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O cancer em numeros

Estimated number of new cases in 2018, worldwide, all cancers, both sexes, all ages

Lung
093 876 (11.6%)

Breast
2 088 849 (11.6%)

Other cancers
8 323 793 (46%)
— Colorectum
1 849 518 (10.2%)
Prostate
1276 106 (7.1%)
Stomach
1033 701 (5.7%)
Oesophagus -~ Liver
572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%)
Total : 18 078 957
Data source: Globocan 2018 International Agency for Research on Cancer
Graph production: Global Cancer 3 ggﬂ:&

Observatory (http://gco.larc fr)



O maior desafio na saude publica mundial

Figure 1. Number of deaths due to heart disease and cancer: United States, 1950-2014
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Cancer: Um velho conhecido
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Impactos epidemioldgicos do diagndstico precoce

Diagnostico tardio
Sinais e sintomas da doenca

Doenca localmente invasiva ou
metastatica

Novos métodos diagndsticos
* Diagndstico por imagem

* Biopsias liquidas: analise de DNA
circulante ou células cancerigenas
circulantes
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O cancer pode ser evitado?

* 50% dos casos poderiam ser evitados
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Aspectos politico-econdmicos da oncologia

* Até a década de 1960: poucas informacdes acerca da
biologia do cancer

* “Guerra contra o cancer” (EUA): 9/12/1969

* “Nixon: you can cure the cancer” (The Washington Post e
The New York Times)

» Congresso investe no National Cancer Institute (NCI)
e 1971: corrida farmacéutica

* 2011: aniversario de 40 anos do National Cancer Act
(1971), o diretor do NCI, Dr. Harold Varmus considerou a
doenca incuravel

Fonte: COLEMAN, M. War on cancer and the influence of the medical-industrial complex. Journal of Cancer Policy, v. 1, n. 3-4, p. e31-e34, 2013.
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Impactos do cancer na economia

QUANTIDADE 100
em% agp
80

70

60

50

40

30

20

10

0

DESPESA 100
em% gp
80

70

60

50

40

30

20

10

0

2006 2007 2008 2009 2010 2011

2012 2013

Em 2013, a maior
quantidade de
medicamentos adquirida
pelo governo federal foi
para tratar doencas
cardiovasculares (vermelho)

Mas, quando analisados
com quais remédios o
governo gastou mais
naquele ano, observa-se
que foram com os
imunomoduladores (azul)
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A busca por uma explicacao

e Teoria humoral: Hipocrates - cancer resulta do
desbalanco de quatro fluidos corporais
(humor) - sangue, flegma (phlegm), bile
amarela e bile negra — levando ao acumulo
desta. Esta teoria foi aceita até a Idade Média
(1300), guando as autdpsias eram proibidas

e Teoria linfatica: proposta no século XVII,
acreditava que a vida consistia no movimento
de fluidos como sangue e linfa e que o cancer
era uma consequéncia do aumento da linfa

Hipdcrates
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A busca por uma teoria continua..

* Teoria do blastema: Muller demonstrou que
cancer era composto por células e nao por
linfa em 1838. Seu aluno, Virchow (1821-
1902) mostrou que as células cancerigenas
eram derivadas de outras células

 Teoria da irritacao cronica: Virchow (1858)
mostrou que a irritacao causava o cancer e,
mais tarde, Thiersch verificou que cancer
poderia se espalhar para érgaos distantes

Rudolph Virchow
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A busca por uma teoria continua..

 Teoria do parasita: até o século XVIII,
cientistas acreditavam que cancer era
contagiosos e se espalhava por meio de
parasitas

* Modelo estocastico: proposto pelo cirurgiao
e oncologista Karl-Heinrich Bauer (1928) e
confirmado com a elucidacao da estrutura do
DNA (1953), acumulo de mutagoes leva ao
cancer

Karl-Heinrich Bauer
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Conceitos basicos em oncologia

* Origem do cancer:
e Somatico: a partir de qualquer célula madura (90-95% dos casos)
e Germinativo: a partir de células embrionarias (5-10% dos casos)

* Tipos de canceres:

e Carcinomas (95%): originados a partir de células epiteliais
» Sarcomas (5%): originados a partir de células mesenquimais
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Processo oncogénico

Normal Initiated Focal Cancer
cell cell lesion

Repair Apoptosis Apoptosis
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Source: Klaassen CD, Watkins 18: Casareft & Doull’s Essentials of
Toxicology, 2nd Edition: http://www.accesspharmacy.com

Copyright € The McGraw-Hill Companies, Inc. All rights reserved.
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Carcinogénese: processo rapido ou demorado?

Carcinogenesis Takes Time

Normal Initiated Mild dysplasia Moderate dysplasia Severe dysplasia Carcinoma in situ
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Self-sufficiency in Insensitivity to
growth signal anti-growth signals

Evading
apoptosis

Sustained

angiogenesis ,.
Hallmarks
of
Evading immune Cancer
surveillance ‘
Oxidative
stress

Metabolic Proteotoxic
stress stress

Limitless replicative
potential

Mitotic

stress

Tissue invasion
& metastasis

DNA damage

rading Edge

erland

¢, Cambridge,
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Processo oncogénico

Normal Initiated Focal Cancer
cell lesion

Repair Apoptosis Apoptosis
%
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DNA damage Proliferation Proliferation

Initiation Promotion Progression

Source: Klaassen CD, Watkins 18: Casarett & Doull’s Essentials of
Toxicology, 2nd Edition: http://www.accesspharmacy.com

Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. All rights reserved.
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O que é necessario para a transformacao?

Mutacao

—>

Reparo
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Conceituando...

Mutacao: alteracao genética hereditaria que ocorrem em uma frequéncia < 1%

Polimorfismo: Alteracdes genéticas hereditarias verificadas em mais de 1% da populacao

Podendo ser germinativa ou somatica
DNA nuclear (DNAn) e/ou mitocondrial (DNAmt)
Hotspots
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Mas o que promove mutacoes?

* Fatores exogenos

» Agentes fisicos, quimicos e biologicos
* Agrotoxicos:

Causam 200.000 ébitos/ano mundo (ONU)

25 intoxicacdes/dia no Brasil

Venda no Brasil movimenta UUS 10 bilhdes/ano
20% do mercado global (USS 50 bilhées/ano)

2017: Brasil consumiu 540 mil toneladas (50% a mais do
que 2010)

Projeto de Lei (PL) 6299/02 — “Pacote do veneno”

Substituicao da avaliagao de pericolosidade
(mutagénese e teratogenese) por avaliagao de risco

Monsanto: condendado a pagar USS 289 milhGes a
Dewayer Johnson por cancer causado por Roundup

Projeto de léi coloca em debate o uso

de pesticidas: impulsionarn o produtividade
agricola, mas podem causar problemads de sadde
aos trabathadores e contaminar o ambiente

-
e SR e -’

AGROTOXICOS
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* Fatores enddgenos
* Erros de replicagao do DNA

» Taxa média de erros: 0,1 x 10~ ou 10°®/geracao
* Gene da distrofina: 1 x 104
* 1acada 20 pessoas herda uma mutacao deletéria

* Decaimento molecular: aumento das mutacdes com a idade
* Metabolismo oxidativo: radicais livres

ADN primase

il i
|
Il .|_|

lider Topoisomerase

‘lllllllll
ADN polimeras:
helicase

cadeia simple$,

proteinas de ligagéo
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Mutacdes gendmicas e génicas

Active genes Less active genes Interphase Metaphase

Nucleosome Chomatosomes Solenoid 30 nm fibre Chromatin Chromosome



Mutacdes gendmicas

* Envolvem regides cromossomicas
* Englobam varios genes

* Alteracdes numeéricas
* Poliploidias (3n, 4n, 5n etc.)
* Aneuploidias -
 Monossomias (45, x_, -1)
e Trissomias (47, x_, +21)
* Alteracdes estruturais - B
* DelecOes intersticiais ou terminais
* Duplicacoes
* Inversoes
* Translocacdes

| ipam

1
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Mutacdes génicas

NH, 1%
NN HNJS:N\
”@E,? I Hy

N + purines HoN™ N H
adenine Transitions guanine
Transversions Transversions
v< )v
'l‘""2 C Transitions i 0
"\/*N \E‘LNH
pyrimidines
- -
H -
cytosine thymine

Fonte: https://pl.wikipedia.org/wiki/Plik:Transitions-transversions-v3.png
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Tipos de mutacao por efeito na proteina

Point mutations

No mutation el |
Silent Nonsense Missense
conservative non-conservative
DNA level TTGC il ATC 11216 TGC
mRNA level AAG AAA UAG AGG ACG
protein level Lys Lys STOP Arg Thr
hH, NH,* tel iz

P HNP H,CYOH

-~

~ N o Y, k N
| T |

basic
polar
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Mutacdo missense (troca de sentido)

Missense mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.
oNA—CATCATCAT

bases [ I
- His H His H His

Amino acid

A
Ld

CATCATCAT
| | |

-<4 His H His H His HIZTMH His H His H His -
Y

Incorrect amino acid, which may
produce a malfunctioning protein.

.S, National Librany of Medicine
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Mutacao nonsense (sem sentido)

Normal protein-coding gene Mutated gene

Mutational event

DNA & GGA TTC §————— 3 3 GGAlTC 5
Smpiote Transcription Transcription
strand ; ;
and translation and translation
4 % \ Release
| GGA UUC ~ . GGA aion
mRBRNA & CCU AAG ]'\ mRNA 5’ e cCu mAG’ |5_ 3
] Sense \ - “Altered codon—
- » — k codon  SEam— : SE—— Now a nonsense
l l codon
Continued Premature termination
translation of translation

. '

Incomplete

Complete polypeptide formed

polypeptide formed

© 2010 Pearson Education, Inc.
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Insercao de nucleotideo

Insertion mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.

gm—»éA%éA+éA+éA+éA+éA+éA"r'
ases
-- His H His H His H His H His H His H His |-

Amino acid Insertion of a
single nucleotide.

-< His H His H His Thr Ser Ser Ser

Incorrect amino acid sequence, which R
may produce a malfunctioning protein.

U.S. National Library of Medicine



Mutacao frameshift

Frameshift mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.
ma—CATTCACACGTACTCATGCTAT

bases
- His H Ser H His H Val H Leu H Met H Leu |-

Amino acid
Deleted

Base
BT eI rrer=“re I T ErT I
TTCACACGTACTCATGCTAT
| l

Frameshift of one DNA base results  4,.. AL&d
in abnormal amino acid sequence.

U.S. National Library of Medicine
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Expansao de nucleotideos

Repeat expansion mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.

ENA—»éA'i'T"éAéAéé'i'/l\lf\'ll'(]:A'll'é.CI_'ll'A
ases | '
- His H Ser H GIn H Val H lle H Met H Leu |-

/Repeated trinucleotide

G
- His H Ser H Gin HEEDWHEETEH Vval H lle -

Repeated trinucleotide adds a string
of glutamines (GIn) to the protein.

N
Ld

Amino acid

.5, National Library of Medicine



Mutacdes espontaneas

e Tautomerismo:

* Alteracao reversivel do hidrogénio Ne tasl;;?tmeﬂc T
* Altera base para isomero diferente

 Pode causar pareamentos
indevidos: T-G ou C-A

Semiconservative

replication
Anomalous- g

to imino form
!Qa\

- Tautomeric shift

- ——

- Tautomer
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Mutacdes espontaneas

H H
P N
* Depurinagao: 0 ‘ ‘
¢ o &
@ "
* Remocao de A ou G do nucleotideo '
7 O ¥
* Nucleotideo despareado . o ‘o il
. ~ . ~ . o} N .’ i
* Replicacdo: insercdo de qualquer base na fita L e \""F—-o P
complementar éeuanine" Pue 0
i 1cA o lN
 Substituicao de base : ¢ @@
o o
C W0 3
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Mutacdes espontaneas

* Deaminagao:

* Remocao

citosina, produzindo uracila (C-U)

de

grupo

amino

da

* Replicacao: uracila é pareada com T,
levando a substituicao (C-G para C-A)

Cytosine

A
M L|: Dearrination _
/} Py
MH 5
N"";'é“x,—. _‘_,.-CH 3
/i lﬁ Deamiration )
~. CH
\.N.-r"'
v H

S-mettyl cytosine

Tiwyrnirte
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Quais as consequéncias moleculares das mutagdes?

Helices 1 and 4
alignment m
‘ P formation
N

‘

Helix 5
formation

T

Helices2 and 3 &
alignment

t=0us 18 us 18.9 MS 19.2 us 19.6 us Native state

Fonte: https://www.ks.uiuc.edu/Research/folding/
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Degradacao proteassOmica

riconoscimento

dispiegamento
r_e penetrazione_\

ubiquitinazione

, — riciclaggio ————-r~

Fonte: http://www.treccani.it/enciclopedia/proteosoma/
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Self-sufficiency in Insensitivity to
growth signal anti-growth signals

Evading
apoptosis

E Hallmarks é
of
Evading immune Cancer DNA damage
surveillance stress
g .ATP ‘ P
Oxidative Mitotic
stress = stress

Metabolic Proteotoxic
stress stress

Tissue invasion
& metastasis

Sustained
angiogenesis
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Estresse de reticulo endoplasmatico

HISTOLOGIA ESSENCIAL -
Gartner & Hiatt

ISBN: 9788535244649
Elsevier Editora

RE de transi¢ao
transportadoras

CIREG
Face cis

, V g =\
Vesiculas —q . ©
lisas e revestidas (@) * o
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Quais as consequéncias citopatoldgicas das mutacdes?

RP. Araldi et al. / Biomedicine & Pharmacotherapy 72 (2015) 74=-82

EARLY
NECROSIS

Cytotoxic i P
Genotoxic ' e
.'::::” .'...:“h . \ y
22 > C/ o\
Rupture of presmm—. >u

the membrane

EARLY APOPTOSIS

ANAPHASE
unsegregated
chromosome
Anaphasic bridge

acentric

fngmeme

celullar and
nuclear lysis >

causes Inflamation

! NECROSIS

MN ASSAY

» > Anaphasic bridge
2 Micronuclei

LATE °.
APOPTOSIS\
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Para refletirmos...

* Mutacdes em introns podem causar consequéncias clinicas?
* Toda mutacao é deletéria?
* Mutacao HbS (anemia falciforme) e prevencao da malaria

Normal Anemia falciforme

(

.... 2 5‘ =

: © hig -
'_' a® ~C

.‘\/‘( “Ce

Hemacias
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Ensaios de mutagénese aplicados a

toxicologia

e The Guideline S2 (R1) on Genotoxicity Testing and Data Interpretation for
Pharmaeuticals Intended for Human Use:

» ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)
» FDA (Food and Drug Administration)
»EMA (European Medicines Agency)

e Biomonitoramento:

» Pacientes submetidos a quimioterapia
» Evolucdo neoplasias

» Diagnostico diferencial de carcinoma cervical: TMN integrado ao
exame de Papanicolau (HPV)
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Como identificar mutacdes génicas?

tacgtcggaccet

gcgtctgggatge baattccactacat

Y

AATTCCRCTACAT
AATTCCRCTACAT

GCGTCTRGGATGC
GCGTCTRGGATGC

AACTTARCTTCAG
AACTTARCTTCAG

TACGTCRGACCCT
TACGTCRGACCCT

TACGTCRGACCCT

/\f
l’ l|
11

c.10284G>A



Teste de AMES

* Desenvolvido em 1971: Dr. Bruce Ames (Universidade da Califérnia)

* Emprega linhagens auxotréficas de Salmonella typhimurium (TA97a,
TA98, TA100, TA102, TA1535 e TA1537) - risco bioldgico

* Linhagens possuem mutacdes no operon da histidina (his-)

* Mutacao rfa: perda de LPS, facilitando internalizacao da droga-teste

* Deleg¢ao uvrB: aumenta a susceptibilidade a mutacao, pois produto do gene
uvrB participa do reparo por excisao

* Plasmideo pKMO01l: contém gene mucAB, que aumenta o numero de
mutacOes espontaneas
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Milieu sans histidina Milieu sans histidine Miliau sans hislidine
+ galmonelles his~ + salmonelles his~ + salmaonellas his™

Incubation I
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Teste de aberracdes cromossdmicas

* Extensivamente empregado no passado

* Método simples, porém laborioso

* Vantagem: permite detectar locus mutado

* Desvantagens: exige preparacao citogenética



Preparacao citogenética

add tissue add chemical to
sample -  stimulate mitosis
" J incubat add chemical to tranzsfer cells to tube
4-""' \r |fnc:u2 3 3 stop mitosizs in and centrifuge to
\f” OF -3 Qays metaphase concentrate in layers

Culture in a
grovyth medium

put cellz onto
microscope slide

R E T
an AE KK AN transfer to tube
EEHROBR .
nE ORE KK bk gont.ammg
fixative
cut out chromosome identify and add =stain to
pictures and arrange photograph enhance
into karyotype chromosomes chromosomes

Fonte: https://www2.palomar.edu/anthro/abnormal/abnormal_1.htm
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Analise de cariotipo - Sindrome de Down
T30 N T I
S S L T T I O I ¢
M s 0 122 2 il
. 1 | Y AA ‘ .

Fonte: http://www.chromoscitogenetica.com.br/down.html
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Sindrome de Down — translocacao robertsoniana

ia !3 ilz i 3 n CEL
,. ;: . . h N EQEE .........

19
Fonte:http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/diretrizes_cuidados_sindrome_down.pdf




Potencial mutagénico do papilomavirus (BPV)

o [ 4 < ’0 'o
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Hindawi Publishing Corporation o=
ISRN Oncology

Volume 2013, Article ID 910849, 8 pages

http://dx.doi.org/10.1155/2013/910849

Hindawi

Research Article

Chromosome Aberrations in Cells Infected with
Bovine Papillomavirus: Comparing Cutaneous Papilloma,
Esophagus Papilloma, and Urinary Bladder Lesion Cells

S.R.C. Campos,l T. C. Melo,"? S. Assaf,' R. P. Araldi,'” J. Mazzuchelli-de-Souza,'”
M. P. Sircili,"? R. F. Carvalho,'” F. Roperto,* W. Becak,"* and R. C. Stocco™’
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Pintura cromossOmica
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Teste do micronucleo

* Permite avaliar quebras no DNA
(clastogénese) e aneugénese

 Método pode ser realizado in vitro ou in
Vivo
* Micronucleos:

* Corpusculo de Howell-Jolly (termo
introduzido em 1951)

* Fragmentos acéntricos sao excluidos do
nucleo principal nos estagios tardios da
anafase

* Fragmentos cromossdmicos (clastogénese)

 Cromossomos inteiros (aneugénese) —
deteccao de proteinas do cinetdcoro
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Teste do MN com bloqueio de citocinese

A

* Requer cultura de linfécitos (72 horas)
* Requer tratamento com citocalasina B
* N3o requer uso de animais (Lei Arouca)

E6/CP

Oh §h

Micronucleus formation

A
o33

Nucleoplasmic bridge formation

AO0T4-SISINIMOLAD
220714 E-NISVIVHOOLAD
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1959: MN foi proposto como marcador de danos
citogeneticos

1970: Boller & Schimid desenvolvem o teste do
micronucleo em eritrocito policromatico (in vivo)

1976: Countryman_ & Hedle aperfeicoaram o metodo,
desenvolvendo o Teste do micronucleo em linfécitos
binucleados (in vitro)

Vantagens:

Método simples e barato
Nado requer analise de caridtipo
Elevado poder estatistico: contagem de 1.000 a 2.000 células

padronizacdo do método: consércio Roche, Novartis, Rhone-
Poulenc Rorer e Biologie Servie - International Workshop on
Genotoxicty Test Procedures
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Teste do micronucleo com FISH

Sonda telomérica

Fonte: Kus et al. (2018). DOI 10.1093/aob/mcy115
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Sonda centromeérica Sonda intersticial

Fonte: Kus et al. (2018). DOI 10.1093/aob/mcy115
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Teste de MN em eritrocitos policromaticos

* Requer uso de camundongos Swiss albino

* Grupos de 5 camundongos: controle
negativo, controle positivo (ciclofosfamida
50 mg/kg) e experimental

 Eutanasia: deslocamento cervical apos 48
horas da administracao da droga-teste

o) e
b ‘.?‘b.?
o) .'




Potencial mutagénico de anabolizantes

ANALISE DO POTENCIAL MUTAGENICO DOS ESTEROIDES
ANABOLICOS ANDROGENICOS (EAA) E DA L-CARNITINA
MEDIANTE O TESTE DO MICRONUCLEO EM

ERITROCITOS POLICROMATICOS SoreRmen

ANALYSIS OF MUTAGENIC POTENTIAL OF THE ANABOLIC ANDROGENIC STEROIDS (AAS) AND L-CARNITINE
BY THE MICRONUCLEUS TEST IN POLYCHROMATIC ERYTHROCYTES

ANALISIS DEL POTENCIAL MUTAGENICO DE LOS ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS (EAA) Y DE LA
L-CARNITINA MEDIANTE LA PRUEBA DEL MICRONUCLEQ EN ERITROCITOS POLICROMATICOS

Rodrigo Pinhelro Araldl (2idlogo) RESUMO
:;éd“o m:,“’eo"mm Introdugao: Os estercides anabdlicos androgénicos sdo usados por pessoas que desejam aumentar sua
Eiaias Fa sos da Sha massa muscular para cbter um melhor desempenhao nos esportes ou melhorar a aparéncia fisica. Os EAA sdo
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Alimentary Cofactors

R Franco de Cravalho, Instituto Butantan, Sao Paulo, Brazil

RP Araldi, Instituto Butantan, Sao Paulo, Brazil; and Universidade de Sao Paulo (USP), Sdo Paulo, Brazil

TA Nascimento de Lima and DG Modolo, Instituto Butantan, Sao Paulo, Brazil

J Mazzuchelli de Souza, Instituto Butantan, Sao Paulo, Brazil; and Universidade de Sao Paulo (USP), Sao Paulo, Brazil
W Becak and R de Cassia Stocco, Instituto Butantan, Sao Paulo, Brazil

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

Figure 6 Molecular identification of bovine papillomavirus-2 DNA sequences in cells collected from amniotic liquid of cow presenting esophageal
carcinoma.
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Ensaio cometa

 Single cell gel electrophoresis (SCGE)

* Introduzido por Ostling & Johanson

deteccao de danos induzidos por radiacao

* método empregado para:
* Biomonitoramento
* Genética toxicoldgica

Farmacovigilancia
Ecogenotoxicidade
Estudos de reparo de DNA

Pode ser realizado em Allum cepa, Aspergillus
Zebrafish

(1984):

ssp.,

\ NN N7
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* Vantagens:
* Simples e rapido (menos de 24 h)
* Elevada sensibilidade
* Baixo custo

* Permite avaliar toxicidade em sitios de
absorcao, metaboliza¢ao e excrecao

* Pradronizacao: International Workshop on
Genotoxicity Procedures

e consorcio multinacional de validag¢ao do EC:
* Testadas 838 drogas
* 56,3% mostraram potencial genotdéxico

In vivo
=
TISSUC Stammg Comet scoring
processmg
lemg
r/

[ TR
Cell suspension
l Neutrahzmg butfer pH7

2

Unwinding and electrophoresis
atpH 13 and 0.7-1 V/cm

Cell lysis solution

Fonte: http://focusnews.co/comet-assay-diagram.html
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Classificacao dos nucleodides
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Analise automatizada

Tail Moment Length




Comet-FISH
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Mutagenic potential of Cordia ecalyculata alone
and in association with Spirulina maxima for
their evaluation as candidate anti-obesity drugs
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Phytomedicine 23 (2016) 725-735

Contents lists available at ScienceDirect t PHYTO
medicine

Phytomedicine

journal homepage: www.elsevier.com/locate/phymed

Apoptotic effect of eugenol envolves G2/M phase abrogation (!)Cmmk

accompanied by mitochondrial damage and clastogenic effect on
cancer cell in vitro
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Ensaio de histona y-H2AX

Histona H2AX

e Variante da histona H2A
e Histona nucleossomal

. Part|C|pa do reparo de DSBs
 Complexo MRN (MRE11-RAD50-NBS1)

recruta ATM (qgmase) ' . / l \‘

* ATM fosforila histona residuo C-terminal
(Ser 139) da histona H2AX P53 <= Chk2)  BRCAI
* Processo ocorre em minutos _ — 4
e Histona y-H2AX atrai MDC1 que é
fosforilado por ATM DNA double strand break repair
» MDC1 serve como arcabouco para BRCA1 el s
° Numero de hlstonas v H2AX e Fonte: https://www.philpoteducation.com/mod/book/tool/print/index.php?id=802&chapterid=1072

proporcional ao numero de DSBs
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Imunofluorescéncia
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B) | DAPI staining and
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Fonte: Borrego-Soto et al. (2015) DOI 10.1590/51415-475738420150019
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Perrine extracts using Vero cells, human lymphocytes and mice e
polychromatic erythrocytes

Rodrigo Pinheiro Araldi®”, Maristela Oliveira dos Santos®, Fabiane Faria Barbon®,

Bruna Aparecida Manjerona“, Bruno Rosa Meirelles®, Pedro de Oliva Neto®,

Pedro Ismael da Silva Jtnior?, Lucinéia dos Santos®, Isabel Cristina Cherici Camargo®,
Edislane Barreiros de Souza®*



Biologia Molecular do Cancer

Biomedicine & Pharmacotherapy 72 (2015) 74-82

Available online at Elsevier Masson France
ScienceDirect EM|consulte
www.sciencedirect.com www,.em-consulte.com/en

& BIOMEDICINE
PHARMACOTHERAPY

Review

Using the comet and micronucleus assays for genotoxicity studies:
A review

Rodrigo Pinheiro Araldi *"¢, Thatiana Corréa de Melo ¢, Thais Biude Mendes “9,
Paulo Luiz de Sa Jinior?, Bruno Heidi Nakano Nozima¢, Eliana Tiemi Ito¢,
Rodrigo Franco de Carvalho?, Edislane Barreiros de Souza €, Rita de Cassia Stocco**

* Laboratério de Genética, Instituto Butantan, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil

® programa de Pos-graduacdo Interunidades em Biotecnologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB), Universidade de Sdo Paulo (USP), Sdo Paulo, Sdo Paulo,
Brazil

¢ Laboratdrio de Biologia Molecular, Genética e Mutagénese, Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis, Universidade Estadual Paulista "fiilio de Mesquita Filho"
(UNESP), Assis, Sdo Paulo, Brazil

4 programa de Pos-graduacao em Morfologia Funcional e Estrutural, Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), Sdo Paulo,
Sdo Paulo, Brazil

@ CrossMark



Biologia Molecular do Cancer

Mutacdes e heterogeneidade tumoral

Cancer Cell -- 10

YEARS OF

Neg 20

Special Collection

Cancer Stem Cells:
Impact, Heterogeneity, and Uncertainty

Jeffrey A. Magee,! Elena Piskounova,' and Sean J. Morrison™*

THoward Hughes Medical Institute, Children’s Research Institute, and Department of Pediatrics, University of Texas Southwestern Medical
Center, Dallas, TX, 75390, USA

*Correspondence: sean.morrison@utsouthwestern.edu

DOI 10.1016/j.ccr.2012.03.003
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O que determina a promocao do cancer?

O que causa o estimulo mitogénico?

Mutagao | Proliferacao |i
Repa ro Apoptose I
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stress “
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Consideracoes gerais

* Mutacao é necessaria, mas nao suficiente para causar o cancer

* Promocgao: estagio em que células geneticamente instaveis (mutadas)
sao estimuladas a se proliferarem

e Superexpressao de fatores de crescimento
* EGF (epitelial)
* FGF (fibroblastico)
* VEGF (vascular)
* PDGF (derivado de plaquetas)
* Etc.

* Sensibilizacao a fatores expressos pelo microambiente neolplasico
» Superexpressao de telomerases: imortalizagao celular
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Ciclo celular sob a dptica molecular

Nondividing
cells Resting
cells
G,
QO a0 %
RNA and
protein
M synthesis
Cell
division
DNA
RNA and replication ' S
protein
synthesis
G,

Qual fase do ciclo é mais contributiva para a proliferagao?

Qual fase do ciclo possui maior demanda bioenergética?

Como ocorre a ativacao do ciclo celular?

cyclin Cdk-activating kinase (CAK)
cydi\n

\
T-loop \_,
activating phosphate

(C) FULLY ACTIVE

cdk active site
(A) INACTIVE (8) PARTLY ACTIVE

Figus 1737 Matmcater Biimgy of the (ol Lo (¢ Ganrlond Scimece JOM
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Como estudar o ciclo celular?

* Métodos devem ser alinhados com o propdsito
* Analise da progressao neoplasica

0 £l 80 120 160
Channels (FL3-A)




A medida que o cancer progride, o que
ocorre com a pressao de oxigénio?
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Bioenergética celular

* Vida requer energia livre do ambiente e matéria-prima para realizar
as reacoes cataliticas necessarias a vida

* Energia livre: necessaria a propagacao da informacao genética
(hereditariedade)

* Matéria-prima: essencial na sintese de DNA, RNA e proteinas

* seis elementos sao essenciais: carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio,
enxofre e fosforo

* Quando ocorrem abalos na producao de energia ou no aporte de
matéria-prima, célula morre

* Adenosina trifosfato (ATP): principal fonte de energia livre da célula



Metabolismo aerdbico e sintese de ATP

Intermembrane Cristae
space

Outer Cristae junctions
membrane

Inner
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Visao geral do metabolismo oxidativo

R o
D v o ¢ {/?e u

»
-,
.
Y =

- //
»

2

/(/

g =
-
ey =
= =
) Sy
_— .
o~ —
o~ -.
sy | =l
R =
e’ =
L ~d
-~ < L)
_— »
.~ St
. Rl
) D)
— Rt
- s o~
- =
o~ ; —
= Oxidative ,~,
B’ phosphorylation o
.”0 p'-s.b
e 2 A
o o -‘s-‘i
(e » : L)
S o
XS .~-
-~ L)
S, L)
— = )
:A-C 'Q.
bty >y
= =

¢

N

&,

{/,;.

-

-

2, £
D pronoococceonancecnonnnonon0nn00c0on00e0n000n0so0nnnnaneonnanaccCR"
‘/(/(”."’.’lfl?lgl_l{l{l?t{l{t{l{mflfl 1$2220822204% il{l{t{!{t{!{lﬁl{lﬁl{tgmf_t{l{l(lil{l{tgt{l{!{l{lil{lfl{t{l{!{lfl@gm?}‘}\i}\}'

----- -

b



Biologia Molecular do Cancer

Bases moleculares da bioenergética

Electron Transport Chain

Intermembrane space

H H H

- %.‘ !
L N L i

Q / \ N \2e-
FADH,

)
|

NADH FAD H,0

2H" + 1/20,
NAD" + H"

Mitochondrial matrix Inner mitochondrial membrane
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Curiosidade...

imds rotativos
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Radicais livres

Hydrg

ANTIOXIDANTES

RADICA
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Consequéncia da progressao do cancer
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Differentiated tissue
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Efeito Warburg no microambiente neoplasico
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Angiogénese sustentada
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Mecanismo de angiogénese
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Disseminacao de células cancerigenas

Carcinoma in situ Carcinoma 1nvasivo

Transicao epitélio-mesénquima (TEM)
- 1908: Frank Lillie
- 2005: Elizabeth Hay
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Transicao epitélio-mesénquima (TEM)

Fendtipo Fendtipo
oL TEM P
epitelial mesenquimal
TEM SR ALON JIETEN SAIRI A It <: : ;
* (‘r ,J*‘ I r ‘} i ~.!,:;1;1JL‘#\\(_\ @
°/e) Lo/

== \ A 4

E-caderina Perda de marcadores N-caderina
Citoqueratina epiteliais e ganho de Vimentina
Z0-1 mesenguimais Vinculina
Laminina 1 Fibronectina
Desmoplaquina B-catenina
Colageno IV Integrina a5B1
SNAIL
SLUG
Twist
a-SMA

o] Célula epitelial Célula em TEM
(9) Célula cancerigena é:) Célula em TME
&7 Fibroblasto {@_} Célula imune
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Alteracdes verificadas na TEM

- Alteracoes fenotipicas reversiveis: redu¢ao de marcadores epiteliais
¢ aumento de mesenquimais

- Alteracoes no metabolismo energético: conferindo aporte de ATP ¢
reducao de danos por EROs

- Resisténcia a apoptose com perda de adesdao (amoikis): necessario
durante migracao

- Aquisicao de fenotipo-tronco: resisténcia ao estresse

- Aquisicao de fenotipo migratorio: filopodios e aumento da
velocidade de migragao

- Degradacao da matriz extracelular.
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Organizacao dos tecidos

Monrar & M0 0 & dater b o
Epitélio
Integrinas
MEMBRANA BASAL
lnfsgrinas * Colageno tipo IV
e * Laminina
. Células endotellgls « Proteoglicano

Glicoprotefnas Capilar

Proteoglicano

MATRIZ INTERSTICIAL

» Colagenos fibrilares Colageno tipo IV

* Elastina

* Proteoglicano Laminina
Proteoglicano de coldgeno e hialuronan

em ligagéo cruzada
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Aquisicao do potencial migratdrio

Sitios de
adesdo
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Polaridade celular
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Mecanismos de adesao celular
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Time-lapse - Células normais
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Time-lapse — Neoplasia benigna
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Time-lapse — Neoplasia maligha
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TEM e células-tronco cancerigenas

S EMT model of metastasis — %
. \h-——m—
Cell with — 3 _’o =
mesenchymal traits = — -
(oeferD

Gene signature common
to EMT and CSCs:

* vimentin

* TGFB

* TWIST1

* SNAI1 or SNAIZ

* /EB1 or ZEB2
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Células-tronco cancerigenas e heterogeneidade
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Células-tronco cancerigenas

Current cancer
treatments

rO

Initial Tumor Cancer Stem Cells Survive Recurring Tumor
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Consequéncias das CTCs

Cell Stem Cell

Cancer Stem Cells: Current Status
and Evolving Complexities

Jane E. Visvader'-2* and Geoffrey J. Lindeman?-22

'WBCRC Laboratory, The Walter and Eliza Hall Institute of Medical Research, Melbourne, VIC 3052, Australia
2University of Malbournea, Parkville, VIC 3050, Australia

*Department of Medical Oncology, Royal Malboume Hospital, Parkville, VIC 3050, Australia
*Correspondence: visvader@wehi.edu.au

DOI 10.1016/|.stem.2012.05.007
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Imunoterapia
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Biopsias liquidas
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Perspectivas da oncologia

* Investir em diagnadstico

* Integrar os conhecimentos

* Transpor dados gerados na bancada para clinica (translacional)

* |dentificar biomarcadores de CTCs

* Desenvolver novos imunoterapicos

* Diagnosticar metastases antes de sua formacao (bidpsias liquidas)
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