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RESUMO

Os tumores 6sseos primarios séo caracterizados por um aglomerado de células anormais gerado
pelo crescimento celular exagerado e ausente de controle, que resulta em uma alteracdo no
equilibrio tecidual e invasdo de tecidos adjacentes. Atualmente, este conjunto de tumores
representa menos de 1% dos canceres diagnosticados a cada ano, ainda assim, contribuem de
modo significativo para o elevado indice de mortalidade e morbidade da popula¢do mundial,
uma vez que, estes tumores possuem mecanismos complexos e ainda parcialmente
desconhecidos, relacionados a sua carcinogénese, progressdo e resisténcia terapéutica. O
presente trabalho realizou uma revisdo ndo sistematica da literatura atual com o objetivo de
compreender a utilidade e precisdo da técnica de Sequenciamento Completo do Exoma quando
utilizada no estudo genético de tumores 6sseos primarios, visando a pesquisa de novos genes
candidatos e biomarcadores para a aplicacdo clinica. Nesta revisdo, vemos que O
Sequenciamento Completo do Exoma tem auxiliado no entendimento dos mecanismos
moleculares destes tumores e na detec¢do de possiveis marcadores genético, no entanto sua
crescente relevancia destaca desafios consideraveis, incluindo a necessidade de promover a

integracdo entre a pesquisa e a pratica clinica e a igualdade de acesso ao teste.

Palavras-chave: Tumor ésseo primario, WES, biomarcadores.



ABSTRACT

The primary bone tumors are a group of abnormal cells that are caused by the abnormal and
uncontrolled cell growth, which results in a change in tissue balance and invasion of adjacent
tissues. Nowadays, these tumors accounts for less than 1% of all cancers diagnosed each year,
but they contribute significantly to the high mortality and morbidity rate of the world's
population, since these tumors have complex and partially unknown mechanisms related to their
carcinogenesis, progression and therapeutic resistance, which directly influences their
diagnosis, prognosis and treatment. This paper carried out a non-systematic review of the
current literature with the aim of understanding the usefulness and accuracy of the Whole
Exome Sequencing technique when used in the genetic study of primary bone tumors, with a
view to searching for new candidate genes and biomarkers for clinical application. In this
review, we see that Whole Exome Sequencing has helped in the understanding of the molecular
mechanisms of these tumors and in the detection of possible genetic markers, however its
growing relevance highlights considerable challenges, including the need to promote

integration between research and clinical practice and equal access to the test.

Keywords: Primary bone tumor, WES, biomarkers.
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1. Introducéo

Os tumores sdo definidos como portadores de um crescimento anormal de tecido
causado pela transformacao celular e sua replicacdo desregulada, que atinge o grau maligno
quando se torna capaz de invadir e destruir tecidos saudaveis adjacentes (American Cancer
Society, 2023). Um tumor é originado, principalmente, pelo acimulo de mutacfes genéticas,
que podem ser herdadas através da linhagem germinativa, adquiridas somaticamente ou
induzidas pela exposicdo a agentes mutagénicos (Shyr, Liu, 2013). Estas alteracdes modificam
a expressdo e/ou funcao de genes essenciais, responsaveis pelo controle da proliferacdo celular
normal e de mecanismos celulares fundamentais, impactando diretamente no processo

tumorigénico (Kumar et al., 2021, p. 808).

A tumorigénese € um processo derivado de maltiplas etapas decorrente do acimulo de
mutacdes independentes nas células, afetando os genes, que quando alterados, sdo associados
ao cancer e favorecem a progressdo tumoral. Assim, esse processo origina um conjunto de

celulas transformadas, com uma genética heterogénea e instavel (Shyr, Liu, 2013).

1.1. Tumores Osseos Primarios

Os tumores 6sseos primarios sdo compostos por aglomerados de células anormais que
possuem origem no tecido 6sseo. Este conjunto de células anormais € causado pelo crescimento
celular excessivo e desordenado, mesmo apds a parada do estimulo inicial, resultando no
desequilibrio da homeostase tecidual, com invasdo e destruicdo de tecido normal adjacente
(Kumar et al., 2021, p. 808). Estes tumores possuem subtipos variados e heterogéneos, sendo o
osteossarcoma, 0 sarcoma de Ewing e o condrossarcoma as formas mais frequentes entre 0s

tumores 6sseos primarios (Aran et al., 2021).

Os tumores 6sseos sdo considerados neoplasias raras, pois representam apenas 0,2% de
todas as doengas malignas no mundo e menos de 1% dos tumores diagnosticados a cada ano
(Pullan, Lotfollahzadeh, 2022). Ainda assim, estdo associados a uma mortalidade significativa,
dado que os mecanismos complexos e, em sua maioria, desconhecidos tornam o diagnostico
desafiador, alem da apresentacdo tardia de sintomas inespecificos pelo paciente (Aran et al.,
2021). Dado que estes tumores séo frequentemente agressivos, o tratamento fundamenta-se em
protocolos que preconizam a sua excisao cirargica, ampla ou isolada, com o uso quimioterapia

e radioterapia conjuntamente (Prater, Mckeon, 2023).



No Brasil, esses tumores representam 4% de todas as neoplasias diagnosticadas durante
a segunda década de vida, faixa etaria que apresenta maior incidéncia (INCA, 2011). A
Sociedade Americana de Cancer (ACS) estima que, em 2023, 3.970 novos casos de tumores

0sseos serdo diagnosticados, e cerca de 2.100 mortes ocorrerdo em decorréncia destes tumores.

1.1.1. Osteossarcoma

O osteossarcoma (OS) € a neoplasia dssea primaria mais comum e uma das mais malignas,
representando cerca de 20% de todos os tumores Gsseos primarios (Prater, Mckeon, 2023). O
OS € um tumor maligno que se origina a partir de células mesenquimais primitivas derivadas
de osteoblastos, produzindo matriz ostedide ou 0sso imaturo (Ferguson, Turner, 2018). Nesta
classe tumoral as células sdo similares as formas fisiologicas das células dsseas normais,
contudo o tecido constituido ndo é resistente como o dos 0ssos normais. Este tumor se
caracteriza pela alta atividade mitdtica e pelo pleomorfismo celular, caracteristicas que séo
utilizadas como principal achado clinico para o diagnostico da neoplasia (Kumar et al., 2021,
p. 809).

A Sociedade Americana de Cancer (ACS), estima que aproximadamente 1.000 novos casos
de osteossarcoma sdo diagnosticados nos EUA anualmente, e que a maioria dos casos se
manifesta entre os 10 e 19 anos de idade. O OS representa cerca de 2,5% dos canceres
pediatricos, afetando principalmente os adolescentes, dado que a doenca apresenta um pico de
incidéncia durante o estirdo do crescimento, iniciando-se nas areas de 0ssos de crescimento

rapido, como as metéafises de 0ssos longos dos membros inferiores (Kumar et al., 2021, p. 809).

O OS possui diversos subtipos histologicos ja descritos, estes sdo classificados de acordo
com a localizagdo do tumor no 0sso e posteriormente subdivididos de acordo com o grau do
tumor (Pullan, Lotfollahzadeh, 2022). O osteossarcoma pode ser classificado como central ou
intramedular (baixo grau, células pequenas, telangiectasica e alto grau ou convencional),
superficial (parosteal, periosteal e alto grau), ou extraesquelético (baixo grau e alto grau)
(Prater, Mckeon, 2023). O grau do tumor é definido com base no achado histolégico, velocidade
de crescimento e sua agressividade, assim, os tumores de alto grau sdo os que as células, em
sua maioria, apresentam divisao celular aumentada e rapido crescimento. Os OSs de baixo grau
de malignidade sdo os que apresentam células semelhantes as normais e poucas em processo de
diviséo celular, possuindo um crescimento mais lento (FERGUSON, TURNER, 2018). Dentre
0s subtipos de osteossarcoma, 0 mais prevalente € o intramedular convencional ou de alto grau

de malignidade, correspondendo a 80% de todos os casos (Pullan, Lotfollahzadeh, 2022).



1.1.2. Sarcoma de Ewing

O Sarcoma de Ewing (ES) é definido como um tumor maligno agressivo, derivado de
células primitivas redondas em diferentes graus de diferenciagdo neuroectodérmica (Kumar et
al., 2021, p. 812). O ES foi descrito pela primeira vez em 1921 por James Ewing e, inicialmente,
a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) o agrupou com o sarcoma de Ewing extra esquelético,
o tumor maligno de pequenas células da parede toracica (Tumor de Askin) e os tumores
neuroectodérmicos primitivos (PNET) em uma mesma familia, com base em suas semelhancas
histologicas (Durer, Shaikh, 2022). Entretanto, em 2016, a OMS modificou a classificacao,
separando, diferenciando e classificando os sarcomas de Ewing das demais entidades tumorais
(Dupuy et al., 2023).

Atualmente, os ESs sdo classificados de acordo com a sua localizacdo Gssea. Em sua
maioria, 0s ES possuem origem na diafise dssea, entretanto, cerca de 20% dos ESs séo do tipo
extra esquelético ou extradsseo, com origem em partes moles, como as regides ao redor dos

0ss0s ou as paredes de cavidades adjacentes (Dupuy et al., 2023).

Esta classe de tumores representa de 10% a 15% de todos os tumores do sistema musculo
esquelético, de modo que ocupam a segunda posi¢do na lista de tumores 6sseos primarios mais
comuns em adolescentes (Kumar et al., 2021, p. 812). O pico de incidéncia etaria da doenca se
concentra na adolescéncia, com idade média de 15 anos, no entanto o ES também afeta jovens
adultos acima de 20 anos em quase 30%. A cada ano, cerca de 200 adolescentes sao

diagnosticados com sarcomas de Ewing nos Estados Unidos (Durer, Shaikh, 2022).

1.1.3. Condrossarcoma

Os condrossarcomas (CS) sdo tumores 6sseos malignos produtores de cartilagem e
formadores da matriz cartilaginosa (Kumar et al., 2021, p. 812). Embora ainda ndo se conheca
a linhagem celular exata de origem, estudos apontam que o inicio do tumor ocorre a partir de
condrdcitos transformados (Wan-Ibrahim et al., 2015). Assim, esse tumor pode ter origem em
qualquer local onde exista cartilagem, os mais atingidos sdo 0s 0ssos da pelve, pernas e bracos
(Limaiem et al., 2023).

O CS ¢ o terceiro tumor 0sseo primario mais comum e é considerado um tumor cuja maior
incidéncia ocorre na idade adulta e terceira idade (Pullan, Lotfollahzadeh, 2022). A doenga
apresenta risco aumentado com o envelhecimento e possui seu pico de incidéncia entre 0s 30 e

60 anos, sendo raro em pessoas com menos de 20 anos (ACS, 2023).
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Os condrossarcomas sdo classificados quanto a sua histologia, assim o condrossarcoma
convencional representa cerca de 85% dos casos e séo sub-classificados em trés graus. O grau
| agrupa os tumores com lesdes de baixo grau de malignidade e apresentam a matriz
cartilaginosa. Os CSs de grau Il reGnem tumores com lesdes de alto grau de malignidade e sem
a presenca da matriz cartilaginosa (Kumar et al., 2021, p. 812). Ademais, existe também um
pequeno numero de condrossarcomas nao convencionais, perfazendo cerca de 10% de todos 0s
casos, classificados como: desdiferenciado, periosteal, mesenquimal e de células claras.
Normalmente, estes tumores sdo considerados agressivos, de alto grau e com pior progndstico
(Limaiem et al., 2023).

1.2. Sequenciamento de Tumores Osseos

Uma das principais técnicas de sequenciamento de primeira geracdo, 0 sequenciamento
Sanger, foi desenvolvida por Fred Sanger na década de 1970, e se tornou um marco para a
ciéncia quando utilizada no Projeto Genoma Humano de 2002 (Zhong et al., 2021). Avancos
tecnoldgicos, levaram ao aprimoramento das técnicas de Sequenciamento de Nova Geragdo
(NGS, do inglés Next Generation Sequencing), que sdo caracterizadas pelo sequenciamento
paralelo e de alto rendimento, permitindo o sequenciamento simultdneo de milhdes de

sequéncias de pares de bases do DNA ou RNA (Serrati et al., 2016).

Atualmente, as plataformas de NGS mais utilizadas realizam o sequenciamento do material
por sintese, ou seja, utilizam métodos que dependem da DNA polimerase para a incorporacdo
de nucleotideos em uma fita de DNA molde (Zhong et al., 2021). No entanto, as plataformas
podem variar quanto a sua metodologia. Desta forma, algumas plataformas utilizam
nucleotideos incorporados a corantes fluorescentes, que, ao serem conectados a fita molde de
DNA, emitem sinais fluorescentes que sdo capturados pelo sistema de anélise. Assim como
existem plataformas que detectam a liberacdo de ions de hidrogénio durante a sua ligacdo ao
nucleotideo na cadeia molde de DNA, utilizando um chip semicondutor para detectar as
alteracOes de pH geradas pela liberagdo de prétons e obter o sequenciamento (Serrati et al.,
2016).

As analises que utilizam estas metodologias mostram-se vantajosas e Uteis para a obtencgéo
de dados cientificos, pois possibilitam o sequenciamento de material genético a partir de
amostras iniciais baixas em material e propiciam um tempo de resposta mais rapido. Os
métodos também possuem um menor custo e uma maior sensibilidade na deteccéo de variantes

de baixa frequéncia, visto que o sequenciamento Sanger possui uma detec¢éo de 2% a 10% de
11



variantes de baixa frequéncia e as técnicas de NGS possuem de 15% a 25% de deteccdo (Serrati
etal., 2016).

O sequenciamento completo do exoma (WES, do inglés Whole Exome Sequencing)
pertence ao grupo de técnicas de NGS. Esta técnica avalia 0 exoma, com 0 objetivo de
determinar as variacfes de todas as regides codificantes conhecidas (Rabbani et al., 2014). O
exoma possui cerca de 21.000 genes, e estima-se que 85% das mutagdes causadoras de doengas
estejam localizadas nele (Kamps et al., 2017). O WES possui boa sensibilidade, cobrindo mais
de 95% dos éxons presentes no genoma e permitindo a deteccdo de variantes em baixa

frequéncia alélica e mosaicismo em linhagens germinativas (Chang et al., 2020).

O primeiro relato do uso de WES em pesquisas foi publicado por Nik-Zainal et al., em
2009. A técnica foi utilizada para sequenciar os exomas de 12 individuos sem doencas genéticas
e quatro pacientes afetados por uma sindrome hereditéaria rara e dominante, a sindrome de
Freeman-Sheldon. Apoés a anélise de dados, foram relatadas cerca de 13.000 novas variantes
encontradas e, ao compararem o0s dados dos dois grupos, o estudo definiu as mutacdes no gene

MYH3 como causadoras da sindrome de Freeman-Sheldon.

O WES tem sido aplicado no estudo genético de tumores 0sseos, a fim de auxiliar na
compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na etiologia dos tumores 0sseos
primarios, e na deteccdo de alteracdes frequentes e criticas no genoma, apontando novos
biomarcadores e genes condutores, que auxiliem na confeccdo de terapias génicas
personalizadas e nos protocolos de tratamentos oncoldgicos, propiciando terapias mais eficazes

e com um melhor progndstico para 0s pacientes.
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2. Metodologia

A proposta deste trabalho é uma revisdo ndo sistemética da literatura atual, com o
objetivo de apresentar as aplicacdes da técnica de Sequenciamento Completo do Exoma (WES)
no estudo para novos biomarcadores e genes candidatos para 0s tumores 0sseos primarios.
Realizou-se uma pesquisa na literatura de artigos cientificos nas plataformas PubMed e Scielo,
a fim de identificar estudos genéticos publicados sobre osteossarcomas, sarcomas de Ewing e
condrossarcomas a partir de janeiro de 2014. Foram utilizadas combinagfes dos termos:
Primary Bone Tumors (39.457 resultados), Primary Bone Tumors Biomarkers (3.645
resultados), Whole Exome Sequencing Tumor (8.101 resultados) e Whole Exome Sequencing
Bone Tumor (313 resultados). Outros artigos foram identificados a partir da bibliografia inicial

encontrada.

Os artigos selecionados para revisao foram incluidos com base nas técnicas utilizadas
durante os estudos. Priorizou-se estudos que realizaram a extracdo do material genético de
amostras de tumores 0sseos, independente da metodologia utilizada e, posteriormente, o
Sequenciamento Completo do Exoma e a analise bioinformética dos dados destas amostras,

também sem interesse em um kit comercial especifico ou plataforma de analise a ser utilizada.

13



3. WES na oncologia

Grande parte dos tumores possuem predisposicdo familiar com mutagBes genéticas
associadas ao maior risco de desenvolvimento da doenca durante a vida (Kamps et al., 2017).
Em resumo, o WES pode ser aplicado na pesquisa em oncologia para a deteccdo de mutagdes
(variantes patogénicas) germinativas e somaticas com potencial de influenciar a predisposicéo
ao cancer, concebendo novos insights sobre os mecanismos carcinogénicos e auxiliando na
comparacao das sequéncias de DNA de células cancerigenas com a de células normais para a
compreensdo do longo panorama de alteracfes genéticas que estas doencgas abrigam (Rabbani
etal., 2014).

Nas Ultimas décadas, a técnica de WES vem desempenhando um papel importante para a
identificacdo de novos genes relacionados a processos tumorigénicos, como 0S genes
supressores PALB2 e ATM, descritos e associados a maior suscetibilidade de desenvolvimento
do cancer de pancreas (Jones et al., 2009). Atualmente, 0 WES possui grande aplicabilidade
em pesquisas, como no Cancer Genome Project, desenvolvido pelo Instituto Sanger no Reino
Unido, que retne cerca de 5 milhdes de alteracGes somaticas associadas ao cancer a partir do
sequenciamento do exoma de 700 linhas celulares e 7.000 tumores primarios (Kamps et al.,
2017).

O avancgo na tecnologia de WES inovou a compreensdo da base molecular e gendmica
destes tumores, elevando o conhecimento sobre sua iniciagcdo, desenvolvimento, progressao e
resisténcia em diferentes protocolos de tratamentos. Um dos principais avangos proporcionados
foi o esclarecimento da biologia molecular dos tumores 6sseos, que passaram a ser classificados
em dois grupos principais, 0s tumores de cariétipo simples e os tumores de caridtipo complexo.
O primeiro grupo inclui tumores que possuem mutacOes, translocacGes ou amplificacOes
especificas, que sdo recorrentes na doenca e possuem papel importante no processo tumoral.
Enquanto o segundo grupo inclui tumores com cariétipo sem alteracbes moleculares

especificas, apresentando pleomorfismo e mutagdes aleatorias (Lam et al., 2017).

Na area da medicina genémica, o sequenciamento do exoma auxilia na classificagdo e no
diagnostico das neoplasias, visto que os subtipos de tumores podem ser definidos a partir da
presenca ou auséncia de mutagdes genéticas especificas. O WES tambeém contribui para o
desenvolvimento de novas terapias personalizadas e direcionadas, através da deteccdo de
mutacdes alvo especificas e mutacfes de resisténcia, que possibilitam a aplicacdo da medicina

personalizada e de precisdo (Gagan, Allen, 2015).
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4. Mapeamento genético do Osteossarcoma

Os osteossarcomas compdem o grupo de tumores de cariotipo complexo, contendo diversas
alteracdes estruturais e mecanismos moleculares carcinogénicos parcialmente desconhecidos
(Gaeta et al., 2023). Entretanto, alguns mecanismos desta doenca j& foram descritos na literatura

e auxiliam no estudo e identificacdo de novas bases moleculares do tumor.

O OS é descrito como um tumor 0sseo que possui alta instabilidade gendmica (Gaeta et al.,
2023), sendo ela atribuida ao fenbmeno da cromotripsia. Descrito pela primeira vez por
Stephens et al., em 2011, em uma pesquisa envolvendo cordoma e osteossarcoma. A
cromotripse é a quebra de um ou mais cromossomos em pequenos fragmentos que sao
rearranjados em uma ordem e orientacdo aleatoria (Stephens et al., 2011). O fendbmeno pode
ocorrer por dano fisico ao cromossomo ou através do encurtamento progressivo dos telémeros,
processos que levam ao comprometimento da integridade do genoma de células normais,
resultando em genes condutores, 0s quais impulsionam a progressdo tumoral (Gaeta et al.,
2023). Segundo o estudo de Stephens et al (2011), a ocorreria em 3% de todos os tipos de
canceres e em 30% dos osteossarcomas, no entanto o estudo de Behjati et al (2017) apresentou
a cromotripsia ocorrendo em cerca de 85% dos osteossarcomas. Outro fenémeno encontrado
no OS € o kataegis, o termo foi descrito pela primeira vez em 2012 por Nik Zainal et al., e diz
respeito a regides criticas de instabilidade gendmica em cromossomos com alto indice de
mutacdes aleatorias e ndo recorrentes ocorrendo. No OS, a prevaléncia de kataegis varia entre
50 e 85% dos casos (Gaeta et al., 2023).

Figura 1.

I[NNI | | X |

A @CH ROMOTHRYPSIS

[ FNT X |

I [ X |
B @ KATAEGIS
I B X l

(Representacdo esquematica de um cromossomo normal e um cromossomo apos o evento de cromotripse (A).
Representacéo esquematica de um cromossomo normal e um cromossomo apos o evento de kataegis (B)). Fonte:
Czarnecka et al., 2020.)
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O gene TP53 é um gene supressor de tumor muito estudado e suas alteragdes geneticas
sédo frequentemente encontradas e associadas a diversos tumores. Este gene codifica uma
proteina supressora, a p53, envolvida com a resposta a estresses celulares por meio da parada
do ciclo celular, por reparo do DNA ou por apoptose (OMIM Database, ID 191170). Mutacdes
neste gene podem inativar a proteina e impactar nas atividades regulatorias desempenhadas por
ela, permitindo o processo de tumorigénese (Czarnecka et al., 2020).

Chen et al. (2014) analisaram amostras de osteossarcomas utilizando as técnicas de
Sequenciamento Completo do Genoma (WGS, do inglés Whole Genome Sequencing) e WES,
e revelaram que 55% dos tumores apresentavam variagdes estruturais no gene TP53, sendo que
90% destas amostras possuiam translocacdes com pontos de quebra no intron 1 do gene. O
estudo também descreveu a perda de alelo no l6cus TP53 em 40% dos tumores analisados,
caracterizando a perda de heterozigosidade do gene. Segundo a estimativa feita por Chen et al.
(2014), a mutacao no TP53 ocorre em ambos o0s alelos em 80% dos OS, e cerca de 90% dos OS
sofrem mutacdo em pelo menos um dos alelos. Portanto, os dados do estudo elucidaram o
mecanismo de inativacdo do gene e sugeriram que a sensibilidade e a instabilidade gendmica
na regido do primeiro intron, causada pelas varia¢Oes estruturais, podem anteceder a inativacdo
do TP53, sendo este um possivel processo importante e um facilitador para o0 mecanismo inicial

de desenvolvimento do osteossarcoma (Bousquet et al, 2016).

O segundo gene mais comumente alterado no osteossarcoma é o RB1, no qual sdo
encontradas mutagdes em 40% - 70% dos OS (Czarnecka et al., 2020). O gene RB1 é um
supressor tumoral responsavel por regular negativamente o ciclo celular, sua proteina
codificante tem como funcao estabilizar a heterocromatina e manter a estrutura da cromatina
(OMIM Database, ID 180200). Desta forma, a mutacdo mais encontrada no gene € a perda de
heterozigosidade no local onde o gene estd mapeado, o cromossomo 13, ocasionando a perda
de funcédo do gene, a desregulacao no ciclo celular e alteragdes no reparo a danos na cadeia do
DNA (Behjati et al., 2017). Estudos recentes relatam a associa¢do de mutagdo no gene RB1
com 0 mau prognéstico e uma ma resposta ao tratamento, fato corroborado pelo estudo de Gaeta
et al. (2023), em que dois grupos foram analisados por WES e 0 grupo com pior resposta a
quimioterapia e com 0 pior prognostico apresentou maior taxa de mutacdo no gene, 56%,

enquanto o grupo com melhor progndstico apresentou uma taxa de 20%.

Quando avaliados juntos, os genes TP53 e RB1 sdo os mais descritos como alterados

nos casos de OS. No trabalho de Kovac et al. (2015), foram encontradas mutagdes em um dos

16



dois genes em 47% dos casos e estas foram relacionadas com o mecanismo inicial de evolucao

do tumor, enquanto a outra parte dos tumores podem estar envolvidos com mutagdes em outros

oncogenes condutores. Além da prevaléncia de mutacdes, essas alteracOes estdo altamente

relacionadas com a suscetibilidade do individuo em desenvolver OS (Franceschini et al., 2019).

Além destes principais genes envolvidos, outros ja foram descritos como alterados em

OS e sdo apresentados na tabela 1. Por exemplo, o gene ATRX apresenta mutagcdes somaticas

em cerca de 30% dos OS (Chen et al., 2014). Sabe-se que o gene compde um complexo

multiproteico responsavel pela remodelacdo da cromatina e da manutengdo dos teldmeros

(OMIM Database, ID 300032), entretanto a mutacdo e a sua relacdo com a tumorigénese do

osteossarcoma ainda é desconhecida.

Tabela 1. Alteraces genéticas recorrentes em osteossarcomas primarios

Frequéncia em

Gene Mutacéo 0S Literatura
TP53 Delecdo; mutacéo 55% - 80% Chen et al., 2014
x « Czarnecka et al., 2020;
. 0 - 0 H )
RB1 Delecdo; mutacédo 40% - 70% Chen et al., 2014
« « Behjati et al., 2017,
' 0f - 0, ) ’
PTEN Delecdo; mutacédo 12% - 50% Kovac et al.. 2015
x x Kovac et al., 2015;
. 0 - 0 ] 1
BRCA2 Delecdo; mutacédo 40% - 78% Gaeta et al. 2023
ATRX Delecdo; mutacédo 30% Chen et al., 2014
BRCA1 Delegédo; mutagéo 21% Gaeta et al., 2023
CDKN2A Delecdo; mutacédo 15% Kovac et al., 2015
x Chen et al., 2014;
0f - 0, ) ’
DLG2 Delecdo 24% - 53% Kovac et al.. 2015
CREBBP Mutagéo 78% Gaeta et al., 2023
ARID1A Mutacéo 43% - 78% Gaeta et al., 2023
RAD50 Mutagéo 56% Gaeta et al., 2023
CDK4 Amplificagéo 9% - 11% Francischini et al., 2020
MDM?2 Amplificagdo 5% - 12% Francischini et al., 2020
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5. Mapeamento genético do Sarcoma de Ewing

O Sarcoma de Ewing, em nivel genético, pertence ao grupo de tumores de caridtipo simples,
visto que o ES é caracterizado por translocac¢Ges balanceadas que originam genes quiméricos
decorrentes da fusdo do gene EWSR1 com um membro da familia do fator de transcrigdo ETS.
O rearranjo cromossdmico mais comum esta descrito em 90% dos casos de ES, e ocorre atraves
de t(11;22)(g24; g12), originando a translocacdo EWSR1-FLI1 (Delattre et al., 1992; Sand et
al., 2015). Tirode et al. (2014) apresentaram analise de 112 ES, em que 101 dos casos
apresentaram translocagcdes EWSR1-FLI1 ou outra translocacdo do gene EWSR1 com membros
diferentes da familia do fator de transcri¢cdo ETS. Em geral, a fusdo EWS-ETS é encontrada no
inicio da tumorigénese e esta presente durante todo o seu desenvolvimento, causando
desregulacdo transcricional em diversos genes alvo, interrompendo mecanismos celulares
normais e induzindo a transformacao celular (Scotlandi et al., 2020). Deste modo, a detec¢éo
de uma destas translocac6es especificas auxilia na diferenciacao e classificacdo de tumores, e

sdo utilizadas como ferramenta diagnostica desde 1990 (Lam et al., 2017).

Em geral, os ES apresentam um numero baixo de variagdes cromossomicas estruturais
guando comparado a outros tumores 6sseos pediatricos, assim como nao estdo presentes areas
de cromotripsia neste tumor (Sand et al., 2015). Ageopoulos et al. (2015) e Brohl et al. (2017)
confirmaram estas caracteristicas através de seus estudos ao utilizar o sequenciamento do
exoma e obter uma média de seis mutacbes somaticas por exoma (0,15 mutacbes/Mb de
sequéncia codificadora) e uma média de nove mutacBes somaticas por exoma (0,38

mutacdes/Mb de sequéncia codificadora), respectivamente.

No entanto, mesmo a proteina quimérica EWS-ETS sendo um oncogene transformador e
estimulador da proliferacdo celular, sabe-se que sdo necessarias mais alteracdes secundarias no
genoma para o desenvolvimento de ES (Agelopoulos et al.,, 2015). A alteracdo genética
secundaria mais frequentemente encontrada é a delecdo ou perda de funcdo do gene STAG2,
presente em cerca de 20% dos casos (Surdez et al., 2021). O gene STAG2 é o codificador da
proteina que compde o complexo de coesina, responsavel pela manutencdo das cromatides
irmas durante a divisdo celular (OMIM Database, 1D 300826), sua inativacao causa defeitos de
coesdo das cromatides irmas e influencia a expressao génica, visto que erros durante segregacao
cromossémica na mitose podem gerar mutacdes estruturais e aneuploidia (Brohl et al., 2017).
O gene também foi descrito como um gene supressor de tumor frequentemente mutado em

outros tumores, como na Leucemia Mieloide Aguda (LMA). Além disso, os estudos realizados

18



por Sand et al. (2015) e Brohl et al. (2017) descreveram que tumores afetados por mutagdes no
gene STAG2 estdo associadas a um pior prognostico e ao risco aumentado de metastase, além

de encontrarem alteracfes menos frequentes envolvendo outros genes (Tabela 2).

No Sarcoma de Ewing também foram descritas alteracdes cromossémicas estruturais
envolvendo ganho do cromossomo 8 (47%), ganho do cromossomo 12 (21%), ganho do braco
longo do cromossomo 1 (18%), perda do brago longo do cromossomo 16 (17%) e perda do
I6cus do gene CDKN2A mapeado no cromossomo 9 (12%) (Brohl et al., 2017). O gene
CDKN2A é um supressor tumoral j& descrito, que atua no controle do ciclo celular nas fases G1
e G2 e na regulacdo negativa da proliferacdo celular (OMIM Database, ID 600160). O papel
desempenhado pelo gene na tumorigénese ainda ndo foi elucidado, entretanto sabe-se que a
perda de CDKN2A e as mutacOes de STAG2 forma mutuamente exclusivas, podendo indicar

que os genes estdo envolvidos em processos complementares (Tirode et al., 2014).

Tabela 2. Alteragdes genéticas recorrentes no sarcoma de Ewing primério

Gene Mutacgéo eFr;e(lqugéncia Literatura

Flo o Teloso oo GO T o
STAG2 Delecdo; mutacéo 20% Surdez et al., 2021
CDKN2A Delecéo 12% Brohl et al., 2017
FGFR1 Amplificagdo 31% Agelopoulos et al., 2015
CCDC2 Mutacdo 11% Agelopoulos et al., 2015
TP53 Delecdo; mutacéo 5% - 9% §?2ﬂ|egta;i’_,2£01157;
BRCA2 Delecgdo 7% Brohl et al., 2017

EZH2 Mutacdo 2% Tirode et al., 2014
BCOR Mutag&o 204 Tirode et al., 2014
ZMYM3 Delecdo; mutagdo 2% Tirode et al., 2014
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6. Mapeamento genético do Condrossarcoma

O condrossarcoma convencional é um tumor caracterizado pela presenca de mutagoes
somaticas no gene da proteina isocitrato desidrogenase 1 e 2 (IDH1 e IDH2) (Dermawan et al.,
2023). Mutagdes hotspots sdo encontradas nestes genes nas posi¢des IDH1 p.Argl32 e IDH2
p.Argl72, sendo a primeira a mais frequente e presente em cerca de 50% dos casos de CS
(Scotlandi et al., 2020). A IDH é uma enzima do ciclo de Krebs responsavel pela catalizacéo
da descarboxilacdo oxidativa do isocitrato em alfa-cetoglutarato (OMIM Database, 1D 147700),
desta forma mutacGes em IDH1 e IDH2 causam o acumulo de 2-hidroxiglutarato no interior
das células, que inibem a acdo das desmetilases de histonas e concentram histonas em todo o
genoma (Nakagawa et al., 2022). Assim, a presenca de histonas resulta na hipermetilacdo do
DNA e altera a expressao genética, contribuindo com o processo de tumorigénese (Scotlandi et
al., 2020). Além disso, as mutagdes IDH1/2 também sdo encontradas em condrossarcomas

desdiferenciados em cerca de 50% - 80% dos casos (Dermawan et al., 2023).

Em estudo, Nakagawa et al. (2022) avaliaram amostra tumorais de CS e revelaram que 39%
dos casos apresentavam mutacdes no gene IDH1, enquanto 13% dos tumores apresentavam
mutacdes em IDH2. O estudo investigou a relacdo entre as mutacbes de IDH1/2 e os impactos
clinicos do CS, e relacionou as mutagdes de IDH com um pior progndstico e uma pior
sobrevida, possivelmente resultante das caracteristicas mais agressivas dos tumores com

mutacGes neste gene.

Tarpey et al. (2013) analisaram por WES 75 casos de CS, incluindo condrossarcomas
convencionais e desdiferenciados. O estudo identificou nestas amostras cerca de 1.400
mutacdes somaticas, que variaram de acordo com o grau do tumor, sendo que 0s tumores de
alto grau e desdiferenciados apresentaram mais que o dobro de mutacdes do que os tumores de
baixo grau. O principal achado do estudo foi a identificacdo de mutacdes no gene COL2A1, que
possuia ao menos uma alteracdo em 44% das amostras. O gene COL2A1 codifica a proteina da
cadeia alfa-1 do colageno tipo Il, o colageno fibrilar constituinte da cartilagem articular (OMIM
Database, ID 120140). As mutacGes que afetam este gene geram deficiéncias na biossintese
normal da cartilagem, comprometendo a deposicdo e sinalizagdo da matriz extracelular, e
contribuindo para a tumorigénese a partir da desregulacdo de mecanismos normais de
diferenciacdo (Miwa et al., 2022). Tarpey et al. (2013) também avaliaram o gene COL2A1 em
outros tumores 6sseos, como osteossarcomas, cordomas e em fibromas, para comparacao dos

padrdes de mutacao, como resultado foi detectado que o0 acimulo de mutagdes no gene COL2A1
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é exclusivo ao CS, apresentando um padrao hipermutavel na doenca. Além do gene COL2AL,
foram encontrados outros genes mutados com prevaléncias significativas que estéo

representados na Tabela 3.

Mutacdes na regido promotora do gene da transcriptase reversa da polimerase humana
(TERT) séo frequentemente descritas em condrossarcomas. O gene TERT € o responsavel pela
manutencdo das extremidades dos telomeros ao adicionar a repeticdo TTAGGG na regido
telemétrica (OMIM Database, ID 187270). Desta forma, mutagdes neste gene provocam a
desregulacao do controle da expressdo da telomerase nas células sométicas e estdo relacionadas
com o processo de tumorigénese (Zhang et al., 2021). Zhang et al. (2021) avaliaram 190
amostras de CS e encontraram mutacdes na regido promotora do gene TERT em 45% delas. O
estudo relacionou as mutacdes deste gene com o alto grau de malignidade deste tumor, e a maior
probabilidade de metastase e de um pior prognostico desta doenca, dado que a regido promotora
mutada do gene TERT indica um curso clinico mais agressivo da doenca, desde 0s mecanismos

de transformacéo celular.

Tabela 3. Alteraces genéticas recorrentes no condrossarcoma primario

Frequéncia

em OS Literatura

Gene Mutacéo

IDHL/IDH2  Delecdo; mutagio  50% - 80% Dermawan et al., 2023, ‘

Nakagawa et al., 2022
COL2A1 Mutacéo 44% Tarpey et al., 2013

TERT Mutagéo 45% Zhang et al., 2021

TP53 Delecdo; mutacdo  13% - 50% Eae?r)ﬁg\/\?;r?ti 2?12023 ‘
RB1 Mutacéo 271% Zhang et al., 2021
PTCH1 Mutacéo 8% Tarpey et al., 2013
PTEN Delecdo 2% Tarpey et al., 2013
TSC1 Delecdo 2% Tarpey et al., 2013
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7. Conclusao

Os avancos das técnicas moleculares de NGS foram essenciais para acelerar o
esclarecimento da paisagem molecular dos tumores 6sseos primarios e elucidar em grande parte
0s mecanismos bioldgicos envolvidos na etiologia da tumorigénese no sistema mdusculo
esquelético. Os principais tumores 6sseos primarios apresentados e discutidos neste trabalho
ilustram como as alteracBes genéticas recorrentes e especificas sdo determinantes como
biomarcadores diagndsticos, preditivos e de prognéstico destas doencgas. A identificacdo de
biomarcadores da tumorigénese sé@o os mais pesquisados atualmente, visando alcancar um
melhor resultado clinico para os pacientes, além das suas aplicagdes no campo da genética
clinica, impactando positivamente desde a triagem até o monitoramento da progresséo tumoral,

bem como no desenvolvimento de novas terapias alvo.

Apesar de haver um significativo nimero de pesquisas sendo desenvolvidas nesta area,
envolvendo estudos sobre potenciais biomarcadores para 0s tumores 0sseos, a aplicacao clinica
destes achados ainda ndo é uma realidade. Para isso, a medicina de precisdo voltada para
tumores e a utilizacdo de testes de sequenciamento genético necessitam adotar novas
abordagens cientificas e metodologias, a fim de possibilitar a reprodutibilidade dos estudos
realizados, 0 acesso e a utilizagdo correta destas novas informagdes obtidas. A integracédo entre
apesquisa e a pratica clinica é necessaria para promover a associacdo das informacdes genéticas
do sequenciamento completo do exoma com o fendtipo clinico da doenca, permitindo o

desenvolvimento e a atuacéo eficiente da medicina de precisdo na oncologia humana.

Apesar do grande progresso na area, mais estudos envolvendo 0s mecanismos genéticos de
iniciacdo, proliferacdo e progressdo tumoral sdo necessarios, principalmente para a
identificacdo de novos biomarcadores tumorais e deteccdo de alvos gendmicos terapéuticos
para a oncologia humana. Assim, a tecnologia WES e as ferramentas de bioinformatica poderéo
evoluir continuamente e serem aplicadas como método de diagndéstico decisivo, contribuindo

significativamente para a melhoria da medicina de preciséo.
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