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1 Introducio

A infecgdo persistente por subtipos oncogénicos do Papilomavirus Humano (HPV)
representa o principal fator de risco para o desenvolvimento de lesdes intraepiteliais
escamosas de alto grau (HSIL), precursoras do cancer de colo do utero (CCU) (Senapati;
Senapati; Dwibedi, 2016). O microambiente tumoral dessas lesdes apresenta intensa atividade
inflamatéria e imunossupressora, na qual o sistema purinérgico exerce papel central
(Franciosi et al., 2022). O ATP extracelular, através de receptores como o P2X7, atua como
sinalizador pré-inflamatério, modulando a liberagao de citocinas e favorecendo a progressao

tumoral (D1 Virgilio et al., 2018).
2 Objetivos

Investigar o impacto da sinaliza¢do purinérgica no perfil inflamatério de mulheres com
diagnostico citopatologico de HSIL, por meio da analise de niveis séricos de ATP e citocinas,
e da atividade e expressdo génica de enzimas e receptores purinérgicos em linfocitos e

plaquetas.
3 Metodologia

Estudo quantitativo realizado com 38 pacientes com HSIL nao tratadas e 38 mulheres
sauddveis. Foram coletadas amostras de sangue periférico para: dosagem dos niveis séricos de
ATP por luminescéncia; avaliacdo das atividades enzimaticas de NTPDase ¢ ADA em
linfocitos e plaquetas; determinagdo da atividade de CD73 em plaquetas; quantificacdo de
citocinas Th1/Th2 por citometria de fluxo; e analise da expressao génica de CD39, CD73 e

P2X7 por RT-qPCR. Os dados foram analisados com nivel de significancia de p<0,05.
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4 Resultados e Discussiao

As pacientes com HSIL apresentaram aumento significativo dos niveis séricos de ATP
(Figura 1), o que indica um estado de liberagdo extracelular persistente deste nucleotideo,
frequentemente associado a dano tecidual, estresse celular e ativacdo imune (D1 Virgilio et al.,
2018). Esse aumento foi acompanhado por elevagdo das atividades da NTPDase e da ADA em
linfécitos (Figuras 2A e 2B), sugerindo uma intensificacdo na degradagdo de ATP/ADP e na
remog¢do de adenosina, com potencial impacto tanto na modulagdo pro-inflamatéria quanto
imunossupressora do microambiente tumoral (Zimmermann et al., 2012).

Nas plaquetas, verificou-se aumento da atividade da NTPDase (Figura 2D) e da CD73
(Figura 2E) no grupo HSIL, enquanto a ADA plaquetaria apresentou valores mais elevados no
grupo controle (Figura 2F). Esse padrao diferencial sugere que, embora a via de degradagao
de nucleotideos esteja mais ativa no contexto de HSIL, a manuten¢do de niveis mais altos de
adenosina nas plaquetas possa favorecer um efeito anti-inflamatério e pro-angiogénico local,
0 que ja foi descrito como favoravel a evasdao imune por células neoplasicas (Allard et al.,
2020).

No que se refere a expressao gé€nica, observou-se aumento de CD39 (Figura 3A) e
P2X7 (Figura 3B) em linfocitos do grupo HSIL, sem alteracao significativa na expressao de
CD73 (Figura 3C). O aumento de CD39 reforca a hipétese de maior hidrélise de ATP/ADP,
levando a formag¢do de AMP e, potencialmente, adenosina — importante modulador da
imunidade tumoral (Antonioli et al.,, 2013). J4 a maior expressdo de P2X7 sugere uma
ativacao sustentada desse receptor, cuja estimulacdo pode desencadear tanto a liberagdo de
citocinas pro-inflamatdrias, como IL-1B e TNF-0, quanto a inducdo de morte celular,
dependendo do contexto e do tempo de ativagdo (Di Virgilio et al., 2017).

Os niveis séricos de IFN-y (Figura 4A), IL-4 (Figura 4B), IL-10 (Figura 4C) e TNF-a
(Figura 4D) estavam elevados no grupo HSIL, configurando um perfil misto, no qual
citocinas pro-inflamatorias coexistem com mediadores anti-inflamatorios. Tal padrao ¢
compativel com um microambiente inflamatdrio cronico, marcado por resposta imune
polarizada e, a0 mesmo tempo, pela presenca de mecanismos regulatorios que favorecem a
persisténcia viral e a progressao da lesdo (Pfaffenzeller; Franciosi; Cardoso, 2020).

De forma integrada, os dados indicam que a hidrolise aumentada de ATP e ADP,
somada a ativacdo do receptor P2X7, est4 associada a liberagdo simultdnea de mediadores pro
e anti-inflamatorios. Essa combina¢do pode manter um estado de inflamagdo controlada,

suficiente para sustentar um fluxo constante de sinais de crescimento e remodelacao tecidual,
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mas ndo capaz de eliminar completamente o HPV, contribuindo assim para a progressao

tumoral.
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Fig 1 - Niveis de ATP em soro dos controles comparados aos pacientes. Os dados foram comparados utilizando

o teste t de Student. *** Indica p<0,05. Os resultados sdo expressos como média + desvio padréo.
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Fig 2 - Atividade enzimatica em linfocitos. A) NTPDase utilizando ATP como substrato. B) NTPDase utilizando
ADP como substrato. C) ADA dos controles comparados aos pacientes. Os dados foram comparados utilizando o

teste t de Student. *** Indica p<0,05. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrao.
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Fig 3 - Expressdo génica de componentes do sistema purinérgico em linfécitos. A) P2X7. B) CD39. C) CD73

dos controles comparados aos pacientes. Os dados foram comparados utilizando o teste t de Student. *** Indica

p<0,05. Os resultados estdo apresentados como expressdo relativa e estdo expressos como média + desvio

padrao.

A)

IFN-y

Controls

TNF-a

Controls

HSIL

HSIL

IL-4

IL-10

Controls Controls

IL-2 IL-6

Controls HSIL

HSIL

Controls

Fig 4 - Niveis de citocinas circulantes em soro. A) IFN-y. B) IL-4. C) IL-10. D) TNF-a dos controles

comparados aos pacientes. Os dados foram comparados utilizando o teste t de Student. *** Indica p<0,05. Os

resultados s@o expressos como média + desvio padrao.

5 Conclusio

A relagdo entre ATP extracelular, receptores purinérgicos e enzimas moduladoras do

sistema purinérgico contribui para a criagdo de um ambiente inflamatdrio e imunossupressor

em mulheres com HSIL, favorecendo o desenvolvimento e progressao do CCU (Antonioli et
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al., 2013). Os resultados reforcam o potencial dessas vias como alvos terapéuticos no manejo
da doenga.

Os niveis elevados de ATP em pacientes com HSIL correlacionam-se com o aumento
da atividade da NTPDase, resultando em maior formagdo de adenosina e consequente
aumento da atividade da ADA. A ativa¢ao do receptor P2X7 pelo ATP estimula a liberagdo de
citocinas pro-inflamatoérias, que, apesar de favorecerem a resposta imune antitumoral, mantém
um ambiente inflamatdrio cronico propicio a progressao da lesdo. A maior atividade da ADA,
associada a elevacdo da adenosina, estd ligada a liberagdo de IL-10 e IL-4, que inibem
respostas imunes efetoras, favorecendo a persisténcia viral e o avango para carcinoma
cervical. Dessa forma, a sinalizagdo purinérgica e o perfil inflamatério contribuem
significativamente para a progressao das lesdes de alto grau, embora sejam necessarios mais

estudos para esclarecer os mecanismos envolvidos.
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