GENETICA E GENOMICA DO
CANCER

Profa. Drav. Vanessau S. Silveirar
Departowmenio-de Genetica - FMRP-USP




‘M

, . INCA
O que e o Cancer???



Ceélula

2
Agente
cancerigeno

Tecido

Celula infillrado i
cancerigen INCA

le |



m -

INCA

Como surge o

cancer?e

Nucleo
Citoplasma Membrana celular

Carcinogénese

, Célula tumoral
Célula normal



TRES ESTAGIOS DE EVOLUCAO

Tecido alterado
Célula tumoral Tumor

Desprendem-se
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Estagios 1 e 2

@ Promogao

o Iniciagao A célula alterada continua a
sofrer acdo de agentes que
estimulam a sua multiplicacao
(agentes promotores) e
transforma-se em células
malignas ou cancerosas

A célula sofre acao dos agentes
cancerigenos iniciadores, que
alteram a estrutura do DNA

Agentes
promotores

Agentes iniciadores
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Estagio 3

© Progressao
Estagio de progressao

Multiplicacéo )
descontrolada Acumulo de
das células celulas Tumor

alteradas cancerosas



Clonalidade tumoral

Célula normal

Segunda
Mutacgao

Terceira
Mvutacao

Quarta
Mutagao
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CELULAS MALIGNAS



CELULAS NORMAIS DIVISAO CELULAR

CELULA MUTADA
Formam tecidos e 6rgaos Células normais crescem, se Célula normal pode sofrer
reproduzem (duplicagao de DNA) alteracao no material genético
e morrem (DNA)
AGENTES
CANCERIOGENICOS
%Qm (o)
OCANCER REPRODUCAO CELULAR
Células mutadas invadem e Célula mutada pode se dividir
outros tecidos e 6rgaos 4

de maneira desordenada e
dar origem ao tumor




Tumores - classificagcao

De acordo com o tecido e o tipo celular de origem

Células epiteliais JRLL______ 2 CARCINOMAS
Tecido conjuntivo
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Epidemiologio

Principal causa de morte entre 45-60 anos

Incidéncia no Brasil em 2014 (INCA)

126.290 mortes
402.190 casos Novos



Estimativas

Brasil (Consolidado) adb oié
segundo sexo e localizagdo primaria* (TABELA 1) ’.’,fi.

Estimativas para o ano de 2014 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes e do nimero de casos novos de cancer, o 1.'.

Estimativa dos Casos Novos

Localizacdo Primaria da
e dos | Copitais | Estads | Capitais

EENET
Prostata 68.800 70,42 17.540 82,93 - - -
Mama Feminina - - - - 57.120 56,09 19.170 80,67
Colo do Utero - - - - 15.590 15,33 4.530 19,20
Traqueia, Brénquio e Pulmao 16.400 16,79 4.000 18,93 10.930 10,75 3.080 13,06
Cadlon e Reto 15.070 15,44 4.860 22,91 17.530 17,24 5.650 23,82
Estomago 12.870 13,19 2.770 13,07 7.520 741 2.010 8,44
Cavidade Oral 11.280 11,54 2.220 10,40 4.010 3,92 1.050 4,32
Laringe 6.870 7,03 1.460 6,99 770 0,75 370 1,26
Bexiga 6.750 6,89 1.910 8,91 2.190 2,15 730 2,97
Esdfago 8.010 8,18 1.460 6,76 2.770 2,70 540 0,00
Ovario = = = = 5.680 5,58 2.270 9,62
Linfoma de Hodgkin 1.300 1,28 410 a,72 880 0,83 420 8,64
Linfoma ndo Hodgkin 4,940 5,04 1.490 6,87 4.850 4,77 1.680 7,06
Glandula Tirecide 1.150 1,15 470 1,76 8.050 7,91 2.160 2,08
Sistema Mervoso Central 4,960 5,07 1.240 5,81 4.130 4,05 1.370 5,81
Leucemias 5.050 5,20 1.250 5,78 4.320 4,24 1.250 5,15
Corpo do Utero - - - - 5.900 5,79 2.690 11,24
Pele Melanoma 2.960 3,03 o950 4,33 2.930 2,85 1.150 4,57
Outras Localizagbes 37.520 38,40 9.070 42,86 35.350 34,73 8.590 35,49

Subtotal | 203930 | 200,77 | 51100 | 24130 | 190520 | 16713 | 50710 | 24845 |
Pele ndo Melanoma 98.420 100,75 19.650 92,72 83.710 82,24 22.540 95,26

Todas o3 Neoplasas 302350 | 30953 | 70750 | 33608 | 274230 | 26935 | 81250 | 34385 |

* Mumeros amedondados para 10 ou multiplos de 10




Distribuic@o - BRASIL

Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2014 por sexo, exceto pele ndo melanoma* (FIGURA 1)

Localizacdo primaria CAS0s NOVOoS
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Cancer

DOENCA GENETICA

~atores genéticos

~atores epigenéticos

~atores ambientais



Fatores ambientais

tonte: UICC

relacdo entre fatores ambientais e ocorréncia de cdncer

30%

80% a 90% dos casos de

cdncer podem ser evitados
através de mudangas infeccoes :
de busbsitae. 10% vacine-se contra
o HPV
comportamento

Apenas 10% a 20% dos

|

cinceres s&o familiares ou genéticos. 3
alimentacao |\ e :
menos HETS A O use preservativos
gorduras frutas \ ¥ev. sempre
fast-food legumes &% % . <
refrigerantes verduras \ 3 Ny a-sed os ol
em Botaf npo Grande produtos industriais 1% | |
2 PEAINS ! SAr RO . aditivos alimentares 1% |
Tijuca e Madureira. ligu IHIT medicamentos 19 Leia maisem: oncovitaewordpress.com



Fatores ambientais

Fumo = 50 carcinbgenos

CA tiredide & acidente radioativo em Chernobyl

CA codlon/reto & gordura safurada e carne vermelha
Frutas/vegetais = agentes protetores

CA mama & estrogenos exdgenos ou enddgenos



Cdancer — Fatores Genéticos

MUTACAO

- |
o




O ciclo celular

Estimulo de
Condensacdo M crescimento
da cromatina Mitosis RNA e proteinas

G2 ’ G1
Gap 2 Gap 1
GO
Resting
S
Synthesis

Duplicagao do
DNA
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Cancer

BASE GENETICA

Mutacoes



= Somaticas: Nndo
transmissiveis

= Germinativas:
herddveis

Tecido
somatico Progénie
. normal
Tecido
germinativo
Setor
mutante
Progénie
normal
Progénie

com mutacdo



Mutacoes De Novo

Sem histérico de cdncer hereditdrio na familia
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Tipos de danos ao DNA

Danos Endégenos

Erros de incorporacdo de bases
durante a replicacdo
Estresse oxidativo, alquilacdo

DANO

Danos Exégenos

= Radiacdo ultravioleta, ionizante
= Agentes quimicos

Cadeia de DNA



Fonte: de Boer J , Hoeijmakers J H Carcinogenesis 2000;21:453-460

Agentes mutageénicos

Raios X, Raios UV
Radicais livre, Erros de Hidrocarbonetos Raios X Agentes
Agentes alquilantes replicacao aromaticos antitumorais

$ ¥ 8 @

Uracila_ Mal pareamento Formacio Quebra dupla
Quebra fita A-G dimeros Ligacao entre fitas
simples T-C



Mutacoes de ponto

DNA normal
AAAATACGTGCA

UUUUAUGCACGU

— Phe — Tyr — Ala — Arg — Peptideo normal

Mutacgao silenciosa

DNA mutado
AAGATACGTGCA

UUCUAUGCACGU

—Phe — Tyr — Ala— Arg — Peptideo normal

Mvutacao de sentido trocado

DNA mutado
AAAATACCTGCA

UUUUAUGGACGU

—Phe — Tyr — Gly — Arg— Sequéncia de aminodcido
ligeiramente alterada



Mutacoes de ponto

Fita de DNA

UUUUAAGCACGU Mutacao sem sentido
RNAmMm mutado

STOP

— Phe . i
CODON' pgrada da sintese proteica

Mutag¢ao na matriz de leitura

Delecdo na matriz de leitura

Insercdo na matriz de leitura /T
T
AAATATACGTGCA AAAA ACGTGCA
UUUAUAUGCACGU UUUU UGCACGU
RNAmM mutado
— Phe — lle — Cys — Thr — . . . . — Phe — Leu — His — Val — M
Sequéncia de aminoacido in

completamente alterada



SNP - Polimorfismo de nucleotideio unico

= Mudancas de um Unico
nucleotideo distribuidas por todo

O genoma.

= Aproximadamente 1:1350 pb no

genoma

=  Cercade 1.42 milhoes de SNPs

no genoma

n Polimorfismmos com dois alelos

Proteina funcional



Mutacdes em sitios de Splicing

Exons
DNA /\
1 2 3 4 5
1N N [ N

Transcrito primario 1 2 3 4 5

/\IA splicin\

MRNA 1 2 3 5 of 1 2 4 5




Mutacoes cromossomicas

Grandes delecoes
Insercoes

Rearranjos cromossdmicos
O Translocacoes



Rearranjos cromossomicos

Delegoes Translocagoes
= - Insercdes

Cromossomo % 3\ Cromossomo

5 normal ==  5deletado
5 -
g - Inversoes
3 = Duplicagoes
Cromossomos em Double minutes - DM Regides homogeneamente |

anel coradas




Grandes delecoes e insercoes

Caridtipo espectral - SKY
O Cdancer de Maoma




Mutacoes cromossomicas




Cromossomo Filadéelfia- Ph1

Leucemia mieldide cronica
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Instabilidade cromossomica

Amplificagcao génica - Aumento da expressao génica
C-MYC, HER-2/NEU, CCNDI1

Double minutes (DM): DNA circular extracromossdomico
Regides Homogeneamente Coradas (HSR): infracromossomico

Amplificacdo do MYC




Cancer - Mutacoes

= Carcinégenos

= Ciclo celular

= Checkpoint

= Diferenciacao celular
= Senescéncia celular

= Metdastase e Invasao




Ciclo celular

' REPARO
GENES SUPRESSORES
TUMORAIS \ (& /

S

OC“
"7@6‘@ Nitos€
Centrémero Metdf
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ONCOGENES



LESOES RETARDAM PROGRESSAO
DO CICLO CELULAR

|Reparo do DNA |

Bloqueio do

ciclo celular <
(Checkpoint)

\

——»_:
Gencrepers NA




Oncogenes

O Proto-oncogenes que sofreram mutacAo

O A maioria deles atua como mutacdo dominantes de
ganho de funcao

0 Causa alteracao do ciclo celular

O Ndo ocorrem na linhagem germinativa




ONCOGENES

00O Proto oncogene

Mutacdo dentro do gene O Gene € movido

MuUltiplas copias do gene

PAra um Novo
locus no DNA

}

mx_-_x

e

T
Oncogene Novo promotor

Ativacao 1 Ativagdo normal y Ativagdo normal i

excessiva das vias de 0 das vias de °
das vias de proliferagdo- 0 proliferagao- “
proliferagao 63 quantidade 0 quantidade c

- excessiva da excessiva da

quantidade proteina proteina

normal da

proteina



Mutacoes reguladoras

Células normais da mama Células tumorais HER2+

¢V tj\“’ﬂ

&
L2y
Sinal Q. .;.,
\
e

Nécleo (
)

1. Quantidade normal de receptores 2. Excesso de receptores HER2
HER2 envia sinais para a célula se envia uma quantidade anormal de
dividir e proliferar sinais para a célula se dividir e

proliferar



Genes supressores tumorais

Gene supressor Mutacdo - Gene supressor
tumoral tumoral

crescimenfo N&o funcional

Q IP r%’(elp d gormdl “ Proteina
l NIBICAo do l alterada

Divisdo celular Divisdo celular descontrolada
controlada



GENE TP53 - GUARDIAO DO GENOMA

= TP53 : (17p13) segundo principal gene supressor de tumor

descoberto

= Mutado em ~ 50 % dos tumores humanos

Damaged DNA

INONANININ
'

Cell cycle arrest

Apoptosis

Mutagénese:

Perda de controle do ciclo
celular que é necessario
para reparo do DNA lesado
= aumento de células com
mutagoes

Perda da apoptose:
importante ativador da
morte celular programada
= muitas células falham em
enfrar em apoptose em
resposta a lesoes no DNA.
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Cancer

Esporadico x Hereditario



Hipotese - “Dois Eventos”

- , PRIMEIRO SEGUNDO
. Delecdo
NOVO £ Pt
Alelos ‘ H mu’roc;oo b I_( ’_ I_ff -
selvagens ><_,>< )( Perda de fungcao do gene
J | | ‘ ‘ ‘ supressor de tumor
L LU

Células somdticas o ~
CANCER




Hipotese - “Dois Eventos”

Delecdo

Nova
mutacdo

—_—k

Alelos
selvagens

SINDROME DE PREDISPOSICAO AO CANCER

Ddegoo
Mutacdo H H Aumento da -
‘ —A ) ( proliferacdo celular F@V:\ N (@ =
\J v/
PRIMEIRO SEGUNDO
EVENTO EVENTO

Células germinativas



Sindromes genéticas

Sindrome Gene
Li Fraumeni TP53
Cowden PTEN
Sindrome de Down Trissomia 21
Muir - Torre MSH2, MLH 1




ALELOS

)

D d

L v
Alelo Alelo
dominante recessivo
D')')D DU) (’ d{'D (‘(d
Homozigoto Heterozigoto Homozigoto

i recessivo
dominante



Diferentes Loci, diferentes alelos —

Fendtipo

Cromossomo 17/ Cromossomo 13

Alelo (gene)

Locus

(local do gene)
Alelo (gene)
Locus

(local do gene)

BRCA1 BRCA2

v v

Cancer hereditdrio
Mama e ovdario



Condicdo de Heterozigose: equilibrio

e

e *%
Alelo normal Alelo mutante
e
W e

Genes de susceptibilidade ao

€ Mutacdo na linhagem germinativa cancer



Perda de Heterozigose (LOH)

Alelo normal Alelo mutante

Perda do alelo normadl

! ! ! l ! !

Perda Delecdo Translocagado Perda e Recombinacgdo Mvutacado
cromossomica desbalanceada reduplicagao mitética de ponto
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Gendtipo e fendtipo

Cdancer - 50% de penetrancia
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Penetrancia - ldade

Cancer colorretal

Mutacdo mismatch repair- HNPCC

Portadores da

mutacao

% Individuos afetados

Populacdo geral

|[dade




Penetrancia incompleto

Pai *’ Mae
afetado normal
on BE
Normal )
Afetado i’
Portador ]

T 0n 11 68

P

Portador Normais Afetado thcer esporadico



Efeito Fundador — Populacdo Ashkenazi

Freuguéncia 1:40

ﬁ O
BRCAI c.b68 69del/ E BRCA 2 A2 c.594é6delT
c.5266dupC gene
13

- —

BRCA 1
I 9ene

17

Cdancer de mama e ovadario



Mutacoes no gene BRCA - Risco de cancer

Sa— Portadores de mutacoes no
gene BRCA
s—— Populacdo geral

7 96%-87%

Cancer de mama Cancer de mama Cancer de ovdario
aos 50 anos aos 70 anos aos 70 anos



Efeito fundador — Regido Sul do Brasil

TP53

“-._Rio Grande do Sul
'|I__J\.h- g

e
=, =
L--

Carcinoma de adrenal,
Cdncer de mama,
Osteossarcoma,

carcinoma de plexo cordide






Cdancer de colon

Célula ) Perda ?u rescimento ) Rdenomn
Mutacao Celular ‘ I

ﬁet;ase

A flormay) em5p ° Exagerado
Mutacao
ras
é;ma Perda @ma Perda ﬂ;ma
~ CR.17 | 111 BR. 18 | II
Gene T Gene

Supressao tumoral p53

Supressao tumoral DCC



Oncogenes - RAS

Colon

@ Loss

of tumor- 9 Loss
Suppressor 9 Activation of tumor-
gene APC of ras suppressor
(or other) oncogene gene p53
v i 9 Loss > \—\ eAddltlonaI -
Colon wall . of tumor- mutations :
Normal colon Small benign suppressor Larger Malignant
epithelial cells growth gene DCC benign growth tumor
(polyp) (adenoma) (carcinoma)

©2011 Pearson Education, Inc.



Mecanismo de ativacao de proto-

oncogenes

Mecanismo Tipo de gene ativado Resultado

Mutacao reguladora Fatores de crescimento  Aumento da expressao
OU Secrecao

Mutacao estrutural Receptores de fator de  Autonomia de expressao
crescimento,
proteinas de
transducao de sinal

Translocacao, insercao Oncogenes nucleares Expressdo excessiva
retroviral,
amplificacao do gene



Genes supressores fumorais

Primeiro gene supressor de tumor descoberto — RB

= Atuam recessivamente: ambas as copias devem ser perdidas

para a perda da fungao celular

Teoria de Knudson:
= primeiro alelo herdado com mutagao (10. Evento)

= alelo normal perdido ou mutado na infancia (20. Evento)=
células da retina

*Perda de Heterozigose (LOH): perda do alelo
(frequentemente por delecao ou monossomia)

*RB: controla a entrada do ciclo celular =
regula o ponto de restricao G1= $




Retinoblastoma

= Tumor maligno da retina

= |Incidénica: 1:20.000

@

. &
= locus RB1l estaem 13g14 =

= Penetr@ncia é 20%

Deletion

Rbt — } ——— Rb~

Normal Retinoblastoma
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Retinoblastoma

= Esporadico
= Unilateral

= 60%

= |nicio fardio
» Mutacdo somdatica




Retinoblastoma

= Hereditdrio
= Bilateral

= 40%

= MUltiplo O

= |nicio precoce O LB O-

Retinoblastoma Normal

» 15% casos: unilateral bié | d) | (5 1



http://www.bvcnow.org/opacities.jpg

Genes supressores fumorais

Gene
RB1

APC

NF1

NF2
P53

VHL
WTT
P16 ou MTS1

Localizagdo
13914

5921

17911

22912
17p13

3p25
11p13
921

Cancer hereditario

Retinoblastoma

Polipose adenomatosa
familiar

Neurofibromatose tipo |

Neurofibromatose tipo
S. Li-Fraumeni

D. Von-Hippel Lindau
Tumor de Wilms

Melanoma familiar

Cancer esporadico

Refinoblastoma, carcinoma de
bexiga, mama, eséfago,
pulmao, osteossarcoma

Carcinoma de cdlon, reto,
pdncreas e estomago

Carcinoma de cdlon e
astrocinoma

Meningioma, schwanoma

Carcinoma de bexiga, mama,
colon e reto, eséfago, figado,
pulmdo, ovdario, cérebro,
lifomas e leucemias,
osteossarcoma

cdancer renal
Tumor de Wilms

Melanoma, fumor cerebral,
leucemia, carcinoma de
bexiga, mama, rins, pulmado,
ovdrio, sarcomas



Genes de reparo do DNA

Instabilidade gendmica

Mutacoes podem afetar as vias de regulacdao do
crescimento e diferenciacdo celular

Susceptibilidade a quebras cromossomicas induzidas
por raios X, luz ultravioleta e certos agentes quimicos.



Falha no Reparo

Consequéncias

O

e - Parada no ciclo
celular
S G
> |nibicdo - Apoptosis
= Transcricdo
= Replicacdo
. Mutace Cancer
U1AGOSs - Envelhecimento

—> = Aberracoes cromossomicas Doencas congénitas



Xeroderma pigmentoso

= Defeitos na via de reparos por excisdo de nucleotideos (NER)
= Mutagcoes em genes de reparo

XPA, XPB, XPC, XPD, XPE, XPF, XPG

= Susceptibilidade elevada de
desenvolvimentos de cancer de pele |

= Média de idade: 8 anos




Heranca autossomica recessiva

Sindrome Tumor Gene
Ataxia Teleangectasia Linfoma ATM
Sindrome de Bloom Tumores solidos BLM
Xeroderma pigmentoso Cdancer de pele XPB,
XPA,
XPD

Anemia de Fanconi

Leucemia mieldide aguda FACC,
FAGA




GENES E HERANCA

Heranca dominante

fv-sis - glioma e fibrosarcoma
v-erbB = sarcoma

v-abl 2 leucemia
_nev - neuroblastoma

Oncogenes <

ganho de fungao

Heranca recessiva

‘Rb1 > refinoblastoma hereditdrio
p53 =2 sindrome de Li-Fraumeni
BRCA1 - cdncer mamadrio e ovarianao
\NF 1 2 neurofibromatose 1

Supressores de tumor <

perda de fungao

> Predisposicao ao cancer



MUTACOES GERMINATIVAS

Afravés das predisposicoes herdadas
pode-se estimar o risco individual de
se adquirir uma forma especifica

5 de cdncer



Susceptibilidade ao cancer: lacunas

= Cdancer de mama
= 5-10% dos casos tem mutacdo nos
genes BRCAIT/BRCAZ

= 10-20% dos casos familiares ndo

apresentam mutacdo nos genes
BRCAIT/BRCAZ



Mecanismos epigenéticos



Chromosome l:

Modificagao
de histonas

RNA de
interferéncia

...........................................

--------------------------------------------

Metilacao
do DNA



Silenciamento génico - Metilagao do DNA - llhas CpG

Transcri¢ao ativa

=

Transcri¢ao inativa

=

M//// “Exon3 T

Metilacdo das ilhas CpG - distante da regido promotora




Alteracoes epigenéticas e cancer

Silencio franscricional de genes supressores tumorais
pela hipermetilacdo e desacetilacdo de histonas na
regido promotora

Hipometilacdo gendmica global
Perda de eventos imprintados

Falta epigenética da regressdo de parasitas
Imtragendmicos

Aparente defeito genético nos genes relacionados
com a cromating



lteracoes no padrao de metilacdo do DNA

Hi o -
ipometilagdo ,  Hipermetilagao

Glob i
X al Regido especifica
e Y /
) i - %
Normal
Cancer

Acumulo de alteragoes epigenéﬂcas



Sinais infra e extracelulares

) , Genética
Céelulas normais

Células neopldsicas

= Transcricdo Recombinacdo
= Diferenciacdo Reparo do DNA
= Replicacdo do DNA



Genomica do Cancer
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Genomica do Cancer

Células cancerosas

Cancer familial

Mutacoes



ldentificacao de genes do cancer

Investigagao larga escala
Mutacoes — SNP array
ExpressQo génica

Sequenciamento em larga escala

MMJJ /V\A AN\/\MAW/

GCTGCCTACC GGGCAAGAAG GCG AAGCTT £ TGAGACCTGGAG
Y RQ G




Tratamento

Vacina cancer de Utero

Imunovacina



Genotipagem de fumores

Doenca residual minimao
Tratamento individualizado

Farmacogendomica
* |ndividuos
= Tumor

= Otimizacao terapias anti-tumorais
= Fatores adversos






Predisposicdo genética para o cancer

Importante para a prevencdo da doenca
devem ser realizados por laboratdrio especializado

o0 médico gue solicita o exame deve saber
interpretda-lo

deve ser realizado apos informagdo e
conhecimento prévio do paciente

O feste deve ser seguido de aconselhamento

O paciente ndo deve tirar suas proprias conclusoes
sobre o exame

o resultado do exame deve ser sigiloso.



Dilemas eticos

Todas os individuos devem ser testados?

Qual a percentagem de erro do testee

O teste positivo significa que o individuo desenvolverd a
doenca? Em que idade?

Quais as repercussoes psicoldgicas do teste?
As cirurgias mutilantes profildticas devem ser realizadas?

Essas cirurgias reduzem a probabilidade de desenvolver a
doenca@?

Qual a conseqUéncia de um teste positivo para os familiares
do individuo festado?

Os testes devem ser feito com um codigo de nUmeros ou
pseudonimose



Se eu tivesse uma historia
Familial, eu faria o teste

De predisposicao

/




Questoes para fixagdo

Quais as principais alteracdes genéticas associadas ao desenvolvimento do
cdncere

Cite as principais classes de genes envolvidos com a progressdo celular
desordenada.

Qual a diferenca entre canceres espordadicos e hereditarios?

Discutir a importadncia da investigacdo de marcadores tumorais



