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Mecanismos genéticos do osteossarcoma para a elucidacdo de novos alvos terapéuticos

Isabella de Freitas Cavalcante!
Fernanda Costa Vinhaes de Lima?

Resumo

O osteossarcoma é um cancer raro, metastatico e com diversas alteragdes geneticas, que atinge
com frequéncia criangas e adolescentes, sendo o tumor primario 6sseo mais diagnosticado.
Entretanto, ao longo de quase 50 anos, as taxas de sobrevida permanecem praticamente as
mesmas: 15 a 30% em casos metastaticos. Este trabalho propds apresentar 0s mecanismos
geneéticos presentes nessa neoplasia, a fim de contribuir com a elucidacgéo de alvos terapéuticos.
Trata-se de uma revisdo bibliogréfica narrativa, construida por referéncias do periodo de 2015
e 2021. A genética do osteossarcoma é complexa, apresentando elevado nimero de mutagdes
cromossomicas, demonstradas por uma cromotripsia importante. Os miRNAs foram indicados
como relevantes no processo regulatorio, ressaltando-se 0 miR-221, por atuar sobre o PTEN e
a cascata do PI3K/Akt. Estudos apontam 0 miR-221, e as vias que este regula, como possiveis
novos alvos terapéuticos, contudo, devem ser aprofundados para o desenvolvimento de terapias
eficientes com menor resisténcia tumoral.

Palavras-chave: Sarcoma 6sseo; cromotripsia; miRNA; miR-221; quimiorresisténcia.

Genetics mechanisms of osteosarcoma to elucidate new therapeutic targets
Abstract

The osteosarcoma is a rare, metastatic cancer, which presents many different genetic alterations,
often hits kids and teenagers, being the most diagnosed primary bone tumor. However, in the
last 50 years, survival rates remained the same: 15 to 30% in metastatic cases. This research
proposes to presents genetics mechanisms of this neoplasia, aiming to elucidate new
therapeutics targets. This is a narrative review grounded on 2015 to 2021 period. The
osteosarcoma genetic is complex, having a high number of chromosomal mutations,
demonstrated by an important chromotripsy. The miRNAs were indicated as relevant in
regulation process, highlighting miR-221, due to its function on PTEN and PI3K/AKkt cascade.
Studies point to miR-221, and the pathways that it regulates, as possible new therapeutic targets,
although, they must be encouraged and sponsored to provide efficient therapies development
with less tumor resistance.

Key words: Bone sarcoma; chromotripsy; miRNA; miR-221; chemiresistance.
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1. INTRODUCAO

O osteossarcoma (OS) é um tipo de neoplasia rara (afeta 3,4/1.000.000 pessoas por ano),
apesar de ser o tumor primario 6sseo mais comum no mundo, representando aproximadamente
56% desses canceres. A patologia caracteriza-se pela presenca de células mesenquimais
malignas e pela producdo de estroma dsseo anormal, gerando um tecido imaturo e ostedide,
além de apresentar um conjunto de alteracGes genéticas, como aneuploidias e evidéncias de
ruptura macica da estrutura cromossdmica, demonstrando uma cromotripsia importante, que
promove a existéncia de um genoma desorganizado (BIAN etal., 2015; MORROW,;
KHANNA, 2015; VARSHNEY et al., 2016; CZARNECKA et al., 2020).

Este cancer tem uma origem metafisaria, em sua maioria, afetando principalmente os
0ssos longos em humanos, como fémur, tibia e Gmero, e é altamente metastatico, no qual cerca
de 25% de todos 0s pacientes tém um tumor secundario e esse esta quase sempre localizado no
pulmdo. O osteossarcoma também pode metastizar para outros 0ssos, ganglios linfaticos e
orgdos intra-abdominais e em qualquer uma dessas hipéteses, o prognostico € pior (BIAN et al.,
2015; MORROW; KHANNA, 2015; VARSHNEY et al., 2016; GIANFERANTE;
MIRABELLO; SAVAGE, 2017; LIN et al., 2017; CZARNECKA et al., 2020).

A patologia afeta com maior frequéncia criangas e adolescentes (5 a 20 anos) e apresenta
uma prevaléncia maior em homens do que mulheres na maioria dos paises, logo, a idade e o
sexo sdo fatores de risco da doenca. Outros estudos demonstraram gque peso ao nascer e altura,
além de variantes genéticas germinativas, horménios da puberdade e outros mecanismos
relacionados ao crescimento ésseo sdo fatores de risco importantes para a etiologia do
osteossarcoma (GIANFERANTE; MIRABELLO; SAVAGE, 2017; LIN et al., 2017,
HARRISON et al., 2018; CZARNECKA, 2020).

N&o se sabe ao certo os fatores etioldgicos e mecanismos patogenéticos do OS. Mutsaers
e Walkley (2014) sugeriram que a célula-alvo originaria desta neoplasia pode ser uma célula-
tronco mesenquimal (MSC) ou uma célula comprometida com a linhagem osteoblastica. E
através de evidéncias encontradas em murinos, qualquer um dos estagios celulares poderia dar
inicio ao desenvolvimento de osteossarcoma (VARSHNEY et al., 2016; RICKEL; FANG;
TAO, 2017)

Em razdo da caracteristica genética heterogénea, o osteossarcoma € constituido de
multiplas populacgdes de células malignas. Além das alteracfes estruturais cromossémicas, essa
neoplasia possui uma influéncia de genes polimdrficos e da epigenética, como metilacédo de

DNA, modificacédo de histonas e noncoding RNAS, nos quais pode-se enfatizar os microRNAS



(miRNASs). Portanto, esses fatores implementam maior complexidade a esse tumor e nenhum
padrdo genético consistente é identificado entre os pacientes (BIAN et al., 2015; BROWN;
TELLEZ-GABRIEL; HEYMANN, 2017; GIANFERANTE; MIRABELLO; SAVAGE, 2017).

Em relacdo a epigenética, os fatores que tém demonstrado maior relevancia na
osteossarcomagénese sao os noncoding RNAs (ncRNA), mais especificamente os microRNAsS.
Esses ncCRNAs representam cerca de 80% das transcrigfes que ocorrem no genoma de acordo
com a ENCODE (2021), porém sdo elementos transcritos que ndo codificam proteinas
(ALDAITURRIAGA, 2015; MORROW; KHANNA, 2015).

Os miRNAs (<200pb) sdo reguladores epigenéticos que atuam no silenciamento pos-
transcricional de um grande nimero de genes. Dentre os genes alvo desse tipo de RNA
expressos no OS, estdo membros de vias de sinalizacdo essenciais para a patogénese da doenca
e, dessa forma, diversos estudos demonstraram que a expressao desregulada deles resulta na
expressdo aberrante de genes que desempenham papéis criticos na tumorigénese e progressao
do osteossarcoma (ALDAITURRIAGA, 2015; MORROW; KHANNA, 2015).

Normalmente, o tratamento realizado ¢ uma acdo combinada quimioterapéutica com
remocdo cirurgica, porém mesmo com 0S avangos cirurgicos e quimioterapicos, a falta de
compreensdo dos mecanismos moleculares do OS impediu uma melhora significativa na
sobrevivéncia dos pacientes nos Ultimos 50 anos e isso acaba tornando essa neoplasia uma das
principais causas de mortalidade entre criancas e adolescentes por cancer. Ademais, esse
sarcoma normalmente se torna resistente a essas terapias padrdo, o que enfatiza a necessidade
de identificacdo de novos alvos terapéuticos e melhores esquemas de tratamento (BROWN;
TELLEZ-GABRIEL; HEYMANN, 2017; LIN et al., 2017).

Isto posto, este trabalho visa apresentar as alteracdes genéticas que influenciam nos
mecanismos regulatérios e metabdlicos da célula, de forma que possam contribuir para a

elucidacdo de novos alvos terapéuticos para 0 osteossarcoma.

2. METODOLOGIA

Trata-se de uma revisdo bibliografica no formato narrativo, que segundo Rother (2007)
é uma publicacdo ampla, apropriada para descrever um tema e discutir o desenvolvimento de
um determinado assunto, sob 0 ponto de vista tedrico ou contextual. Constitui uma anélise da
literatura publicada em livros, artigos de revistas impressas e ou eletronicas.

A busca foi realizada em portais bibliograficos como Biblioteca Virtual em Saude

(BVS), Google Académico e EBSCOhost, livros disponibilizados pela biblioteca virtual do



CEUB e sites institucionais. As palavras-chave utilizadas foram: osteossarcoma, genética,
miRNA e microRNA, sendo pesquisadas em portugués, inglés e espanhol, separadamente e aos
pares com o auxilio do conector “AND/E”.

Foram selecionados 26 artigos cientificos, 3 livros, 3 sites institucionais, publicados
entre 2015 e 2021 nos idiomas inglés, espanhol e portugués e analisados na integra. Alguns
artigos cientificos (15) com data de publicacdo que antecedem esse periodo também foram
incluidos no trabalho por serem considerados classicos e relevantes para o tema.

Como critério para a selecdo de dados da literatura e composicdo do presente trabalho,
adotou-se o enfoque no osteossarcoma humano. Desta forma, artigos e informagdes sobre o

osteossarcoma canino foram excluidos e ndo compdem o trabalho.

3. DESENVOLVIMENTO

3.1 Retrospectiva Historica

Em 1805, o termo “Osteossarcoma” foi utilizado pela primeira vez por Boyer e
descreveu tal patologia como uma entidade distinta de outras lesbes dsseas mais frequentes.
Mais de um século depois, em 1921, foi criado o Registro de Sarcoma Osseo nos Estados
Unidos da América (EUA), importante para a organizacdo das informacdes e estudo da doenca
(BISPO JUNIOR, 2009).

Até o inicio de 1970, o Unico tratamento disponivel era a amputacdo do membro no qual
se localizava a neoplasia e, mesmo assim, 0 prognostico era totalmente desfavoravel, de forma
que apenas 10 a 25% dos pacientes ndo metastaticos sobreviviam. Nessa mesma década, teve-
se a primeira evolucdo do tratamento de osteossarcoma primario, havendo a introducdo e
producdo de uma terapia adjuvante que aumentou a sobrevida para 50%. Ap0Os esse momento
significativo para a sobrevivéncia dos pacientes, as pesquisas foram ampliadas e o0s
quimioterapicos doxorrubicina e metotrexato passaram a ser utilizados, em associagao a outros,
melhorando as taxas para aproximadamente 70% em pacientes com o cancer nao metastatico
(CAMPANACCI et al., 1981; BISPO JUNIOR, 2009; FRIEBELE et al., 2015).

Concomitantemente, varios estudos clinicos foram publicados visando identificar
fatores prognosticos e a melhora da sobrevida global dos pacientes. Todavia, diversas
metodologias foram utilizadas nestes estudos e os resultados se apresentaram inconsistentes,
trazendo um viés sobre as varidveis analisadas (DAVIS; BELL; GOODWIN, 1994).

Na segunda metade da década de 70, Rosen e colaboradores (1976) induziram a

quimioterapia neoadjuvante (pré-cirurgica), para diminuir as taxas de metastase e facilitar a



cirurgia. J& em 1977, Huvos e colaboradores, idealizaram uma forma de avaliagdo do grau de
necrose tumoral, por meio da porcentagem, através do estudo anatomopatolégico da peca
bioldgica. Com o desenvolvimento da ressonancia magnética, em 1980, foi-se obtendo imagens
mais detalhadas, que definiam melhor a extensdo do tumor e suas bordas, facilitando o
estadiamento regional da doenca (SUNDARAM, 1993).

Com o objetivo de determinar a eficacia da quimioterapia sob o OS, surge em 1982, o
The Multi-Institucional Osteosarcoma Study (MIOS), um estudo randomizado e controlado,
que concluiu, por meio de analises preliminares, que houve uma diferenca significativa na
sobrevida dos pacientes: 61%, aos que receberam quimioterapia; 11%, aos que so realizaram
cirurgia (LINK et al., 1991).

Em relacdo ao prognostico, uma revisao sistematica de 8 artigos foi publicada por Davis,
Bell e Goodwin em 1994, na qual concluiu que a necrose tumoral era a variavel progndstica
mais importante para oS pacientes com o cancer e fatores como género, idade, tamanho e
localizagdo do tumor ndo apresentaram significancia. Entretanto, outros estudos da mesma
década demonstraram que do fator prognostico mais desfavoravel da doenca era a presenca de
metastases sistémicas no diagnostico inicial, obtendo uma sobrevida menor que 10% (BACCI
etal., 1997; MEYERS; GORLICK, 1997; HARRIS et al., 1998).

Atualmente, a taxa de sobrevivéncia global de 5 anos, em casos metastaticos, é de 15 a
30%, enquanto na doenca ndo metastatica é de aproximadamente 70%. Logo, observa-se que
ndo houve uma mudanca expressiva ao longo de 50 anos, e por isso se torna tdo necessario
compreender 0s mecanismos genéticos, imunolégicos e bioquimicos envolvidos na patogénese
da doenca e no microambiente tumoral. Essa necessidade se torna mais evidente ao saber que
0 OS é altamente metastatico - cerca de 25% de todos 0s pacientes tém um tumor secundario e
esse esta quase sempre localizado no pulméo, podendo metastizar também para outros 0ssos,
ganglios linfaticos e orgdos intra-abdominais e em qualquer uma dessas hipdteses, o
progndstico é pior (VARSHNEY et al., 2016; GIANFERANTE; MIRABELLO; SAVAGE,
2017; LIN et al., 2017; CZARNECKA et al., 2020).

3.2 Aspectos Epidemiologicos

De forma generalista, abrangendo os aspectos de idade e raca, o OS afeta 3,4 a cada
1.000.000 pessoas por ano no mundo. Entretanto, a taxa de incidéncia desta patologia varia de
acordo com diversos de fatores, como sexo, raca, populacgéo, pais e, principalmente, faixa etaria.
Logo, tem-se estabelecido que esse cancer atinge com maior frequéncia criancas e adolescentes

(5 a 20 anos), com uma incidéncia de 3 a 4,5/1.000.000, possuindo um segundo pico em



pacientes idosos (maiores que 60 anos), variando de 1,5 a 4,5/1.000.000 por ano. Porém, essa
bimodalidade apresenta certa discrepancia na literatura, na qual alguns autores dizem que o
segundo pico de incidéncia ocorre na meia-idade (40 a 55 anos). A presenca de OS em pacientes
mais velhos pode estar relacionada ao aumento da reabsorcdo 6ssea pelos osteoclastos e ao
maior risco de doenca dssea de Paget (PDB) (BIAN et al., 2015; VARSHNEY et al., 2016;
CZARNECKA et al., 2020; SADYKOVA et al., 2020).

Em relacdo ao sexo, o OS apresenta uma prevaléncia maior em homens do que mulheres
na maioria dos paises, com a razdo entre homem e mulher de 1,43:1, em menores de 24 anos, e
de 1,28:1 na faixa etaria de 25 a 59 anos. Néo se sabe ao certo o motivo dessa maior prevaléncia
no sexo masculino, mas sugere-se que esteja associada a alteracbes hormonais na puberdade e
a um metabolismo celular maior para a formacdo O0ssea - osteogénese - nos homens, que
normalmente tém uma estatura mais alta e um periodo mais longo de crescimento do esqueleto,
0 que aumenta a probabilidade de se ter erros na replicacdo dos osteoblastos e do futuro
surgimento da neoplasia (GIANFERANTE; MIRABELLO; SAVAGE, 2017; CZARNECKA
et al., 2020; SADYKOVA et al., 2020).

Ainda associado aos fatores de crescimento e ao prolongamento 6sseo rapido, outros
estudos demonstraram que o alto peso ao nascer e a altura maior que da média de um individuo
estdo correlacionados a uma maior predisposicdo ao OS, sugerindo que tanto na puberdade
guanto no utero, o crescimento 06sseo pode estar associado a patogénese deste cancer
(GIANFERANTE; MIRABELLO; SAVAGE, 2017; SADYKOVA et al., 2020).

Como dito, a proporgédo da incidéncia entre homens e mulheres varia de acordo com
diferentes populagdes: na Europa Ocidental, as mulheres com 60 anos ou mais apresentam uma
maior incidéncia de osteossarcoma do que homens com a mesma idade, enquanto no Canada e
na Austréalia, a ocorréncia € aumentada em homens maiores de 75 anos. Dessa forma, a
patologia apresenta uma frequéncia geografica irregular, demonstrando que as taxas de
incidéncia sdo variaveis, de acordo com o pais e com a populacdo (CZARNECKA et al., 2020;
SADYKOVA et al., 2020).

Nos Estados Unidos, cerca de 900 novos casos sdo relatados por ano, de acordo com
Czarnecka et al. (2020). La a ocorréncia da patologia também foi descrita, por Mirabello, Troisi
e Savage (2009a), com maior frequéncia em pacientes Asiaticos, das llhas do Pacifico e em
negros, nNos quais os dois primeiros grupos apresentaram taxas médias de 5,3 e 0s negros, de
5,1 por milhdo, na faixa etaria de 0 a 24 anos, em comparacdo a jovens brancos, hispanicos e
indios estadunidenses (nativos do Alasca) que apresentaram taxas de 3 a 4,9/1.000.000. Dados

semelhantes, sobre o grupo infanto-juvenil, foram apresentados na Italia, onde foi constatado



que ha ainda mais casos entre os povos latinos: taxas de 7,0 - 7,6 para homens e de 3,5 -
4,9/1.000.000 para mulheres.

Este trabalho de Mirabello, Troisi e Savage (2009a) também demonstrou que as taxas
sdo altas, em todas as idades, nas Filipinas e no Equador. Contudo, uma baixa prevaléncia da
doenca é vista em populagfes da América Latina e Asiaticas, como indianas, japonesas e
chinesas. Uma alta incidéncia de osteossarcoma foi observada em dois paises do continente
africano, Uganda e Sud&o, em comparacdo com populacdes europeias, o que foi corroborado
por outra pesquisa de Mirabello, Troisi e Savage em 2009 (b), j& que individuos
afrodescendentes dos EUA apresentaram maiores incidéncias em relagdo a brancos.

Predisposicdes semelhantes, no segundo pico de faixa etdria da doenca, foram
observadas, nas quais pessoas negras apresentaram 4,6/1.000.000 casos em paralelo a 3,7 casos
em brancos nao hispanicos, 3 em hispanicos, 2,9 em nativos do Alasca e 1,9 para povos asiaticos
e das ilhas do Pacifico (MIRABELLO; TROISI; SAVAGE, 2009b).

Um estudo bem mais antigo, porém, mais abrangente, de Parkin e colaboradores (1988)
demonstrou que casos de OS na Nigéria e Uganda foram elevados, além de altas taxas deste
cancer 6sseo terem sido relatadas entre afro-americanos, sugerindo a presenca de uma
predisposicéo ligada a raca do paciente.

Assim, parece que o osteossarcoma infanto-juvenil obtém mais diagnosticos no Sul
europeu, Africa, Asia, América do Sul e Ilhas do Pacifico, enquanto em maiores de 60 anos se
torna mais prevalente no norte europeu, EUA e Australia. Foi verificado inclusive que a Doenca
de Paget, anteriormente citada como um possivel fator de risco para OS em idosos, é
documentada com maior frequéncia nesses paises, corroborando ainda mais para essa ser
considerada predisponente da neoplasia (MIRABELLO; TROISI; SAVAGE, 2009a).

Isto posto, é vista uma maior incidéncia do cancer em jovens do sexo masculino de etnia
africana, sustentado pelos resultados da pesquisa realizada na Nigéria, Uganda e Sud&o, além
das altas taxas detectadas em afrodescendentes, sugerindo predisposi¢des genéticas e raciais a
patologia. Entretanto, os estudos epidemioldgicos populacionais sobre o osteossarcoma se
encontram bem desatualizados e com poucas informag6es. Desse modo, os resultados se tornam
menos precisos e enviesados (PARKIN et al., 1988; SADYKOVA et al., 2020).

Fatores socioecondmicos também foram apontados como influenciadores da incidéncia
do OS, assim, pessoas de menor baixa renda tém essas taxas maiores, 0 que pode explicar a
maior frequéncia em paises africanos, além das de mortalidade. A educac&o tem grande impacto

na sobrevida do paciente, pois o0s cuidadores ou individuos com baixa escolaridade podem ter



10

dificuldade de compreender a gravidade da doenca, podendo ocasionar demora na busca, ou até
mesmo recusa, por atendimento méedico (SADYKOVA et al., 2020).

Condicbes ambientais também foram apontadas como fatores predisponentes ao
osteossarcoma. Alguns estudos demonstraram que a exposicdo a radiacdo esta associada
diretamente ao desenvolvimento deste céncer, de forma que dados foram apresentados
mostrando que moradores de areas com radiacdo variando de 1200 rads em poucas semanas a
24000 rads em 2 anos tinham maior probabilidade de desenvolver OS. Assim, o risco € uma
funcdo linear das doses locais de radiacdo (MIRABELLO; TROISI; SAVAGE, 2009a
SADYKOVA et al., 2020).

Demais autores sugeriram que a exposicdo a agua fluoretada era um fator de risco,
dizendo que o estresse oxidativo e inflamatério induzido pelo elemento fldor poderiam
contribuir com a patogénese da doenca. Alguns outros componentes quimicos foram também
apontados como fator de risco para este cancer, como do metilcolantreno, sais de cromo, 6xido
de berilio (BeO), silicato de zinco berilio, amianto e corantes de anilina (SADYKOVA et al.,
2020).

Em pacientes jovens, foi visto que as sindromes hereditarias de predisposi¢do ao cancer
podem estar associadas ao surgimento desse tumor, se tornando assim marcadores genéticos de
risco. Assim, criancas e adolescentes que possuem retinoblastoma hereditario (Rb), Sindromes
de Rothmund-Thomson, de Bloom, de Werner e, principalmente, de Li Fraumeni, estdo mais
suscetiveis a doenca. Nessas sindromes ocorrem alteragdes em alguma das vias de sinalizacao:
TP53, Rb, RecQ Like helicase 4 (CZARNECKA et al., 2020; SADYKOVA et al., 2020).

As mutacbes no gene Rb, levam a uma grande predisposicdo a esse cancer, e as
alteragdes no loci p53, foram relatadas em 10-39% dos casos de osteossarcoma. Logo, quando
essas duas mutacdes (Rb e p53) estdo presentes, apresentam propriedades tumorigénicas
sinergicas. Apesar da patologia do OS ndo estar bem definida, essas modificacdes
demonstraram uma associagdo importante, que pode ser caminho para a descoberta dos
mecanismos moleculares desta neoplasia (CZARNECKA et al., 2020; SADYKOVA et al.,
2020).

3.3 Histologia, Osteogénese e Osteossarcomagénese
O tecido 0Osseo serve de suporte para tecidos moles e musculos esqueléticos e protege
0s Orgaos e a medula dssea, alojando-a. Além disso, funciona como depésito de célcio, fosfato

e outros ions. Esse tecido € do tipo conjuntivo especializado, formado por células de linhagem
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osteoblastica (osteoblastos e ostedcitos) e osteoclastica (osteoclastos) e por uma matriz dssea -
composta por um material extracelular calcificado (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

A linhagem osteoblastica contem células derivadas de osteoprogenitoras de origem
mesenquimal, enquanto os osteoclastos, formadores da segunda linhagem citada, sdo advindos
de monacitos formados na medula hematopoiética. Os ostedcitos sdo responsaveis por manter
a matriz extracelular Gssea, enguanto os osteoblastos a sintetizam (parte organica) e 0s
osteoclastos a reabsorvem, remodelando o tecido. Ademais, todos 0s 0ssos sé@o formados por
duas membranas: o peridsteo, na porcao externa, e o enddsteo, no interior, nos quais fornecem
nutricdo ao tecido e novos osteoblastos para o crescimento, a remodelacao e a recuperagdo 0ssea
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Assim, a osteogénese ocorre a partir da diferenciacdo das células mesenquimais - que
sdo multipotentes e possuem capacidade de se diferenciar em células do tecido 0sseo, adiposo
e cartilaginoso - em células precursoras dos osteoblastos. Essas, por sua vez, se diferenciam em
células pré-osteoblasticas e posteriormente em osteoblastos. Esse Ultimo possui glicoproteinas,
a osteonectina, que facilita a deposicdo de calcio, e a osteocalcina (OCN), que auxilia na
mineralizacdo do 0sso e estimula a atividade osteoblastica. Apds esse tipo celular sintetizar a
matriz, é aprisionado e passa a ser chamado de ostedcito e a expressar a osteopontina (OPN),
uma sialoproteina que contribui na modelacéo éssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; LIN
etal., 2017).

Na sintese da matriz, ha a incorporacao das glicoproteinas OCN e osteonectina, da OPN
e de colageno, principalmente, formando a sua por¢do organica e de minerais, que representam
a parte inorganica. Essa, quando recém-formada, se deposita ao redor da célula osteobléastica e
de seus prolongamentos, formando lacunas e canaliculos. Quando a matriz ainda ndo esta
calcificada e esta adjacente aos osteoblastos ativos, € denominada de ostedide. Essa
diferenciacdo osteogénica é fortemente regulada, por vérias vias de transducdo de sinal,
reguladores transcricionais, como o p53, e controladores do ciclo celular, por exemplo, o
RB1 (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; LIN et al., 2017).

O osteossarcoma é um cancer de alta complexidade e que apresenta uma grande
heterogeneidade, sendo considerado uma das neoplasias mais complicadas em relacdo as
aberragcdes moleculares, o que dificulta a elucidacdo do mecanismos genéticos e bioquimicos
responsaveis pela sua origem. Além disso, nenhum padrdo genético consistente € encontrado
nos tecidos 6sseos afetados de pacientes. Dessa forma, existem duas hipdteses principais para

explicar o seu desenvolvimento: por meio de osteoblastos ou de células tronco mesenquimais
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(mesenchymal stem cell - MSC) (BROWN; TELLEZ-GABRIEL; HEYMANN, 2017,
GIANFERANTE; MIRABELLO; SAVAGE, 2017; LIN et al., 2017).

A primeira hipotese propde que o cancer se inicia pela diferenciagdo defeituosa das
células comprometidas com os osteoblastos (pré-osteoblasticas), de forma somatica. Entretanto,
a hipdtese MSC preconiza que uma célula tronco mesenquimal portadora de uma mutacao, dara
origem ao osteossarcoma, tendo assim uma origem germinativa. Esse evento, produziria entéo,
uma complexidade cariotipica que é tolerada pelas células mesenquimais e que seria
disseminada para as linhagens de diferenciacdo 6ssea (MORROW; KHANNA, 2015; LIN et
al., 2017).

Essa segunda hipo6tese é sustentada por uma pesquisa de WANG e colaboradores
(2017), na qual células mesenquimais humanas foram modificadas para esgotar RB1, um gene
supressor tumoral que frequentemente apresenta variantes no OS, e superexpressar 0 oncogene
c-MYC, que também tem sido encontrado com variac6es na patologia. Essa associacdo da baixa
expressdo do RB1 e, grande, do c-MYC, tem sido observada em pacientes com baixa sobrevida
na doenca e, assim, as MSC adquirem propriedades semelhantes ao osteossarcoma. Essas
células mesenquimais também passaram a expressar marcadores CD99, alkaline phosphatase
(ALP), osteonectina e osteocalcina, normalmente presentes no cancer in natura, e formaram
metastases pulmonares e hepaticas em modelos murinos imunocomprometidos, sugerindo que
de fato essas células estdo associadas a origem celular do OS (LIN et al., 2017).

Ja a hipotese dos osteoblastos decorre de estudos de MSCs derivadas de camundongos
mutantes para Trp53 (equivalente do gene TP53 em humanos), mostrando que essa mutacéo
pode gerar uma osteogénese precoce e impede a ocorréncia da maturacédo final dos precursores
osteoblasticos, que apresentam osteopontina, em osteoblastos maduros, em que seu marcador é
a osteocalcina. Para mais, a deplecdo de Trp53 ou dele em conjunto com o RB1 em MSCs
derivadas da medula dssea de murinos (BM-MSCs), levou a formacdo de tumores de
osteossarcoma. Todavia, em células onde ndo houve a diferenciacdo das BM-MSCs e das
derivadas de células adiposas em murinos (BM-ASCs), tumores semelhantes ao de
leiomiossarcoma foram desenvolvidos e ndo de osteossarcoma. Assim, tem-se a corroboragao
de que a diferenciagcdo das MSCs é essencial para o desenvolvimento da patologia (LIN et al.,
2017).

Em outra hipotese sugerida, considerando a variabilidade presente em amostras de OS
de pacientes, tanto os osteoblastos como as MSCs podem associar-se a osteossarcomagénese.
Foi relatado por Quist e colaboradores (2015) que a fisiopatologia do cancer cursou com a perda

da funcdo dos genes supressores de tumor (Trp53 e RB1), mesmo apos alguns osteoblastos
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estarem totalmente maduros e minimamente proliferativos. Logo, nesse caso, 0 OS poderia
surgir de osteoblastos maduros e, sendo assim, tem-se a unido das duas hipéteses (LIN et al.,
2017).

Assim, apesar de ainda haver um debate sobre as células de origem do osteossarcoma,
é comumente aceito que a expressao génica e do fendtipo celular do cancer estdo relacionados
a osteogénese. Outro fator é que alteracdes genéticas especificas possam ser determinantes na
desenvoltura desta neoplasia (MORROW; KHANNA, 2015; LIN et al., 2017).

3.4 Aspectos Genéticos

Devido a raridade do osteossarcoma, o estudo estatistico sobre alteracfes genéticas é
limitado, tornando as analises genotipicas e gendmicas mais dificeis. Dessa forma, o N amostral
limitado interfere na avaliacdo da frequéncia e das consequéncias funcionais das anormalidades
genéticas com seguranca. A complexidade deste cancer, que sera descrita adiante, é outro fator
que dificulta determinar seus mecanismos genéticos, que incluem desde sindromes genéticas
(mutacdes germinativas), associadas ao seu desenvolvimento, até mutacdes somaticas ou
fendmenos epigenéticos (MORROW; KHANNA, 2015).

3.4.1 Sindromes Genéticas

As sindromes hereditarias predisponentes ao OS se encontram bem definidas na
literatura, como a Sindrome de Li-Fraumeni (gene TP53) e 0 Retinoblastoma Hereditario (gene
RB1), sendo demonstradas na tabela 1. Todavia, muitos desses genes e vias s&0 comumente
modificados por mutagdes somaticas no osteossarcoma, sendo diferenciados apenas pelo
mecanismo de mutacdo (MORROW; KHANNA, 2015; CZARNECKA et al., 2020).

Tabela 1. Sindromes hereditarias predisponentes ao osteossarcoma e porcentagem de

individuos sindrémicos diagnosticados com o tumor.

Individuos com

Sindrome Genes mutados osteossarcoma (%)
Sindrome de Li-Fraumeni TP53 12
Retinoblastoma hereditario RB 7

Sindrome de Rothmund-

Thomson tipo 11 (RTS 1) RECQLA 32

Sindrome de RAPALIDINO RECQL4 13,3
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Sindrome de Werner WRN -x

Sindrome de Bloom BLM -*

RPS19, RPL5, RPL11, RPL35A,
RPS24, RPS17, RPS7, RPS10,
RPS26

5,4%
0,9%

Sindrome de Diamond-
Blackfan

*Dados ndo encontrados.
Fonte: Adaptado de CZARNECKA et al., 2020.

Assim, a comunidade cientifica evidenciou que os genes TP53, RB1 e 0s genes
relacionados as vias RecQ estdo associados a patogénese do osteossarcoma, sendo assim, mais
enfatizados, como j& citado e melhor descrito adiante. Na tabela, pode-se observar outros genes
— BLM, WRN e a familia do RPS, Ribosomal Protein - que originam sindromes genéticas e
podem estar associados com o desenvolvimento da neoplasia maligna (CZARNECKA et al.,
2020; SADYKOVA et al., 2020).

3.4.2 MutacBes Somaticas e Anormalidades Genéticas

Este cenario mutacional do osteossarcoma varia significativamente entre tumores de
pacientes, sendo designado como altamente complexo, 0 que gera a chamada heterogeneidade
intertumoral, na qual dificulta a elucidacdo da patogénese molecular e, consequentemente, na
identificacdo de novos alvos terapéuticos. Assim, diferenciando-se de outros sarcomas, 0 OS
n&o possui translocagdes candnicas, isto é, que seguem um padréo ou certa regularidade, e nem
uma unica mutacdo patognomoénica (MORROW; KHANNA, 2015).

Dentre as alteracOes, sdo vistas anormalidades dos cromossomos, nas quais a
instabilidade cromossémica (CIN) é muito frequente, normalmente caracterizada por um alto
grau de perdas e ganhos de cromossomos ou de apenas seus segmentos, gerando diversos
rearranjos cromossomicos. Esse desequilibrio resulta de uma perda de funcdo no ponto de
verificacdo celular e nas vias de resposta a danos no DNA. A manutencdo errénea dos telémeros
por meio do alongamento alternativo (ALT), no qual ocorre a permuta intercromossomial da
regido telomérica, também ja foi verificada como um fator que decorre na CIN (MORROW;
KHANNA, 2015).

Em relacdo as alteracbes numeéricas, euploidias séo identificadas no tecido tumoral,
podendo variar de uma haploidia (n) até uma hexaploidia (6n). No meio de todas essas
alteracGes, foram identificadas aneuploidias também, nas quais o cromossomo 1 € o que mais

tem ganho, enquanto os cromossomos 9, 10, 13 e 17, frequentemente, sdo mais perdidos. Ja
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associado as alteracdes estruturais, exclusdes de por¢des especificas dos cromossomos 3, 6, 9,
10, 13, 17 e 18 sdo mais comuns, em contrapartida que as amplificacGes de partes do 1, 6, 8 e
17 sdo mais vistas. Essas regides codificam, respectivamente, uma série de supressores tumorais
e oncogenes (MORROW; KHANNA, 2015).

A extensa heterogeneidade do osteossarcoma é demonstrada no estudo de Kovac e
colaboradores (2015), no qual foi realizado o sequenciamento do exoma, em que 14 driver
genes foram descritos, presentes em 87% dos casos de OS, entre eles: TP53, RB1, RECQL4,
BRCA2, PTEN e WRN. Esses genes, também denominados de genes condutores, possuem
mutagdes drivers que estdo diretamente envolvidas com a oncogénese, ativando cascatas de
sinalizacdo intracelulares. Todavia, esses genes também podem possuir mutacfes passageiras,
do inglés passenger, que nao estdo vinculadas a oncogénese. Porém, os autores sugeriram que
nenhum desses genes condutores identificados sdo a causa do tumor e que diversas vias
oncogénicas causariam instabilidade genética e acarretariam no desenvolvimento do OS.

Essa anormalidade cromossomica influencia na expresséo de oncogenes, como o c-Myc
(que se encontra superexpresso em pelo menos 34% dos OS e, amplificado de 7 a 67% desses
tumores), das vias do p53 e do RB1, e silenciamento de genes supressores tumorais (TSGS),
das mesmas vias. Os genes TP53, RB1, c-Myc e RECQL4 séo frequentemente descritos na
literatura, por se associarem ao OS tanto em mutacBes somaticas quanto germinativas
(MORROW; KHANNA, 2015).

O gene TP53 esta localizado no 17p13.1 e codifica a p53, uma proteina supressora de
tumor, que € expressa quando ha sinais de lesdo celular, como, por exemplo, hipdxia, expressdo
de oncogenes, estresse oxidativo e danos ao DNA. Em resposta a esses estresses celulares, essa
proteina regula a expressdo de seus genes-alvo, induzindo a parada do ciclo celular, apoptose,
senescéncia, reparo de DNA ou alteragdes no metabolismo. No OS, sdo encontradas mutacées
indel, missense, nonsense, SNPs e SVs nesse gene (CZARNECKA et al., 2020; THOENEN;
CURL; IWAKUMA, 2020; GENE CARDS, 2021e).

Mutacdes no TP53 podem ocorrer em até trés quartos dos pacientes com cancer, sendo
assim, bem relevante para a doenca. N&o é a toa que a sindrome de Li-Fraumeni (LFS), na qual
70% dos casos sdo ocasionados pela heranca de uma mutacdo germinativa nesse gene, €
considerada predisponente do osteossarcoma e, este cancer, por sua vez, ocorre em 5a 12% dos
pacientes com LFS. Nas muta¢Ges missense do TP53 ha a substituicdo de um aminodcido,
alterando a p53, que passa a ser expressa de forma estavel em células tumorais, tornando o

TP53 um oncogene, fato que mostrou promover a proliferacdo, sobrevivéncia, migracao,
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metastase e quimiorresisténcia das células cancerigenas (MORROW; KHANNA, 2015; TANG
etal., 2019; CZARNECKA et al., 2020).

Ja 0 gene RBL1, é um regulador negativo do ciclo celular, sendo critico na transi¢ao da
fase G1 para S e encontra-se situado no 13q14.2, codificando uma proteina supressora tumoral.
AlteracBes no RB1 sdo frequentemente encontradas em pacientes pediatricos de OS (30 a 75%
dos casos) e sua grande maioria € composta por SVs ao invés de mutacGes de ponto, sendo a
perda da heterozigose (LOH) em 13g a modificacdo mais comum, compondo de 60 a 70% de
todos os casos de mutacdo no gene. Rearranjos estruturais sdo observados em 30% das
alteragdes, enquanto apenas 10% sao representadas por mutacdes de ponto. No osteossarcoma,
a LOH para RB1 normalmente é indicativo de mau prognéstico (CZARNECKA et al., 2020;
WU; LIVINGSTON, 2020; GENE CARDS, 2021c).

A mutacdo do RB1 é uma das principais causas da Sindrome de Retinoblastoma
(heranca autossémica dominante) e a incidéncia do sarcoma 0sseo em pacientes que a possuem
é cerca de 400 vezes maior do que em pessoas normais. Diante disso, entende-se porque essa
sindrome hereditaria € um fator de risco para o osteossarcoma (CZARNECKA et al., 2020).

Ademais, tem-se o c-Myc (MYC), um proto-oncogene localizado no 8qg24.21 e que
codifica uma fosfoproteina nuclear que atua na progressdo do ciclo celular, apoptose e
transformacéo celular, sendo superexpresso em 34% dos tumores. No osteossarcoma, esse gene
se encontra amplificado em 7-67% dos casos e € significativamente mais regulado
positivamente em amostras metastaticas. Logo, desempenha um papel na metastase e tem uma
associacao com o prognostico da doenca (MORROW; KHANNA, 2015; CZARNECKA et al.,
2020; GENE CARDS, 2021b).

Por fim, dentre os genes citados anteriormente, tem o RECQL4, outro supressor
tumoral, situado no 8g24.3 e que codifica uma DNA helicase, pertencente a familia das RecQ
helicases. Essa proteina apresenta funcdo de anelamento ao DNA dupla fita e o desenrola em
fita simples para realizar reparos no DNA. Duas sindromes estdo associadas a disfuncfes nesse
gene: a Rothmund-Thomson tipo Il (RTS 1) e a de Rapalidino. Um estudo de analise de 33
casos de RTS evidenciou uma associagdo entre mutacdes de truncamento do gene e do
desenvolvimento de OS. Em outra pesquisa, foi visto que 61 canceres foram relatados em
pacientes com RTS, sendo que 62% desses (38 casos) eram osteossarcoma. Com relacdo a
sindrome de RAPALIDINO, extremamente rara, foi demonstrado que 2 a cada 15 pacientes
desenvolvem o cancer em questdo (CZARNECKA et al., 2020; GENE CARDS, 2021d).

Logo, a caracteristica genética mais presente e marcante nos tumores de OS é esta

amplitude de mudancas genotipicas em relacdo ao tecido 0sseo normal. Recentemente, foi
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verificado um novo mecanismo de mutac¢do, denominado de cromotripsia (figura 1), que ocorre
em cerca 25% dos osteossarcomas (intervalo de confianca do estudo foi de 95%, assim pode
variar de 10 a 49%), um namero bem elevado quando comparado aos 2-3% de frequéncia em
todos os outros canceres, segundo Stephens e colaboradores (2011). Todavia, um estudo
publicado na Nature Genetics em 2020, de Cortés-Ciriano e colaboradores, demonstrou ser
ainda mais frequente esse evento, ocorrendo em 77% dos osteossarcomas (MORROW,
KHANNA, 2015; LIN et al., 2017).

Figura 1. Paciente com osteossarcoma com 88 rearranjos cromossomicos envolvendo o0s

cromossomos 8, 12 e 14, demonstrando uma cromotripsia.

Cromossomo 14 Cromossomo 8

mm Delecdo

== Tandem

== |nversao de caudas
Inversdo de cabecgas

= [Intercromossémica

Cromossomo 12

Fonte: Adaptado de STEPHENS et al., 2011.

A cromotripsia € um processo caracterizado por massivos rearranjos cromossdmicos
adquiridos em um Unico evento catastré6fico, em um Gnico cromossomo ou em mais de um. Essa
cromotripsia hormalmente esta acompanhada da kataegis, um fenémeno no qual ocorre uma
hipermutacgdo regional, ou seja, hd multiplas mutac6es de bases ocorrendo em um ou varios loci
no genoma. No OS, essa se encontra com uma prevaléncia que varia de 50 a 85%, de acordo
com pequenas coortes de amostras. Ambos 0s eventos estdo representados de forma
simplificada a sequir, na figura 2 (RICKEL; FANG; TAO, 2017; CZARNECKA et al., 2020):

O esperado para células normais que sofressem esse evento, de dezenas de quebras do

DNA simultaneamente, seria a morte celular, entretanto qualquer célula que sobreviva a isso,
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provavelmente tera uma vantagem de crescimento seletivo, promovendo a progressao ao cancer
(RICKEL; FANG; TAO, 2017).

Figura 2. Representacdo esquematica dos eventos de cromotripsia (A) e kataegis (B).

[T X . X
A {LCROMOTRIPSIA B [ | KATAEGIS
[ FNENT X | ¥ X

Fonte: Adaptado de CZARNECKA et al., 2020.

Durante a cromotripsia, driver genes podem surgir simultaneamente por diversos
mecanismos: diminui¢cdo do numero de copias (exclusdo de TSGs), aumento do numero de
copias (amplificacdo dos oncogenes), unidao de um gene intacto com um promotor de outro gene
(resultando na desregulacdo da expressao génica) e justaposicdo da porcéo de codificacdo de
dois genes (gerando oncoproteinas de fusdo) (BROWN; TELLEZ-GABRIEL; HEYMANN,
2017; RICKEL; FANG; TAO, 2017).

A cromotripsia pode ser advinda da “teldomero crises” durante a tumorigénese, na qual
hd a reducdo e perda dos telomeros, promovendo fusdes cromossémicas e cromossomos
dicéntricos, que sdo quebrados durante a mitose celular, passando por ciclos de quebra de ponte
de fusdo (BFB), que resultam em centenas de fragmentos de DNA mediadas por TREX1 (um

gene que codifica uma enzima de reparo, a exonuclease 1) (RICKEL; FANG; TAO, 2017).

3.4.3 Single Nucleotide Polymorphism - SNPs

Resultados do sequenciamento do genoma pelo Genome Wide Association Study
(GWAS) de tumores de osteossarcoma foram comparados com DNA de linha germinativa
correspondente de pacientes afetados e, assim, obteve-se a identificacdo de altas taxas de
variagoes estruturais (SVs) - alteracdo do DNA em uma regido maior que 1kb, decorrente de
mutagdes - e de alteragcBes no numero de copias (CNAs), que sdo os genes duplicados ou
deletados em uma é&rea repetida. Em contrapartida, foram encontradas baixas taxas de
polimorfismos de nucleotideos unicos, os SNPS (LIN et al., 2017).

Esse achado se mostra consistente com a cromotripsia, pois indicou que lesdes
cromossémicas por SVs e CNAs sdo o principal mecanismo genético envolvido na patogénese
do cancer. Apesar dos SNPs ndo serem muito comuns no OS, alguns estdo sendo associados ao

risco de desenvolvimento da doenca, como nos genes de CTLA-4, RECQL, TNF-a, TP53 e
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VEGF. Tanto SVs quanto SNPs podem resultar em mutag0es inativadoras da via p53, presente
em aproximadamente 95% dos casos do tumor (MORROW,; KHANA, 2015; LIN et al., 2017;
WANG; LIU, 2018).

3.4.4 Epigenética

Apesar do osteossarcoma ser classicamente definido como uma patologia decorrente de
mutacOes genéticas, a literatura tem demonstrado que mecanismos epigenéticos, que alteram a
expressdo de genes sem modificar a sequéncia de suas bases, estdo associados ao
desenvolvimento e progressédo deste cancer. Entre esses mecanismos, pode-se evidenciar a
metilacdo do DNA, modificagéo de histonas e os non-coding RNA (ncRNA) (MORROW;
KHANNA, 2015).

A metilacdo do DNA ocorre no carbono 5 da citosina que esta associada a uma base
nitrogenada guanina e, normalmente, é inversamente proporcional a expressao do gene. Outros
membros das vias de sinalizagdo dos genes RB1 e TP53 foram demonstrados como silenciados
no osteossarcoma, entretanto nao ha evidéncias fortes que o silenciamento direto desses genes
apresente correlacdo com o OS. Ademais, foram encontrados numerosos TSGs regulados
negativamente por meio desse mecanismo no cancer. Todavia, a modificagio de histonas pode
seguir dois caminhos: a metilagdo, fazendo com que seja menos transcrito, como visto, ou a
acetilacdo, que por outro lado, favorece a transcricgdo (MORROW; KHANNA, 2015; MENCK;
SLUYS, 2017).

Adiante, tem-se outro mecanismo associado ao osteossarcoma: 0s ncCRNAs, também
chamados de RNAs néo codificantes, intitulados assim por fazerem parte da porcao de todo o
DNA que é apenas transcrita (75%), sem ser traduzida e poder codificar uma proteina - foi
verificado que apenas 1 a 2% do genoma possuem genes que codificam proteinas. Esses podem
ser classificados de acordo com o seu tamanho em longos (INCRNAs), com mais de 200pb de
comprimento, ou pequenos (SRNAs, com <200pb), que sdo representados em sua grande
maioria pelos microRNAs (miRNAS), que apresentam de 20 a 24pb (MORROW; KHANNA,
2015; MENCK; SLUYS, 2017).

Os ncRNAs sdo determinantes da expressdo génica durante o desenvolvimento celular
normal e como outras formas de controle, por isso, aberracdes na regulacdo do gene por esses
RNAs pode levar ao desenvolvimento de tumor. Diversos estudos publicados tém demonstrado
o papel de alterados RNAs ndo codificantes na osteossarcomagénese, progressao e prognostico
tumoral do cancer, com maior énfase nos miRNAs desregulados, ja que se sabe que mais de

600 miRNAs participam da regulacdo da osteogénese. Assim, pressupde-se que alteracdes
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nesses microRNAs sdo predisponentes a doengas 6sseas (ALDAITURRIAGA, 2015;
MORROW; KHANNA, 2015).

Os miRNAs silenciam genes pos-transcricionalmente, se ligando a transcritos de RNA
mensageiro (RNAm) e formando o complexo miR-RISC, o qual inibe a traducdo desse RNA
ou induz a sua degradacdo, por meio da clivagem. Esses genes podem estar envolvidos em
diversos processos bioldgicos, como desenvolvimento, diferenciacdo e proliferagdo celular.
Alguns genes-alvo de miRNAs expressos no OS sdo constituintes de vias de sinalizacdo para a
patogénese do tumor, incluindo NOTCH, RAS, WNT e proteina cinase ativada por mitégeno
(MORROW; KHANNA, 2015).

Os miRNAs podem apresentar um aumento da sua expressdo, sendo regulados
positivamente, ou uma diminuicdo, caracterizando a regulacao negativa. Toda essa regulacéo,
mediada pelos microRNAs, pode ser alterada tanto por modificagcdes ao nivel dessas (genes de
processamento, por exemplo) ou na sequéncia de ligagéo ao alvo. No primeiro caso, qualquer
alteracdo nesses genes pode afetar as miRNASs gque, consequentemente, afetardo os genes-alvo.
Dessa forma, SNPs nos genes de processamento, pri-, pré-miRNA e miRNA maduro podem
desencadear a desregulacdo. A tabela a seguir (tabela 2) apresenta um pequeno nimero de
miRNAs ja associados ao osteossarcoma, por meio de uma regulacdo negativa ou positiva
(ALDAITURRIAGA, 2015; MORROW; KHANNA, 2015).

Tabela 2. Alguns dos miRNAs regulados positivamente e negativamente em pacientes com

osteossarcoma.

mMiRNAs regulados mMiRNAs regulados
negativamente positivamente

miR-16, miR-31, miR-34, miR-133a, miR-137, miR-20a, miR-21, miR-27, miR-29a,

miR-143, miR-150, miR-183, miR-199a-3p, miR- | miR-106, miR-126, miR-148a, miR-

218, miR-335, miR-340, miR-449c, miR-539, miR- | 195, mirR-221, mi-R-218, miR-574-
539-3p, miR-3928 3p

Fonte: Adaptado de MORROW; KHANNA, 2015; CZARNECKA et al., 2020.

MicroRNAs circulantes tém sido promissores biomarcadores por sua alta estabilidade
(estdo ligados a proteinas ou envoltos por vesiculas), facilidade de isolamento e deteccédo, além
de descomplicada detec¢do nos fluidos corporais, com composicao quimica simples, altamente
conservados entre as espécies e expressos de maneira especifica para cada tecido. No OS,

metastases e recidiva da doenca séo as principais causas de mortalidade, por isso a identificacdo
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de biomarcadores se tornariam Uteis para 0 monitoramento da carga tumoral ou a detecgdo
precoce da doenca, para assim, adiantar o tratamento e o seu sucesso (NAKKA et al., 2017).

Um estudo em coorte, sobre o perfil de miRNA de todo o genoma em amostras de tumor
em pacientes e do plasma em controles, foi realizado por Nakka e colaboradores (2017), no
qual foram avaliados 752 miRNAs. Nessa pesquisa, foi visto que 220 miRNAs de plasma eram
expressos diferentemente entre 0s pacientes e o grupo controle. Assim, concluiu-se que 164
miRNAs eram regulados negativamente e 56 miRNAs, positivamente, em amostras de OS em
comparagdo com ao plasma do grupo controle. Dentre esses miRNAS, estavam o mirR-221,
miR-21 e miR-106a, sendo expressos de forma significativamente maior na circulacdo dos
pacientes oncoldgicos, o que foi corroborado por outros estudos (NAKKA et al., 2017).

No sistema operacional, niveis elevados de miR-21 circulante foram correlacionados
com metastases iniciais, pior resposta do tumor a quimioterapia neoadjuvante e reduzida taxa
de sobrevivéncia global. J& 0 miR-221, demonstrou ser um biomarcador de diagndstico e
prognostico para a sobrevida livre global e de recorréncia. Ambos estdo regulados
positivamente, no sangue periférico de pacientes de OS. Ademais, foi evidenciado que o miR-
21, também se encontra regulado de forma positiva nos tecidos tumorais do OS, em relacdo aos
controles 6sseos (MORROW; KHANNA, 2015; NAKKA et al., 2017, CZARNECKA et al.,
2020).

Ja Gong e Gong (2018) evidenciaram a regulacdo positiva do miR-221 em tecidos de
osteossarcoma e nos tecidos saudaveis adjacentes, algo que nao pdde ser concluido na pesquisa
de Nakka e colaboradores (2017), devido ao baixo N amostral nesse parametro. Logo, esses
ltimos observaram essa expressdo no tecido apenas no miR-21. Entretanto, os achados de
Gong e Gong sao consistentes com outros estudos (YANG et al., 2015; ZHU et al., 2015).

Assim, 0 miR-221 se tornou relevante no OS. Esse é codificado a partir de agrupamentos
de genes localizados no cromossomo Xpll.3 e apresenta papéis bioldgicos importantes na
regulacdo da tumorigénese, progressao do tumor e proliferacdo das células tumorais, fenotipo
das células tronco, quimiorresisténcia e radioresisténcia. Alguns alvos conhecidos do miR-221
sdo: PTEN e as proteinas supressoras de tumor p27 e p57. A superexpressao desse micro-RNA
é diretamente proporcional ao tamanho e estagio do tumor. Todavia, associacdes significativas
ndo foram encontradas entre os niveis de miR-221 e idade, sexo, localizagdo tumoral e tipo
patologico (YANG et al., 2015; NAKKA et al., 2017; GONG; GONG, 2018; GENE CARDS,
2021a).

Também foi estabelecida uma relacdo entre a alta expressdo do miR-221 com o

prognostico da doenga por Gong e Gong (2018), uma vez que, ao fim da pesquisa, foi
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demonstrado que a sobrevida global (P<0,01) de pacientes com uma maior expressao do miR-
221, foi menor do que aqueles com uma baixa expressao. Desta forma, a superexpressao deste
microRNA foi relacionada a uma tendéncia a invaséo, metastase precoce e menor tempo para
recorréncia de recidiva.

Os mecanismos moleculares entre 0 miR-221 e o0 seu papel na tumorigénese do OS nédo
sdo esclarecidos, entretanto estudos recentes demonstraram que essa superexpressdo do miR-
221 promoveria a proliferacdo de células cancerigenas atraves da supressao dos supressores
tumorais p27 e p57 e suas vias CDKN1B e CDKN1C. O efeito do miR-221 também induziria
a sobrevivéncia celular e a resisténcia a cisplatina por meio da via PI3K/Akt no osteossarcoma,
sugerindo um alvo em potencial para o tratamento da doenga (GONG; GONG, 2018).

A via PI3K/Akt é regulada negativamente pelo gene PTEN (fosfatase homdloga a
tensina), um supressor tumoral, que estimula a apoptose e a parada da proliferacdo e do
crescimento celular ao atuar na via de sinalizagdo. Zhu e colaboradores (2015) demonstraram
que o PTEN foi regulado para baixo no osteossarcoma e linhagens celulares osteoblasticas.
Assim, tem-se uma relacdo inversamente proporcional entre a expressdo do miR-221 e do
PTEN, na qual o PTEN tem uma regulacao para baixo no grupo de pacientes que apresentam o
miR-221 superexpresso, enquanto no grupo com bloqueio do miR-221 h4 uma melhora na
expressao deste gene (MATSUO, 2015; NELSON; COX, 2019).

Primeiramente, a ativagdo dessa via ocorre com a ligacdo de fatores de crescimento e
citocinas a receptores de tirosina cinases (RKTs) na membrana. Assim, a PI3K é ativada e
intermedia a fosforilagdo da PIP2 (fosfatidilinositol-3,4-bifosfato) em PIP3 (fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato) na porcdo interna da membrana plasmaética, pela transferéncia de um grupo
fosforila do ATP celular (MATSUO, 2015; NELSON; COX, 2019).

Tal fosforilacdo desencadeia no recrutamento de proteinas como a Akt e o
fosfoinositideo Pdk 1. Dessa forma, a Akt interage com a PIP3, alterando conformacionalmente
essa proteina, de modo em que ha a exposi¢cdo dos residuos dos aminoacidos treonina 308
(Thr308) e serina 473 (Ser473), permitindo a fosforilacdo desses sitios pelo Pdk 1 e pelo
complexo mTORC2. Assim, a Akt fica ativa e capaz de fosforilar diversos substratos
(MATSUO, 2015; NELSON; COX, 2019).

Essa via desencadeia uma cascata que culmina em diversos eventos, como o
crescimento celular, a sobrevivéncia celular e a angiogénese, através do S6K-1 e 4EBP-1. Tais
ocorréncias sdo inibidas pela PTEN, que atua convertendo a PIP3 em PIP2, de forma contraria

a via. Entretanto, como j& sinalizado, o silenciamento da PTEN pelo miR-221 no
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osteossarcoma, leva a retomada dessa via de ativacdo e ao aparecimento de tumores (figura 3)
(MATSUO, 2015; NELSON; COX, 2019; SUN et al., 2020).

Desta forma, 0 miR-221 contribui para a proliferacdo das células tumorigénicas, invasdo
e migragdo por meio da regulagdo negativa ou supressdo do PTEN. Enfatiza-se que muitos dos
processos epigenéticos podem ser afetados por modificagBes na sequéncia do DNA e vice-
versa, mostrando que a regulacdo genética e epigenética é inextricdvel no comportamento
celular do osteossarcoma (MORROW; KHANNA, 2015; ZHU et al., 2015).

Figura 3. Via de sinalizacdo da PI3K/Akt e regulacdo mediada pelo PTEN.
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Fonte: Adaptado de SUN et al., 2020.

3.5 Aspectos Clinicos e Diagndsticos

O osteossarcoma normalmente ocorre em 0ssos longos do esqueleto apendicular e,
raramente, na pelve e na porcdo esquelética axial, desenvolvendo-se em locais de rapido
crescimento 0sseo e predisposto a metafise 6ssea, principalmente na porgdo proximal da tibia e
do dmero e no fémur distal em pacientes com menos de 40 anos. Logo, a tendéncia para se ter

esse cancer em 0ssos ndo longos aumenta conforme a idade (MUTSAERS; WALKLEY, 2014,
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ALDAITURRIAGA, 2015; BROWN; TELLEZ-GABRIEL; HEYMANN, 2017;
GIANFERANTE; MIRABELLO; SAVAGE, 2017).

Esse tumor tem uma clinica agressiva, na qual tem-se a destruicdo 6ssea e dos tecidos
moles adjacentes, sendo também muito frequente a ocorréncia de metastases, principalmente
nos pulmdes, como mencionado anteriormente. Geralmente a investigacdo é iniciada devido ao
inchaco e a dor locais - cerca de 90% dos pacientes infanto-juvenis relataram dor antes do
diagnostico e essa, por sua vez, pode ser constante ou associada a algum esforco. Dificuldade
de locomocéo, caso esteja localizado na perna, de movimento ou imobilidade da articulagdo da
extremidade afetada podem ser vistos. Os sintomas podem estar presentes por um tempo
duradouro antes de se haver a suspeita e o diagnostico (MUTSAERS; WALKLEY, 2014,
VARSHNEY et al., 2016; GIANFERANTE; MIRABELLO; SAVAGE, 2017).

O diagnostico e dado definitivamente por meio de uma bidpsia, que determina o subtipo
histoldgico especifico da doenga, mas antes alguns exames menos invasivos sao realizados para
direcionar a investigacdo: raio-x, tomografia computadorizada, ressonéncia magnética,
cintilografia dssea e tomografia por emissdo de pdsitrons. Nas radiografias, € frequentemente
encontrada uma reagao periosteal em “raios de sol” ou em tridngulo de Codman no osso afetado.
A diagnose deve ser diferencial para osteomielite, outros tumores 6sseos primarios, como por
exemplo o sarcoma de Ewing e o0 condrossarcoma, metastase de outros canceres
(neuroblastoma, linfoma e rabdomiossarcoma) e neoplasias benignas ésseas (VARSHNEY et
al., 2016; GIANFERANTE; MIRABELLO; SAVAGE, 2017; ACS, 2021).

A patologia é o tumor dsseo primario maligno mais comum no mundo, apesar de ser
raro em comparacao a outras neoplasias, e é caracterizado pela presenca de um tecido ostedide
e presenca de células mesenquimais malignas. Na bidpsia, ha essa observacdo para
determinacdo de qual subtipo histoldgico aquele osteossarcoma esta inserido (MUTSAERS;
WALKLEY, 2014; MORROW; KHANNA, 2015; GIANFERANTE; MIRABELLO;
SAVAGE, 2017).

Essas subclassificacbes dependem das caracteristicas tumorais (de grau e de
localizagcdo) e da diferenciacdo estromal preponderante - osteobléstica, fibroblastica,
condroblastica, de células pequenas, superficie telangiectasica e extra esquelética. Assim,
histologicamente, essa neoplasia se difere em trés: de alto grau, na qual apresenta a maioria das
caracteristicas citadas; de grau intermediério, normalmente periosteal, com sua origem na
camada interna do peridsteo; e de baixo grau de malignidade, como o parosteal, que atinge a
parte externa do periosteo (BIAN et al., 2015; MORROW; KHANNA, 2015; GIANFERANTE;
MIRABELLO; SAVAGE, 2017; CZARNECKA et al., 2020).
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Dessa forma, tem-se estabelecido que o osteossarcoma convencional ou classico refere-
se a neoplasia de alto grau (osteoblastica, fibroblastica e condroblastica) com crescimento
intramedular, que € responsavel por 70-85% dos casos de OS infanto-juvenis. Outros subtipos
sd0 o0 gnatico, que atinge a mandibula, e o secundario, ambos mais raros (GIANFERANTE;
MIRABELLO; SAVAGE, 2017; CZARNECKA et al., 2020).

3.6 Tratamento

No tratamento do OS, normalmente existe uma associacdo entre quimioterapia e
remocao cirdrgica, de preservacdo do membro ou de amputacdo. A quimioterapia é realizada
frequentemente antes e apoés a retirada do tumor, visando suprimir também o desenvolvimento
de metastases. Em pacientes ndo metastaticos no momento do diagndstico, essa terapia
combinada com quimioterapia multimodal (associacdo de diversos quimioterapicos em altas
doses) resultou em um aumento da sobrevivéncia para aproximadamente 70%, pois antes 0
tratamento era apenas cirurgico e com uma sobrevida de 10-20%. N&o obstante, pacientes com
sucesso neste tratamento para OS podem vir a desenvolver segundos tumores, incluindo um
osteossarcoma adicional (MUTSAERS; WALKLEY, 2014; BIAN et al., 2015; VARSHNEY
et al., 2016; CZARNECKA et al., 2020).

Dentre a quimioterapia multimodal, o esquema de tratamento mais utilizado baseia-se
no uso de metotrexato de alta dose (HDMTX), doxorrubicina (Adriamicina) e cisplatina
(Platina), chamado de MAP, sendo a quimioterapia neoadjuvante e adjuvante mais utilizada nos
EUA, Europa e aqui no Brasil (LILIENTHAL; HAROLD, 2020).

Como evidenciado nesta revisdo, 0 miR-221 atua sobre a via de sinalizagdo PI3K/Akt,
na qual ja é um alvo da cisplatina, que, apesar de ser muito utilizada, o tumor possui grande
quimiorresisténcia a esse. Assim, tal droga € vastamente estudada em relacdo a sua resisténcia,
principalmente por existirem evidéncias que a resisténcia a esse farmaco frequentemente geram
resisténcias cruzadas a outros agentes ligados ao reparo de dano do DNA, utilizados nos
protocolos de tratamento do osteossarcoma (LILIENTHAL; HAROLD, 2020).

Estudo recente de Zhang e colaboradores (2020), demonstrou que o flavonoide morusin
suprime de forma significativa e promove a apoptose em celulas do OS, além de reduzir a
migracéo e invasdo das células por meio da PI3K/AKkt (figura 4), demonstrando-o como um
possivel quimioterdpico a ser utilizado no tratamento de pacientes com osteossarcoma.

Em alguns casos de tumores ndo ressecaveis, a radioterapia € utilizada. Todavia, 0s
avancos farmacoldgicos e a sobrevida dos pacientes permanecem inalterados héa

aproximadamente 50 anos, nenhuma terapia direcionada obteve sucesso até agora e o tumor
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normalmente é resistente as terapias padrdo, apesar de se ter uma melhora na detecgédo e
monitoramento da patologia. Isso torna do prognéstico da doenca ruim, principalmente se for
metastatica (VARSHNEY et al., 2016; CZARNECKA et al., 2020).

Figura 4. Acdo do morusin na via PI3K/Akt, demonstrando poder ser um novo agente

terapéutico.
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Fonte: Adaptado de Zhang et al., 2020.

4. CONSIDERACOES FINAIS

O osteossarcoma é um cancer altamente complexo, com alteragfes genéticas em massa
e com uma grande capacidade metastatica. A falta de compreensdo sobre esses seus
mecanismos regulatérios, impediu que houvesse uma melhora significativa na sobrevivéncia
dos pacientes em um periodo de 50 anos. Além disso, o tumor € particularmente resistente a
quimioterapia, adquirindo essa resisténcia rapidamente e respondendo apenas a altas doses de

quimioterapicos, o que implica no sucesso terapéutico e na sobrevivéncia global.
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Por isso, faz-se necessario ampliar as pesquisas sobre esse cancer, que apesar de raro, é
uma das principais causas de mortalidade em pacientes infanto-juvenis. A descoberta sobre o
papel do miR-221 no osteossarcoma — associado a proliferacéo das células tumorais, invaséo e
migracgdo, e até mesmo sobrevivéncia celular e resisténcia a cisplatina - contribui de forma
relevante, podendo servir como um alvo terapéutico a ser silenciado ou inibido, de forma que o
gene PTEN possa agir e impedir a continuidade da cascata de sinalizacdo do PI3K/AKkt, e que a
quimiorresisténcia a cisplatina e casos de recidiva diminuam.

Assim, acredita-se que a terapia proporcionara maior sucesso quando os polimorfismos
germinativos, vulnerabilidades genéticas, propriedades do microambiente tumoral, regulacdo
imunoldgica, mecanismos de resisténcia e outros determinantes de sinergia forem elucidados,

permitindo a obtencdo de novos farmacos e melhor escolha de tratamento multimodal.
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