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RESUMO

As lesdes intraepiteliais cervicais de alto grau (HSIL) sdo precursoras do cancer de colo
uterino (CCU), ocorrendo principalmente associadas a infecgdo por subtipos oncogénicos do
Papilomavirus humano (HPV). H4 muito tem-se proposto que modifica¢des na sinalizagdo
purinérgica estdo associadas a ocorréncia de inimeros processos patoldgicos, incluindo as
HSIL e o CCU. Fazem parte do sistema purinérgico, especialmente, os nucleotideos de
adenina e o nucleosideo adenosina, que agem em purinoreceptores € sao metabolizados por
enzimas como a NTPDase (CD39), a 5’-nucleotidase (CD73) e a adenosina desaminase
(ADA), que estdo presentes em intimeros tipos celulares, incluindo células malignas, e
também em plaquetas. Pela existéncia de algumas evidéncias que associam o
desenvolvimento e a progressao de lesdes cervicais com alteracdes na atividade das enzimas
purinérgicas, torna-se fundamental elucidar os mecanismos envolvidos na fisiopatologia
desses processos. Assim, o presente estudo objetivou avaliar a atividade da CD39, da CD73 e
da ADA em plaquetas de mulheres diagnosticadas com HSIL, anteriormente a qualquer
intervengdo terapé€utica, comparadas com um grupo controle saudavel. Fizeram parte desse
estudo 32 mulheres com diagndstico citopatoldgico de HSIL e 40 mulheres do grupo controle.
As atividades enzimaticas foram avaliadas por meio de método colorimétrico e os resultados
foram expressos como média + desvio padrdo, sendo p<0,05 considerado como
estatisticamente significante. Como resultado, as mulheres com HSIL apresentaram maior
atividade da CD39 e da CD73 e uma diminui¢do na atividade da ADA quando comparadas ao
grupo controle saudavel. Esses resultados sugerem que os nucleotideos ATP, ADP ¢ AMP
estdo sendo extensamente hidrolisados nas pacientes com lesdes cervicais, promovendo um
acumulo de adenosina no organismo. Tomados em conjunto, nossos achados corroboram o
entendimento de que o aumento nos niveis de adenosina favorece um estado imunodeprimido,
através da producao de IL-10 e TGF-B1, o qual propicia a progressao da lesdo intraepitelial
cervical, assim como, facilitaria o desenvolvimento de tumores invasivos.

Palavras-chave: Lesdo intraepitelial de alto grau do colo uterino; Sinalizagdo purinérgica;
Atividade enzimatica; Imunossupressao.



ABSTRACT

High grade cervical intraepithelial lesions (HSIL) are precursors of uterine cervical cancer
(CCU), occurring especially associated to oncogenic subtypes of Human Papillomavirus
(HPV). For a long time it has been proposed that modifications in the purinergic signaling are
associated with the occurrence of countless pathological processes, including HSIL and CCU.
Are part of the purinergic system, specially, the adenine nucleotides and the nucleoside
adenosine, which act in purinereceptors and are metabolized by enzymes such as NTDPase
(CD39), 5’-nucleotidase (CD73) and adenosine deaminase (ADA), and are present in
countless celular types, including malignant cells, and also in platelets. By the existence of
some evidence that links the development and progression of cervical lesions to modifications
in the purinergic enzymes activity, it becomes fundamental to clarify the mechanisms
involved in the pathophysiology of these processes. Thus, the present study aimed to evaluate
the activity of CD39, CD73 and ADA in platelets of women diagnosed with HSIL, before any
therapeutic intervention, compared to a healthy control group. Were part of this study 32
women with cytopathological diagnosis of HSIL and 40 women from the control group. The
enzymatic activities were evaluated by colorimetric method and the results were expressed as
mean + standard deviation, with p<0,05 being considered statistically significant. As for
results, women with HSIL presented higher activity of CD39 and CD73 and a lower activity
of ADA when compared to the healthy control group. These results suggest that nucleotides
ATP, ADP and AMP are being extensively hydrolyzed in patients with cervical lesions,
promoting an accumulation of adenosine in the organism. Taken together, our findings
corroborate to an understanding that the increase in adenosine levels favors an
immunosuppressed state, through production of IL-10 and TGF-B1, which would favor the
progression of the cervical intraepithelial lesion, as well as, facilitate the development of
invasive tumors.

Keywords: High grade intraepithelial lesion of the uterine cervix; Purinergic signaling;
Enzymatic activity; Immunosuppression.
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1 INTRODUCAO

As lesdes intraepiteliais cervicais de alto grau (HSIL) sdo decorrentes da proliferacao
celular acentuada no colo do tutero, cujo processo de maturagdo ocorre de forma atipica. Por
promoverem a substituicao das células escamosas do epitélio cervical, as HSIL se comportam
como lesdes precursoras do carcinoma de células escamosas do colo uterino, ou seja, do
cancer de colo uterino (CCU) (WHO, 2020). Nesse contexto, vale destacar a grande
incidéncia desse tipo tumoral na populagdo mundial. O CCU ¢ o quarto tipo de cancer mais
comum entre as mulheres, com aproximadamente 604 mil novos casos globais relatados em
2020, e a quarta causa mais frequente de obito por cancer nessa populacao, correspondendo a
mais de 340 mil 6bitos no mesmo ano (GLOBOCAN, 2021). No Brasil, o Instituto Nacional
de Cancer (INCA) estima que para cada ano do tri€nio 2020/2022, sejam diagnosticados
16.590 novos casos dessa doenga, com um risco estimado de 15,43 casos a cada 100 mil
mulheres (INCA, 2019).

O rastreamento das neoplasias cervicais configura importante relevancia na redugdo da
mortalidade por CCU, uma vez que as lesdes precursoras sdo altamente curdveis. A
Organizagao Mundial da Saude sugere que os melhores métodos para rastreio sdo aqueles
baseados na citologia e, ainda com maior especificidade, testagem para infeccao por HPV
(WHO, 2020). No Brasil, as recomendag¢des indicam a realizacdo de exame citopatologico,
popularmente conhecido como Papanicolau, em mulheres de idade entre 25 e 64 anos que ja
tenham iniciado sua vida sexual, além de determinar a necessidade de realizacdo de
colposcopia quando se verifica neoplasia de alto grau (INCA, 2016). A Sociedade Americana
de Oncologia Clinica indica, inicialmente, a busca por DNA viral do HPV (JERONIMO et al.,
2016), e paises como Australia, Itdlia e Alemanha ja possuem seu rastreio baseado nesse
método, pelo entendimento de que a infecgdo pelo virus é essencial para o desenvolvimento
inicial das atipias cervicais no CCU (BHATLA; SINGHAL, 2020).

A infeccdo persistente pelos subtipos oncogénicos, especialmente 16 e 18, do
Papilomavirus humano (HPV) esta fortemente associada ao desenvolvimento das HSIL e do
CCU (BRUNI et al., 2019), representando o principal fator de risco relacionado a sua
ocorréncia (CHEN et al., 2018). Habitualmente, a infecgdo pelo HPV no colo do ttero ¢
transitoria, ou seja, regride de forma espontanea apos 6 meses a 2 anos (WHO, 2008). No
entanto, se a infec¢do causada por um subtipo oncogénico persistir, ela pode progredir e
ocasionar o desenvolvimento das lesdes precursoras do cancer, as neoplasias intraepiteliais

(INTERNATIONAL COLLABORATION OF EPIDEMIOLOGICAL STUDIES OF



CERVICAL CANCER, 2006; CAMPION; CANFELL, 2015). Demais fatores de risco
relacionados ao desenvolvimento do CCU estdo associados ao tabagismo, existéncia de
parceiros sexuais multiplos e inicio de atividade sexual em idade precoce (BRASIL, 2013).

As lesdes precursoras sdo categorizadas de acordo com a proporcdo epitelial
acometida, denominadas neoplasias intraepiteliais cervicais (NICs) I, I e III. Em 1988 surgiu
um sistema de classificagdo para as NICs conforme seu potencial de evoluirem para lesodes
malignas, o sistema Bethesda, que foi posteriormente revisado e € utilizado para padronizagdo
dos laudos de exames citopatologicos do colo uterino. As NICs I sdo consideradas lesdes
intraepiteliais cervicais de baixo grau (LSIL), uma vez que normalmente sofrem regressao
espontanea e dificilmente sofrem malignizagdo, enquanto que as NICs II e III sdo
denominadas de alto grau ou HSIL (NAYAR; WILBUR, 2015). O diagnostico precoce das
lesdes precursoras, especialmente as de alto grau, ¢ a base para a prevencdo do CCU (OMS,
2018).

A sinalizagdo purinérgica, por sua vez, possui importante atuagdo na regulacido de
processos fisiologicos e patologicos de diversos tecidos, exercendo, ainda, influéncia no
microambiente tumoral de neoplasias em diferentes 6rgaos, como mama, estdmago, pulmao,
reto e colo do utero, promovendo alteragdes de vias apoptdticas e de mecanismos da resposta
imune (REYNA-JALDES et al., 2021). Estudos demonstraram que ocorre alteragdo na
expressao de ectonucleotidases, enzimas responsaveis pela degradacdo de nucleotideos de
adenosina, em linhagens de células provenientes de tumores de colo do utero
(BECKENKAMP et al., 2014). Dessa forma, o acimulo de metaboélitos provenientes da
metabolizacdo desses nucleotideos poderia modular negativamente a resposta imune,
favorecendo o desenvolvimento tumoral dos diversos estagios de neoplasias cervicais
(BAHREYNI et al., 2018).

As ectonucleotidases, nucleosideo trifosfato difosfohidrolase (NTPDase/CD39) e
5’-nucleotidase (CD73), sdo responsaveis pela degradacao do trifosfato de adenosina (ATP) e
consequente producao de adenosina, exercendo controle sobre as concentracdes extracelulares
dessas moléculas (MALDONADO et al., 2012). A CD39 promove a desfosforilacio do ATP
a difosfato de adenosina (ADP) e monofosfato de adenosina (AMP), que ¢, por conseguinte,
metabolizado a adenosina pela CD73 (JOHNSTON-COX; RAVID, 2011). A adenosina, em
seguida, ¢ convertida em inosina pela adenosina desaminase (ADA) (DA CUNHA, 1991). De
tal forma, essas enzimas regulam as concentragdes extracelulares desses compostos e suas
respectivas agdes nos receptores do sistema purinérgico.

O grupo de purinoreceptores P1, que exerce fungdes bioldgicas pelo acoplamento a
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proteina G, ¢ composto pelos subtipos Al, A2a, A2b e A3 (FERRARI; MALAVASI;
ANTONIOLI, 2017), tendo a adenosina como principal ligante agonista natural (OURY et al.,
2006). Os receptores P2 podem ser ionotropicos, agindo como canais idnicos que transportam
cations como Na*, K" e Ca*", receptores P2X1-7, ou metabotrdpicos, acoplados a proteina G,
receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11-14 (FERRARI; MALAVASI; ANTONIOLI,
2017), reconhecendo purinas e pirimidinas como ligantes (OURY et al., 2006). A regido do
colo uterino expressa uma diversidade de purinoreceptores (BURNSTOCK, 2014), enquanto
nas plaquetas podem ser encontradas as moléculas A2a, A2b, P2X1, P2Y1, P2Y12 e P2Y 14
(KUNAPULI et al., 2003; GACHET; HECHLER, 2020).

Plaquetas sdo as menores células presentes na circulagdo sanguinea, derivadas de
megacariocitos da medula oOssea, e exercem funcdes bem estabelecidas no controle da
homeostase e formagdo de trombos a partir da lesdo no endotélio vascular (HOLINSTAT,
2017). A ativacdo plaquetdria ¢ influenciada pelos purinoreceptores expressos na superficie
dessas células, P2X1, que possui como agonista o ATP, P2Y1 e P2Y 12, que respondem ao
estimulo por ADP, e promovem alteracdes conformacionais, agregacdo e liberacdo de
granulos e secrecdo de tromboxano A2 (KIM; KUNAPULI, 2011). De forma antagdnica,
plaquetas também expressam os receptores A2a e A2b, que respondem ao estimulo por
adenosina resultando em liberagdo intracelular de AMP ciclico e consequente inibi¢cdo das
funcgdes exercidas pelos receptores P2 (BONCLER et al., 2019). Entretanto, além da atividade
pro-trombotica, estudos demonstraram, ainda, um papel relevante das plaquetas na modulagao
da resposta imune, formacdo de metéstases e interagdes responsaveis pela facilitagdo do
avango de tumores (KOUPENOVA et al., 2018; PALACIOS-ACEDO et al., 2019; FRANCO;
CORKEN; WARE, 2015).

O microambiente tumoral das neoplasias cervicais induz a superexpressao de CD39 e
CD73 (BECKENKAMP et al., 2014), aumentando a degradacdo de ATP e elevando os niveis
de adenosina (DI VIRGILIO et al., 2018). A adenosina, por sua vez, ¢ capaz de estimular a
producdo do fator de crescimento transformador-beta 1 (TGF-B1) através da sinalizagdo em
receptores P1 dos tipos A2a e A2b (GARCIA-ROCHA et al., 2019). Dessa forma, ocorre a
atenuagdo da resposta imune durante a progressao tumoral de varios estagios de neoplasias
cervicais, principalmente pela acdo de citocinas anti-inflamatorias (BAHREYNI et al., 2018).
Nesse sentido, sabendo-se das interagdes e indugdo de respostas celulares e teciduais em
decorréncia da sinalizagdo purinérgica e constatando-se que essas moléculas podem
desempenhar um papel promissor como alvo de drogas antineoplasicas (MERIGHI et al.,

2003), assim como no processo de controle do desenvolvimento e da progressao tumoral, esse
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estudo objetiva avaliar a atividade das enzimas CD39, CD73 e ADA em plaquetas de

pacientes com diagnoéstico de HSIL.
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2 METODOLOGIA

2.1 DESCRICAO DO ESTUDO E AMOSTRAS

Este ¢ um estudo de carater quantitativo que buscou avaliar a atividade das enzimas do
sistema purinérgico em plaquetas de pacientes com lesdo cervical. As participantes
consistiram em pacientes voluntdrias femininas que utilizavam os servigos de saude do
municipio de Chapeco (SC), tais como a Clinica da Mulher, Centros de Satde da Familia e
Central de Referéncia em Satde Municipal e que apresentaram um resultado de
colpocitologia oncotica com HSIL e ndo iniciaram o tratamento da lesdo (n = 32). O grupo
controle foi composto por voluntarias sadias cuja colpocitologia oncotica cervical foi normal

(n=40).
2.2 COLETA, PREPARACAO E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

A coleta das amostras ocorreu por pungdo venosa, através da obtencdo de oito
mililitros (8 mL) de sangue total em tubos vaccutainer, contendo citrato como anticoagulante,
para a separacdo de plaquetas. A coleta de sangue dos controles e pacientes foi realizada em
um unico momento por profissional habilitado. O pellet de plaquetas foi obtido a partir do
Plasma Rico em Plaquetas (PRP), de acordo com o protocolo descrito por Pilla et al. (1996).
As amostras de plaquetas foram congeladas em freezer a -80°C para as posteriores analises

nos laboratoérios da Universidade Federal da Fronteira Sul.
2.3 ENSAIOS ENZIMATICOS
2.3.1 Atividade da NTPDase e 5’-nucleotidase

A atividade das enzimas NTPDase e 5’-nucleotidase em plaquetas foi determinada de
acordo com o protocolo previamente descrito por Pilla et al. (1996). A atividade foi
determinada medindo a quantidade de fosfato inorganico liberado usando um ensaio
colorimétrico. O meio de reacdo continha 5 mM de CaCl,, NaCl 100 mM, KCI1 5 mM, glicose
6 mM e tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,4 em um volume final de 200 pL. Um volume de 20
uL de solugdao com plaquetas foi adicionado ao meio de reacao (0,4 - 0,6 mg/mL de proteina)
e pré-incubado por 10 minutos a 37°C. A reagdo foi iniciada pela adi¢do do substrato (ATP ou
ADP) a uma concentracdo final de 1 mM e interrompida com 200 pL de acido tricloroacético
(TCA) a 10% para fornecer uma concentragdo final de 5%. Para a hidrolise do AMP, através
da atividade da 5’-nucleotidase, o mesmo processo acima foi realizado, contudo, substituiu-se

5 mM CaCl, por 10 mM de MgCl, e o nucleotideo adicionado apresentava concentragdo de 2
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mM de AMP. As amostras foram resfriadas em gelo por 10 min antes de testar a liberagao de
fosfato inorganico (Pi) conforme descrito por Chan et al. (1986), usando verde malaquita
como reagente colorimétrico e KH,PO, como padrdo. As analises foram executadas em

duplicata, e a atividade foi expressa como nmol Pi/min/mg proteina.
2.3.2 Atividade da adenosina deaminase (ADA)

A atividade da enzima ADA, também em plaquetas, foi determinada de acordo com o
protocolo ja descrito de Giusti e Galanti (1984). A quantidade de 50 pL de plaquetas reagiram
com 21 mmol/L. de adenosina pH 6,5 e foram incubados a 37°C por 60 min. Este método
baseia-se na producgdo direta de amdnia quando a ADA atua em excesso da adenosina. O teor
de proteina utilizado para o experimento foi ajustado para a faixa de 0,4 - 0,6 mg/mL de

proteina. Os resultados foram expressos em U/L.
2.4 DETERMINACAO DE PROTEINAS

As proteinas totais foram determinadas pelo método de Coomassie blue, descrito por

Bradford (1976), utilizando albumina bovina como padrao.
2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Primeiramente, os dados foram avaliados quanto a sua normalidade, ou seja,
submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para que se pudesse definir se seguiam ou ndo uma
distribuicdo normal. Posteriormente, as comparagdes entre as médias dos grupos foram
realizadas por meio de teste t de student (teste paramétrico). O nivel de significancia utilizado
foi de 0,05, ou seja, tanto as diferengas entre as meédias quanto as correlagdes foram
consideradas significativas quando p < 0,05. O programa (software) estatistico utilizado foi o

Graph Pad Prism versao 9.0.
2.6 CONSIDERACOES ETICAS

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa
(CEP) da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), sob parecer numero
10329219.3.0000.5564 e estao de acordo com as normas da Resolucdo 466/12 do Conselho
Nacional de Satude sobre pesquisa envolvendo seres humanos. Para participar do estudo, as
participantes selecionadas assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,

fornecido pelos pesquisadores.
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3 RESULTADOS

Foram excluidas da pesquisa 3 pacientes com diagnostico de carcinoma epidermoide
invasor, totalizando 32 pacientes com HSIL. Em relagdo a faixa etaria das participantes da
pesquisa, as idades foram estatisticamente semelhantes no grupo das pacientes com HSIL (35
+ 12) quando comparadas ao grupo controle (34 £ 6).

Sobre a atividade da CD39 em plaquetas, observou-se um aumento na hidroélise do
ATP nas pacientes com HSIL quando comparadas com o grupo controle [18,500 + 7,079
(n=28) vs. 8,250 £ 3,467 (n=36), respectivamente], p <0,05 (Figura 1A). Semelhantemente, a
atividade da NTPDase, para a hidrdlise do ADP, também foi estatisticamente maior no grupo
de pacientes com NIC quando comparadas com o grupo controle [13,920 + 6,661 (n=23) vs.

4,000 + 1,782 2 (n=34) , respectivamente], p<0,05 (Figura 1B).

A NTPDase, ATP hidroélise B NTPDase, ADP hidrélise

30 25—
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3 _
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~ 104 -9
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E F ﬁ
0- T 0 T
Controles Pacientes Controles Pacientes

Figura 1: Atividade da NTPDase. A) Atividade da NTPDase utilizando ATP como substrato.
B) Atividade da NTPDase utilizando ADP como substrato. ****Indica p<0,05. Os resultados
sdo expressos como média = desvio padrao.

Adicionalmente, a hidrdolise do AMP, através da atividade da CD73, mostrou-se
significativamente aumentada no grupo de mulheres com HSIL em comparacdo ao grupo
controle [12,920 £ 6,660 (n=23) vs. 5,222 + 4,227 (n=37), respectivamente], p<0,05 (Figura
2).
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5'-nucleotidase, AMP hidrdlise
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Figura 2: Atividade da 5’-nucleotidase. ****Indica p<0,05. Os resultados sdo expressos como
média £ desvio padrao.

A Figura 3 representa a atividade da ADA. Como ¢ possivel observar, houve uma
diminui¢do estatisticamente significativa na atividade da ADA no grupo de pacientes com
HSIL quando comparadas com o grupo controle [3,123 + 1,855 (n=16) vs. 5,677 + 1,792
(n=34) respectivamente], p<0,05.

*hkkk

U/L

T
Controles Pacientes

Figura 3: Atividade da ADA em plaquetas. ****Indica p<0,05. Os resultados sdo expressos
como média + desvio padrao.
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4 DISCUSSAO

Apesar da grande prevaléncia de infec¢do pelo HPV em mulheres sexualmente ativas,
na maior parte dos casos ocorre regressao espontanea apds a exposi¢do ao virus, entretanto,
uma minoria de individuos evolui para o desenvolvimento das HSILs. Um estudo brasileiro,
realizado por Mattos, verificou uma diminui¢cao importante nos casos de HSIL no estado da
Bahia entre 2010 e 2014: 4172 LSIS 2010 para 1017 em 2014, e 2301 HSIL em 2010 para
380 em 2014 (MATTOS, 2016). Outros pesquisadores demonstraram que, em mulheres
infectadas por HPV de alto risco, a incidéncia estimada de HSIL foi de 1 para cada 100
mulheres-ano, produzindo um risco cumulativo de 2,1%, 4,3% ¢ 6,4% em 1, 3 e 5 anos,
respectivamente (MALAGON et al., 2020).

O desenvolvimento e a progressio de neoplasias envolvem a atenuacdo de
mecanismos imunes, prevenindo o reconhecimento das células tumorais e a agdo de células
efetoras, como linfocitos, somada a promocao de vasculogénese, que proporciona maior
aporte sanguineo para o tumor, uma vez que ele possui demandas metabdlicas exacerbadas em
decorréncia das alteragdes na fisiologia tecidual. Nas neoplasias de colo do utero, o estudo do
microambiente tumoral evidencia a presen¢a de moléculas e estruturas, encontradas também
no cérvice de mulheres saudaveis, que estdo expressas de forma desregulada, o que promove a
progressdo e desenvolvimento das células neoplasicas (BECKENKAMP et al., 2014). Nesse
sentido, diversos estudos buscaram demonstrar a relacdo entre as concentragoes e atividade de
ectonucleotidases e seus metabodlitos, ATP, ADP, AMP e adenosina, na presenga de NICs de
diferentes graus e CCU em estagios mais avancados (DE LOURDES MORA-GARCIA et al.,
2016; DE LOURDES MORA-GARCIA et al., 2019; MALDONADO et al, 2012;
MALDONADO et al., 2010; MUNOZ-GODINEZ et al., 2020).

Nossos resultados demonstraram uma superexpressdo da CD39 e da CD73 nas
plaquetas de mulheres com HSIL. De Lourdes Mora-Garcia e colaboradores (2019)
relacionaram a ocorréncia de NIC I, especialmente aqueles associados a infec¢ao por HPV-16,
com aumento das concentragdes de CD39 e CD73 nas células neoplasicas. Mundz-Godinez e
colaboradores (2020) determinaram as atividades de CD39 e CD73 em mulheres com LSIL e
HSIL e CCU, observando que suas concentracdoes nas células displasicas aumentavam
conforme a progressdo da doenca. Maldonado e colaboradores (2010) indicaram que a
realizagdo de conizacdo e radioterapia para tratamento das lesdes uterinas cervicais foi capaz

de reduzir a hidrolise de ATP e ADP nas plaquetas de mulheres com diagnostico prévio de
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NIC III ou carcinoma uterino microinvasor e que finalizaram o tratamento entre 1 e 5 anos
anteriormente ao estudo.

O microambiente tumoral ¢ sabidamente rico em ATP, proveniente da injuria tecidual
provocada pela neoplasia, estresse, morte celular e hipoxia (DI VIRGILIO et al., 2018; KEPP
et al., 2021). Em resposta ao acumulo dessa molécula e considerando seus efeitos, as células,
especialmente as tumorais, fisiologicamente expressam enzimas que promovem sua
degradacao (BECKENKAMP et al., 2014). A CD39 e CD73 desempenham suas fungoes
transformando um ambiente pré-inflamatério, devido a presenga de ATP ¢ ADP, em um
ambiente anti-inflamatéorio (MORELLO et al., 2021). Sabendo-se dessas interag¢des, foi
demonstrado que a infecgdo pelo HPV-18 em linhagens neoplasicas de colo uterino, por si s0,
induz a uma superexpressao da CD73, possivelmente associada as oncoproteinas virais E6 e
E7 (DE LOURDES MORA-GARCIA et al., 2017). Esses mecanismos moleculares resultam
em um actmulo de adenosina nesse meio, nucleosideo que possui atividade anti-inflamatoria
e promove a progressao tumoral, proliferacao de células cancerosas, evasdo da resposta imune
e emissao de metastases (ANTONIOLI et al., 2013).

Por ser um catabolito imediato dos nucleotideos de adenina, é pertinente utilizar da
adenosina para analisar situagdes fisiologicas, bem como patologicas, que resultam na
degradagdo desses nucleotideos (SPYCHALA, 2000). Por exemplo, a liberacdo dessa
molécula a partir da hidrolise de ATP, ADP e AMP, seguida de sua ligagdo aos seus receptores
nas células imunes, representa uma potente via imunossupressora endogena que regula a
resposta imune aos insultos externos (HASKO, CRONSTEIN, 2004). Desse modo, supde-se
que aumento de adenosina e consequente inibicdo da acdo imune, ¢ um fator potencialmente
contribuinte para o crescimento tumoral, angiogénese e inibicdo da sintese de citocinas
(HASKO, CRONSTEIN, 2004). No que se refere a patogénese do cancer ginecoldgico,
estudos reforcam que a hidrélise dos nucleotideos em adenosina via atividade de CD39 e
CD73, tanto no ambiente tumoral cervical quanto ovariano, diminui a proliferacao, ativacdo e
fungdes de células imunes efetoras (DE LOURDES MORA-GARCIA ET AL., 2016).

Os mecanismos pelos quais a adenosina cumpre suas fungdes pro-tumorais ¢ de
relevante importancia para o entendimento da carcinogénese e transformagdo das lesdes
pré-neopldsicas em tumores invasores na cérvice uterina. Dessa forma, em seus estudos,
Gutierrez e colaboradores (2014), demonstraram que a ativagdo dos receptores A2a e A2b ¢
capaz de suavizar a resposta imune durante o desenvolvimento de diferentes estagios do CCU,
principalmente pela superexpressao de interleucina 10 (IL-10) e pela regulacdo negativa dos

antigenos HLA-Classe 1. Torres-Pineda e colaboradores (2020) encontraram resultados



18

semelhantes, relacionando a acdo da adenosina em culturas de células cervicais cancerosas
com um aumento dose-dependente na produgdo de IL-10, pela sinalizagdo ao receptor A2b,
somada a reducao na expressdo de HLA-Classe I e consequente protecdo contra acao de
linfécitos T. A IL-10 ¢ classicamente caracterizada como uma citocina imunossupressora,
envolvida em processos de inibicdo na producdo de citocinas e quimiocinas, reducdo na
transcrigdo de HLA-Classe II e diminui¢do da liberagdo de espécies reativas de oxigénio
(MANNINO et al., 2015; SARAIVA; VIEIRA; O’GARRA, 2020). De maneira sinérgica, a
adenosina também ¢ capaz de amplificar a produ¢do do TGF-B1 por meio da sinalizagdo em
receptores A2 em células neoplésicas cervicais, molécula que induz superexpressao de CD73
(GARCIA-ROCHA et al., 2019). Plaquetas também sdo fontes conhecidas de TGF-B, e sua
secrecdo esta relacionada a evasdo da resposta imune, progressdao do tumor e emissao de
metastases (PALACIOS-ACEDO et al., 2019; KOUPENOVA et al., 2018)

Além do acumulo de adenosina promovido pelas ectonucleotidases, demais estudos
relacionaram a superexpressdo da CD73 com outros mecanismos de progressao tumoral. Foi
demonstrado que nas NICs e no CCU ocorre aumento na microvasculatura dessas neoplasias,
proporcionalmente a severidade, indicando que existe atividade angiogénica aumentada
(DELLAS et al.,, 1997). Nesse sentido, Gao e colaboradores (2017) relacionaram a
amplificacdo da CD73 em células cervicais cancerosas com um aumento na expressao do
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF). No entanto, o bloqueio da ectonucleotidase nao foi capaz de reverter os
efeitos sobre a proliferacdo e migracdo celular observados, ou seja, pode ndo estar relacionado
a sua atividade enzimdtica. De forma analoga, observou-se que a hiperatividade da CD73
induziu superexpressdo de EGFR associada a proliferagdo de células cervicais cancerosas in
vitro e in vivo, corroborando para o entendimento que esse receptor exerce fungdes
importantes na progressao de tumores (LIU et al., 2022).

Neoplasias estdo diretamente ligadas a eventos trombdticos e alteracdes de
coagulacdo, uma vez que se entende que o cancer ¢ o principal fator de risco para a ocorréncia
de tromboembolismo venoso (TEV), motivado pela liberagdo de fator tecidual e outros
compostos ativadores da cascata de coagulagdo (MUKAI; OKA, 2018). O risco para a
ocorréncia de TEV ¢ maior em diversas malignidades, sendo que nos canceres de cérvice
uterina, esse risco foi 3,3 vezes maior nos primeiros 5 anos apds diagnostico do que na
populagdao geral (FERNANDES et al., 2019). As plaquetas exercem papel fundamental na
formacao de trombos nesses pacientes, pois o tumor secreta fatores ativadores dessas células,

a exemplo do ATP e sua consequente degradagao em ADP, relacionada a ativacdo plaquetaria
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através dos receptores P2Y1 e P2Y12, que promove agregacdo e auxilia na emissdo de
metastases (KIM; KHORANA; MCCRAE, 2020). Nesse cenario, considerando a associacao
entre neoplasia-plaquetas e seus efeitos na progressao tumoral, especialmente via sinalizagao
P2Y12 (BALLERINI et al., 2018), cogita-se a utilizacdo de antagonistas de P2Y12 na
prevencao de eventos trombdticos e, possivelmente, reducdo na emissdo de metastases em
pacientes com cancer (WRIGHT et al., 2020).

A adenosina, por sua vez, ¢ um antagonista natural do receptor P2Y 12, capaz de inibir
a reatividade plaquetaria (CIMPEAN, 2004) pela sinalizacdo em receptores A2a e A2b
(FUENTES et al, 2014). As ectoenzimas CD39 e ectonucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP), bem como CD73 e ADA sdo fisiologicamente
expressas em células normais (ZIMMERMANN, 2001), onde hidrolisam ATP, ADP e AMP,
formando, como consequéncia, moléculas de adenosina. Em nosso trabalho evidenciamos um
acimulo de adenosina associado a superexpressdo das ectonucleotidases pelas plaquetas, e
hipotetizamos que esse mecanismo pode estar relacionado a alta concentracao de nucleotideos
presente no microambiente tumoral, como uma resposta fisioldégica a hiperatividade
plaquetaria proporcionada pelo ADP e considerando que a adenosina age inibindo essa via. O
acimulo de adenosina também foi corroborado pelo achado em nosso estudo de que a
atividade da ADA, responséavel pela metabolizagcdo dessa molécula em inosina (DA CUNHA,
1991), mostrou-se reduzida, possivelmente objetivando a manutencao da sua concentragao e
consequente inibi¢do do receptor P2Y 12, proporcionando atividade antitumoral, no sentido de
prevenir a metastizagdo associada a esse receptor, e antitromboética, uma vez que reduz a
ativacdo e agregacao plaquetarias.

Muitos estudos ja demonstraram que a atividade da ADA esta alterada em diferentes
tipos de canceres, bem como insuficiente nas células linféides em imunodeficiéncias
congénitas severas (DA CUNHA, 1991) e hiperativa nas doengas autoimunes, reduzindo as
funcdes supressoras da adenosina (GAO et al., 2021). Maldonado e colaboradores (2008)
analisaram a atividade da ADA nas plaquetas de pacientes com NIC III e CCU sem
tratamento ou apds conizacdo ou radioterapia, verificando que naquelas tratadas previamente
houve uma diminui¢do da atividade da enzima, entretanto, a comparagdo entre controles € ndo
tratadas ndo apresentou diferenca significativa. Além disso, em outro estudo foi relatado
aumento da atividade da ADA em plaquetas de pacientes com LSIL frente a HSIL, controles e
portadoras de CCU (MALDONADO et al., 2012). Apesar disso, o papel da ADA no contexto
tumoral ainda ndo foi estabelecido, havendo divergéncias quanto a sua expressdo em

diferentes tipos de neoplasia e células (BATTISTI et al., 2013).
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Ainda que a adenosina seja capaz de reduzir a ativagdo e agregacdo plaquetarias
através da inibicdo do receptor P2Y 12 e, assim, evitar a ocorréncia de metéstases, seu papel
na carcinogénese ¢ mais pronunciado como molécula indutora de imunossupressao local, pela
producdo de IL-10 e TGF-B. Outrossim, estudos relataram diversos mecanismos que associam
a ativacdo das plaquetas a estimulacdo da resposta imune inata e adaptativa, tais quais
liberagdo de mediadores inflamatorios, formacao de agregados plaqueta-leucécito e interacao
com cé¢lulas apresentadoras de antigenos (APCs) (GACHET; HECHLER, 2020). Nesse
sentido, foi demonstrado que fdrmacos antagonistas do receptor P2Y 12, como Ticagrelor,
foram capazes de inibir a exposi¢do e liberacdo de CD40L pelas plaquetas, responsavel pela
interagdo com CD40 das APCs, e reduzir os niveis de proteina-C reativa, um marcador de
resposta inflamatoria (CATTANEO, 2015; MANSOUR et al., 2020). Nesse sentido, no
contexto das NICs, a adenosina pode favorecer a inibi¢do da resposta imune pela sua
interacdo com a ativagao plaquetaria, uma vez que age de maneira semelhante ao Ticagrelor.

Em contraste com o efeito imunossupressor proposto para a adenosina, Gao e
colaboradores (2016) mostraram que o tratamento de células de CCU com a molécula
diminuiu significativamente as atividades de migragdo e invasdo, iniciando um processo
apoptdtico. Mello e colaboradores (2014) indicaram que o efeito citotéxico proporcionado
pelo ATP em linhagens celulares de CCU ocorreu principalmente devido a acdo da adenosina
no receptor P2X7, ndo expresso por plaquetas. Tendo em vista que o efeito da adenosina
diverge a depender do receptor ativado e do tipo de célula cancerigena e que poucos estudos
avaliaram a expressdo das ectonucleotidases e ADA em plaquetas, levantamos a necessidade
de novos estudos para esclarecer com exatidao a func¢ao dessas moléculas no desenvolvimento

do cancer ginecoldgico.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As lesdes intraepiteliais cervicais, assim como o CCU, sdo processos patologicos
relevantes para a saude feminina, uma vez que acometem grande parcela da populagdo,
principalmente em paises subdesenvolvidos. Dessa forma, demonstra-se que € necessario
melhor entendimento acerca dos processos envolvidos na sua patogénese e desenvolvimento.
Os dados obtidos em nosso estudo sustentam a hipotese de que ocorre extensa metabolizagdo
de nucleotideos de adenina no microambiente das lesdes intraepiteliais cervicais, decorrente
da superexpressao de nucleotidases, proposta previamente em estudos com linhagens de
células tumorais do colo uterino. Por conseguinte, tais achados corroboram para um
entendimento de que o nucleosideo adenosina, produto da degradagao de ATP, ADP e AMP e
importante molécula sinalizadora na ocorréncia de processos imunossupressores € promotores
de progressao tumoral, apresenta-se em grandes concentragdes nas pacientes com HSIL.
Nosso estudo demonstrou que ocorre, ainda, alteracao na expressao de enzimas do sistema
purinérgico nas plaquetas de pacientes com diagnostico citopatologico de NIC em
comparagdo a controles saudaveis, possivelmente no sentido de evitar processos tromboticos,
uma vez que o ADP ¢ um importante ligante na indugdo de ativacao e agregacao plaquetarias
e a adenosina fisiologicamente inibe sua interagao com receptores P2Y. No mesmo sentido, a
reducdo da atividade da ADA, responsavel por metabolizar a adenosina, corrobora com o fato
de sua concentracdo estar aumentada. Apesar disso, ainda ndo hd consenso quanto a atuagao
das plaquetas nos processos imunitarios e na facilitagdo da progressao tumoral e emissao de
metastases. Dessa forma, observamos a necessidade de novos estudos para elucidagdo do seu
papel no contexto das NIC e das influéncias que o desequilibrio na sinaliza¢do purinérgica em

pacientes portadoras dessas lesdes podem ocasionar nessas células.
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