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RESUMO

O Céancer de Colo Uterino é um importante problema de satde publica no mundo,
especialmente em paises em desenvolvimento. No Brasil, a estimativa de incidéncia de casos
novos em 2016 foi de 16.340 casos. O Papiloma Virus Humano (HPV) é o agente etiologico
de 95% dos canceres de colo de Utero. O HPV 16 causa cerca de 65% dos canceres cervicais,
além de tumores mais raros como ano-genitais e de orofaringe, o que faz do HPV 16 um dos
carcin6genos humanos mais potentes. No entanto, ndo se sabe que infecgdo vai persistir, que
infeccdo vai dar origem a lesGes pré-cancerigenas e que lesdes pre-cancerigenas vao progredir
pra cancer, e que fatores vdo participar ou influenciar esse processo. Desta forma,
biomarcadores sdo essenciais para o entendimento e futuras intervengdes - medicamentosas
ou ndo - no processo. Na busca por esses biomarcadores algumas moléculas vém ganhando
grande interesse da comunidade cientifica como as Sirtuinas (SIRTs). SIRTs sdo uma familia
de Desacetilases de Histonas dependente de NAD+. Existem sete SIRTs com diversas
localizagOes celulares e fungdes. Essas proteinas estdo envolvidas em processos celulares
importantes como resposta ao estresse, sobrevida celular, metabolismo, senescéncia,
envelhecimento, supressao e promocdo de cancer pela desacetilacdo de varios substratos. O
objetivo desse estudo foi elucidar o significado funcional e clinico-patolégico da expressao de
SIRT1, SIRT3 e SIRT5 no Cancer de Colo de Utero. Anélise de niveis de expressdo génica
foram realizados em amostras de Cancer cervical e os resultados correlacionados aos dados
obtidos dos prontuarios das pacientes. Os resultados obtidos apresentam grande importancia

na compreensao do desenvolvimento do cancer cervical.

Palavras-chave: Papilomavirus humano. SIRT1. SIRT3. SIRT 5. Cancer Cervical.



ABSTRACT

Cervical cancer is a major public health problem in the world, especially in developing
countries. In Brazil, the estimated incidence of new cases in 2016 was 16,340 cases. Human
Papilloma Virus (HPV) is the etiologic agent, a necessary cause of cervical cancer. HPV 16
causes 65% of cervical cancers, as well as rarer tumors such as ano-genital and oropharynx,
making HPV 16 one of them potent human carcinogens. However, it is not known that
infection will persist, that infection will give rise to pre-cancerous lesions and that pre-
cancerous lesions will progress to cancer, and what factors will participate or influence this
process. In this way, biomarkers are essential for under standing and future interventions -
medicines or not - in the process. In the search for these biomarkers some molecules have
been gaining great interest from the scientific community as the Sirtuins. Sirtuins (SIRTS) are
a family of NAD-dependent histone deacetylases (NAD + - dependent class Il histone
deacetylases - HDACSs). There are seven SIRTs with several subcellular locations and
functions. These proteins are involved in critical cellular processes including stress response,
cell survival, metabolism, senescence, aging, and tumorigenesis by the acetylation of various
substrates. The objective of this study was to elucidate the functional and clinical-pathological
significance of SIRT1, SIRT3 and SIRT5 expression in Uterine Cervical Cancer. Analysis of
gene expression levels were performed and the results correlated to the data obtained in the
patients' medical records. The results obtained are of great importance in understanding the

development of cervical cancer and the therapeutic response presented by the patient.

Keywords: Human papillomavirus. SIRT1. SIRT3. SIRT5. Cervical cancer.
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1 INTRODUCAO

Cancer Cervical é o terceiro tumor mais frequente na populacdo feminina, atras do
cancer de mama e do colorretal, e a quarta causa de morte de mulheres por cancer no Brasil.
O Instituto Nacional do Céncer (INCA) estimou cerca de 16.340 novos casos de cancer
cervical em 2016 (Instituto Nacional de Céancer, 2016).

O método de rastreamento do cancer do colo do Utero e de suas lesdes precursoras € 0
exame de Papanicolau, popularmente conhecido como preventivo. O procedimento identifica
lesGes que antecedem o cancer, permitindo o tratamento antes que a doenca se desenvolva. As
novas diretrizes recomendam que o intervalo entre os exames deva ser de trés anos, apés dois
exames negativos, com intervalo anual (Ministério da Salde, 2011).

O Papilomavirus Humano (HPV) é o principal fator etiolégico do cancer cervical, e a
infeccdo persistente pelo HPV tem sido claramente associada ao desenvolvimento de cancer
cervical. Cerca de 80% de todos os canceres cervicais sao relacionados a presenca dos
gendtipos oncogénicos HPV16 e HPV18 (BAUDU et al., 2014). No entanto, existem outros
cofatores relacionados ao desenvolvimento do HPV que incluem niveis hormonais, perfil
genético e a resposta imune do hospedeiro; além do genétipo de HPV, infeccdo mdltipla e a
carga viral (PINTO; TULIO; CRUZ, 2002).

No entanto, muitos questionamentos faltam ser elucidados pois ndo se sabe qual
infeccdo ira persistir, qual infeccdo dara origem a lesdes pré-cancerigenas, quais lesdes pré-
cancerigenas vdo progredir pra cancer, e que fatores vao participar ou influenciar esse
processo. Desta forma, biomarcadores sdo essenciais para o0 entendimento e futuras
intervencdes, medicamentosas ou ndo, no processo. Na busca por esses biomarcadores
algumas moléculas vém ganhando grande interesse da comunidade cientifica como as
Sirtuinas (SIRTs) (SCHIFFMAN et al., 2016).

As SIRTs sdo uma familia de Desacetilases de Histonas dependente de NAD+ (do
inglés: NAD+ - nicotinamide adenine dinucleotide). Existem sete SIRTS com diversas
localizagOes celulares e fungdes. Essas proteinas estdo envolvidas em processos celulares
criticos incluindo resposta ao estresse, sobrevida celular, metabolismo, senescéncia,
envelhecimento e carcinogénese pela desacetilacdo de varios substratos (MEI et al., 2016).

O presente estudo teve o objetivo de elucidar o significado funcional e clinico-
patoldgico da expressdo de SIRT1, SIRT3 e SIRT5 no Cancer de Colo de Utero.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE COLO DE UTERO

O cancer cervical é um importante problema de saude publica no mundo devido as
suas altas taxas de prevaléncia e mortalidade. S&o esperados 528.000 novos casos e 226.000
mortes por ano no mundo, mais que qualquer outro tumor ginecoldgico. Este é o segundo
tumor maligno mais frequente em mulheres no mundo e a terceira causa de mortalidade por
cancer em mulheres de paises menos desenvolvidos. Existe uma relacdo inversa entre taxa de
cancer cervical e o nivel de desenvolvimento do pais (FERLAY, 2012). Na Figura 1

observamos a estimativa mundial da incidéncia do cancer cervical (OMS).

Figura 1: Incidéncia Mundial de Céancer Cervical

[ No data [ Not applicable

FONTE: Adaptado de FERLAY, 2012

O Instituto Nacional do Céncer (INCA), estimou cerca de 16.340 novos casos de
cancer cervical em 2016 no Brasil e um risco estimado de 15,85 por 100 mil habitantes. No
Brasil, este é o terceiro tipo de cancer mais incidente em mulheres, ficando atras, apenas, do
cancer de mama e colon-reto, sendo a quarta causa de morte feminina por cancer (INCA,
2016).

Em uma analise regional, no sexo feminino, sem considerar os tumores de pele nédo
melanoma, o cancer do colo do Utero é o primeiro mais incidente na Regido Norte (23,97/100
mil). Nas Regides Centro-Oeste (20,72/100 mil) e Nordeste (19,49/100 mil), ocupa a segunda
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posicdo; na Regido Sudeste (11,30/100 mil), a terceira; e, na Regido Sul (15,17 /100 mil), a
quarta (INCA, 2016).

As altas taxas de incidéncia e prevaléncia de cancer cervical em paises pobres devem-
se a falta de politica publica de salde eficaz que garanta as mulheres acesso a prevencdo
secundaria (Citologia cervical — Papanicolau - e teste de deteccdo de DNA ou RNA de HPV
em amostras cervicais), como também prevencdo primaria - vacinacdo ampla da populacao
contra os HPVs de alto risco.

No Brasil, somente em 2014, o Ministério da Saude incorporou a vacina polivalente
do HPV (contra HPV 6, 11, 16, 18) em seu Calendario Nacional de Vacina¢do do Sistema
Unico de Satde (SUS) para o sexo feminino (adolescentes entre 09 e 13 anos, e entre 9 e 26
anos para portadores de virus da Imunodeficiéncia humana - HIV). Em 2017, foi
implementado o sistema de vacinagdo para o sexo masculino (adolescentes entre 12 e 13; e
entre 9 e 26 anos para portadores de HIV).

A vacinagdo ¢ o meio mais eficaz de diminuir a incidéncia e mortalidade do Céancer
Cervical e ainda reduzir a incidéncia de outros canceres relacionados a HPV, como ano-
genitais e de orofaringe. O Brasil foi o primeiro pais da América Latina e o sétimo do mundo
a oferecer a vacina contra 0 HPV para meninos em programas nacionais de imunizagdes. A
faixa etaria serd ampliada, gradativamente, até 2020, quando serdo incluidos os meninos com
idade de 9 até 13 anos (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

2.2 FISIOPATOLOGIA DO CANCER DE COLO DE UTERO
2.2.1 Papiloma Virus Humano (HPV)

O Papiloma Virus Humano (HPV) é o agente etioldgico do cancer de colo de Gtero em
95% dos casos, ja que em outros 5% dos ndo foram encontradas sequéncias de nenhum dos
HPVs descritos (THE CANCER GENOMA ATLAS RESEARCH NETWORK, 2017). Ha
mais de 100 genotipos de HPV infectando humanos, categorizados em alto (p. ex. HPV16 e
HPV18) e baixo risco (p. ex. HPV6 e HPV11) de acordo com seu potencial carcinogénico
(SCHIFFMAN et al., 2016).

Existem 13 genotipos de HPV transmitidos sexualmente, os HPV16 e 18 sdo os mais
identificados em céncer de colo de Utero e causam 65% e 15% dos cénceres cervicais,
respectivamente. O HPV16 também causa canceres mais raros como ano-genitais e de
orofaringe, 0 que faz deste gendtipo um dos carcin0genos humanos mais potentes
(SCHIFFMAN et al., 2016).
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A maioria dos ramos evolutivos do HPV sdo dos géneros Alpha, Beta e Gamma; onde
observa-se que o0s virus evoluiram para infectar epitélios especificos como estratégia de
sobrevivéncia (Figura 2). Muitos tipos de HPV dos géneros Beta e Gamma estdo associados a
infeccOes ndo aparentes na pele que sdo adquiridas na primeira infancia e podem persistir e
produzir particulas virais em baixos niveis ao longo de anos ou décadas. Os HPVs do género
Mu infectam os epitélios palmar e plantar, produzindo verrugas profundas e altamente
produtivas, que tipicamente sofrem clearance por resposta imune apds meses ou anos
(BURK; CHEN; VAN DOORSLAER, 2009).

Membros do género Alpha infectam as superficies muco-cutaneas, ano-genitais e a
mucosa do trato aero-digestivo. O género Alpha inclui tipos que podem sobreviver sem
patologia aparente, outros que causam verrugas altamente produtivas e um importante brago
evolutivo com virus de potencial carcinogénico. Esses tipos de alto risco oncogénicos
pertencem a um Unico braco do género Alpha (BURK; CHEN; VAN DOORSLAER, 2009).

No céancer cervical, um total de 12 tipos de HPV sdo considerados de alto risco
oncogénico: HPV16, HPV31, HPV33, HPV35, HPV52 e HPV58 (em Alpha-9); HPV18§,
HPV39, HPV45 e HPV59 (Alpha-7); HPV51 (Alpha-5); e HPV56 (Alpha-6). HPV68 (Alpha-
7) é provavelmente alto risco, assim como outros varios subtipos que podem ser de alto risco
em circunstancias extremamente raras(BURK; CHEN; VAN DOORSLAER, 2009).

Figura 2: HPVs sdo classificados em 5 grupos evolucionarios. Os HPVs que infectam a cérvix sdo do tipo
Alpha, que contém mais de 60 tipos. Os HPVs dos grupos Beta, Gamma, Mu e Nu infectam primariamente a
pele.

u - Gamma-papiliomavirus
a“

~
Nu-papillomavirus

Fonte: DOORBAR (2006)
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O HPV depende da infeccdo do epitélio para completar sua vida reprodutiva. As
particulas dos virus consistem em uma dupla fita de DNA com aproximadamente 8.000 pares
de bases em um capsideo icosaédrico ndo-envelopado, composto pelas proteinas L1 e L2. O
genoma contém oito ou nove open read frame (ORF) que estdo codificadas em uma cadeia do
genoma: Precoce (Early) E1, E2, E4, E5, E6 e E7, que sdo expressos por diferentes
promotores em diferentes estagios da diferenciacdo epitelial; e Tardios (Late) L1 e L2, que
sdo expressos pelo promotor P670 nas camadas mais superficiais do epitélio. A Regido de
Controle Longa (do inglés, LCR) é uma regido ndo-codificante do genoma que contém a
origem da replicacdo e as sequéncias de controle pos-transcricional que contribuem para a
expressao génica (Figura3) (DOORBAR, 2006).

Figura 3: Genoma do HPV

Fonte: DOORBAR (2006)

O desenvolvimento de uma lesdo induzida por HPV requer que 0 virus acesse a
barreira epitelial basal através de uma leséo tecidual, alcancando células indiferenciadas para
se estabelecer como epissomo nuclear (sem a integracdo com o genoma da célula
hospedeira). Alem disso, mudangas no microambiente local induzida por ferida, incluindo
fatores de crescimento em numero elevado, podem ser uma chave importante para se

estabelecer um reservatorio da infeccdo na camada basal (PYEON et al., 2009).
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2.2.2 Estabelecimento da Infeccéo

Estudos sobre o processo de infeccdo do HPV tém mostrado que a primeira etapa da €
a interacdo da capsideo viral com a membrana plasmética das células na camada basal do
epitélio. Este evento € mediado principalmente pelall, a principal proteina do
capsideo que interage com a superficie da célula através de proteoglicanos de heparam-sulfato
(TOMMASINO, 2014). Assim como outros virus, parece que o HPV necessita de receptores
secundarios para infec¢do eficiente, papel que, em alguns casos, ¢ desempenhado pela a6-
integrina. A partir de entdo, as particulas de Papilomavirus sdo desmontadas em endossomos
e/ou lisossomos, que transferem o DNA viral para o nucleo — processo facilitado pela proteina
menor do capsideo L2 (SHAFTI-KERAMAT et al., 2003).

Desta forma, a infeccdo leva ao estabelecimento do genoma viral como um epissomo
estavel nas células da camada basal, o que requer a expressdo das proteinas E1 e E2. A
proteina E2 desempenha varios papéis durante a infeccdo produtiva, sendo necessaria para a
iniciacdo da replicacdo do DNA e segregacdo do genoma.

A proteina E2 associa-se a E1 através de sua porcdao N-terminal e liga-se ao DNA viral
como um dimero por sua por¢do C-terminal. E2 reconhece um motivo palindrémico
[AACCg(N4)cGGTT] na regido ndo-codificadora do genoma viral, recrutando a E1 para
exercer sua funcdo de helicase na origem viral. E1 e E2 se ligam cooperativamente a origem
viral de replicagdo (ori), formando o complexo E1-E2-ori que é essencial para a iniciacdo da
replicacdo do DNA. A formacdo do complexo E1-E2 na origem de replicacdo induz uma
distorcdo no DNA viral que facilita o recrutamento de mais moléculas E1 e, eventualmente, a
saida de E2 (TITOLO et al., 1999). Todas as demais proteinas de replicacdo, incluindo a
DNA-polimerase a-primase, sdo derivadas da célula hospedeira (MASTERSON et al., 1998).
Experimentos tém demonstrado que existe um aumento de dois log no nimero de cdpias
durante a amplificacdo génica in vitro. A extensdo da amplificacdo génica pode ser ainda
maior (quatro-log) durante a infec¢éo in vivo, como sugerido em anélise de captura por laser
em ratos (MAGLENNON; MCINTOSH; DOORBAR, 2011).

Na célula basal, o genoma viral se replica junto com o DNA viral durante a fase S,
com o genoma replicado sendo seccionado durante a divisdo celular. O papel de E2 em
ancorar o epissoma viral nos cromossomos mitéticos é essencial para uma correta separacdo
e, em alguns tipos de HPV, envolve uma proteina celular Brd4, que associa-se diretamente

com a porc¢do C-terminal da proteina E2. Para os HPV de alto-risco, a associagdo parece ser
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via fuso mitdtico, com envolvimento de algumas proteinas celulares. Em adicdo ao seu papel
da replicacdo e segregacdo cromossémica, E2 pode agir como fator de transcricdo e regular a
promogéo viral inicial (p97 no HPV16; p99 no HPV31), controlando a expressdo dos
oncogenes E6 e E7. Em niveis baixos, E2 atua como ativador transcricional, enquanto que em
altos niveis E2 reprime a expressdo dos oncogenes deslocando o fator transcricional de um

lugar adjacente ao promotor inicial (YOU et al., 2004).

2.2.3 Estimulo a Proliferacéo

Nas lesGes cervicais induzidas por HPV, o aumento da proliferacdo na células do
epitélio acima da camada basal é ocasionada pela expressao dos oncogenes virais E6 e E7.
Durante a infeccdo natural, a atividade desses genes permite que o pequeno numero de células
infectadas se expanda, aumentando o nimero de células que subsequentemente vdo produzir
virions infectantes. A habilidade de E6 e E7 em estimular células a entrar na fase S € crucial,
juntamente com E1 e E2 para replicar os epissomas virais acima da camada basal (KIM et al.,
2003).

Células suprabasais normalmente saem do ciclo celular e iniciam o processo de
diferenciacdo celular, mas em queratinécitos infectados por HPV a restri¢do de progressao do
ciclo celular é perdida, e a diferenciacdo terminal ndo ocorre. O mecanismo basico de
estimulo a progressdo do ciclo celular € bem conhecida, sendo similar ao modo como outros
tumores desregulam o crescimento celular (MADISON, 2003).

A proteina E7 se associa a proteina do Retinoblastoma (pRB) e estimula a ligacéo
entre pRB e a familia E2F de fatores de transcricdo envolvidos na mesma cascata de
sinalizacdo, que ativa proteinas necessarias para replicacdo de DNA como as ciclinas A e E.
Além disso, E7 também se associa com outras proteinas envolvidas na proliferacdo celular,
incluindo deacetilases de histonas, componentes do complexo AP1 transcricional e inibidores
de cinases dependentes de ciclina p21 e p27. Entretanto, a habilidade de E7 em estimular
proliferacdo esta inibida em algumas células, dependendo dos niveis de p21 e p27, uma vez
altos niveis de p21 e p27 levam a inativacdo de complexos com E7 e ciclina E (ANTINORE
et al., 1996).

A funcdo da proteina E6 complementa a funcdo de E7, ligando-se a p53 elevando-a a
degradacdo mediada por ubiquitinagdo. Desta forma, E6 ndo permite apoptose ou parada de
crescimento em resposta as alteracdes celulares causadas por E7, sendo este um papel de E6

no desenvolvimento do cancer cervical pois compromete a efetividade da resposta celular ao
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dano de DNA e permite acimulo de mutacGes secundarias. A proteina E6 de HPV de alto
risco também intervém na proliferacdo celular independente de E7 através de seu dominio de
ligacdo PDZ, nome que deriva do primeiro nome de trés proteinas em que esses dominios séo
encontrados: PSD-95 (proteina de envolvida na sinalizacdo), DIg (proteina de Drosophila), e
Z0O1(a proteina zonula ocludens, da polaridade celular). E6-PDZ estimula a proliferacao de
células suprabasais e pode contribuir para o desenvolvimento de metastases por afetar a
adeséo celular (NGUYEN et al., 2003).

2.2.4 Amplificacdo do Genoma

Embora proliferacdo celular seja necessaria para formacao de lesdo e manutencdo de
epissomas virais, os papilomavirus precisam amplificar e empacotar seus genomas para
produzir virions infectantes. O que inicia essa processo ndo estd completamente elucidado,
mas parece depender em parte de mudangas no ambiente celular quando ela se move em
direcdo a superficie do epitélio. O ativacdo do promotor de diferenciacao celular € critico
nesse processo, esse promotor estd contido na ORF E7 na maioria dos HPVs (p670 no
HPV16; p742 no HPV31), e depende da mudancas na sinalizagdo celular que leva ao aumento
nos niveis de proteinas necessarias para a replicacdo (E1, E2, E4 e E5) (BODILY; MEYERS,
2005).

Por outro lado, o papel de E1 e E2 na amplificacdo do genoma esta bem estabelecida.
As proteinas E4 e E5 também participam da amplificacdo do genoma. E5 é uma proteina
transmembrana e tem a acdo de estabilizar o receptor do Fator de Crescimento do Endotélio
(do inglés, epidermal growth factor - EGF) e aumentar a atividade da MAP quinase (do
inglés, mitogen-activated protein - MAP). E5 também modula as quinases reguladoras de
sinal extracelular 1/2 (do inglés, extracellular-signal-regulated kinase - ERK 1/2) e p38,
independente do sinal de EGF. A proteina E4, que acumula-se em altos niveis nas células que
estdo com virus sendo sintetizado, aparentemente tém a funcdo de liberacdo do virus e
transmissdo, mas também participa da amplificacdo do genoma. Em HPVs de alto risco, a
proteina E4 agrega-se a fibrilas amildides que podem romper a estrutura de queratina das
camadas mais superiores do epitélio e assim contribuir para a infectividade e transmissao viral
(EGAWA et al., 2015).
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2.2.5 Montagem e Liberacéo Viral

O estagio final do ciclo produtivo do HPV requer que genoma replicado seja
empacotado em particulas infectantes. As proteinas do capsideo (L1 e L2) acumulam-se apds
a amplificacdo do genoma, sendo a expressdo de L1 precedida pela expressdo de L2. Os
eventos que ligam a amplificagdo do genoma ao seu empacotamento ndo séo totalmente
compreendidos, mas dependem do splicing de mRNA e da geragdo de transcritos que
terminam no local de poliadenilacdo tardia (do inglés, late polyadenylation site, LPS) - ao
invés de lugar de poliadenilacéo inicial (do inglés, early polyadenylation site, EPS) (WEN;
WANG, 2009).

Durante a diferenciacdo epitelial celular, 0 momento da sintese do capsideo é regulada
tanto a nivel de RNA quanto a nivel de sintese de proteinas. Elementos regulatérios negativos
gue controlam a estabilidade de RNA estdo presentes nas regides codificadoras e na regido
LCR do HPV 16, enquanto que um silenciador de splicing no gene L1 leva a sintese
preferencial de transcritos iniciais em células em proliferacdo. Em adi¢do, o padrdo de cddons
nos genes L1 e L2 do HPV contribuem para a inibicdo da expressdo de capsideo nas camadas
mais baixas do epitélio (DOORBAR, 2006).

A montagem dos virions infectantes nas camadas mais superiores do epitélio requer
E2, em adicdo a L1 e L2, e E2 aumenta a eficiéncia da encapsulacdo do genoma. L2 localiza-
se no nucleo em virtude da localizacdo de sinais nucleares, estando associado a corpos de
PML (do inglés: promyelocytic leukaemia bodies). Embora algumas proteinas L2 possam se
associar diretamente ao DNA viral, o recrutamento especifico dos genomas virais para 0s
corpos PML requer a proteina E2. L1 monta-se em capsémeros no citoplasma antes do
realojamento no ndcleo e do recrutamento em corpos PML, mas somente apos L2 ter-se
ligado e deslocado o componente sp100 do PML. Embora as particulas do HPV possam
montar-se na auséncia de L2, a sua presenca contribui para um empacotamento mais eficiente
e aumento da infectividade viral (FLORIN et al., 2002). Isso foi demonstrado pela delecéo do
L2 no genoma do HPV31, que resultou em 10 vezes menos eficidcia de empacotamento e
reducdo em 100 vezes da infectividade viral quando comparados com HPV31l selvagem
(HOLMGREN et al., 2005).

L2 associa-se a L1 através de uma regido hidrofobica perto da porcédo C-terminal da
proteina, que se insere na regido central do capsémero pentavalente de L1. A interagdo entre
capsdmeros requer a por¢do C-terminal de L1; com a maturacdo e estabilizagdo virais

ocorrendo na medida em que as células infectadas se aproximam da superficie do epitélio. A
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retencdo dos antigenos do HPV até que as celulas cheguem a superficie do epitélio € uma das
formas de evasdo do sistema imune do hospedeiro (FINNEN et al., 2003). Por dltimo, o
lancamento viral requer um escape eficiente do revestimento da superficie celular o que é
facilitado pela proteina E4, capaz de quebrar a rede de queratina e afetar a integridade do
revestimento epitelial queratinizado (WANG et al., 2004).

A Figura 4 sintetiza as fases do ciclo de vida do HPV relacionadas com anatomia do

epitélio infectado e 0 momento da expressao dos genes virais.

Figura 4: Organizagdo do genoma do HPV e ciclo de vida do virus.
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Fonte: DOORBAR (2006)

2.3 ASPECTOS CITOLOGICOS E HISTOLOGICOS

Em 1920, George Nicholas Papanicolaou elaborou uma técnica para estudar as células
vaginais e as do colo uterino conhecida como método de citologia esfoliativa e, durante seus
estudos, teve a oportunidade de observar células malignas, propondo que a citologia
esfoliativa fosse empregada para diagnosticar cancer do colo uterino. Papanicolaou utilizou os
termos ‘“‘classes” na sua nomenclatura citopatoldgica e enfatizava que a Unica categoria
conclusiva era a classe V, que significava conclusiva para malignidade. Essa classificagdo nao
levava em conta a possibilidade de lesbes precursoras, mas apenas a presenca ou a auséncia
de malignidade, e ndo era possivel fazer correlacéo histopatoldgica.

Seguiram-se outras classificagdes como a de James W. Reagan (1953), que definia as
displasias como anormalidades celulares intermediarias e que a maioria dessas lesdes regredia

ou permanecia inalterada por muitos anos, mesmo ndo sendo tratadas. Reagan e Patten
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subdividiram as displasias em leve, moderada e acentuada.

Nas décadas de 1960 e 1970, estudos prospectivos e de analise de ploidia de DNA
provaram que displasia acentuada e carcinoma in situ eram muito préximos, € uma nova
classificagdo foi proposta por Ralph Richart (Classificagdo de Richart) utilizando o termo
neoplasia intraepitelial cervical (NIC), pois o termo displasia poderia levar a subtratamento
nos casos de displasias acentuadas e supertratamento nos carcinomas in situ com realizacéo
de histerectomia. Nessa classificacdo, NIC1 (displasia leve), NIC2 (displasia moderada) e
NIC3 (displasia severa e carcinoma in situ) diferenciam-se pela fracdo do epitélio substituido
por celulas indiferenciadas.

Em virtude de muitos conflitos, devidos a diagnosticos citopatologicos discordantes
dos achados histologicos e do conhecimento apontando aparente dicotomizacdo bioldgica
entre infeccdo pelo HPV e neoplasia genuina, desencadeou-se, em 1988, a primeira de uma
série de conferéncias de consenso em Bethesda, Maryland (EUA), para desenvolver uma nova
nomenclatura descritiva dos achados da citologia ginecoldgica, surgindo entdo a
Nomenclatura de Bethesda. Essa nova nomenclatura sugere que a doenga intraepitelial
cervical ndo é um processo continuo, mas sim um sistema de duas doengas descontinuas,
criando o conceito de lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau (LSIL) e lesdes
intraepiteliais escamosas de alto grau (HSIL) (Tabela 1). A lesdo de baixo grau ¢ de menos
provavel progressao para carcinoma invasivo, diferentemente das lesdes intraepiteliais de alto
grau. Estas sdo predominantemente causadas por tipos de HPV oncogénicos, tendo
comportamento de lesdo precursora do carcinoma invasivo. A Nomenclatura de Bethesda foi
submetida a revisdes em 1991, 2001 e 2014 (BORNSTEIN et al., 2012).

Com a atualizagéo do Sistema de Bethesda, em 2001, e considerando a necessidade de
incorporar novas tecnologias e conhecimentos clinicos e morfolégicos, o INCA e a Sociedade
Brasileira de Citopatologia promoveram 0 Semindrio para Discussdo da Nomenclatura
Brasileira de Laudos de Exames Citopatologicos — CITO 2001 e, durante o XVII Congresso
Brasileiro de Citopatologia, ocorrido em 2002, na cidade de Foz do Iguagu, no Parana, a nova
proposta foi oficializada. Essa nomenclatura guarda semelhangas com a Nomenclatura de
Bethesda e continua em vigéncia até o presente momento (INCA, 2016).

O quadro a seguir expde a nomenclatura citopatologica e histopatologica utilizada
desde o inicio do uso do exame citopatologico para o diagnostico das lesdes cervicais e suas
equivaléncias. Nele, a nomenclatura para os exames histopatologicos utilizada ¢ a da

Organizacdo Mundial da Satde (OMS).



Tabela 1: Comparacéo entre os Sistemas de Classificacdo Histoldgicas e Citolégicas.

Classificagdo . . . . . .
.. Classificagdao Classificacdao . Classificacdao
citologica de . L. . L. Sistema Bethesda . .
i histoldgica da histoldgica de Citolégica Brasileira
Papanicolaou . (2001)
OMS (1952) Richart (1967) (2006)
(1941)
Classe | - - - -
Classell - - Alteragbes benignas | Alteragdes benignas
- - - Atipias de significado | Atipias de significado
indeterminado indeterminado
Classe Il Displasia leve NIC | LSIL LSIL
Displasia NIClle HSIL HSIL
moderada e NICII
acentuada
Classe IV Carcinoma in situ NIC Il HSIL HSIL
Adenocarcinoma in | AlS
situ (AIS)
ClasseV Carcinoma invasor | Carcinoma invasor | Carcinoma invasor Carcinoma invasor
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Fonte: Ministério da Saude (2016)

A histopatologia é referéncia utilizada para decidir se uma paciente com NIC ou
cancer deva ser tratada. Embora no modelo conceitual exista uma discriminacdo até
necessaria dos passos da carcinogénese, o diagnéstico histoldgico € baseado hum continuo de
mudancas morfoldgicas com limites arbitrarios. Por exemplo, o NIC 3 é considerada um
marcador de cancer sendo tipicamente tratado, embora se reconheca que somente algumas
dessas lesdes viriam a invadir. Em contrapartida, NIC1 € considerado um reflexo morfoldgico
da infeccdo por HPV ndo tratada. NIC 2 representa uma mistura heterogénea dos dois grupos,
ao invés de uma entidade bioldgica. Uma grande parte de lesdes NIC2 regridem, sugerindo
que essas lesdes podem ser revisadas como uma infeccdo severa por HPV ao invés de um preé-
cancer. Portanto os clinicos podem decidir por ndo tratar o NIC2, particularmente em
mulheres jovens que provavelmente tém infeccdo aguda e para quem a questdo da fertilidade
é importante. Esforgos devem ser feitos no uso de biomarcadores para melhorar a avaliagdo
patolégica (SCHIFFMAN et al., 2016).

2.4 ASPECTOS MOLECULARES NA PROGRESSAO DO CANCER

As lesdes cervicais LSIL, HSIL e cancer refletem as mudangas moleculares na

diferenciacdo normal programada da célula epitelial. A producdo de virus na superficie
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epitelial depende da ordem e do momento da expressao dos produtos dos genes virais, com 0
tempo desses eventos sendo perturbados durante a progressdo neoplasica. Nas HSIL, a
amplificacdo do genoma viral acontece mais proxima da superficie epitelial do que nas LSIL,
e a expressdo de proteinas da capsideo esta retardada (Figura 5). As bases moleculares dessas
mudancas ndo sdo completamente compreendidas, mas em alguma instancia refletem as
mudancas no nivel de expressdo de E6 e E7, que acontecem durante a integracdo do genoma
viral com o cromossomo da células hospedeira. A integracdo do DNA HPV é encontrada na
maioria dos canceres cervicais e em algumas lesdes de alto grau, mas também € encontrada
eventualmente nas lesbes de baixo grau, sendo um evento inicial na carcinogénese do HPV.
De fato, a expressdo de p16™K*A que é considerado um marcador da expressio de E7, é
detectada em algumas lesdes de baixo grau e alto grau que tém evidéncias de integracdo de
DNA(MIDDLETON et al., 2003).

Figura 5: Relacdo do momento de expressdo dos genes HPV e lesdes histoldgicas.
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Fonte: DOORBAR (2006)

A integracdo do genoma do HPV ao genoma humano é um evento critico no
desenvolvimento de cancer de colo de utero. Embora possa ocorrer em qualquer porcdo do
genoma humano, alguns estudos tém mostrado a preferéncia por locais mais frageis e que
mudangas na expressdo de genes que estdo proximos a regides de integracdo também
participam da carcinogénese. A integracdo também leva a desregulacdo de expressdo de
E6/E7 e perda de E2, um fato importante para aumentar o crescimento das células malignas
(YU etal., 2005).

Embora a integracdo do HPV DNA seja encontrada na maioria dos canceres cervicais,
outros fatores também influenciam o desenvolvimento dos eventos da carcinogénese, como
glicocorticéide e progesterona, que podem afetar a expressdo de oncogenes e a regulagéo de

expressdo de genes por metilagdo de DNA e organizagdo de cromatina. A ligacdo do receptor
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de glicorticdide e progesterona a regides reguladoras encontradas no LCR - chamadas
GRE/PRE (do inglés, glucocorticoide/progesterone response elements) — induz oncogénese
em células cervicais. Isso pode explicar, a0 menos em parte, a observacao epidemiolégica de
que o0 numero de partos a termo (maior exposicdo a progestagenos) correlaciona-se
positivamente com o desenvolvimento de cancer de colo de Utero; bem como explicar a
correlacdo positiva entre 0 uso de anticoncepcionais e cancer cervical (CHAN; KLOCK;
BERNARD, 1989) (WEYN et al., 2011).

A média de idade do diagnostico do cancer invasivo sugere que exista um tempo de
transicdo que pode ser de décadas. Alguns estudo epidemioldgicos e resultados de laboratério
apontam que horménios esteroides possam ser um cofator para desenvolvimento de cancer
cervical. A evidéncia epidemioldgica vem de estudos de coorte e caso-controle que
demostram que multiparidade e uso de contraceptivos hormonais por longo periodo de tempo
aumentam o risco para cancer cervical. Além disso, as curvas de cancer cervical em pacientes
onde os exames preventivos ndo sdo feitos tendem a ficar baixas ap0s a menopausa,
lembrando as curvas de canceres hormonio-dependentes (ex. cancer de mama). Os horménios
sexuais modulam a resposta imune inata e no trato genital feminino, e a protegéo imune varia
de acordo com a as fases do ciclo menstrual. Neste contexto, modelos que sugerem que
mudancas hormonais podem afetar diretamente a ativacdo viral e funcdo de proteinas que
resultam em aumento de proliferacéo celular e neoplasia. A junc¢do escamocelular na zona de
transformacdo exibe alta expressdo de receptores de estrégenos e progesterona. O estrégeno
promove a producdo de interferons e citosinas pré-inflamatorias e o sinal do receptor de

estrégeno aumenta ou diminui resposta imune adaptativa e inata (SCHIFFMAN et al., 2016).
2.5 GENOMICA E EPIGENETICA NO CANCER CERVICAL

A despeito do documentado papel etiologico da infeccdo por HPV, 0s mecanismos
moleculares da progressdo e o0s varios passos da carcinogénese do cancer cervical ainda sdo
pouco conhecidos. As células do cancer cervical exibem complexas alteracdes no cariotipo,
desta forma, a caracterizacdo molecular dessas alteracdes é importante para entender a base
genética do cancer cervical, que em ultima analise facilita a identificacdo de genes criticos no
desenvolvimento do cancer cervical. Ganhos e amplificagdo nos cromossomos Sao
mecanismos comuns de ativacdo génica na carcinogénese (HARRIS et al., 2003).

Estudos sobre expressdo génica e metilagcdo usando tecnologia de alto-rendimento de
microarray tém sido reportados. Scotto et al. fizeram andlises de expressdao génica em

amostras de cancer cervical e em controles normais e encontraram 0s genes E2F1, TPX2 e
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KIF3B super-expressos como consequéncia de ganhos no cromossomo 20. Farkas et al.
conduziram andlises sobre metilacdo de amostras de tumores cervicais e amostras controle
normais e identificaram candidatos a biomarcadores que representam varios tipos de
mecanismos desregulados por epigenética como receptores de membrana, sinalizadores
intracelulares e de transcricdo génica (SCOTTO et al., 2008) (FARKAS et al., 2013).

Um estudo posterior foi feito a partir de uma releitura do banco de dados de expresséao
de Scotto, et al. e dos dados de metilacdo génica de Farkas et al. associado a uma andlise
integrada genome-wide de Genes Expressos Diferenciadamente (do inglés, differentially
expressed genes - DEGs) — com metilacdo aberrante entre amostras de cancer cervical e
controles normais. Também foram analisadas vias de sinalizacdo e riscos de patologia. DEGs
com regides de metilacdo relacionadas a cancer cervical foram identificados pela interseccéo
dos resultados dos dois grupos. Um total de 1357 DEGs incluindo 721 hiper-expresso e 636
hipo-expresso, assim como 666 regides metiladas relacionados a CC foram verificados. Apos
serem analisados, um total de 26 DEGs e 35 regides metiladas foram selecionados. Os
pesquisadores concluiram, portanto, que os genes EDN3 e EDNRB podem ter um papel
importante nos mecanismos moleculares do cancer cervical, assim como LHX2, ACOXS3,
CYP39A1 e DPYS podem ser genes de susceptibilidade e marcadores de risco para cancer
cervical (Tabela 2) (LIN et al., 2016).

Tabela 2: Genes envolvidos na carcinogénese cervical e suas fungoes.

Genes Funcéo

Contracdo do musculo liso, musculo liso vascular e

EDN3 e EDNRB X es: .
contracdo fasica do musculo liso.

LHX2 e PAX6 Regionalizacéo de telencéfalo e mesencéfalo.

Envolvidos em 25 subvias de 6 vias maiores de

ACOX3, CYP39A1 e DPYS o
sinalizagéo.

Fonte: Adaptado de Lin (2016)

O estudo de Scotto et al. examinou o papel do ganho do brago longo do cromossomo
20 (20g), um dos mais comuns ganhos cromossdémicos em cancer cervical, em varios estagios
da progressdo (lesdo cervical de baixo e alto grau e cancer cervical versus tecido cervical
normal), através da presenca de Polimorfismo de Nucleotideo Unico (do inglés, single
nucleotide polymorphism - SNP), perfil de expressdo génica, e analises de FISH (do inglés,

fluorescence in situ hybridization). A analise revelou aumento no numero de copias do 20q
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em mais de 50% das amostras de cancer cervical e identificou 2 ampliacbes em 20g11.2 e
20q13.13 num subgrupo de pacientes. Observou-se que o ganho de 20q ocorre numa fase
inicial no desenvolvimento e que lesdes intraepiteliais de alto grau que exibiam esse ganho
em 20q (p<0.05) estavam associadas a persisténcia ou progressao para cancer. Um total de 26
genes foram identificados como hiper-expressos devido ao ganho de 20q, incluindo genes na
regulacdo do ciclo celular (E2F1, TPX2, KIF3B, PIGT e B4GALT5), funcdo nuclear (CSEL1),
replicacéo viral (PSMA7 e LAMADS), metilacdo e remodelagdo de cromatina (ASXL1, AHCY e
C200rf20) e regulacéo de transcrigdo (TCEA2) (SCOTTO et al., 2008).

Um estudo multicéntrico avaliou cerca de 228 cénceres cervicais advindos de mais de
25 centros em todo o mundo, incluindo amostras biol6gicas do Brasil (genémica, protedmica,
epigenética e vias de sinalizacdo). Integracdo do HPV foi observada para 100% dos casos
relacionados a HPV18 e 76% dos casos relacionados a HPV16, o que foi associado a
aberracBes estruturais e aumento de expressdo de genes-alvo. Todos os canceres HPV-
positivos tiveram uma expressdo de MRNA de oncogenes HPV E6 e E7 detectaveis, mas para
canceres com HPV18 observou-se niveis mais altos de transcritos de E6 que em canceres com
HPV16; sugerindo diferentes implicagdes funcionais de E6 e E7 em tumores associados a
diferentes gendtipos de HPV. Um total de 88 alteracbes no numero de mutacdes somaticas
por tumor foram observadas, o que € menor do que em Céancer de Cabeca e Pescoco
Escamoso, Ovario e Adenocarcinoma Seroso Endometrial. A analise revelou 37 delecdes e 26
inser¢bes ao longo de 23 bragos cromossémicos alterados: 7pll.2 (EGFR;17%), 9p24.1
(CD274, PDCDILG2;21%), 13922.1 (KLF5; 18%), 16p13.13 (BCAR4; 20%), 3026.31
(TERC, MECOM; 78%), 3028 (TP63; 77%), 8q24.21 (MYC, PVTL1; 42%), 11922.1 (YAP1,
BIRC2/3; 17%), 17q12 (ERBB2; 17%), 3p24.1 (TGFBR2; 36%), 18g21.2 (SMAD4; 28%),
4035.2 (FATL1; 36%) e 10g23.31 (PTEN; 31%). Algumas mutacOes presentes nos genes HLA-
A, HLA-B, NFE2L2, MAPK1, CASP8, SHKBP1, e TGFBR2 foram observadas exclusivamente
em canceres escamosos. Foram observados padrfes de mutacbes envolvendo proteinas
APOBEC,; e identificados novos genes mutados de forma significativa no cancer cervical -
SHKBP1, ERBB3, CASP8, HLA-A e TGFBR2; além de confirmadas muta¢des em PIK3CA,
EP300, FBXW?7, HLA-B, PTEN, NFE2L2, ARID1A, KRAS, e MAPKL1. Alteracdes descritas
para ERBB3 (HER3) tem potencial terapéutico, assim como no BCAR4, com a droga
Lapatinibe, j& utilizada para tratamento de cancer de mama. Além disso, foram identificadas
alteracdes em CD274/PD-L1 e PDCD1LG2/PD-L2, dois genes que codificam alvos para
imunoterapias ja conhecidas. Adicionalmente, identificou-se um grupo Unico de canceres de

colo de atero semelhante a carcinoma endometrial, que inclui predominantemente tumores
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HPV-negativos, com alta frequéncia de mutacdes KRAS, ARIDIA e PTEN. Uma analise
integrativa de grupos identificou 3 subgrupos de canceres cervicais nomeados como:
Escamoso Pouco Queratinizado, Escamoso Muito Queratinizado e Rico em Adenocarcinoma
(THE CANCER GENOMA ATLAS RESEARCH NETWORK, 2017).

Células cancerigenas alteram a maquinaria celular normal para promover proliferacao
celular e maximizar sua sobrevida, mas em consequéncia de seu crescimento maligno, elas
diminuem a sobrevida de seu organismo hospedeiro. Hanahan e Weinberg descreveram
elegantemente os fundamentos da promocdo do cancer que consistem em: sinalizacéo
sustentada de proliferacdo, permitindo imortalidade replicativa, ativacdo de invasdo e
metastase, inducdo de angiogénese, reprogramacdo do metabolismo de energia, evasdo do
sistema imune e reprogramacéo de células adjacentes para criar o chamado microambiente
tumoral. No entanto, as células normais tém mecanismos para antagonizar 0s sinais
promotores de cancer e as células malignas tém que superar 0s mecanismos de supressdo
tumoral. Nesse contexto, a instabilidade genética das células malignas é crucial na
carcinogénese (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Embora os bidlogos do cancer tendam a
classificar os genes em promotores ou supressores de cancer, apenas um namero limitado de
genes esta em uma dessas categorias sem ambiguidade, por exemplo, MYC é um oncogene e 0
gene RB do retinoblastoma é um supressor tumoral. Outros genes, incluindo as Sirtuinas tém
essa funcdo de promotor ou supressor menos definida, e essas propriedades podem depender
do estdgio de desenvolvimento do céncer e de varidveis como tecido de origem e
microambiente. Desta forma, as sirtuinas tem se tornado moléculas de interesse nesse cenario

de busca de biomarcadores relacionados a carcinogénese (ROTH; CHEN, 2014).
2.6 SIRTUINAS

A acetilacdo de lisina é uma modificacdo fundamental que afeta profundamente a
atividade de uma proteina, como evidenciado por estudos proteémicos. O estado de acetilacdo
da lisina de proteinas individuais & determinado simultaneamente pelo equilibrio entre
acetilacdo e desacetilagdo, um processo catalisado por uma coorte de acetiltransferases e
desacetilases, respectivamente. Em contraste com as atividades em grande parte constitutivas
e nao-seletivas de varias acetiltransferases conhecidas, o0 mecanismo de desacetilacdo de
proteinas tem sido estudado extensivamente, levando a caracterizacdo de quatro classes de
desacetilases, todas as quais apresentam caracteristicas cataliticas variaveis e perfis de
substratos diferentes (XIONG et al., 2016).
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As Deacetilases de Histonas (HDACs) sdo enzimas que removem radicais acetil de
grupos amino e-N-acetil-lisina de histonas e varias outras proteinas nao-histonas. Baseadas
em similaridades estruturais e funcionais, as HDACs de mamiferos estdo agrupadas em quarto
categorias (Figura 6) que consistem em: Classes I, 1l e IV composta pelas Desacetilases de
Histonas (HDACS) sdo; sendo Desacetilase de Histona Homoéloga a RPD3 (classe | HDACS);
classe Il HDACSs, que divide um grau significante de homologia com as Deacetilases HAD 1;
a mais recente descrita classe IV HDACs, que incluem enzimas relacionadas a HDAC-11,
todas dependentes de Zn?*; e a classe de Sirtuinas Desacetilases de Histonas (HDACs classe
I11), desacetilases dependentes de NAD™ onde a SIRT1 é a mais relacionada a Sir2 do S.
cerevisae (VOELTER-MAHLKNECHT; MAHLKNECHT, 2006) (YANG et al., 2016).

Figura 6: Arvore Filogenética de HADCs humanas.

Fonte: Yang (2016)

As sirtuinas conhecidas de humanos estdo agrupadas em 04 classes filogenéticas:
SIRT1, SIRT2, SIRT3 (subclasse 1); SIRT4 (subclasse 2); SIRT5 (subclasse 3) e SIRT6 e
SIRT7 (subclasse 4). As sete SIRTs tém diversas localizacGes celulares e fungdes. SIRT1,
SIRT6 e SIRT7 sdo proteinas nucleares, mas a SIRT1 move-se entre 0 nlcleo e o citoplasma.
SIRT3, SIRT4 e SIRT5 sdo proteinas mitocondriais e SIRT 2 estd localizada
predominantemente no citoplasma. SIRT2 e SIRT3 também se movem entre diferentes
componentes celulares (Figura 7). Essas proteinas estdo envolvidas em processos celulares
criticos incluindo resposta ao estresse, sobrevida celular, metabolismo, senescéncia,
envelhecimento e tumorigénese pela desacetilacdo de varios substratos (E. MICHISHITA , J.
PARK, 2005).
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Figura 7: Localizagéo Intracelular das Sirtuinas.
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Fonte: Alhazzazi et al (2011)

O papel das SIRTs na carcinogénese ainda ndo estd clara, com evidéncias que
demonstram promocdo tumoral e supressdo tumoral, dependendo do tecido estudado. Uma
hipbtese para essa funcdo dualista seria de que as sirtuinas, uma vez ativadas ou hiper-
expressas, teriam atividade protetora contra o cancer por promoverem a longevidade. As
SIRTs mediariam este efeito protetor, limitando a vida replicativa, protegendo contra danos
ao DNA e estresse oxidativo (SAUNDERS; VERDIN, 2007). Considerando que incidéncia da
maioria dos canceres aumenta com a idade apds um acumulo de mutacdes podemos
considerar que o cancer é uma doenca do envelhecimento (FINKEL; HOLBROOK, 2000).

Em contraste, a perda da expressao, atividade ou regulacdo da SIRT poderia contornar
a senescéncia replicativa, permitindo que a divisdo celular prosseguisse sem o correto reparo
do DNA e promovendo acimulo de mutagdes e instabilidade gendmica levando ao
desenvolvimento do tumor. H& também evidéncias crescentes de que as células tumorais
podem tornar-se "viciadas™ na hiper-expressao de sirtuina, o que permite rapida proliferacao e
perda de pontos de verificacdo para promover a propagacao continua na presenca de mutagdes
acumuladas (SAUNDERS; VERDIN, 2007).
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2.6.1 Sirtuinal

A Sirtuina 1 (SIRT1) desacetila lisinas 9 e 14 da histona H3 e a lisina 16 da histona
H4, adicionalmente, desacetila a lisina 26da histona H1, enquanto hidrolisa um molécula de
NAD™ para cada residuo de lisina que é desacetilado. As Desacetilases de Histona tém um
dominio catalitico, que estd altamente conservado em organismos desde bactérias até
humanos, composto por dois dominios distintos que se ligam ao NAD" e ao substrato de
acetil-lisina, respectivamente. SIRT1, modifica diretamente a cromatina e silencia a
transcricdo, para modular um check-point da meiose, 0 que leva a um efeito
antienvelhecimento por aumentar a estabilidade do genoma e suprimir o DNA recombinante.
Essas modificacdes de histonas estdo relacionados ao silenciamento de genes e formacéo de
heterocromatina (VOELTER-MAHLKNECHT; MAHLKNECHT, 2006). No entanto, a
SIRT1 estd envolvida na regulacdo de varios processos bioldgicos importantes, incluindo a
senescéncia e longevidade devido a sua capacidade de interagir com outras moléculas além
das histonas, incluindo p53 (SAUNDERS; VERDIN, 2007).

Altos niveis de proteina em células jovens em combinacdo com altos niveis de NAD+
leva a uma desacetilacdo de p53 e proteinas de histonas que promovem longevidade.
Desacetilacdo de histona H1 leva a sua degradacdo e promove a formacéo de heterocromatina
associada a expressdao e diminuicdo da atividade durante o envelhecimento. Além disso,
conduz a sua degradacdo, que promove a formacdo de focos heterocromaticos associados a
senescéncia (SAHFs). Em contrapartida, os niveis de proteina Sirtl estdo baixos em células
velhas, e altos niveis de NAD* inibem a atividade de Sirtl, e a resultante hiperacetilacdo de
p53 induz senescéncia da replicacdo. A auséncia de regulacdo para baixo de Sirtl durante o
envelhecimento pode promover a sobrevivéncia celular ap6s danos oxidativos, levando a
acumulacdo de mutag6es, e um risco aumentado de desenvolvimento de cancer (SAUNDERS;
VERDIN, 2007).

A desacetilacdo de substratos ndo-histonas pela SIRT1 pode ocorrer em: (1) Fatores
transcricionais - p53, FOXO1, FOX03a, NF-kB, ¢c-MYC, N-MYC, E2F1 e HIF-1o/HIF-2a,
para regulacdo da progressdo do ciclo celular sob varias condic¢bes; (2) Elementos da
maquinaria de reparo de DNA - Ku70, RAD51, NBS1, APE1, XPA/C e WRN, para aumentar
o0 reparo de DNA danificado; (3) Receptor nuclear, ciclo circadiano e fatores relacionados -
LXR, FXR, ERa, AR, PPARY, PGCla, CLOCK, e PER2, para regulaciao do metabolismo; (4)
enzimas modificadoras de histona - SUV39H1, p300, TIP60 e PCAF, para regular a expressao
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génica; (5) moléculas sinalizadoras celulares - STAT3, B-catenina e SMAD7 (ROTH; CHEN,
2014).

Um dos mecanismos moleculares pelos quais a SIRT1 aumenta a longevidade celular
é sua interacdo com a familia FOXO de fatores de transcrigdo Forkhead (familia de proteinas
que tem como funcéo participar do metabolismo da insulina e regular de longevidade). SIRT1
controla a resposta celular ao estresse, em mamiferos, regulando a familia FOXO. SIRT1 e
FOXO formam complexos nas células em resposta ao estresse oxidativo, onde a SIRT1
desacetila a FOXO3, aumentando a habilidade da FOXO3 de induzir parada de ciclo celular e
resisténcia ao estresse oxidativo, e inibindo a FOXO3 de induzir morte celular (BRUNET et
al., 2004).

Recentes estudos revelaram que a SIRT1 estd aumentada em linhagens tumorais,
sugerindo que a SIRT1 esta envolvida na carcinogénese. O p53, um substrato da SIRT, ativa a
expressao do supressor tumoral HICL (do inglés, hypermethylated in cancer 1). HIC1 esta
diretamente envolvido na regulacdo de SIRT1, que afeta resposta a dano de DNA. Esses
achados sugerem que exista mecanismos complexos de controle, que s&o modulados por
varios sinais celulares. Além disso, SIRT1 regula diversos processos biolégicos incluindo
restricdo caldrica, metabolismo, mobilizacdo de gorduras, apoptose, resposta ao estresse e
secre¢do de insulina (LIM, 2006).

Lim, C.S. propés um modelo hipotético do mecanismo de a¢do da SIRT1, no qual sob
condicdo normal de crescimento, FOXO3 inibe p53 através de interacdo direta, falhando em
induzir HIC1, o que leva ao estimulo de SIRT1 e consequentemente ao aumento do
metabolismo e leva a longevidade. Por outro lado, durante a senescéncia celular p53 esta
aumentado, induzindo expressao de HIC1. Como resultado, SIRT1 esta4 diminuida levando a
senescéncia celular. Durante a tumorigénese, entretanto, a remodelacdo defeituosa de
cromatina causa mudancas favoraveis em expressdo génica de todo 0 genoma ou inativacdo
de p53 por mutacdo ou hipermetilacdo de HIC1, resultando em aumento irregular de SIRT1, o
que leva a promocdo da carcinogénese pela inativacdo de p53 e pela modulacdo da
remodelagéo de cromatina num contexto independente de p53 (Figura 8) (LIM, 2007).
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Figura 8: Modelo hipotético de interagdo entre SIRT1, p53, HIC1 e FOXO3.
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Fonte: LIM (2007)

SIRTL1 é a sirtuina mais estudada e estad em niveis elevados em varios tipos de tumores
como prostata, pele, pulméo e colon assim como em linhagens celulares de cancer de ovario e
mama quimiorresistentes. A SIRT1 tem sido associada a inibicao da proliferacdo e formacéo
tumoral de céncer de colon e tem sido associada a melhor prognoéstico em Carcinoma
Espinocelular de Cabeca e Pescogo. Por outro lado, a hiperexpressdo de SIRT1 tem sido
associada a progressao tumoral e mau progndstico em cancer de colon, prdéstata, linfoma e
tumores gastrointestinais (p.ex. carcinoma hepatocelular e gastrico). Em tumores
ginecoldgicos, uma expressdo elevada de SIRT1 tem sido vista mais frequentemente em
cancer epitelial de ovario que em lesdes ovarianas benignas e tem sido associada com
quimiorresisténcia em cancer endometrial e cancer cervical (ROTH; CHEN, 2014).

Experimento mostrou que um Supressor de Metastase Tumoral em Cancer de Mama e
outros canceres (do inglés: Breast Cancer Metastasis Suppressor 1- BRSM1) é capaz de
interromper a associacdo enddgena de DCB1 (do inglés, Deleted in Breast Cancer 1) e
SIRT1. DBC1 ¢ identificado como importante regulador negativo de SIRT1 e resposta ao
estresse genotdxico. Consequentemente, acetilacdo de p53 dependente de SIRT também é
afetado por BRMS1, sendo este um novo regulador do complexo DBC1-SIRT1 e da
desacetilacdo de p53 dependente de SIRT1 (LIU et al., 2016).

Em amostras teciduais de Céancer de Pulméo de Células Nao-pequenas, macrdfagos
alveolares mostraram fraca ou moderada imunorreatividade para SIRT1em pulmdo normal. A
expressdo de SIRT1 correlacionou-se significativamente com sexo feminino (p=0,017),
tumores indiferenciados (p=0,017), estadio T patologico mais elevado (p=0,013) e metastases

para linfonodos (p<0,001) nos tumores invasivos. Em amostras de adenocarcinoma e
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carcinoma in situ, a positividade para SIRT1 foi significativamente menor em carcinoma in
situ comparado a adenocarcinoma invasivo (p=0,001). Em conclusdo: A expressdo de SIRT1
estava presente em 67% das amostras de carcinoma invasivo e seu nivel estava
significativamente associado a fatores desfavoraveis clinico-patolégicos, que incluiam o
estadio T, a metastase para linfonodos e a invasdo tumoral mais avancada (NOH et al., 2013).

Em estudo resisténcia a quimioterapia pre-operatoria em cancer de colo de utero
localmente avancado (II1A-111B) os niveis de SIRT1,observadas por imunohistoquimica,
estavam aumentados (p<0.001) no grupo que ndo respondeu a quimioterapia (portanto foram
para tratamento com radioterapia) quando comparadas ao grupo que respondeu a
guimioterapia neoadjuvante (essas pacientes foram para histerectomia). Desta forma, a SIRT1
poderia ser considerada um preditor de resposta ao tratamento em céancer de colo de Utero
localmente avancado (TERAMAE et al., 2015).

Para Carcinoma Cervical Escamoso, observou-se uma progressdo no nivel de
expressao de SIRT1 das lesbes pré-malignas até lesdo invasiva, com aumento do valor
significativamente estatistico (NIC1 versus NIC2-3, p= 0,01; NIC 2-3 versus Céancer Cervical,
p=0,0001), sugerindo que SIRT1 também poderia funcionar como preditor de progressao de
NIC para Cancer Cervical (VELEZ-PEREZ et al., 2016).

Figura 9: Substratos e Funcdes bioldgicas da SIRT 1.
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2.6.2 Sirtuina3

A SIRT3 é uma desacetilase de histona primariamente mitocondrial, que determina
acetilacdo de varias proteinas mitocondriais. Portanto, ela tem papel importante em varios
eventos celulares como metabolismo de nutrientes, balanco de ATP e regulacdo da
maquinaria antioxidante. A proteina SIRT3 é composta por dois dominios funcionais, onde o
dominio maior Rossman possui locais para ligacdo de NAD*, e o dominio menor liga-se a
atomos de zinco. A fenda entre os dominios serve como encaixe para acetilacdo dos
substratos. A SIRT3 é expressa no citoplasma como um precursor inativo de 399 aminoacidos
(44 kDa), sendo subsequentemente enviado para a mitocondria, onde é clivado na regido N-
terminal pela proteina peptidase mitocondrial para gerar uma proteina de 28-kDa com 257
aminoéacidos. O trafico mitocondrial depende de uma regido N-terminal de 100 aminoéacidos,
cujos residuos 1-25 tém um papel importante tanto na localizacdo mitocondrial quanto no
processamento proteolitico. A desregulacdo da SIRT3 est4 envolvida no desenvolvimento de
doengas como diabetes, injuria mitocondrial (XIONG et al., 2016).

No cancer, a SIRT3 tem papel conflitante na iniciacdo e na progressao de cancer, e as
vias envolvidas nesse processo ndo sdo completamente conhecidas. Um dos mecanismos
principais da supressdo tumoral exercida pela SIRT3 é através da modulacdo (inativacao) de
ROS via ativacdo de enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase que € uma das mais
importantes enzimas detoxificadoras mitocondriais. SIRT3 também reduz ROS pela
deacetilacdo e ativacdo da isocitrato dehidrolase 2, o que aumenta os niveis NADPH e
glutationa.

A desacetilacdo e ativacdo de FOXO3a pela SIRT3 também promove a ativacdo de
enzimas antioxidantes (ROTH; CHEN, 2014). A SIRT3, como proteina oncogénica, foi
observada e muitos niveis correlacionando-se com marcadores de malignidade e progndéstico
desfavoravel em esdfago (ZHAO et al., 2013), assim como a progndstico ruim em pacientes
com cancer de mama grau3 (TORRENS-MAS et al., 2016).

Ja baixos niveis de SIRT3 aumenta a eficacia de cisplatina e tamoxifeno, drogas
usadas no tratamento do cancer de mama (TORRENS-MAS et al., 2016); e inibe a
proliferacdo celular, reduz a atividade tumoral e sensibiliza as células a radiacdo ou
quimioterapia em cancer escamoso de cavidade oral (ALHAZZAZI et al., 2011b). Analises
imunohistoquimicas de cancer de tiredide demonstraram que o nivel de SIRT3 esta baixa em

tecido tireoidiano normal, moderadamente alto em céancer folicular e em altos niveis em
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carcinoma papilar (SHACKELFORD et al., 2013). Além disso, a expressdo de SIRT3 esta
marcadamente elevada em melanoma, e sua inibicdo reduz proliferacdo, formacao de col6nias
e migracgdo celular e induz senescéncia e parada de ciclo celular em G1 em células humanas
de melanoma, com consequente aumento na expressao de ciclina D1 e E1 (GEORGE et al.,
2016).

No papel de supressor tumoral, a SIRT3 inibe a proliferacdo, a reprogramacao
metabdlica e outros fenotipos malignos das células e correlaciona-se com bom progndstico
em varios tipos de cancer. A expressdo de SIRT3 esta marcadamente diminuida em células de
cancer de mama quando comparada com tecido mamario normal. E uma menor expressao de
SIRT3 esta associada a uma menor sobrevida livre de progressao loco-regional (DESOUKI,
2014).

Também observou-se que a SIRT3 leva a inibicdo da glicolise e reverte a
reprogramacao metabolica das células de cancer de mama (WEI et al., 2013). Em cancer
hepatocelular, a expressdo de SIRT3 é bastante menor no tecido tumoral que no tecido
adjacente ndo-tumoral, e altos niveis de SIRT3 correlacionam-se com aumento de sobrevida
global e sobrevida livre de progressdo (ZHANG et al., 2012).Em adicéo, altos niveis de
SIRT3 inibe o crescimento e induz apoptose em células de hepatocarcinoma, aumentando sua
sensibilidade a agentes quimioterapicos; enquanto que baixos niveis de SIRT3 estdo
associado a parametros clinico-patolégicos desfavoraveis como diferenciacdo estadiamento
clinico (WANG et al., 2014).

Em céancer de pancreas, uma menor expressdo de SIRT3 correlaciona-se com maior
agressividade e menor tempo para progressao(MCGLYNN et al., 2015). Em malignidades de
células B a expressdo de SIRT3 em amostras € menor que em linfocitos B de doadores
saudaveis, e menores niveis de SIRT3 prediz um pior prognostico (YU et al., 2016).

2.6.3 Sirtuinas

O gene da SIRT5 humano esta localizado no braco curto do cromossomo 6(6p23,13),
sendo uma sirtuina mitocondrial incomum pois possui ndo apenas atividade de Deacetilase
dependente de NAD+ mas tambem de Deacilase (deamonilase e dessucinilase). O substrato
mais estudado de SIRT5 é a CPS1 (do inglés: carbamoyl phosphate synthetase 1) enzima que
catalisa o primeiro passo (limitante de velocidade) da sintese de uréia. Varios grupos tém

demonstrado que SIRTS5 pode deacetilar, deamonilar e dessussinilar a CPS1. A deacetilagdo
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de CPS1 ativa sua atividade de enzima e promove a producédo de uréia e a retirada de amonia
da célula (Figura 10) (ROTH; CHEN, 2014).

Figura 10: Funcdes das Sirtuinas Mitocondriais.
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Curiosamente, o SIRT5 também contribui para o metabolismo do nitrogénio,
indicando que as sirtuinas mitocondriais atuam juntas modificando a rede metabdlica
mitocondrial em diferentes pontos. Verificou-se também que a SIRT5 desacetila o Citocromo
C, podendo assim participar da regulacdo da apoptose, mas também da modulacdo de funcédo
desta proteina na respiragdo (Figura 10) (VASSILOPOULOS et al., 2011).

A SIRT5 é a sirtuina menos estudada em cancer e, como as SIRT1 e SIRT3, parece ter
papel dual na carcinogénese. Em estudo que analisou 39 amostras de cancer de pulméo néo
pequenas células, a SIRTS estava hiperexpressa (em niveis de mRNA e proteinas) em cancer
de pulmdo quando comparado a amostras de tecido adjacente pulmonar normal. Sua maior
expressao foi associada a taxas menores de sobrevida global e sobrevida livre de progressao.
O alto nivel de expressdao também esteve associado a maior volume tumoral e maior
estadiamento de doenca. Os pesquisadores relacionaram o nivel de expressdo de SIRT5 com
nivel de expressdo de NRF2 (fator transcricional envolvido em céancer de pulm&o) nas
amostras. Foi realizada analise por regressao linear para testar se os niveis de mRNA de

NRF2 estavam relacionados aos de SIRT5. Interessantemente, o nivel de mRNA estava
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significativamente e positivamente correlacionado com os niveis de mMRNM de NRF2,
sugerindo que esta pode ser uma das vias de carcinogénese da SIRT5(LU et al., 2014).

Em estudo com 71 amostras de cancer de mama, a expressdo de SIRTS estava
significativamente aumentada quando comparada com o tecido mamario adjacente, sugerindo
que SIRT5 pode ter uma papel na carcinogénese mamaria (IGCl et al., 2016). J4 em cancer de
endomeétrio, reportou que o nivel de expressdo de SIRT5 estava significativamente menor em
nas amostras de cancer quando comparadas com controles uterinos normais (BARTOSCH et
al., 2016).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis de expressdo de SIRT1, SIRT3 e SIRT5em amostras frescas de cancer de

colo de utero e correlacionar com varidveis epidemioldgicas e anatomopatoldgicas.

3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

- Coletar amostras de tecidos de cancer cervical de pacientes atendidas no Hospital das
Clinicas da UFPE;

- Determinar os niveis de expressdo génica de SIRT1, SIRT3 e SIRT5 por PCR quantitativa em
tempo real;

- Correlacionar os dados obtidos com as variaveis epidemioldgicas e anatomopatolégicas;

- Comparar o0s niveis de expressao génica dos genes estudados em cancer cervical com dados

obtidos de amostras de células cervicais sem lesao.
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4 METODOLOGIA
4.1 AQUISICAO DAS AMOSTRAS E ANALISE ANATOMOPATOLOGICA

A resseccdo e biopsia das espécies foram coletadas de pacientes diagnosticadas com
cancer cervical de 22 mulheres que ndo haviam recebido nenhum tratamento prévio com
radioterapia ou quimioterapia, apos preenchimento de Termo de Consentimento Livre e
esclarecido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP/CCS/UFPE: 275/08.

Os dados epidemioldgicos e anatomopatoldgicos foram obtidos atraves de entrevistas
com as pacientes no momento da realizacdo da bidpsia tumoral e preenchimento pelo médico
do formulario. Os casos foram estadiados conforme o American Joint Committee on Cancer
(AJCC) e International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO), que sdo sistemas
de estadiamento internacionais utilizados amplamente. Todas as amostras de tecido foram
armazenadas em TRIzol® Reagent (Life Technologies, USA) e mantidas no freezer a -80°C até
ser realizada a extracdo de RNA.

A patologia (as seccdes teciduais tingidas com hematoxilina eosina) foram avaliadas
por patologistas independentes e ndo revisada por patologista central. Os canceres cervicais
foram classificados histologicamente em Grau 1: bem diferenciado; Grau 2: medianamente

diferenciado; e Grau 3: mal indiferenciado.
4.2 EXTRACAO DE RNA

O RNA das amostras foi extraido seguindo o protocolo do TRIzol® Reagent (Life
Technologies, USA). Cada amostra usada tinha entre 50-100 mg de tecido do colo uterino, ao
qual foi adicionado 1mL de Trizol e o tecido foi macerado com pistilo. O material foi
incubado a temperatura ambiente durante 5 minutos, permitindo a total dissociacdo do
complexo de nuicleo-proteinas, e posteriormente adicionado 0,2 mL de cloroférmio e
encubado por 3 minutos. Posteriormente foi centrifugado por 15 minutos a uma velocidade de
14000 rpm e 4°C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo onde se adicionou 0,5mL
de isopropanol permitindo a precipitacdo do RNA. Apds encubacdo por 10 minutos foi
centrifugado por mais 10 minutos a 14000 rpm e 4°C. O pellet formado foi recuperado e
ressuspendido em 75% etanol. Apds uma breve agitacdo no vortex foi centrifugado por 5
minutos, 8000 rpm e 4°C. o sobrenadante foi descartado e ap6s secagem do pellet a

temperatura ambiente, este foi ressuspendido em 50uL de &gua RNase-free.
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4.3 TRANSCRICAO REVERSA E PCR QUANTITATIVO (QPCR)

Para acessar 0s niveis de expressdo de SIRT1, SIRT3 e SIRT5, o DNA complementar
(cDNA) foi produzido de mRNA extraido utilizando o QuantiNova Reverse Transcription
Kit® (Qiagen, USA), seguindo instrucdes do fabricante. Todas as amostras foram estudadas
por duplicatas e o gene constitutivo RPLPO foi utilizado como gene de referéncia. As
sequéncias dos oligonucleotideos para o experimento sdo: RPLPO (5’- GCA GAC AGA CAC
TGG CAA CAT T-3’ 3°>-TCT ACA ACC CTG AAG TGC TTG ATA TC-5)’; SIRT1 (5° —
GTT TCATGA TGA CAA GCG GTT C-3"3’- GTC ATG GTT CCT TTG CAA CAG -5°);
SIRT3 (5’- GGA GAT CGT ACT GCT GGA G -3’ 3’- CTG CAG GAT GTA GCT GAG C-
3’); SIRT5 (5’- ATACCT GCC TCAGAATTT CCT C -3’ 3’- AAT GGA AGA GTG GTT
GG-5”). Nos experimentos de expressdo génica foram usados 10uL QuantiNova Sybr Green
RT-PCR, 1,4uL do primer, 7,6uL de agua e 1uL da amostra do cDNA, com a programacéo
de: 95°C 2min, 40 ciclos de 95°C por 5s e 62°C por 10s.

As curvas de dissociagdo foram geradas para garantir que apenas um produto foi
amplificado (melting curve). A expressdo génica foi analisada através do ACt e sua
comparacdo entre os grupos foi realizada atraves do AACt utilizando 43 amostras controles
disponiveis no laboratério. Os valores foram demonstrados graficamente a partir do calculo
de 222t no qual valores maiores que 1 demonstram genes hiperexpressos (up-regulated) e
valores abaixo de 1 demonstram genes hipoexpressos (down-regulated) para os genes SIRT1 e

SIRT5, uma vez que SIRT3 ndo apresentou expressao nas células cervicais normais.
4.4 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi feita utilizando o programa GraphPad Prism version 7.0
(GraphPad Software, CA). O teste Chi-square e Exato de Fisher foi usado para analisar 0s
dados demograficos; ANOVA One-Way e teste t-Student foram feitos para investigar a

significancia da hipotese. Foi considerado estatisticamente significativo um valor de p<0.05.
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5 RESULTADOS

Um total de 22 mulheres foram incluidas no estudo, das quais 20 possuiam subtipo
histologico de Cancer Cervical Escamoso e duas apresentaram o subtipo Adenocarcinoma.
Quatro pacientes (18%) tinha mais de 50 anos ao diagndstico, enquanto 18 pacientes tinham
menos de 50 anos (81,8%). Das 17 pacientes cujos laudos anatomopatolégicos referiam o
grau histologico, trés pacientes tinham tumores grau 1; 11 pacientes referiam grau 2 e 03
pacientes possuiam tumores grau 3. As caracteristicas epidemioldgicas e anatomopatoldgicas

estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Dados Epidemioldgicos e Anatomopatol6gicos

Idade
<50 anos 18 (81,8)
> 50 anos 04 (18,1)
Tipo histoldgico
Carcinoma epiderméide 20 (90,9)
Adenocarcinoma 2(9,1)
Grau Histolégico
1 03 (13,6)
2 11 (50)
3 03 (13,6)
Estadiamento
| 4(18,1)
I 3(13,6)
11 11 (50)
Y 4(18,1)
indice De Massa Corpérea
Magreza 01 (4,5)
Normal 09 (40,9)
Obesidade grau 1 03 (13,6)
Obesidade grave 01 (4,5)
Paridade
0-2 10 (45,5)
>3 12 (54,5)
Abortos
Sim 7(31,8)
Nao 15 (68,1)
N° de parceiros
<5 17 (77,2)
>5 3(13,6)
Tabagismo
Sim 5(22,7)
Nao 17 (77,27)
Uso de Alcool

Sim 08 (36,3)
Nao 14 (63,6)
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A analise de expressao génica foi realizada nas amostras obtidas das 22 pacientes. No
entanto, 3 amostras (subtipo carcinoma epidermoide) foram excluidas do estudo, uma vez
que ndo apresentaram amplificagcdo para nenhum dos genes.

Em relacdo a expressdo de acordo com o historico de aborto relatado pelo paciente,
observou-se diferenca estatisticamente significativa (quando a mulher tinha sofrido ao menos
um aborto espontaneo versus nunca abortou) com menores niveis de expressdo de SIRT1 em
pacientes que ja sofreram aborto (p=0,0038). Nenhuma correlacdo foi encontrada para as

SIRT3 e SIRTS5, apesentando um mesmo perfil de expressdo em ambos os grupos (Figura 11).

Figura 11: Analise de expressao génica de SIRT1, SIRT3 e SIRT5 de acordo a ocorréncia de aborto.
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Fonte: Dados da pesquisa

O efeito hormonal sobre a expressdo das sirtuinas foi observado através da anélise do
numero de anos de exposi¢do a hormonios sexuais femininos (idade do diagndstico do cancer
subtraida da idade da menarca). As mulheres com mais de 30 anos de exposi¢do a hormonios
tinham niveis mais altos de expressdo SIRT5. Neste caso, houve uma tendéncia a diferenca de

expressdo de SIRT5 nos dois grupos mas néo foi significativa (p=0,093) (Figural2).
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Figura 12: Analise de expressao génica de SIRT1, SIRT3 e SIRT5 de acordo o tempo de exposicdo ao estrdgeno
desde a menarca até o0 momento do diagndstico de cancer cervical.
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Foi encontrada tendéncia a diferenca entre os niveis de expressdo de SIRT3 e SIRT5 e
os graus histologicos tumorais (p=0,052 e p=0,069, respectivamente). Foi observado um

maior nivel de expressdo de SIRT3 no grau 2 que no grau 3 (p=0,0636), da mesma forma que
com SIRTS5 (p=0,0636) (Figura 13).

Figura 13: Anélise de expressdo génica de SIRT1, SIRT3 e SIRT5 de acordo o grau histolégico.
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Para as variaveis idade, tabagismo, IMC (indice de massa corpérea), uso de alcool e
estadiamento ndo foram encontradas diferenca estatisticas entre nivel de expressdo das SIRT1,
3 e b5 (Figuras 14, 15, 16 e 17).

Figura 14: Andlise de expressdo génica de SIRT1, SIRT3 e SIRT5 de acordo a idade da paciente no momento do

diagndstico de cancer cervical.
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Figura 15: Analise de expressao génica de SIRT1, SIRT3 e SIRT5 de acordo os niveis de IMC como Normal

(N), Sobrepeso (Sp) e Obeso (O).
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Figura 16: Analise de expressao génica de SIRT1, SIRT3 e SIRT5 de acordo com o relato de tabagismo.
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Figura 17: Analise de expressdo génica de SIRT1, SIRT3 e SIRT5 de acordo consumo de &lcool.
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Um total de 79% das amostras de cancer cervical analisadas apresentaram
hipoexpressdo para SIRT1 em relacdo as células cervicais normais, enquanto o oposto foi

observado para SIRT5, onde encontramos que 72% das amostras tumorais tinham o gene
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hiperexpresso, numa variacao que chegou a 4,5 vezes mais quando comparado a expressédo de
nas celulas cervicais normais (Figura 18). Nao foi possivel realizar analise para a expressao

relativa de SIRT3 uma vez que ndo foi detectada expressdo em células cervicais normais.

Figura 18: Expressao relativa de SIRT1 e SIRT5 entre amostras tumorais e normais, por paciente.
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6 DISCUSSAO

O papel das SIRTs na carcinogénese ainda ndo estd claro, com evidéncias que
demonstram promocao tumoral e supressdo tumoral, dependendo do tecido estudado
(SAUNDERS; VERDIN, 2007). Em tecido cervical, poucos estudos foram realizados em
relacdo ao papel da sirtuinas, assim como o seu papel na infeccéo pelo HPV.

Em estudos de longevidade, a SIRT1 € responsavel pela modificacdo da cromatina e
silenciamento da transcricdo, modulando um check-point da meiose (VOELTER-
MAHLKNECHT; MAHLKNECHT, 2006). Além disso, baixos niveis de proteina SIRT1
podem promover a sobrevivéncia celular ap6s danos oxidativos, podendo levar a cancer
(SAUNDERS; VERDIN, 2007). No nosso estudo, o papel oposto seria observado no
desenvolvimento fetal, no qual mulheres que tinham histérico de aborto apresentaram
menores niveis expressdo de SIRT1 em relacdo as mulheres que nunca haviam abortado.
Além disso, Zhao, et al, reportaram que a expressao ineficiente de SIRT3 reduz numero de
copias de DNA mitocondrial e biogénese e, portanto, impede o desenvolvimento competente
de odcitos humanos gerados por fertilizacdo in vitro, desta forma sugerindo que as sirtuinas
podem estar relacionadas a embriogénese (ZHAO et al., 2016).

Adicionalmente, dados recentes de sugerem que a presenca de HPV no trato genital
feminino esta relacionada a maior taxa de abortamento (AMBUHL et al., 2016), podendo
estar relacionado a uma associacdo da SIRT1 com HPV. Langsfeld et al. observou um
declinio nos niveis de proteina SIRT1 a medida que a diferenciagdo prosseguia em
queratindcitos normais, no entanto, em células contendo HPV31 ou 16 de alto risco, os niveis
de proteina SIRT1 permaneceram elevados ao longo da diferenciacdo. Isto demonstra que o
HPV promove a manutenc¢do de niveis elevados de SIRT1 ao longo da diferenciacéo e sugere
um potencial papel no ciclo de vida viral (LANGSFELD; BODILY; LAIMINS, 2015). Tais
dados sugerem que uma maior frequéncia de abortamento pode estar relacionada ndo apenas
presenca do HPV, mas também a desregulacdo de SIRT1 resultante da atividade viral
prolongada.

Células do cancer cervical apresentaram nesse trabalho o gene SIRT1 hiporregulado, o
que foi de encontro ao resultados reportados por Velez-Perez, que apresentou um maior nivel
de SIRT1 em amostras de cancer cervical comparado ao controle, por imunohistoquimica
(VELEZ-PEREZ et al., 2016). Porém, um outro estudo verificou que existe um padréo
heterogéneo (variagdo de baixo para alto) de nivel de SIRT1 identificadas por
imunohistoquimica (SINGH; KUMAR; THAKUR, 2015), o que demonstra que existem
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fatores que levam a interferéncia nos niveis de SIRT1 que ainda precisam ser evidenciados.
Além disso, a diferenca do perfil de expressao da SIRT1 nos estudos pode estar relacionada a
metodologia aplicada, uma vez que os niveis de mMRNA e proteina podem néo ser diretamente
proporcionais.

A SIRT5 é a sirtuina menos estudada em céncer, tendo sido observada em niveis
aumentados em cancer de pulmao (LU et al., 2014) e cancer de mama (IGCI et al., 2016),
enquanto demonstrou estar em niveis reduzidos em cancer de endométrio (BARTOSCH et al.,
2016). Nas amostras cervicais estudadas, observou-se uma hiperexpresséo de SIRT5 em 72%
das amostras tumorais em comparacdo as células cervicais normais, 0 que poder estar
associado a maior volume tumoral e maior estadiamento da doenca além de menores taxas de
sobrevida global e sobrevida livre de progressdo, como foi observado para o cancer de
pulmdo. Estudos adicionais devem ser realizados para comprovar esta hipotese em cancer
cervical e determinar o potencial da SIRT5 como um biomarcador prognostico da doenca.

Ha evidéncias na literatura que o receptor de estrogénio (ERa) interage fisicamente e
coopera funcionalmente com SIRT1 na estimulacdo de células tumorais mamarias
(CHALOVICH; EISENBERG, 2005). Logo, a inibicdo de SIRT1 conduz a inibicdo da
sinalizacdo mediada por ER, indicando assim que SIRT1 pode atuar como um co-ativador de
ER (WEN et al., 2007). Nesse estudo, ndo foi possivel observar correlacdo da expressdo de
SIRT1 com o tempo de exposicdo ao estrdgeno nas amostras de cancer cervical. No entanto,
observou-se uma tendéncia de correlacdo dos niveis de expressdo de SIRT5 em relacdo ao
tempo de exposicao ao estrogénio. Existem dados na literatura mostrando que ERa exerce seu
controle no metabolismo via regulacdo da expresséo de SIRT5 que influencia o consumo de
oxigénio e a geracdo ATP (RANHOTRA, 2015).
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados apresentados neste trabalho contribuem de forma significativa para a
elucidacdo do papel das sirtuinas no cancer cervical. Foi observada alteracdo nos niveis de
expressdo das sirtuinas 1 e 5, encontrando-se com hipoexpresso e hiperexpresso,
respectivamente. Indicando possivel utilizacdo destes niveis de expressdo como
biomarcadores do desenvolvimento de cancer cervical.

A expressdao da SIRT1 em células cervicais foi significantemente relacionada com
ocorréncia de aborto. Estudo prévio identificou o papel da sirtuina 3 em melhorar a
competéncia de oodcitos gerados por fertilizacdo in vitro. Os resultados aqui apresentados
poderdo servir de base para novas prospecgdes na area de reproducdo humana.

Foi identificado uma tendéncia de que a SIRT5 esteja hiperexpressa em mulheres com
maior tempo de exposi¢cdo ao estrégeno. Em outros tipos de cancer, como o0 de mama esta
correlacdo foi associada a carcinogénese. Estudos adicionais serdo necessarios para considerar
esta variavel e relacionar como fatores prognosticos e preditivos.

A principal perspectiva deste trabalho € que com o aumento do nimero de amostras
continuar o estudo da expressdo de SIRT 1, 3 e 5. Ao final das analises os dados serdo

compilados para publicacdo em periddico de alto impacto.
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