistochemistry.

Keywords: germ cell; non-seminoma; testicular tumors.
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Abreviaturas:

TTCG: Tumor Testicular de Células Germinativas;

HIV: Virus da Imunodeficiéncia Humana;

NITCG: Neoplasia Intratubular de células Germinativas;

TSE: Tumor do Seio Endodérmico;

NITCGI: Neoplasia de Células Germinativas Intratubular néo classificavel,
NCGIS: Neoplasia de Células Germinativas in situ;

CE: Carcinoma Embrionério;

B-HCG: Fracdo Beta da Gonadotrofina Coriénica Humana,;

AFP: Fragdo Alfa da proteina fetal Humana;

TE: Teratoma,

TTCGM: Tumor Testicular de Células Germinativas Misto;

TTCGNS: Tumor Testicular de Células Germinativas Ndo-Seminoma;
PLAP: Fosfatase Alcalina Placentaria;

DHL: Desidrogenase Lactica;

CEA: Antigeno Carcino Embridnico;

IV: Invasdo Vascular;

FISH: Hibridizagdo Fluorescente in situ ;

RPLND: Dissecg¢éo dos Linfonodos Retroperitoneais;

TK: Tirosina quinase;

EGFR ou ErB-1: Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico | ;

HERZ2/ c-neu ou ErB-2: Receptor de Crescimento Epidérmico Il (relativo ao gene);

Her2: Receptor de Crescimento Epidérmico Il (relativo ao marcador tecidual, o anticorpo ou a

proteina);

IMH: Imuno-histoquimica;

KIT: Proto oncogene receptor de tirosina quinase (relativo ao gene, também denominado c-KIT e

CD117);
c-Kit: relativo a proteina codificada pelo gene KIT;

TMA: Micro arranjo de tecidos (Tissue microarray).
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REVISAO DA LITERATURA

l. Introducao

As neoplasias testiculares constituem aproximadamente 1% dos canceres
masculinos (1). Estdo entre as neoplasias malignas mais comuns em homens
entre 15-45 anos. A incidéncia mundial da doenca € de 7,5 por 100.000
habitantes, mas as taxas de incidéncia variam consideravelmente entre
diferentes paises e etnias (2). Nos paises escandinavos observam-se as maiores
taxas: 5,3; 9,2 e 9,6/100.000 habitantes na Suécia, Dinamarca e na Noruega,
respectivamente. Nos Estados Unidos da America a incidéncia é de 5,7/100.000
habitantes em 2001, segundo dados do Surveillance, Epidemyology and End
Results. No Brasil, a incidéncia € de 2,2/100.000 habitantes. Os tumores
testiculares de células germinativas (TTCG) representam 94-96% de todas as
neoplasias testiculares, enquanto que o0s originados nos corddes sexuais
constituem de 4-6% (3).

As causas dos TTCG ainda permanecem desconhecidas. Fatores de risco
conhecidos incluem histéria familiar da doenca, tumor de células germinativas
prévio, subfertilidade, testiculo ectépico (4) e microlitiase testicular (5). Casos
familiares tém sido observados, particularmente entre gémeos (6).
Criptorquidismo e sindrome de Klinefelter também séo fatores predisponentes ao
desenvolvimento de tumores de células germinativas originados do testiculo e
mediastino respectivamente (7). A orquidopexia realizada antes da puberdade
reduz o risco de TTCG e facilita a observacao clinica macroscopica do testiculo.
A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) parece resultar em
maior incidéncia de tumores de células germinativas, mas a consisténcia desta
associacao requer maiores estudos (8). A despeito de possivel evidéncia clinica
de que a exposicdo ao dietilestilbestrol poderia induzir o desenvolvimento de
TTCG (5,6), estudos epidemiologicos falharam em identificar uma associacéo

entre esse estrogeno nao-esteroide sintético e os tumores testiculares (9).
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ll. Classificacao e descricdo dos TTCG

A lesdo precursora de todos os TTCG € a neoplasia intratubular de
células germinativas (NITCG), com excecdo do seminoma espermatocitico,
tumor do seio endodérmico (TSE) pré-puberal e teratoma. A NITCG é
observada, na grande maioria dos casos, onde s&do encontrados tubulos
seminiferos residuais ao redor de um TTCG invasivo (10). Estad presente em
aproximadamente 5% dos casos de criptorquidismo (11), 5% dos pacientes com

um TTCG contralateral (11) e frequentemente em gbnadas disgenéticas.

Os TTCG tém sido classificados em duas categorias principais, baseados
em seu padrdo histolégico: seminomas e ndo-seminomas. Os seminomas sao
constituidos por células que se assemelham as células germinativas primordiais,
enquanto os nao-seminomas sdo compostos de tecidos neoplasicos exibindo
aspectos somaticos embrionarios e ou extra-embrionarios (12,13). O seminoma
€ a neoplasia testicular mais comum e compreende de 40-50% de todos os
TTCG (14-16). Uma rara variante histolégica € o seminoma espermatocitico,
ndo associado com a neoplasia de células germinativas intratubular néo
classificavel (NITCGI); assim, sua relacdo com os outros tumores de células

germinativas € incerta (17).

Os tumores nao-seminomas tem pico de incidéncia na terceira década de
vida, estando representados pelo carcinoma embrionario, tumor do seio
endodérmico (TSE), coriocarcinoma, teratoma e tumores mistos. Em 2016, a
Sociedade Internacional de Consulta em Patologia Uroldgica, Cancer Testicular
e Peniano, por solicitacdo da Organizacdo Mundial da Saude, fez uma reviséo
da classificagéo de 2004. As principais alteracbes estao associadas e derivadas
da patogenia, previamente mencionada. Utiliza a terminologia neoplasia de
células germinativas in situ (NCGIS) como um novo nome para a leséao
precursora e, a distincdo de tumores pré-puberes (ndo NCGIS) de tumores poés-
puberes (NCGIS derivado); reconhece ainda, a existéncia de um raro Teratoma
Benigno do tipo pré-pubere, no testiculo poés-puberes. O termo tumor
espermatocitico € adotado como um substituto para 0 seminoma
espermatocitico, para evitar confusdo potencial com o seminoma usual. O

espectro de tumores trofoblasticos, continua a expandir-se, incluindo: tumores
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trofoblasticos de epitélio e placenta analogos aos do tracto ginecoldgico. Os
termos “anaplasia” ou “imaturidade” nao séo necessarios, uma vez que nao tém
importancia prognostica demonstravel. Por outro lado, o crescimento excessivo
de um componente teratomatoso (malignidade de tipo somético) e
transformacdo sarcomatosa no tumor espermatocitico, indicam comportamento

mais agressivo, e devem ser relatados.

[ll. Subtipos:

1. O Carcinoma Embrionario (CE) possui o tipo celular mais indiferenciado
dentre esses tumores germinativos, com capacidade para se diferenciar nas
outras variantes nao-seminoma. Representa algo mais que 3% dos TTCG,
embora aproximadamente 40% de todos os TTCG contenham um componente
de CE (14). Mais de 50% dos tumores, seja na forma pura ou nos com
predominio do padrdo CE, se apresentam com doenca metastatica. As formas
puras do CE ocorrem mais comumente durante as terceira ou quarta décadas de
vida, em individuos com idade média de trinta e dois anos (14), sendo raro antes
da puberdade (18). As metastases mais comumente ocorrem nos nodulos
linfaticos retro-peritoniais, com consequente dor na regido dorsal, mas 20% dos
doentes, com doenca metastatica, apresentam comprometimento supra-
diafragmatico (19). O CE nao esta associado com a elevagédo da B-HCG (B-
human chorionic gonadotropin) sérica ou da a-fetoproteina (AFP) (19). Alguns
relatos sugeriram que a associacdo da elevacdo desses marcadores seria
provavelmente devida ao diagndéstico equivocado do tumor que nédo teria
reconhecido variantes do tumor do seio endodérmico. De maneira semelhante, o

CE néo deve expressar imunoreatividade para nenhum desses marcadores.

2. O Tumor do Seio Endodérmico (TSE) é caracterizado por padrdes
morfoldégicos multiplos que recapitulam o saco de Yolk, o alantdéide e o
mesénquima extra-embriénico. Sua incidéncia tem picos com distribuicdo
bimodal de acordo com a idade; criangas nos primeiros anos de vida e anos
subsequentes, e jovens do sexo masculino na pés-puberdade. Eles representam
75% dos TTCG da infancia, quando comumente ocorrem dentro dos primeiros
dois anos de vida na sua forma morfolégica pura. No periodo pds-puberal

raramente se apresentam em forma pura, mas estdo presentes em
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aproximadamente metade dos TTCG (20). Em muitas, criancas em estadios
iniciais da doenca (estadio 1), a orquiectomia radical é curativa. Mesmo nas
criancas, com doenca mais avancada o prognostico € melhor do que em adultos,
sugerindo um grau maior de sensibilidade a quimioterapia. Existe alguma
evidéncia de que adultos, com o componente de TSE em TTCG, tém maior
frequéncia da doenca no estadio | (21-23). Contudo, a presenca de elementos do
TSE no cancer testicular metastatico tem sido associada com pior prognostico,
sugerindo que o TSE tem um potencial metastatico menor, mas é menos
quimiosensivel que o CE (12). N&do é incomum que elementos do TSE sejam o
anico componente ou o componente predominante em pacientes, com doenca
refrataria a quimioterapia. Os pacientes com TTCG com componente de TSE

tem elevacao sérica da AFP em 95% a 100% dos casos (24).

3. O Coriocarcinoma (CC) ¢é composto de sinciciotrofoblasto,
citotrofoblasto e outras células trofoblasticas. Compreende menos de 1% dos
TTCG em sua forma pura; contudo, pode ser encontrado como componente dos
TTCG mistos em mais do que 15% dos casos (14,19). Em sua forma pura esses
tumores extremamente malignos ocorrem na segunda e terceira décadas da
vida, quando comumente se apresentam com altos niveis de B-HCG sérica e
metastases. Estas podem ocorrer em locais comuns aos demais tumores
testiculares que se disseminam por via linfatica, mas também se disseminam por
via hematogénica para visceras, incluindo pulmao, figado, trato gastrointestinal,
baco, cérebro e adrenais. Ao contrario dos outros TTCG, pacientes com CC puro
mais comumente apresentam sintomas relacionados com a metastase e nao
com a massa testicular. Isto é devido a disseminacdo precoce antes do
desenvolvimento de lesdo palpavel. Mesmo ap0s a constatacdo de um
coriocarcinoma metastatico, um significativo numero de pacientes néao
apresentam anormalidades palpaveis nos testiculos. Os sintomas apresentados
sdo hemoptise secundaria as metastases pulmonares, dor dorsal em
consequéncia do comprometimento retroperitonial e sintomas neurolégicos
devidos ao envolvimento do sistema nervoso central (25). Raros pacientes

apresentam metastases cutaneas (26)

4. O Teratoma (TE) € uma neoplasia de células germinativas que se

diferencia em qualquer um dos trés padrées de natureza somatica: ectoderma
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(19), mesoderma (3) ou endoderma (4). Tumores compostos de apenas um
desses componentes sao referidos como teratomas monodérmicos. O TE pode
apresentar tecidos maturos, embrionarios ou mistura de ambos. Historicamente,
eram classificados em imaturos e maturos de acordo com seu grau de
diferenciacdo, atualmente a Organizacdo Mundial de Saulde recomenda que
estas morfologias sejam consideradas como entidade Unica baseadas na
superposicado de fatores genéticos e clinicos (3). Os TE testiculares ocorrem
antes da puberdade ou na idade adulta, cada um com seu comportamento
biologico proprio. Na idade pré-puberal, em geral antes dos dois anos e
raramente apos quatro anos de idade, representam 20% do total de TE,
usualmente aparecem na forma pura e séo invariavelmente benignos. Esses
tumores ndo estdo associados com neoplasia de células germinativas intra-
tubular e sdo provavelmente diploides. ApGs a puberdade em geral comparecem
como componentes dos TTCG mistos, sendo raras as formas puras (<7%).
Sejam maturos ou imaturos, esses tumores, sdo considerados malignos pois
ocorrem tanto no sitio primario como nas metastases. No adulto, esses tumores
comumente sao aneuplbéides e exibem como marcador um iSOCromossomo ho
braco curto do cromosomo 12 i(12p) que, inclusive, tem importancia diagndstica
e prognostica. Na crianca sao neoplasias normais citogeneticamente, benignas,
diploides (27). Se os componentes maturos de um teratoma sdo capazes de
produzir metastases ou se a sua presenca no local da metdstase representa
diferenciacdo dentro de um clone mais primitivo da metastase, como no CE ou
TSE, é discutivel. Os componentes do TE podem ser o Unico tumor residual
reconhecivel apds regressdo espontanea ou terapia sistémica (10). Em
pacientes com TE puros, os marcadores séricos sdo, em geral, negativos,
embora alguns pacientes adultos possam ter elevacdes devidas a histologias
discordantes entre o testiculo e as metastases. Por outro lado, varios estudos
tém documentado que componentes endodérmicos do TE podem ser AFP
positivos pela imuno-histoquimica (28,29). Criangas, com idade menor que oito
meses, podem ter niveis fisiologicamente elevados de AFP néo relacionados
com o tumor (30). O TE é mais bem tratado pela cirurgia, pois todas as formas

sao quimioresistentes (10).

5. Os tumores mistos de células germinativas (TTCGM) constituem entre

35% e 54% dos TTCG, excluindo-se 0 seminoma espermatocitico com sarcoma
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(19). S&o raramente vistos em g6nadas pré-puberais. Todas as variantes
morfolégicas previamente descritas podem ser encontradas com excecdo do
seminoma espermatocitico. As combinacdes mais comuns sdo CE/TE (26%),
CE/seminoma (16%) e CE/TSE/TE (11%) (14,29). Os casos que contém o
componente seminoma tendem a ocorrer mais tardiamente do que aqueles que
nao o possuem. Nos laudos diagnosticos de cada caso devem ser citados todos
0S componentes, com suas respectivas propor¢cdes em porcentagem (31),
especialmente a porcentagem do CE. Tumores com predominancia do CE (mais
do que 55%) sdo quatro vezes mais propensos a desenvolver doenca
metastatica, usualmente para o retroperitbnio. O poliembrioma é uma variante
encontrada em TTCGM no qual os componentes CE e TSE estdo organizados
em um padrdao semelhante ao do embrido (corpos embridides) de antes do
décimo oitavo dia do desenvolvimento (31).

V. Marcadores Teciduais nos TTCG:

Os marcadores séricos tumorais mais utilizados em TTCG sao: AFP, B-
hCG, fosfatase alcalina placentaria (PLAP) e a desidrogenase lactica (DHL). A
elevacdo de AFP é vista em 40% a 60% dos homens com tumores nao-
seminoma; em geral, sdo TTCG mistos. A elevacao de 3-hCG é encontrada em
aproximadamente 14% dos pacientes, com seminoma estadio | e em metade
dos pacientes, com seminoma metastatico, assim como no CC puro. PLAP
apresenta-se elevado nos seminomas e ndo-seminomas, assim como o DHL
(32,33).

Os principais marcadores tumorais teciduais sdo: PLAP e CD117 para 0s
seminomas, PLAP, AE1/AE3, CD30 e OCT4 para os CE, AFP e Glypican 3 para
os TSE. Os coriocarcinomas sao positivos para B-HCG, EMA e citoceratina de
baixo peso molecular. O TE expressa os marcadores conforme 0s componentes
gue constituem a neoplasia, a saber: CEA nos epitélios, PLAP em alguns
componentes glandulares, Glypican 3 em elementos imaturos, p53 nos epitélios
(10). Assim, marcadores teciduais tém importancia na caracterizacdo diagnostica
dos TTCG.
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V. Tratamento nos TTCGNS:

Até recentemente, o tratamento de escolha para os TTCGNS era
orquiectomia radical seguida de disseccao retroperitonial de nodulos linfaticos
(RPLND, retroperitoneal lymph node dissection). Apdés o0 advento da
guimioterapia de alta eficiéncia, a disponibilidade de marcadores tumorais
séricos sensiveis, assim como de técnicas mais precisas de estadiamento, a
orquiectomia solitaria seguida de acompanhamento rigoroso tornou-se Opgao
vidvel para alguns pacientes. No entanto, estima-se que aproximadamente 20%
dos pacientes tratados desta maneira apresentardo recidiva em um ano apoés a

orquiectomia, usualmente no retroperitdnio.

Estudos demonstram que a invasdo vascular (IV), observada
histologicamente no tumor primario, € o melhor indicador preditivo de recidiva.
Sua presenca define a neoplasia como estadio patolégico pT2, mesmo se
confinada ao testiculo (10). O impacto do padrao histologico do tumor na chance
de recidiva permanece controverso, mas muitos autores tém sugerido que a
forma pura, ou quando o componente predominante € o CE, h& maior risco de
ocorrerem metastases (21-23). A extensdo do tumor para a rete testis, tecidos
moles do hilo e anexos ndo tem influéncia no estadiamento patoldgico ou na

frequencia de recidiva (10).

Refinamentos nas técnicas citogenéticas nos dltimos 30 anos,
particularmente o desenvolvimento da técnica da Hibridizacdo Fluorescente in
situ (FISH), tém permitido aumento sensivel na detec¢cdo de anormalidades
cromossbmicas em doencas malignas hematolégicas, promovendo avancos
significativos tanto no diagndstico como na pesquisa do processo neoplasico
(34). As técnicas de bandas cromossdmicas revolucionaram a analise
citogenética e tém sido centrais na compreensao das doencas constitucionais e
adquiridas, em particular das anormalidades cromossomicas especificas de
leucemia. Contudo, a resolucdo da analise de bandas pode detectar somente
rearranjos que envolvam DNA maior que 3Mb (34). Assim, as técnicas de
bandas sé&o limitadas a células com atividade mit6tica, com o problema adicional
das dificuldades envolvidas na decifracdo de rearranjos cromossomicos

complexos usando um padrdo de banda monocrémico. A introducdo da técnica
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do FISH, no final da década de 1980 possibilitou, com o auxilio de sondas de
DNA para cromossomos especificos, a deteccdo de trissomias e translocacfes
tanto em células em metafase como em interfase. A partir de entdo ficou
evidente a importadncia das técnicas citogenéticas no diagnostico de doencas
humanas (34,35). As elevadas sensibilidade e especificidade, a rapidez do
ensaio, e suas numerosas aplicacoes, levou essa técnica a ter aceitacdo geral
(36).

E inegavel a importancia do uso da imuno-histoquimica nos TTCG. Na
atualidade, nenhum centro de referéncia deixa de utiliza-la, pois é indispensavel
para o diagnostico e consequente planejamento terapéutico. Por exemplo, o
seminoma puro é tratado apenas pela orquiectomia, e o teratoma, em qualquer
porcentagem que esteja presente no tumor, exige a disseccdo dos linfonodos
retroperitoneais (RPLND).

Nos TTCGNS ha necessidade de analises entre marcadores teciduais e
prognadstico, uma vez que h& poucos estudos que consideram esta possibilidade,
diferente de outras neoplasias malignas onde o HER-2, EGFR s&o propostas
bem consolidadas, a saber, os carcinomas mamarios e pulmonares. Com esta
concepcdo, de busca de marcadores progndsticos e analise de expressao

proteica nos TTCGNS, sugerimos os objetivos deste trabalho.
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TUMORES TESTICULARES GERMINATIVOS NAO-SEMINOMAS:

IMUNOEXPRESSAO PROTEICA DE EGFR, Her2 E c-Kit

INTRODUCAO

As neoplasias de células germinativas sdo as mais quimiossensiveis de
todos os tumores solidos, sendo altamente curaveis com quimioterapia baseada
em cisplatina (37). Contudo, 30% dos pacientes ndo obtém remissédo completa e
necessitam de tratamento de resgate. Dentre estes, aproximadamente 50%
morrem da doenca (38).

Estudos recentes tém enfocado o papel dos fatores de crescimento e
seus receptores na progressao dos tumores de células germinativas e de outros
tipos de cancer. Moroni et al. (2001) documentaram pela primeira vez a
expressdo de EGFR e Her2 em TTCG positivos para B-HCG. Eles enfatizaram a
importancia clinica destes fatores para a possibilidade de terapias alvo contra
EGFR e Her2, o que demonstra a importancia do uso da imuno-histoquimica

nestas neoplasias (39).

A superexpressao de EGFR e do HER2/neu tém sido descritas em muitos
tipos de tumores, associada com a resisténcia a terapia citotoxica e a progressao

tumoral em muitos casos (41).

Embora a transicdo entre a homeostase tecidual e o inicio do
desenvolvimento tumoral seja instigada mais pelas muta¢cdes oncogénicas do
gue pelos fatores de crescimento, estes ultimos sé&o os reguladores de todos os

passos subsequentes da progressao da neoplasia, como a expansao clonal,
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invasdo, através das barreiras teciduais, angiogénese e colonizacdo em locais
distantes (42).

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) é um receptor
transmembrana tirosina quinase da familia Erb-B que estd expresso
primariamente em células de origem epitelial (43) e anormalmente ativado em
muitos tumores epiteliais (44-47). O gene EGFR, um dos oncogenes do
cromossomo 7, tem sido implicado na patogenia e progressdo de muitas
neoplasias malignas. Sua sinalizacdo esta envolvida na proliferacdo de células
tumorais, apoptose, angiogénese, invasdo e metastases (48). A superexpressao
do EGFR em varios tipos de carcinoma levou ao desenvolvimento de agentes
direcionados ao seu bloqueio. Terapias-alvo tém sido utilizadas com sucesso no
tratamento de tumores colorretais e dos carcinomas pulmonares ndo pequenas
células. Muitos carcinomas superexpressam EGFR, com ou sem amplificacéo
génica, incluindo os de cabeca e pescoco, esdfago, mama, célon, pulméo,
préstata, rim, ovario, estbmago e bexiga (49). A expressdo aumentada de EGFR
também foi relatada em TTCG (16,27). Wang et al. (2008) descreveram 21 casos
de carcinoma embrionério testicular refratdrio a quimioterapia, dos quais 9
revelaram positividade para EGFR pela imuno-histoquimica. A pesquisa de
amplificacdo génica (FISH), efetuada nos 21 casos, revelou amplificacdo em 1
caso (5%), polissomia em 15 casos (71%) e padrdo dissomico normal em 5
casos (24%) (51), o que vem demonstrar a importancia do FISH nestes estudos,
pois demonstra o evento génico especifico. Shuin et al. (1994) encontraram
expressdo elevada de EGFR em teratomas comparados a outros subtipos
histologicos de TTCG (50). Hechelhammer et al. (2003) encontraram expressao
aumentada de EGFR na maioria dos componentes de teratoma dos TTCG
mistos (61).

O Her2 é codificado pelo gene CERB-2 (inicialmente chamado HER-
2/neu) que tem expressdao em 25-30% dos carcinomas de mama (52). Sua
expressdo esta correlacionada com prognostico pior para esses pacientes:
sobrevida curta pela agressividade do tumor (53) e resisténcia a quimioterapia
convencional (52). Expressdo aumentada de HER2 tem sido demonstrada em
varios outros tumores humanos, incluindo canceres do trato gastrointestinal (54),
figado (55), pulméo (56), ovario (57), utero (58), bexiga (59) e prostata (60). No
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entanto, o significado potencial da expressdo do HER2 nos TTCG é
desconhecido. Mandodky et al. (2004) revelaram que a expressdo aumentada da
proteina Her2 ocorre em 25% dos componentes teratoma dos TTCG. A
superexpressdo estava restrita aos padrbes histoldégicos mais diferenciados
dentro do tumor, como 0s componentes de teratoma e coriocarcinoma. Em uma
série maior de teratomas puros e de tumores mistos de células germinativas
testiculares contendo componentes de teratoma a expressao de Her2 foi
determinada por IHC e FISH, de modo que a superexpressdo da proteina
pudesse ser comparada com a amplificacdo génica nos tumores primarios. Em
nenhum dos casos foi encontrada amplificacdo génica definida, mas os autores
sugeriram que a superexpressdo de Her2 estd associada a evolucdo clinica
desfavoravel e que seria um fator progndéstico nos TTCG. Foi observada
associacao estatisticamente significante entre o “status” do Her2 e o estadio
clinico da doenca. Mais estudos seriam necessarios para se avaliar o exato
papel da expressédo do HER-2/neu nos regimes de tratamento destas neoplasias
(62). Ghavamnasiri et al. (2010) observaram cerca de 33% de positividade do
Her2 em TTCG ndo-seminoma, especialmente do subtipo teratocarcinoma,

comparados com os TTCG mistos ou com o carcinoma embrionario (63).

O proto-oncogene KIT também codifica um receptor transmembrana com
atividade tirosina quinase. Ap6s a juncao do ligante SCF (fator derivado de
células primordiais), o KIT se dimeriza, é fosforilado e inicia uma cascata de
sinalizacdo que induz o crescimento celular (64). As vias de sinalizacdo do KIT
regulam a sobrevivéncia, proliferacdo e migracdo de células germinativas
primordiais e, assim, esta fortemente envolvida nos TTCG. Muta¢des do KIT sédo
as mais frequentes em TTCG. Superexpressao, amplificacdo e mutacdes
ativadoras sdo mais frequentes em seminomas (até 20%) do que em ndo-
seminomas (até 2%), estando também presentes nas neoplasia de células
germinativas intratubulares néo classificavel (65). Madani et al (2003) descrevem
positividade para KIT em 11 de 21 casos de TTCG refratarios a quimioterapia.
MutacBes génicas que provocam ativagdo do KIT foram encontradas na
mastocitose humana (66) e nos tumores estromais gastrointestinais (67,68);
amplificacdo de KIT também estad descrita em disgerminoma do ovario (69),

tumores do estroma gastrointestinal (70) e melanomas acrais e de mucosa (71).
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Avancos recentes, usando terapias dirigidas a alvos moleculares em
tumores malignos humanos, especialmente com quimioterapicos visando KIT
(72,73), EGFR (73) e HER2 (37) levantam a possibilidade de que estes alvos
terapéuticos possam ser utilizados em tumores de células germinativas,
especialmente nas formas refratarias a cirurgia e/ou quimioterapia (29,54). Dai a
importancia de se caracterizar o imunofendtipo desses tumores, inicialmente por

imunoistoquimica e, em seguida, pelo FISH.

OBJETIVOS

1. Avaliar imunoexpressao proteica do EGFR (Her-1), Her2 e c-Kit em
tumores testiculares primarios de células germinativas nao-seminomas
pela técnica imuno-histoquimica;

2. Analisar, nos casos positivos, a existéncia de amplificagdo génica,
utilizando a técnica de Hibridizacédo Fluorescente in situ (FISH);

3. Verificar a relacdo da expressao desses marcadores com a evolucdo dos
pacientes, apOs terapéutica convencional, a fim de estimar o valor

progndstico destes.

MATERIAL E METODOS

1. Série e Critérios de Incluséo

O desenho do presente estudo foi o de uma coorte histérica. A série foi
constituida de amostras histolégicas incluidas em blocos de parafina existentes
no arquivo do Laboratério de Anatomia Patoldgica e Citologia (LAPC) do Hospital
Amaral Carvalho de Jau-SP, totalizando 103 individuos que receberam o
diagnostico de tumor testicular de células germinativas nao-seminomas
(TTCGNS) no periodo 1996-2011 (15 anos). Foram incluidos todos os casos que
possuiam blocos de parafina da biopsia ou peca cirdrgica contendo tumores néo
previamente tratados, com viabilidade histolégica. Além disto, deveriam possuir
prontuarios, com acompanhamento clinico até o momento de realizacdo do

estudo (2012). Assim, foram incluidos todos os casos que:
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a) possuiam blocos de parafina no Laboratério de Anatomia Patologica do
Hospital Amaral Carvalho; b) com tumores histologicamente representativos; c)
dados clinicos e evolugcdo registrados nos prontudrios médicos (detalhes de
casos individuais, Tabelas 1 e 2 do Apéndice).

Os casos foram agrupados segundo padrdo histolégico dos tumores
primarios ndo-seminomas, estadiamento e protocolos de tratamento (Tabela 1
em Resultados). Os tumores foram também reanalisados quanto ao tipo
histolégico, tamanho, ocorréncia de invasao angiolinfatica, de rete testis ou
epididimo, corddo espermatico, margem cirdrgica e caracterizacdo do
estadiamento patolégico (pTNM). Também, foi analisado o tempo decorrido entre

o diagnastico histoldgico e o ébito do paciente por qualquer causa.

2. Tissue microarray (TMA)

Confeccao da plataforma de Tissue Microarrays, foi realizada no servico
de patologia do Hospital A.C. Camargo. Os blocos de parafina contendo os
tecidos neoplasicos fixados em formaldeido foram selecionados para a
confeccao do TMA utilizando o tissue microarrayer (Beencher Instruments, Silver
Spring, USA). As éareas de interesse, previamente marcadas nas laminas e
identificadas nos blocos doadores foram retiradas e transferidas para os blocos
receptores. O bloco receptor, com todos os tecidos, foi subsequentemente
cortado em sec¢Bes que foram transferidas para laminas de vidro silanizadas para
processar a imuno-histoquimica. Os cortes foram representados em duplicata,
com 1.0 mm de diametro e espacados a cada 0.2 mm. Um mapa mostrando a
identificacédo detalhada de cada corte foi usado como referéncia.

3. Protocolos de imuno-histoquimica para EGFR, Her2 e c-Kit

Cortes histolégicos de 4 micra de espessura do material incluido em
parafina foram montados em laminas previamente silanizadas, desparafinados e
rehidratados. A recuperacao antigénica foi feita em camara pressurizada Pascal
(Dako, Glostrup, Denmark) em tampé&o citrato pH 6,0 a 125°C por 15 minutos,
seguido de resfriamento por 20 minutos até 90°C. Apos lavagem e neutralizacéo
da peroxidase endégena com peréxido de hidrogénio 3% e imersdo em tampéo

fosfato (PBS) as laminas foram incubadas com cada anticorpo primario por 30
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minutos nas seguintes diluicbes: EGFR (Invitrogen), 1:100; Her2 (SPRING),
1:200; c-Kit (DAKO), 1:300. A sequir, foi realizada a incubag¢do com polimero
EnVision®, Dako e com a DAB (Diaminobenzidine, Dako). Os controles positivos
para EGFR e Her2 foram cortes histoldgicos de carcinoma de mama; para o c-
Kit, cortes histologicos de seminoma. Os cortes foram contracorados com
hematoxilina de Harris. O controle negativo foi uma seccdo de testiculo nao

neoplasico.
4. Avaliacdo das expressdes imuno-histoquimica

As laminas submetidas a reacdo de imuno-histoquimica foram analisadas
em microscopio éptico binocular, quando foi percorrida toda a extensao do tecido
e registradas a ocorréncia ou ndo de marcacdo. A intensidade da
imunomarcacdo para EGFR, Her2 e c-Kit foi classificada em 4 categorias:
Negativa (0+), Fraca (1+), Moderada (2+), Forte (3+). Imunorreatividade foi

definida no tumor como expressdo de EGFR, Her2 e c-Kit de 1+ a 3+.

5. FISH para pesquisa de amplificacdo génica EGFR, HER2, KIT

A técnica de FISH foi realizada no servico de Patologia do Hospital A.C.
Camargo de acordo com Sato-Kuwabara et al. (2009). Os cortes foram
incubados a 56°C overnight e desparafinados por lavagem em xileno, etanol e
agua destilada. Apés a incubacdo com HCI 0.2M em temperatura ambiente por
20 minutos, eles foram aquecidos a 80°C em tampéao citrato (2xSSC, pH 6.0) por
1 a 1 hora e meia. Posteriormente, foram digeridos com pepsina por 8 a 14
minutos e incubados em 2xSSC por 2 minutos, ambos procedimentos em
temperatura ambiente. Os cortes foram desidratados em etanol 75, 80 e 100%
por 2 minutos. As sondas para os genes EGFR (EGFR PROBE Vysis, Abbott
Molecular) e KIT (KIT Probe, Vysis, Abbott Molecular) e HER2 (HER2 PROBE
Vysis, Abbott Molecular) foram adicionadas sobre os cortes, os quais foram
cobertos com laminula e vedados com rubber cement. As laminas foram
incubadas a 82°C por 5 minutos para que ocorra a desnaturacéo e hibridadas a
45°C por cerca de 18 horas. Apds este periodo foram lavadas em ureia 0.1x SSX
a 45°C por 30 minutos e em 2x SSC em temperatura ambiente por 2 minutos. As
laminas foram recobertas com diamidino-2-fenilindole (DAPI) e, finalmente, o

corte foi coberto com laminula, apés desidratacdo em etanol. A andlise foi
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realizada em microscéopio de fluorescéncia buscando pontos de
amplificagcdo/ganho em cada core da plataforma de TMA.

O numero minimo de células neoplasicas consideradas para a leitura foi de
quarenta células/ core e a positividade considerada quando ao menos 5,0% de

alteracao foram observada.

6. Andlise Estatistica

Primeiramente foi realizada uma andlise descritiva por meio de tabelas de
frequéncia no caso de variaveis qualitativas e calculo de medidas de tendéncia
central e de dispersdo para as quantitativas. Essa analise foi desenvolvida pela
Profa. Dra. Cristiane Murta Ramalho Nascimento, do Departamento de Saude
Publica da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. Algumas categorias
das variadveis qualitativas foram as vezes agregadas, a fim de se evitar a
presenca de frequéncias muito baixas. Para a andlise da sobrevivéncia, utilizou-
se, inicialmente, o estimador produto limite de Kaplan-Meier (KAPLAN & MEIER,
1958). Também foram elaborados os respectivos graficos. Para comparar a
sobrevivéncia entre dois ou mais grupos foi utilizado o teste log rank (MANTEL,
1966).

A variavel tempo de sobrevivéncia foi determinada como a diferenca em
meses, entre a data do Obito e a data do diagndstico histoldégico do cancer de
testiculo, considerando a morte por qualquer causa como falha. Para aqueles
pacientes que foram perdidos foi considerado tempo de sobrevivéncia a
diferenca entre a ultima data em que comprovadamente estavam vivos e a data
do diagnostico. Os pacientes vivos depois de 31/12/2012 também foram
considerados censurados. O software utilizado para a analise de sobrevivéncia
foi o STATA (versao 10.0).
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RESULTADOS

A TABELA 1 mostra a distribuicdo dos casos estudados segundo as
caracteristicas selecionadas. Dentre os 103 casos revistos, predominaram 0s
tumores mistos de células germinativas (57,3%), seguidos por carcinomas
embrionarios (23,3%), teratomas (13,5%) e tumores do seio endodérmico

(5,8%). Treze casos (12,6%) apresentaram invasao vascular (1V).

A FIGURA 1 mostra o padrdo caracteristico de cada marcador imuno-
histoquimico. A TABELA 2 apresenta a distribuicdo dos casos segundo esses

marcadores.
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TABELA 1 - Distribuicdo dos pacientes com tumores testiculares de células
germinativas nao-seminoma segundo as caracteristicas selecionadas.

Caracteristicas n %

Tipos histologicos

Carcinoma embrionario 24 23,3
Teratoma 14 13,5
Tumor misto 59 57,3
Tumor seio endodérmico 6 5,8

Invasao vascular

Nao 90 87,4

Sim 13 12,6
Invasao rete testis

Nao 99 96,1

Sim 4 3,9
Invasédo epididimo

Nao 95 92,2

Sim 8 7,8
Invaséo do cordao

Nao 99 96,1

Sim 4 3,9
Invasdo de margem cirdrgica

Nao 101 99,0

Sim 1 1,0
Estadio patoldgico - Tumor

T1 84 81,6

T2 14 13,6

T3 3 2,9

T4 2 1,9
Estadio patologico - N6dulo

NO 41 39,8

N1 21 20,4

N2 14 13,6

NXx 27 26,2
Estadio patolégico - Metastases

MO 97 94,2

M1 6 5,8
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Fig.1. A) Tumor testicular de células germinativas misto (ndo seminoma): EGFR positivo, com
predominio no mesénquima; B) Tumor testicular de células germinativas (ndo seminoma),
componente epitelial em teratoma: Her2 positivo; C) Tumor testicular de células germinativas
misto (ndo seminoma), componente epitelial: Kit positivo. 200X, IMH.

D) Testiculo ndo tumoral (controle): Negativo para EGFR, Her2 e c-Kit. 100X, IMH.
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TABELA 2 - Distribuicdo quantitativa dos casos com tumores testiculares de
células germinativas (TTCG) ndo-seminoma segundo a intensidade de marcacéo
imuno-histoquimica.

Marcadores n %
EGFR
Negativo 62 60,2
Positivo 1+ 24 23,3
Positivo 2+ 17 16,5
Her?2
Negativo 91 88,3
Positivo 1+ 11 10,7
Positivo 2+ 1 1,0
c-Kit
Negativo 67 65,0
Positivo 1+ 22 21,4
Positivo 2+ 14 13,6
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As TABELAS 3, 4 e 5 mostram as associagfes entre a expressao dos marcadores
imuno-histoquimicos e as variaveis estudadas. O EGFR ndo mostrou associacao
significativa com qualquer das variaveis estudadas, porém, ficou préximo da

significancia (p = 0,053) em relacéo aos tipos histologicos dos tumores.

TABELA 3. Associacdo entre positividade para EGFR e as caracteristicas dos
casos de tumores testiculares de células germinativas (TTCGNS).

Total EGFR - positivo Valor
n % de p*
Tipos histologico 0,053
Ca embrionario 24 5 20,8
Teratoma 14 8 57,1
Misto 59 27 45,8
Tu seio endodérmico 6 1 16,7
Invasdo angiogénica 0,557
Nao 90 37 41,1
Sim 13 4 30,8
Rete testis 0,149
Nao 99 41 41,1
Sim 4 0 0
Invasao epididimo 0,472
Nao 95 39 41,1
Sim 8 2 25,0
Invasdo cordao 0,149
Nao 99 41 41,4
Sim 4 0 0
Invasdo margem cirargica 1,000
Nao 101 41 40,6
Sim 1 0 0
Estadio patoldgico — Tumor 0,843
Tl 84 34 40,5
T2 14 6 42,9
T3-T4 5 1 20,0
Estadio patologico — Nédulos 0,258
NO 41 19 46,3
N1-2 35 10 28,6
NX 27 12 44 4
Estadio patologico — Metastases 0,680
MO 97 38 39,2
M1 6 3 50,0

*Teste exato de Fisher.

A marcacao pelo Her2 esteve significativamente associada (p= 0,046) aos tipos
histol6gicos dos tumores, mas com nenhuma outra das variaveis selecionadas
(TABELA 4).
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TABELA 4. Associacao entre positividade para Her2 e as caracteristicas dos
casos de tumores testiculares de células germinativas ndo seminomas (TTCGNS).

Tipos histologico
Ca embrionério
Teratoma
Misto
Tu seio endodérmico
Invasdo angiogénica
Nao
Sim
Rete testis
Nao
Sim
Invasao epididimo
N&ao
Sim
Invasdo cordao
N&ao
Sim
Invasdo margem cirdrgica?
Nao
Sim
Estadio patolégico - Tumor
Tl
T2
T3-T4

Estadio patoldgico - Nédulos

NO
N1-2
NXx

Estadio patoldgico - Metastases

MO
M1

Total

24
14
59

90
13

101

Her2 - positivo Valor de p*
n %
0,046
0 0
4 28,6
8 13,6
0 0
0,646
10 11,1
2 15,4
1,000
12 12,1
0 0
0,591
12 12,6
0 0
1,000
12 12,1
0 0
1,000
12 11,9
0 0
0,830
10 11,9
2 14,3
0 0
0,801
6 14,6
3 8,6
3 11,1
0,534
11 11,3
1 16,7

*Teste exato de Fisher

Com relacdo ao c-Kit, sua marcacdo esteve significativamente associada

(p=0,019) aos tipos histolégicos dos tumores, e a nenhuma outra das

estudadas (TABELA 5).

variavel
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TABELA 5. Associacao entre positividade para c-Kit e as caracteristicas dos casos
de tumores testiculares de células germinativas ndo seminomas (TTCGNS).

Total c-Kit - positivo Valor de
n % p*
Tipos histologico 0,019
Ca embrionério 24 4 16,7
Teratoma 14 5 35,7
Misto 59 22 37,3
Tu seio endodérmico 6 5 83,3
Invasdo angiogénica 0,370
Nao 90 30 33,3
Sim 13 6 46,2
Rete testis 0,122
Nao 99 33 33,3
Sim 4 3 75,0
Invasédo do epididimo 0,710
Nao 95 34 35,8
Sim 8 2 25,0
Invaséo do cordao 0,610
Nao 99 34 34,3
Sim 4 2 50,0
Invasdo margem cirdrgica 0,343
Nao 101 34 33,7
Sim 1 1 100
Estadio patoldgico — Tumor 0,343
Tl 84 27 32,1
T2 14 6 42,9
T3-T4 5 3 60,0
Estadio patol6gico — Nodulos 0,320
NO 41 11 26,8
N1-2 35 13 37,1
NXx 27 12 44,4
Estadio patol6gico — Metastases 0,419
MO 97 33 34,0
M1 6 3 50,0

*Teste exato de Fisher

Com relagdo a sobrevida, dentre os 103 individuos do sexo masculino com

cancer de testiculo que foram estudados, 18 casos (17,5%) morreram durante o

periodo de seguimento. A causa do 6bito ndo foi determinada para qualquer deles.

O tempo mediano de seguimento foi de 44,7 meses (minimo=0,03 meses e

maximo=186,22 meses). Nao foram detectadas associagfes significativas entre

gualquer marcador e a mortalidade desses pacientes.

33



TABELA 6. Associacao entre mortalidade e expressdo dos marcadores EGFR,
Her2 e c-Kit em casos de tumores testiculares de células germinativas nao-
seminoma (TTCGNS).

Obitos
Marcadores Total Valor de p*
n %

EGFR 0,1414
Negativo 62 9 11,9
Positivo 41 9 6,1

Her2 0,4917
Negativo 91 17 16,1
Positivo 12 1 1,9

c-Kit 0,4744
Negativo 67 11 12,4
Positivo 36 7 5,6

*Teste log-rank

Com relacdo a probabilidade de sobrevivéncia acumulada, foi possivel
analisar os dados dos casos que expressaram EGFR e c-Kit. Ndo foi possivel
fazer a analise grafica Kaplan-Meier com os casos Her2 porque houve somente
um o6bito de caso positivo. A FIGURA 2 mostra a probabilidade de sobrevivéncia
acumulada quando foram considerados todos os pacientes deste estudo. Essa
analise indica que cerca de 30% dos pacientes evoluiram para éxito letal antes
do oitavo ano de acompanhamento. Embora a analise sugira que houve um
acréscimo de mortalidade nos casos EGFR positivos, ndo foi possivel detectar
diferencas significativas em relagdo aos casos negativos (FIGURA 3).
Observacéao similar pode ser feita com relacéo a expresséo do c-Kit (FIGURA 4).
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FIGURA 2. Probabilidade de sobrevivéncia acumulada para
os individuos com TTCGNS.
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FIGURA 3. Probabilidade de sobrevivéncia acumulada para
individuos com TTCGNS segundo positividade para EGFR.
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FIGURA 4- Probabilidade de sobrevivéncia acumulada para
individuos com TTCGNS segundo positividade para c-Kit.

Resultados do FISH (hibridacao por fluorescéncia in situ) para pesquisa de

amplificacédo génica EGFR, HER2, KIT:

O FISH foi realizado nos 89 casos positivos para os marcadores IMH, que
compuseram trés plataformas de TMA. Observou-se que, na pesquisa da
amplificagéo génica, 53% dos cores descolaram durante a reagéo e 46 % foram
negativos. Observou-se somente um caso, com diagnéstico de TTCGM (caso 99-
TABELA-ANEXO-1) com a amplificagédo para o gene EGFR (FIGURA 5). Este
caso se apresentou como PT1NXMO, medindo 4,5 x 3,6 cm, com sobrevida

maior que cinco anos. Os marcadores EGFR e Her2 foram positivos ++.
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FIGURA 5. Caso 99. TTCGM Amplificacdo do gene EGFR (verde).
FISH.

DISCUSSAO

Poucos autores estudaram as expressdes dos imunomarcadores EGFR,
Her2 e c-Kit em uma mesma série de casos de TTCG n&o-seminomas. Nosso
trabalho inova ao estudar o perfil imuno-histoquimico de 103 casos de TTCG
nao-seminomas, com uma serie comparavel ao de Duran et al. (2010). Este
estudou 109 amostras histologicas de 84 pacientes de TTCG, com formas
mistas. Trinta deles exibiram algum grau de marcagdao para o EGFR. O
coriocarcinoma foi o tipo histologico mais frequentemente corado por este
marcador (86%). Her2 foi demonstrado somente em 14 amostras, todos TTCG
nao-seminomas. Cerca de 30% dos pacientes exprimiram simultaneamente
EGFR e Her2. O c-Kit foi expresso em 97% dos seminomas e virtualmente
ausente em alguns subtipos ndo-seminomas (TTCGM) como coriocarcinoma e
teratocarcinoma. Outros tipos histoldgicos nao-seminoma exibiram graus
variados de marcacdo para o c-Kit (CE 26%; TSE 63%) (40). Interessante

observar que nos casos estudados por nés houve um predominio histolégico do
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TTCGM (57,3%), com o predominio de marcacdo pelo EGFR (45 %) e c-Kit
(40%), pelo estudo IMH. O EGFR foi expresso quando 0 componente
coriocarcinoma era predominante e o c-Kit no componente epitelial do teratoma.
Miyai et al. (2009) encontraram superexpressdo da proteina e
amplificagdo génica do EGFR em TTCG de adultos. Foram obtidos 209
componentes histologicos distintos de um grupo de 110 TTCG. A
superexpressao do EGRF foi detectada em 28% dos seminomas (27% na forma
pura e 29% na forma mista), em 11% dos CE, 88% dos coriocarcinomas, em
44% dos TSE e em nenhum caso de neoplasia intratubular de células
germinativas nado classificada (NITCGI) e teratoma. Um alto nimero de copias
do gene EGFR foi detectada em 20% e 10% dos casos de seminoma, 13% e 0%
dos CE, 71% e 60% dos coriocarcinomas, 15% e 8% dos TSE e em nenhum dos
casos de IGCNU e TE respectivamente. Ambos o alto niUmero de coépias e a
amplificacdo do gene EGFR foram positivamente correlacionados com a
positividade para imuno-histoquimica da proteina EGFR. Estes resultados
sugerem que a positividade da proteina EGFR e a amplificacdo do gene EGFR
ocorrem com relativa frequéncia nos TTCG e podem ter um papel importante na
formacdo de um cancer invasivo e na progressao e especialmente evolucéo
morfolégica dos tumores (74). Na nossa série, somente um caso de TTCGMNS,
EGFR positivo e Her2 positivo na IMH, apresentou amplificacdo génica para o
gene EGFR. Este caso apresentou bom prognéstico, com sobrevida maior que
cinco anos. A auséncia de amplificacdo génica, na série estudada, pode ser
explicada pela qualidade inadequada do material estocado, limitando estudos
génicos. Esta observacdo é embasada pelo grande numero de cores que se

descolaram da plataforma.

Ghavamnasiri et al. (2010) demonstraram que o Her2 é um receptor do
fator de crescimento epidérmico que tem correlagdo com um pior prognéstico em
muitos canceres. Em 54 casos de TTCG a superexpressao de HER2 foi vista em
33,3% dos pacientes, especialmente naqueles com o subtipo teratocarcinoma
comparados com os TTCGM ou CE. Contudo, esta superexpressao ndo mostra
correlacdo com o estadio do tumor, resposta terapéutica, sobrevida livre de
doenca, idade, BHCG ou AFP (63). Nos casos estudados pelo nosso grupo a
positividade do Her2 esteve associada a subtipos histoldgicos, principalmente ao
teratoma (p=0,0046).
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Soule et al. (2002) observaram expressao de Her2 em 22 de 96 casos de
TTCG. Apenas 3 casos apresentaram amplificacdo génica pelo FISH.
Concluiram que a falta de concordancia entre imuno-histoquimica e FISH torna
improvavel que a expressdo do Her2 pela imuno-histoquimica tenha relevancia

prognadstica ou terapéutica (37).

Madani et al. (2003) analisaram retrospectivamente 23 pacientes com
TTCG ndo-seminomas refratarios a quimioterapia e ou cirurgia. c-Kit estava
positivo em 11 de 23 pacientes. Nao houve mutacfes ativas do KIT no éxon 17
em 21 pacientes analisados. EGFR foi expresso (2+ a 3+) em 15 dos 23
pacientes. Concluiram que KIT e EGFR sao positivos em uma proporcao
significativa de TTCG refratarios. O significado destes achados sera determinado
por ensaios clinicos em andamento (73). Em nossa série a marcacao pelo Kit
esteve associada ao sub tipo do TTCGNS, com p=0,019. Este foi observado
mais frequentemente nos TTCGM.

Cheng et al. (2011) descreveram a mutacao génica e a amplificacdo do
KIT no disgerminoma do ovario em 22 pacientes. A amplificacdo génica foi
detectada em 6 casos (27%). A expressao do KIT foi detectada em 87% dos
disgerminomas. A mutacdo do KIT foi associada com estadiamento patoldgico
avancado e a amplificacdo associada com expresséo elevada da proteina c-Kit.
Uma das conclusGes é que o KIT é um potencial alvo terapéutico para os
disgerminomas que tenham a mutagéao (69).

A andlise da associacdo entre o0s imunomarcadores e a
mortalidade/sobrevivéncia ndo permitiu relacionar qualquer um deles com o
desfecho vital dos pacientes. No entanto, foi possivel registrar tendéncia a
associacao significativa de cada um dos marcadores com os tipos histologicos
dos tumores. A inexisténcia de associacdo positiva significativa pode ser
resultado do numero relativamente pequeno de casos positivos dentro de cada

grupo de tumores.
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CONCLUSOES

Neste estudo, conclui-se que:

1) O estudo IMH demonstrou que a positividade para EGFR, Her2 e c-Kit
nao se associa a sobrevida dos pacientes, com TTCG nao-seminomas;

2) A positividade dos marcadores estudados, em nossa série, tem significancia
ou tendéncia, conforme os subtipos histolégicos;

3) A negatividade do FISH, pode estar relacionada as condicbes dos materiais
fixado e incluidos em parafina, limitando a metodologia.

4) A expressao das proteinas estudadas pode néo estar relacionada com o0s

eventos genéticos pesquisados pela técnica de FISH.
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TABELA ANEXO 1. Lista dos casos estudados, idade, diagnostico, tamanho dos tumores primarios e invasédo ou nao do entorno

tumoral, estadiamento pTNM no momento do diagndstico, data do diagnéstico, tratamentos, data e situacéo no ultimo contato

RETE

Ne | NeBIOPSIA | IDADE DIAGNOSTICO TAMANHO 'r\'nggf p— EPIDIDIMO | CORDAO Mﬁgi;Z'ODE PTNM DIA GDI\':\(;:TI co | TRATAMENTO DACTC‘:\Nli;TT'gO S'Tuﬁgﬁg :T"J'MO
1 B 2888/96 24 CA EMBRIONARIO 9x7 - - - - PTINIMO 03/07/1996 at 14/09/2002 VIVO
2 B 4749/96 31 TTCGMISTO 6,7 - - - - PTINIMO 28/10/1996 19/11/1998 OBITO
3 B 3040/97 25 CA EMBRIONARIO 6X5,5 - - - - PTINOMO 10/06/1997 at 08/01/1999 VIVO
4 B 3291/97 29 TTCGMISTO - - - - - PTINOMO 02/07/1997 27/08/2013 VIVO
5 B 4889/97 38 TTCGMISTO 4,5x3 - - - - PTIN2MO 28/09/1997 16/12/2013 VIVO
6 B 441/98 17 TTCGMISTO - - - - - PTINXMO | 29/01/1998 at 03/06/2002 VIVO
7 B 795/98 36 TTCGMISTO 3,53 - - - - PTINOMO 16/02/1998 11/01/2013 VIVO
8 B 1109/98 33 TTCGMISTO 7X4 - - - - PT4NOMO 10/03/1998 at 12/03/2002 VIVO
9 B 3849/98 35 TTCGMISTO 5,2X3,9 - - - - PTINOMO 11/09/1998 26/10/2000 OBITO
10 | B4847/98 19 TERATOMA 7X6,5 - - - - PTINOMO 02/10/1998 at 23/072003 VIVO
11 B 798/99 26 CA EMBRIONARIO 4X3,2 - - - - PTINXMO | 05/02/1999 at 04/06/2003 VIVO
12 | B4075/99 18 TTCGMISTO 6X4,5 SIm SIM SIm - PT2N1MO 22/06/1999 at 10/10/2012 VIVO
13 | B6783/99 29 CA EMBRIONARIO 3,5X1,7 SIm - - - PT2NXMO | 22/10/1999 at 27/05/2008 VIVO
14 | B7561/99 18 TTCGMISTO 3X2,5 - - - - PTINXMO | 26/11/1999 26/11/1999 SEM INFORMAGAO
15 | B6050/00 26 TERATOMA 6X4,5 - - - - PTINOMO 30/08/2000 23/05/2013 VIVO
16 | B3390/02 16 TERATOMA - - - - - PTINOMO 26/04/2001 12/07/2013 VIVO
17 | B1382/02 27 TERATOMA 5,9X4,5 - - - - PTINXMO | 22/02/2002 17/11/2004 OBITO
18 | B3340/02 16 TERATOMA 6X4,4 - - - - PTINOMO 24/04/2002 10/01/2013 VIVO
19 | B6999/02 23 TTCGMISTO 2,4%2,2 - - - - PTINXMO | 22/08/2002 at 22/11/2013 VIVO
20 | B7755/02 26 TTCGMISTO 5,7X5,5 - - - - PTINXM1 17/09/2002 14/10/2002 OBITO
21 | B8570/03 18 TTCGMISTO 3X2,5 - - - - PTINOMO 22/01/2003 RXT 05/03/2013 VIVO
22 | B1384/03 22 CA EMBRIONARIO 3,5 - - - - PTINOMO 17/02/2003 12/08/2013 VIVO
23 | B3175/03 21 TTCGMISTO 6,5X4,5 - - - - PTINXMO 11/04/2003 03/08/2003 OBITO
24 B 130/03 33 TTCGMISTO 3,5 - - - - PTINOMO 10/06/2003 02/07/2013 VIVO
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RETE

Ne | NeBIOPSIA | IDADE DIAGNOSTICO TAMANHO 'nglsgf p— EPIDIDIMO | CORDAO MQ;?;'X'ODE PTNM DIA GDI\?(;:TI co | TRATAMENTO DACTCI:Nli;TT':\)"O snuggﬁ? :TLJ'MO
25 | B6286/03e 26 TTCGMISTO 1,4%0,9 - - - - PTINOMO 15/07/2003 RXT 06/06/2013 VIVO
B 6343/03
26 | B6931/03 43 CA EMBRIONARIO 4,5X3,5 - - - - PTINIMO 01/08/2003 at 27/04/2010 OBITO
27 | B7079/03 18 TTCGMISTO 11X8,5 - - - - PTINOMO 06/08/2003 21/04/2013 VIVO
28 | B7606/03 26 | SEIO ENDODERMICO | 8,5X5,6 SIm - - SIM SIM PT3NXMO | 25/08/2003 at 04/07/2013 VIVO
29 | B6000/05 21 TTCGMISTO - - - - - PTINOMO 01/10/2003 at 30/09/2013 VIVO
30 | B10991/03 18 TERATOMA 7,5X7,0 - - - - PTINIMO 05/12/2003 at 01/03/2010 OBITO
31 | B11163/03 25 TERATOMA 8X4,5 - - - - PTINIMO 10/12/2003 at 13/02/2011 OBITO
32 | B1673/04 25 TTCGMISTO 1,5X1,2 - - - - PTINIMO 02/03/2004 at 12/08/2013 VIVO
33 | B5046/04 22 CA EMBRIONARIO 1,5X1,2 - - - - PTINIMO 01/06/2004 at 19/11/2013 VIVO
34 | B7281/04 22 TERATOMA - - - - - PTINIM1 19/08/2004 26/07/2013 VIVO
35 | B10739/04 31 TTCGMISTO 5X4,3 SIM - - - PT2N2MO 02/10/2004 at 14/10/2013 VIVO
36 | B10122/04 24 CA EMBRIONARIO - - - - - PTINIMO 12/11/2004 at 12/09/2013 VIVO
37 | B11178/04 20 TTCGMISTO 4X2,5 - - - - PTINIMO 14/12/2004 at 14/10/2013 VIVO
38 | B3153/05 21 CA EMBRIONARIO 6,3X4,8 - - - - PTINIMO 06/04/2005 at 07/02/2013 VIVO
39 | B4630/05 23 TTCGMISTO 9,5X7 - - - - PTINXMO 19/05/2005 06/07/2005 OBITO
40 | B6713/05 19 TERATOMA 8,5X6 - - - - PTINXMO | 22/07/2005 02/03/2006 OBITO
41 | B8286/05 21 TTCGMISTO 7X4 - - - - PTINOMO 12/09/2005 18/03/2013 VIVO
42 | B8954/05 35 CA EMBRIONARIO 10X7,8 - - SIM - PT2NXM1 29/09/2005 25/02/2006 OBITO
43 | B10009/05 29 CA EMBRIONARIO 1,9x1,6 SIM - SIM - PT2N2MO 31/10/2005 at 10/07/2013 VIVO
44 | B1852/06 39 TTCGMISTO - - - - - PTINOMO 02/03/2006 26/01/2011 OBITO
45 | B3928/06 16 TTCGMISTO 3X2,2 - - - - PTINOMO 05/05/2006 at 11/10/2013 VIVO
46 | B4430/06 26 CA EMBRIONARIO 5,6X4,7 - - - - PTINIMO 19/05/2006 at 05/06/2013 VIVO
47 | B4520/06 30 | SEIO ENDODERMICO - - - - - PTANOM1A | 23/05/2006 05/03/2007 OBITO
48 | B10177/06 20 TTCGMISTO 7X5,5 - - - - PTINOMO 27/11/2006 11/09/2013 VIVO
49 | B1756/07 32 CA EMBRIONARIO 9x7 - - SIm - PT2NXMO | 28/02/2007 12/01/2009 OBITO
50 | B2735/07 18 TERATOMA 9,5X8,7 - - - - PTINOMO 28/03/2007 25/07/2013 VIVO
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RETE

Ne | NeBIOPSIA | IDADE DIAGNOSTICO TAMANHO '2;’2?:8 — | EPIDIDIMO CORDAO Mﬁgigxom o | oia GDI\?(;:TI o | TRATAMENTO DACT:Nli:TT'g"O snu;c\gﬁ? AUTLJ'MO
s1 | B4943/07 17 TTCGMISTO ax3 - - - - PTIN2MO | 06/06/2007 ar 20/03/2013 VIVO
52 | B5378/07 21 TTCGMISTO 2,3X1 - - - - PTINXMO | 20/06/2007 ar 05/02/2013 VIVO
53 | B7704/07 2 TTCGMISTO 7,5X5,5 - - - - PTIN2MO | 31/08/2007 ar 04/06/2013 VIVO
54 | B8596/07 17 TTCGMISTO 8X5 - - - - PTINOMO | 01/10/2007 08/05/2013 VIVO
55 | B8732/07 31 | SEIOENDODERMICO | 5,5X3,3 - - - SIM PT3NIMO | 03/10/2007 ar 13/06/2013 VIVO
56 | B9226/07 24 TTCGMISTO 5X3 - - - - PTINOMO | 19/10/2007 ar 09/08/2012 VIVO
57 | B10221/07 | 36 | SEl0ENDODERMICO | 4,54 - - - - PTINOMO | 13/11/2007 11/09/2013 VIVO
58 | B9931/07 25 TTCGMISTO 7,5%X6 - - - - PTINOMO | 13/11/2007 11/07/2013 VIVO
59 | B3098/08 25 TERATOMA 3,7X3 - - - - PTINXMO | 14/04/2008 ar 12/09/2013 VIVO
60 | B8234/08 41 TTCGMISTO 10X9 - SIM - - PTINOMO | 24/09/2008 ar 22/02/2013 VIVO
61 | B9449/08 23 TTCGMISTO 5,5%3,3 - - - - PTIN2MO | 31/10/2008 ar 17/11/2009 VIVO
62 | B10492/08 | 51 CA EMBRIONARIO 6X4 - - - - PTINOMO | 03/12/2008 29/01/2010 OBITO
63 | B1468/09 40 CA EMBRIONARIO 6,0X4,6 SIM - - - PT2N2MO | 18/02/2009 ar 18/02/2013 VIVO
64 | B2218/09 29 TTCGMISTO 5,2X4 - - - - PTINOMO | 17/03/2009 12/03/2013 VIVO
65 | B2427/09 36 TERATOMA 7X4,5 - - - - PTINOMO | 23/03/2009 19/02/2013 VIVO
66 | B3110/09 23 TTCGMISTO 7,5X7 - - - - PTINXMO | 13/04/2009 ar 30/04/2013 VIVO
67 | B4276/09 17 TTCGMISTO 7X4,6 - - - - PTINIMO | 18/05/2009 20/09/2013 VIVO
68 | B6674/09 34 CA EMBRIONARIO 3,1X2,5 - - - - PTINOMO | 29/07/2009 03/05/2013 VIVO
69 | B6753/09 20 TERATOMA 9,5X7 - - - - PTINOMO | 31/07/2009 11/03/2013 VIVO
70 | B6873/09 1 | seloenpobérmico | 3x2,2 - - - - PTINXMO | 03/08/2009 14/02/2013 VIVO
71 | B4937/09 32 TTCGMISTO 7,5%X4,3 - - - - PTINIMO | 05/09/2009 ar 02/04/2013 VIVO
72 | B8306/09 29 TTCGMISTO 65,5 - - - - PTINOMO | 16/09/2009 19/07/2013 VIVO
8X4,2 PTINXMO
73 | B9596/09 40 TTCGMISTO (Esf,‘;irldo) - - (ESqSJ'Z'r %) - P('sz'ﬁ)'(tl\‘;l)o 21/10/2009 20/06/2010 OBITO
(Direito) (Esquerdo)
74 | B9675/09 27 CA EMBRIONARIO ax2,7 - SIM - - PTIN2MO | 21/10/2009 ar 29/04/2013 VIVO
75 | B11241/09 [ 35 CAEMBRIONARIO | 10,0%8,2 - - - - PTINOMO | 11/12/2009 15/04/2013 VIVO
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RETE

Ne | NeBIOPSIA | IDADE DIAGNOSTICO TAMANHO 'nglsgf p— EPIDIDIMO | CORDAO MQ;?;'X'ODE PTNM DIA GDI\?(;:TI co | TRATAMENTO DACTCI:Nli;TT':\)"O snuggﬁ? :TLJ'MO
76 B 231/10 25 TTCGMISTO 4,3%4 - - - - PTINOMO 11/01/2010 05/08/2013 VIVO
77 B 616/10 28 TTCGMISTO 1,8X1,5 SIM SIM - - PT2NOMO 22/01/2010 05/07/2013 VIVO
78 | B1929/10 26 TTCGMISTO 3x2 - - - - PTINOMO 05/03/2010 26/03/2013 VIVO
79 | B2053/10 26 CA EMBRIONARIO 5X3,7 - - - - PTINXMO | 08/03/2010 11/03/2010 OBITO
80 | B2046/10 21 CA EMBRIONARIO 1,5X1,0 - - SIM - PTIN2MO 09/03/2010 RXT 03/04/2013 VIVO
81 | B2413/10 19 TTCGMISTO 8X5 - - - - PTINOMO 18/03/2010 17/07/2013 VIVO
82 | B2649/10 29 CA EMBRIONARIO 2,4X2 - - - SIM PTINIMO 25/03/2010 ol 17/01/2013 VIVO
83 | B3606/10 27 TTCGMISTO 5X3,2 SIM - - - PT2NXMO | 23/04/2010 ar 16/05/2013 VIVO
84 | B6822/10 1 SEIO ENDODERMICO 6X4,3 - - - - PTINXMO | 04/08/2010 ol 26/04/2013 VIVO
85 | B7014/10 24 TTCGMISTO 9X7,2 - - - - PTINOMO 10/08/2010 12/06/2013 VIVO
86 | B7052/10 31 TTCGMISTO - SIM - - - PT2NXMO 10/08/2010 ol 25/09/2013 VIVO
87 | B7565/10 25 TTCGMISTO 8X7,3 - - - - PTINIMO 25/08/2010 at 12/07/2013 VIVO
88 | B9001/10 27 TERATOMA 9X7,5 - - - - PTINOMO 13/10/2010 10/05/2013 VIVO
89 | B10739/10 28 TTCGMISTO 4,4X3,7 - - - - PTINIMO 03/12/2010 at 16/05/2013 VIVO
90 | B10876/10 24 TTCGMISTO 6,5X6 - - - - PTINXMO | 08/12/2010 at 15/02/2013 VIVO
91 B 615/11 29 TTCGMISTO 7X5,3 - - - - PTIN2MO 24/01/2011 at 20/01/2013 VIVO
92 | B1326/11 28 TTCGMISTO 5,3X3 SIm - - - PT2N2MO 14/02/2011 at 06/03/2013 VIVO
93 | B1615/11 20 CA EMBRIONARIO 3,4X1,7 - - - - PTINIMO 22/02/2011 at 04/04/2013 VIVO
94 | B4136/11 18 TTCGMISTO 7X4,2 SIm - - - PT2NOM1 16/05/2011 at 24/06/2013 VIVO
95 | B4431/11 28 CA EMBRIONARIO 4,6X3,5 - - - - PTIN2MO 24/05/2011 at 15/01/2013 VIVO
9% | B6305/11 22 TTCGMISTO 8X7,2 SIm - SIm - PT2N2MO 22/07/2011 14/05/2013 VIVO
97 | B6777/11 32 TTCGMISTO 2,7X2,3 - - - - PTINOMO 03/08/2011 13/05/2013 VIVO
98 | B7476/11 37 TTCGMISTO 6,5X6 - - - - PTINIM1 25/08/2011 at 15/10/2012 OBITO
99 | B7570/11 29 TTCGMISTO 4,5X3,6 - - - - PTINXMO | 29/08/2011 at 26/03/2013 VIVO
100 | B7702/11 40 TTCGMISTO 4X2 SIM - SIM SIM PT3NXMO | 01/09/2011 at 10/06/2013 VIVO
101 | B8374/11 31 TTCGMISTO 4X3,5 - - - - PTINXMO | 22/09/2011 16/07/2013 VIVO
102 | B8417/11 28 TTCGMISTO 2,4X1,3 - - - - PTIN2MO 23/09/2011 at 16/05/2013 VIVO

50




RETE

. . INVASAO ~ | MARGEM DE DATA DATAULTIMO | SITUAGAO ULTIMO
Ne | NeBIOPSIA | IDADE DIAGNOSTIC TAMANH EPIDIDIMO | CORDA < . TRATAMENT

OPS 0sTIco O | anGIOL. | Tesmis O | CORDAC | " corpRo PTNM DIAGNOSTICO 0 CONTATO CONTATO
103 | B9077/11 21 | CAEMBRIONARIO 3X2,5 - - - - PTINXMO | 13/10/2011 ar 17/07/2013 VIVO

Notas: 1-TTCGMISTO: Tumor Testicular de Células Germinativas Misto / 2-Caso n° 75 é uma neoplasia bilateral. / 3-Caso n° 14 o paciente nao retornou mais ap6s o diagndstico
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TABELA ANEXO 2. Identificacdo dos casos segundo idade, data de diagnéstico,

tempo de acompanhamento, procedimentos e desfechos.

Tempo e
N2 | Biopsia Idade Diagnéstico Acomp. Interc. Outros l.JItlm_a EGFR Her2 c-Kit
(meses) Situac¢ao
1 |B2888/96 24 CA EMBRIONARIO 132 TUBILAT. | QT S, -
2 | B4749/96 31 TTCGMISTO  © 24 META OBITO 1+
3 | B3040/97 25 CA EMBRIONARIO 48 NAO ar S.I. I+
4 |B3291/97 29 TTCGMISTO 156 NAO VIVO -
5 | B4889/97 38 TTCGMISTO 180 META VIVO 1+
6 |B441/98 17 TTCGMISTO ar VIVO -
7 |B795/98 36 TTCGMISTO 168 NAO VIVO 1+ 1+
g |B1109/98 33 TTCGMISTO 48 ar VIVO 1+
o |B3849/98 35 TTCGMISTO 4 ? OBITO 2+
10 |B4847/98 19 TERATOMA 72 NAO ar S, 1+
11 | B798/99 26 CA EMBRIONARIO 156 NAO ar S.l. -
12 |B4075/99 18 TTCGMISTO 144 META ar VIVO -
13 |B6783/99 29 CA EMBRIONARIO 156 ar S, -
14 |B7561/99 18 TTCGMISTO S.I. 2+ 1+ 1+
15 | B6050/00 26 TERATOMA 48 NAO VIVO 2+ 1+
16 |B3390/02 16 TERATOMA 134 NAO VIVO - 1+
17 |B1382/02 27 TERATOMA OBITO -
18 |B3340/02 16 TERATOMIA VIVO - 2
19 |B6999/02 23 TTCGMISTO 119 NAO ar VIVO -
20 |B7755/02 26 MISTO 0BITO - 1+
21 | B8570/03 18 TTCGMISTO 113 NAO RXT VIVO -
72 | B1384/03 22 CA EMBRIONARIO 112 NAO VIVO -
23 |B3175/03 21 TTCGMISTO 6BITO 1+
24 | B130/03 33 TTCGMISTO 108 VIVO -
55 g ggigjgg 26 TTCGMISTO RXT VIVO i
26 |B6931/03 43 CA EMBRIONARIO OBITO -
»7 | B7079/03 18 TTCGMISTO 106 NAO VIVO -
28 | B7606/03 26 SEIO EDODERMICO 106 NAO o)) VIVO - 2
29 | B6000/05 21 TTCGMISTO 104 NAO ar VIVO -
30 |B10991/03 18 TERATOMA 102 META ar OBITO - 1+
37 |B11163/03 25 TERATOMA META ar | ésmo 2+ 1+ 2+
3 |B1673/04 25 TTCGMISTO 99 NAO ar VIVO -
33 |BS5046/04 22 C EMBRIONARIO 9% ar VIVO -
34 |B7281/04 22 TERATOMA 94 META VIVO -
35 | B10739/04 31 TTCGMISTO META ar VIVO 1+
36 |B10122/04 24 CA EMBRIONARIO 91 META ar VIVO -
37 |B11178/04 20 TTCGMISTO 90 META ar VIVO -
3g | B3153/05 21 CA EMBRIONARIO META ar VIVO -
39 |B4630/05 23 TTCGMISTO 0BITO - 1+
40 |B6713/05 19 TERATOMA META OBITO Ir
41 |B8286/05 21 TTCGMISTO 81 NAO VIVO - 1+
47 | B8954/05 35 CA EMBRIONARIO OBITO 1+
43 | B 10009/05 29 CA EMBRIONARIO 80 META ar VIVO -
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Tempo

N2 | Biopsia Idade Diagnéstico Acomp. Interc. Outros Sli.ilt::iaTﬁao EGFR Her2 c-Kit
(meses)

44 |B1852/06 39 TTCGMISTO OBITO -

45 |B3928/06 16 MISTO 73 NAO ar VIVO 1+

46 |B4430/06 26 CA EMBRIONARIO 73 META ar VIVO -

4y |B4520/06 30 . NDEUD?;'& o 0BITO i 1+

48 |B10177/06 20 TTCGMISTO VIVO -

49 |B1756/07 32 CA EMBRIONARIO 0BITO I+ 1+

5o | B2735/07 18 TERATOMA VIVO I+ 1+

51 | B4943/07 17 TTCGMISTO 60 META ar VIVO -

5y |B5378/07 21 MISTO 60 NAO ar VIVO 1+ 1+

53 | B7704/07 22 TTCGMISTO 58 NAO ar VIVO - 2+

54 | B8596/07 17 MISTO 56 NAO VIVO I+ 1+

55 | B8732/07 31 SEIO EDODERMICO 56 NAO ar VIVO - 1+

56 | B9226/07 24 TTCGMISTO 56 ar VIVO 2+

57 |B9931/07 25 TTCGMISTO 55 NAO VIVO -

sg | B10221/07 36 SEIO EDODERMICO 55 NAO VIVO - 2+

59 |B3098/08 25 TERATOMIA 49 NAO ar VIVO 1+ 1+ 1+

60 |B8234/08 4 TTCGMISTO 44 NAO ar VIVO - 2

61 | B9449/08 23 TTCGMISTO 43 META ar VIVO - 2

62 |B10492/08 51 CA EMBRIONARIO NAO OBITO 2+

63 |B1468/09 40 CA EMBRIONARIO 40 META ar VIVO - 1+

64 |B2218/09 29 MISTO 39 NAO VIVO 2+ 1+

65 | B 2427/09 36 TERATOMA 39 NAO VIVO 1+

66 |B3110/09 23 MISTO 38 SIm ar VIVO -

67 | B4276/09 17 TTCGMISTO 37 NAO VIVO 1+ 1+ 1+

68 | B6674/09 34 CA EMBRIONARIO 35 NAO VIVO -

6o | B6753/09 20 TERATOMIA 35 NAO VIVO 1+

70 |B6873/09 01 SEIO EDODERMIO 34 NAO VIVO 2+ 1+

71 | B4937/09 32 TTCGMISTO 33 NAO ar VIVO -

72 | B8306/09 29 MISTO 33 NAO VIVO 2+

73 | B9675/09 27 CA EMBRIONARIO 32 META ar VIVO -

74 | B9596/09 40 TTCGMISTO OBITO - 2

75 | B11241/09 35 CA EMBRIONARIO 30 NAO VIVO -

76 |B231/10 25 MISTO 29 NAO VIVO 2+ 1+ 2+

77 |B616/10 28 MISTO 29 NAO VIVO - 1+

78 | B1929/10 26 MISTO VIVO I+ 1+

79 |B2053/10 26 CA EMBRIONARIO 0BITO -

g0 |B2046/10 21 CA EMBRIONARIO RXT VIVO -

g1 |B2413/10 19 MISTO 27 NAO VIVO -

g2 |B2649/10 29 CA EMBRIONARIO 27 SIM ar VIVO -

83 |B3606/10 27 MISTO 26 SIm ar VIVO -

g4 |B6822/10 1 SEIO EDODERMICO 22 NAO ar VIVO - 2+

g5 | B7052/10 31 MISTO 22 SIm ar VIVO -

g6 |B7014/10 24 MISTO 22 NAO VIVO 2+ 1+

g7 |B7565/10 25 MISTO 22 META ar VIVO Ir 2+

gg | B9001/10 27 TERATOMA 20 NAO VIVO -
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Tempo

N2 | Biopsia Idade Diagnéstico Acomp. Interc. Outros Sli.ilt::iaTﬁao EGFR Her2 c-Kit
(meses)

g9 |B10739/10 28 MISTO 18 NAO ar VIVO -

9o |B10876/10 24 MISTO 18 NAO ar VIVO 2+ 2+

91 |B615/11 29 MISTO 17 SIm ar VIVO 2+

9y |B1326/11 28 MISTO 16 SIm ar VIVO I+ 1+ 1+

93 |B1615/11 20 CA EMBRIONARIO 16 NAO ar VIVO I+ 2+

94 |B4136/11 18 TTCGMISTO 13 ar VIVO 2+ I+

g5 |B4431/11 28 CA EMBRIONARIO 13 SIm ar VIVO -

96 |B6305/11 22 MISTO 11 VIVO - 1+

97 |B6777/11 32 MISTO 10 NAO VIVO 2+ 2

98 |B7476/11 37 TTCGMISTO 10 ar | osITo I+ 1+

99 |B7570/11 29 TTCGMISTO 10 NAO ar VIVO 2+ 2

100 |B7702/11 40 TTCGMISTO 9 NAO ar VIVO -

101 |B8374/11 31 TTCGMISTO 9 VIVO 2+ 1+

102 |B8417/11 28 TTCGMISTO 9 NAO ar VIVO -

103 |B9077/11 21 CA EMBRIONARIO 8 ar VIVO -

TTCGMISTO: Tumor Testicular de Células Germinativas Misto.
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