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A GENETICA MOLECULAR DE
SARCOMAS DE PARTES MOLES E
SUA APLICACAO A CLINICA

The molecular genetics of soft tissue sarcomas and its clinical application

ANDREW J.G. SIMPSON*

Sarcomas de partes moles, como outros tumores humanos, sio causados por mutacoes em genes supressores de tumores
¢ oncogenes. Entre eles alguns, como p53 por exemplo, sio freqiientemente detectados na forma mutatada em sarcomas e
outros tumores humanos. De outro lado, hd vdrias mutagées altamente especificas para determinados sarcomas que podem
servir como marcadores diagndsticos de alto valor. Exemplos de mutagées de potencial diagndstico incluem a translocagédo
entre PAX3 ¢ FKHR em rabdomiossarcoma alveolar, a translocagio entre BWS e FLI-1 em tumores neuroectodérmicos
periféricos primitivos ¢ EWS e ATF-1 ¢ sarcomas de células claras. Todas essas translocagdes podem ser detectadas por
metodologias moleculares e que podem constituir um componente importante de repertério diagndstico futuro.
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ancer ¢ uma doenga causada diretamente por lesdes

(mutagdes) no material genético da célula, o DNA.
Essas lesdes acontecem ao longo da vida e sdo cau-
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sadas por agentes ambientais (mutégenos) ou por erros in-
trinsecos de replicac@o celular. As mutagdes responsdveis pelo
desenvolvimento de cancer acontecem em dois tipos de genes:
nos genes supressores de tumores e nos oncogenes. Outras
mutagdes, que podem acontecer em qualquer parte do genoma,
também t€m um efeito deletério mas ndo contribuem para
desenvolvimento de céncer. A combinagio dos genes mutados
varia junto com o tipo de tumor e o tecido onde se estabele-
ceu. Alguns genes supressores de tumor e oncogenes sdo fre-
qlientemente alterados em vdrios tipos de tumor € provavel-
mente t€m um papel fundamental no processo de maligni-
zagdo. Alteracdes em outros genes sio restritas a determina-
dos tipos de tumor e entdo sdo de valor diagndstico. A combi-
Enderego para correspondéncia: Instituto Ludwig de Pesquisa nagdo de mutagdes também define o desenvolvimento do tu-

sobre o Cancer, Rua Prof. Antonio Prudente, 109 - 4° Andar — . : Aatie
CEP 01509-010 Sio Paulo - SP. mor e tumores de melhor ou pior progndstico podem ter per-
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fis de mutag@o diferentes. Assim, analise das mutagdes de um
tumor pode fornecer informagdes progndésticas.

Durante as dltimas duas décadas enormes avangos tém
sido feitos em nossa compreensiio da base genética do cancer
e 0 conceito que um tumor pode ser identificado e caracteri-
zado a partir das suas lesdes genéticas estd sendo aceito ndo
6 por pesquisadores da drca bdsica mas também pela classe
médica. Assim, a biologia molecular tem um papel crescente
no diagndstico e prognéstico de tumores. Neste capitulo se-
rao resumidos os conceitos gerais da base genética de cancer,
as mutacdes associadas aos sarcomas de partes moles, e as
possibilidades do uso da informagiio genctica na conduta cli-
nica desses tumores.

A base genética do cancer

Os genes supressores de tumores codificam proteinas de
vérias fung¢des que coletivamente tém o papel de evitar a acu-
mulag@o de mutagdes no genoma da célula e a replicacio de
células alteradas. De outro lado, oncogencs codificam protei-
nas que controlam dirctamente a proliferacdo celular e que
sdo responsdveis pelo crescimento desordenado de células
malignas. Em geral, mutagdes estio presentes num tumor tanto
em genes supressores de tumores quanto cm oncogencs. O con-
ceito atual é que o tumor se desenvolve de forma segiiencial,
com a acumulagdo das muta¢des levando a progressio de le-
sdes alteradas mas ndio malignas (displasias e metaplasias) ao
cincer metastdtico (21). Ja foram identificados cerca de dez
genes supressores de tumores e cem oncogenes humanos en-
volvidos nesse processo de malignizagio.

Existem vdrios tipos de mutagdo que podemos dividir em
duas classes bdsicas: mutagdes inativantes (recessivas) e mu-
tagdes ativantes (dominantes). A forma mais simples da pri-
meira classe, associada aos genes supressores de tumor, ¢ a
perda de todo ou parte de um cromossoma contendo o gene.
Assim, a copia do gene simplesmente ndo existe mais. Fre-
qilientemente, uma das duas c6pias de um gene supressor de
tumor estd inativada desta maneira e, assim, ha perda da re-
gido relevante de um dos dois cromossomas. Esta situagio
chama-se “‘perda dec heterozigosidade” (em inglés, loss of
heterozigosity ou LOH), uma vez que € detectada pcla perda
de um de dois marcadores polimérficos localizados dentro
ou perto do gene de interesse. Também podem acontecer
dele¢des menores que inativam um genc. Uma delegdo
inativante pode ser constituida por um simples nucleotideo
uma vez que isso interrompe totalmente a fase de leitura do
gene e impossibilita a sintese de uma proteina funcional. Tam-
bém as delecdes podem ser de qualquer tamanho maior como
10,25, 37 nucleotideos, etc. Uma proteina nfio funcional tam-
bém pode ser produzida quando houver uma substitui¢do de
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um nucleotideo por outro, resultando na terminagio da fase
de lcitura ou na troca de um aminodcido, numa regido-chave
de um gene. AlteragGes em somente um nucleotideo chamam-
se mutag¢des pontuais. Em genes supressores de tumores €
freqiiente a inativagio de uma cépia do gene por LOH e da
outra por uma mutag¢io pontual, ou delegdo pequena. Substi-
tuigcdes também podem representar mutacdes ativantes, a se-
gunda classe de mutac@o, quando a proteina resultante nio
cstd inativada mas tem sua atividade alterada. Mutagdes des-
se tipo sdo freqiientes em oncogenes. Uma outra mutaciao que
resulta na ativa¢io de oncogenes é o simples aumento do ni-
mero de cépias do gene por amplificagdo. Nesse caso a pro-
tefna é normal mas presente em quantidades muito maiores
na célula. A dltima forma de mutagio a ser considerada aqui
€ a translocag¢@o. Translocagdes séo trocas reciprocas de par-
tes de dois cromossomas que resultam em cromossomas hi-
bridos. Assim, por exemplo, parte de cromossoma 2 ¢ trocada
com parte do cromossoma 13. Uma translocagio desta forma
¢ denominada t(2;13). A localizag@o precisa do ponto de
translocacdo é também incluida na denominagio da
translocagdo pelos nimeros do bandeamento citogenético
onde a quebra acontece. O niimero inclui a letra para o brago
curto e que para o braco longo do cromossoma. Assim, uma
denominagdo completa de uma translocagdo seria t(2;13)
(q35;q14), por exemplo, que significa uma translocagio en-
tre os dois bragos longos dos cromossomas 2 ¢ 13, onde os
pontos de quebra (ou, em inglés, breakpoints) sdo q35 ¢ q14.
Essa translocagdo é caracteristica de rabdomiossarcomas ¢
estd descrita abaixo em detalhe. Como qualquer tipo de mu-
ta¢io, nem todas as translocag¢les estdo envolvidas no de-
senvolvimento de cancer e translocages importantes envolvem
oncogenes. Através da translocagfio o oncogene estd acoplado a
um outro gene, normalmente com um promotor forte ou
constitutivo, e assim sua expresso estd desregulada ¢ a quanti-
dade de proteina aumentada significativamente, além de altera-
¢bes na estrutura da proteina. Inicialmente, translocagdes fo-
ram descritas em relacfio ao cincer no caso dc lcucemias, mas
elas também t&m um papel muito importante em sarcomas.
Normalmente individuos nascem com as duas copias de
cada gene no genoma na forma normal. As mutagoes aconte-
cem durante a vida do individuo ¢ sdo denominadas muta-
¢Oes somdticas e os tumores que elas causam tumores
somdticos. Tumores somdticos representam a grande maioria
dos tumores humanos. Entretanto, existem individuos que
herdam de seus pais uma mutagio numa cépia de um gene.
Mutagdes hereditdrias deste tipo em genes supressores de
tumores sio responsdveis pela predisposi¢iio hereditdria ao
cincer ou cincer familiar. Uma vez que a inativagdo da ativi-
dade de um gene supressor de tumor precisa de mutagdes nas
duas cdpias, a presenga de uma muta¢do na linhagem
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germinativa, e entdo no genoma de todas as ¢élulas, aumenta
muito a chance de inativago total por mutagiio da outra c6-
pia. O resultado €, em familias afetadas, uma incidéncia au-
mentada de tumores que também normalmente acontecem
em individuos mais jovens do que tumores somaticos.

Referéncias excelentes e bastante objetivas da genética
molecular basica e sua aplica¢do a medicina, que podem for-
necer uma visdo muito mais completa da base genética do
cancer do que € possivel aqui, sdo: “Genes in Medicine” (54)
and “Recombinant DNA” (72).

Mutacdes associadas aos sarcomas de
partes moles

Grandes avangos tém acontecido durante os dltimos cin-
co anos em relagdo a identificagdo ¢ andlise das mutagdes
associadas aos sarcomas de partes moles. Esses avancos per-
mitiram uma melhor compreensio da biologia dos tumores e
do relacionamento entre tumores de tipos diferentes, além de
possibilitar abordagens diagnésticas mais exatas e informati-
vas. Serdo resumidos aqui os principais avangos da drea com
énfase nas mutagdes que (ém maior relevéncia clinica. Em
primeiro lugar, serdo consideradas mutagdes em sarcomas da
forma geral e, em seguida, muta¢des associadas a sarcomas
especificos.

Consideragoes gerais de alteracdes genéticas asso-
ciadas aos sarcomas de partes moles

I - Genes supressores de tumores

Ao contrdrio de alguns oncogenes, que sdo alterados so-
mente em (ipos de sarcomas especificos, alteragdes em genes
supressores de tumores, com uma possivel excegio descrita
abaixo, sdo caracteristicas comuns dos sarcomas,

O gene supressor de tumor mais estudado de modo geral
em tumorcs humanos é o p53. O gene p53 codifica uma
fosfoproteina nuclear, p33, que, conforme vdrios estudos tém
mostrado, ¢ capaz de suprimir o fendtipo neopldsico em cé-
lulas p53 deficientes. (NB: na nomenclatura internacional-
mente aceita, nomes em itdlico, por exemplo p33, sc referem
aos genes ¢ nomes sem itdlico, por exemplo pS53, a seus pro-
dutos protéicos). A atividade supressora da p53 provavelmente
depende de sua atividade como fator de controle de transcri-
¢do de genes relacionados a proliferagio celular, reparo de
danos no DNA da célula e apoptose (9). A expressio do p53
¢ induzida por DNA danificado e o efeito global da sua ex-
pressdo € de evitar a replicagdo de células com mutagoes. Na
auséncia de p53 funcional, uma célula tende a acumular mu-
tagdes rapidamente. Uma alta percentagem de tumores hu-
manos tem mutagdes em ambas as ¢épias do p53, sendo este
o gene mais freqiientemente alterado em cancer (28,38). De
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modo geral, mutagdo em p53 € um fator de prognéstico ruim
¢, a0s poucos, a detecgdo de tais mutagdes estd sendo incor-
porada na avaliagdo progndstica clinica de tumores huma-
nos. Em carcinomas, as muta¢des em p53 sdo dominantes e a
grande maioria das mutagdes sdo aquelas que ativam a pro-
teina e consistem de mutagdes pontuais ativantes (26). E de
grande interesse que em sarcomas aproximadamente metade
das mutagdes sdo da forma inativante com a perda de protei-
na funcional através de delec¢des ou rearranjos (2,22,37,47,67).
Isto sugere que o papel de p53 em sarcomas pode ser diferen-
te do que em carcinomas. .

A freqiiéncia de mutagBes p53 varia entre os sarcomas
analisados e conforme a metodologia empregada. Entretan-
Lo, alteragdes em p53 tém sido detectadas em tumores ou li-
nhagens celulares em 33% e 34% dos casos de sarcoma de
Ewing (ES) (33,35), entre 30% e 65% dos casos de
histiocitoma fibroso maligno (MFH) (2,37,67), 45% de casos
de rabdomiossarcoma (RMS) (22,47 e 23) ¢ 30% dos casos
de lipossarcoma (LS) (2,37). Fica claro que p53 tem um pa-
pel de importancia considerdvel em sarcomas de partes mo-
les. Compativel com esta observagdo € o fato de que em fa-
milias com a sindrome Li-Fraumeni, causada por uma muta-
¢80 em p53 na linhagem germinativa e que predispde a de-
senvolvimento precoce de cinceres, aproximadamente 25%
dos tumores sdo sarcomas das partes moles, dos quais a maio-
ria sdo rabdomiossarcomas (7,39).

Apesar da alta freqiiéncia das mutagdes em p53 em
sarcomas das partes moles, nem todos esses tumores sio afe-
tados. Nos sarcomas livres de mutagdes em p53, é possivel
que outros genes supressores de tumores séio alterados, as
vezes, ainda ndo caracterizados. Um provdvel exemplo disso
s¢ encontra no rabdomiossarcoma da forma embrional
(eRMS), que consistentemente exibe LOH no cromossoma
11p15 (34,56,57). Hd forte evidéncia que 11p15 contém um
gene supressor de tumores, vinda da observacao da transfe-
réncia de fragmentos cromossdmicos dessa regifio que tém a
capacidade de induzir perda de tumorigenicidade em células
de rabdomiossarcoma embrional (32,42). Além disso, o
envolvimento do gene Rb também tem sido estudado em
sarcomas das partes moles. Rb foi o primeiro gene supressor
de tumor descoberto e ¢ diretamente responsdvel por
retinoblastoma. O gene ¢ expresso em todos 0s tecidos huma-
nos e a proteina codificada tem um papel central no controle do
ciclo celular. A proteina de retinoblastoma ¢ fregiientemente
alterada numa grande variedade de tumores humanos, incluin-
do sarcomas em tumores com ou sem mutagdes em p33 (55).

II - Oncogenes
Uma outra base de malignidade em tumores sem muta-
¢des em p33 envolve um gene funcionalmente relacionado,
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o MDM?2. Esse gene ¢ incluido na classe de oncogenes e estu-
dos em sarcomas tém mostrado uma alta freqiiéncia de sua
amplificagdo (48). O produto do MDM?2 interage com a pro-
tefna p53 e inibe sua habilidade de estimular a expressio
génica como um fator de transcri¢io (46). Assim, a amplifi-
cago (e superexpressdo subseqiiente) do MDM2 pode ter o
mesmo efeito do que mutagdes em p53. O primeiro estudo de
inter-relacionamento de mutag¢des em p53 e amplificacio de
MDM?2 em sarcomas de partes moles (lipossarcomas e
histiocitoma fibroso maligno) mostrou uma complementari-
dade entre as duas alteracdes ¢, dos 24 tumores estudados, 8
apresentaram mutagdes em p53 e 8 exibiram amplificacdo de
MDM?2. Entretanto, as duas alteragSes ndo foram presentes
no mesmo tumor (37). Num trabalho subseqiiente, com um
nimero muito elevado de sarcomas de partes moles (11), 76
em 207 tumores mostraram quantidades elevadas de MDM2,
56 em 211 apresentaram evidéncia de mutagio em p33 e em
22 casos as duas altera¢des foram detectdveis. Nessa andlise,
as alteracdes foram correlacionadas com a sobrevida das pa-
cientes. E interessante que a presenga de uma das duas altera-
¢Oes jd mostra um risco elevado de morte em comparacio
com pacientes livres das mutagoes estudadas, e que a presen-
ca das duas alteragdes implica em um risco mais elevado ain-
da, sem sobreviventes depois de 48 meses.

Além de MDM?2 outros oncogenes também sdo fregiien-
temente alterados em sarcomas de partes moles. Em virios
casos, as alteragdes sdo na forma de translocagGes ¢ especifi-
cas para tipos de sarcoma diferentes. Essas mutagdes serdo
descritas detalhadamente abaixo. Entretanto, existem outras
altera¢Bes em oncogenes de relevancia nos sarcomas de par-
tes moles em geral. Os oncogenes que estdo mais freqiiente-
mente alterados em tumores humanos sdo da familia rus.
Mutagdes nessa familia de genes ndo foram ainda ampla-
mente estudadas em sarcomas, mas um estudo com
rabdomiossarcoma, por exemplo, detectou mutagdes em N-
ras ou K-ras em 35% dos casos (65). Os genes ras sdo altera-
dos por mutagdes pontuais, mas a maioria dos outros
oncogenes conhecidos ¢ alterada por amplificagio, resultan-
do em superexpressio e niveis clevados dos seus produtos
protéicos. Dos oncogenes desse tipo, um exemplo de grande
importancia ¢ a famfilia myc. A amplificagio de N-myc e C-
myc também tem sido obscrvada em sarcomas de partes mo-
les como rabdomiossarcoma, sarcoma de Ewing (ES) e tu-
mores primitivos periféricos neuroectodermais (pNET)
(17,45). No caso de ES ¢ pNET a expressdo de c-nyc foi a
mais alta. No caso de RMS, c-myc nio foi alterado e N-myc
foi amplificado entre 5 e 20 vezes na forma alveolar (aRMS)
mas nfo na forma embrional (eRMS). Interessantemente, a
amplifica¢do de N-miyc em aRMS mostrou uma correlagio
significativa com um prognéstico ruim, uma vez que 4 em 4
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dos casos com amplificagdo foram a ébito, mas somente 5
em 9 casos sem amplificagdo chegaram a esse fim. No estudo
de ES e pNET, onde foi observada a amplifica¢io de N-myc
e c-myc, também foram investigados varios outros oncogenes
com o intuito de comparar o padrdo de expressdo de oncogenes
entre estas duas formas de sarcoma. Os resultados mostraram
que o padrdo nos dois casos foi quase idéntico, o que é com-
pativel com o conceito atual de que ES é uma forma da cate-
goria pNET. No estudo, a expressdo dos oncogenes c-myb,
ets-1, rde-1 € dbl mas nio c-sis foi detectada.

O estudo da ativagidio de oncogenes em sarcomas de par-
tes moles estd continuando. Novos oncogenes especificos
para esse tipo de tumor ja foram descobertos, por exemplo o
SAS, (Sarcoma Amplified Sequence) que esta freqlientemente
amplificado em MFH e lipossarcomas (61).

No estudo do papel dos oncogenes em sarcomas de partes
moles, sem divida, a observagdo mais importante € a presen-
¢a de translocagbes altamente especificas para determinados
tipos de tumores que ativam a expressdo de uma variedade de
oncogenes. Translocac¢des estdo também associadas a
leucemias e linfomas mas nédo s@o encontradas em carcino-
mas. Essas translocagdes sio consideradas a base genética
fundamental dos sarcomas e, em fung¢éo de sua especificidade
para tipos de sarcoma diferentes, serdo consideradas em de-
talhe abaixo.

Mutacoes e outros marcadores genéticos especificos
para sarcomas de partes moles

I - Rabdomiossarcoma (RMS)

Rabdomiossarcomas (RMS) representam 50% dos
sarcomas de partes moles em criancas e adolescentes e uma
percentagem alta de tais sarcomas em adultos. Os rabdomios-
sarcomas se dividem em duas formas de prognésticos
contrastantes: a forma embriondria (eRMS), que € curdvel
em cerca de 80% dos casos, ¢ a forma alveolar (aRMS), que
¢ curavel eni menos de 40% dos casos, pela terapia em uso
atualmente. As duas formas da doenc¢a t&€m caracteristicas
genéticas bem distintas. A caracteristica importante do eRMS
¢ o LOH no cromossoma 11p, tipico da inativacao de um
gene supressor de tumor, mencionado acima (56,57). Em con-
traste a outros genes supressores de tumores, que sdo altera-
dos numa proporg¢ao dos tumores, o LOHem 1 Ip de eRMS ¢
uma caracteristica consistente desse sarcoma. A importincia
disso € que esse gene é provavelmente a base da doenca e a
sua alterag@o serve como um importante marcador diagnésti-
co diferencial, uma vez que nunca acontece em casos de
aRMS. A caracteristica importante do aRMS ¢é uma
translocacdo entre cromossomas 2 ¢ 13, definida como
1(2;13)(q35;q14), que € detectdvel na maioria dos casos de
aRMS (15,58,70,74). A translocagdo resulta na fusdo de um
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membro da familia de gencs “forkhead” (FKHR) no
cromossoma 13 com o gene PAX3 no cromossoma 2
(4,23,59). Tanto FKHR quanto PAX3 sdo fatores de transcri-
¢do e supde-se que a proteina hibrida, que resulta da
translocagdo, funcione como um oncogene pela ativagio
inapropriada dos alvos de transcrigio do PAX3. Nos casos de
aRMS que néo t&m 1(2;13) uma outra translocagio tem sido
observada: t(1;13)(q36;q14) que resulta na fusio de PAX7
com FKNR (13). PAX7 tem uma seqiiéncia muito semelhan-
te a0 PAX3, e considera-se provavel que as duas variantes de
translocagdo produzam protefnas que ativam os mesmos genes
envolvidos na patogénese do aRMS (66). Alteragdes genéti-
cas consistentes, que tém correlagio com a histologia da doen-
¢a, ja foram identificadas hd algum tempo no campo da
oncologia hematoldgica, mas ndio com tumores sélidos. As-
sim, aidentificagiio ¢ caracterizagiio das translocacoes t(2;13)
e t(1;13) em aRMS e LOH em | Ip em eRMS representam
grandes avangos para a genética molecular de cincer e per-
mitirdo alteragdes fundamentais no diagnéstico dessa doenga
(veja abaixo). Nessc contexto, uma outra caracteristica gené-
tica, que niio envolve genes supressores de tumores nem
oncogenes, ¢ importante na identificagdo de RMS. RMS sio
detectados com base na evidéncia morfoldgica de diferencia-
¢do miogénica. Uma abordagem mais objetiva e sensivel da
identificagio scria a detec¢do da expressio de genes especifi-
cos aos tecidos musculares. Um gene fundamental na dife-
renciagdo miogénica normal e neopldsica é o MyoD/, que
controla a expressio génica responsdvel pela diferenciagdo
(27). Em conseqiiéncia, a expressio desse gene ¢ detectdvel
na grande maioria dos RMS das duas formas e serve como
um marcador diagndstico para esse sarcoma (18). Nos casos
negativos para MyoD |/, a expressiio de outros gencs - MyfS e
niiogenina,- podem ser detectadas € também usadas como base
diagnéstica (8,75).

Il - Sarcoma de Ewing extra-dsseo e tumor neuroecto-
dérmico periférico primitivo

Virias linhas de pesquisa elaboradas durante a dltima dé-
cada (€m demonstrado que o sarcoma de Ewing ¢ simples-
mente a forma mais comum e menos difercnciada dos tumo-
res neuroectodérmicos periféricos primitivos (pNETSs)
(10,41,50). Assim, o sarcoma de Ewing extra-6sseo é um
pNET de partes moles. Outros tumores, como o tumor de
Askin e neuroblastoma adulto, também sio componcentes desse
sistema de pNETS, que € conhecido como a familia Ewing de
tumores. Toda essa familia de tumores contém uma
translocagiio altamente caracteristica, t(11;22)(q24;q12) em
cerca de 85% dos casos (3,16,19,25,29,68,71,73). A
translocag@io cria uma proteina de fusio entre os genes EWS e
FLI-1 (6,31,52). FLI-1 é um oncogene da familia ETS que
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ndo estd normalmente expresso em tecidos extra-hemopoié-
ticos em contraste com o EWS, que tem expressio ubiqua ¢
constituitiva. A translocagfo entdo, é responsdvel pela expres-
sdo constitutiva do oncogene e pelo desenvolvimento do tu-
mor (43,44). A translocagio t(11;22) ¢é detectdvel em cerca
de 85% dos pNETSs. Dos tumores negativos para essa
translocagdo, a metade tem uma outra translocagio
1(21;22)(q22;q1 1) (62,76). Nesse caso, a fusdo consiste do
EWS com ERG, um outro gene da familia ETS. As duas pro-
teinas de fusfo sdo funcionalmente equivalcntes e tém ativi-
dade de ativagio de transcrigéo. Vale notar que tanto RMS
quanto ES t€m duas translocagdes que sdo equivalentes em
induzir em malignizag@o. Assim, € possivel que haja uma re-
dundéncia de oncogenes no cromossoma humano com mais
de um gene com o mesmo potencial de formar translocagdes
tumorigénicas.

Uma observaciio recente demonstrou que sarcomas
bifenotipicos com diferencia¢do miogénica e neugénica tam-
bém contém t(11;22)(q24;q12) (63). Isso sugere que esse
tipo de sarcoma estd relacionado com a familia Ewing. Os
sarcomas nos quais a translocago foi detectada foram ini-
cialmente classificados como aRMS; entretanto, translocagoes
associadas com aRMS ndo foram detectadas. Estas observa-
¢Oes argumentam fortemente para o fato de que a classifica-
¢do dos sarcomas pedidtricos de partes moles deve conside-
rar informagdes genéticas além de informagdes morfolégicas.
Achados preliminares sugerem que até 10% dos sarcomas
classificados como aRMS sio, na realidade, da familia Ewing,
uma vez que contém a fusdo t(11;22) caracteristica (63).

III - Tumor de pequenas células redondas

Esse tumor, que € citologicamente semelhante, na maio-
ria dos casos, ao sarcoma de Ewing extra-6sseo e outros tu-
mores de c€lulas pequenas, é definido por uma translocagio
do EWS com WT1, (11;22)(p13;q12)36, (44). O gene WTI
codifica um fator de transcrigdo originalmente descoberto por
causa de sua associagdo com o tumor dc Wilms. Essa
translocagdo serve para distinguir esse tipo de tumor dos
pNETSs, principalmente em casos onde a desmoplasia carac-
teristica estd ausente.

1V - Sarcoma de células claras

O gene EWS € também envolvido numa outra translocagio
associada com o sarcoma de células claras t(12;22)(q13;q12)
(76). Nesse caso, a translocagfio cria uma proteina de fusio
com um fator de transcri¢éo, ATF-1, que ndo forma parte da
familia ETS. Até agora, relativamente poucos sarcomas des-
se tipo foram estudados quanto a presenga da translocagio;
aparentemente, ela acontece em mais de 80% dos casos. Essa
translocagfo sugere que existe um relacionamento estreito
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entre o sarcoma de células claras e os pNETs. Com certeza
essa translocagiio serd de grande valor no diagnéstico para
distinguir o sarcoma de células claras do melanoma maligno.

V - Lipossarcoma

O lipossarcoma mixdide tem uma translocagio caracte-
ristica entre cromossomas 12 e 16: t(12;16)(q13;q11)
(1,69,20,64). Essa translocagdo chama atengdo pela consis-
téncia de sua presenga no lipossarcoma mixdide e sua
especificidade para tumores deste tipo. A translocacdo envol-
ve o gene CHOP, no cromossoma 12 ¢ TLS/FUS no cro-
mossoma 16 (12,53). O TLS/FUS é um gene relacionado com
EWS e também tem atividade de ligar RNA. Além disso, o
CHOP é membro de uma familia de genes que codificam fa-
tores de transcri¢do e a proteina de fusdo; assim, tem capaci-
dade oncogénica por causa de ativa¢io génica alterada. Um
outro ponto de interesse é que o TLS/FUS também estd en-
volvido na translocagdo t(16;21)(p11,q22) em leucemia
mieldide (30,60). Nesta forma de leucemia a translocagdo é
com ERG, um dos genes envolvidos na translocagio
1(21;22)(q22;q11) em sarcoma de Ewing.

VI - Sarcoma sinovial

O sarcoma sinovial é também caracterizado por uma
translocacdo t(X;18)(pl1;q! 1) em quase 100% dos casos (40).
Até agora os genes envolvidos ndo sdo ainda conhecidos, mas
a especificidade e freqiiéncia da translocagéo prometem um
papel de alta importéncia no diagnéstico futuro desse sarcoma.

Aplicacao clinica de analise genética dos
sarcomas de partes moles

A freqiiéncia das translocagdes a sua especificidade para
determinado tipo de sarcoma torna sua detec¢io fundamental
no diagndstico e evolugio do tumor. Existem vdrias instinci-
as onde a classifica¢@o de um tumor ndo é simples e a deteccéo
de uma translocag¢io, ou no caso de eRMS um LOH, pode ser
de grande importancia. E provivel que, na luz da complexi-
dade da classifica¢do dos sarcomas de partes moles, o sarcoma
serd definido, no futuro préximo, por suas caracteristicas
genéticas e ndo por sua morfologia. Assim, a biologia
molecular mudard para sempre a base diagndstica desse im-
portante e complexo grupo de tumores. '

A detecgdo de translocagdes pode ser feita em menos de
um dia apds a bidpsia. Duas metodologias sdo disponiveis:
visualizagdo da translocagdo em células durante a interfase,
usando sondas fluorescentes (em inglés, fluorescent in situ
hypbridiation ou FISH), ou amplifica¢do do gene hibrido pcla
reacdo em cadeia da polimerase (em inglés, polymerase chain
reaction ou PCR). Ambas as técnicas tém uma baixa probabi-

lidade de falsos-negativos (<10%) mas, entre elas, provavel-
mente a PCR € de maior valor a clinica. A PCR é uma reagao
enzimdtica que envolve uma DNA polimerase termoestavel ¢
iniciadores altamente especificos para a seqiiéncia de interes-
se. A PCR tem a capacidade de amplificar seqiiéncias especi-
ficas do material genético e pode ser usada para determinar a
presenca ou auséncia de um gene com a da seqiiéncia de inte-
resse. No caso da detecgdo de translocagdes, o RNA mensa-
geiro serd detectado pela PCR usando, como a primeira eta-
pa, a conversio do mRNA para DNA, por transcrigfo reversa.
Assim, o teste se chama RT-PCR. A reagéo € ciclica, contro-
lada por altera¢des em temperatura, e tem a capacidade de
produzir até um bilhdo de cépias da seqiiéncia-alvo. APCR é
a base de essencialmente todas as aplicacdes clinicas da bio-
logia molecular, além de ser a ferramenta bdsica em pesqui-
sas para altera¢des genéticas associadas ao cancer. Existem
indmeros textos basicos que podem fornecer maiores deta-
lhes e esclarecimentos dessa importante metodologia (54,72).

E claro que a PCR tem um papel importante no diagndsti-
co inicial de um sarcoma pela detec¢do de alteragdes genéti-
cas associadas com cada tipo de tumor. Além disso, a PCR
tem aplicagéo no progndstico da doenca e avaliagédo do trata-
mento. A base dessas aplicagdes é a especificidade da
translocacdo para as células tumorais, que torna-se um
marcador para a presenca dessas células. Assim, a PCR pode
ser feita com RNA extraido de tecidos distantes do tumor,
como um teste altamente sensivel para metdstases. Assim, em
pacientes onde o tumor primdrio ja foi demonstrado positivo
para uma translocacdo, a PCR pode ser repetida com amos-

- tras de medula éssea, por exemplo, para avaliar o envolvimento
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deste tecido. Pacientes com metdstases na medula éssea tém
um progndstico pior do que aqueles sem tais metdstases, ja
possibilitando consideragdo de tratamentos mais agressivos.
Do mesmo modo, a reavalia¢ao da medula 6ssea em pacien-
tes positivos para metastases no inicio do tratamento serve
como um marcador da resposta a terapia. Ja foi publicado um
estudo inicial procurando a presenca de células com a
translocagio t(11;22) por RT-PCR na medula ¢ssea e sangue
periférico em casos de sarcoma da familia Ewing (51). Em
seis de 16 casos a medula ssea foi positiva para presenga da
translocagdo e em mais um o sangue periférico foi positivo.
Em dois de quatro casos, amostras positivas foram detecta-
das durante terapia. E necessdria a continuagio desse traba-
lho para se avaliar o significado dos achados em termos prog-
ndsticos.

Além do uso em diagndstico e progndstico dos sarcomas,
a especificidade das translocagdes abre outras perspectivas
futuras de terapia génica. Até agora nenhuma terapia dessc
tipo estd disponivel para aplicacdo clinica, mas na drea de
cancer uma das maiores possibilidades € o tratamento de tu-
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mores com translocagdes, por causa da total especificidade
da alteragio para as células tumorais. A idéia basica da tera-
pia génica € que pode-sc induzir alteragdes no genoma das
células, alterando seu fenétipo. Por exemplo, em casos de
deficiéncias metabélicas hereditdrias, o gene ausente ou
mutado pode ser introduzido para corrigir a deficiéncia. No
caso de cancer, a situagdo é mais complicada mas envolveria
mudangas nas células tumorais, que iriam formar as células
suscetiveis ao tratamento ou reverter diretamente o fenétipo
maligno. E experimentos in vitro tém demonstrado uma pos-
sivel abordagem genética para alteragio do fendtipo de célu-
las de sarcoma de Ewing com as translocacdes 1(11;22) e
t(21;22)49. Esses pesquisadores conseguiram introduzir, den-
tro das células, genes artificiais que produzem mRNAs com-
plementares (“anti-sense™), aqueles produzidos pelos genes
hibridos resultantes das fusdes. Os mRNAs complementares
tiveram a capacidade de interagir com os mRNAs das
translocag@es ¢ inibir sua tradugiio, reduzindo os niveis das
proteinas hibridas. As células com niveis reduzidos das pro-
teinas hibridas mostraram perda de malignidade, em testes in
vitro, e também quando usadas para tentar induzir tumores
em camundongos atdmicos. Esse experimento mostrou, as-
sim, que a expressao alta da proteina hibrida ¢ essencial para
malignidade, que € possivel reduzir sua expressio por mani-
pulagio génica ¢ que csta manipulagio efetivamente reverteu
o fendtipo das células. O grande desafio atual na drea da tera-
pia génica envolve, principalmente, o desenvolvimento de
métodos para introduzir genes in vivo, numa maneira especi-

fica e estdvel, para reproduzir os efeitos mostrados in vitro e
assim tratar tumores.

Conclusdes

Estudos de genética molecular contribuiram para os gran-
des avangos conquistados nos dltimos anos em nosso conheci-
mento da biologia de sarcomas, principalmente pela definigdo
das translocagdes cromossdmicas caracteristicas de vdrios des-
tes tumores. A definigio das translocagdes € o desenvolvimento
de metodologias sensiveis ¢ rdpidas para sua detecgiio abriram
perspectivas para o diagndstico de sarcomas de partes moles
baseado na detecciio destas alteragdes genéticas. Existem, tam-
bém, possibilidades de prognéstico e estagiamento molecular
baseados na detec¢do de metdstases. Os principios ja sio claros
e falta andlise de niimeros maiores de tumores ¢ padronizagio
dos detalhes das técnicas para se comegar a colocar estas possi-
bilidades na rotina clinica. Assim, o futuro préximo pode ser
visto como a época do diagnéstico molecular, que vai ajudar a
otimizar o uso de terapias atuais para o tratamento de sarcomas.
Esperamos uma época subseqiiente, na qual os avangos da ge-
nética molecular fornecerdo novas opgdes para o tratamento
destes tumores pelas técnicas de terapia génica ou pelo desen-
volvimento de novas terapias baseadas nas caracteristicas bio-
quimicas das proteinas hibridas presentes nos sarcomas. A con-
sisténcia das alteragdes genéticas nesta forma de cancer huma-
no ¢ a dependéncia de malignidade numa mutagio sé, os
sarcomas representam um dos alvos mais provaveis no desen-
volvimento de terapia génica para o controle de céncer.

Summary

Sarcomas, like other human tumors, are caused by mutations in oncogenes and tumor supressor genes. Among these
some, such as pS3, are frequently mutated both in sarcomas as well as other human tumors. On the other hand, there are a
number of mutations which are highly specific for particular sarcomas and which may serve as important diagnostic markers.
Examples of mutations with diagnostic potential include the translocation between PAX3 and FKHR in alveolar
rhabdomyosarcomas, the translocation between EWS and FLI-1 in primitive neuroectodermal tumors and the translocation
between EWS and ATF-1 in clear cell sarcomas. Each of these translocations can be detected by molecular methodologies
which may constitute an important part of the future diagnostic repertoire.
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