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RESUMO

Objetivo do estudo: Avaliar a expresséao da enzima ecto-5’-nucleotidase (E-5’-NT) e
a sua relagéo com a presenca de HPV em pacientes negativos para lesdo escamosa,
pacientes com lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau e leséo intra-epitelial
escamosa de alto grau. Métodos: Um total de 57 pacientes foi selecionado a partir
de julho 2012 a janeiro de 2013 atendidas no ambulatorio de Ginecologia Oncoldgica
e Patologia Cervical do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Elas foram divididas em
trés grupos: negativo para leséo intra-epitelial escamosa (NILM), lesé&o intra-epitelial
escamosa de baixo grau (LSIL) e lesdo intra-epitelial escamosa de alto grau (HSIL).
A pesquisa de HPV foi realizada por PCR convencional e a expressao da enzima foi
determinada por citometria de fluxo. Também foi avaliado na amostra a média de
idade, paridade, sexarca e frequéncia de tabagismo. Resultados: A prevaléncia de
HPV analisado por PCR na amostra estudada foi de 8,7%. No grupo controle (NILM),
nenhuma das pacientes teve teste para HPV positivo. No grupo LSIL, 18.8% tiveram
HPV detectado na amostra e, no grupo HSIL, 11.1%. Na analise da enzima E-5-NT
realizada por citometria de fluxo, a mediana de positividade foi 1,28% (intervalo
interquartil: 0,31 a 3,61). Quando comparamos as distribuicdes da enzima entre os
grupos com e sem lesdo, ndo encontramos diferenca estatisticamente significativa
(P=0,182), nem associagdo com a presenca de HPV (P=0,96). Concluséo:
Considerando que, no presente estudo, ndao foram encontradas diferencas
significativas de expressdo da E-5-NT entre pacientes sem lesdo intra-epitelial
escamosa cervical quando comparadas com os grupos LSIL e HSIL, e nenhuma
associacado entre a expressao da enzima e a presenca de DNA de HPV, maiores
estudos, com uma maior populacdo amostral, incluindo casos de cancer de colo
uterino invasor, sdo necessarios para elucidar estas relacgoes.

Palavras-chave: cancer cervical, ecto-5'-nucleotidase, HPV, leséo intra-epitelial

escamaosa.
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ABSTRACT

Aim of the study: Evaluate the expression of the enzyme ecto-5-nucleotidase (5'-
NT-E) and its relationship with the presence of HPV in patients who were negative for
squamous intraepithelial lesion or malignancy and patients with low and high grade
squamous intraepithelial lesions. Methods: A total of 57 patients were selected from
July 2012 to January 2013 at Gynecology Oncology and Cervical Pathology, located
at Hospital de Clinicas de Porto Alegre. They were subdivided into 3 groups:
negative for squamous intraepithelial lesion (NILM), low-grade squamous
intraepithelial lesion (LSIL) and high-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL).
HPV test was performed by standard PCR methodology and enzyme expression was
determined by flow cytometry. Mean age, parity, age at first sexual intercourse and
frequency of smoking were also assessed in the sample. Results: The prevalence of
HPV was 8.5%. In the control group (NLPM) none of the patients had a positive test
for HPV. In LSIL group, 18.8% were detected with HPV and in HSIL group, 11.1%. In
the E-5'-NT analysis the median of enzyme positivity was 1.28% (interquartile range:
0.31 to 3.61). When comparing the distribution of the enzyme between the groups
with and without lesions, we found no statistically significant difference (P = 0.182)
neither HPV association (P= 0.96). Conclusion: In the present study, we found no
significant differences in the expression of E-5-NT enzyme among patients without
squamous intraepithelial cervical lesions, LSIL and HSIL pap smears, and no
association between the expression of the enzyme and the presence of HPV DNA.
Further studies with a larger sample population, including cases of invasive cervical
carcinoma, are needed to elucidate these relationships.

Keywords: Cervical cancer, ecto-5'-nucleotidase, HPV infection, squamous

intraepithelial lesions.
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INTRODUCAO

O cancer de colo uterino invasor (CC) e todas as lesGes precursoras
representam um importante papel na satde da mulher em todo o mundo (Malinowski
2007). O CC é o segundo tipo de cancer mais comum em mulheres no mundo e
estima-se que surjam em torno de 493.000 novos casos por ano no mundo com
aproximadamente 270.000 mortes (Wang 2007; Dalstein, Merlin et al. 2009; Nath
and Thappa 2009). Em paises em desenvolvimento como o Brasil, € o tipo de
neoplasia que mais tem aumentado, correspondendo a 25% das neoplasias
femininas (Burd 2003). Conforme dados do Instituto Nacional do Céancer (INCA)
relativo a incidéncia de CC, no Rio Grande do Sul eram esperados até 18 novos

casos para cada 100.000 habitantes no ano de 2012 (figura 1).

Figural: Incidéncia do CC no Brasil: nimero de casos por 100.000 habitantes
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Diversos trabalhos evidenciam claramente que certos genoétipos do Papiloma
Virus Humano (HPV) estéo etiologicamente relacionados a praticamente 99,7% dos
casos de CC (Munoz, Bosch et al. 2003). Adenocarcinomas da cérvice uterina
também séo relacionados ao virus, porém a correlacdo é menos evidente e também
dependente da idade dos pacientes (Burd 2003). Aproximadamente 40% das
mulheres sexualmente ativas sdo infectadas pelo HPV, com uma curva de
distribuicdo etaria com picos aos 35-39 e 60-64 anos, provavelmente como resultado
da reativacdo de infeccfes latentes ou possibilidade de falha em algum tratamento
prévio (Rosa 2007).

A deteccao de lesdes precursoras do CC pode poupar a vida da paciente,
visto que a taxa de cura depende fortemente do estagio em que se encontra a
doenca ao diagnéstico. Em virtude do mecanismo oncogénico do HPV, proteinas
relacionadas ao seu ciclo celular tém sido investigadas tanto por técnicas citolégicas
quanto histoldgicas, por seu valor prognostico. Além disso, pesquisas indicam que
rotas de sinalizacdo, como o sistema purinérgico, estdo envolvidas na génese
tumoral em varios carcinomas (Gorini, Gatta et al. 2013). As enzimas que compdem
este sistema participam de uma cascata enziméatica que leva a degradacdo de AMP
ao nucleosideo adenosina (Kruger, Thompson et al. 1991; Gorini, Gatta et al. 2013)
e, portanto, um aumento na concentracdo deste, podendo estimular o
desenvolvimento e a progresséo tumoral (Jin, Fan et al. 2010; Stagg, Divisekera et
al. 2011, Beavis, Stagg et al. 2012)
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REVISAO DA LITERATURA

1. Cancer de colo uterino invasor (CC)

O cancer de colo uterino invasor (CC) é o segundo tipo de cancer mais
comum em mulheres no mundo. Estima-se que surjam em torno de 493.000 novos
casos por ano com aproximadamente 270.000 mortes (Munoz, Bosch et al. 2003;
Insinga, Dasbach et al. 2007; Mayrand, Duarte-Franco et al. 2007; Wang 2007;
Keam and Harper 2008; Dalstein, Merlin et al. 2009; Nath and Thappa 2009). Em
busca prospectiva no site do DATASUS para avaliacdo dos dados de prevaléncia, a
partir de 2006 até o final de 2012, foram identificados 128.000 novos casos CC no
Rio Grande do Sul. No Brasil, somente no ano de 2012, foram 26.956 casos de
seguimento informado de leséo Intraepitelial de alto grau, a lesdo precursora do CC.
(DATASUS2012)

Apesar da complexidade do tratamento do CC, de acordo com a estratificacéo
de risco para recorréncia e diretrizes utilizadas no tratamento (histerectomia radical
com linfadenectomia pélvica seguida por tratamento adjuvante de radioterapia e
guimioterapia), mais de 40% das pacientes irdo apresentar recidiva tumoral. Além
disso, apos o desenvolvimento de novas vacinas para prevenir o desenvolvimento
do HPV, seu agente etioldgico mais frequente, o efeito protetor somente acontece
em grupos especiais de pacientes (Ancuta, Ancuta et al. 2009).

Uma série de alteragbes displasicas, desde a infeccdo pelo HPV até a
progressao maligna das lesdes pré-cancerosas até o CC ocorre por um periodo de
muitos anos (Hoory, Monie et al. 2008). O grau em que o epitélio escamoso é
substituido pelas células neoplasicas determina a severidade das lesbes. Nas
displasias mais severas, as células basais substituem toda a espessura do epitélio
lesionado. Esfregacgos cervicais de epitélios displasicos revelam células esfoliadas
da camada basal e presenca de coilocitos, que sdo células com nucleo enrugado,
apresentando membrana nuclear irregular, rodeado por um halo claro, como

resultado da infeccéo (Hoory, Monie et al. 2008).
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Quando ha falha do sistema imunolégico em eliminar uma infeccéo
persistente por HPV, a transformac&o maligna do epitélio infectado pode ocorrer. No
entanto, essa transformacdo pode levar décadas. Enquanto nas lesbes pré-
cancerosas a maioria dos genomas virais persiste em forma epissomal, nas lesdes
de alto grau, o genoma do HPV esta frequentemente integrado ao genoma da célula
hospedeira (Consolaro and Maria-Engler 2012). O HPV infecta as células da camada
basal do tecido subjacente a cérvice uterina. A diferenciacdo dessas células
infectadas durante a migracdo das células através do epitélio estratificado cervical
esta associada com a replicacdo viral do HPV e reinfeccdo das células. Durante
esse processo, inimeras mudancas celulares ocorrem, incluindo a desregulacao do
ciclo celular, ativacao da proliferacao, replicacdo do DNA, ativacdo da transcricdo e

instabilidade genémica, conforme apresentado na figura 2 (Malinowski 2005).

Figura 2: Patogénese da infeccdo por HPV

Célula-tronco basal Neoplasiaintraepitelial Carcinomainvasivo
Infeccdo  ic1 NIC2/3
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(Fonte: adaptado de Malinowski, 2005)
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2. Papiloma Virus Humano (HPV)

O HPV é um virus ndo envelopado que apresenta a capacidade de infectar
tecidos epiteliais humanos, incluindo pele e mucosas (mucosa ano-genital, mucosa
oral e cavidades). A infeccdo genital é transmitida diretamente por contato sexual,
indiretamente por contato com objetos contaminados e raramente por transmisséo
vertical (Nath and Thappa 2009).

O genoma do HPV consiste em uma dupla fita de DNA circular que contém
aproximadamente 7900 pares de base com 8 a 9 janelas de leitura (open reading
frame) e uma regido regulatdria. O virus ndo sintetiza nenhuma enzima, assim,
depende do hospedeiro para completar seu ciclo de vida, sendo hermeticamente
ligado ao programa de diferenciacédo da célula epitelial infectada (Nath and Thappa
2009). O HPV possui duas proteinas regulatérias chamadas proteinas precoces
(early) E1 e E2, trés importantes oncogenes E5, E6 e E7 e duas proteinas do
capsideo, tardias (late) L1 e L2 (Loomis, Pastore et al. 2009; Rapose 2009;
Consolaro and Maria-Engler 2012). A organizacao génica do HPV esté representada
esquematicamente na figura 3. As proteinas virais precoces sdo expressas has
células basais infectadas e dentro das camadas epiteliais mais baixas. Quando as
células infectadas alcancam a superficie, a producéo das proteinas tardias permite o

desprendimento dos virions maduros (Nath and Thappa 2009).

Figura 3: Representacdo esquemaética da estrutura do genoma do HPV.

L2

L1

(Fonte: Mufioz, 2006)
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Os oncogenes E6 e E7 séo os responsaveis pela transformacdo maligna das
células infectadas, interferindo na funcéo das proteinas-chave da supresséo tumoral
através dos genes p53 e retinoblastoma (pRb), prolongando o ciclo celular através
da supressdo da apoptose e contribuindo para o desenvolvimento das lesbes
associadas ao HPV (Munoz, Castellsague et al. 2006; Nath and Thappa 2009;
Rapose 2009).

Baseados na sequéncia do DNA viral sdo conhecidos mais de 200 tipos de
HPV, dos quais pelo menos 40 tém tropismo especialmente pela mucosa ano-genital
(Munoz, Bosch et al. 2003; Munoz, Castellsague et al. 2006; Dehn, Torkko et al.
2007). Séo classificados como baixo risco ou alto risco, baseados no seu potencial
em provocar lesbes malignas (Munoz, Bosch et al. 2003; Stevens, Garland et al.
2007; Hoory, Monie et al. 2008). Dessa maneira, entre os tipos de alto risco (HPV-
HR) temos o 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, e 82. Ja os tipos
26, 53 e 66 séao classificados como “provavelmente de alto risco” (Munoz, Bosch et
al. 2003; Stevens, Garland et al. 2007). Doze tipos (6,11,40,42,43,44,54,61,70,72,81
e CP6108) sédo classificados como baixo risco (HPV-LR) e trés tipos (34, 57 e 83)
séo associados a um risco indeterminado (Munoz, Bosch et al. 2003).

A ligagdo entre infecgdes genitais pelo HPV e o CC foi inicialmente
apresentada na década de 1980, pelo virologista alemé&o Harold zur Hausen, que em
2008 recebeu o prémio Nobel em Medicina por este achado. A partir dessa data,
uma evidente relagdo entre o HPV e o CC foi estabelecida, sendo atualmente
considerada maior, por exemplo, do que a existente entre o fumo e o céancer de
pulméo (Burd 2003). A infeccdo persistente por HPV de alto risco (HPV-HR) tem sido
demonstrada como um fator causal necessario para o desenvolvimento de neoplasia
intra-epitelial cervical e potencial progressdo ao CC (Lee, Vigliotti et al. 2007,
Stevens, Garland et al. 2007; Keam and Harper 2008). Na maior parte dos casos de
CC, tém sido encontrados genotipos de HPV-HR, com propor¢cdes decrescentes
encontradas entre lesGes de alto risco e baixo risco, respectivamente. Muitas
infeccbes por HPV séao transitérias e assintomaticas e sao eliminadas pelo sistema
imunologico do hospedeiro sem conduzir a anormalidades celulares (Stevens,
Garland et al. 2007).
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Um grande percentual de mulheres adquire uma nova infeccdo por HPV a
cada ano sendo que em mulheres mais velhas € mais comum a persisténcia da
infeccdo e o desenvolvimento de uma lesdo cancerosa. Estudos epidemiolégicos
tém mostrado que o HPV 16 e o HPV 18 sédo os tipos mais comuns, estando
presentes em infecgbes simples ou mdultiplas em até 70% dos canceres cervicais
invasivos (Hoory, Monie et al. 2008; Keam and Harper 2008). O HPV 16 e/ou 18 sao
encontrados em 45% das les@es intraepiteliais escamosas de alto grau (NIC2 ou 3)
e o HPV 16 esta presente em aproximadamente 25% das lesdes intraepiteliais
escamosas de baixo grau (NIC1). O HPV 16 é a causa mais prevalente de cancer
cervical, ocorrendo em 55% dos carcinomas escamosos e 31% dos

adenocarcinomas (Burd 2003).

Ja o HPV 18, causa 12% dos carcinomas escamosos, com um adicional de
38% dos adenocarcinomas. Seis outros tipos de HPV (45, 31, 33, 52, 58 e 35) séo
0s responsaveis por 19% dos canceres cervicais, e desses 0s mais importantes séo
os tipos 45 e 31, que sdo encontrados em 10% dos casos. Até hoje, o
desenvolvimento de vacinas profilaticas contra o HPV estédo focadas nos tipos 16 e
18, 11 e 6 (Keam and Harper 2008).

Varios outros fatores provavelmente estdo envolvidos na carcinogénese: (1)
Fatores ambientais ou exogenos, incluindo contraceptivos hormonais, fumo,
paridade e co-infeccdo com outros agentes transmitidos sexualmente; (2) Fatores
virais, como infeccao por tipos especificos, co-infeccdo com outros tipos de HPV,
HPV variantes, carga viral e integracao viral; (3) Fatores do hospedeiro, como
horménios enddgenos, fatores genéticos e outros fatores relacionados a resposta

imunoldgica (Munoz, Castellsague et al. 2006).

A relagcédo causal entre infeccédo persistente com HPV de alto risco e cancer
cervical tem resultado no desenvolvimento de diversos sistemas de deteccdo para o
virus. O uso de testes para identificacdo da presenca de HPV tem sido sugeridos
como triagem primaria e o teste de Papanicolaou como seguimento para o0
tratamento de neoplasia intraepitelial cervical. A presenca de DNA de HPV-HR
identifica mulheres que tem um risco particular de progressdo ao cancer cervical.
Entretanto, pela alta prevaléncia de infec¢des transitorias, a deteccdo viral tem um
pobre valor preditivo positivo para o CC (Boulet, Benoy et al. 2009).



21

Diversos estudos tém mostrado que testes para deteccdo de HPV-HR,
utilizados como uma ferramenta adjunta a citologia podem melhorar a eficacia dos
programas de triagem na deteccdo de lesGes subjacentes ou seu subsequente
desenvolvimento para mulheres com lesdes citologicas menores ou equivocas. Além
disso, permitem o seguimento de mulheres tratadas para lesdes de alto grau para
predizer um sucesso ou falha no tratamento (Stevens, Garland et al. 2007).

Devido a sua alta prevaléncia na populacdo e da sua alta relacdo com o
desenvolvimento do CC, vacinas profilaticas contra certos genoétipos de HPV foram e
estdo sendo desenvolvidas. A base da composicédo destas vacinas € o VLP (virus-
like particles), que séo particulas que mimetizam as proteinas do capsideo viral L1.
Elas ndo possuem o virus atenuado ou material genético do HPV. Até o momento,
ha duas versbes destas vacinas disponiveis: uma delas é chamada de quadrivalente
(Gardasil®, Merck), pois protege contra quatro tipos de HPV mais comuns na
populacdo (16, 18, 6 e 11); a outra é conhecida como bivalente (Cervarix®,
GlaxoSmithkline), pois imuniza contra dois tipos de HPV-HR mais comuns, 16 e 18.
Ambas estéo licenciadas para uso em mulheres e homens com idades entre 9 e 26
anos, sendo que o alvo maior sdo mulheres com idade em torno de 12 anos, antes
do inicio da atividade sexual. Atualmente, através de diversos estudos, sabe-se que
ambas as vacinas tem eficacia em torno de 100% na prevencdo de lesdes
intraepiteliais cervicais especialmente em mulheres que nunca tiveram contato com
algum tipo de HPV, e s&o muito bem toleradas. Pode-se inclusive obter protecdo
cruzada contra outros tipos de HPV nao contemplados na vacina, devido as suas
similaridades genéticas. A Organizacdo Mundial da Saude recomenda que a
vacinagdo contra o HPV seja parte dos programas nacionais de vacinagcdo (Wang
2007; Keam and Harper 2008; Ojaimi, Buttery et al. 2009; Consolaro and Maria-
Engler 2012).
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3. Métodos diagnésticos

3.1 Metodologias citopatoldgicas

3.1.1 Citologia cérvico-vaginal

A citologia cérvico-vaginal, desenvolvida por George Nicholas Papanicolaou,
€ uma técnica de triagem para detectar evidéncias precoces de cancer de colo
uterino invasor. O teste consiste na coleta de células escamosas e glandulares
(colunares) da abertura da cérvice uterina e examinadas sob coloracéo especifica ao
microscopio para determinar a presenca de anormalidades celulares na cérvice
(Breuer and Murph 2011). O esfregaco ideal contém representacdo citolégica do
epitélio da ectocérvice (epitélio escamoso), epitélio da endocérvice (epitélio

glandular) e inclui a zona de transformagé&o (Consolaro and Maria-Engler 2012).

A classificacdo de Bethesda, proposta em 1988 e revisada pela ultima vez em
2008, subdivide as células escamosas anormais em quatro grupos: Atipias (engloba
(Células escamosas atipicas de significado indeterminado — ASC-US e Células
escamosas atipicas, ndo exclui lesdo de alto grau — ASC-H), Lesé&o intraepitelial
escamosa de baixo grau (LSIL); Lesao intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) e
Carcinoma Escamoso Invasor (Consolaro and Maria-Engler 2012). O exame de
citologia cervical € o método de triagem mais efetivo, porém ainda possui uma
especificidade limitada para lesdes clinicamente significativas em casos com
anormalidades de baixo grau e pode apresentar com frequéncia resultados falso-
negativos, levando a demora no diagndstico e tratamento de lesées pré-cancerosas
e CC, ou mesmo casos de seguimento desnecessario da paciente. (Dehn, Torkko et
al. 2007; Breuer and Murph 2011).

A triagem cervical por citologia, com adequado tratamento tem resultado
numa diminuicdo da incidéncia e mortalidade de cancer cervical nos ultimos 50 anos

(Cerigo, Macdonald et al. 2011; Gok, Rozendaal et al. 2011; Schiffman, Wentzensen
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et al. 2011). Entretanto, esse tipo de cancer ainda permanece como a segunda
malignidade mais comum em mulheres nos paises em desenvolvimento.
Aproximadamente 50% das pacientes com CC nunca participou de programas de
triagem e 30% teve pelo menos um resultado falso negativo devido a erros de coleta
de amostra ou interpretacdo citologica, antes do desenvolvimento do céancer
invasivo. Por essa razdo, a ocorréncia de alteracdes celulares num teste Unico de
Papanicolaou apresenta sensibilidade somente de 50% para deteccdo da presenca
da doenca (Siddiqui, Cohen et al. 2008).

3.1.2 Colposcopia

Consiste em um exame detalhado da cérvice uterina, realizada por um
médico ou colposcopista qualificado, utilizando um equipamento conhecido como
colposcoépio, que permite a visualizagdo da cérvice com um aumento de 10 a 40
vezes (Pias 2009; Flanagan, Wilson et al. 2011). E utilizado no diagndstico e
tratamento de células cervicais anormais (Swancutt, Greenfield et al. 2008). O
exame é realizado em trés etapas: primeiramente o colo é visualizado sem a
aplicacdo de qualquer solucédo e apo6s € aplicado acido acético a 3%, seguido de
solucéo de Schiller. Dessa maneira podem ser observadas lesdes e alteracbes mais
evidentes e selecionar o local mais adequado para a realizagdo da bidpsia, caso

necessario (Pias 2009).

3.1.3 Histopatologia cervical

As lesdes pré-cancerosas apresentam arquitetura celular ou epitelial anormal
nas areas localizadas na juncdo entre os epitélios escamoso e colunar do colo do
Utero, e sdo caracterizadas por uma gama de eventos que progridem desde uma
atipia celular até varios graus de displasia ou neoplasia cervical intraepitelial (NIC),

antes da progressao ao cancer invasivo (Boicea, Patrascu et al. 2012). O termo
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displasia refere-se a uma atipia celular epitelial, intermediaria entre o epitélio normal
e NIC. A displasia foi primeiramente dividida em trés grupos: discreta, moderada e
severa, dependendo do grau de envolvimento do epitélio pelas células atipicas
(Consolaro 2012). O termo NIC define a extensédo total da lesdo confinada ao
epitélio. A NIC era dividida nos graus I, Il e llll: NIC | correspondia a displasia
discreta, NIC Il correspondia a displasia moderada e NIC Ill correspondia tanto a
displasia severa quanto ao carcinoma “in situ”. Em 1990, uma terminologia
histopatoldgica baseada em dois estadiamentos de doenca foi proposta: NIC de
baixo grau, compreendendo as anormalidades consistentes com lesdes NIC |
(tipicamente com a presenca de coilocitos); e NIC de alto grau compreendendo NIC
Il e NIC Ill. As lesdes de alto grau foram consideradas as verdadeiras precursoras

do cancer invasivo (Boicea, Patrascu et al. 2012).

Mais de trés milhdes de casos de les&o intra-epitelial de baixo grau (LSIL),
células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US), células
glandulares atipicas e células atipicas suspeitas ndo podendo excluir lesdo de alto
grau (ASC-H), sao diagnosticadas nos EUA a cada ano. Esses casos requerem uma
avaliacdo maior para identificar quais pacientes tém chance clinicamente significante
de obter um resultado de lesdo de alto grau (HSIL) em biépsia cervical. Embora a
bidpsia seja historicamente considerada o método padrdo-ouro no diagndstico do
CC, estudos recentes tem indicado que neste exame pode-se ndo detectar de 33 a
50% das lesBes de alto grau devido a problemas na coleta ou falha diagnostica
(Dehn, Torkko et al. 2007).

3.2 Metodologias moleculares

3.2.1 Reacgédo em Cadeia da Polimerase

Uma forte associacao entre o HPV e o CC estimulou o desenvolvimento de
diversos testes diagndsticos, particularmente testes baseados em biologia

molecular. O PCR (Polymerase Chain Reaction) é um método in vitro que permite a
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sintese enzimética de sequéncias especificas de DNA, usando dois iniciadores
(primers) de oligonucleotideos que hibridizam as fitas opostas e flanqueiam a regido
de interesse no DNA a ser analisado. Uma série repetida de ciclos envolvendo
desnaturacdo do DNA, anelamento (hibridizacdo) com os primers e a extensao pela
DNA polimerase, resulta no acimulo exponencial de um fragmento especifico cujas
extremidades séo definidas pelas terminacées 5' dos primers (Erlich 1989). Esta
técnica permite a deteccdo e andlise de sequéncias génicas especificas em uma

pequena amostra do paciente.

A partir da obtencdo de um produto amplificado, podem ser utilizadas
diferentes técnicas para a diferenciacdo dos fragmentos especificos. Para o PCR
convencional, a andlise dos fragmentos normalmente é realizada através da

visualizacao dos fragmentos amplificados em eletroforese em gel de agarose.

Para as andlises de HPV de baixo e alto risco de maneira simultanea, sdo
utilizados primers da regido de consenso para estes grupos, 0 que permite sua
identificacdo, porém ndo a diferenciacdo entre os diferentes tipos presentes na
amostra. O resultado é expresso como auséncia ou presenca de HPV na amostra

analisada.

4. Biomarcadores

Biomarcadores sdo moléculas utilizadas como indicadores de processos
bioldgicos ou de resposta a uma intervencao terapéutica. Por esse motivo, tém sido
amplamente estudados, principalmente no prognéstico e valor preditivo dos

processos neoplasicos (Buhmeida and Ali 2011).

O céncer de mama, por exemplo, serve como um modelo para os outros tipos
de céanceres, pois hd uma variedade de biomarcadores incorporados aos testes
preditivos e tratamentos terapéuticos para orientar as decisbes médicas. Muitos
canceres nao tém rastreio precoce, detecgdo ou valores progndsticos disponiveis, e
0 cancer de mama por esse ponto esta liderando o caminho da inovacao (Breuer
and Murph 2011).
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O método de rastreio para a neoplasia cervical € o exame citologico de
Papanicolaou, uma técnica de triagem para detectar precocemente evidéncias de
alteracdes citologicas. Devido as suas limitacdes, o interesse em desenvolver
melhores biomarcadores para a sua deteccdo precoce tem aumentado
substancialmente (Balasubramanian, Hughes et al. 2009). Muitos estudos tém
focado especialmente a atencdo ao potencial envolvimento do sistema purinérgico
no desenvolvimento de tumores. Dentro deste sistema, nucleotideos e enzimas, as
ectonucleotidases, constituem moléculas importantes, conhecidas por regular as
funcdes patofisioldgicas do espaco extracelular. (Stella, Bavaresco et al. 2010).
Entre estas, a enzima ecto-5-nucleotidase (E-5-NT) vem sendo amplamente
estudada como um biomarcador em diversas neoplasias (Jin, Fan et al. 2010; Sowa,
Taylor-Blake et al. 2010; Cappellari, Vasques et al. 2012; Quezada 2012; Stagg,
Beavis et al. 2012). Até o momento, essa enzima ja foi relacionada com diversos
tipos de tumores, como cancer de mama, de célon, de bexiga e gliomas, porém, ha
poucos estudos relacionando essa enzima com o CC (Stella, Bavaresco et al. 2010;
Breuer and Murph 2011; Cappellari, Vasques et al. 2012; Wu, He et al. 2012).

5. Sistema Purinérgico

As purinas sdo 0S mensageiros quimicos mais primitivos do organismo
humano (Burnstock and Verkhratsky 2009) e a sinalizac&o purinérgica tem sido alvo
de estudo em diversas areas biomédicas (Di Virgilio, Ceruti et al. 2009). Ha
evidéncias de que possa ter efeitos troficos no desenvolvimento embrionario,
proliferacédo, diferenciacdo e morte celular (Greig, Linge et al. 2008). Fazem parte
deste sistema de sinalizacdo purinérgica, os nucleotideos da adenina como ATP,
ADP, AMP e seu derivado nucleosideo adenosina, que sao constituintes dos acidos
nucleicos (Maldonado, Pimentel et al. 2012; Gorini, Gatta et al. 2013). Esses
nucleotideos apresentam multiplas fungdes no meio extracelular, representam a
fonte de energia e comunicacao intracelular e servem como substrato em vias de
transducéo (Gorini, Gatta et al. 2013).
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Tanto o ATP, quanto o ADP e adenosina sdo potentes sinalizadores
conhecidos pelo papel chave no controle da agregacéo plaquetéria, tonus vascular e
resposta inflamatoria. As purinas sdo também liberadas a partir de células normais
para o ambiente extracelular, ativando diversos mecanismos (Yegutkin, Marttila-
Ichihara et al. 2011). A adenosina vem sendo descrita também por seu importante
papel no crescimento tumoral e metastases. E relatada por estar presente em altas
concentracbes em tumores solidos, com acumulo intracelular e extracelular, sob
condicbes de hipoxia e estimulo ao crescimento tumoral, angiogénese além de

exercer efeitos imunossupressores (Cho, Polster et al. 2006).

Sua relacdo com o sistema imunoldgico estd bem estabelecida. A adenosina
age inibindo as respostas das células T, que incluem proliferacdo de antigenos,
secrecdo de interleucina 2 e citocinas pro - inflamatdrias como interferon-y e fator
de necrose tumoral, superexpressao de CD25, inducdo de moléculas de efeitos
citoliticos como perforinas e Fas ligante, adesao de células NK nas células tumorais
e exocitose de granulos citotoxicos por linfécitos T citotoxicos. Além disso, pode
suprimir a atividade das células NK. Assim, devido as propriedades
imunossupressivas da adenosina e a pressuposi¢ao de que esteja presente em altas
concentracbes em tumores sélidos, suspeita-se de que a adenosina pode constituir
um importante papel barreira imunolégica ao tumor, principal motivo de falha na

efetividade da resposta imune antitumoral (Zhang 2010).

5.1 Receptores purinérgicos

Uma vez no espaco extracelular, os nucleotideos e nucleosideos estdo
envolvidos em diversos processos biolégicos e patolégicos e seus efeitos sdo
regulados por uma série de receptores especificos, amplamente distribuidos numa
variedade diferente de microorganismos como mamiferos, plantas e bactérias
(Gorini, Gatta et al. 2013). Os receptores purinérgicos sao classificados em 2 grupos:
receptores P1, que séo seletivos para adenosina e receptores P2, seletivos para
ATP. (Greig, Linge et al. 2008) Os receptores P2 sédo subdivididos em duas familias:
P2X e P2Y, baseados na sua estrutura molecular, mecanismos de transducéo e

propriedades farmacoldgicas (Greig, Linge et al. 2008). Uma grande variedade de
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funcdes fisioldgicas é regulada pelos receptores P2, incluindo a regulagéo do volume

celular, irrigacdo sanguinea dos tecidos e inflamacao (Gorini, Gatta et al. 2013).

5.2 Enzimas do sistema purinérgico

Diferentes familias de enzimas controlam os niveis de nucleotideos e
nucleosideos regulando a sua disponibilidade para os receptores purinérgicos. Sao
denominadas de ectonucleotidases e incluem: as ecto-nucleosideo trifosfato
difosfohidrolases (E-NTPDases), ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfo-diesterases (E-

NPPs), ecto-5'-nucleotidase (E-5’-NT) e fosfatases alcalinas (APs) (Aliagas 2012).

O ATP, em processos inflamatorios, é liberado por células durante a morte ou
estresse celular, atuando como um sinalizador endégeno para convocar uma
resposta a este estimulo. Os niveis do ATP extracelular sdo regulados pelas
ectonucleotidases, que degradam sequencialmente o ATP a ADP a AMP e este em
adenosina (Figura 4). Esta adenosina € gerada pela atividade de hidrélise da E-5'-
NT. A atividade desta enzima proporciona um aumento da disponibilidade

extracelular de adenosina pela hidrélise do AMP (Beavis, Stagg et al. 2012).

Figura 4: Representacdo esquematica das enzimas constituintes do sistema purinérgico

acopladas a membrana plasmética e seus substratos.

1
@ 3 4 5
AT ADP AMP — Ade = Ino — Hyp

SUEEELEELABRALLRALEAALRALELE
1. E-NPP ATP - AMP + PP;
2. E-NTPDase ATP - ADP + P;; ADP - AMP + P;
3. Ecto-5’-nucleotidase AMP = adenosine + P;j
4. Adenosine deaminase Adenosine = Inosine
5. PNP Inosine = hypoxanthine

Fonte: (Yegutkin 2008)



29

5.3 Ecto-5’-Nucleotidase (E-5’-NT, CD73)

A E-5-NT é uma enzima ancorada a membrana que tem por funcéo catalisar
a conversao de adenosina monofosfato (AMP) em adenosina (Kruger, Thompson et
al. 1991; Thompson, Eltzschig et al. 2004; Jin, Fan et al. 2010; Supernat, Markiewicz
et al. 2012; Zhang 2012). E codificada no cromossomo 6 e, originalmente, definida
como antigeno de diferenciacdo de linfocitos. E expressa em muitas células
incluindo subtipos de linfécitos, células endoteliais e células epiteliais. A fungéo
primaria atribuida a E-5’-NT € o catabolismo de nucleotideos extracelulares, embora
também possa mediar a ligacdo dos linfécitos em algumas circunstancias
(Thompson, Eltzschig et al. 2004). Acredita-se que a acdo da E-5’-NT & em grande
parte consequéncia da regulacao de nucleotideos extracelulares (Kruger, Thompson
et al. 1991, Jin, Fan et al. 2010)

O papel da E-5-NT e do seu produto adenosina na invasao pelas células
tumorais, angiogénese e supressao da resposta imune tem despertado interesse de
muitos pesquisadores. Ela age como um fator proliferativo, e esta envolvida no
controle do crescimento celular, proliferacao celular, resisténcia a drogas e tem sido
encontrada em altas concentracdes em células cancerosas (Supernat, Markiewicz et
al. 2012). Sua superexpressdo estd relacionada com um aumento do fendtipo
maligno das células de cancer de mama e melanoma de alto grau (Cappellari,
Vasques et al. 2012) (Wu, He et al. 2012)

O aumento da expresséo da E-5-NT tem sido observado em diversos tipos de
cancer, e na neoplasia de mama, esta relacionada a um pior prognéstico.
Notavelmente, o gene da E-5-NT se encontra superexpresso no receptor de
estrogeno (ER) do cancer de mama, possivelmente porque o estrOgeno age
subregulando a expressao de E-5’-NT. A atividade da E-5'-NT requer uma producéo
aumentada de AMP, que est4 relacionada com o0 aumento da atividade de enzimas
gue hidrolisam sequencialmente ATP a AMP, como a NTPDasel/CD39, ja descrita
em diversos tipos de cancer, incluindo melanoma, ovario, cabeca e pescoco (Beavis,
Stagg et al. 2012). Em estudo sobre a relevancia desta enzima em um modelo de

cancer ovariano imunocompetente, mostrou em diversos experimentos “in vivo” e “in
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vitro”, que as células cancerosas sem a presenca da E-5-NT, aumentaram a
ativacdo e expansao e diminuiram a apoptose de células T tumor-especificas.
Inesperadamente, quando transferiu antigenos de células T especificos para ratos
com auséncia de E-5-NT, todos eles tiveram os tumores ovarianos curados,
engquanto os tumores de ratos com a presenca desta mesma enzima, ndo puderam
ser curados. Por isso, sugere-se a inibicdo da E-5-NT como terapia adjuvante na

imunoterapia anticancer (Zhang 2010).

O envolvimento da E-5-NT nos mecanismos de resisténcia a drogas e
promocao da carcinogénese tém sido proposto e estudos recentes demonstram um
possivel envolvimento da E-5-NT como um indicador de invasividade e
agressividade em gliomas malignos (Stella, Bavaresco et al. 2010; Zhang 2010;
Cappellari, Vasques et al. 2012). Além disso, a E-5-NT também tem sido
amplamente associada a um fendtipo pré-metastatico em melanoma e cancer de
mama, apresenta ainda valor prognostico em pacientes com cancer de colon e foi
sugerida como um diagnostico de apoio em carcinoma papilar de tireéide. (Zhang
2010).

Portanto, considerando vérios estudos da literatura indicando esta proteina
como um marcador prognéstico e/ou possivel alvo terapéutico em processos
tumorais, e que existem poucos estudos relacionando sua participacdo na génese e
prognéstico do CC e suas lesdes precursoras, torna-se interessante como alvo de

estudos mais aprofundados nesta patologia.
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JUSTIFICATIVA

O CC é a segunda neoplasia mais frequente em mulheres no mundo todo,
sendo uma das principais causas de morte entre as mesmas. A deteccao do cancer,
em seus estagios iniciais pode poupar a vida da paciente, visto que a sobrevida a
este tipo de cancer depende do estdgio em que a doenca se encontra no
diagnostico. E aceito que a maioria das lesbes intraepiteliais cervicais € atribuida a
infeccdo pelo Papiloma virus humano (HPV) de alto risco, causando lesbes em
diferentes graus. Estudos indicam que a enzima E-5-NT/CD73 esta envolvida no
processo de carcinogénese em Varios tipos de neoplasias, justificando-se assim o
interesse em determinar a expressao dessa enzima em carcinoma do colo uterino e
sua correlacdo com a presenca do HPV. A hipotese inicial de trabalho é de que
pacientes infectados por HPV, que potencialmente podem apresentar maior
tendéncia ao desenvolvimento de lesdes pré-malignas e cancer, possam apresentar
uma elevacdo na expressao da E-5"-NT/CD73, podendo esta enzima servir como

marcador da carcinogénese.
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OBJETIVOS

Objetivo primario

Esse estudo visa determinar a expressao da enzima E-5-NT bem como
identificar a presenca ou ndo do HPV, em amostras de raspado citolégico em
pacientes sem alteracdes no colo do Utero e pacientes com lesfes intraepiteliais

escamosas de baixo e alto grau.

Objetivo secundario

Avaliar a relacdo entre a expressao da enzima E-5’-NT e a presenca de HPV
nos trés grupos avaliados (pacientes sem alteracdes no colo do Utero, pacientes
com lesdes intraepiteliais escamosas de baixo e alto grau).
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ABSTRACT

Aim of the study: Evaluate the expression of the enzyme ecto-5'-nucleotidase (5'-
NT-E) and its relationship with the presence of HPV in patients who were negative for
squamous intraepithelial lesion or malignancy and patients with low and high grade
squamous intraepithelial lesions.

Methods: A total of 57 patients were selected from July 2012 to January 2013 at
Gynecology Oncology and Cervical Pathology, located at Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. They were subdivided into 3 groups: negative for squamous
intraepithelial lesion (NILM), low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL) and
high-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL). HPV test was performed by
standard PCR methodology and enzyme expression was determined by flow
cytometry. Mean age, parity, age at first sexual intercourse and frequency of smoking
were also assessed in the sample.

Results: The prevalence of HPV was 8.5%. In the control group (NLPM) none of the
patients had a positive test for HPV. In LSIL group, 18.8% were detected with HPV
and in HSIL group, 11.1%. In the E-5'-NT analysis the median of enzyme positivity
was 1.28% (interquartile range: 0.31 to 3.61). When comparing the distribution of the
enzyme between the groups with and without lesions, we found no statistically
significant difference (P = 0.182) neither HPV association (P= 0.96).

Conclusion: In the present study, we found no significant differences in the
expression of E-5-NT enzyme among patients without squamous intraepithelial
cervical lesions, LSIL and HSIL pap smears, and no association between the
expression of the enzyme and the presence of HPV DNA. Further studies with a
larger sample population, including cases of invasive cervical carcinoma, are needed
to elucidate these relationships.

Keywords: Cervical cancer, ecto-5'-nucleotidase, HPV infection, squamous

intraepithelial lesions.
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RESUMO

Objetivo do estudo: Avaliar a expressdo da enzima ecto-5’-nucleotidase (E-5’-NT) e
a sua relacdo com a presenca de HPV em pacientes negativos para leséo intra-
epitelial escamosa ou malignidade, pacientes com lesao intraepitelial escamosa de
baixo grau e leséo intra-epitelial escamosa de alto grau.

Métodos: Um total de 57 pacientes foi selecionado a partir de julho 2012 a janeiro de
2013 atendidas no ambulatério de Ginecologia Oncologica e Patologia Cervical do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Elas foram divididas em trés grupos: negativo
para lesdo intra-epitelial escamosa (NILM), leséo intra-epitelial escamosa de baixo
grau (LSIL) e leséo intra-epitelial escamosa de alto grau (HSIL). A pesquisa de HPV
foi realizada por PCR convencional e a expressédo da enzima foi determinada por
citometria de fluxo. Também foi avaliado na amostra a média de idade, paridade,
sexarca e frequéncia de tabagismo.

Resultados: A prevaléncia de HPV analisado por PCR na amostra estudada foi de
8,7%. No grupo controle (NILM), nenhuma das pacientes teve teste para HPV
positivo. No grupo LSIL, 18.8% tiveram HPV detectado na amostra e, no grupo HSIL,
11.1%. Na analise da enzima E-5'-NT realizada por citometria de fluxo, a mediana de
positividade foi 1,28% (intervalo interquartil: 0,31 a 3,61). Quando comparamos as
distribuicbes da enzima entre os grupos com e sem lesdo, ndo encontramos
diferenca estatisticamente significativa (P=0,182), nem associagcdo com a presenca
de HPV (P=0,96)

Concluséao: Considerando que, no presente estudo, ndo foram encontradas
diferencas significativas de expressao da E-5-NT entre pacientes sem lesao intra-
epitelial escamosa cervical quando comparadas com os grupos LSIL e HSIL, e
nenhuma associacao entre a expressdo da enzima e a presenca de DNA de HPV,
maiores estudos, com uma maior populagcao amostral, incluindo casos de carcinoma
cervical invasor,sdo necessarios para elucidar estas relacoes.

Palavras-chave: cancer cervical, ecto-5'-nucleotidase, HPV, lesédo intra-epitelial

escamosa.
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INTRODUCTION

The invasive carcinoma of the cervix is the second most common cancer in
women worldwide and is a leading cause of death among them (Munoz, et al
Castellsague. 2006; Insinga, Dasbach et al. 2007; Kemal and Harper 2008; Dalstein,
Merlin et al. 2009; Thappa and Nath 2009). The discovery in the early stages
provides high cure rates, since the survival of this type of cancer depends on the
stage at which the disease is found in diagnosis. It is accepted that most cervical
intraepithelial lesions is attributed to the infection by high risk human papillomavirus

(HPV), which causes injuries to varying degrees (Chen, Schiffman et al. 2011).

Recent studies have shown that increased expression of ecto-5-nucleotidase
(5-NT-E) has been observed in several types of neoplasms. An increased
expression of this enzyme has been linked to increased cell proliferation and pro-
metastatic phenotype in some cancers (Beavis, Stagg et al. 2012; Cappellari,
Vasques et al. 2012; Wu, He et al. 2012). In breast cancer, gene E-5-NT is
overexpressed in estrogen receptor (ER) and is associated with a worse prognosis,
possibly because estrogen regulates partially the expression of E-5'-NT (Beavis ,
Stagg et al. 2012). A study about the relevance of this enzyme in an
immunocompetent ovarian cancer model showed, in several experiments "in vivo"
and "in vitro", that cancer cells without the presence of E-5'-NT increased activation

and expansion and decreased apoptosis of tumor-specific T cells (Zhang 2012).

Today there is only one study, published recently, which correlates the
expression of this enzyme with squamous intraepithelial lesions of the cervix. No
studies have so far correlated the expression of the enzyme and the presence of
HPV. This study is designed to determine the expression of E-5-NT, identify the
presence or absence of HPV and assess the relationship between the expression of
this enzyme and HPV presence in samples from patients without pap smears
changes in the cervix and patients with low and high grade squamous intraepithelial

lesions.



44

MATERIALS AND METHODS
Criteria for selection of patients

A cross-sectional study randomly selected patients attending the outpatient
clinic from the Department of Oncological Gynecology and Cervical Pathology, at
Hospital de Clinicas de Porto Alegre from July 2012 to January 2013. The protocol
was approved by the Ethics in Research Committee under the number 11026483.
During a routine visit, along the collect of the sample for cytology and / or biopsy
samples, samples of cervix squamous cells were collected. The patients negative for
squamous intraepithelial lesion or malignancy on cytological examination were
selected for the control group. For groups of patients with squamous intraepithelial
lesions of low and high grade, patients who tested positive for lesions in cytological
examinations and / or biopsy were selected. The histology result always prevailed
when it was performed. The results of cytological and histological examinations were
classified according to the Bethesda System 2001. The data collected from patients
were age, parity, smoking and first sexual intercourse. Patients who have been
treated for some gynecological malignancy, patients who have undergone pelvic
radiotherapy for any reason, patients who have had no sexual intercourse and
patients menstruating were excluded from the study.

The sample size was obtained by the software PEPI 4.0 and was based on the
difference among the proportions of altered enzyme expression groups with low
grade squamous intraepithelial lesion (LSIL), high grade squamous intraepithelial
lesion (HSIL) and negative for squamous intraepithelial lesion or malignancy (NILM)
around 44% (66% staining of p16 in normal group compared to the group with 100%
of HSIL, based on the study of Halloush). For a significance level of 5% and a power

level of 80%, a minimum total of 78 patients were obtained.
Sample Collection

The sample collection for cytology was performed using the Ayre spatula and
endocervical brush and the material was placed on a glass slide and fixed with 95%
ethanol. To collect the samples to be used in the analysis by flow cytometry and

molecular research of HPV, a Digene HC2 Colection Device DNA collection kit was
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used, which stored the endocervical brush in a vial containing 1 ml used as a

transport medium to the laboratory.
Quantitation of E-5'-NT

The quantitation of E-5'-NT was performed by flow cytometry. Firstly, the cells
were washed with cervical fetal bovine albumin in 0.05% saline so that they did not
remain adhered to each other. After that they were incubated for 30 minutes with the
monoclonal antibody Anti-Human anti-CD73 conjugated with a fluorophore with
phycoerythrin (PE) (BD Biosciences). The incubation was performed at room
temperature and protected from light. The analyses were performed on equipment
Verse FACS ® (BD Biosciences).The percentage of positive fluorescence in the
labeled cells in comparison with the analysis of the same cells not stained with the

antibody was analyzed.
HPV molecular Research

Initially we performed DNA sample extraction using the commercial kit
QIAamp DNA mini kit bood (QIAgen ®).

HPV analysis was performed using the Polymerase Chain Reaction (PCR). To
simultaneously determine HPV high and low risk, consensus primers for the region of
these groups were used, which allow the identification, but not the differentiation
among different types present in the sample. The sequences of primers used were:
MY09: CGTCCAAGAGGATACTGA and MY11l: GCCCAGGGTCATAACAAT (Shen-
Gunther and Yu 2011). The PCR conditions were: 95 ° C for 3 minutes followed by
35 cycles of 94 °C for 1 minute, 50 °C for 1 min and 72°C for 1 minute. At the end,
there was an extension of 10 minutes at 72 ° C. It was used a quantity of 5uL DNA
extracted to a final volume of 50uL. HPV positivity was performed by the presence of

fragment size 450 bp that visualized in agarose gel electrophoresis.

We performed b-actin gene amplification as endogenous control to rule out
false-negative results from samples with low amount of material or even extractions

with low efficiency.
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Statistical Analysis

Data were analyzed in SPSS version 18.0 for statistical analysis. Categorical
variables were described by absolute frequency and relative frequency percentage.
When the distribution of quantitative variables was symmetrical, they were described
by the mean and standard deviation. When this was asymmetric, it was used the
median and interquartile range (25th percentile and 75th percentile). Categorical
variables were associated with the Fisher exact test. Quantitative variables with
skewed distribution were compared by Mann-Whitney and Kruskal-Wallis test.
Variables with symmetric distribution were compared by the Student t test for
independent samples. It was considered a significance level of 5%.

RESULTS

Considering it is a partial analysis of the results, 57 patients were evaluated so
far. In the cytological examinations and/or biopsy, 23 patients (40.4%) tested
negative for squamous intraepithelial lesion or malignancy (NLPM), 16 patients
(28.1%) had low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL) and 18 patients
(31.6%) had high grade squamous intraepithelial lesion (HSIL). Mean patient age
was 41.7 years with a standard deviation of 14.3 years. The median number of
pregnancies in these patients was 2 (interquartile range 1-4). Regarding the number
of sexual partners, 38 women (66.6%) had less than 3 partners and 19 (33.3%) had
four or more sexual partners. In the analysis of smoking, 46 (80.7%) were non-
smokers and 11 (19.3%) smokers. Of the 46 non-smokers, 5 (10.9%) were positive
for HPV. None of the 11 smokers had a positive test for HPV. There was no
statistically significant difference (P = 0.571) (Table 1).

The HPV prevalence in the sample was 8.7% (n = 5). In the control group
(NILM), none of the patients had a positive test for HPV. In LSIL group, 18.8% (n= 3)
had HPV detected in the sample and, in HSIL group, 11.1% (n = 2). Of 38 women
with less than 4 partners, 10.5% (n = 4) had a positive HPV test. Only 1(5.3%) out of
19 patients with 4 or more partners had a positive test. There was no statistical

difference.

In enzyme 5'-NT performed by flow cytometry, the median positivity was

1.28% (interquartile range: 0.31 to 3.61). In the control group, the median was 3.36%
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(interquartile range: 0:35 to 7:34). In LSIL group the median was 0.65 (interquartile
range: 0:27 to 2:32) and 1.75 (interquartile range: 0.24 to 2.77) in HSIL group (Table
2). When we compared the enzyme distribution between the groups with and without

lesions, we found no statistically significant difference (P = 0.182) (Figure 1).

Then we assessed the enzyme expression compared to HPV positive. The
median expression of E-5'-NT in patients without HPV was 1.41 (interquartile range:
0.32 to 3.71). Of the patients with HPV positive, the median was 0.96 (interquartile
range: 0.19 to 12.1). Also, there was no statistically significant difference between
groups (P = 0.534) (Figure 2)

DISCUSSION

The enzyme E-5-NT has been widely studied due to its importance in the
metabolism of extracellular ATP, in which the final product adenosine has great
relevance for their immunosuppressive properties (Cappellari, Rockenbach et al.
2012). Recent studies have reported that an increased expression of E-5-NT is
related to several types of cancer. Maldonado et al. evaluated potential interference
of E-5'-NT activity and adenosine in cervical lesions and observed no relationship
between them. In our study, we found that the E-5'-NT is decreased in HSIL group
compared to the control group (NILM), although not statistically significant, which

confirms the findings of the study by Maldonado et al.

Several studies have demonstrated the relationship between E-5-NT with
various types of cancer. A study that evaluated two patient groups with colorectal
cancer (n = 358) found evidence that a high expression of E-5'-NT is a strong and
independent predictor of decreased survival (Wu, He et al. 2012). According to these
results, the analysis of E-5’-NT expression by immunohistochemistry in tumor has
been suggested as a diagnostic marker to identify additional patients with high risk of
tumor progression. In glioblastoma cells, characterized by being extremely resistant
to anticancer drugs by the presence of MRP1 protein, an enzyme blocking due to
treatment with adenosine 5'-alpha beta-methylenediphosphate inhibited the
expression of MRP1, which made vincristine-sensitive cells (Quezada 2012).

Furthermore, evaluation of the role of E-5'-NT in the generation of extracellular
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adenosine in cell lines of breast cancer indicated that overexpression of this enzyme
may facilitate adhesion, migration and invasion of breast cancer cells through its
enzymatic activity, which indicates a possible molecular mechanism of metastasis in

this tumor type (Supernat, Markiewicz et al. 2012).

HPV plays a central role in the etiology of virtually all cases of cervical cancer
with an estimated prevalence of 15.6% in the Americas (Hoory, Monie et al. 2008;
Wentzensen and Schiffman 2010). Our data show that 8.5% of women had HPV
detected in samples of cervical cells and we did not hold distinction between the
types of high or low risk HPV. According to the literature, the prevalence of HPV
infection in women varies depending on the evaluated population and mainly on the
method used to detection of viruses. In a meta-analysis that included nine studies in
India, the prevalence of HPV in women with normal cervical smear was 12% and
97.6% in women with CC (Rapose 2009). Another large cohort study conducted in a
population-based in Colombia revealed a prevalence of HPV infection by 15%
(Molano, Van den Brule et al. 2003).

Besides the expression of E-5-NT in different degrees of cervical
intraepithelial lesion, we also evaluated, in our study, the factor "presence of HPV" in
relation to the enzyme expression, but we did not find statistically significant results in
any of the assessments. However, in our sample population there were not patients
with CC in force, and so we were unable to fully assess the relationship between E-
5'-NT with oncogenic potential triggered during infection by the HPV virus in cervical
epithelial cells. There are few studies investigating the relationship between HPV and
E-enzyme 5'-NT and its involvement in carcinogenesis of CC so far. We believe this
is the first study correlating the expression of the enzyme in the presence or absence
of HPV virus.

Although there is no difference among groups, there is a decrease in enzyme
expression in groups with lesion. Perhaps the fact that HPV life cycle is a non-Iytic
cycle, (in which virions generated in productive infection are released into the
environment extracellular while the epithelial cells slough off), danger signals such as
ATP, are not released in the infected tissue as described by Consolaro et al.
contributing so that to haven’t an enzyme increase in extracellular medium. Thus, the

data lack of correlation between HPV and E-5'-NT could be explained.
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These data should be interpreted with caution because the sample size is not
yet complete, especially in patients with high-grade lesion. Considering that in the
present study we found no significant differences in expression of E-5-NT among
patients without cervical lesion compared to the stages of LSIL, HSIL, and no
association between the expression of the enzyme and the presence of HPV DNA,
further studies with a larger sample population, including cases of invasive cervical

carcinoma, are needed to elucidate these relationships.



50

REFERENCES

(2012). Departamento de Informatica do Sistema Unico de Satde - Ministério

da Saude.

(2012). Instituto Nacional do Cancer - INCA: www.inca.gov.br.

Aliagas, E. (2012). "Ecto-nucleotidases distribution in human cyclic and

postmenopausic endometrium.” Springer Science.

Ancuta, E., C. Ancuta, et al. (2009). "Tumor biomarkers in cervical cancer:
focus on Ki-67 proliferation factor and E-cadherin expression.” Rom J Morphol
Embryol 50(3): 413-418.

Balasubramanian, A., J. Hughes, et al. (2009). "Evaluation of an ELISA for
pl6INK4a as a screening test for cervical cancer." Cancer Epidemiol Biomarkers
Prev 18(11): 3008-3017.

Beavis, P. A., J. Stagg, et al. (2012). "CD73: a potent suppressor of antitumor

immune responses.” Trends Immunol 33(5): 231-237.

Boicea, A., A. Patrascu, et al. (2012). "Correlations between colposcopy and
histologic results from colposcopically directed biopsy in cervical precancerous
lesions.” Rom J Morphol Embryol 53(3 Suppl): 735-741.

Boulet, G. A., I. H. Benoy, et al. (2009). "Human papillomavirus 16 load and
E2/E6 ratio in HPV16-positive women: biomarkers for cervical intraepithelial
neoplasia >or=2 in a liquid-based cytology setting?" Cancer Epidemiol Biomarkers
Prev 18(11): 2992-2999.

Breuer, E. K. and M. M. Murph (2011). "The Role of Proteomics in the
Diagnosis and Treatment of Women's Cancers: Current Trends in Technology and

Future Opportunities.” Int J Proteomics 2011.

Buhmeida, A. and P. Z. Ali (2011). "Biomarkers in cancer: is 'omices' the way

to go." Libyan J Med 6.


http://www.inca.gov.br/

51

Burd, E. M. (2003). "Human papillomavirus and cervical cancer." Clin Microbiol
Rev 16(1): 1-17.

Burnstock, G. and A. Verkhratsky (2009). "Evolutionary origins of the
purinergic signalling system." Acta Physiol (Oxf) 195(4): 415-447.

Cappellari, A. R., G. J. Vasques, et al. (2012). "Involvement of ecto-5'-
nucleotidase/CD73 in U138MG glioma cell adhesion." Mol Cell Biochem 359(1-2):
315-322.

Cerigo, H., M. E. Macdonald, et al. (2011). "Inuit women's attitudes and
experiences towards cervical cancer and prevention strategies in Nunavik, Quebec."

Int J Circumpolar Health: O.

Cho, S. Y., J. Polster, et al. (2006). "In vitro evaluation of adenosine 5'-
monophosphate as an imaging agent of tumor metabolism." J Nucl Med 47(5): 837-
845.

Consolaro, M. E. and S. S. Maria-Engler (2012). Citologia Clinica Cérvico-

Vaginal Texto e Atlas. Sdo Paulo, Roca.

Consolaro, M. E. L. (2012). Citologia Clinica Cérvico-Vaginal Texto e Atlas.

Séo Paulo, Grupo Editorial Nacional.

Dalstein, V., S. Merlin, et al. (2009). "Analytical evaluation of the PapilloCheck
test, a new commercial DNA chip for detection and genotyping of human
papillomavirus." J Virol Methods 156(1-2): 77-83.

Dehn, D., K. C. Torkko, et al. (2007). "Human papillomavirus testing and
molecular markers of cervical dysplasia and carcinoma.” Cancer 111(1): 1-14.

Di Virgilio, F., S. Ceruti, et al. (2009). "Purinergic signalling in inflammation of

the central nervous system." Trends Neurosci 32(2): 79-87.

Erlich, H. A. (1989). "Polymerase chain reaction.” J Clin Immunol 9(6): 437-
447.




52

Flanagan, S. M., S. Wilson, et al. (2011). "Adverse outcomes after

colposcopy.” BMC Womens Health 11: 2.

Gok, M., L. Rozendaal, et al. (2011). "Cytology history preceding cervical

cancer diagnosis: a regional analysis of 286 cases." Br J Cancer 104(4): 685-692.

Gorini, S., L. Gatta, et al. (2013). "Regulation of innate immunity by
extracellular nucleotides." Am J Blood Res 3(1): 14-28.

Greig, A. V., C. Linge, et al. (2008). "Purinergic receptors are part of a
signalling system for proliferation and differentiation in distinct cell lineages in human

anagen hair follicles." Purinergic Signal 4(4): 331-338.

Hoory, T., A. Monie, et al. (2008). "Molecular epidemiology of human
papillomavirus." J Formos Med Assoc 107(3): 198-217.

Insinga, R. P., E. J. Dasbach, et al. (2007). "Progression and regression of
incident cervical HPV 6, 11, 16 and 18 infections in young women." Infect Agent
Cancer 2: 15.

Jin, D., J. Fan, et al. (2010). "CD73 on tumor cells impairs antitumor T-cell
responses: a novel mechanism of tumor-induced immune suppression.” Cancer Res
70(6): 2245-2255.

Keam, S. J. and D. M. Harper (2008). "Human papillomavirus types 16 and 18
vaccine (recombinant, AS04 adjuvanted, adsorbed) [Cervarix]." Drugs 68(3): 359-
372.

Keam, S. J. and D. M. Harper (2008). "Human papillomavirus types 16 and 18
vaccine (recombinant, ASO04 adjuvanted, adsorbed) [Cervarix]: profile report."
BioDrugs 22(3): 205-208.

Kruger, K. H., L. F. Thompson, et al. (1991). "Expression of ecto-5'-
nucleotidase (CD73) in normal mammary gland and in breast carcinoma." Br J
Cancer 63(1): 114-118.



53

Lee, S. H., V. S. Vigliotti, et al. (2007). "Routine human papillomavirus
genotyping by DNA sequencing in community hospital laboratories.” Infect Agent

Cancer 2: 11.

Loomis, D. M., P. A. Pastore, et al. (2009). "Cervical cytology in vulnerable
pregnant women." J Am Acad Nurse Pract 21(5): 287-294.

Maldonado, P. A., V. C. Pimentel, et al. (2012). "Role of the purinergic system
in patients with cervical intraepithelial neoplasia and uterine cancer." Biomed
Pharmacother 66(1): 6-11.

Malinowski, D. P. (2005). "Molecular diagnostic assays for cervical neoplasia:
emerging markers for the detection of high-grade cervical disease." Biotechniques
Suppl: 17-23.

Malinowski, D. P. (2007). "Multiple biomarkers in molecular oncology. I.
Molecular diagnostics applications in cervical cancer detection." Expert Rev Mol
Diagn 7(2): 117-131.

Mayrand, M. H., E. Duarte-Franco, et al. (2007). "Human papillomavirus DNA
versus Papanicolaou screening tests for cervical cancer." N Engl J Med 357(16):
1579-1588.

Munoz, N., F. X. Bosch, et al. (2003). "Epidemiologic classification of human

papillomavirus types associated with cervical cancer." N Engl J Med 348(6): 518-527.

Munoz, N., X. Castellsague, et al. (2006). "Chapter 1: HPV in the etiology of
human cancer."” Vaccine 24 Suppl 3: S3/1-10.

Nath, A. K. and D. M. Thappa (2009). "Vaccines for human papillomavirus
infection: a critical analysis." Indian J Dermatol Venereol Leprol 75(3): 245-253; quiz
254,

Ojaimi, S., J. P. Buttery, et al. (2009). "Quadrivalent Human Papillomavirus

recombinant vaccine associated lipoatrophy."” Vaccine 27(36): 4876-4878.

Pias, A. d. A. V., Vera Regina Andrade. (2009). "Avaliacdo dos exames
citologicos de papanicolaou com células epiteliais atipicas e respectivos exames



54

colposcopicos com relacdo aos exames histopatolégicos.” Rev. bras. anal. clin 41(2):
155-160.

Quezada, C. (2012). "5’-ectonucleotidase mediates multiple-drug resistance in

glioblastoma multiforme cells.” Journal of Cellular Physiology.

Rapose, A. (2009). "Human papillomavirus and genital cancer." Indian J
Dermatol Venereol Leprol 75(3): 236-243; quiz 243-234.

Rosa, M. (2007). Papilomavirus Humano e lesbes do colo uterino. Porto
Alegre, Universidade Federal do Rio Grande do Sul; 2007.

Schiffman, M., N. Wentzensen, et al. (2011). "Human papillomavirus testing in

the prevention of cervical cancer.” J Natl Cancer Inst 103(5): 368-383.

Siddiqui, M. T., C. Cohen, et al. (2008). "Detecting high-grade cervical disease
on ASC-H cytology: role of BD ProEx C and Digene Hybrid Capture Il HPV DNA
testing." Am J Clin Pathol 130(5): 765-770.

Sowa, N. A., B. Taylor-Blake, et al. (2010). "Ecto-5'-nuclecotidase (CD73)
inhibits nociception by hydrolyzing AMP to adenosine in nociceptive circuits." J
Neurosci 30(6): 2235-2244.

Stagg, J., P. A. Beauvis, et al. (2012). "CD73-deficient mice are resistant to
carcinogenesis." Cancer Res 72(9): 2190-2196.

Stagg, J., U. Divisekera, et al. (2011). "CD73-deficient mice have increased
antitumor immunity and are resistant to experimental metastasis." Cancer Res 71(8):
2892-2900.

Stella, J., L. Bavaresco, et al. (2010). "Differential ectonucleotidase expression

in human bladder cancer cell lines." Urol Oncol 28(3): 260-267.

Stevens, M. P., S. M. Garland, et al. (2007). "Comparison of the Digene Hybrid
Capture 2 assay and Roche AMPLICOR and LINEAR ARRAY human papillomavirus
(HPV) tests in detecting high-risk HPV genotypes in specimens from women with

previous abnormal Pap smear results.” J Clin Microbiol 45(7): 2130-2137.




55

Supernat, A., A. Markiewicz, et al. (2012). "CD73 expression as a potential
marker of good prognosis in breast carcinoma.” Appl Immunohistochem Mol Morphol
20(2): 103-107.

Swancutt, D. R., S. M. Greenfield, et al. (2008). "Women's colposcopy

experience and preferences: a mixed methods study.”" BMC Womens Health 8: 2.

Thompson, L. F., H. K. Eltzschig, et al. (2004). "Crucial role for ecto-5'-
nucleotidase (CD73) in vascular leakage during hypoxia." J Exp Med 200(11): 1395-
1405.

Wang, K. L. (2007). "Human papillomavirus and vaccination in cervical
cancer." Taiwan J Obstet Gynecol 46(4): 352-362.

Wu, X. R., X. S. He, et al. (2012). "High expression of CD73 as a poor
prognostic biomarker in human colorectal cancer." J Surg Oncol 106(2): 130-137.

Yegutkin, G. G. (2008). "Nucleotide- and nucleoside-converting ectoenzymes:
Important modulators of purinergic signalling cascade."” Biochim Biophys Acta
1783(5): 673-694.

Yegutkin, G. G., F. Marttila-Ichihara, et al. (2011). "Altered purinergic signaling
in CD73-deficient mice inhibits tumor progression.” Eur J Immunol 41(5): 1231-1241.

Zhang, B. (2010). "CD73: a novel target for cancer immunotherapy.” Cancer
Res 70(16): 6407-6411.

Zhang, B. (2012). "CD73 promotes tumor growth and metastasis."
Oncoimmunology 1(1): 67-70.




56

TABLES

Table 1: Age, parity, smoking, sexual partners and first sexual intercourse data in

relation to squamous intraepithelial lesions.

Age Parity Smoking Partners
Groups (years) (median) (%) (0-3)
455 +-13.1
NILM (n=23) years 2 17.4% (n=4) 73.9%
40.4 +- 13.7
LSIL (n=16) years 2 6.2% (n=1) 81.2%
359=-144
HSIL (n=18) years 5 33,3% (n=6) 44,40%

Legend: NILM: negative to intraepithelial squamous lesion or carcinoma; LSIL: low grade

intraepithelial squamous lesion; HSIL: high grade intraepithelial squamous lesion.

Table 2: E-5'-NT median in different groups of cervical lesions

NILM LSIL HSIL

Groups n=23 n=16 n=18

Median 3,36 0,65 1,75
P25 - P75 0,35-7,34 0,27 - 2,32 0,24 - 2,77

Legend: NILM: negative to intraepithelial squamous lesion or carcinoma; LSIL: low grade
intraepithelial squamous lesion; HSIL: high grade intraepithelial squamous lesion; P25: 25th

percentile; P75: 75" percentile.
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FIGURES:

Figure 1. Expression of E-5-NT by flow cytometry in different groups (P value=
0,182)
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Legend: LSIL: low grade intraepithelial squamous lesion; HSIL: high grade intraepithelial squamous

lesion; CP: Pap smear and CD73 CF: ecto-5’-nucleotidase enzyme.
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Figure 2: Expression of E-5'-NT by flow cytometry and its relationship with

HPV (Pvalue = 0,534)
100,00 *
80,00
60,00~
(1
[3)
™
N~
3]
40,00 *
*
20,00
*
o)
g4 é SS S
T T
Negativo Positivo

Legend: CD73 CF

HPV

: ecto-5’-nucleotidase enzyme; HPV: papilloma virus human.
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CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

O cancer de colo uterino invasor e todas as suas lesdes precursoras tém
papel significativo na saude da mulher devido a sua alta prevaléncia na populacéo.
Sao estimados anualmente ao redor de 500.000 novos casos com mais de 200.000
mortes. O HPV tem sido encontrado em praticamente todos os casos desse tipo de
CC sendo um fator necessario para o desenvolvimento das lesdes pré-cancerosas e
posterior progressdo ao cancer. Diversas moléculas tém sido estudadas com o
intuito de desenvolver biomarcadores de prognéstico e valor preditivo em processos
neoplasicos. A enzima ecto-5-nucleotidase vem sendo estudada como biomarcador
em diversas neoplasias, e ja tem sido relacionada a varios tipos de tumor, como
neoplasia de mama, glioma, gliobastoma, céancer de bexiga, entre outros.
Observamos que a expressdo desta enzima entre pacientes com lesdes
intraepiteliais escamosas de baixo e alto grau, quando comparadas com o grupo
sem lesdes, ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa. Do mesmo
modo, quando comparamos essa enzima com a presenca de HPV na amostra,
também nao observamos diferencas significativas entre os grupos.

Devido a importancia dos achados atuais relacionando a E-5-NT com
progressdo tumoral, metdstases e mecanismos de escape do tumor, maiores
estudos, com uma maior populacdo amostral, incluindo casos de carcinoma cervical

invasor, sdo necessarios para avaliar e elucidar estas relacdes.



