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RESUMO

Introducdo: O cancer de endométrio € a neoplasia maligna ginecologica mais prevalente nos
paises desenvolvidos e a segunda mais prevalente no Brasil, menos freqliente apenas do que o
cancer de colo uterino. Corresponde a 5% dos canceres em mulheres no mundo. A maioria
dos casos se apresenta como doenca inicial, sendo o tratamento cirurgico curativo. Existem
poucas opcdes de tratamento para pacientes com fatores prognosticos adversos e com doenca
avancada, sendo ainda pouco elucidado o processo de carcinogénese no cancer de endomeétrio.
As sirtuinas sdo proteinas envolvidas em diversos processos celulares. Sua familia é composta
por sete sirtuinas (SIRT1-SIRT7). Apresentam localizac6es celulares especificas, atuando em
uma serie de processos, incluindo a regulacdo da transcricdo génica, estabilidade genémica,
controle metabdlico, regulacdo do ciclo celular e sobrevivéncia celular. Poucos estudos
avaliaram o papel das sirtuinas no cancer de endométrio, bem como a sua associagdo com
fatores prognosticos. Objetivo: avaliar a expressdo das enzimas SIRT1 e SIRT7 em amostras
histologicas de carcinoma de endométrio de pacientes operadas no Hospital Sdo Lucas da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS) no periodo de janeiro de
2000 a dezembro de 2015 e associar a expressdo dessas proteinas com o estadiamento
patoldgico e fatores prognosticos. Métodos: foi realizado um estudo retrospectivo com a
avaliacdo de 66 amostras de pacientes com cancer de endométrio no periodo de janeiro de
2000 até dezembro de 2015. A expressdo das proteinas SIRT1 e SIRT7 foi identificada pela
técnica de imunohistoquimica e quantificada pelo escore de Allred. A expressdo dessas
proteinas nas amostras de neoplasia foi correlacionada com os fatores progndsticos: idade,
grau tumoral, tamanho do tumor, invasdo miometrial, invasdo linfovascular e estadiamento
patoldgico. Resultados: a expressdo de SIRT1 foi positiva em 40.9% das amostras e a de
SIRT7 em 24.1% dos casos. A expressdo dessas proteinas ndo apresentou associacdo
estatisticamente significativa com nenhum dos fatores progndésticos adversos no cancer de
endométrio. Conclusdes: as amostras de cancer de endométrio apresentaram positividade,
tanto para SIRT1 quanto para SIRT7, mas sem correlagdo com fatores prognosticos. A
expressao dessas proteinas em amostras de neoplasia de endométrio pode significar um

possivel alvo terapéutico a ser estudado e desenvolvido em estudos futuros.

Palavras —chave: cancer de endométrio, sirtuinas, SIRT1, SIRT7




ABSTRACT

Introduction: endometrial cancer is the most prevalent gynecological neoplasm in developed
countries and the second most prevalent in Brazil, second only to cervical cancer. It
corresponds to 5% of cancers in women worldwide. The majority of cases present as initial
disease, and surgical treatment is curative. Few treatment options exist for patients with poor
prognostic factors and advanced disease, and the process of carcinogenesis in endometrial
cancer has not been fully elucidated. Sirtuins are proteins involved in several cellular
processes. The family of these proteins is composed of seven sirtuins (SIRT1-SIRT7). They
present specific cell locations, acting in a variety of processes, including regulation of gene
transcription, genomic stability, metabolic control, cell cycle regulation, and cell survival.
Few studies have evaluated the role of sirtuins in endometrial cancer as well as its association
with prognostic factors. Objective: to evaluate the expression of SIRT1 and SIRT7 enzymes
in histological samples of endometrial carcinoma of patients operated at Hospital Sdo Lucas
(Pontificia Universidade Catdlica) between January 2000 and December 2015 and associate
the expression of these proteins with the pathological staging and prognostic factors.
Materials and Methods: we performed a retrospective study evaluating 66 samples of
patients with endometrial cancer from January 2000 to December 2015. The expression of
SIRT1 and SIRT7 proteins was identified by the immunohistochemical technique and
quantified by the Allred score. The expression of these proteins in cancer samples was
correlated with the prognostic factors: age, tumor grade, tumor size, myometrial invasion,
lymphovascular invasion and pathological staging. Results: SIRT 1 expression was positive
in 40.9% of samples and SIRT7 expression in 24.1% of cases. Expression of these proteins
did not present a statistically significant association with any of the adverse prognostic factors
in endometrial cancer. Conclusions: endometrial cancer samples were positive for both
SIRT1 and SIRT7, but without correlation in the study with prognostic factors. Expression of
these proteins in samples of endometrial cancer may represent a possible therapeutic target to

be developed in future studies.

Keywords: endometrial carcinoma, sirtuin, SIRT1, SIRT7
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Introducdo

1 INTRODUCAO

O céncer de endométrio € uma neoplasia prevalente. A maioria das pacientes se
apresenta com doenca inicial sendo o tratamento cirtrgico na maioria das vezes curativo.
Existem poucas opcdes de drogas (quimioterapicos) para o tratamento adjuvante e para o
tratamento da doenca metastatica (1). As sirtuinas foram avaliadas em varios estudos em
relacdo ao seu papel na carcinogénese ou supressdo da mesma em varios tipos de tumores.
Pouco se sabe sobre a sua expressao e funcdo no cancer de endométrio (2) (3) (4) (5). Muitas
drogas inibidoras e /ou estimuladoras dos mecanismos de acdo das sirtuinas estdo sendo
estudadas e desenvolvidas, mas ainda ndo ha dados em cancer de endométrio (6) (7) (8). A
avaliacdo da expressdo dessas proteinas em amostras de cancer de endométrio pode sinalizar

um futuro alvo terapéutico a ser bloqueado e/ou estimulado no tratamento dessa neoplasia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER DE ENDOMETRIO

2.1.1Epidemiologia, fatores de risco, diagndstico e patologia

O céancer de endométrio é a neoplasia ginecolégica mais prevalente nos paises
desenvolvidos e a segunda mais prevalente nos paises em desenvolvimento. Em 2012,
ocorreram 527.000 diagndsticos no mundo inteiro, sendo que a taxa de mortalidade foi de 1,7
a 2,4 a cada 100.000 mulheres. Corresponde a 5% dos céanceres em mulheres no mundo (9).
No Brasil, entre as neoplasias em mulheres, é o sexto tipo mais freqiiente, o segundo tumor
ginecologico mais prevalente, sendo o primeiro, o cancer de colo uterino. A taxa de
mortalidade é substancialmente mais baixa do que a incidéncia, em que difere das outras
neoplasias (10). A idade média ao diagndstico é de 62 anos, sendo prevalente em mulheres
pOs- menopausicas. Em idades mais precoces, principalmente com diagndstico antes dos 50
anos, deve-se considerar a possibilidade de Sindrome de Lynch. A sindrome de Lynch é
responsavel por 2-5% dos canceres de endométrio. Em mulheres com essa sindrome genética,
o risco de desenvolver a neoplasia é de 27 a 71% durante toda a vida, comparando-se com
2.6% na populacdo em geral. Em relacdo a apresentacdo da doenca, a maioria dos
diagnosticos é feita em estagios iniciais com a predominancia dos adenocarcinomas do tipo
endometridide (11) (12). Podemos agrupar os carcinomas de endométrio em dois grupos
distintos, os tumores tipo | e os tumores tipo Il.

Os tumores tipo | correspondem a 80 % dos casos e compreendem tumores
endometridides grau 1 e 2. Normalmente tém um prognoéstico favoravel, sdo sensiveis aos
estrogenos e podem ser decorrentes de uma neoplasia intra-epitelial endometrial. Os tumores
tipo 11 correspondem hé& 10-20% dos casos. Incluem tumores grau 3 e os tumores de histologia
ndo endometridide, como tumores serosos, de células claras, mucinosos, escamosos, de

células transicionais, de células mesonéfricas, indiferenciados e carcinossarcomas. Os
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tumores de histologia ndo-endometridides normalmente tém um prognostico reservado e ndo

estdo associados a estimulacao estrogénica (13) (14).

Os fatores de risco também diferem para os tumores tipo | e tipo Il. O principal fator
de risco para os tumores tipo | é a exposicdo estrogénica prolongada sem o adequado efeito
progestageno opositor (15). Outros fatores de risco incluem obesidade, nuliparidade, diabete
mélito e hipertensdo arterial. As alteracdes hiperplésicas do endométrio também estdo
envolvidas no desenvolvimento dessa neoplasia. O risco da hiperplasia de endométrio
progredir para carcinoma esta relacionado a presenca e intensidade da atipia citologica. A
progressdo para carcinoma ocorre em 8% nas hiperplasias simples com atipias e em 29% nas
hiperplasias complexas com atipias (16). As mulheres obesas e com diabete mélito tipo 1l tém
um risco aumentado de cancer de endométrio devido a concentragdo aumentada de estrogeno
circulante secundario a aromatizacdo periférica de androstenediona em estradiol no tecido
adiposo principalmente abdominal. Esse tipo de neoplasia ocorre principalmente em mulheres
pos-menopausicas. A ocorréncia em mulheres jovens esta associada a anovulacdo crbnica
presente na Sindrome dos Ovaérios Policisticos (SOP). O papel da associacdo de diabete
mélito e obesidade como fatores de risco para essa neoplasia ainda ndo é bem estabelecido.
Ainda ndo se sabe se ocorre somente pelo excesso de estrogeno circulante ou se a resisténcia a

insulina presente nessas duas doencgas também exerceria algum papel (17).

Varias alteracOes genéticas foram estudadas e elucidadas no carcinoma endometridide
incluindo mutacgdes nos genes PTEN, KRAS, ARID1A, PIK3CA e CTNNBL, instabilidade de
microssatélites (MSI) e status mismatch repair (MMR). A MSI é encontrada em
aproximadamente um terco dos carcinomas endometridides e frequentemente ocorre devido a
inativacdo das proteinas de reparo MLH1 secundério a hipermetilacdo. A mutacdo do gene
p53 é incomum em neoplasias endometridides e somente é vista em tumores grau 3 (18) (19).
Podemos classificar os tumores endometridides utilizando o sistema de classificacdo da FIGO

que avalia a arquitetura celular e o grau nuclear:
- Grau 1 : menor ou igual 5% de padrdo de crescimento solido ndo escamoso
- Grau 2: 6% a 50% de padrdo de crescimento sélido ndo-escamoso ou ndo morular
- Grau 3 : mais de 50 %de padrédo de crescimento s6lido ndo escamoso ou ndo morular

Os tumores serosos, células claras ou tumores mesodérmicos mistos sdo classificados

como grau 3 (20).
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Os tumores tipo Il compreendem os carcinomas endometridides grau 3 e as outras
histologias. A estimulacdo estrogénica ndo constitui um fator de risco para esse grupo, sendo
assim comumente ndo expressam receptores para estrogeno e progesterona. Normalmente
surgem em um endométrio atréfico ou em um pdlipo endometrial, ndo estdo associados a

obesidade e ocorrem em idades mais avangadas (21). A seguir, a tabela com os fatores de

risco para o cancer de endomeétrio:

Tabela 1 - Fatores de Risco para o Cancer de Endometrio

Fator de Risco

Idade avancada

Terapia estrogénica sem oposi¢éo de
progestageno

Tratamento com Tamoxifeno

Menarca precoce

Menopausa tardia ( apds os 55 anos)
Nuliparidade

Sindrome dos varios policisticos (SOP)

Obesidade

Diabete Mélito
Tumores secretores de estrdgeno
Sindrome de Lynch

Sindrome de Cowden

Historia familiar de cancer de endométrio,

mama ou célon

Risco relativo (RR)

(outros métodos estatisticos sdo descritos
guando utilizados)

Aumento de 1.4% na prevaléncia do cancer de
endométrio em mulheres entre 50-70 anos

2a10

2
NA
2
2
3

Para tumores tipo | :OR 1.5 para IMC 25-30;
OR 2.5 para IMC 30-35; OR 4.5 para IMC
35-39 e 7.1 para IMC >= a 40.

Para tumores tipo Il: OR 1.2 para IMC 25-30;
OR 1,7 para IMC 30-35; OR 2.2 para IMC
35-39 e OR 3.1 para IMC > = a 40.

2

NA

22 a 50 % durante toda a vida
13 a 19% durante toda a vida

NA

*IMC: indice de massa corporal (Kg/m?); OR: odds ratio; NA: risco relativo ndo avaliado

Adaptado de Smith et al e Setiawan et al (22) (23).
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Os carcinomas serosos sdo 0 segundo tipo mais prevalente de carcinomas uterinos,
mas correspondem a apenas 10% dos casos. A maioria apresenta um pior prognostico. Podem
estar presentes em superficies peritoneais, exibindo um comportamento parecido com o das
neoplasias serosas de ovario. Quando a doenca se apresenta confinada ao endométrio e com
invasdo minima miometrial, podem apresentar um bom prognoéstico. Histologicamente s&o
compostos principalmente por tecido glandular, mas a marcada atipia nuclear é a
caracteristica predominante para a classificacdo desta histologia. Os corpos psamomatosos
muitas vezes podem estar presentes. Comumente, 0S carcinomas sSerosos apresentam uma
infiltracdo miometrial difusa, com invasdo linfovascular extensa, o que configura um pior
prognostico. Os carcinomas serosos apresentam marcada expressdo de p53 por andlise de
imunohistoquimica, além de um alto indice de Ki 67, indicando a alta taxa de proliferacédo

celular desse subtipo histologico (24).

Os tumores mucinosos possuem mais de 50% de células mucinosas, sendo o restante
composto por células endometridides. Apresentam normalmente baixo grau histoldgico,
conferindo um bom progndstico. Existe uma prevaléncia alta de mutacbes no KRAS nesse

subtipo de neoplasia (25).

Os carcinomas de células claras sdo um subtipo histolégico incomum, que corresponde
a menos de 5% dos casos. S&o tumores de alto grau e se apresentam com frequéncia em
estagios avancados. Sdo tipicamente negativos para receptores de estrogénio e para a
expressao de p53. As alteracbes genéticas nos tumores de células claras ndo sdo bem
estabelecidas, mas estudos sugerem que histologia tenha um perfil molecular semelhante aos

tumores de células claras renais (26).

Carcinossarcomas sdo constituidos tanto por células epiteliais como por componentes
estromais. Normalmente surgem de um pélipo que compromete toda a cavidade endometrial.
Os carcinossarcomas foram originalmente classificados como sarcomas uterinos, mas
atualmente foram reconhecidos como carcinomas metaplasicos. Assim, 0 componente
epitelial dessas neoplasias apresenta uma transformagdo mesenquimal, com as caracteristicas
do sarcoma. O componente epitelial normalmente é o seroso, sendo classificado entdo com
um tumor de endométrio tipo Il de alto grau (27). Outros subtipos raros sdo 0s tumores

neuroenddcrinos, os de células mistas e os indiferenciados.

Um estudo avaliou a expressdo génica de 373 amostras de cancer de endométrio, com
0 objetivo de avaliar as alteracGes genéticas mais prevalentes e de propor uma classificagdo

molecular que pudesse ajudar a definir os fatores progndsticos e auxiliar na decisdo de
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tratamento adjuvante em pacientes com tumores mais agressivos. O estudo classificou as

neoplasias de endométrio em quatro subgrupos, conforme a tabela a seguir:

Tabela 2-Classificacdo Gendmica do Cancer de Endométrio

Grupo/Caracteristicas

Histologia do tumor

POLE

- Grande nimero de mutacGes na POLE
exonuclease

- Pacientes jovens < 60 anos

- Bom progndstico ndo é bem estabelecido

- 17.4% dos tumores endometridides de alto
grau.

- 6.4 % dos tumores endometridides de haixo
grau

Grupo com instabilidade microssatélite(
MSI)/ Hipermutado

- Poucas duplicagbes gendmicas somaticas
- Mutagdes em 21 genes

- Alteragdes nas vias de sinalizagao
RTK/RAS/beta-catenina (69.5%) e
PIBKCA/PIK3R1-PTEN (95%)

- Promocéo da metilagcdo MLH1 e reducéo de
Sua expressao génica

- A mutacdo do KRAS esté presente em 35%
dos tumores

- 54.3% dos tumores endometridides de alto
grau.

- 28.6% dos tumores endometridides de baixo
grau

Baixo numero de copias/ sem instabilidade
microssatélite

MutacOes em 16 genes com alteracdes
freqiientes na via de sinalizagdo PI3K (92%
dos tumores), alteragbes na via RTK/RAS/
beta-catenina (83%) e mutagdes somaticas em
CTNNB1 (52%).

- 60 % dos tumores endometridides de baixo
Grau
- 25% dos tumores de histologia mista

- 8.7% dos tumores endometridides de alto
grau

- 2.3 % dos carcinomas serosos

Alto nimero de copias ( serous-like)

- Alto nimero de duplicagdes somaéticas

- Mutacdo no gene p53 esta presente em 90%
dos casos

- Amplificacdo dos oncogenes MYC e
ERBB2 --Tumores com pior progndstico

- 97.7% de carcinomas Serosos
- 75% de histologia mista

- 19.6% de tumores endometridides de alto
grau

- 5% de tumores endometridides de baixo
grau

*Cancer Genome Atlas Reserarch Network (19).
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Véarios métodos foram desenvolvidos para o rastreamento e o diagndstico desta
neoplasia como a ultrassonografia transvaginal para avaliagdo da espessura endometrial,
histerossonografia, citologia endometrial, dilatagdo com curetagem uterina e histeroscopia. A
histeroscopia com bidpsia é o padrdo-ouro para diagndstico por propiciar a visdo direta da
cavidade endometrial e a realizagdo de bidpsia de amostra histoldgica do tecido da cavidade
endometrial (28).

2.2 ESTADIAMENTO E TRATAMENTO

O estadiamento do céancer de endométrio é cirdrgico e classificado conforme o
estadiamento da FIGO que foi revisado e atualizado em 2009, conforme o quadro a seguir
(29) (Quadro 1)

Quadro 1 — Estadiamento e Tratamento

1A Tumor limitado ao endométrio ou invasdo < metade do
miométrio
IB Tumor invade a metade ou mais do miométrio

I Tumor invade o estroma cervical, mas nao se estende
além do Utero

HIA Tumor invade a serosa ou 0s anexos

B Invasdo de vagina (extensdo direta ou metastases) ou
comprometimento de parameétrios

I1C1 Metastases para linfonodos pélvicos

ic2 Metastases para linfonodos para-adrticos, com ou sem
comprometimento de linfonodos pélvicos

IVA Invasdo tumoral de mucosa vesical ou mucosa retal

VB Metéstases a distancia (linfonodos inguinais,
comprometimento peritoneal, pulmonar, figado ou 0ssos)

* FIGO 2009

Vérios fatores foram identificados como fatores de risco para a recorréncia em doenca
aparentemente inicial, EC | como subtipo histoldgico, tumores grau 3, invasdao miometrial

maior ou igual a 50%, invaséo linfovascular, comprometimento linfonodal e tumores maiores
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que 2 cm. Em relacdo a esses fatores, a invasdo linfovascular é o preditor mais importante de
comprometimento linfonodal, recorréncia e sobrevida global. Com base nesses fatores de
risco, as pacientes com doenca EC | podem ser classificadas quanto ao risco de recorréncia

conforme o quadro a seguir (30) (31) (Quadro 2)

Quadro 2 - Risco de recorréncia

Baixo risco EC I (grau 1 e 2) com histologia
endometriodide

Risco intermediario EC I A (grau 3) com histologia endometridide

EC IB (grau 1 e 2) com histologia
endometrioide

Alto risco EC IB (grau 3) com histologia endometridide

Todos os outros estagios com histologia ndo
endometridide

*Adaptado de Morrow et al e Guntupalli et al

A histerectomia seguida de anexectomia com ou sem disseccdo de linfonodos pélvicos
e para-aorticos € o procedimento cirdrgico a ser realizado no tratamento do céncer de
endométrio. Em relacdo ao tipo de abordagem cirdrgica, uma meta-analise com oito estudos
randomizados demonstrou que a cirurgia laparoscépica esta associada a um menor tempo de
internacdo, menor perda sanguinea e menos complicacfes pds-operatorias, apesar de maior
risco de complicagdes intra-operatorias e tempo cirtrgico. Esse estudo ndo demonstrou
diferenca no desfecho oncolégico, ou seja, na sobrevida global para os dois grupos (32). Do
mesmo modo, a cirurgia robdtica se equipara a laparoscopica, mas com menos perda
sanguinea. Ambas as trés técnicas, a laparotomia, a laparoscopia e a cirurgia roboética sdo
aceitas (33). Existem muitas controvérsias em relacdo a necessidade de linfadenectomia
pélvica e para-adrtica em pacientes com doenca em estagios iniciais, histologia endometridide
e de baixo risco. O papel da linfadenectomia pélvica e para-adrtica estad relacionado a uma
avaliacdo mais acurada da doenca, indicagdo de tratamento complementar adjuvante e
definicdo prognostica. A prevaléncia de comprometimento linfonodal varia de 3-5% em
pacientes com tumores superficiais e bem diferenciados a 20% em tumores pouco
diferenciados e com invasdo mais profunda do miométrio (34) (35). Dois estudos
randomizados ndo conseguiram demonstrar beneficio em termos de sobrevida global para as

mulheres submetidas a linfadenectomia pélvica e para-adrtica. O primeiro estudo avaliou a
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linfadenectomia em pacientes com carcinomas endometriais EC I, excluindo as pacientes EC
IA e IB grau | e as histologias ndo endometridides. Nesse estudo, a linfadenectomia
sistematica ndo aumentou a sobrevida livre de doenca ou a sobrevida global (36). Um
segundo estudo, analisou 1408 pacientes e obteve 0os mesmos resultados (37). Uma meta-
anélise avaliou nove estudos, incluindo 16.995 pacientes com cancer de endométrio,
submetidas a linfadenectomia. A ressec¢do de 10 ou mais linfonodos ndo evidenciou
beneficio para as pacientes com doenca de baixo risco, mas mostrou aumentar a sobrevida

global em pacientes com risco intermediario ou alto (38).

A pesquisa do linfonodo sentinela em céncer de endométrio vem sendo utilizada e
avaliada, mas ndo existe ainda nenhum estudo clinico randomizado comparando a técnica do
linfonodo sentinela com a de linfadenectomia. Seu papel no tratamento do cancer de
endométrio ainda ndo estd bem estabelecido. Em uma meta-anélise com mais de 25 estudos
observacionais, foi descrita a sensibilidade de 89 a 93% para a detecgdo de metéstases
linfonodais através dessa técnica (39). O maior estudo multicéntrico prospectivo que avaliou
pacientes com carcinoma de endométrio EC | de todas as histologias e graus, incluiu 340
pacientes. As pacientes foram submetidas a técnica do linfonodo sentinela e se esse fosse
positivo, eram submetidas posteriormente a linfadenectomia pélvica com ou sem dissec¢do
para-adrtica. O mapeamento com sucesso de pelo menos um linfonodo sentinela foi alcangado
em 86% das pacientes e a sensibilidade do método foi de 97.2% para a detec¢cdo de metéstase
linfonodal (40). Assim, a linfadenectomia pélvica e para-adrtica continua sendo um tema
controverso em pacientes com cancer de endométrio EC | e de baixo risco, considerando a
comorbidade significativa que o procedimento proporciona. A principal seqiela do
procedimento é o edema linfatico de membros inferiores e celulite de repeticdo, podendo
acometer de 5-38% das pacientes. Essa incidéncia aumenta com a resseccao de mais de 10
linfonodos e se a paciente for submetida a radioterapia adjuvante posteriormente (41) (42).
Por outro lado, pacientes com carcinomas de endométrio de alto grau, histologia serosa ou de
celulas claras, com invasdo de mais de 50% do miométrio e com tumores maiores do que 2
cm, apresentam alta prevaléncia de metastases linfonodais, podendo a linfadenectomia ser
indicada nesses casos mesmo em EC I, com provavel beneficio clinico e melhor avaliagdo e
indicacdo do tratamento adjuvante complementar. Para o tratamento da doenca avancada, EC
I11-1V, 0 que representa uma pequena parcela das pacientes com céncer de endometrio, nao
existe um consenso. A abordagem multimodal com cirurgia, radioterapia e quimioterapia,

podem ser consideradas. A resseccdo maxima da doenca pélvica sempre deve ser oferecida,
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quando possivel. A resseccdo paliativa de metéstases a distancia tambeém é valida, apesar da
falta de ensaios clinicos que suportem essa estratégia. Segue abaixo as recomendacfes para
tratamento cirurgico das pacientes com carcinoma de endométrio, conforme as diretrizes da
ESMO (European Society for Medical Oncology) (1) (Quadro 3):

Quadro 3 - Recomendacdes para tratamento cirurgico

FIGO I I AG1-G2 Histerectomia + salpingooforectomia bilateral
IAG3 Histerectomia + salpingooforectomia bilateral +-
linfadenectomia pélvica bilateral e para-aortica
IBG1G2G3
Histerectomia + salpingooforectomia bilateral +-
linfadenectomia pélvica bilateral e para-adrtica
FIGO II Histerectomia + salpingooforectomia bilateral + linfadenectomia
pélvica bilateral e para-aortica
FIGO IlI Cirurgia citorredutora méaxima
FIGO IV VA Exanteracdo pélvica
VB Abordagem sistémica multimodal

*Adapatado de Endometrial cancer: ESMO Clinical Practice Guidelines for diagnosis, treatment and follow —up,
2013.

2.3 TRATAMENTO ADJUVANTE

O tratamento adjuvante consiste de radioterapia, braquiterapia endovaginal e
quimioterapia sistémica. Para pacientes classificadas como de baixo risco, a taxa de
recorréncia € de 5%, o0 que ndo justificaria o incremento da toxicidade do tratamento
adjuvante, sendo indicada apenas a observacéo (43). Nas pacientes com doenca classificadas
como de risco intermediario, a recidiva da doenca ocorre em 10%. Um estudo avaliou fatores
gue conferem maior risco e pior progndstico para as pacientes com neoplasia de endométrio
classificadas como risco intermediario. A presenca de invasdo miometrial profunda, os graus
histologicos 2 e 3, a invasdo linfovascular e a idade mais avancada foram relacionadas a um
pior prognostico nessas pacientes. Dois tercos das recorréncias ocorreram nas pacientes com
essas caracteristicas clinico patologicas no estudo (44). Considerando a indicacdo de
tratamento adjuvante complementar radioterapico para as pacientes com cancer de endomeétrio
com doenca inicial, classificadas como FIGO I, mas com risco intermediario e fatores
adversos para recorréncia, tanto a radioterapia externa como a braquiterapia podem ser

consideradas. A radioterapia externa mostrou reduzir o risco de recorréncia local, mas sem
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incremento de sobrevida global, aumentando a toxicidade, principalmente gastrointestinal e
promovendo uma piora na qualidade de vida (45). Comparando as duas técnicas, a
radioterapia externa e a braquiterapia, ndo existe diferenca nas taxas de recorréncia local,
metastases a distancia e sobrevida livre de progressdo em cinco anos entre as duas
abordagens, sendo a braquiterapia endovaginal menos tdéxica, com menor indice de
complicagdes gastrointestinais e geniturinarias nos estudos até hoje publicados (46) (47). Em
relacdo ao tratamento quimioterapico adjuvante para esse subgrupo de pacientes, ndo ha dados
disponiveis que possam sustentar a toxicidade inerente ao tratamento para esse subgrupo de

pacientes.

Nas pacientes classificadas como FIGO I, com grau histoldgico 3, FIGO Il e Il é
recomendada a quimioterapia adjuvante. Poucos esquemas quimioterapicos foram estudados
no cancer de endométrio, com escassas opcdes de drogas para o tratamento tanto adjuvante
quanto para a doenca metastatica. Os estudos que avaliaram o papel da quimioterapia
adjuvante foram realizados em pacientes com doenca avancada, e esses dados sao
extrapolados para as pacientes com doenga em estagio inicial, de alto risco e com fatores
prognosticos adversos. Uma meta-analise avaliou o papel da radioterapia adjuvante
comparada a quimioterapia em 620 pacientes. A administracdo de quimioterapia baseada em
cisplatina mostrou um aumento da sobrevida global e da sobrevida livre de progressdo (48). A
combinacdo de doxorrubicina com cisplatina foi avaliada em outro estudo que randomizou
pacientes para radioterapia adjuvante versus quimioterapia com doxorrubicina e cisplatina,
com seguimento médio de 74 meses. As pacientes que receberam quimioterapia com esse
esquema de tratamento apresentaram reducdo no risco de progressdo de doenga e morte,
estando 50 % vivas e sem evidéncia de doenca, comparado com 38% das que receberam
apenas radioterapia ao final do estudo. Em contrapartida, as pacientes que receberam
quimioterapia apresentaram maior incidéncia de recorréncia pélvica local (49). Outro estudo
avaliou pacientes com doenca FIGO |1l e IV A para receber quimioterapia por seis ciclos com
paclitaxel e cisplatina, comparado com radioterapia associado a cisplatina radio-
sensibilizante, seguido de mais trés ciclos de quimioterapia com cisplatina e paclitaxel. Nesse
estudo, o tratamento multimodal apresentou menores taxas de recorréncia pélvica, vaginal e
em linfonodos para-aorticos, consolidando o papel da radioterapia em diminuir esses eventos,
ja evidenciado em outros estudos. Nao houve diferenca da sobrevida global nos dois bragos de
tratamento. A toxicidade foi semelhante nos dois grupos (50). O esquema de tratamento com

trés drogas foi amplamente utilizado até 2012. O protocolo de tratamento foi validado no
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estudo GOG 177, publicado em 2004. O estudo incluiu 273 mulheres com cancer de
endométrio FIGO I1Il e IV virgens de tratamento. As pacientes foram randomizadas para
serem tratadas com cisplatina e doxorrubicina ou cisplatina, doxorrubicina e paclitaxel. As
pacientes que receberam o esquema com trés drogas usaram fator de estimulacdo de
granuldcitos profilaticamente. O estudo demonstrou que o uso das trés drogas aumentou
consideravelmente a taxa de resposta global, sobrevida livre de progresséo e sobrevida global.
Por outro lado, aumentou as taxas de neuropatia periférica grave (51). Em 2012, um novo
estudo, 0 GOG 209, sugeriu um esquema de tratamento menos toxico. Foi um estudo fase 11
randomizado, de ndo- inferioridade que avaliou 1.300 pacientes com doencga FIGO Il ou IV
sem tratamento prévio ou com doenca recorrente. As pacientes foram randomizadas para
receber quimioterapia com carboplatina e paclitaxel ou cisplatina, doxorrubicina e paclitaxel,
esquema de tratamento previamente utilizado e validado no estudo GOG 177. O estudo néo
mostrou diferenca estatisticamente significativa em sobrevida global, sobrevida livre de
doenga e taxa de resposta nos dois grupos de tratamento, mas ocorreu uma diferencga
estatisticamente significativa de menor de toxicidade com o esquema com duas drogas, com
menos neuropatia periférica, trombocitopenia, nauseas e diarréia (52). A partir desse estudo, o
esquema de tratamento quimioterapico de preferéncia, tanto no cenério adjuvante como no da
doenca metastatica ou recorrente passou a ser a combinacdo de cisplatina com paclitaxel,

durante sete ciclos de tratamento, realizados a cada vinte e um dias.

No cenario da doenca metastatica ou recorrente, outras opcbes de tratamento podem
ser utilizadas, como o uso de terapia enddcrina. Nesse contexto, podemos considerar 0s
progestagenos, como o acetato de megestrol, os moduladores de receptores de estrogeno
como o tamoxifeno e inibidores da aromatase, como o anastrazol e o letrozol. Esses agentes
preferencialmente devem ser usados em pacientes com tumores endometridides graus 1 e 2 e
com positividade para receptores de estrdgeno e progesterona. Alguns estudos sugerem que a
resposta seja melhor nesse perfil de pacientes. A taxa de resposta com a terapia enddcrina
varia de 15-30%, com um tempo relativamente curto de sobrevida livre de progressdo de

doenca com essa modalidade terapéutica (53) (54) (55).

O bevacizumabe, um anticorpo monoclonal com funcdo anti-angiogénica também foi
avaliado no tratamento do cancer de endométrio metastatico. Um estudo avaliou a sua agéo
em pacientes previamente tratadas com duas linhas prévias de quimioterapia. Foram incluidas
53 pacientes. A taxa de resposta foi de 15%, dados semelhantes aos dados disponiveis com o0

uso dessa medicacdo em linhas subseqiientes no tratamento do céncer de colo uterino. Na
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avaliacdo de sobrevida em seis meses, 36% das pacientes estavam livres de progressédo de
doenca. O tempo médio de sobrevida livre de progressdo foi de quatro meses e de sobrevida
global foi de onze meses (56). Um segundo estudo avaliou o papel do bevacizumabe
associado ou ndo ao tratamento quimioterapico padrdo com carboplatina e paclitaxel. A
associacdo do anti-angiogénico demonstrou aumento de sobrevida livre de progressdo e na
taxa de resposta, sem incremento em sobrevida global. Sendo assim, sabemos que o
bevacizumabe é ativo nos tumores de endométrio, mas novos estudos fase Il s&o necessarios
para avaliar a incorporacdo dessa medicacdo na primeira linha da doenca metastatica ou
recorrente (57). A imunoterapia esta sendo uma opgao para o tratamento das neoplasias de
endométrio que ndo responderam a outras drogas. O pembrolizumabe estd indicado no
tratamento de uma série de tumores solidos avancados com instabilidade de microssatélites
(MSI) e com deficiéncia de mismatchrepair (dMMR). No estudo KEYNOTE - 028, o uso de
pembrolizumabe foi avaliado em 24 pacientes com cancer de endométrio avancado,
recorrente, com pelo menos duas linhas prévias de tratamento quimioterapico. A resposta
parcial foi alcancada em 13 % das pacientes e a doenca estavel no mesmo percentual, ou seja,
13 %. O tempo médio de duracao de resposta foi de vinte e cinco semanas. A toxicidade foi
aceitdvel. Em relacdo a esta estratégia de tratamento, faltam marcadores, para uma melhor
selecdo das pacientes respondedoras e para a indicacdo do uso de imunoterapia (58).

2.4 SIRTUINAS: SIRT1 E SIRT7

A cromatina celular, que contém o DNA é organizada no nucleo celular por proteinas
denominadas de histonas e por um grupo heterogéneo de proteinas acidas denominadas de nao
—histonas (59). Assim, a cromatina contém o DNA, histonas e diversas outras proteinas, em
um arranjo que forma um colar de contas. As contas representam 0s nucleossomos, que
consistem em um segmento de DNA firmemente enovelado em moléculas de histonas. O
segmento entre os nucleossomos é composto primordialmente por DNA, histona de ligacdo
H1 e proteinas ndo-histonas (Figura 1). As histonas de ligacdo H1 exercem um papel
primordial na regulacdo de alguns genes de transcricdo e parecem estar envolvidas em

mecanismos de envelhecimento e de apoptose celular (60) .
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CROMATINA INTEGRAL
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Figura 1. A estrutura da cromatina celular

Fonte: Paulo Leser LECA. Anticorpos Antinucleossomo: Diagnostico e monitoragdo do LUpus Eritematoso
Sistémico (LES) 2007 (61).

A estrutura da cromatina tem um papel importante na expressdo génica. ModificacOes
como acetilacdo, desacetilagdo e fosforilagdo de histonas podem levar a mudangas na
arquitetura dos nucleossomos e no remodelamento da cromatina, resultando em aumento ou
diminuicdo na expressdo de genes de transcricdo. As duas modificacbes mais estudadas sdo a
acetilacdo e a desacetilagdo de lisinas em histonas, que sdo controladas por enzimas
denominadas de histonas acetiltransferases (HAT) e histonas desacetilases (HDAC) (62).Uma
desregulacdo na acetilacdo de histonas estd relacionado ao desenvolvimento de diversas
doencas, incluindo o desenvolvimento de neoplasias. Modificacdes no padréo de acetilacdo e
desacetilacdo nas regiGes promotoras dos genes, sdo alteracfes epigenéticas importantes em
alguns padrdes de expressdo génica, inclusive de oncogenes e de genes supressores tumorais.
O termo epigenética define todas as mudancas meioticas e mitoticas na expressdo genética
gue nao estdo codificadas na prépria sequiéncia de DNA. Existem trés sistemas utilizados na
iniciacdo e no silenciamento epigenético que sdo: a metilagdo do DNA, o silenciamento
associado ao RNA e as modificagdes nas histonas. Qualquer desbalanco na interagdo entre
estes sistemas pode levar a expressao inapropriada ou ao silenciamento de genes, resultando
nas doengas epigenéticas, que podem ser herdadas ou adquiridas(63). Assim, um desequilibrio
no padrdo de acetilagdo de histonas vem sendo relacionado com o desenvolvimento de
neoplasias (64) (65).
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Existem atualmente descritas trés classes de desacetilases:

1) Classes | e 1l: relacionadas a locais especificos na cromatina e que atuam através de

um mecanismo de acetilacdo Zinco — dependente

2) Classe Il ou sirtuinas: estruturalmente e mecanicamente distintas das outras
classes, atuam através de um mecanismo nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) —
dependente (66) (67).

Os genes reguladores da informacdo silenciosa (Sir) constituem uma familia de
proteinas, com um ou mais genes presentes em todas as espécies, em organismos eucariotas e
procariotas. Em mamiferos estas proteinas, conhecidas como sirtuinas, codificam sete
enzimas distintas que atuam como desacetilases ou mono-ADP-ribosiltransferases. As
sirtuinas tém seu mecanismo de acdo dependente de NAD+, tendo como principal papel a
desacetilacdo de histonas e de outras proteinas influenciando assim a transcricdo génica e
regulando a atividade de seus substratos. O gene homdlogo ao Sir 2 foi identificado em
mamiferos como sirtuina 1 (SIRT1) e posteriormente foram descobertos outros seis, formando
um grupo de sete genes (SIRT1 a SIRT7). As sete sirtuinas, presentes nos mamiferos se
localizam em compartimentos celulares diferentes. As SIRT1 localizam-se no citoplasma
celular e no ndcleo. A SIRT2 localiza-se no citoplasma. As SIRT3, SIRT4 e SIRT5 agem na
mitocondria. As SIRT6 e SIRT7 atuam apenas no nucleo da célula. (Quadro 4). Como
regulam a atividade de varios substratos protéicos, as sirtuinas estdo envolvidas em uma série
de processos celulares, incluindo a regulacdo de transcricdo génica, estabilidade genémica,

controle metabolico, sobrevivéncia celular e regulacdo do ciclo celular (67) (68).
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Quadro 4 - Sirtuinas

Gene Localizacéo Atividade Localizacdo
Intracelular Funcional Cromossémica

SIRT1 Ndcleo e citoplasma Desacetilase 10921.3

SIRT2 Citoplasma Desacetilase 19913.3

SIRT3 Mitocondria Desacetilase 11p15.5

SIRT4 Mitocondria ADP-ribosil transferase 12q

SIRT5 Mitocondria Desacetilase/ ADP-ribosil transferase 6p23

SIRT6 Ndcleo Desacetilase 19p13.1

SIRT7? Nucléolo Desacetilase 17925

*Adaptado de Athanassios Vassilopoulos, et al. (69).

As sirtuinas executam um importante papel na resposta do organismo a varios tipos de
estresse e toxicidade e parecem afetar aspectos biolégicos envolvidos em doencas
metabolicas, processo de envelhecimento, doencas arteriovasculares e cancer. As evidéncias
indicam a existéncia de uma associacdo entre as vias de sinalizacdo das sirtuinas e 0s

mecanismos relacionados a génese de diversos tipos de neoplasias (70).

A SIRTL1 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 desacetilacdo promovida pela SIRT1 parece estar
envolvida com a regulagéo da ativagédo da transcri¢do e da apoptose relacionada ao gene p53,
gene supressor tumoral. Ainda, em células sob estresse, a SIRT1 promove sobrevida celular
por inibir a apoptose dependente de p53. A SIRT1 parece modificar a cromatina diretamente,
silenciar a transcricdo génica, modular o checkpoint meidtico e promover um efeito
antienvelhecimento. Entre as sirtuinas, € a mais bem caracterizada (71) (72) (73) (74). A
expressao de SIRTL1 ja foi avaliada em varias neoplasias, incluindo cancer de mama, prostata,
melanoma e ovario. Sua expressdo esta relacionada tanto com a promoc¢édo da carcinogénese
quanto estimulando apoptose celular, exercendo assim um papel de oncogene ou de supressor
tumoral (2) (3) (4) (5).

Vérios estudos colocam SIRT1 entre um papel promotor ou supressor da

carcinogénese. Uma proteina nuclear, a DBC1 (Deleted in Breast Cancer 1 ), com gene
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localizado no cromossomo 8p21 com delegdo homozigdtica em células de 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 expressdo aumentada de DBC1 resulta na acetilacdo
aumentada de p53, bloqueando a habilidade da SIRT1 em desacetilar p53, levando a
apoptose. Uma deplecdo da expressdo de DBC1 aumentaria o poder inibitorio de SIRT1 sobre
apoptose, ou seja, teria um efeito anti-apoptotico (75). Outro estudo, envolvendo linhagens
celulares de osteossarcoma, foi realizado para verificar a interacdo entre DBC1 e SIRT1. As
linhagens com deplecéo de DBC1 foram resistentes a apoptose, observando-se uma inativagdo

da resposta de p53 ao dano celular (76).

A expressao imunohistoquimica de DBC1, SIRT1 e p53 foi testada em um estudo com
122 casos de neoplasia de mama, sendo considerada andlise positiva se o escore de 30% ou
mais das células tumorais fossem coradas pela técnica. A expressdo positiva de DBC1
ocorreu em 71% das pacientes e de SIRT1 em 67%. A expressdo de SIRT1 mostrou
correlagdo com metéstases 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 um maior potencial de metéastases. Nos tumores RE negativos, apenas o
estadiamento teve correlagdo com a presenca de metastases a distdncia. Nas pacientes
submetidas ao tratamento hormonal, a expressdo de DBC1 foi associada a uma piora na

sobrevida dessas pacientes (77).

Outro estudo utilizando 48 amostras de bidpsias de tumores de mama em pacientes
antes de iniciarem quimioterapia, foi realizado com o objetivo de verificar a expressao
imunohistoquimica de SIRT1 e DBC1. O estudo mostrou positividade para essas proteinas em
98% e 85 % das pacientes respectivamente. A expressdao de DBC1 foi associada ao grau
nuclear do tumor; DBC1 e SIRT1 se correlacionaram inversamente com a expressdo de
HER2, sendo a baixa expressdo das duas proteinas associada a uma melhor resposta a
quimioterapia (78).

Assim, podemos verificar que o papel de SIRT1 na carcinogénese ainda esta
indefinido, exercendo as vezes papel promotor e eventualmente o de supressor tumoral,

dependendo das rotas celulares e dos diferentes tecidos envolvidos (73).

A SIRT7 é a menos conhecida da familia das sete sirtuinas. Esta localizada no
nucléolo celular e atua através da transcricdo de rRNA (RNA ribossémico) e do tRNA (RNA

transportador. A SIRT7 catalisa a desacetilacdo da lisina 18 da histona H3 (H3K18), um
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marcador epigenético de agressividade e de progndstico reservado em cancer (79) (80).
Varios estudos mostram que a alta expressdo de SIRT7 propicia o desenvolvimento
neoplasico, enquanto a sua deplecdo induz a apoptose celular e a regressdo tumoral. Seu
potencial de agressividade e de conferir um pior prognostico em algumas neoplasias esta
relacionado a sua expressao aumentada ter a capacidade de promover a invasdo tumoral e
metéstases em algumas linhagens de células neoplésicas. A dificuldade em sua caracterizacdo
estd provavelmente relacionada a sua pouca atividade in vitro. Sua expressao é abundante em
células metabolicamente ativas, ou seja, com alto indice mitético, por outro lado, € baixa em
células pouco proliferativas (81). Estudos mostram que altos niveis de SIRT7 estdo
associados a um fendtipo mais agressivo e a um pior prognostico em céncer de mama,

gastrico, hepatocarcinoma, pulméo e ovario (82) (83) (84) (85) (86).

Um estudo avaliou o papel da SIRT7 em linhagens celulares de cancer de ovario. A
expressdo da proteina foi avaliada pela técnica de Western Blott. Alem da expressdo da
SIRT7, foi avaliada a viabilidade celular, a motilidade celular e o potencial de apoptose. O
objetivo era elucidar o papel bioldgico da SIRT7 em linhagens celulares de cancer de ovario.
A expressdo de SIRT7 se apresentou aumentada em células de cancer de ovario, e a sua
supressao foi associada a uma diminuicdo no crescimento dessas células, com um incremento
no processo de apoptose celular. A expressdao aumentada da SIRT7 também favoreceu a
migracdo de células neoplasicas, mostrando assim, um maior potencial de gerar metastases. A
SIRT7 parece ter um potencial oncogénico em células de cancer de ovario (86). Outro estudo
avaliou a expressdo de SIRT1, SIRT2 e SIRT7 em diferentes estagios do cancer cervical. As
células normais do epitélio cervical mostram fraca expressdo dessas trés proteinas. Um
aumento significativo de SIRT1 foi evidenciado tanto no citoplasma quanto no nucleo de
linhagens celulares proliferativas de lesdes intra-epiteliais de alto grau, enquanto que nas
linhagens celulares de carcinoma epidermdide cervical, sua expressao ndo mostrou um padrédo
homogéneo, variando de fraca a alta. Em relagdo a SIRT2 e SIRT7, sua expressao foi
aumentando progressivamente durante a evolucdo da neoplasia. Assim, a expressdo de SIRT2
e SIRT7 em células de cancer cervical pode indicar um futuro alvo terapéutico para essa
patologia e a expressdo aumentada de SIRT1 em lesOes intra-epitelias de alto grau do colo
uterino torna essa proteina uma candidata promissora para identificacdo de alteracdes preé-

neopasicas (87).

Moléculas que atuam atraves da inibicdo ou da inducgdo das histonas desacetilases vém

sendo desenvolvidas e avaliadas em estudos fase | e fase Il como potenciais futuros agentes
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com potencial terapéutico no tratamento do cancer. O processo de carcinogénese € pouco
elucidado ainda no céncer de endométrio e existem poucas op¢des de tratamento para a
doenca avancada, recorrente e metastatica. A maioria das pacientes é diagnosticada em
estagios iniciais e sdo curadas através de cirurgia, ndo necessitando de tratamento
complementar. Novos estudos para avaliar a biologia tumoral com o objetivo de descobrir e
elucidar alvos terapéuticos no cancer de endométrio estdo sendo conduzidos, com a intencao
de proporcionar opc¢des de tratamento mais eficazes e menos toxicos as pacientes. Isso se
torna principalmente importante para as pacientes que apresentam doenca com fatores

prognosticos adversos.
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3 OBJETIVOS

Avaliar a expressdo das enzimas SIRT1 e SIRT7 em amostras histologicas de
carcinoma de endométrio em pacientes operadas no Hospital Sdo Lucas da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS) no periodo de janeiro de 2000 a
dezembro de 2015 e associar a expressdo dessas proteinas com o estadiamento cirdrgico e
fatores prognosticos (grau tumoral, tamanho tumoral, invasdo miometrial e invasdo

linfovascular).
1. Avaliar a expressao de SIRT1 e SIRT7 em amostras de cancer de endomeétrio

2. Associar a expressdo de SIRT1 e SIRT7 com estadiamento cirdrgico e fatores

progndsticos
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4 HIPOTESE

As enzimas SIRT1 e SIRT7 encontram-se expressas nos carcinomas de endomeétrio e

estdo correlacionadas a fatores de mau progndstico destas neoplasias.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 PACIENTES E AMOSTRAS

Realizamos uma avaliagdo retrospectiva da expressdo imunohistoquimica das
proteinas SIRT1 e SIRT7 em 66 amostras de pacientes com carcinoma de endométrio tratadas
cirurgicamente em um hospital universitario (Hospital S0 Lucas, Pontificia Universidade
Catdlica), no periodo de Janeiro de 2000 a Dezembrode 2015. Todas as pacientes
concordaram e assinaram o formulario de consentimento informado no pré-operatério, que
permitia a coleta de amostras tumorais para o estudo e que assegurava a confidencialidade dos

dados.

As variaveis clinicas e patoldgicas avaliadas foram: idade, tipo tumoral, grau tumoral,
tamanho do tumor (maior didmetro), presenca de invasdo do miométrio, presenca de invasdo
linfovascular, presenca de metastases linfonodais e estadiamento patoldgico de acordo com a
FIGO (International Federation of Gynaecology and Obstetrics) de 2009. Os dados forma
armazenados em um banco de dados computadorizado (Microsoft Excel®) para anélise

ulterior.

Imunohistoquimica

As amostras de tecido para a analise imunohistoquimica das enzimas SIRT1 e SIRT7
foram obtidas a partir de blocos de parafinas do Departamento de Patologia de nosso hospital
universitario. Foram obtidos cortes de 3um através de um micrétomo(SM 2000R®Leica,
Alemanha). As laminas foram montadas (FLEX IHC Microscope Slides®, Dako) e aquecidas
em um forno a 60°C durante 24h, desparafinizadas em xileno e hidratadas. A recuperagédo
antigénica foi realizada aquecendo as laminas durante 15 minutos a98°C em uma plataforma
pTLINK (DAKO) com a solugdo Envision Flex a um pH elevado (DAKO). Logo apds, as
laminas foram lavadas em solucéo tampdao de PBS a um pH de 7.2. O bloqueio da peroxidase
endogena foi realizado com uma solucdo de H,O, a 3% em alcool metilico em duas
incubacBes de 15 minutos seguidas de trés ciclos de lavagens com solucdo tampéode PBS a
um pH de 7.2.
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As laminas foram incubadas durante 20 minutos pela metodologia de capilaridade
através da estacdo de imuno-coloracdo Sequenza (ThermoShandon, USA) em temperatura
ambiente para os dois anticorpos:para a SIRT1, o clone E104 (ABCAM 32441) a uma
diluicdo de 1:100 em PBS e uma incubacdo noturna com solucdo tampdo de PBS a uma
temperatura de 5-6°C. Para o anticorpo policlonal anti-SIRT7(PA5-13226), usou-se uma
diluicdo de 1:100 em solugdo tampéo de PBS incubada a uma temperatura de 2-8°C. As
laminas foram entdo lavadas com tries passagens em solucéo tampéao de PBS a um pH de 7.2
e incubadas com uma solucdo de diaminobenzidina (Dako Liquid DAB SubstrateChromogen
System, USA) durante 5 minutos. Apo6s a lavagem com &gua destilada, as ldaminas foram
contra-coradas com hematoxilina de Harris por 1 minuto, seguida pela lavagem em agua
corrente até a remoc¢do completa do corante e incubadas por 15 segundos em uma solucédo de
amonia 37 mM. Finalmente, as laminas foram desidratadas em alcool etilico absoluto (quatro
incubagbes de 2 minutos) e tratadas duas vezes com xileno durante 5 minutos. As laminas

foram entdo montadas com o meio sintético (Merck, Alemanha).

Metodologia de Contagem

Um patologista experiente realizou a analise semi-quantitativa da expressdo das
proteinas SIRT1 e SIRT7.A expressdo nuclear das proteinas foi analisada através do escore de
Allred, com uma estimativa da proporc¢éo e da intensidade de positividade (0-2 negativa, 3-8
positiva). Como controles positivos para a SIRT1 utilizamos mucosa colo-retal e rim, ao
passo que como controles positivos da SIRT7 utilizamos mucosa colo-retal e parénquima

testicular. Como controles negativos, omitimos o anticorpo do experimento.

Analise estatistica

Variaveis continuas foram descritas por média, desvios-padrdo e valores maximos e
minimos. Varidveis categdricas foram apresentadas como contagens e percentagens.
CorrelagGes entre variaveis continuas e ordinais foram descritas utilizando-se o coeficiente de
correlacdo de Spearman (rs). Comparacgdes entre a expressdo imunohistoquimica das sirtuinas
e as caracteristicas das pacientes foram avaliadas pelo teste exato de Fisher. A significancia
estatistica foi definida como p<0.05. Todos os dados foram analisados através do software
SPSS verséo 22.0.
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ABSTRACT

Sirtuins participate in several cellular processes, being also related to tumour
development. The role of sirtuins in endometrial cancer is still poorly understood. The
expression of sirtuins 1 (SIRT1) and 7 (SIRT7) was assessed by imunohistochemistry and
evaluated by the Allred score in 66 endometrial cancer samples. A greater percentage of cases
expressed SIRT1 than SIRT7. Expression of these proteins was correlated with adverse
prognostic factors in endometrial cancer such as tumour size, grade, lymphovascular invasion,
myometrial invasion, and pathological staging. No statistically significant association was
found between expression of SIRT1 and SIRT7 in endometrial cancer samples and adverse
prognostic factors (all Ps>0.05;NS). The expression of SIRT1 and SIRT7 in endometrial
cancer, although not directly related to known prognostic factors, may represent a potential
therapeutic target in the treatment of this disease.
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INTRODUCTION

Endometrial carcinoma is the most common gynaecologic cancer in developed
countries, and the second most common gynaecologic cancer in developing countries, where
cervical cancers are more prevalent. Endometrial carcinomas are classified into two distinct
histopathological forms, which differ in terms of incidence and biological behaviour. Eighty
per cent of tumours are Type I, with endometrioid grade 1 and 2 histology and a favourable
prognosis. These are usually associated with exposure to oestrogens, nulliparity, obesity and
diabetes mellitus. Ten to twenty per cent of tumours are Type Il, which include those with
grade 3 endometrioid histology and those with non-endometrioid histology (serous, clear cell,
mucinous, squamous, transitional cell, and undifferentiated tumours). Type Il tumours are not
associated with exposure to oestrogens, tend to occur in older patients, and usually present at
more advanced clinical stages at diagnosis **

Sirtuins are a family of enzymes that acetylate histones of DNA chromatin through a
nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) dependent mechanism °. There are seven known
sirtuins (SIRT1 to SIRT7) with distinct cellular locations and functions *. These enzymes are
involved in multiple metabolic processes such as DNA repair and cellular division, aging,
apoptosis and survival. Their role in carcinogenesis is not well established, although it has
been suggested that they may act both as oncogenes and as tumour suppressor genes in

different neoplasms °.

There is scant evidence about the role of sirtuins in endometrial carcinoma due to few
studies available. Two immunohistochemical (IHC) studies suggest that SIRT1 may promote
tumour growth ®’ whereas another study with both IHC and polymerase chain reaction (PCR)
methodologies has shown that although the expression of sirtuins is deregulated in
endometrial carcinomas, it is not associated with known prognostic factors®. The role of
SIRT7 in endometrial carcinomas is unclear, although an increased SIRT7 expression has

been described in liver, breast, lung and ovarian cancer (9, 10, 11, 12).

Our goal was to study the immunohistochemical expression of SIRT1 and SIRT7 in

endometrial carcinomas correlating it with clinical and pathologic parameters.
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RESULTS

The clinical and pathological characteristics of our patients are shown in Table 1.1.
Patients’ mean age was 64.8 years (SD 9.5; range 46-85 years). Regarding surgical treatment,
21 patients (31.8%) underwent total hysterectomy, 37 (56%) underwent total hysterectomy
and pelvic lymphadenectomy, and 4 patients were submitted to total hysterectomy, pelvic
lymphadenectomy, and salpingo-oophorectomy (6%). Another four patients (6%) underwent

total hysterectomy and salpingo-oophorectomy, without the pelvic lymphadenectomy.

Most tumour samples were endometrioid carcinomas (92.4%; n=61), with other
histological subtypes corresponding to only five cases (7.6%). Other histological subtypes
observed were: a case of endometrial stromal sarcoma, a case of adenosquamous carcinoma, a
case of papillary adenocarcinoma, a case of poorly differentiated adenocarcinoma, and a case
of mixed tumour with elements of both clear cell and endometrial carcinoma. The most
prevalent tumour grade found in our sample was grade 2 (moderately differentiated), which
occurred in 48 patients (72.7%). Ten patients (15.3%) presented with tumours grade 3 (poorly
differentiated), and only five patients(7.6%)presented with tumours grade | (well
differentiated). In eleven patients (16.7%) there was lymphovascular invasion; in 53 patients
(80.3%) lymphovascular invasion was negative, and in two cases (3%) lymphovascular
invasion was unknown. Regarding myometrial invasion, 39 patients presented with half or
more of the myometrium invaded (59.1%) and 27 patients (40.9%)presented with invasion of
less than one half of the myometrium.As to the FIGO pathological staging classification, most
cases were stage | (34 patients; 51.5%), 15 patients were classified as FIGO Il (22.7%), 16
patients (24.3%) were classified as FIGO 111, and only one patient (1.5%) was classified as a

stage IV.
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Table 1: Clinical and pathological features of patients included in the study

Age (years); mean + SD 64.8+9.5
Tumor Size (cm); mean + SD 43+23

Surgical procedure; n (%)

TH 21 (31.8)
TH + LN 37 (56.0)
TH+ LN+ SO 4 (6.0)
TH + SO 4 (6.0)
Histological subtype; n (%0)
Endometrioid adenocarcinoma 61 (92.4)
Other subtypes 5 (7.6)
Histological Tumor Grade; n (%)
Grade 1 5 (7.6)
Grade 2 48 (72.7)
Grade 3 10 (15.3)
Myometrial Invasion; n (%)
>50% 39 (59.1)
<50% 27 (40.9)
Lymphovascular Invasion; n (%)
Yes 11 (16.7)
No 53 (80.3)
Unkown 2(3.0)
FIGO Staging; n (%)
I 1(1.5)
IA 11 (16.7)
IB 22 (33.3)
I 15 (22.7)
A 10 (15.2)
IIC1 6 (9.1)
IVA 1(1.5)

TH - total hysterectomy; LN — lymphadenectomy; SO - salpingo-oophorectomy; FIGO — International
Federation of Gynecology and Obstetrics. (13)
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The IHC expression of SIRT1 was predominantly nuclear, and was scored according
to the Allred score (0 to 8). Cases in which the score was greater or equal to 3 were
considered positive. Of the 66 tumour samples, 39 (59.1%) were negative for SIRT1
expression, and 27 cases were positive (40.9%). In grade 1 and grade 3 tumours there was a
non-significant (NS) increase of SIRT1 expression. SIRT1 expression was also more common
in tumours smaller than 5.9 cm (NS). SIRT1 expression was not affected by the presence of
lymphovascular invasion. Considering myometrial invasion, tumours invading less than half
of the myometrium were more positively stained for SIRT1 (NS).Looking at the FIGO

pathological classification, tumours FIGO I, I1l and IV were more stained for SIRT1 (NS).

The IHC expression of SIRT7 was also mostly nuclear, but at lower percentage, since
only 16 cases (24.1%) were positive while the remaining fifty tumours (75.7%) were negative
for SIRT7 expression. The mean expression of SIRT7 was higher in grade 3 tumours
compared to grade 1 and grade 2 tumours, but not statistically significant (NS). Regarding
tumour size, mean SIRT7 positivity was higher in tumours with sizes between 2.6 cm and 5.9
cm as compared to either those smaller than 2.5 cm or those measuring 6 cm or more.
Considering lymphovascular invasion, tumour samples without lymphovascular invasion had
a higher mean positivity of SIRT7 than those that presented with lymphovascular invasion
(NS). In relation to the FIGO pathological staging, the mean expression of SIRT7 was higher
in tumours classified as FIGO I or Il (NS).
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Figure 1: Correlation graphics of Sirtuin 1 expression and clinicopathological characteristics.
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Figure 2 : Correlation graphics of Sirtuin 7 expression and clinicopathological characteristics.
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Figure 4: Sirtuin 7 IHC expression, Allred 0 (A) and Allred 8 (B).

DISCUSSION

Sirtuins are known to be involved in cellular response to stress, regulation of gene
expression, DNA damage repair and cellular metabolism and survival. They may act as
promoters or as suppressors of carcinogenesis **. Sirtuin roles may vary according to the type
of neoplasm and to the signalling pathway involved. The cellular locations of these proteins
differ, with SIRT1 being predominantly nuclear, although it may be expressed in the
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cytoplasm, whereas SIRT7 is usually located in the nucleolus. Both SIRT1 and SIRT7 act as
deacetylases™.The function of these proteins in the process of tumour development is
controversial. On one hand, they may protect DNA from damage and from oxidative stress,
maintaining genomic stability, limiting cellular division and inducing apoptosis. On the other
hand, some studies suggest that these same sirtuins may facilitate cell survival under stress,
and that they may be directly involved with tumour development by inhibiting the

mechanisms of apoptosis and by stimulating tumour growth.*®*’

In our study, the IHC expression of SIRT1 and SIRT7 was evaluated and classified
according to the Allred score. The samples of endometrial carcinomas were somewhat
positive for SIRT1 expression (40.9%), although much less positive for SIRT7 (24.1%).
SIRT7 was more expressed in grade 3 (poorly differentiated) tumours (NS). In the literature,
expression of SIRT7 was correlated with tumour aggressiveness and with a worse prognosis.
Regarding the evaluation of other prognostic factors, none was correlated with the expression
of SIRT1 and SIRT7.

SIRT1 is the most studied of the histone deacetylases. It promotes the deacetylation of
lysines 9 and 14 of the histone H3, as well as the deacetylation of the lysinel6 of the histone
H4. The deacetylation promoted by SIRT1 seems to be involved with the regulation of the
transcription of the p53 tumour suppressor gene and with the apoptosis associated with it. It is
well recognized that p53 is pivotal to the development of cancer either in in vitro cell lines or

in humans®,

SIRT7 is overexpressed in many cancer lineages. Some studies suggest an oncogenic
role for this protein. SIRT7 binds to chromatin, where it catalizes the deacetylation of the
lysine 18 in the histone H3 (H3K18), an epigenetic marker of tumour aggressiveness and poor
prognosis in cancer patients.'®Additionally, SIRT7 also participates of the synthesis of
ribosomal RNA (rRNA) and transfer RNA (tRNA), necessary for cell proliferation and
tumour development. Recent evidence indicates that SIRT7 may act as an oncogene, since its
expression is associated with the aggressiveness of some kinds of cancer such as breast,

thyroid, colon and hepatocellular carcinoma.?02%:22

There are few studies evaluating the expression of sirtuins in endometrial carcinoma.
Asaka et al. compared the expression of SIRT1 in samples of normal endometrium and in
samples of endometrial cancer. SIRT1 expression was significantly higher in cancer samples

’ Likewise, Guo et al. have shown the overexpression of SIRT1 in endometrial cancer in
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comparison with the non-neoplastic endometrium®. However, Marc et al observed a
decreased expression of SIRT1 in neoplastic endometrium as compared with normal samples
24 Bartosch et al published the only study that analysed the expression of the seven known
sirtuins in endometrial cancer .In their study, the expression of SIRT1 and of SIRT7 was
evaluated by two different methodologies: IHC and quantitative PCR. Interestingly, SIRT1
was overexpressed in cancer samples by IHC, but had a low expression by mRNA (PCR);
SIRT7, on the other hand, showed very little expression by IHC and had a high expression by
MRNA (PCR). In our study, results were similar to those that Bartosch et al. found in the IHC
analysis. Similar to their findings, in our samples of endometrial carcinoma, SIRT1 and
SIRT7 expression were not related to known prognostic factors. Of note, we have used the
same type of antibody of Bartosch’s study (nuclear staining). Our findings were different
from those of the study by Asaka et al., in which overexpression of SIRT1 was correlated
with grade 3 tumours and with lymphovascular invasion, prognostic factors of aggressiveness.
Interestingly, the antibody used in Asaka’s study was different, with basically cytoplasmatic

staining.

Although Asaka et al. reported the association of the overexpression of SIRT1 and
worse prognostic factors in endometrial carcinoma, their findings were not confirmed by the
study of Bartosch et al. and by our study. Sirtuins are important in a diversity of cellular
pathways directly related to DNA, and their presence in the cells of endometrial carcinoma is
not necessarily related to prognosis. The presence of these proteins in cancer cells may
indicate pathways that could be either blocked or activated in the treatment of these patients.
Many pre-clinical studies have evaluated mechanisms to block or stimulate signalling
pathways of histone deacetylases (HDACs) in the search for novel therapeutic targets in
different types of cancer. The potential oncogenic role of SIRT1 was exemplified by studies
that demonstrated that the blockage of this protein, as well as of other HDACSs, promotes the
arrest of cellular growth and apoptosis in breast, colonic and lung cancers 2% Conversely,
the overexpression of this protein was also related to a potential role as a tumour suppressor in
some in vitro and in vivo studies, suggesting that this protein acts as a tumour suppressor too,
with pro-apoptotic and anti-proliferative activity 2% 2 3% 3132 Based on these data, a study was
conducted using the SRT1720, an oral agent to evaluate the role of this protein in multiple
myeloma cells and xenographic models. The objective was to evaluate the use of this SIRT1
activator in combination with the standard treatment for multiple myeloma, which is

bortezomib and dexamethasone. The study showed that the combination of SRT1720 with
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bortezomib and dexamethasone in xenographic models increased antitumor activity,
suggesting that clinical studies should be conducted to evaluate this protein with or without
the combination of bortezomib and dexamethasone *.

SIRT1 is overexpressed in cell lines (SK-Mel-2, WM35, G361, A375,Hs294T) and
human tissues of malignant melanoma as compared to normal melanocytes and normal skin.
Another study evaluated the role of Tenovin-1, a small SIRT1 inhibitory molecule in human
malignant melanoma cells and tissue. The use of Tenovin-1 resulted in a significant decrease
in cell proliferation and cell viability, promoting the expression and the activity of p53, an
oncogene, which is not mutated in most malignant melanomas>*.

The use of another SIRT1 inhibitor, sirtinol, was evaluated in the treatment of
pancreatic carcinoma cell lines (PANC-1, BXPC-3 and SW1990) in vitro and in xenographic
models combined or not with gemcitabine chemotherapy.Combined therapy of sirtinol and
gemcitabine resulted in increased survival in the xenographic model of BXPC-3 cell line
compared with the use of sirtinol or gemcitabine alone, showing a synergistic effect and
indicating another possible combination of agents for evaluation in future clinical trials *.

Regarding SIRT7, several studies have shown the oncogenic potential of this protein
and the association of its overexpression with worse prognosis. The expression of SIRT7 was
increased in several cell lines of hepatocarcinoma samples. The overexpression of this protein
in patients with hepatocarcinoma occurred through endogenous hypermethylation, that leads a
decrease in the expression of microRNAs (miR-125a-5p and miR-125b), increasing the
expression of SIRT7. When the endogenous methylation was blocked with azacytidine, an
inhibitor of the DNA methylation,the expression of these microRNAs was restored, inhibiting
cell growth and proliferation, with the arrest of G1 / S phase of the cell cycle in tumour cells.
The same mechanism of action has also been demonstrated in a study in bladder and
urothelial cancer®* .

In patients with colorectal cancer, overexpression of SIRT7 was associated with a
poor prognosis. The increased expression of SIRT7 resulted in cell proliferation due to
elevated levels of p-ERK 1/2 and cyclin D1. The use of 5-fluorouracil in colorectal cancer
cells led to the degradation and the decrease in the expression of SIRT7. This mechanism was
associated with more sensitivity of these tumor cells to radiotherapy, again signaling that
blocking SIRT7 expression may be an effective pharmacological strategy to increase the
response to both chemotherapy and radiotherapy in cancer patients *'.

Our study presented limitations such as a small sample, consisting of 66 cases of

endometrial cancer. Moreover, some cases of the initial sample had to be discarded due to
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poor paraffin block conditions, making it impossible to perform the IHC technique. The study
was retrospective, and the IHC was made with semi-quantitative analysis. Complete clinical
outcomes of all patients evaluated on the study could bring additional information. Future
studies are needed to elucidate the role of sirtuins in endometrial cancer. We believe that these

proteins may be potential therapeutic targets that should be evaluated in future clinical trials.

MATERIALS AND METHODS

Patients and samples

We performed a retrospective evaluation of the immunohistochemical expression of
SIRT1 and SIRT7 in tissue samples of 66 patients with endometrial carcinoma treated
surgically at a university hospital (Hospital Sdo Lucas, Pontificia Universidade Catolica),
from January 2000 to December 2015. In the preoperative setting, all patients signed an
informed consent form, which allowed for the collection of tumour samples for the purpose of

the study and assured the confidentiality of the data.

The clinical and pathological variables accessed were patients’ age, tumour type,
tumour grade, tumour size (greatest diameter), presence of myometrium invasion, presence of
vascular invasion, presence of nodal metastases and pathological staging according to the
2009 International Federation of Gynaecology and Obstetrics (FIGO). Data were stored in a

computerized database (Microsoft Excel®) for future analysis.

Immunohistochemistry

Tissue samples for the immunohistochemical analysis of SIRT1 and SIRT7 were
obtained from paraffin-embedded tumours at the Department of Pathology of our university
hospital. Sections (3um thick) were performed with a microtome (SM 2000R®Leica,
Germany). Slides were mounted (FLEX IHC Microscope Slides®, Dako) and heated in a 60°C
oven for 24h, deparaffinised in xylene and hydrated. Antigen retrieval was performed by
heating the slides for 15 minutes at 98°Cat a pTLINK (DAKOQO) platform with the Envision
Flex solution at a high pH (DAKO). Soon afterwards, the slides were washed with a PBS
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buffer solution at a pH of 7.2. Endogen peroxidase block was performed with a solution of
3% H,0,in methylic alcohol in two 15 minutes incubations followed by three washes with
PBS buffer at a pH of 7.2.

The slides were incubated for 20 minutes with a capillary methodology through the
immunostaining station Sequenza (ThermoShandon, USA) for the two antibodies: for SIRT1
clone E104 (ABCAM 32441) a 1:100 dilution in PBS and an overnight incubation with PBS
buffer at a temperature of 5-6°C was used, and a 1:100 dilution in PBS buffer incubated at a
temperature of 2-8°C for SIRT7 polyclonal antibody (PA5-13226).Slides were then washed
with PBS buffer at a pH of 7.2 and incubated with a diaminobenzidine solution (Dako Liquid
DAB SubstrateChromogen System, USA) for 5 minutes.After washing with distilled water,
the slides were counterstained with Harris haematoxylin for 1 minute and washed with tap
water until the complete removal of the staining solution and incubated for 15 seconds with a
37 mM solution of ammonia. Finally, slides were dehydrated in absolute ethylic alcohol (four
2 minutes incubations) and treated with xylene for 5 minutes twice. Slides were then mounted

in Entellan (Merck, Germany).

Counting methodology

An experienced pathologist performed the semi-quantitative analysis of the protein
expression of SIRT1 and SIRT7. The nuclear expression of the proteins was analysed with the
Allred score, with an estimate of the proportion and intensity of cellular positivity (0-2
negative, 3-8 positive). As positive controls for SIRT1 we used colorectal mucosa and kidney,
and as positive controls for SIRT7 we used colorectal mucosa and testicular parenchyma. As

negative controls, we omitted the antibody from the experiment.

Statistical analysis

Continuous data were described by mean, standard deviation, minimum, and
maximum values. Categorical data were presented as counts and percentages. Correlations
between continuous and ordinal variables were assessed using Spearman's rank correlation
coefficient (rs). Comparisons between sirtuin IHC expression and patients' characteristics
were evaluated via Fisher's exact test. Statistical significance was set at p<0.05. All data were

analyzed using SPSS version 22.0.
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7 DISCUSSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Sabe-se que as sirtuinas estdo envolvidas na resposta celular ao estresse, na regulacdo
da expressdo génica, no reparo ao dano do DNA, no metabolismo celular e na sobrevivéncia
celular. Elas podem atuar como promotores ou como supressores na carcinogénese (88). As
funcbes das sirtuinas podem variar de acordo com o tipo de neoplasia e com a via de
sinalizacdo envolvida. As localizagBes celulares destas proteinas diferem, sendo a SIRT1
predominantemente nuclear, embora possa ser expressa no citoplasma, enquanto que a SIRT7
geralmente esta localizada no nucléolo celular. Tanto a SIRT1 como a SIRT7 atuam como
desacetilases (89). A funcdo dessas proteinas no processo de desenvolvimento das neoplasias
é controversa. Por um lado, elas podem proteger o DNA de danos e do estresse oxidativo,
mantendo a estabilidade genémica, limitando a diviséo celular e induzindo a apoptose. Por
outro lado, alguns estudos sugerem que essas mesmas sirtuinas facilitam a sobrevivéncia
celular sob estresse e que elas podem estar diretamente envolvidas com o desenvolvimento
tumoral inibindo os mecanismos de apoptose celular e estimulando o crescimento de células
neoplésicas (90) (91).

Em nosso estudo, a expressdo de imunohistoquimica de SIRT1 e SIRT7 foi avaliada e
classificada de acordo com o escore de Allred. As amostras de carcinomas endometriais
foram mais positivas para a expressdo de SIRT1 (40,9%), com menor positividade para a
expressdo de SIRT7 (24,1%). A SIRT7 foi mais expressa em tumores de grau 3 (pouco
diferenciados). Na literatura, a expressdo de SIRT7 esta relacionada com a agressividade
tumoral e com pior prognostico. Quanto a avaliacdo de outros fatores progndsticos adversos,

nenhum mostrou correlagéo positiva com a expressdo de SIRT1 e de SIRT7.

A SIRT1 é a mais estudada das histonas desacetilases. Promove a desacetilacdo das
lisinas 9 e 14 da histona H3, bem como a desacetilacdo da lisinal6é da histona H4. A
desacetilacdo promovida pela SIRT1 parece estar envolvida com a regulagdo da transcri¢do
do gene supressor tumoral p53 e com apoptose celular associada a ele. E bem estabelecido
que oncogene p53 e fundamental para o desenvolvimento do cancer em linhagens celulares in

vitro e em seres humanos (90).

A SIRT7 é tem sua expressdo aumentada em muitas linhagens de células neoplasicas.

Alguns estudos sugerem um papel oncogénico para esta proteina. A SIRT7 liga-se a
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cromatina, onde catalisa a desacetilacdo da lisina 18 na histona H3 (H3K18), um marcador
epigenético de agressividade tumoral e de mau prognéstico em pacientes com cancer. Além
disso, a SIRT7 também participa da sintese de RNA ribossémico (RNAr) e de transferéncia
de RNA celular (RNALt), processo necessario para a proliferacdo celular e desenvolvimento

tumoral. Evidéncias recentes indicam que a SIRT7 pode atuar como oncogene (4).

Poucos estudos avaliaram a expressao das sirtuinas no carcinoma endometrial. Asaka
et al. comparou a expressao de SIRT1 em amostras de endométrio normal e em amostras de
cancer de endometrio. A expressdo de SIRT1 foi significativamente maior nas amostras de
cancer de endométrio (92). Do mesmo modo, Guo et al. mostraram a expressdo aumentada da
SIRT1 no cancer de endométrio em comparagdo com o endométrio ndo neoplasico (93) .No
entanto, Marc et al observaram uma diminui¢do da expressdo da SIRT1 no endométrio
neoplasico em comparacao com as amostras normais (94). Bartosch et al publicaram o Unico
estudo que analisou a expressao das sete sirtuinas conhecidas no cancer de endométrio (95).
No estudo, a expressdo de SIRT1 e de SIRT7 foi avaliada por duas metodologias diferentes:
IHC e PCR quantitativo. Curiosamente, a SIRT1 teve sua expressdo aumentada em amostras
de cancer por IHC, mas teve uma baixa expressdo quando analisada por PCR quantitativo; a
SIRT7, por outro lado, mostrou muito pouca expressao por IHC e teve uma expressao elevada
por PCR quantitativo. Em nosso estudo, os resultados foram semelhantes aos de Bartosch et
al. encontrados na analise IHC. Semelhante aos seus achados, em nossas amostras de
carcinoma endometrial, a expressdao SIRT1 e SIRT7 ndo estava relacionada a fatores
prognosticos conhecidos. Utilizamos o mesmo tipo de anticorpo do estudo de Bartosch (com
coloracgéo nuclear). Nossos achados foram diferentes dos do estudo de Asaka et al., Nos quais
a expressdo aumentada da SIRT1 foi correlacionada com tumores de grau 3 e com invasao
linfovascular, fatores prognosticos adversos. O anticorpo usado no estudo de Asaka era

diferente, com coloracao basicamente citoplasmatica, o que poderia justificar esses achados.

Embora Asaka et al. relataram a associacdo do aumento da expressdo de SIRT1 com
piores fatores progndsticos no carcinoma endometrial, seus achados ndo foram confirmados
pelo estudo de Bartosch et al. e pelo nosso estudo. As sirtuinas sdo importantes em uma
diversidade de processos celulares diretamente relacionados ao DNA, e sua presenca nas
celulas do carcinoma endometrial ndo estd necessariamente relacionada ao prognostico. A
presenca dessas proteinas em células neoplasicas pode indicar vias de sinalizacdo a serem
bloqueadas ou ativadas no tratamento dessas pacientes. Muitos estudos pré-clinicos avaliaram

mecanismos para bloquear ou ativar as vias de sinalizacdo das histonas desacetilases




54
Discussdo e Consideracoes Finais

(HDACSs) na busca de novos alvos terapéuticos em diferentes tipos de céancer. O potencial
papel oncogénico da SIRT1 foi exemplificado por estudos que demonstraram que o blogueio
dessa proteina, bem como de outras HDACs, promovendo a parada de crescimento celular e a
apoptose em canceres de mama, colon e pulmao (96) (97) (6). Contrariamente, 0 aumento da
expressdo da SIRT1 também esta relacionado a uma potencial acdo supressora tumoral em
alguns estudos in vitro e in vivo, sugerindo que esta proteina também atua como supressor
tumoral, com atividade pro-apoptotica e antiproliferativa (98) (99) (100) (101) (90). Com base
nesses dados, um estudo foi realizado utilizando o SRT1720, um agente oral ativador de
SIRT1 para avaliar o papel desta proteina em células de mieloma mdultiplo em modelos
xenograficos. O estudo avaliou o uso desse ativador de SIRT1 em combinagdo com o
tratamento padrdo para mieloma multiplo, que é o bortezomibe combinado com
dexametasona. O estudo mostrou que a combinacdo de SRT1720 com bortezomibe e
dexametasona aumentou a atividade antitumoral em modelos xenogréficos, sugerindo que
novos estudos clinicos deveriam ser conduzidos para avaliar esta proteina com ou sem a

combinacdo de bortezomibe e dexametasona no tratamento do mieloma multiplo (7).

A SIRT1 tem sua expressdo aumentada em linhagens celulares (SK-Mel-2, WM35,
G361, A375, Hs294T) e em tecidos humanos de melanoma maligno em comparagdo com
melandcitos normais e pele normal. Outro estudo avaliou o papel da Tenovin-1, uma pequena
molécula inibitéria SIRT1 em células e tecidos de melanoma maligno humano. O uso de
Tenovin-1 resultou em uma diminuicdo significativa na proliferacdo e viabilidade celular,
promovendo a expressao e a ativacdao do p53, oncogene, que ndo esta mutante na maioria dos

melanomas malignos (2).

O uso de outro inibidor SIRT1, o sirtinol, foi avaliado no tratamento de linhagens
celulares de carcinoma pancreatico (PANC-1, BXPC-3 e SW1990) in vitro e em modelos
xenograficos combinados ou ndo com quimioterapia com gemcitabina. A terapia combinada
de sirtinol e gemcitabina resultou em maior sobrevivéncia no modelo xenografico da
linhagem celular BXPC-3 em comparagdo com o uso de sirtinol ou gemcitabina isoladamente,
mostrando efeito sinérgico e indicando outra possivel combinacdo de agentes no tratamento

do cancer (8).

Em relagcdo a SIRT7, varios estudos mostraram o potencial oncogénico desta proteina
e a associagdo de sua expressdo com pior prognostico. A expressao de SIRT7 esta aumentada
em varias linhagens celulares de hepatocarcinoma. O aumento da expressdo dessa proteina em

pacientes com hepatocarcinoma ocorre através da hipermetilagdo endogena, que leva a uma
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diminuicdo na expressao de microRNAs (miR-125a-5p e miR-125b), aumentando a expresséo
de SIRT7. Quando a metilacdo enddgena foi bloqueada com a azacitidina, um inibidor da
metilacdo do DNA, a expressdo desses microRNAs foi restaurada, inibindo o crescimento e a
proliferacdo celular, com a parada da fase G1 / S do ciclo celular nas células tumorais. O
mesmo mecanismo de acdo também foi demonstrado em um estudo com carcinoma urotelial
de bexiga. (84) (102).

Em pacientes com cancer colorretal, a expressdo aumentada de SIRT7 foi associada a
umpior progndstico. A expressdo aumentada de SIRT7 resultou em proliferacdo celular
devido a niveis elevados de p-ERK 1/2 e ciclina D1. O uso de 5-fluoracil amostras celulares
de céncer colorretal levou a degradacdo e a diminuicdo da expressdo de SIRT7. Este
mecanismo foi associado a um aumento da sensibilidade dessas células tumorais a
radioterapia, novamente sinalizando que o bloqueio da expressdo SIRT7 pode ser uma
estratégia farmacolodgica efetiva para aumentar a resposta tanto a quimioterapia quanto a
radioterapia em pacientes com cancer (103).

Nosso estudo apresentou algumas limitacGes como uma pequena amostra, composta
de 66 casos de cancer de endométrio. Além disso, alguns casos da amostra inicial tiveram que
ser descartados devido a condicGes precérias dos blocos de parafina, tornando impossivel a
realizacdo da técnica de IHC. O estudo foi retrospectivo, e a expressdo da imunohistoquimica
foi analisada por um método semi-quantitativo. Estudos futuros sdo necessarios para elucidar
o papel das sirtuinas no cancer de endométrio. Acreditamos que essas proteinas podem ser

possiveis alvos terapéuticos a serem desenvolvidos no tratamento do cancer.
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