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1 INTRODUGAO

A cromatina constitui-se de complexos de DNA associados a proteinas
estruturais denominadas histonas e nao-histonas. Sabe-se que a estrutura da
cromatina exerce um papel importante na expressdao génica e que
modificagcdes como acetilagao, desacetilacao e fosforilacdo de histonas podem
levar a mudancas na arquitetura de nucleossomos e remodelamento da
cromatina, o que pode resultar em um aumento ou repressdo de genes de
transcricdo.(1) As duas modificagbes mais estudadas sdo a acetilagdo e a
desacetilagdo de lisinas em histonas do nucleo, que sdo controladas por
enzimas denominadas de histonas acetiltransferases (HAT) e histonas
desacetilases (HDAC).(2)

Alguns padrdes de expressao genética das células resultam do balango
entre a atividade de HAT e HDAC. Um desbalanco na acetilacdo de histonas
esta relacionado ao desenvolvimento de diversas doencgas, incluindo cancer.(3,
4) Existem atualmente descritas trés classes de histonas desacetilases:1)
classes l/Il: relacionadas a locais especificos na cromatina e que atuam através
de um mecanismo de acetilagdo Zinco — dependente; 2) classe Il ou sirtuinas:
estruturalmente e mecanicamente distintas das outras classes, atuam através

de um mecanismo nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) — dependente.(5)
(6)

Dentre as sirtuinas, a enzima Sir 2 (silent information regulator 2),
localizada no nucleo, foi descrita no fungo Saccharomyces cerevisiae e possui
importante papel no silenciamento de transcricdo genética através de trés loci
especificos: teldmeros, DNA ribossomal e locus de silenciamento.(7) Observou-
se que na superexpressao de Sir 2 havia uma desacetilagado de histonas, o que

caracteriza a enzima Sir 2 como uma histona desacetilase (8)

A Sirtuina 1 (SIRT1) pertence a familia de enzimas Sir 2 de histonas
desacetilases NAD — dependentes encontrada em mamiferos. A desacetilacao
promovida por SIRT1 parece estar envolvida com a regulagdo da ativagao da
transcricdo e apoptose relacionada ao gene p53 (gene supressor tumoral).

Ainda, em células sob estresse, SIRT1 promove sobrevida celular por inibir a



apoptose dependente de p53. A SIRT1 parece modificar a cromatina
diretamente, silenciar a transcrigdo génica, modular o checkpoint meidtico e

promover um efeito antienvelhecimento.(8-10)

O cancer de endométrio € uma das neoplasias mais prevalentes em
mulheres na pds-menopausa. O aumento da expectativa de vida observado
nas Uultimas décadas ressaltou a importancia da identificacdo desta
enfermidade. A maioria das pacientes no momento do diagndstico apresenta a
doencga em estadios precoces, sendo o tratamento cirurgico eficaz no controle
da doenga. Pacientes com tumores de alto grau, invasdo profunda do
miométrio, extensao para cérvice, metastases para linfonodos e doencga extra-
uterina apresentam maior risco de recidiva sendo indicado tratamento
radioterapico adjuvante. A quimioterapia tem sido utilizada na doenca

avancgada ou recorrente, e possui um papel limitado.(11)

Dessa forma, o tratamento desta patologia € basicamente cirurgico,
sendo a radioterapia um tratamento complementar e a quimioterapia um
tratamento de resgate com resultados pobres, tornando-se necessaria a
pesquisa de novas alternativas terapéuticas. Um novo enfoque em oncologia
tem sido a busca de moléculas que possam ser alvo de terapia com anticorpos
monoclonais. Varios agentes que alteram a metilagdo do DNA ou modificam as
histonas tém sido propostos como novas drogas terapéuticas e seu uso vem
sendo testado em varios trabalhos. Inibidores de histonas desacetilases
(IHDAC) estao envolvidos em estudos de fase | e Il e sdo capazes de induzir a

diferenciagao celular, parada no ciclo celular ou apoptose em tumores.(12)

Com o intuito de encontrar um possivel alvo terapéutico em cancer de
endométrio, buscamos identificar, quantificar e comparar a expressao da
enzima SIRT1 (histona desacetilase) em amostras de endométrio tumoral e
normal, bem como verificar a expressao de p53 e receptores hormonais de

estrogénio (RE) e progesterona (RP).



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ORIGEM DA ENZIMA SIRTUINA 1 (SIRT 1)

As moléculas de DNA (acido desoxirribonucléico) dos cromossomos
existem como “complexos” associados a uma familia de proteinas
cromossOmicas basicas denominadas histonas € a um grupo heterogéneo de
proteinas acidas nao-histonas. Estes complexos de DNA associados a
proteinas denominam-se cromatina. Cerca de 140 pares de bases de DNA

estdo associados a cada centro de histona.(13)

Assim, a cromatina contém o DNA, histonas e diversas outras proteinas,
em um arranjo como um colar de contas. As contas representam os
nucleossomos, que consistem em um segmento de DNA firmemente enrolado
em um nucleo de 8 moléculas de histonas (2 H2a, 2 H2b, 2 H3 e 2 H4). O
segmento entre os nucleossomos € composto primordialmente por DNA,
histona de ligacdo H1 e proteinas nao-histonas (Figura 1). As histonas de
ligagdo H1 exercem um papel primordial na regulacédo de alguns genes de
transcricado e parecem estar envolvidas em mecanismos de envelhecimento e

apoptose.(14)
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Figura 1: Estrutura da Cromatina (15)



A maioria das histonas é sintetizada na fase S do ciclo celular,
chamadas de histonas de replicagcao dependente. O fato da sintese de DNA
ocorrer juntamente a sintese de histonas indica que uma perturbagdo na
coordenacao destes dois eventos pode ter consequéncias deletérias para a
célula. As células eucariocitas respondem ao dano do DNA ativando varias vias
de reparo a fim de manter a integridade do genoma.(16) A radiagao ionizante
(mecanismo de dano de DNA) em mamiferos induz uma redugao nos niveis de
RNAm de todos os subtipos de histonas de replicacdo—dependentes, o que

ocorre em paralelo a inibigao da sintese de DNA.(17)

Varios estudos recentes tém demonstrado que a estrutura da cromatina
exerce um papel importante na expressao génica. Modificagbes como
acetilacao, desacetilacdo e fosforilacdo de histonas podem levar a mudancas
na arquitetura de nucleossomos e remodelamento da cromatina, o que pode
resultar em um aumento ou repressdao de genes de transcricdo. As duas
modificagcdes mais estudadas sdo a acetilagdo e a desacetilacdo de lisinas em
histonas do nucleo, que s&do controladas por enzimas denominadas de histonas

acetiltransferases (HAT) e histonas desacetilases (HDAC).(2)

Alguns padrbes de expressao genética das células resultam do balango
entre a atividade de histonas acetiltransferases e histonas desacetilases. Um
desbalango na acetilacdo de histonas esta relacionado ao desenvolvimento de
diversas doengas, incluindo cancer.(3) (4) Existem atualmente descritas trés
classes de desacetilases:1) classes l/ll: relacionadas a locais especificos na
cromatina e que atuam através de um mecanismo de acetilagdo Zinco —
dependente; 2) classe Il ou sirtuinas: estruturalmente e mecanicamente
distintas das outras classes, atuam através de um mecanismo nicotinamida

adenina dinucleotideo (NAD) — dependente.(5, 6)

Dentre as sirtuinas, a enzima Sir 2 (silent information regulator 2),
localizada no nucleo, foi descrita no fungo Saccharomyces cerevisiae e possui
importante papel no silenciamento de transcricdo genética através de trés loci
especificos: teldmeros, DNA ribossomal e locus de silenciamento.(7) Observou-
se que na superexpressao de Sir 2 havia uma desacetilagao de histonas, o que

caracteriza a enzima Sir 2 como uma histona desacetilase. (8)



O processo de silenciamento genético requer residuos de lisina na
porcdo amino-terminal de proteinas histonas H3 e H4. Estes e outros residuos
de histonas estdo acetilados quando a cromatina esta ativa e estdo
desacetilados na cromatina silenciada.(8) A Sir 2 possui um mecanismo NAD
dependente: para cada lisina desacetilada, uma molécula de NAD ¢ clivada e
produz nicotinamida e O-acetyl-ADP-ribose. Este ultimo composto tem sido
proposto como um importante sinalizador, cofator, para a atividade catalitica do

efeito silenciador do gene Sir 2.(18)

A Sirtuina 1 (SIRT1) pertence a familia de enzimas Sir 2 de histonas
desacetilases NAD — dependentes encontrada em mamiferos. Desacetila as
lisinas 9 e 14 da histona H3 e especificamente a lisina 16 da histona H4;
possuindo um dominio catalitico comum que se conserva desde os fungos até
humanos. A desacetilagao promovida por SIRT1 parece estar envolvida com a
requlacédo da ativagdo da transcricdo e apoptose relacionada ao gene p53
(gene supressor tumoral). Ainda, em células sob estresse, SIRT1 promove
sobrevida celular por inibir a apoptose dependente de p53. A SIRT1 parece
modificar a cromatina diretamente, silenciar a transcrigdo génica, modular o
checkpoint meidtico e promover um efeito antienvelhecimento. O gene SIRT1

localiza-se no cromossomo humano 10g21.3.(8-10)

2.2 O PAPEL DO SIRT1

2.2.1 Gene p53

O gene supressor tumoral p53 exerce um efeito antiproliferativo que
inclui parada no ciclo celular, apoptose e envelhecimento celular em resposta a
varios tipos de estresse.(19) Mutag¢des no gene p53 tém sido documentadas
em varios tumores e terapias com drogas antitumorais tém sido baseadas na
reativacado deste gene e na inativagdo de genes antagonistas. A ativagao do
gene p53 parece ser mediada através de mecanismos de fosforilagdo e
acetilagao, envolvendo histonas acetiltransferases, como a CBP/p300. (20)
Uma vez que a sirtuina 2 (Sir 2) em fungos apresenta uma atividade de

silenciamento genético e expanséao do ciclo celular, foi desenvolvido um estudo



em células de camundongo e humanas, com o intuito de demonstrar a
interacéo entre Sir 2 / SIRT1 e p53. (9) Este estudo evidenciou que : 1) o gene
p53 se liga fortemente ao Sir 2 (camundongos) e SIRT1 in vitro e in vivo, sendo
um substrato para Sir 2; 2) a desacetilagdo promovida pela Sir 2 antagoniza a
ativagdo e apoptose via p53; 3) a desacetilagdo de p53 mediada por Sir 2 é
inibida pela NICOTINAMIDA (inibidor SIRT1); 4) a Sir 2 inibe a apoptose
dependente de p53 em resposta ao dano DNA e ao estresse oxidativo, mas
nao de uma forma p53 independente; 5) a expressdo da mutagdo de Sir 2
aumenta a sensibilidade das células em resposta ao estresse. Assim, os
autores concluem que Sir 2 promove a sobrevida celular sob estresse por inibir

a apoptose dependente de p53.(9)

Para testar a interagdao entre o gene p53 e Sir 2 foi realizado um
experimento utilizando linhagens celulares de cancer de pulmao.(21)
Observou-se que SIRT1 se liga diretamente com a proteina p53 in vivo e
especificamente desacetila o residuo K382 na porgao C- terminal de p53. A
consequéncia funcional desta acao é a atenuagao da atividade de p53 como
um fator de transcricdo sobre p21 (a acetilacdo de p53 promove upregulation
da ciclina p21 — produzindo o efeito citostatico). Deste modo, a partir destas
observacodes, pode-se inferir que, em células de mamiferos, a sinalizacdo do
sucesso do reparo completo do dano celular pode ser mediada via SIRT1 para
proteinas acetiladas como o p53 que estavam incumbidas de realizar parada
no ciclo celular a partir do dano do DNA. Através da desacetilacdo de p53 ha
reversao da apoptose e entrada da célula em seu processo fisioldgico. A partir
dos conceitos prévios de que a maioria dos tumores humanos apresenta
alteracao na sinalizagao genética via p53, pode-se inferir que a superexpressao
de SIRT1 em células cancerigenas incipientes poderia contribuir para a
inativacdo de p53. Ainda, inibidores de desacetilases, como SIRT1, poderiam
potencializar a apoptose de células cancerigenas, constituindo potenciais

drogas antitumorais.(21)

O HIC1 (Hypermethilated in Cancer 1) é um gene supressor tumoral
sinérgico ao p53 e inativado em alguns tumores. Tem como fungao regular a
apoptose dependente de p53 em resposta ao dano de DNA. Através do

dominio POZ, o HIC1 é complexado com a SIRT1 e promove a expressao da



mesma. Esta interacdo e regulagdo da transcricdo da SIRT1 parecem ser
essenciais para o controle da resposta do p53 ao dano de DNA. A inativagao
do HIC1 leva a uma superexpressdo da SIRT1 em células normais ou
cancerosas e isto desacetila e inativa o gene p53, permitindo as células nao
entrarem em apoptose e sobreviverem ao dano no DNA. Assim, um aumento
na expressao de SIRT1 pode prolongar a sobrevida celular ou envelhecimento
e deste modo, aumentar o risco de cancer. Concluindo, a perda de HIC1 leva a
um aumento de SIRT1 que desacetila p53, impedindo o controle sobre a

apoptose celular.(22)

Com o intuito de examinar o papel de SIRT1 na fungdo de p53 foi
realizado um estudo utilizando um potente inibidor seletivo da atividade
catalitica de SIRT1 denominado EX-527. (23) Em células submetidas ao dano
de DNA (através do uso de Etoposide), a inibicdo de SIRT1 pelo EX-527
resultou em um aumento da acetilagdo de p53, porém nao houve um aumento
na expressdo de genes controlados pelo p53 (p21 e BAX), sobrevida ou
proliferagdo celular em linhagens de células epiteliais mamarias. Em contraste,
o uso de inibidor de histonas desacetilases de classes | e [l - TRICOSTATIN A
(TSA) — provocou um aumento na acetilagao de p53 com reducéo da sobrevida
e crescimento. O uso concomitante de EX-527 e TSA provocou um aumento na
acetilacdo de p53 sem alterar a sobrevida e o crescimento celular. Assim,
SIRT1 desacetila p53, mas nao altera a viabilidade e proliferagao celular apds o
dano DNA; além disso, o uso de TSA combinado com EX-527 é sinérgico para
o aumento da acetilagdo, mas ndo para sobrevida celular (em contraste com o
uso isolado de TSA). Desta forma, apesar de SIRT1 desacetilar p53, parece
nao existir um papel na sobrevida celular em algumas linhagens epiteliais, o
que sugere que a interacdo de SIRT1 com outras proteinas pode ser mais

importante do que sua agao catalitica.(23)

Outro estudo envolvendo o uso de substancia antitumoral Evodiamina
em linhagens de células de melanoma demonstrou uma diminuicdo na
expressao de SIRT1 e um aumento na atividade de p53 e da proteina Bax,
sugerindo que a inativagdo de SIRT1 pode estar envolvida na morte celular

através de p53 e Bax induzida por esta substancia.(24)



A partir destes trabalhos pode-se afirmar que existe interacdo entre
SIRT1 e p53 e que a desacetilacdo de p53 induzida por SIRT1 é capaz de inibir
a apoptose em alguns tecidos, mas o potencial efeito desta agdo ainda esta

para ser bem estabelecido.

2.2.2 Func¢ao hormonal, restricao calérica e longevidade

O fator IGFBP-1(Insulin—like growth factor-binding protein 1) exerce
multiplas fung¢des fisioldgicas através de mecanismos dependentes e
independentes do fator IGF (/nsulin growth factor), como metabolismo da
glicose, crescimento pds-natal, regeneracao celular e sobrevida. A expressao
de IGFBP-1 é rapidamente regulada através da transcrigdo genética promovida
por horménios e citoquinas. Fatores de transcricdo como FoxO (forkhead box
transcriptional factor class O) interagem com respostas sequenciais de insulina
e mediam o efeito inibitério da insulina na expressao de IGFBP-1. O fator FoxO
parece ser acetilado por p300/CBP e desacetilado por SIRT1, assim, SIRT1
parece desacetilar e aumentar a funcdo destes fatores. A fim de verificar o
papel de SIRT1 nesta via, foi realizado um estudo para testar a interacdo de
SIRT1 com FoxO e concluiu-se que a expressao de SIRT1 estimula IGFBP-1
de modo dependente e independente de FoxO. A via independente de FoxO
parece utilizar outros fatores como MAPK (mitogen-activated protein kinase).
Deste modo, existe um papel de SIRT1 na regulacdo IGFBP-1 e nas rotas

metabdlicas associadas a este fator.(25)

As vias de sinalizagdo enddécrina coordenam o desenvolvimento
fisiol6gico normal e participam de patologias como o Cancer e Diabetes. Estas
vias respondem a inumeros sinais externos, incluindo estresse ambiental e
aporte de nutrientes; a compreensdo destas vias pode ser um passo
fundamental para o desenvolvimento de novas terapéuticas. Em uma revisao
sobre o papel de SIRT1 e a sinalizacdo enddcrina, foi realizado um estudo
descrevendo uma série de eventos sinalizadores que ocorrem a partir da

restricdo caldrica ou jejum:



- durante periodo de restricdo caldrica ou jejum ha ativagdo da

transcricdo de SIRT1;

- SIRT1 ativa a gliconeogénese e reprime a glicélise no figado via
desacetilagdo de PGC1-a, aumentando a liberagdo de glicose na corrente

sanguinea;

- no pancreas, SIRT1 reprime a transcricao de UCP2 (uncopling protein
2: reduz a capacidade da célula B em converter glicose em ATP), aumentando,
assim, a sintese de ATP a partir da glicose e, consequentemente, aumentando

a secrec¢ao de insulina;

- no tecido adiposo, SIRT1 inibe depdsito e aumenta a liberacdo de

gordura através da repressao de PPARYy. (26)

Em um estudo envolvendo restricdo caldrica em ratos houve um
aumento da expressdo de SIRT1 associada a proteina ku70, modulando a
suscetibilidade das células a apoptose induzida pelo estresse. No mecanismo
de apoptose induzida pelo estresse, existe uma recolocagcdo da proteina
citoplasmatica Bax para a membrana externa da mitocédndria e liberagcdo de
citocromo C. Na célula normal, a proteina Bax €& inativada através da
associacdo com o fator de reparo do DNA denominado ku70. Durante o
estresse, acetiltransferases acetilam lisinas K539 e K542 em ku70 e rompem a
ligacao ku70 - Bax, permitindo que a proteina Bax se una a mitocéndria e inicie
apoptose. A acao do SIRT1 consiste em manter os residuos de lisinas K539 e
K542 de KU70 em um estagio desacetilado para deixar a proteina Bax longe da
mitocondria, impedindo o inicio da apoptose e aumentando a sobrevida celular.
(27) Em outro estudo sobre restricdo calérica em ratos, verificou-se que
durante o periodo de fome a enzima SIRT1 se liga ao gene de armazenamento
de gordura aP2, reprimindo sua transcricdo génica e promovendo a liberagéo

de gorduras para a corrente sanguinea (downregulation da adipogénese).(28)

2.2.3 Receptor androgénico e cancer de prostata

Anormalidades no receptor de androgénios (AR) tém sido relacionadas a

patogénese e progressdo do Cancer de Prostata. O receptor de androgénios €
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um fator de transcricdo DNA-ligante que determina a diferenciacdo e o
desenvolvimento sexual masculino, sendo sua atividade regulada por
horménios, como a dehidrotestosterona (DHT), que aumenta co-fatores como
p300 e inibe histonas desacetilases, sugerindo que a acetilagdo de AR é uma
consequéncia fisioldgica da ativagao hormonal.(29) Os niveis de acetilagdo séo
controlados por histonas acetilases e histonas desacetilases. A partir dos
estudos envolvendo SIRT1 com p53 e sobrevida celular ao estresse,
desenvolveu-se um trabalho com o intuito de verificar o papel de SIRT1 na

funcao do receptor androgénico in vitro e in vivo e identificou-se que:

- células tumorais de prostata que expressam AR (linhagem LNCap)
tratadas com SIRTINOL (inibidor de SIRT1) tiveram um aumento na acetilagao
de receptores de androgénios, sugerindo um papel de SIRT1 na regulagédo da

acetilacdo de AR,;

- SIRT1 reduz os niveis basais de receptores de androgénios em 10% e
praticamente anula os niveis de DHT induzidos pelo excesso de AR, assim, a

atividade transcricional de AR é reprimida por SIRT1;
- SIRT1 reprime p300 (acetilase — promove a ativagao de AR);

- 0 crescimento celular das células tumorais de préstata foi inibido pela
expressdo de SIRT1, o que sugere que SIRT1 inibe carcinogénese,

bloqueando proliferacao celular;

- a fim de verificar o papel de SIRT1 em células tumorais que expressam
ou ndo AR, foi comparado o crescimento de duas linhagens tumorais, uma que
expressa AR e outra deficiente em AR; nas linhagens tumorais de préstata que
nao expressam AR (PC3 e DU 145), a expressao de SIRT1 nao afetou o

crescimento celular.

-mutagdes pontuais no AR resultam em resisténcia a repressdo de
SIRT1.

Assim, SIRT1 possui um papel na reducado da sinalizacdo e da fungao
dos receptores de androgénios. O aumento da atividade destes receptores, a
partir da perda de fatores repressores, tém sido relacionado ao crescimento

células tumorais de prostata. SIRT1 parece exercer um papel inibitério nestes
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receptores e promover a regulagao da proliferagdo das células tumorais(fator
protetor de sirt1). (30)

Outro estudo envolvendo trés linhagens celulares tumorais de préstata
(LNCap PC3 e DU 145), verificou um aumento na expressdo de SIRT1 em
todas as linhagens em comparagdao com as células normais de prostata. Este
aumento foi de 2,2 e 2,5 vezes maior na linhagem PC3 e DU145 (ndo
expressam AR) em comparacgéao a linhagem LNCap (expressa AR), identificado
através de real-time PCR. O uso de SIRTINOL (inibidor de SIRT1) promoveu
quimiossensibilizacdo de cisplatina e campotecina, resultando em inibicdo do
crescimento celular nas linhagens PC3 e DU145 (linhagens com maior
expressdo de SIRT1). A diferenca de expressdo de SIRT1 nas linhagens
também pode ser devida a falta de expressdao de p53 na linhagem PC3,
causando um aumento na expressao de SIRT1. O papel de SIRT1 no
crescimento celular parece ser diferente nas linhagens celulares de tumores de
prostata dependendo dos receptores de androgénio. Nas linhagens sensiveis
deidrotestosterona e superexpressdao de SIRT1, ao passo que nas linhagens
que ndo expressam androgénios (PC3 e DU145), SIRT1 estd associada a

maior resisténcia ao quimioterapicos e a proliferagao celular. (31)

Com o objetivo de determinar a expressdo de SIRT1 em tumores de
préstata, foi realizado um estudo utilizando 30 bidpsias de tumores malignos de
prostata submetidos a analise imunohistoquimica de SIRT1, Bax e bcl-2. O
percentual de células positivas para SIRT1 foi maior nos tumores em
comparagao com células normais luminais, bem como a intensidade da
coloracédo de SIRT1 também foi 2x maior nas células tumorais (fator promotor
da carcinogénese). Houve expressao de Bax nas células tumorais (98%) e nao
nas células normais; porém nao houve relagdo entre a intensidade da
expressao de Bax e SIRT1. Houve minima expressdo de bcl-2 nas células
tumorais. Estes achados sugerem que em tumores de prostata, ha
superexpressao de SIRT1 podendo este marcador ter funcido promotora da
carcinogénese. Contudo, outros estudos também em tumores de prostata
verificaram que SIRT1 poderia ter um papel protetor nas linhagens que

expressam receptores androgénicos. As controvérsias a respeito de SIRT1
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demonstra a complexidade desta enzima e seu papel em diferentes
mecanismos celulares. Mais estudos envolvendo SIRT1 e esclarecendo sua
funcdo nos diferentes tecidos devem auxiliar a esclarecer este potencial alvo

terapéutico.(32)

Recentemente outro estudo envolvendo SIRT1 e préstata foi
desenvolvido para verificar a interagdo com coartactin . A proteina coartactin
estd aumentada em tumores de cabega e pescocgo, esbéfago, estbmago, colon,
mama e ovario e esta associada a migragao e invasado das células tumorais.
SIRT1 interage diretamente e desacetila coartactin, promovendo a migragao
celular. A fim de verificar a expressao de coartactin nos tumores de proéstata, foi
feito um estudo utilizando as linhagens celulares DU145, LNCap e PC3.
Coartactin esta superexpressa na linhagem DU145 em comparagdo com as
demais. A perda da expresséo de coartactin e de SIRT1 nas linhagens DU 145
evidenciaram diminuicdo na invasdo mais do que na migragao das células.
Deste modo, SIRT1 e Coartactin teriam um efeito promotor nas linhagens
DU145. (33)

2.2.4 DBC1e mama

Sirt1 esta envolvido em diversas rotas celulares regulatérias que
envolvem alguns substratos como p53, FOXO e ku 70- fatores envolvidos na
apoptose celular, silenciamento genético, metabolismo da glicose e gorduras e
envelhecimento. Varios estudos colocam SIRT1 entre um papel promotor ou
supressor da carcinogénese. Recentemente, DBC1 (Deleted in Breast Cancer
1 ), uma proteina nuclear com gene localizado no cromossomo 8p21 deletado
homozigoticamente em células com cancer mama, tém sido alvo de estudos
envolvendo sua relagdo com SIRT1. Observou-se que DBC1 interage
diretamente com SIRT1 in vitro e in vivo, inibindo sua atividade, ou seja,
DBC1 seria um inibidor natural de SIRT1. Assim, a superexpressdo de DBC1
resulta em hiperacetilagdo de p53 — DBC1 atua bloqueando a habilidade de
SIRT1 em desacetilar p53 (SIRT1 promove inibicado de p53), levando a
apoptose. Uma deplecao da expressdo de DBC1 aumentaria o poder inibitério

de SIRT1 sobre a apoptose (desacetila p53), ou seja, teria um efeito anti-
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apoptético. (34) Um estudo envolvendo linhagens celulares de osteosarcoma,
foi realizado para verificar a interagdo entre DBC1 e SIRT1 . As linhagens com
deplecdo de DBC1 foram resistentes a apoptose, observando-se uma
inativagdo da resposta de p53 ao dano celular.(35) Assim, DBC1 inibe SIRT1 e

promove a apoptose via p53.

A interacao entre SIRT1 e receptores hormonais também vem sendo
estudada. Sabe-se que o estrogénio € um componente importante no
desenvolvimento da glandula mamaria e da carcinogénese dos tumores de
mama. A relagdo entre SIRT1 e receptores de estrogénios alfa (ERa) foi
estudada em linhagens de células de tumores de mama. Verificou-se que nas
linhagens tumorais com receptores hormonais positivos para ERa (linhagem
MCF-7) tratadas com Nicotinamida (inibidor de histonas desacetilases classe lll
—IHDAC 1ll) ou Sirtinol (inibidor especifico de SIRT1) houve diminuicdo dos
niveis de RNAm de ERa confirmado por real time PCR, demostrando um efeito

positivo de SIRT1 na expressao dos receptores de estrogénio ERa. (36)

Outro estudo utilizando linhagens celulares de tumores de mama MCF-7,
verificou a associagao entre CCAR1 (Cell Cycle and Apoptosis Regulator 1),
DBC1 e SIRT1 na expressao de receptores hormonais. CCAR1 se liga ao
receptor de estrogénio REa e induz a proliferacdo das células tumorais de
cancer de mama estrogénio-dependentes. Apesar de DBC1 ter sido levantado
como gene supressor tumoral ao inibir SIRT1 e assim promover a apoptose via
p53, alguns estudos tem demonstrado um aumento na expressao de DBC1 em
tumores de mama. DBC1 possui um efeito sinérgico ao CCAR1, promovendo
um aumento da funcdo do REa (DBC1 com efeito promotor sobre REa). SIRT1
atua nesta rota inibindo a ligagdo entre CCAR1 e DBC1 — compete com
CCAR1, promovendo reducédo de REa (SIRT 1 com efeito inibitério sobre REa).
Ainda, DBC1 inibe a interagao entre SIRT1 e receptor REa. Concluindo, DBCA1
ativa CCAR1 (que ativa REaq) e inibe SIRT1 (que inativa REa). Neste estudo,

SIRT1 teria um papel inibitério na expressao dos receptores estrogénio.(37)

A interacao entre receptores hormonais e SIRT1 também foi verificada
em outro estudo com linhagens MCF-7. Sabe-se que o estrogénio ¢é um
importante fator carcinogénico nas neoplasias de mama e que seu metabdlitos

oxidativos sdo responsaveis pelo dano ao DNA e mutacdes. Receptor de
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estrogénio alfa (REa) promove o transporte de metabdlitos toxicos do
estrogénio para o nucleo da célula aumentando o dano oxidativo ao DNA.
Algumas enzimas removem esses metabdlitos genotoxicos, como NQO1 e
GSTs (glutationa S tranferases). O fator de transcricdo NFR2 se liga a fatores
de resposta a elementos antioxidantes (ARE) e promove a transcrigdo NQO1 e
GSTs. Moduladores dos receptores de estrogénios (SERMs), como tamoxifeno,
atuam preferencialmente em receptores de estrogéno beta (RE (), ativando a
transcricdo de NQO1. Uso de estrogénio nas células tumorais de mama
linhagem MCF-7 inibiu a atividade de NQO1. REa e SIRT1 atuam promovendo
a inativagdo da transcricao de NQO1 (efeito repressor). O uso de Shikonina
(antiestrogénio) inibiu a expressao de REa, revertendo o efeito inibitorio sobre
NQO1. (38)

A expressao imunohistoquimica de DBC1, SIRT1 e p53 foi testada em
um estudo com 122 casos de tumores de mama, sendo considerada analise
positiva se escore de 30% ou mais das células tumorais coradas. A expressao
positiva de DBC1 ocorreu em 71% das pacientes e de SIRT1 em 67%. A
expressao de SIRT1 mostrou correlagcdo com metastases a distancia e
expressdo de p53. Nos tumores com receptor de estrogénio positivo, a
expressdo de DBC1, SIRT1, HER2 e p53 foi significativamente associada a
metastases. Nos tumores RE negativos, apenas o estadio teve correlagédo com
metastases. Nas pacientes submetidas a tratamento hormonal, a expressao de

DBC1 foi associada a piora na sobrevida.(39)

Outro estudo utilizando 48 espécimes de bidpsias de tumores de mama
em pacientes pré-quimioterapia, foi realizado como intuito de verificar a
expressao imunohistoquimica de SIRT1 e DBC1, demonstrando positividade
em 98% e 85 % das pacientes respectivamente. A expressao de DBC1 foi
associada ao grau nuclear do tumor; DBC1 E SIRT1 se correlacionou
inversamente com her2, sendo a baixa expressdo de ambos associada a
melhor resposta a quimioterapia (SIRT 1 E DBC1 marcadores de resposta).
(40)

Assim, podemos verificar que o papel de SIRT1 na carcinogénese ainda

esta indefinido, sendo eventualmente o de promotor e eventualmente o de
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supressor tumoral, dependendo das rotas celulares e dos diferentes tecidos

envolvidos. (41)

2.2.5 Promotor ou supressor da carcinogénese

Os eventos regulatérios que afetam a quantidade, a estabilidade e a
atividade de p53 em parte sao devidos a uma variedade de modificacdes pos-
translacionais, que incluem fosforilacdo, ubiquitinacdo e acetilagdo. P53 é
acetilado pela histona acetiltransferase CBP/p300 e este evento € essencial
para sua ativagdo. Alguns estudos demostraram que a superexpressédo de
SIRT1 atenua a transcrigdo de p53, tanto via apoptose (através de genes alvos
como Bax, PUMA e NOXA), quanto na via apotose-independente (através da
liberagdo de Citocromo C da membrana intramitocondrial). Assim, SIRT1
parece bloquear a translocacido nuclear de p53 através de sua desacetilagao.
(42)

No mecanismo de carcinogénese, p53 exerce papel fundamental como
agente supressor tumoral, produzindo parada no crescimento celular, apoptose
e envelhecimento celular. Mutagcdes no gene P53 sdo documentadas em varios
tipos de tumores. A partir do conhecimento que SIRT 1 regula negativamente
p53, é possivel considerar um papel de SIRT 1 na promog¢ao de tumores.
Varios estudos demostraram este papel, em tumores de prostata, pele, colén e
leucemia. Ao mesmo tempo, alguns estudos demonstram um papel de
supressor tumoral. SIRT1 suprime survivin em pacientes com cancer de mama
associados ao BRCAA1. Survivin é uma proteina que inibe a apoptose e esta
aumentada em varios tumores. Tumores de mama associados a BRCA1
possuem baixos niveis de SIRT1 e altos niveis de survivin. Deste modo,
substancias que ativam SIRT1 podem ser alvo terapéutico nos tumores que
expressam survivin. O papel multifuncional de SIRT1, atuando como promotor
e supressor da carcinogénese, € alvo de drogas tanto inibidoras como
ativadoras. Resveratrol € um composto natural ativador de SIRT1, mas seus
efeitos sdo controversos. Tenovin 1 e tenovin 6 sdo moléculas em estudo com

efeito inibitério em SIRT1 e SIRT2. Tenovin 6 promove a ativagao de p53.(43)
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A acetilagdo de p53 e seu papel como supressor tumoral tem sido
exaustivamente estudado nos ultimos 15 anos. O fato de SIRT 1 desacetilar
p53 sugere que o eixo SIRT1 —p53 possa ser uma alvo terapéutico. Varios
inibidores de SIRT1 tem sido estudados (AROS, Nicotinamida, Sirtinol,
Salermide, Inauhzin, Tenovin), todos com o objetivo de ativar p53. Contudo,
alguns estudos colocam SIRT 1 como supressor tumoral por desacetilar
oncogenes como [ catenina e c-Myc. Assim, a acdo de SIRT1 depende do

perfil genético de cada tumor. (44)
TIREOIDE

Os receptores de tiredide (TR) pertencem a familia de receptores
hormonais nucleares e regulam a transcricdo génica através da ligagdo com
sequéncias especificas de DNA (fatores de resposta aos horménios
tireoidianos). Com o intuito de verificar a existéncia de uma relagdo entre
SIRT1 e TR, foi desenvolvido um estudo utilizando linhagens celulares
hepaticas e mecanismo de gliconeogénese. Verificou-se que SIRT1 interage
com PGC1a (fator induzido em diferentes tecidos e que potencializa a agéao
dos receptores de tiredide) aumentando a resposta ao hormoénio tireoidiano
(T3). HA também interacéo direta com TR 1, promovendo desacetilagdo de
TRB1 na presenca de T3. Assim, drogas que interagem com SIRT1 (ex:
Resveratrol) também podem modular a resposta dos horménios tireoidianos.
(45)

OVARIO

Prostaglandina 15d-PGJ2 é um agonista natural do receptor PPAR y
com propriedades antitumorais (inibe a progressao das células tumorais). Induz
a apotose através de varias rotas, atuando em PPAR vy, NF-kB e caspases.
NFkB tem sido associado a resisténcia ao tratamento com drogas e a genes
antiapoptéticos (bcl-2 e bcl-xl). A superexpressao de SIRT1 também tem sido
observada em alguns tumores quimiorresistentes, sendo que a inibicao de
SIRT1 aumenta a sensibilidade as drogas. Utilizando linhagens celulares de
carcinoma de ovario selvagens (A2780) e resistentes a doxorrubicina
(A2780/AD), o uso de 15d-PGJ2 induziu a apoptose nas duas linhagens
independente de PPAR vy; nas linhagens doxo-resistentes houve diminui¢cao

significativa na expressdao de bcl-2 e bcl-Ix. Ainda, 15d-PGJ2 reduziu a
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expressao de SIRT1. Estes dados fornecem substrato para 15d-PGJ2 ser
utilizado como droga no auxilio as pacientes resistentes ao tratamento

convencional.(46)

Comparando células cancerigenas de tumores de ovario sem mutagao
identificada, com mutacdo BRCA1 e com mutacdo BRCA2 e nos tecidos
normais adjacentes, houve redugdo importante na expressdo de SIRT1,
aumento dos niveis NAD e subsequente aumento da atividade de SIRT1 nos
tumores com inativacdo de BRCA1 . Assim, a inativacdo de BRCA1 é um fator
de regulagao positiva na expressao de SIRT1 e fator de regulagao negativa da
atividade de SIRT1 relacionada a NAD, possibilitando um mecanismo
compensatoério da perda da expressdo de SIRT1 para manter a funcdo de
SIRT1. (47)

DIVERSOS TUMORES
Varios artigos seguem investigando o papel de SIRT1 na carcinogénese:

- Leucemia: BCR-ABL (ativa proliferacdo celular nas células
hematopoiéticas) ativa a expressédo de SIRT1 promovendo a sobrevida e
proliferacdo celular associada a desacetilagdo de multiplos substratos
como FOXO, p53 e Ku70.(48)

- Carcinoma de pulmao: células de tumores de pulmao tratadas com
ASODN (antisense oligonucleotideos) reduziu a expressdo de SIRT1,
induzindo parada do ciclo celular em G1 e apoptose através do aumento
da acetilacido de p53 e da expressao de Bax, aumentando os efeitos
antiproliferativos induzidos pela radiagdo.(49) Além disso, em um estudo
utilizando imunohistoquimica em 125 casos de tumores primarios de
pulm&o tratados com cirurgia, a expressao de SIRT1 foi aumentada em
26 casos (20,8%) e teve correlacdo com alto indice de ki67 e alto
estadiamento TNM, principalmente associado a invasdo linfatica e

metastases (efeito promotor).(50)

- Carcinoma escamoso da cavidade oral: a superexpressao de SIRT1 nos
tumores resistentes a cisplatina esta associada a sobrevida celular. O
uso de inibidores SIRT1 (BLM-210, nicotinamida) diminuiram a

resisténcia a cisplatina. (51)
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- Mieloma multiplo (MM): novo agente SRT1720 cujo alvo é SIRT1, foi
capaz de induzir a apoptose em células tumorais MM (inibindo
SIRT1).(52)

- Cancer de Coélon: analise imunohistoquimica da expressdao de SIRT1,
DBC1, survivin, B catenina e p53 foi analisada em 349 pacientes. A
superexpressao de SIRT1 e 3 catenina foram associadas a melhora na
sobrevida (fator protetor). A expressao de SIRT1 n&o esteve associada a

expressao de p53.(53)

- Sarcoma de partes moles: expressao de SIRT1, DBC1, p53, B catenina
e ciclina D1 foram associadas a alto grau, estagio clinico avangado,

numero de mitoses e metastases a distancia.(54)

- Carcinoma gastrico: expressao de SIRT1 e DBC1 foram associadas a
baixo grau histologico, estadiamento inicial e auséncia de invasao

linfatica (fator de bom prognéstico).(55)

- Carcinoma hepatocelular: SIRT1 possui alta expressao nestes tumores,
sendo que a inibicao de SIRT1 leva a inibigdo da proliferacéo celular via

indugao do envelhecimento e apoptose.(56)

- Melanoma: a expressdo de SIRT1 esta aumentada em tecidos e
linhagens celulares de melanoma. Tratamento de linhagens celulares
com tenovin 1 (inibidor de SIRT1) resulta em declinio do crescimento

celular e aumento da expresséo e atividade de p53.(57)

O papel de SIRT1 e sua interacdo com p53 e outras rotas metabdlicas
parece depender dos diferentes tipos de tecidos e mais estudos buscando
identificar o papel na carcinogénese e o uso de drogas (inibidoras x ativadoras)

devem surgir.

2.3 TERAPIA EPIGENETICA

O termo epigenética define todas as mudangas meidticas e mitéticas na
expressao genética que nao estdo codificadas na prépria sequéncia de DNA.

Ha 3 sistemas utilizados na iniciagdo e no silenciamento epigenético que sao:
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metilacdo de DNA, silenciamento associado ao RNA e modificacbes nas
histonas. Qualquer desbalango na interagao entre estes sistemas pode levar a
expressao inapropriada ou ao silenciamento de genes, resultando nas doencas

epigenéticas, que podem ser herdadas ou adquiridas.(12)

A principal modificagdo epigenética em mamiferos, particularmente em
humanos, € a metilacdo de residuos de citosinas nucleotideos. Na célula
normal, os padrbées de metilacdo de DNA sdo conservados através das
divisbes celulares permitindo a expressao de um grupo particular de genes
necessarios para aquele tipo celular e bloqueando a expressao de sequéncias
exdgenas. Na célula tumoral existe uma clara distor¢ao no perfil de expressao
e a presenca de uma dramatica mudanca nos padrdes de metilacdo.
Inicialmente ha uma desregulagcdo das enzimas metiladoras, principalmente
das DNA-metiltransferases 1, 3a e 3b. Secundariamente ha uma hipometilacao
global, quando comparada com a célula normal, devido a uma desmetilagédo
generalizada nas CpGs espalhadas através dos genes o que pode estar
relacionado a fragilidade gendmica global. Finalmente, ha regides localizadas,
normalmente isentas de metilacdo, que se tornam hipermetiladas. Estas
regidbes denominadas de CpGs islands tornam-se hipermetiladas
interrompendo a expressao do gene adjacente, como um gene supressor

tumoral e, entdo, permitindo o crescimento dos tumores.(58)

As mudangas epigenéticas possuem um papel fundamental no
desenvolvimento do cancer, como no caso dos tumores colorretais, onde um
grande percentual de pacientes com instabilidade de microsatélites apresentam
metilacdo e silenciamento do gene MHL1 (gene de reparo de erro).(12) A
instabilidade de microsatélites € definida pelas insergdes ou delecbes
aberrantes de mono ou dinucleotideos. Aproximadamente 90% dos tumores de
célon, endométrio e estbmago que apresentam instabilidade de microsatélites
apresentam MHL1 hipermetilado e esta alteracdo parece ser um evento inicial
e presente em alteragdes pré-malignas como a hiperplasia de endométrio e

lesdes de colite ulcerativa.(58)

O cenario atual permite afirmar que o cancer € uma doenca

poliepigenética, onde genes envolvidos em varios processos celulares, como
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ciclo celular, apoptose, mecanismos de adesao celular e transmissdo hormonal

estdo inativados pela hipermetilagédo.(58)

Vérios agentes que alteram a metilagdo do DNA ou modificam as
histonas tém sido propostos como novas drogas terapéuticas e seu uso vem
sendo testado em varios trabalhos. Inibidores da metilacdo de DNA e inibidores
de histonas desacetilases (IHDAC) sédo as duas classes envolvidas em estudos
de fase | e Il. Os inibidores de histonas desacetilases podem induzir a
diferenciacao, parada no ciclo celular ou apoptose em tumores. A hipotese é
que o acumulo de proteinas acetiladas, principalmente de histonas, resulta na
inducéo de genes que estavam epigeneticamente silenciados, como a p21, que
se encontra aumentada apds tratamento com estas drogas, mesmo na
auséncia de p53 (a p21 é uma citoquina inibidora do ciclo celular). Uma vez
que existem varios tipos de inibidores de HDACs, torna-se importante
desenvolver terapias especificas para uma determinada enzima e assim

melhorar a precisao deste tratamento.(12)

A consequéncia da inibicado de HDAC e de DNA - metiltransferases € a
reativacao de genes anormalmente silenciados nas células tumorais, incluindo
genes supressores tumorais, reguladores do ciclo celular e receptores
hormonais; todos com potenciais agdes antitumorais. Estudos com drogas
inibidoras de histonas desacetilases em tumores de endométrio estdo em uma
fase pré-clinica (linhagens celulares) e ja demonstram indugéo da apoptose e
parada no ciclo celular. A combinagdo de tratamento com moduladores
epigenéticos pode facilitar a acdo de agentes convencionais (quimioterapicos)

e melhorar a estratégia de tratamento.(59)

2.4 INIBIDORES DE HISTONAS DESACETILASES

Alterar a expressao génica através da modificagdo da cromatina parece
ser um alvo clinico viavel. Estudos da década de 70 indicavam que a cromatina
ativa se encontrava acetilada, enquanto que cromatina silenciada estava
desacetilada. Histonas acetiltransferases e desacetilases podem modificar
outras proteinas incluindo fatores de transcricdo, resultando na alteragdo do

DNA e de sua atividade. Especificas regides do genoma nas células
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cancerigenas sao anormalmente hipermetiladas levando ao silenciamento de
genes supressores tumorais. Inibidores de histonas desacetilases (HDACI)
estao sendo testados em leucemia e tumores sélidos, porém, seu mecanismo
de acdo e toxicidade ainda nao estdo bem definidos. Compostos naturais e
sintéticos foram caracterizados, desde componentes simples como o butirato
até agentes mais complexos como acidos hidroxamicos (SAHA), tetrapeptideos
ciclicos e benzamidas. O tratamento com linhagens tumorais com HDACIs

induz a parada do ciclo celular em G1.(60)

Moléculas que inibem as classes I/ll de inibidores de HDACs sao
ineficazes em inibir sirtuinas e vice-versa. Os inibidores de classes I/ll induzem
mudancgas diferenciais na expressado genética do RNA mensageiro de sirtuinas
em cultura celular, especificamente aumentando a expressao de SIRT 2,4 e 7
e diminuindo a expressao de SIRT1, 5 e 6. Poucos inibidores especificos de
sirtuinas tem sido relatados, incluindo SIRTINOL 1, SPLITOMICINA e
NICOTINAMIDA. Analogos de SIRTINOL foram testados em cultura de células
com expressao de Sir 2, SIRT1 e SIRT2. Dois deles demonstraram um
potencial 2 a 10x maior de inibicdo de SIRT1 e SIRT2 quando comparados com

SIRTINOL, sugerindo uma nova possibilidade de inibidores.(5)

Utilizando linhagens de células tumorais humanas de cancer de mama
(linhagem MCF-7) e pulmao (linhagem H1299), foi realizado um estudo com o
inibidor especifico de SIRT1, SIRTINOL, a fim de verificar o seu efeito na
parada do ciclo celular. O tratamento com SIRTINOL inibiu o crescimento de
ambas as linhagens e foi persistente até 9 dias apds a retirada da droga.
Verificou-se também uma um aumento na expressao de fatores como SA-[3-gal

e PAI-1, aumentados na célula em parada no ciclo celular.(61)

Varios genes supressores tumorais sdo silenciados no processo de
desenvolvimento de tumores através da promocido anormal da metilagdo do
DNA (dominio da metilacdo do DNA sobre a desacetilagdo histonas para
manter o gene silenciado). Inibidores de histonas desacetilases estdo sendo
amplamente testados em Oncologia, porém inibidores especificos de sirtuinas
ainda ndo. Com o intuito de verificar se SIRT1 possuia algum papel em
silenciar genes supressores tumorais, foi desenvolvido um estudo utilizando

linhagens de células tumorais de mama e célon. Mecanismos utilizados para
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inibir a SIRT1: infecgdo retroviral, inibidores gerais de sirtuinas
(NICOTINAMIDA —NIA), inibidor especifico de Sir 2 (SPLITOMICINA-SPT) e
inibidor SIRT1 inativo cataliticamente (SIRT1H363Y). Através da inibigdo do

gene de SIRT1 pode-se ressaltar:

- a partir da supressao de SIRT1 houve um aumento na expressao dos
genes supressores tumorais SFRP1 e SFRP2 (inativos no cancer de mama e

célon);
- SIRT1 silencia o gene E-cadherin (mantém adesao celular);

- SIRT1 silencia o gene de reparo de erro MHL1 — promove instabilidade

microsatélite em cancer de coélon;

Assim, a partir da supressao de SIRT1 houve reexpressdo genética de
genes supressores tumorais, restauragao de E-cadherin e MHL1 e apoptose de
células cancerigenas, sugerindo que, por outro lado, o aumento da sua
expressdo esta relacionado a oncogénese. Terapias envolvendo agentes
desmetiladores de DNA e inibidores histonas classe l/ll e sirtuinas constituem
potencial terapéutico em restaurar a expressdo de genes silenciados em

cancer.(62)

O composto SAHA é o inibidor de HDAC classe | e Il mais estudado e ja
completou estudo de fase Il. Nos estudos de fase |, a resposta foi modesta,
sendo encontrada apenas 1 resposta parcial e 1 resposta completa em 39
pacientes. Nenhum efeito adverso maior foi encontrado nos pacientes que
receberam SAHA via oral em comparacdo com endovenosa. Este estudo de
fase Il incluiu pacientes com linfoma células T cutaneo refratario a tratamento e
formas agressivas de linfoma nao-Hodgking. O estudo publicado em 2005
apresentou resposta parcial em 8 de 33 pacientes. Novos estudos incluindo
linfomas de células B, mieloma multiplo, mesotelioma, cancer de mama e

colorretal estdo sendo realizados.(63)

Assim, varios estudos demonstram o papel de SIRT1 em regular uma
série de eventos celulares: mecanismo antiapoptose, protecdo neuronal,
restricdo caldrica, metabolismo da glicose, depdsito gordura, secregcao de
insulina, envelhecimento celular e inibicdo do gene p53. A superexpressao da

SIRT1 em células cancerosas comparadas com células normais sugere o papel



23

da SIRT1 na carcinogénese. Novos estudos envolvendo outros tipos de células
tumorais devem surgir para esclarecer o real papel de SIRT1 na oncogénese e

entdo aplicar este conhecimento para novos alvos terapéuticos.(64)

2.5 CANCER DE ENDOMETRIO

2.5.1 Epidemiologia, fatores de risco e diagnéstico

O cancer de endométrio € uma das neoplasias mais prevalentes em
mulheres em idade avancada. O aumento da expectativa de vida observado
nas Uultimas décadas ressaltou a importancia da identificacdo desta
enfermidade. No Rio Grande do Sul, segundo as estatisticas de mortalidade da
Secretaria de Saude do estado, as neoplasias malignas do utero por¢géo nao-
especificada (CID C55) foram responsaveis por 0,5% dos ébitos na populagéo
feminina em 2006.(65)

As mulheres na pds-menopausa sao mais comumente atingidas (60 a
70% das mulheres com cancer de endométrio), sendo a idade média superior a
58 anos. Aproximadamente 90% das mulheres apresentam hemorragia ou
corrimento vaginal como sintomatologia, sendo alguns sintomas como dor
abdominal um indicativo de doenca extra-uterina. Qualquer sangramento
anormal na peri-menopausa e na pos-menopausa deve ser investigado. O
papel do estrogénio no desenvolvimento da maioria destas neoplasias € bem
estabelecido e qualquer fator que aumente a exposigdo aos estrogénios sem
oposigao da progesterona aumenta o risco de cancer de endométrio (quadro
1).(66, 67)
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Quadro 1 — Fatores de risco para o cancer de endométrio

FATORES DE RISCO INCIDENCIA

Idade acima de 60 anos X5
Obesidade

15- 25 kg X3

>25 kg X10
Diabete melito X 2,8
Hipertensao arterial X1,5
Nuliparidade X 2-3
Menopausa tardia (>52 anos) X24
Antecedentes familiares AUMENTADA
Estrogenioterapia sem oposi¢ao X2
Tamoxifeno X5
Hiperplasia atipica X8

*Adaptado de Halbe-Tratado de Ginecologia (67)

Os estagios hiperplasicos constituem um fator de risco importante no
desenvolvimento da neoplasia de endométrio. O risco da hiperplasia de
endométrio progredir para carcinoma de endométrio estd relacionado a
presenca e a intensidade da atipia citoldégica. O risco de progressao para
carcinoma ocorre em 8% nas hiperplasias simples com atipias e em 29% nas
hiperplasias complexas com atipias. (66) Varios métodos foram desenvolvidos
para rastreamento e diagnostico desta neoplasia como a ultra-sonografia
transvaginal, histerossonografia, citologia endometrial, curetagem e
histeroscopia com bidpsia. A histeroscopia com bidpsia atualmente constitui o
padrdo ouro na identificacdo de patologias endometriais por proporcionar a

visualizagao direta da cavidade uterina com retirada de amostra histologica.(67)
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2.5.2 Histopatologia e alteragoes moleculares

Do ponto de vista histopatoldgico, os tumores de endométrio podem ser
divididos em duas categorias: 1) neoplasias resultantes do excesso de
estrogénios (pacientes com fatores de risco como obesidade, diabetes,
hipertensdo, anovulagao crbénica, uso de estrogénio por longa data, uso de
tamoxifeno, presenga de lesbes hiperplasicas endometriais prévias); 2)
neoplasias nao dependente de hormdnios (mais raro). A maioria dos tumores &
do tipo adenocarcinoma endometridide (80%) divididos em grau | (bem
diferenciados, 50%), grau Il (moderadamente diferenciados, 35%) e grau llI
(pouco diferenciados, 15%), baseados no padréo arquitetural e nuclear. A
invasao miometrial esta diretamente relacionada ao grau do tumor e a extenséo
para cérvice ocorre em aproximadamente 10% dos casos. Existe um grande
numero de variantes histolégicas e outros subtipos, sendo os mais relevantes

descritos no quadro 2. (68)

Entre as alteracbes moleculares encontradas, existem diferentes

mecanismos patogénicos envolvidos nos 2 tipos principais de tumores:

1. Endometroéides: presenca de instabilidade microsatélite e mutacdes nos
genes PTEN, K-ras, - catenina, MLH1

2. Nao-endometridides (principalmente tumores serosos): mutagées no
gene p53 e perda da heterozigosidade em varios cromossomos, her2,
p16, E-cadherin. (68), (69)

Aproximadamente 20% dos tumores endometridides esporadicos exibem
instabilidade microsatélite e inativagdo do gene MHL1 (sistema de reparo de
erro), o que ocorre através da hipermetilacdo das CpGs islands , um processo
denominado de silenciamento genético. A inativagdo do gene supressor
tumoral PTEN é visto em aproximadamente 80% dos tumores endometridides e
parece ser um evento precursor. Instabilidade cromossémica e mutagao no
gene p53 sao encontradas nos tumores serosos. Estas alteragdes moleculares
distintas também estdo associadas a diferentes fatores progndsticos (os

tumores serosos tendem a ser mais agressivos e com pior progndstico). (70)



Quadro 2- Tipos histolégicos e variantes histolégicas das neoplasias

de endométrio

TIPO HISTOLOGICO

CARACTERISTICAS

Adenocarcinoma
Endometridide

Adenoacantoma

Adenoescamoso (Misto)

Secretor

Ciliado

Mucinoso

Viloglandular

Papilar Seroso

Células Claras

Escamoso

Sarcoma de estroma
endometrial

Tumor mdlleriano misto
maligno
(carcinossarcoma)

Elementos tumorais que lembram aspecto de
endométrio nao-neoplasico. Maioria dos tumores
(80%).

Elementos escamosos derivados de metaplasia de
glandulas tumorais.

Tumor  endometriéide  contendo  elementos
escamosos de aspecto tumoral. Incidéncia pode
chegar a 30%.

Glandulas neoplasicas com vacuolizagao
subnuclear que lembram aspecto secretor.

Variante extremamente rara do tipo endometridide
composto por células ciliadas - deve ser
diferenciada de metaplasia ciliar (mais comum).

Abundante secrecao de mucina.

Padrao papilar focal, tanto na superficie quanto na
area invasora.

Tumor altamente agressivo semelhante ao tumor
seroso de ovario. Caracterizado por um padrao
papilar de crescimento, alto grau de atipias,
numerosas mitoses, areas de necrose e invasdo
miometrial.

Composto por células claras, contendo grande
quantidade de glicogénio.

Encontrado na forma pura é extremamente raro.
Distinguir entre tumor primario e extensdo de
carcinoma cervical.

Composto por células pequenas, uniformes, que
lembram o estroma endometrial, envoltas por fibras
reticulares, com arranjo concéntrico ao redor de
pequenas arteriolas. Divididos em baixo e alto grau
de acordo com o numero de mitoses por campo de
alto aumento (< ou > 10). Tumores de progressao
lenta e alta recidiva.

Forma polipdéide envolvendo endométrio e
miométrio. Aspecto tumoral misto entre carcinoma
e sarcoma (padrdo glandular e mesenquimal).
Tumores pouco diferenciados e agressivos.

26

* Adaptado de Rosai (68)
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O endométrio € um tecido horménio-dependente que possui duas camadas,
a camada basal e a funcional. A camada funcional sofre alteracdes
morfoldgicas, bioquimicas e funcionais; através de processos de proliferagao,
diferenciagcdo, quebra de tecido (menstruagcdo e reparo do tecido). As
alteracbes ciclicas do endométrio dependem basicamente dos horménios
esterdides, principalmente estrogénio e progesterona, atuando através de seus
respectivos receptores na fisiologia e no desenvolvimento de patologias no
endométrio. Receptores esterdides (RE, RP e RA) podem ser diretamente
modificados por quinases, histonas acetiltransferases e modificadores ubiquitin-
like, que atuam alterando a ligagcdo de DNA, a atividade de transcricdo e a
sensibilidade aos hormdnios. Os hormoénios esterdides atuam como fatores
que comandam a transcrigdo de genes alvo. A regulagdo dos genes de
transcricdo por parte dos horménios necessita de outras proteinas chamadas
de co-reguladores, que se ligam para modular a expressdo génica. Co-
ativadores sao fatores que recrutam proteinas que atuam na ligagdo entre
horménios e gene alvo ou que atuam na modificagdo das histonas. Co-
repressores sao fatores que impedem a ligagdo horménio-alvo ou que recrutam
histonas desacetilases com o intuito de suprimir a expressao génica. DNA
metiltransferases, proteinas de metil CpG, histonas acetiltransferases (HATS),
histonas desacetilases (HDACs), histonas metiltransferases (HMTs) e histonas
metildesacetilases (HDMs) estdo presentes no endométrio, mas a
compreensao de todos estes fatores, bem como a aplicabilidade clinica disto,

ainda esta para ser definida.(71)
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2.5.3 Estadiamento e tratamento cirurgico

O estadiamento do Cancer de Endométrio desde 1988 passou a ser
cirargico, a partir de varios estudos que demonstraram que a informagéo obtida
na cirurgia era um fator importante para prognéstico e sobrevida. Em 2009,

houve atualizagdo do estadiamento (quadro 3).

Quadro 3 — Estadiamento cirurgico do cancer de endométrio — FIGO 2009

ESTADIAMENTO DESCRI(}AO
[. Tumor limitado ao corpo | A: tumor limitado ao endométrio
| B: invasao de menos da metade do
miomeétrio
| C: invasao de mais da metade do
miomeétrio
II. Tumor invade a cérvice Tumor invade estroma cervical

(envolvimento glandular cervical é estadio I)
[lI. Tumor além do utero, [Il A: invasao da serosa e/ou anexos e/ou
restrito a pelve citologia peritoneal positiva
[Il B: invade vagina ou paramétrio
[l C1: metastases linfonodos pélvicos
Il C2: metastases linfonodos paradrticos

IV. Invasao 6rgaos vizinhos IV A: invasao de bexiga e/ou mucosa do
e/ou metastases a intestino
distancia

IV B: metastases a distancia, incluindo
metastases intrabdominais e /ou linfonodos
inguinais

Adaptado de FIGO- Committe on Oncology Gynecology (72)

Estudos realizados pelo grupo GOG americano (Gynecology Oncology
Group) demonstraram os principais fatores prognésticos uterinos (tipo celular,
grau tumoral, profundidade da invasao miometrial, extensdo para cérvice,
invasdo do espago vascular) e extrauterinos (metastases anexiais,
disseminagao pélvica, citologia peritoneal positiva, metastases em linfonodos
pélvicos e paraadrticos).(73) A fim de reconhecer todos estes fatores, é
necessario realizar laparotomia exploradora, citologia do liquido peritoneal,

histerectomia total extrafascial, anexectomia bilateral, linfadenectomia iliaca e
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paraaortica. A linfadenectomia tem sido proposta quando ha invasdo de mais
da metade do miométrio; invasao para cérvice, anexos ou outras metastases
pélvicas; tumores serosos, de células claras, indiferenciados, escamosos e/ou
na presenca de linfonodos aumentados (visiveis ou palpaveis). A grande
maioria dos ginecologistas generalistas néo realiza linfadenectomia e acaba
submetendo o paciente a tratamento radioterapico complementar com base
nos fatores progndsticos do tumor, o que ocorre em um percentual menor

quando o procedimento é realizado por um ginecologista oncologista. (74)

Em uma revisdo dos casos de cancer de endométrio de 1993 a 2004 no
Memorial Sloan Kettering Center, New York, verificou-se que apés a entrada do
hospital em um trabalho do Gynecology Oncology Group (GOG) que
comparava linfadenectomia por videolaparoscopia versus laparotomia, houve
um aumento significativo no numero de pacientes submetidos a
linfadenectomia (28% em 1993 comparado a 82% em 2004, p<0,001), o que
resultou em diminuigdo no uso de radioterapia pos-operatoria (16% entre 1993-
1998 versus 9% entre 1999-2004). O uso de radioterapia interna (braquiterapia)
e a sobrevida nao sofreram modificacdes. A realizacdo de um estadiamento
completo acaba garantindo a informacgéao correta sobre a extensao da doenca e

0 seu progndstico, o que auxilia na melhor terapéutica adjuvante.(74)

Em uma anadlise sobre os procedimentos cirurgicos realizados no
tratamento do cancer de endométrio no Japéo, a partir dos relatos de membros
do GOG, verificou-se que 139 instituicbes responderam ao questionario,
destas, 97,8% (136) realizam linfadenectomia pélvica de rotina para todos os
pacientes, uma instituicado realiza baseada em fatores do tumor (grau 3 e
invasdo de mais da metade do miométrio) e 2 instituicbes nao realizam
linfadenectomia. A maioria realiza apenas histerectomia abdominal total
(35,3%), sendo 30,2 % cirurgia de PIVER Il (histerectomia total ampliada) e
34,5 % histerectomia radical (de rotina ou baseada na invasdo cervical). A
utilizagcado de invasdo miometrial, aumento linfonodos paraadrticos (em exame
de imagem ou no transoperatério) e grau 3 foram citados como critérios para

realizacao de linfadenectomia paraadrtica.(75)

Apesar da recomendagdo da realizacdo de estadiamento cirurgico

completo, o uso sistematico de linfadenectomia pélvica e paraadrtica em todas
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as pacientes nao tém sido amplamente aceito em virtude da morbidade do
procedimento e dos efeitos adversos com a radioterapia adjuvante. Deste
modo, em recente revisdo sobre as estratégias de tratamento do cancer de
endométrio na Mayo Clinic (EUA) as recomendagdes para a nao realizagao de
linfadenectomia séo tipo endometridide grau 1 ou 2, invasdo de menos da
metade do miométrio, tumor menor de 2 cm, sem evidéncia de tumor fora do
utero. Na presenca de histologia ndo-endometridide (tipo histolégico seroso,
células claras) deve-se realizar linfadenectomia e acrescentar omentectomia e

bidpsias peritoneais randomizadas.(70)

Com o intuito de auxiliar na identificagao de critérios para realizacao de
linfadenectomia, outro estudo japonés desenvolveu um escore de risco pré-
operatorio para metastase linfonodais utilizando o indice de volume (a partir
das medidas uterinas), o valor sérico CA-125 e o grau/histologia do tumor.
Estes parametros foram avaliados a partir de um estudo piloto utilizando 214
casos de carcinoma de endométrio submetidos a linfadenectomia pélvica e
paraadrtica no periodo de janeiro de 1993 a marco de 2000.(76). Os valores
determinados para maior risco foram: volume acima de 36, CA-125 acima de
70U/ml (pacientes com idade inferior a 50 anos) ou 28U/ml (pacientes com
idade igual ou superior a 50) e grau /histologia compativel com grau 3/ tumor
seroso. Para validacao do escore, 211 pacientes no periodo de julho de 2000 a
abril de 2005 foram submetidas a ressonancia magnética pré-operatoria, CA-
125 e biopsia de endométrio e, posteriormente, a cirurgia completa (pan-
histerectomia e linfadenectomia pélvica e paraadrtica). As pacientes foram
estratificadas em baixo risco para mestatase linfonodais (sem fatores de risco),
risco intermediario (um fator), alto risco (dois fatores) e altissimo risco (trés
fatores). De acordo com este escore, as taxas de mestatases em linfonodos
pélvicos e paraadrticos foram, respectivamente: 3,2% e 1,0% nas pacientes
com baixo risco; 15,3% e 11,9% nas com risco intermediario; 23,3 % e 23,8 %
nas com alto risco; e 71,4% e 57,1% nas com altissimo risco. Os autores
sugerem que este escore pode auxiliar na exclusdo de linfadenectomia

paraadrtica nos casos de pacientes com baixo grau no escore proposto.(77)
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2.5.4 Tratamento complementar

A maioria das pacientes apresenta doenga em estadios precoces, sendo
o tratamento cirurgico eficaz, com uma sobrevida em 5 anos acima de 70%.
Pacientes com tumores de alto grau, invasao profunda miométrio, extenséo
para cérvice, metastases para linfonodos e doenca extra-uterina apresentam
maior risco de recidiva sendo indicado tratamento radioterapico adjuvante. (11)
O tratamento padrao consiste em radioterapia externa seguida de braquiterapia
vaginal e possui papel na melhora do controle local da doenga sem alterar a
sobrevida. Ha 4 potenciais rotas de metastases baseadas no acometimento
tumoral de acordo com revisao de casos realizada na Mayo Clinic: 1) invasao
miometrial profunda - metastase hematogénica; 2) linfonodos positivos e
invasao estroma cervical — recorréncia linfonodal; 3) grau 3, invasao espacgo
vascular ou ambos — recorréncia vaginal; 4) estadio IV ou varios fatores
combinados — recorréncia pélvica. Baseado nos riscos define-se: braquiterapia
para pacientes com risco de recorréncia vaginal; radioterapia externa para
pacientes com risco de recidiva linfonodal; quimioterapia para pacientes com
risco de metastases hematogénicas e recorréncia pélvica; e terapia combinada

para pacientes com varios fatores de risco.(70)

A quimioterapia tem sido utilizada na doenca avancada ou recorrente, e
possui um papel limitado. Os agentes comumente utilizados incluem a
cisplatina e doxorrubicina, mas os efeitos colaterais muitas vezes nao sao
tolerados e os pacientes apresentam muitas comorbidades. Em 2007 foi
publicada uma metanalise incluindo ensaios clinicos randomizados a fim de
verificar o impacto dos agentes quimioterapicos na sobrevida livre de doencga,
na melhora da qualidade de vida e sobrevida global. Onze ensaios clinicos
foram selecionados, todos comparando uma droga com outra, nenhum
comparando contra hormonioterapia ou medidas de suporte. Seis estudos
foram utilizados na metanalise que verificou uma melhora significativa na
sobrevida livre de doenca (HR= 0,80 1C95% 0,71 — 0,90) com o uso de
quimioterapia mais intensa em comparagao com regimes mais leves. O uso de
doxorrubicina e cisplatina em combinagao com outras drogas demonstrou uma
melhora na sobrevida global quando comparada com doxorrubicina e cisplatina

isoladas (este resultado se deve principalmente a um trabalho que associou
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Paclitaxel ao esquema). Nao ha evidéncias suficientes quanto ao controle de
sintomas e melhora na qualidade de vida. Os autores concluem que platinas,
antracicilinas e taxanos sao as drogas mais estudadas e que o uso combinado
melhora as taxas de resposta apesar do aumento de efeitos adversos
(mielossupressao e gastrointestinais). Estes autores sugerem que outros
estudos devam ser realizados comparando os agentes quimioterapicos com
hormonioterapia e verificando adequadamente o impacto destes agentes sobre

a qualidade de vida.(11)

Em virtude da maioria das pacientes com doenga recorrente ou estagios
avangados da doenga ser composta de mulheres idosas, os regimes de
quimioterapia muitas vezes sao limitados pela toxicidade. A hormonioterapia
com progestagenos € menos téxica e possui taxas de resposta de até 20% em
pacientes selecionados. As taxas de resposta com agentes quimioterapicos
sdo em torno de 20-30% e sdo mais eficazes nas terapias combinadas do que

com agentes isolados.(70)

2.6 IMUNOHISTOQUIMICA NO CANCER DE ENDOMETRIO

Os dois tipos histologicos mais estudados de carcinoma de endométrio
sdo o endometridide e o seroso, exibindo comportamento bioldgico distintos,
sendo os tumores serosos mais agressivos. Uma forte imunorreatividade de
p53 é vista em 80% dos tumores serosos, sendo encontrada em apenas 20%
dos tumores endometridides.(78) A expressdo de p53 em tumores
endometridides é negativa a fraca nos graus 1 e 2. Este resultado confirmado
por andlise molecular demonstrou que mutagbes no gene p53 ocorrem na
maioria dos tumores serosos (90%) e em apenas 10-20% dos tumores
endometridides, sendo ainda encontradas nos tumores de maior grau. Uma vez
que tumores endometridides grau 3 expressam p53 e 10-15% dos tumores
serosos nao expressam, o uso deste marcador ndo €& recomendado na
diferenciacao deste tumores. Marcadores adicionais devem ser utilizados como
MIB1, RE/RP, beta-catenina e PTEN. MIB1 deve ser utilizado na suspeita de
tumor seroso e na auséncia de expressdo de p53 (>75% de expressao de

MIB1 é compativel com tumor seroso). A expressao de RE/RP é prevalente nos
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tumores endometridides grau 1 e 2 e fraca ou ausente nos tumores serosos,
células claras e endometridide grau 3. Acumulo nuclear de beta-catenina é
visto em 35-50% dos tumores endometridides, em contraste com padrao
membranoso dos tumores serosos. Ao contrario da p53, cuja expressao
aumenta na maioria das mutagdes, mutacbes no gene PTEN resultam em
diminuicdo da expressao imunohistoquimica comparada com tecido normal. A
perda de PTEN é comum nos tumores endometridides e raramente é vista nos

tumores serosos.(79, 80)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Verificar a expressdo da enzima SIRT1, p53 e receptores hormonais
(RE: receptor de estrogénio / RP: receptor de progesterona) em amostras
histolégicas de carcinoma de endométrio de pacientes operadas no Hospital
Sao Lucas da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS)
no periodo de janeiro de 2000 a junho de 2012 e compara-la com a sua
expressdo em amostras de pacientes com endométrio sadio (secretor,
proliferativo e atrofico) obtidas em bidpsias ou cirurgias (ex: prolapso genital)

realizadas no mesmo periodo.

3.2 OBJETIVO SECUNDARIO

Verificar se existe diferenca na expressdo de SIRT1, p53, RE e RP de
acordo com as principais caracteristicas histolégicas do tumor (grau, tipo

histoldgico, estadiamento).
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RESUMO

Introdugdo - Estudos recentes tém demonstrado que as histonas,
proteinas da estrutura da cromatina, exercem um papel importante na
expressao génica. Modificagcbes como acetilagado, desacetilagdo e fosforilagdo
de histonas podem resultar em um aumento ou repressdo de genes de
transcricdo. Um desbalanco nestes sistemas pode levar ao desenvolvimento de
diversas doencas, incluindo cancer. A Sirtuina 1 (SIRT1) pertence a familia de
histonas desacetilases NAD — dependentes e esta envolvida com a regulagéo
da ativacdo da transcricdo e apoptose relacionada ao gene p53 (gene
supressor tumoral). Ha varias alteragbes na expressao de receptores
hormonais e p53 em cancer de endométrio, mas o papel de SIRT1 nestes

tumores ainda esta para ser definido.

Objetivos - Identificar, quantificar e comparar a expressao da enzima
SIRT1, p53 e receptores hormonais de estrogénio (RE) e progesterona (RP)

em amostras de endométrio tumoral e normal.

Populacao e Métodos — Estudo de caso-controle comparando 96 casos
de cancer de endométrio e 128 controles (endométrio sadio) a partir de
amostras do banco de dados do Setor de Patologia do Hospital Sdo Lucas da
PUCRS no periodo de janeiro de 2000 a junho de 2012. Os espécimes em
parafina foram submetidos a pesquisa dos fatores em estudo através da

técnica de imunohistoquimica.

Resultados — A expressado de SIRT1 avaliada pelo percentual médio de
positividade nuclear de células foi significativamente maior nos tumores em
comparagao com os controles, ao passo que a expressao de RE e RP foi maior
no endométrio sadio. Nao houve diferenca na expressao de p53 entre casos e
controles. Os tumores mais agressivos (maior grau e estadiamento IlI-1V)

tiveram reducéo significativa na expressao de RP.

Conclusao — A expressao de SIRT1 foi maior nos tumores de endométrio,

sugerindo um possivel alvo terapéutico.

Palavras-chave — Cancer de endométrio, SIRT1, histonas desacetilases,

receptores hormonais, p53.
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ABSTRACT

Background - Recent studies have demonstrated that the chromatin
structure proteins named histones have an important role in gene expression.
Acetylation, deacetylation and fosforylation of such proteins may result in
upregulation or repression of transcription genes. An imbalance of these
systems may result in the development of many diseases, including cancer.
Sirtuin 1 (SIRT1) is a member of the family of histone deacetylases NAD —
dependents and is involved in the regulation of transcription and apoptosis
activation related to p53 gene. There are several changes in the expression of
hormone receptors and p53 in endometrial cancer, but the role of SIRT1 in

these tumors is still to be defined.

Objective - To identify, quantify and compare SIRT1, p53, estrogen
receptor (ER) and progesterone receptor (PR) expression in normal and

neoplastic endometrial tissue.

Methods — Case-control study comparing 96 cases of endometrial cancer
and 128 control samples comprised of normal endometrium. All samples were
selected from the Pathology Service, Hospital Sao Lucas of PUCRS between
January, 2000 and June, 2012. The factors studied in this paper were analyzed

in paraffin specimens by immunohistochemistry technique.

Results — Expression of SIRT1 was assessed by the mean percentage of
cells with positive nuclear staining was higher in the cancer group as compared
to the control group. Expression of ER and PR was higher in the normal
endometrium. There is no difference between case and control groups
regarding the expression of p53. More aggressive cancers (high grade and

stage IlI-IV) have a reduction on the expression of PR.

Conclusion — The immunohistochemical expression of SIRT1 histone
deacetylase was significantly higher in endometrial cancer samples, suggesting

a possible new target therapy.

Keywords — Endometrial cancer, SIRT1, histone deacetylases, steroids

receptors, p53
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INTRODUCAO

A cromatina constitui-se de complexos de DNA associados a proteinas
estruturais denominadas histonas e nao-histonas. Sabe-se que a estrutura da
cromatina exerce um papel importante na expressdao génica e que
modificagcdes como acetilagao, desacetilacao e fosforilacdo de histonas podem
levar a mudancas na arquitetura de nucleossomos e remodelamento da
cromatina, o que pode resultar em um aumento ou repressdo de genes de
transcricdo.(1) As duas modificagbes mais estudadas sdo a acetilagdo e a
desacetilagdo de lisinas em histonas do nucleo, que sdo controladas por
enzimas denominadas de histonas acetiltransferases (HAT) e histonas
desacetilases (HDAC).(2)

Alguns padrbes de expressao genética das células resultam do balango
entre a atividade de histonas acetiltransferases e histonas desacetilases. Um
desbalango na acetilagdo de histonas esta relacionado com o desenvolvimento
de diversas doengas, incluindo cancer.(3) (4) Existem atualmente descritas 3
classes de desacetilases:1) classes l/ll: relacionadas a locais especificos na
cromatina e que atuam através de um mecanismo de acetilagdo Zinco —
dependente; 2) classe Ill ou sirtuinas: estruturalmente e mecanicamente
distintas das outras classes, atuam através de um mecanismo nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD) — dependente.(5) (6)

Dentre as sirtuinas, a enzima Sir 2 (silent information regulator 2),
localizada no nucleo, foi descrita no fungo Saccharomyces cerevisiae e possui
importante papel no silenciamento de transcricdo genética através de 3 loci
especificos: teldmeros, DNA ribossomal e locus de silenciamento.(7) Observou-
se que na superexpressao de Sir 2 havia uma desacetilagao de histonas, o que
caracteriza a enzima Sir 2 como uma histona desacetilase.(8) A Sir 2 possui
um mecanismo NAD dependente: para cada lisina desacetilada, uma molécula
de NAD é clivada e produz nicotinamida e O-acetyl-ADP-ribose. Este ultimo
composto tem sido proposto como um importante sinalizador ou cofator para a

atividade catalitica do efeito silenciador do gene Sir 2.(9)
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A Sirtuina 1 (SIRT1) pertence a familia de enzimas Sir 2 de histonas
desacetilases NAD — dependentes encontrada em mamiferos. A desacetilacao
promovida por SIRT1 parece estar envolvida com a regulagdo da ativagao da
transcricdo e apoptose relacionada ao gene p53 (gene supressor tumoral).
Ainda, em células sob estresse, SIRT1 promove sobrevida celular por inibir a
apoptose dependente de p53. A SIRT1 parece modificar a cromatina
diretamente, silenciar a transcrigdo génica, modular o checkpoint meidtico e
promover um efeito antienvelhecimento. O gene SIRT1 localiza-se no

cromossomo humano 10921.3.(8, 10, 11)

Vérios estudos demonstram o papel de SIRT1 em regular uma série de
eventos celulares: inibicdo do gene p53, mecanismo antiapoptose, restricao
calérica, metabolismo da glicose, depdsito gordura, secrecdo de insulina,
envelhecimento celular, atuagdo no gene supressor tumoral HIC1, inibicao da
expressdo de receptores androgénios, entre outros.(10, 12-15) A
superexpressao de SIRT1 em células cancerosas comparadas com células

normais sugere um possivel papel de SIRT1 na carcinogénese.(16)

O cancer de endométrio € uma das neoplasias mais prevalentes em
mulheres na pds-menopausa. O aumento da expectativa de vida observado
nas Uultimas décadas ressaltou a importancia da identificacdo desta
enfermidade. A maioria das pacientes no momento do diagndstico apresenta a
doenca em estadios precoces, sendo o tratamento cirurgico eficaz. Pacientes
com tumores de alto grau, invasao profunda miométrio, extensao para cérvice,
metastases para linfonodos e doencga extra-uterina apresentam maior risco de
recidiva sendo indicado tratamento radioterapico adjuvante. A quimioterapia
tem sido utilizada na doenga avangada ou recorrente, e possui um papel
limitado.(17)

Dessa forma, o tratamento desta doenga € basicamente cirurgico, sendo
a radioterapia um tratamento complementar e a quimioterapia um tratamento
de resgate com resultados pobres, tornando-se necessaria a pesquisa de
novas alternativas terapéuticas. Um novo enfoque em oncologia tem sido a
busca de moléculas que possam ser alvo de terapia com anticorpos
monoclonais. Varios agentes que alteram a metilagdo do DNA ou modificam as

histonas tém sido propostos como novas drogas terapéuticas e seu uso vem
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sendo testado em varios trabalhos. Inibidores de histonas desacetilases
(IHDAC) estao envolvidos em estudos de fase | e Il e sdo capazes de induzir a

diferenciagao celular, parada no ciclo celular ou apoptose em tumores.(18)

Com o intuito de encontrar um possivel alvo terapéutico em cancer de
endométrio, buscamos identificar, quantificar e comparar a expressao da
enzima SIRT1 (histona desacetilase) em amostras de endométrio tumoral e

normal, bem como a expressao de receptores hormonais e p53.

PACIENTES E METODOS

Foi realizado um estudo de caso-controle comparando a expressao da
enzima SIRT1, receptor de estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP) e
p53 em amostras histolégicas adquiridas através do bloco de parafina de
pacientes com tumores malignos de endométrio (casos) e em endométrio
considerado normal (controles), com projeto aprovado pelo comité de ética e

pesquisa da instituicao.

As amostras de neoplasia (casos) foram obtidas a partir de pacientes
submetidas a tratamento cirurgico (histerectomia, anexectomia bilateral com ou
sem linfadenectomia pélvica) no Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS), sendo resgatados todos os casos de
anatomopatolégicos de cancer de endométrio realizados no periodo de janeiro
de 2000 a junho de 2012 que possuiam amostra tecidual em bloco de parafina
nos arquivos do Servico de Patologia dessa instituicdo. Os dados dos
anatomopatolégicos foram tabulados e analisados de acordo com: tipo
histolégico, grau, tamanho do tumor, margem cirdrgica, avaliagdo de
linfonodos, invasdo de outros 6rgaos e estadiamento cirdrgico segundo a

Federacgéao Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) 2009. (19)

As amostras histolégicas nado-neoplasicas (controles) foram obtidas de
pacientes submetidas a bidpsia de endométrio (por qualquer razao, por
exemplo, menorragia) ou a procedimentos cirurgicos (exceto por patologia
endometrial) que foram realizadas no mesmo hospital e no mesmo periodo dos

casos. Foram incluidas amostras com resultado histolégico normal (endométrio
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atrofico, proliferativo e secretor) excluindo-se além de neoplasia, as lesdes
hiperplasicas e o desenvolvimento de alguma alteragdo neoplasica ou pré-

neoplasica documentada posteriormente a bidpsia.

Foram incluidos inicialmente no estudo 100 casos de cancer de
endométrio e 130 controles. Algumas amostras foram excluidas por falta de
material (blocos de parafina) ou impossibilidade de realizar a técnica de
imunohistoquimica. A amostra final foi constituida de 96 casos e 128 controles
(total de 224).

Cada amostra (casos e controles) teve a expressao de SIRT1, RE, RP e
p53 definida a partir da analise histolégica dos espécimes submetidos a técnica

de imunohistoquimica.

Imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica foi realizada em tecidos fixados em
formalina e incluidos em parafina utilizando os anticorpos dos fatores em
estudo. O mecanismo de deteccdo utilizado para pesquisa de antigenos em

tecidos foi através de método de polimero.

Para o preparo das laminas e posterior analise imunohistoquimica, foram
feitas seccoes de 3um de espessura, obtidas com o auxilio de um micrétomo
(Leica, SM 2000R, Alemanha). Os cortes foram colocados em laminas com
carga positiva (FLEX IHC Microscope Slides, Dako) e levados a estufa a 60°C
por 24h.

A exposicdo do antigeno, através da metodologia de recuperagao
antigénica induzida por calor a alta temperatura, foi realizada em plataforma
pTLINK ( DAKO) por 15minutos a 98°C, com a solugao Envision Flex solugéo
de recuperagdo antigénica, pH alto (DAKO). Logo apdés este periodo, foi
realizada a lavagem das laminas em tampao PBS, pH 7.2. O bloqueio da
peroxidase enddgena foi realizado com solugéo de 3% de H202 em alcool
metilico em duas incubagdes de 15 minutos seguido de trés ciclos de lavagem

com tampao PBS, pH7.2.

Os cortes foram incubados pela metodologia de capilaridade através da

estacdo de imuno-coloragdo Sequenza (Thermo Shandon, USA) por 20
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minutos em temperatura ambiente para os seguintes anticorpos: Receptor de
Estrogeno, clone 1D5 ( RTU Flex, Dako), Receptor de Progesterona, clone
PgR636 (RTU Flex, Dako), proteina p53, clone DO-7, (RTU Flex, Dako) e para
a SIRT-1, clone E104 (ABCAM 32441) utilizou-se a diluicdo de 1:100 diluido
em tampao PBS e incubado overnight entre 5-6C2. Ap6s a incubagao com o
anticorpo primario, os cortes foram lavados por 3 passagens de tampao PBS,
pH7.2. Para amplificagdo da reagao antigeno-anticorpo utilizou-se o sistema de
deteccdo cromogénica Envision™ FLEX, High pH(Dako,USA) utilizado de
acordo com as recomendagdes do fabricante. A seguir, as laminas foram
lavadas com tampao PBS, pH7.2 e incubadas com solucdo de
diaminobenzidina (Dako Liquid DAB Substrate Chromogen System, USA) por 5
minutos. Apos lavagem em agua destilada, as laminas foram contra coradas
com Hematoxilina de Harris por 1 minuto seguido de lavagem em agua
corrente até remocédo completa do corante e incubadas em um solucdo de
amoénia 37mM por 15 segundos. Para finalizar, as laminas foram desidratadas
em alcool etilico absoluto (quatro incubagées de 2 minutos) e apds dois
tratamentos com xileno por 5 minutos. As laminas foram montadas com meio

sintético Entellan ( Merck, Alemanha).

Método de Contagem

Para a realizagdo da contagem celular foi utilizado um sistema de
analise digital composto por microscopio 6ptico Zeiss Axioskop 40 com lentes
neofluares (Oberkohen, Alemanha), conectado através de uma videocamera
Roper Scientific (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA) a um
microcomputador (Pentium IV 2.2 GHz com 1024 MB de memdria RAM, disco
rigido de 160 GB) e placa de captura Image Pro Capture kit (Media
Cybernetics, Silver Spring, EUA). Para a captura digital das imagens foi
utilizado o programa Image Pro Plus versao 6.0. As imagens foram capturadas
no formato TIFF (True Image Format File). Foi realizada analise de 5 campos
de 400 aumentos para cada amostra, constituindo um total de 1120 campos
analisados (cada area de 400 aumentos corresponde a 19200 um?). As células

positivas para expressdo de qualquer um dos marcadores utilizados foram
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identificadas pela coloragdo nuclear marrom, obtendo-se entdo, um percentual
meédio de expressao de SIRT1, RE, RP e p53 para cada amostra, incluindo na
contagem células glandulares e do estroma. O processo de andlise das
imagens foi realizado de forma automatica por um software desenvolvido
especialmente para esta pesquisa. O método de contagem das células que
coraram ao marcador no processo de imunohistoquimica foi realizado
basicamente em duas etapas: separacado dos nucleos celulares do restante da
imagem e identificagdo da tonalidade marrom através da aplicagdo de
sucessivos filtros de cores. O percentual de células consideradas positivas foi
determinado através do total de células na tonalidade marrom dividido pelo

total de células da imagem.

Analise Estatistica

Os dados quantitativos foram descritos por média e desvio-padrao ou por
mediana e amplitude interquartil (P25 a P75) quando as pressuposi¢coes de
distribuicdo gaussiana nao foram atingidos. Dados categéricos foram descritos
por contagens e percentuais. A comparagao da expressao dos marcadores foi
realizada pelo teste de Mann-Whitney no caso de dois grupos e pelo teste de
Kruskal-Wallis quando 3 ou mais grupos estavam envolvidos. Comparagdes
post-hoc apds o teste de Kruskal-Wallis foram ajustadas pelo procedimento de
Holm-Bonferroni. Letras-indice foram utilizadas para designar diferengas
estatisticamente significativas. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Os dados foram processados e analisados com

os programa SPSS versao 22 e WinPepi versao 10.5.

RESULTADOS

Os controles foram compostos de 128 amostras (51 casos de
endométrio proliferativo, 50 casos de endométrio secretor e 27 casos de
endométrio atrofico) de pacientes com média de idade de 47,5 anos (desvio-

padrdao 10,2 anos). Os casos foram constituidos das amostras de cancer de
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endométrio de pacientes com média de idade de 65,7 anos (desvio-padrao de
10,3 anos) - Tabela 1.

Tabela 1 — Descricdo da amostra (n=224)

GRUPOS N Idade (anos)
Casos (tumores de endométrio) 96 65,7 £10,3
Controles (endométrio sadio) 128 47,5 +10,2

Idade representada em média e desvio-padrao

O resumo da analise descritiva das variaveis histolégicas dos tumores

encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2 — Analise descritiva das variaveis histoloégicas nos
casos (n=96)
FATOR N Percentual (%)

Tipo histoloégico tumoral

Adenocarcinoma endometridide 86 a0
Endometridide / viloglandular 1 1
Viloglandular 1 1
Sarcoma de estroma 3 3
Células Claras 2 2
Misto (endometrioide/cél claras) 1 1
Mulleriano 1 1
Seroso 1 1
Grau tumoral
1 8 8
2 67 70
3 13 14
nao aplicavel* 8 8
Linfonodos
Positivos 9 9
Negativos 33 34
N&o analisados 54 56
Estadiamento Cirurgico
A 15 16
IB 41 43
Il 13 14
A 12 13
B 0 0
I C1 9 9
I Cc2 0 0
IV A 4 4
IVB 2 2

* sarcoma de estroma, células claras, misto, mulleriano e seroso
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O tipo histolégico mais frequente foi o adenocarcinoma endometridide
(86 casos — 90 %). Outros tipos encontrados foram:, 1 caso de
adenocarcinoma endometridide com areas Vviloglandulares, 1 caso de
adenocarcinoma viloglandular, 3 casos de sarcoma de estroma endometrial, 2
casos de adenocarcinoma de células claras, 1 caso de tumor misto
(endometridide e células claras), 1 caso de tumor milleriano e 1 caso de tumor

seroso papilar.

Quanto ao grau histolégico, maior parte dos casos eram grau 2 (tumores
moderadamente diferenciados), constituindo 71% da amostra. Os tumores do
tipo histoldgico nao-endométridide nao possuem classificagdo quanto ao grau e

foram agrupados na categoria “ndo aplicavel = N.A” (n= 8; vide tabela 2).

A média de tamanho dos tumores foi de 4,2 cm (desvio-padrao de 2,4

cm).

A margem cirurgica foi livre na maioria dos casos (n = 94, 98%). A
analise dos linfonodos foi realizada em apenas 42 pacientes (44%), destas 9

apresentaram linfonodos positivos e 33 linfonodos negativos.

Quanto ao estadiamento cirurgico, a maioria dos tumores encontrava-se
no estadio 1B (43%) — tumores limitados ao corpo uterino com invasao de

menos da metade do miométrio.

A expressao de SIRT1, RE, RP e p53 foi obtida através do percentual
médio de positividade de células (glandulares e do estroma) em cada amostra.
As figuras 1 e 2 ilustram a representagdo da expressao imunohistoquimica de
SIRT1, RE, RP e p53 em casos e controles através da coloragao nuclear

marrom.
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Figura 1. Expressdo imunohistoquimica em caso de adenocarcinoma endometridide
(400x)




Figura 2. Expressao imunohistoquimica em controle de endométrio proliferativo (400x)
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Os dados relativos a expressao de SIRT1, RE, RP e p53 entre casos e

controles estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Anadlise do percentual de expressao dos diversos fatores
estudados em relagao aos casos (tumores) e controles (endométrio

sadio), com ajuste para idade

Casos (n=96) Controles (n=128) p p’
SIRT1 24,8(7,8a66,2) 12,0(3,1a29,5) 0,001 0,002
RE 25,7 (13,8a34,7) 355(23,5a48,1) <0,001 < 0,001
RP 27,2(9,3a42,8) 37,9(21,7a46,7) 0,001 0,005
P53 8,5(1,9a16,4) 5,5(3,6a9,1) 0,187 0,222

Os dados sao representados em mediana e intervalo interquartis. p: significancia obtida
em Mann-Whitney (p<0,05). p' : analise ajustada para idade obtida em Ancova em dados

com transformacgao de postos (Rank Transformed Data).

Em virtude do numero reduzido de tumores do tipo nao-endometridide,

nao foi feita analise de subgrupo entre os tipos tumorais.

Em relacdo as variaveis tumorais, estratificamos a amostra dos casos
buscando analisar se houve diferengca de expressao de acordo com o grau € 0
estadiamento cirurgico, agrupando fatores de melhor prognéstico (grau 1 e 2;
estadiamento | e Il) versus fatores de pior prognéstico ( grau 3 e N.A. ;

estadiamento lll e V) — tabela 4.
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Tabela 4: Anadlise do percentual de expressao dos diversos fatores

estudados em relagao ao grau e estadiamento cirurgico

Sirt1 p RE p RP p p53 p
1e2 22,6 0,498 26,3 0,091 32,8 0,002 9,3 0,94
-5 (=75) (6,8;71,7) (16,5; 36,7) (15,6;44,8) (2,2; 16,4)
<
X
(M 3INA 29,9 11,5 8,7 8,3
(n=21) (14,2; 57,8) (3,0; 33,4) (3,0;25,5) (1,7, 17,9)
o ™ 17,5 0,11 27,3 0,063 30,2 0,004 6,3 0,007
|_
E (n=69) (5,7; 67,3) (15,6; 38,5) (18,0;44,9) (1,1;14,0)
=
<_( n-1v 30,6 19,5 10,3 11,9
)
|<£ (n=27) (21,0; 64,6) (2,4 :32,6) (3,0;38,9) (5,2; 22,8)
%)
L

Os dados sao representados em mediana e intervalo interquartis. P: significancia obtida
em Mann-Whitney (p<0,05).

hormonal

Em razdo dos diferentes tipos de endométrio sadio e a influéncia

sobre os tecidos,

buscamos também analisar a expressao

imunohistoquimica dentro dos diferentes tipos de endométrio (tabela 5).
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Tabela 5. Analise do percentual de expressao dos diversos

fatores estudados em relagao ao tipo de endométrio

Endométrio Endométrio Endométrio p
Proliferativo Secretor Atréfico
(n=51) (n=50) (n=27)

SIRT1 13,7(8,5a23,3° 9,7 (1,7 a98,2)*° 6,5(2,1a13,7)° 0,008

RE 41,2 (29,6 a 52,47 29,5(20,4 a43,4)° 29,9(18,9a44,0° 0,007
RP 42,3 (30,4 a 49,4 37,2 (20,1a46,1*° 289 (150a41,5° 0,008

P53 7,1(38a128) 48(2,9a5,.8) 7,1 (5,0a 11,5) 0,633

Os dados sao representados em mediana e intervalo interquartis. p: significancia
obtida em Kruskal-Wallis. Letras indices nao coincidentes representam diferencas
significativas ao procedimento pos-hoc (p<0,05). Holms’multiple comparison

adjustment.

A expressdao de SIRT1 foi maior nos casos em comparacido aos
controles, mesmo apds analise ajustada para idade, ao passo que a expressao
de RE e RP foi maior nos controles. A expressdo de p53 ndo demonstrou
diferenga entre os grupos, sendo pouco expressa tanto nos tumores como no
endométrio sadio (mediana abaixo de 10%), o que caracteriza a baixa

expressao deste marcador em endométrio.

Na analise entre grupos de melhor prognéstico x pior progndstico, ndo
houve diferenca significativa na expressdao de SIRT 1, RE e p53 na
comparagao entre tumores grau 1 e 2 versus grau 3 e N.A, ao passo que houve
queda significativa na expressao de RP nos tumores grau 3 e n/a (mediana de
expressao de 32,8% grau 1 e 2 x 8,7% grau 3 e N.A.). Este achado também foi
encontrado na analise dos casos quanto ao estadiamento, demonstrando uma
queda significativa na expresséo de RP nos tumores nos estadios lll e IV (I e
II: 30,2% x Il e IV: 10,3%). Ainda, nos tumores estadios Ill e IV houve um

aumento significativo na expressédo de p53. RE e SIRT 1 ndo demonstraram
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diferenca na expresséo entre os grupos de estadiamento. Assim, os tumores
de pior progndstico quanto ao grau e estadiamento demonstraram uma queda
na expressdao de RP. O aumento na expressdo de p53 foi identificado nos

estadios mais avangados.

Quanto aos tipos de endométrio, a expressao de SIRT 1 e RP foi
maior no endométrio proliferativo, sendo diferente estatisticamente apenas do
endométrio atréfico. RE também teve expressdao maior no endométrio
proliferativo, diferenciando-se do endométrio secretor e atréfico. A expressao

de p53 ndo demonstrou diferenga entre os grupos.

DISCUSSAO

De forma semelhante aos dados da literatura, a maioria dos tumores em
nosso estudo foi do tipo adenocarcinoma endometridide (90% da amostra), em
pacientes com média de idade de 65,7 anos, tumores grau 2 (70%) e com

estadiamento inicial (I B - 40%).

Nossos resultados evidenciaram uma maior expressao de SIRT1 e
menor expressao dos receptores hormonais (RE/RP) nas amostras de cancer
de endométrio quando comparadas com controles. Estes achados demonstram
que no endométrio neoplasico, ha uma maior expressao de SIRT1 e uma
menor expressao de receptores hormonais. A expressdao de p53 néao
demonstrou diferenca entre casos e controles, ambos apresentando uma baixa
expressao deste fator. Provavelmente estes achados se devem ao tipo
histolégico dos nossos casos, constituidos basicamente por tumores
endomeétrioides. Em virtude do niumero pequeno dos outros tipos tumorais, nao

foi possivel realizar analise estratificada por tipo histoldgico.

Existe uma expressao imunohistoquimica diversa no que se refere a
expressao de p53 e receptores hormonais nos diferentes tipos histolégicos de
cancer de endométrio. Os dois tipos histolégicos mais estudados desta
neoplasia sdo o endometridide e o seroso, exibindo comportamento biolégico
distintos, sendo o0s tumores serosos mais agressivos. Uma forte

imunorreatividade de p53 é vista em 80% dos tumores serosos, sendo
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encontrada em apenas 20% dos tumores endometridides.(20) A expressao de
RE/RP é prevalente nos tumores endometridides grau 1 e 2 e fraca ou ausente
nos tumores serosos, células claras e endometridide grau 3.(21) Quanto as
alteragdes moleculares, aproximadamente 20% dos tumores endometridides
esporadicos exibem instabilidade de microsatélites e inativagcdo do gene MHL1
(sistema de reparo de erro), o que ocorre através da hipermetilacédo das CpGs
islands, um processo denominado de silenciamento genético. A inativagao do
gene supressor tumoral PTEN é visto em aproximadamente 80% dos tumores
endometridides e parece ser um evento precursor. Instabilidade cromossémica

e mutagao no gene p53 s&o encontradas nos tumores serosos.(22) (23)

Os carcinomas de endométrio bem diferenciados e em estagios
precoces habitualmente expressam receptores hormonais de estrogénio e
progesterona, ao passo que nos tumores mais agressivos ha perda da
expressao, e este fator tem sido associado a mau prognéstico. Com o intuito de
determinar a expressao dos receptores de estrogénio alfa (RE a), receptor de
progesterona A (RP A), receptor de progesterona B (RP B) e ki 67 foi realizado
um estudo avaliando a expressao imunohistoquimica na porgao superficial e
profunda dos tumores (por¢gao associada a invasdo miometrial) em 15 casos de
adenocarcinoma endometridide e comparada com 5 bidpsias de endométrio
nao neoplasico. A expressao de REa foi menor nos tumores (maior redugao na
porcao profunda versus superficial), tanto nas glandulas endometriais como no
estroma. Ainda, a expressao de REa foi menor nas células do estroma em
comparagao com as células glandulares, indicando que as células do estroma
sao mais afetadas e que a avaliacdo de sua expressao € tdo importante quanto
a das células glandulares. Quanto a expressédo de RP, as duas isoformas
também demostraram reducdo ou auséncia de expressao nos tumores, mais
evidente nos tumores de maior grau e com maior invasdo miometrial. Alguns
estudos anteriores demostraram correlacdo entre a diminuicdo da expressao
de RP e aumento de E-caderina, invasdo miometrial e pior prognostico. A
expressao de Ki 67 foi maior nos tumores como esperado, apesar de existir

variedade de expressao nos tecidos normais.(24)

Nosso estudo realizou analise imunohistoquimica das amostras

considerando as células glandulares e do estroma e evidenciou uma reducgao
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importante na expressdo dos receptores de progesterona (RP) comparando
grau 1 e 2 versus grau 3 / N.A. (mediana de expresséo de 32,8% x 8,7%,
p=0,002) e na comparagao entre estadio I-Il versus IlI-IV (mediana de
expressao de 30,2% x 10,3%, p=0,004), verificando uma baixa expressao de

RP associada aos tumores de pior prognéstico.

Alguns trabalhos tém demonstrado que a diminuicdo na expressao dos
receptores de progesterona (RP) nos tumores de endométrio tem sido
realmente associada a um marcador de pior prognostico. A fim de verificar a
expressao dos RP no cancer de endométrio, foi realizado um estudo com 686
tumores primarios e 171 lesdes metastaticas utilizando imunohistoquimica e
anadlise de RNA dos espécimes cirurgicos. Imunohistoquimica de RP foi
predominantemente nuclear e observada tanto no tecido glandular, como no
estroma; sendo a analise realizada apenas nas células glandulares. A perda da
expressao de RP foi associada a marcadores tumorais de pior progndéstico em
todos os pacientes e no subgrupo de tumores endometridides. Na andlise
ajustada para idade, estadiamento FIGO e grau histologico, a expressao de RP
demonstrou ser um fator independente. Ainda, a expressao imunohistoquimica
versus expressdo RNAm teve alta correlacdo. As lesbes metastaticas tiveram o
maior declinio na expressao de RP (reducédo de 23% nos tumores primarios X

76% nas lesbes metastaticas). (25)

Diversos marcadores tém sido estudados em busca de uma maior
compreensao quanto a diversidade tumoral e a implicacdo destes marcadores
no tratamento e no prognéstico das neoplasias de endométrio. Foi realizado um
estudo com 364 casos de carcinoma de endométrio submetidos a analise
imunohistoquimica de varios fatores como: receptor de estrogénio, receptor de
progesterona, fator de crescimento epidermal, her-2, p16, p53 entre outros.
Heterogeneidade global foi identificada em 39 casos (11%). Os fatores
relacionados a uma menor sobrevida foram: baixa expressao de RE, RP e fator
ERBB3; bem como alta expressao de ERBB2, TOP2A e p53. Estes dados
corroboram com a associagao entre baixa expressdo hormonal dos receptores

e pior prognéstico. (26)

O papel da obesidade, hiperinsulinemia e diabetes na biologia do cancer

de endométrio podem estar associados ao fator de crescimento semelhante a
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insulina (IGF1 — insulin-like growth factor1). Com o objetivo de verificar se IGF1
pode ser um marcador utilizado em cancer de endométrio, foi realizado um
estudo com 35 pacientes com tumores serosos de endométrio e 17 tumores
metastaticos, demonstrando alta expressdo imunohistoquimica de receptores
de IGF-1 (IGF1R) em 42,8% dos tumores primarios e 77,8% dos tumores
metastaticos. Ainda, houve alta expressdo de p53 em 68,6% dos tumores
primarios e 100% nos tumores metastaticos. A sobrevida foi significativamente
menor nos tumores que superexpressaram p53 comparando com baixa
expressao. Nao houve correlacido entre sobrevida e expressao de IGF1R. p53
parece regular a expressado de IGF1R nos tumores de endométrio a partir de
um mecanismo que envolve a repressao da promocao de IGF1. A
desregulacdo patolégica da expressdao de IGF1R por mutagdo de p53,
aumentaria a sua expressao nos tumores.(27) Nosso estudo demonstrou um

aumento da expressao de p53 nos tumores estadios Ill e IV.

Receptores esterdides (receptores de estrogénio, progesterona e
androgénios) podem ser diretamente modificados por quinases, histonas
acetiltransferases e modificadores ubiquitin-like, que atuam alterando a ligagao
de DNA, a atividade de transcricdo e a sensibilidade aos horménios. Os
hormonios esterdides atuam como fatores que comandam a transcricado de
genes alvo. A regulagdo dos genes de transcricdao por parte dos horménios
necessita de outras proteinas chamadas de co-reguladores, que se ligam para
modular a expressao génica. Co-ativadores sao fatores que recrutam proteinas
que atuam na ligacdo entre horménios e gene alvo ou que atuam na
modificagdo das histonas. Co-repressores sao fatores que impedem a ligagcéo
hormdnio-alvo ou que recrutam histonas desacetilases com o intuito de suprimir
a expressao génica. DNA metiltransferases, proteinas de metil CpG, histonas
acetiltransferases (HATs), histonas desacetilases (HDACs), histonas
metiltransferases (HMTs) e histonas metildesacetilases (HDMs) estéo
presentes no endométrio, mas a compreensdo de todos estes fatores, bem
como a aplicabilidade clinica disto, ainda esta para ser definida. Neste
contexto, SIRT1 esta presente no endométrio, mas a sua interacdo com os

receptores hormonais ainda nao esta estabelecida. (28)
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Na analise dos controles (endométrio proliferativo x secretor x atréfico),
houve menor expressao de SIRT1 e RE no endométrio atréfico em comparagao
com o endométrio proliferativo, verificando uma possivel associacdo entre a
expressao de SIRT1 e receptores hormonais mesmo no endométrio sadio. A
expressao de RP foi maior no endométrio proliferativo, sendo diferente
estatisticamente apenas do endométrio atréfico. A expressdao de p53 nao
demonstrou diferenga entre os grupos, apresentando baixa expressao em

todos os grupos.

A interacao entre receptores hormonais e SIRT1 tem sido estudada em
tumores de prostata e mama. Anormalidades no receptor de androgénios (AR)
tém sido relacionadas a patogénese e progressdao do Cancer de Prostata. A
partir dos trabalhos relacionando SIRT1 com p53 e sobrevida celular ao
estresse, desenvolveu-se um estudo a fim de verificar o papel de SIRT1 na
funcdo do receptor androgénico em cancer de prostata. Neste estudo,
identificou-se que células tumorais de prostata tratadas com SIRTINOL (inibidor
de SIRT1) tiveram um aumento na acetilagdo de receptores androgénios,
sugerindo um papel de SIRT1 na regulagédo da acetilagcdo de AR. Além disso, a
expressao de SIRT1 reduz os niveis basais de receptores androgénios em 10%
e praticamente anula os niveis de dehidrotestosterona (DHT) induzidos pelo
excesso de AR. Ainda, o crescimento celular das células tumorais de prostata
foi inibido pela expressao de SIRT1, o que sugere que SIRT1 inibe a
carcinogénese nestes tumores, bloqueando proliferagdo celular. Assim, pode-
se sugerir que SIRT1 reprime a sinalizagdo e a funcdo dos receptores de
androgénios. O aumento da atividade destes receptores, a partir da perda de
fatores repressores, tém sido relacionado ao crescimento células tumorais de
prostata. SIRT1 parece exercer um papel inibitério nestes receptores e

promover a regulagao da proliferagao das células tumorais nestes tumores.(15)

Outro estudo envolvendo trés linhagens celulares tumorais de préstata
(LNCap, PC3 e DU 145), verificou um aumento na expressdo de SIRT1 em
todas as linhagens em comparagdao com as células normais de prostata. Este
aumento foi de 2,2 e 2,5 vezes maior na linhagem PC3 e DU145 (ndo
expressam AR) em comparacgéao a linhagem LNCap (expressa AR), identificado

através de real-time PCR, identificando maior expressdao de SIRT1 nas
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linhagens que ndo expressam AR. O uso de SIRTINOL (inibidor de SIRT1)
promoveu quimiossensibilizacao de Cisplatina e Campotecina, resultando em
inibicdo do crescimento celular nas linhagens PC3 e DU145 (linhagens com
maior expressao de SIRT1). A diferenca de expressédo de SIRT1 nas linhagens
também pode ser devida a falta de expressdao de p53 na linhagem PC3,
causando um aumento na expressao de SIRT1. O papel de SIRT1 no
crescimento celular parece ser diferente nas linhagens celulares de tumores de
préstata dependendo dos receptores de androgénio. Nas linhagens sensiveis
deidrotestosterona e superexpressdao de SIRT1, ao passo que nas linhagens
que ndo expressam androgénios (PC3 e DU145), SIRT1 estd associada a

maior resisténcia ao quimioterapicos e a proliferagao celular. (29)

Sabe-se que o0 estrogénio é um componente importante no
desenvolvimento da glandula mamaria e da carcinogénese dos tumores de
mama. A relagdo entre SIRT1 e receptores de estrogénios alfa (ERa) foi
estudada em linhagens de células de tumores de mama. Verificou-se que nas
linhagens tumorais com receptores hormonais positivos para ERa (linhagem
MCF-7) tratadas com Nicotinamida (inibidor de histonas desacetilases classe lll
—IHDAC 1ll) ou Sirtinol (inibidor especifico de SIRT1) houve diminui¢ao dos
niveis de RNAm de ERa confirmado por real time PCR, demostrando um efeito

positivo de SIRT1 na expressao dos receptores de estrogénio ERa. (30)

Outro estudo utilizando linhagens celulares de tumores de mama MCF-7,
verificou a associagao entre CCAR1 (Cell Cycle and Apoptosis Regulator 1),
DBC1 e SIRT1 na expressao de receptores hormonais. CCAR1 se liga ao
receptor de estrogénio REa e induz a proliferacdo das células tumorais de
cancer de mama estrogénio-dependentes Apesar de DBC1 ter sido levantado
como gene supressor tumoral ao inibir SIRT1 e assim promover a apoptose via
p53, alguns estudos tem demonstrado um aumento na expressao de DBC1 em
tumores de mama. DBC1 possui um efeito sinérgico ao CCAR1, promovendo
um aumento da fungdo do REa (efeito promotor). SIRT1 atua nesta rota
inibindo a ligagdo entre CCAR1 e DBC1 — compete com CCAR1, promovendo
reducao de REa (efeito inibitério sobre ERa). Ainda, DBC1 inibe a interacéo
entre SIRT1 e receptor REa. Concluindo, DBC1 ativa CCAR1 (que ativa REq)
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e inibe SIRT1 (que inativa REa). Neste estudo, SIRT1 teria um papel inibitério

na expressao dos receptores estrogénio.(31)

A interacao entre receptores hormonais e SIRT1 também foi verificada
em outro estudo com linhagens MCF-7 de tumores de mama. Sabe-se que o
estrogénio € um importante fator carcinogénico nas neoplasias de mama e que
seu metabdlitos oxidativos sdo responsaveis pelo dano ao DNA e mutagdes.
Receptor de estrogénio alfa (REa) promove o transporte de metabdlitos téxicos
do estrogénio para o nucleo da célula aumentando o dano oxidativo ao DNA.
Algumas enzimas removem esses metabdlitos genotdoxicos, como NQO1 e
GSTs (glutationa S tranferases). O fator de transcricdo NFR2 se liga a fatores
de resposta a elementos antioxidantes (ARE) e promove a transcrigdo NQO1 e
GSTs. Moduladores dos receptores de estrogénios (SERMs), como tamoxifeno,
atuam preferencialmente em receptores de estrogéno beta (RE (), ativando a
transcricdo de NQO1. Uso de estrogénio nas células tumorais de mama
linhagem MCF-7 inibiu a atividade de NQO1. REa e SIRT1 atuam promovendo
a inativagdo da transcricao de NQO1 (efeito repressor). O uso de Shikonina
(antiestrogénio) inibiu a expressao de REa, revertendo o efeito inibitorio sobre
NQO1. (32)

A partir destes estudos, pode-se verificar que o papel de SIRT1 nos
receptores hormonais em prostata e mama ainda é controverso, evidenciando
efeitos protetores e promotores da carcinogénese. Em nosso estudo, houve
maior expressao de SIRT1 nos tumores em comparagdo com controles, ao
passo que houve reducdo na expressao dos receptores hormonais. P53 nao
teve diferenca na expressdo entre casos e controles, apenas foi evidenciado
um aumento expressao na analise de subgrupo de pior progndstico quanto ao
estadiamento tumoral. O painel imunohistoquimico dos nossos tumores
evidenciou maior expressdo de SIRT1 e menor expressdao de receptores
hormonais (RE, RP), sugerindo um papel de SIRT1 como promotor da
carcinogénese, uma vez que a perda da expressado de receptores hormonais

no endométrio esta associada a pior prognéstico.

Apesar de existirem varios estudos buscando identificar qual o melhor
painel de marcadores, os fatores mais investigados e validados na avaliagao do

cancer de endométrio sdo RE, RP, p53 e alteracdes de DNA. A perda de
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receptores hormonais nos tumores endometridides esta relacionada a
agressividade tumoral, bem como a superexpressao de p53 a uma piora na
sobrevida. Atualmente, a analise destes marcadores ndo € incorporada na
pratica clinica, sendo as decisdes terapéuticas (tratamento hormonal) iniciadas
sem o conhecimento prévio do status dos receptores hormonais. A doenca
metastatica é discordante da lesdo primaria em 18-45% dos casos, sendo a
positividade para receptores hormonais um fator de melhora de resposta e
sobrevida. (33)

O tratamento hormonal no cancer de endométrio & constituido de dois
tipos: derivados da progesterona e regimes antiestrogénio. Ha correlagao
positiva entre resposta ao tratamento com progestagenos (acetato de
medroxiprogesterona) e status dos receptores hormonais, sendo a resposta
maior nos tumores que expressam RE e RP. Outras alternativas como o uso de
SERMSs (Selective Estrogen Receptor Moduladors) — tamoxifeno, raloxifeno e
arzoxifeno — também estdo sendo estudadas, mas ainda com resultados nao
muito encorajadores. Os analogos do GnRH (goserelina) e os inibidores da
aromatase (anastrazole, letrozole) também demostraram pouca resposta na
doenca avancada. A pesquisa de receptores hormonais, principalmente nos
tumores endometridides (onde ha maior perda da expressdo na recidiva
tumoral) pode ser uma alternativa para guiar o tratamento deste grupo de
pacientes, bem como combinar regimes de tratamento que promovam a
reexpressao dos receptores hormonais com o intuito de melhorar a resposta. A
medicina do futuro vai individualizar a terapéutica baseada na analise genética
do tumor e no padrdo de expressao de cada paciente, sendo a analise de
receptores hormonais um passo inicial para tentar individualizar o

tratamento.(34)

Alguns estudos envolvendo inibidores de histonas desacetilases estao
sendo testados em linhagens de cancer de endométrio. Acredita-se que o
mecanismo de acao destas drogas esteja na hiperacetilagdo de histonas,
desmetilacdo do DNA gendmico e ativagdo de genes que inibem a proliferagao
celular.(35)

Sobre a acdo de inibidores de histonas desacetilases em cancer de

endomeétrio, foi realizado um estudo comparando o inibidor TRICOSTATIN A
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(TSA) com outros agentes citotoxicos utilizados no tratamento desta patologia
como Paclitaxel, Doxorrubicina e Carboplatina.(36) Utilizando-se linhagens
tumorais de cancer de endométrio do subtipo seroso (linhagem Ark2) e
endometridide (linhagens KLE e AN3) evidenciou-se que a combinagao de TSA
e Paclitaxel inibe sinergisticamente a proliferacdo celular nas células de
tumores serosos de endométrio. Todos os agentes tiveram efeitos inibitorios na
linhagem Ark2, mas a combinagdo TSA/Paclitaxel mostrou o resultado mais
efetivo, reduzindo as contagens celulares em mais de 90% (individualmente
TSA reduziu em 55% e Paclitaxel em 70%). Resultados semelhantes (aumento
na proporcdo de células apoptéticas) foram encontrados nas linhagens
endometridides (KLE e NAS3), mas nao houve sinergismo significativo na
associacido TSA/Paclitaxel. Com o intuito de testar in vivo os resultados da
combinagcao TSA/Paclitaxel, foi realizado um modelo tumoral (xenoenxerto) em
camundongos a partir da injecao da linhagem celular Ark2, demonstrando-se,
também uma acao sinérgica na inibicdo do crescimento tumoral (reducao de
mais de 50% do tamanho tumoral). A efetividade desta associagao parece
estar relacionada a acetilagdo da tubulina e reorganizagdo dos microtubulos.
Deste modo, sugere-se que inibidores de desacetilases sdao uma classe
promissora de agentes e que podem ser Uteis na associagdo com agentes
tradicionais.(36) Este estudo obteve uma reposta mais promissora com 0 uso
de inibidores de histonas desacetilases em tumores serosos de endométrio e
nao em tumores endometridides, sugerindo que a agao destas drogas possa
estar mais relacionada a um determinado tipo histologico, provavelmente
devido as alteracbes moleculares peculiares de cada variante. Uma
consideracao a ser feita € que TSA € um inibidor de histonas desacetilases das

classes | e Il e ndo especifico de sirtuinas.

A fim de verificar o quanto os IHDAC afetam a migragao e invaséo das
células endometriais cancerosas foi realizado um estudo utilizando linhagens
celulares humanas de adenocarcinoma de endométrio positivos para
receptores de estrogénio e progesterona (Ishikawa - clone 3-H-12) e carcinoma
adenoescamoso (RL95-2). Tratamento com horménios esterdides, TSA e
SAHA aumentaram a migracdo celular com um aumento na regulagdo de

glicodelina (glicoproteina que exerce papel na regulagdo da motilidade celular).
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A superexpressao resultou em um aumento da motilidade das células Ishikawa.
Nas células RL95-2 houve um aumento da migragao celular com tratamento
hormonal e SAHA, porém com baixos niveis de glicodelina. A expressao de
glicodelina nos tumores esta associada a bom progndstico; pacientes com
carcinoma seroso de ovario tratados com quimioterapia e que expressam
glicodelina possuem uma sobrevida maior quando comparados com pacientes
sem expressao que possuem o mesmo grau e estadiamento da doenca.(37)
Isto se deve em parte as caracteristicas de indugdo da citodiferenciagao,
propriedades antiproliferativas e apoptose.(38) Este estudo demonstrou uma
maior eficacia da associacdo com inibidores de histonas desacetilases nas

linhagens celulares com receptores hormonais positivos.

Outro estudo envolvendo linhagens tumorais de endométrio foi realizado
com Oxamflatin (IHDAC) e inibidor HDAC -1 em células ARK2 (tumor seroso),
Ishikawa (tumor endometridide bem diferenciado) e AN3 (tumor endometridide
pouco diferenciado).(39) Verificou-se inibigdo do crescimento nas 3 linhagens
com o uso das drogas, sendo este efeito mais marcante nas células ARk2,
tendo um efeito supressor maior com Oxamflatin do que com o inibidor HDAC-
1. Nas linhagens AN3 o efeito foi maior com o inibidor HDCA-1. Do mesmo
modo, a indugdo de apoptose com as duas drogas foi maior na linhagem Ark2,
evidenciando um aumento de 8x na proporcdo de células apoptoéticas. Nas
outras linhagens o aumento foi de 3 a 4x. Este estudo demonstra eficacia na
supressao do crescimento celular nos dois tipos principais de cancer de

endomeétrio, porém mais marcante nos tumores serosos.

Recentemente outro estudo envolvendo um inibidor natural de histonas
desacetilases denominado PSA (Psammaplin A) foi testado em linhagens
Ishikawa.(40) Houve inibicao da proliferagao celular de modo dose-dependente,
aumento de histonas acetiladas H3 e H4 e diminuicdo da proteina HDAC-1
(histona desacetilase). H4 um aumento na expressao da ciclina inibitéria p21 e
diminuicao de p53 (mutado nas células Ishikawa), o que indica que PSA causa
ativacdo de p21 levando a apoptose de uma maneira p53 - independente.
Ainda, PSA inibe o ciclo celular através de parada da célula em G2/M e

indugao da apoptose. (40)



62

Apidicin possui atividade inibitoria de histonas desacetilases,
promovendo a acetilacdo de histonas e um efeito antitumoral em linhagens
celulares de cancer de endométrio, promovendo genes relacionados com a
parada no ciclo celular e apoptose. Foi realizado um estudo com linhagens
celulares Ishkawa e uso de Apidicin, demonstrando significativa inibicdo do
crescimento celular (53%), reduzindo a expressdao de HDAC3 e HDAC4. Ainda,
Apidicin aumentou a expressao de p21. Estes achados sugerem a que Apidicin

€ um potencial agente antitumoral contra cancer de endométrio. (41)

Assim, ha um potencial terapéutico inicial evidente em estudos pré-
clinicos com drogas inibidoras de histonas desacetilases no cancer de
endométrio, mas qual o papel especifico de SIRT1 nestas etapas nido esta bem
estabelecido. Ainda, as drogas mais utilizadas sao inibidoras das classes | e Il
de histonas desacetilases (TSA, SAHA) e ndo drogas inibidoras especificas de
sirtuinas. Deste modo, a avaliacdo dos receptores hormonais (painel
imunohistoquimico) pode ser uma importante ferramenta que deve ser
incorporada na pratica clinica para auxiliar nas decisdes terapéuticas em

pacientes com recidiva tumoral.

PERSPECTIVAS FUTURAS

A fim de promover uma melhor elucidagao sobre a expressao de SIRT1
nos tumores de endométrio e definir adequadamente qual o seu papel nesta
doenca, torna-se necessario realizar outros estudos utilizando técnicas de
biologia molecular, incorporando ou nao esta proteina no perfil de alteragdes
moleculares dos tumores de endométrio e propondo, talvez, um possivel alvo
terapéutico para esta patologia. Estudos com drogas inibidoras seletivas de
SIRT1 em linhagens celulares de cancer de endométrio também podem ajudar

a esclarecer esta possibilidade.
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