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RESUMO

O papilomavirus humano (HPV) é o principal agente etiolégico de lesdes
malignas, a exemplo do cancer cervical e de suas lesdes precursoras, as Neoplasias
Intraepiteliais Cervicais (NICs). Investigamos se os polimorfismos de base unica (SNPs)
no gene da Beta-Defensina Humana 1 (DEFB1) poderiam estar associados a
susceptibilidade a infeccédo e a progressao da lesao cervical provocadas por HPV de alto
risco. Polimorfismos neste gene tém sido alvo de diversos estudos e revelaram ser de
suma importancia na susceptibilidade a diversas infeccdes. Neste estudo, os SNPs
-52G/A, -44C/G e -20 G/A na regiao 5' UTR do gene DEFB1 foram analisados através de
sequenciamento, em um grupo de 160 pacientes do sexo feminino HPV positivas e 71
individuos sadios. As analises estatisticas foram feitas utilizando o Teste exato de Fisher e
o Teste do Qui-quadrado. Os resultados indicam que o alelo -44G e o haplétipo ACA
podem estar relacionados com a susceptibilidade a infecgao pelo HPV de alto risco. Os
resultados ndo apontam diferencas significativas nas frequéncias alélicas e genotipicas
dos outros polimorfismos entre pacientes infectados com HPV de alto risco e individuos
sadios. Também n&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas nas
frequéncias alélicas e genotipicas nos pacientes HPV positivos quanto ao grau de lesao

cervical.

Palavras-chave: HPV, Beta-Defensina, Polimorfismos, Imunidade Inata



ABSTRACT

Human papillomavirus (HPV) is the main etiological agent for development of
cervical cancer and its precursor lesions, the cervical intraepithelial neoplasia (CINs). We
investigated whether single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in the human Beta-Defensin
1 gene (DEFB1) could be associated with susceptibility to infection and progression of
cervical lesions caused by high-risk HPV. Polymorphisms in this gene have been the
subject of several studies and proved to be extremely important in susceptibility to various
infections. In this study, SNPs -52 G/A, -44 C/G and -20 G/A in the 5 'UTR of DEFB1 were
analyzed by direct sequencing in a group of 160 HPV-positive female patients and 71
healthy individuals. Statistical analysis was performed using Fisher's exact Test and Chi-
square. The results indicate that the -44G allele and haplotype ACA may be associated
with susceptibility to infection caused by high-risk HPV. The results show no significant
differences in allelic and genotypic frequencies of the other polymorphisms in patients
infected with high-risk HPV and healthy individuals. We also found no statistically
significant differences in allelic and genotypic frequencies in HPV-positive patients related

to the progression of cervical lesion.

Key words: HPV, Beta-Defensin, Polimorphisms, Innate Immunity
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1. INTRODUGAO

Apesar de existirem estratégias eficazes para a preveng¢do do cancer de colo do
utero, esta doenga continua sendo um grave problema de saude em todo o mundo. Com
aproximadamente 500 mil casos novos por ano em todo o mundo e 230 mil Obitos, o
cancer cervical € o segundo mais comum entre as mulheres, ficando atras apenas do de
mama. Para o ano de 2011, a estimativa do niumero de novos casos de cancer do colo do
utero para o Brasil foi de 17.540, com risco estimado de 19 casos a cada 100 mil
mulheres (INCA, 2011).

A infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) é bastante comum em mulheres e é
considerado o fator de risco mais importante na etiopatogénese do cancer cervical e de
suas lesdes precursoras, as Neoplasias Intraepiteliais Cervicais (NICs). O carcinoma
cervical esta caracterizado por uma fase pré-maligna bem definida, em que o diagnéstico
pode ser através dos exames citoldgico, colposcépico ou histopatologico do material
cervical (INCA, 2011). As modificacdes epiteliais cervicais nas NICs representam um
espectro de anormalidades histoldgicas, variando de NIC | a Ill (carcinoma in situ),
carcinoma escamoso, adenocarcinoma in situ e adenocarcinoma (SELLORS &
SANKARANARAYANAN, 2004).

Entretanto, a infeccdo pelo HPV nao é suficiente para produzir a transformacgao
neoplasica, cofatores sao necessarios para a expressao total da oncogenicidade.
Diversas pesquisas sustentam a existéncia de uma associagao entre a oncogénese e
evolugdo neoplasica causada pelo Papilomavirus Humano ao sistema imunoldgico.
Porém, ainda €& necessario elucidar como e quais 0S mecanismos precisos que
desencadeiam uma resposta imune eficiente contra as lesdes relacionadas ao HPV. Tais
mecanismos podem estar relacionados a ativacdo do sistema imunologico e/ou a
composicdo genética do individuo (PINTO, TULIO & CRUZ, 2002).

Em individuos imunocompetentes, foi observado que o periodo de evolucio entre
uma lesdo pré-invasiva e o0 cancer € maior, quando comparado a individuos
imunossuprimidos (NICOLAU, 2000), e que a maioria das mulheres imunocompetentes

consegue desenvolver uma resposta imune efetiva que evita o desenvolvimento do
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carcinoma cervical (PEREYRA, GUERRA & VILLA, 2004).

Ha evidéncias de que a imunidade local é mais importante e eficiente que a
sistémica para controlar a infeccao pelo HPV e o desenvolvimento das NICs, pois
pacientes com deficiéncia de imunidade celular apresentam uma maior sensibilidade para
o desenvolvimento de lesdes cervicais (PETRY et al., 1994; ELLERBROCK et al., 2000).

Acredita-se que mutagdes no gene DEFB1, codificante da Beta-Defensina 1 (hBD-
1) que é um peptideo antimicrobiano componente importante da imunidade inata, possam
ser em parte responsaveis pelas diferentes respostas imunoldgicas dos individuos e
assim possam melhor explicar a susceptibilidade a infec¢cao de alto risco. O presente
estudo avaliou a associagao de SNPs da regido 5' UTR do gene DEFB1 na populagéo da
regido metropolitana de Jodo Pessoa-PB, como marcador genético de susceptibilidade a

infeccao pelo HPV de alto risco.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

2.1.1 HISTORICO

O virologista alemao Harald zur Hausen ofereceu uma contribuicdo macica para o
desenvolvimento das pesquisas focando a historia da infecgao pelo HPV. Este, junto com
outros pesquisadores, comegou a sugerir e analisar o possivel papel do HPV no céancer
cervical entre os anos 1974 e 1976 (zur HAUSEN, 2002; BURD, 2003). De fato os
primeiros tipos virais foram apenas isolados e posteriormente clonados diretamente de
bidpsias de cérvice no inicio da década de 80, para o HPV-16 e HPV-18 (zur HAUSEN,
2002) (Tabela 1).

Tabela 1: Cronologia dos principais eventos envolvidos no estudo do HPV e Cancer Cervical

Ano Descobertas, eventos ou fatos principais

1974-76  Inicio do postulado entre a infeccio do HPV e o cancer cervieal.

1977 Isolamento do HPV em verrugas genitais e papiloma laringeal

1981 zur Hausen detecta DNA de HPV em neoplasias cervieais

1083 Isolamento e clonagem de HPV-16 de biopsia de cervix

1984 Isolamento e clonagem de HPV-18 de biopsia de cervix

1985 Estrutura e transerigdo do HPV em células com carcinomas

1987 Primeiros grandes estudos epidemioldgicos =2 Relacio entre a infeccdo ¢ a idade
1989 Proposicdo do modelo das oncoproteinas E6/E7 na transformacio celular

1991 TARCT e WHO' declaram oficialmente a associacdo entre o HPV e cancer cervical

T Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC, do inglés “International Agency for Research on
Cancer™);
I Orgamizacio Mundial da Sande (WHO, do inglés “World Health Organization™).
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Até o presente momento, mais de 100 tipos ou subtipos de HPV tém sido isolados dos
epitélios anal e genital. Os tipos mais frequentes de HPV oncogénicos, em pacientes com
cancer cervical, sdo: 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58 e 35 (DERCHAIN et al. 2005).

As discussdes e pesquisas nos anos subsequentes até a atualidade resultaram no
maior esclarecimento sobre as atividades dos oncogenes virais, bem como no
conhecimento da historia natural da infeccdo do HPV, permitindo a proposicdo de
modelos da resposta imunolégica ao HPV (zur HAUSEN, 2002; STANLEY, 2005). A tabela
1 mostra a cronologia dos principais fatos e eventos desde o isolamento do HPV até a

comprovagao do mesmo como causa de cancer cervical.

O papilomavirus humano (HPV do inglés “Human Papillomavirus®) é o agente
etiolégico mais importante envolvido no desenvolvimento do cancer cervical (BRENNA et
al., 2003). Embora ja se conheca a associacdo do HPV com as lesdes precursoras do
cancer cervical, a infecgao pelo HPV foi inicialmente reconhecida como a causadora de
verrugas cutaneas (BURD, 2003). Atualmente o HPV esta associado a uma variedade de
condigbes clinicas que acometem tanto a mulher quanto o homem, promovendo desde

lesdes que regridem espontaneamente ao cancer (BURD, 2003) (Tabela 2).



Tabela 2: Doencas e lesdes ocasionadas pelo HPV e o tipo de HPV mais comum em cada caso.

16

Doengas Tipo de HPV
Verruga Plantar 1.2.4.63
2

Verruga Comum
Verruga Flat
Outras lesdes cutaneas’

Epidermodisplasia verruciformis

Papilomatoses respiratdrias recorrentes
Hiperplasia epitelial focal de Heck
Conjunctival papilomas/carcinomas
Condiloma acuminata (verruga genital)
Neoplasia intracpitelial cervical
Inespecifica
Baixo risco

Alto risco

Carcinoma cervical

.1.7.4,26,27,29,41,57. 65,77, 1. 3. 4. 10. 28

3,10, 26. 27, 28, 38, 41. 49. 75. 76

6. 11, 16. 30, 33, 36. 37, 38. 41, 48, 60. 72. 73

[ ]

.3.10.5.8.9.12. 14, 15, 17. 19, 20, 21, 22, 23, 24,

25,36.37. 38.47. 50

13,32

6.11, 16

6.11,30.42,43.45,51.54.55.70

30, 34, 39, 40. 53, 57. 59, 61. 6. 64, 66, 67. 68, 69

6,11, 16,18, 31,33, 35,42, 43,44, 45,51, 52, 74

16.18, 6. 11, 31. 34, 33, 35, 39. 42, 44, 45, 51. 52, 56.

58, 66

16. 18, 31, 45, 33. 35, 39. 51, 52. 56. 58, 66, 68, 70

1 Traduzido de Burd. 2003;

Tpor exemplo: cistos epidermoides, carcinoma laringeal.
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2.1.2 HPV NO BRASIL E NO MUNDO

Infecgbes persistentes do HPV causam praticamente todos os mais de 500.000
casos de cancer cervical invasivo por ano no mundo (BOSCH et al, 2002). Em 2008 foram
relatadas 250.000 mortes por cancer cervical, tornando-se esta a terceira principal causa
de morte por cancer em mulheres (FERLAY et al, 2010).

Em 2009, a taxa anual de casos de cancer invasivo do colo do utero nos Estados
Unidos caiu para cerca de 11.000 casos por ano, com 4.000 mortes (JEMAL et al, 2009).
No entanto, bilhées de ddlares s&o gastos por ano em 75 milhdes de consultas de triagem
e consequente visitas de diagndstico e tratamento para lidar com seus precursores, € as
varias pequenas anormalidades citoldégicas que s&o extremamente improvaveis de se
tornarem cancerosas (SOLOMON et al, 2007; SARAIYA, 2010).

No Brasil, estimam-se 20 mil casos novos de cancer de colo de utero ao ano, uma
incidéncia estimada em 20/100 mil (a). Atualmente, o céncer do colo uterino é
considerado o terceiro mais comum na populacédo feminina, sendo superado pelo cancer
de pele ndo-melanoma e pelo cancer de mama. Representa a terceira causa de ébito por
cancer entre mulheres, com uma taxa de mortalidade de aproximadamente 4,61 por 100
mil mulheres, no ano de 2002, sendo o pico de incidéncia por idade entre 40 e 60 anos.
As estimativas do Instituto Nacional de Cancer (INCA) apontaram 18.430 novos casos de
cancer do colo do utero no Brasil para o ano de 2010, sendo 1.820 novos casos somente
na Regido Norte (INCA, 2011).

2.1.3 ESTRUTURA E INFECGAO POR HPV

Os HPVs, pertencentes a familia Papillomaviridae, s&do pequenos virus nao-
envelopados de 55 nm de didmetro que apresentam grande resisténcia ao calor e a
dessecacédo (BURD, 2003; ZHENG et al., 2006). O virion maduro € formado por um
capsideo icosaédrico protéico (Figura 1) constituido por no minimo duas proteinas
estruturais virais, L1 e L2. A proteina L1 perfaz 80% de toda a produgao protéica viral e ao
organizar-se em pentameros forma a unidade central do capsideo, os capsémeros. Ao
todo, 72 capsébmeros formam o capsideo viral, dando ao virus a aparéncia de uma “bola
de golfe” (zur HAUSEN, 2002; BRENNA et al, 2003; BURD, 2003). Por definicdo um novo
tipo de HPV ¢ identificado quando apresenta mais de 10% de variagdo na sequéncia de
DNA da regiao codificante da proteina estrutural L1 (GOSTOUT et al., 1999). O capsideo
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icosaédrico protéico protege o genoma circular de DNA dupla fita do HPV que possui
aproximadamente 7,9 kb (BRENNA et al, 2003; BURD, 2003; ZHENG et al., 2006)

Figura 1 — Imagem computadorizada de um modelo do capsideo icosaédrico de HPV.

Fonte: http://web.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/emimages.html

Ao longo do genoma viral existem 8 ORFs (do inglés “Open Reading Frames”
traduzido como Fase de Leitura Aberta), ou seja, 8 sequéncias de DNA que codificam
proteinas, e uma longa regido controladora (LCR3) da expressao dos genes virais e da
duplicagao genémica. Basicamente, o genoma pode ser funcionalmente dividido em trés
regides distintas: (1) genes tardios (do inglés “Late gene”, L1-L2) que s&0 expressos
secundariamente apos a infecgdo, cujas proteinas sdo responsaveis pela formagéo do
capsideo; (2) Genes precoces (do inglés “Early gene”, E1-E7) que sdo caracterizados
pela expressao inicial durante o ciclo de vida do virus e controlam a transcricdo e
replicacao viral, atuando na transformacao celular (Tabela 3), (3) e por uma LCR, que
apresenta varios sitios de ligagdo a repressores e ativadores da transcrigdo estando
também envolvida nos processos de replicagdo (Figura 2) (RODEN et al., 2004,
MONTOYAMA et al., 2004).
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Tabela 3: Principais atividades e fungdes das proteinas do HPV.

Proteina Fungio/Atividade

Atua na replicacdo do DNA extracromossomal: atividade DNA helicase: atividade

El
ATPase.
Regulacdo da replicagdo do DNA extracromossomal ¢ da transcricdo: controle da
E2
transericdo dos “early genes™.
E4 Ainda nio totalmente elucidada. Parece atuar no processo de maturagio viral
ES Papel transformante.
E6 Papel transformante e imortalizante: mativacdo da p53.
E7 Papel transformante ¢ imortalizante: inducdo da sintese de DNA: inativagdo da pRB.
Ll Capsideo protéico maior
L2 Capsideo protéico menor

Tadaptado de Greenblatt, 2005; Kim &f al.. 2006.

L2

L1

Figura 2. Apresentagcdo esquematica do genoma do HPV mostrando a disposicdo dos genes
precoces (E ou nao-estruturais), os genes do capsideo (L1 e L2) e a regidao reguladora upstream
(URR).

Fonte: MUNOZ et al., 2006
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Apesar da infeccado pelo HPV de alto risco ser um evento inicial na formagédo do
carcinoma cervical, este fator ndo representa inevitavelmente o desenvolvimento de um
cancer com semelhante infec¢cdo (LAU et al., 2005). Estudos mostram que existem outros
fatores de riscos envolvidos e podem ser divididos em: (1) fatores de risco a infecgéo pelo
HPV e (2) fatores de risco a progressao ao cancer (Tabela 4) (FERENCZY et al., 2002;
zur HAUSEN, 2002; BURD, 2003). Dentre os fatores de risco a progressdo ao cancer,
também chamados de co-fatores, estdo os fatores hormonais, o habito de fumar (tabaco),
elevado numero de partos, métodos contraceptivos orais a base de esterdides (como a
progesterona), infeccdo por Chlamydia thrachomatis, imunossupressao, carga viral e
variantes dos gendétipos dos HPVs. Existem ainda outros co-fatores descritos relacionados
ao desenvolvimento do cancer, tais como o numero de parceiros sexuais e classe social
da mulher (FERENCZY et al., 2002; BURD, 2003; MONTOYAMA, et al., 2004).

Tabela 4: Fatores de risco envolvidos na progresséao ao cancer cervical e a infec¢ao pelo HPV.

Fatores de Risco

Progressdo ao cancer cervical Infeccdo ao HPV'

Fatores Hormonais Idade
Fumar Multiplos parceiros

Alta paricdo Inicio da atividade sexual precoce
Meétodos contraceptivos orais Imunossupressao

Co-infeccdes (Chlamydia thrachomatis) Co-infeccdes (esquistossomose)
Imunossupresséo Infecgdes multiplas de HPVs
Carga viral ¢ variantes do HPV Variantes do HPV

Varios parceiros Freqiiéncia de re-infeccgdo

Classe social

TPapilomavirus Humano.

Adaptado de Castellsagué et al., 2002
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No Brasil, o HPV-16 é o mais frequente em neoplasias de colo de utero, seguida
pelos tipos 33, 18 e 31. No Nordeste e Centro-Oeste, o HPV-33 e 31 sao os tipos que
apresentam maior incidéncia depois do HPV-16, enquanto que nas regides Norte,
Sudeste e Sul, o HPV-18 é o segundo mais frequente entre os casos de cancer de colo de
utero (CAVALCANTI et al., 1994; INCA, 2011; GONCALVES et al., 1999; NORONHA et
al., 1999; LORENZATO et al., 2000; RABELO-SANTOS et al., 2003).

A passagem do virus para um estado integrado, tornando a infecgdo persistente,
estd associada a progressao do cancer e tem sido extensivamente estudada a fim de
esclarecer o papel chave da integragdo na cascata patogénica do HPV relacionada com o
cancer cervical (TYRING, 2000; FERENCZY et al., 2002; GREENBLATT et al., 2005).

2.1.4 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Um dos métodos primordiais utilizados na citologia convencional para o diagndstico
do HPV foi introduzido pelo patologista George Papanicolaou em 1949 denominado de
“Papanicolaou-stained (Pap) smear”. O “Pap smear” baseia-se em mudangas nas células
da zona de transformacgao do cérvice ocasionadas pelo HPV (BURD, 2003). Apesar de ter
ajudado a diminuir a taxa incidéncia e a mortalidade por cancer cervical, o “Pap smear”
apresenta diversas limitagdes praticas, apresentando uma alta taxa de resultados falso-
negativos. Dessa forma, diversas adaptag¢des séo realizadas para minimizar esta taxa de
resultados negativos falsos. Uma delas € a chamada de citologia de monocamada, onde
0s especimes coletados sdo armazenados numa solugédo de preservagao, evitando que
as células sejam espalhadas diretamente na lamina do microscépio (BURD, 2003).

Varios trabalhos da literatura relatam que o diagndstico do HPV é dado pelo exame
clinico, como colposcopia, e biopsia que informam sobre as caracteristicas da lesao,
enquanto que os exames de biologia molecular permitem identificar os tipos de HPVs,
sendo estes considerados exames de maior sensibilidade e os mais usados na atualidade
nos principais centros de pesquisa (OLIVEIRA et al., 2003; BURD, 2003; CASTRO et al.,
2004). Os exames moleculares, como a reagao em cadeia da polimerase (PCR) e captura
hibrida, permitem a confirmagdo mais sensivel da presenga do HPV na lesdo, enquanto
que outros, como PCR-RFLP (“restriction fragment lenght polymorphism”), PCR alelo

especifica, PCR em tempo real e sequenciamento permitem a tipagem do HPV, definindo-
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os como de alto ou baixo risco ou ainda definindo o tipo do HPV (LORENZATO et al,
2000; DRAGANOQV et al, 2005). Ambos os tipos de exames, citolégico e molecular,

auxiliam na escolha do tratamento, aumentando assim sua eficacia.

2.2. NEOPLASIA INTRAEPITELIAL CERVICAL (NIC)

As neoplasias invasivas do colo uterino sdo em geral precedidas por uma longa
fase de doenga pré-invasiva. Pela analise microscépica, varios eventos celulares
caracterizam as progressao das neoplasias cervicais. Estes vao desde a atipia celular e a
graus variados de displasia antes de chegar ao carcinoma invasivo. Um bom
conhecimento da fisiopatologia e alteracbes morfocelulares das NICs pode auxiliar nos
diagndsticos colposcopicos, citologicos e anatomopatolégicos, além de facilitar
compreensao dos principios do tratamento dessas lesbes (SELLORS &
SANKARANARAYANAN, 2004).

Um sistema de nomenclatura em classes foi criado a partir de varios estudos de
acompanhamentos citologicos, colposcopicos e histoldgicos, de pacientes com lesdes
cervicais. Entretanto, este se tornou cada vez mais arbitrario, pois certos casos de
displasia regrediam, alguns persistiam e outros progrediam. Contudo, novos estudos
permitiram uma maior compreensao sobre o processo de evolucdo das lesdes, pois
conseguiram estabelecer uma correlagado direta entre o grau de comprometimento da
espessura do epitélio cervical com a progressao das lesbes. Com base nos dados
supracitados, Richart em 1986, sugeriu que o termo neoplasia intraepitelial cervical (NIC)
fosse utilizada para indicar uma variedade de atipia celular limitada a espessura do
epitélio. Com isso, a NIC foi dividida em graus I, Il e lll. A NIC | correspondia a0 mesmo
grau de comprometimento da displasia leve, a NIC Il ao da displasia moderada e a NIC Il
a displasia grave e carcinoma in situ (Figura 3) (MAGGI et al., 1989).

No ano de 1988, o National Cancer Institute dos Estados Unidos realizou um
simpdsio para tentar padronizar a nomenclatura para os diagndsticos de citopatologia
cervical (APGAR, 2003; SOLOMON, 1989; KURMAN et al., 1991). Apos trés anos, um
novo encontro foi realizado, e as sugestdes e as observagbes destes dois simposios
ficaram conhecidas como Terminologia do Sistema de Bethesda (TSB) (APGAR, 2003).
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Infecgao persistente

Invasio

=2

Figura 3 — Exames citoldgicos, histolégicos e fotografias mostrando o avango das lesdes
provocadas pelo HPV, resultando em cancer cervical.
Fonte: LOWY & HOWLEY, 2001.

A criagdo da Terminologia do Sistema de Bethesda foi baseada em dados
citolégicos, mas pode também ser utilizada para caracterizagdo de cortes histologicos,
pois passou-se a incluir também informagdes sobre o tipo de epitélio além do grau da
lesdo. Dessa forma, foi instituido o termo lesao intraepitelial escamosa (SIL), sendo esta
nomenclatura dividida em duas classes de acordo com o grau da les&o: lesbes de baixo
grau (LSIL, do inglés “Low-grade Squamous Intraepithelial Lesion”) e alto grau (HSIL, do
inglés “High-grade Squamous Intraepithelial Lesion”) (SOLOMON et al., 2002). A
classificagdo de LSIL inclui alteragbes mais leves (displasia leve/NIC | e alteragbes
celulares associadas ao HPV), enquanto que HSIL compreende lesbes mais avangadas
(displasia moderada/NIC II, displasia severa, carcinoma in situ/NIC Ill) (APGAR, 2003;
SOLOMON et al., 2002).
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2.3. MECANISMOS DA RESPOSTA IMUNE AO HPV

O Sistema Imunoldgico é responsavel pelo reconhecimento de substancias
estranhas ao organismo e sua eliminagdo, pela remocédo de células mortas e/ou
danificadas e pela destruicdo de células mutantes e cancerosas (LEHNER, 2003; SIERRA
et al., 2005; MAGNADOTTIR, 2006).

O sistema imune humano apresenta dois componentes principais envolvidos no
mecanismo de eliminagdo das particulas estranhas (ou antigenos), chamados de
imunidade inata e imunidade adquirida. Eles séo responsaveis por respostas diferentes, e
juntos completam um complexo sistema de interagdes e respostas com maior eficiéncia
na eliminagao dos antigenos.

A imunidade inata constitui a primeira linha de defesa do organismo, na interface
entre 0 meio externo e o organismo (em tecidos mais expostos como a pele e as
mucosas), sendo capaz de induzir tanto uma resposta rapida e inespecifica a infeccao
como a ativagdo da imunidade adaptativa. A atividade ampla e inespecifica contra
infecgbes por virus, fungos e bactérias € capaz de produzir as primeiras respostas a
infeccdo como a inflamagéo, quimiotaxia e a apresentacdo de antigenos ao sistema
imune especifico. O mecanismo inato € reproduzido principalmente pela atuacdo de
fagocitos (macrofagos, CD e mondcitos) e células citotoxicas como as NK (natural killers)
e linfocitos CD8+, através da modulacdo da resposta inata por moléculas extracelulares
(proteinas antimicrobianas, proteinas do complemento, proteinas C reativas), receptores
citoplasmaticos e de membrana, quimiocinas e citocinas.Os receptores das células do
sistema imune inato foram desenvolvidos durante o processo evolucionario (LEHNER,
2003; SIERRA et al., 2005; MAGNADOTTIR, 2006; MACHADO et al., 2004).

A imunidade adaptativa € representada por células de reconhecimento altamente
especializadas, pela presenca de receptores antigeno-especificos de membrana e pela
capacidade de reconhecimento e ativacdo mediada por anticorpos. A adaptabilidade a
enorme diversidade de antigenos se da por produgéo diversa de receptores e anticorpos
por diferentes estratégias (rearranjos génicos, co-dominancia, polialelia, dentre outras)
seguidas de selecao clonal (MACHADO et al., 2004).

O padrao de producdo in vivo de citocinas é fortemente correlacionado com a

progressao e/ou resolugdo de doengas infecciosas severas, incluindo as DST’s (Doencgas
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Sexualmente Transmissiveis). O perfil genético do hospedeiro é considerado um dos
principais fatores que regulam a diferenciacdo e polarizagdo para uma resposta imune
Th1 e Th2, estando relacionado com a duragao da infectividade da DST. A primeira linha
de defesa do hospedeiro é através da superficie das mucosas via sistema imune inato
(LEHNER, 2003).

O modelo basico da resposta imune celular contra o HPV envolve primariamente o
processamento e a apresentacdo dos antigenos virais pelas células de Langerhans. Na
superficie dessas APCs encontram-se um grupo particular de receptores, os receptores
padrées de reconhecimento (PRR, do inglés “pattern recognition receptors”), que
reconhecem os padrbes moleculares associados aos patdégenos (PAMP, do inglés
“‘pathogens-associated molecular pattern”) presentes na estrutura do HPV. Juntamente
com esse reconhecimento, entre PRR e PAMP, a ligagao de citocinas pré-inflamatérias as
CLs parece ser de fundamental importancia, pois ativa tanto o processamento do
antigeno como também a sua migracao para os linfonodos. Durante a migracao, as CLs
tornam-se maduras e altamente especializadas na apresentagdo de antigenos via MHC
classe |l e capazes de ativar as células T nos linfonodos fazendo com que eles, via
eferente, migrem para o sitio de infecgado, mais especificamente para os queratindcitos
infectados como células T efetoras (STANLEY, 2005).

O mecanismo de evasao viral envolve varios fatores. Primeiro, o ciclo natural de
infeccao do HPV ja é por si s6 um eficiente mecanismo de inibicdo da resposta imune, de
forma que a replicagéo viral, bem como sua liberagdo, ndo promovem a lise celular ou
provocam efeitos citopatolégicos (Figura 4). Em outras palavras, os queratindcitos morrem
devido as “causas naturais” e liberam pouco ou nenhum sinal de perigo, na forma de
citocinas, para o sistema imune. Em adi¢do, os queratindcitos sdo programados para
morrer e descamar em regides longes dos sitios de vigilancia imunoldgicas (STANLEY,
2005).A infeccao pelo HPV é exclusivamente intraepitelial. Teoricamente, o HPV so6 é
reconhecido pelas APCs profissionais do epitélio escamoso, as Células de Langerhans
(CLs), as quais sao consideradas células dendriticas intraepiteliais (POPPE et al, 1996;
DE VILLIERS et al., 2004). Segundo Stanley (2008), o capsideo viral € quem ativa as

CDs, mas ha indicios de que as CLs nao sao ativadas na presenca do capsideo do HPV.
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Figura 4 - Ciclo de infecgao do HPV no epitélio estratificado.
Adaptado de DOORBAR, 2006.

2.4. POLIMORFISMOS DE BASE UNICA (SNPs)

Apos a descricdo de cerca de 3 bilhdes de bases nucleotidicas que constituem a
sequéncia gendbmica humana pelo Projeto Genoma Humano, foi possivel estabelecer
através de projetos como o HapMap (International Haplotype Mapping Project) o
mapeamento e distribuicdo populacional de variagdes genéticas comuns (com frequéncias
populacionais maiores que 1%), denominadas polimorfismos. O interesse pelas
implicagdes de polimorfismos génicos, principalmente dos polimorfismos de base unica ou
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), estimados em mais de 10 milhdes no genoma,
tem contribuido para a descoberta de associagdes as respostas de determinados
farmacos e a susceptibilidade e progressdo das doencgas, especialmente as infecgdes
comuns (SYVANEN, 2005).

Polimorfismos génicos funcionais como os codificantes (com troca de aminoacidos)
e 0s nao-codificantes (como na regido promotora do gene, regidao nao traduzida da
extremidade 5’UTR, 3’'UTR, regides de splicing e introns) podem levar a alteragbes
importantes na expressédo génica, tais como: alteragdo da propriedade constitucional ou
enzimatica, taxa de transcrigao, estabilidade do RNA e processamento do RNA (Figura 5)
(BROOKES, 1999).
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Figura 5 - Representacao esquematica de um lécus polimérfico de base unica (SNP) e as regides (¥)
nas quais os SNPs podem ter importancia funcional.

Fonte: BROOKES, 1999.

O efeito de conservacgao de alelos genéticos de loci diferentes em conjunto durante
a heranga genética é conhecido como desequilibrio de ligagao (ou linkage desequilibrium,
LD). Este efeito é capaz de gerar um numero mais limitado de combinac¢des alélicas de
diferentes SNPs, conhecidos como haplotipos, do que se fossem herdados
independentemente. Evidéncias sugerem que a variagao inter-individual da expressao
génica pode ser determinada pelos diferentes haplétipos, ratificando a importancia dos
efeitos em conjunto dos SNPs, além da contribuicdo singular de cada polimorfismo
(Figura 6) (RISCH, 2000).

SNP SNP SNP

SNPs individuais [
v v v

lndlviduo1 A‘CACGCCE-... TTCGGGGTCIOII “GTCGAGCG....
Individuo2 AACACGCCA.... TTCGAGGTC.... AGTCAACCG....
Individuo3 AACATGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCAACCG....

Individuo4 AACACGCCA....TTCG:CGGTC.... AGTCGACCG....
I i
Haplotipos vy

Haplétipo 1 CTCAGCTCA|[CGGIrGCAGGC
Haplétipo 2 TTGAATTTGICAAECATTAAT
Haplétipo 3 CCCGGTCCOITGAITGTTGGT

Haplotipo 4

Figura 6 - Formagao de haplétipos a partir dos SNPs em LD. As variagbes causadas pelos SNPs
levam a producgao de diferentes haplétipos e consequentes diferengas entre os individuos.

Adaptado de BROOKES, 1999.
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Alguns SNPs ou alelos podem ser correlacionados a diversas variaveis, como
predisposi¢ao a infec¢ao, desenvolvimento patoldgico, niveis de carga viral, entre outros.
Essas associagbes tém sido bastante estudadas em doengas auto-imunes e infecciosas,
sendo responsaveis pelo reconhecimento imuno-especifico durante a apresentacdo de

antigenos, atuando na eficiéncia da resposta citotoxica (RAFATPANAH, 2006)

2.5. PROTEINA BETA-DEFENSINA HUMANA 1 (hBD-1)

O ambiente habitado pelos seres humanos é inevitavelmente contaminado por um
grande numero de microrganismos, tornando-se essencial desenvolver mecanismos de
defesa do hospedeiro contra os invasores. Os revestimentos epiteliais da pele, digestivo e
genito-urinario e a arvore traqueobrdnquica produzem um numero enorme de peptideos
com atividade antimicrobiana (MENDEZ-SAMPERIO, 2008).

Algumas dessas moléculas antimicrobianas apresentam um carater de sinalizagao
para as células envolvidas na defesa inata e adquirida na resposta imune, incluindo
catelicidina, psoriasina, dermicidina e defensinas (PAZGIER et al. 2006). Em humanos,
foram detectadas duas familias de defensinas: Alfa e Beta. Estes pequenos peptideos
antimicrobianos (de 3 a 4 KDa) tém em comum estruturas ricas em cisteinas, onde as
folhas B estruturais sao estabilizadas por trés pontes dissulfeto intramoleculares entre os
residuos de cisteina (BULLARD et al., 2008). A classificacdo nas categorias Alfa, Beta e
Teta (presente em outros organismos) defensinas se da pela diferenga encontrada na
distribuicao das pontes dissulfeto entre seus membros. Estes peptideos formam uma
familia protéica com seus respectivos genes codificadores (todas as Alfa e Teta, e a
maioria das Beta defensinas) localizados em uma regido de cluster génico nos loci
cromossOmicos 8p23.2 e 8p23.1 (HOLLOX et al., 2003; KLOTMAN & CHANG, 2006).

Entre as Beta defensinas humanas, esta a hBD-1, codificada pelo gene DEFB1.
Estudos de regulacédo da expressao da hBD-1 ndo apenas contribuiram para uma maior
compreensao sobre os mecanismos de defesa da mucosa humana, mas também
apresentam um potencial de aplicagdo na prevencdo e no tratamento de infeccdes
respiratorias, genito-urinarias e do trato digestério (HORNE et al. 2008; SCHENK, 2008;
MUELLER, 2008).
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Esta defensina é expressa constitutivamente pelas células epiteliais e pelos
queratinécitos, podendo ser induzida pela presenga de microrganismos e fatores
inflamataorios, pois a regido 5’ UTR contém sitios de ligagdo consenso para Interleucina-6,
fatores nucleares e Interferon-y (RAJ et al., 2002). O primeiro produto pés-tradugdo é um
pré-propeptideo, de maneira que o éxon 1 codifica uma regido sinal N-terminal e uma
porcdo do segmento pro-, € o éxon 2 codifica a porg¢ao final do segmento pro- e o
peptideo catibnico que apresenta atividade antimicrobiana apés clivado (Figura 7) (BALS,
2000).

Madure

b)

Figura 7: Beta-defensina humana 1. a) Organizagao génica; b) Estrutura protéica.
Adaptado de BALS, 2000.

A atividade direta das defensinas ocorre por indugéo da ruptura de membranas por
formacao de poro e de interagbes eletrostaticas nao-especificas em membranas, descrita
contra diversos virus, fungos e bactérias (HOOVER et al., 2001).

A funcao imunorregulatéria do gene DEFB1 foi proposta por experimentos in vitro,
no qual a Beta defensina humana 1 (hBD-1) demonstrou atividade quimiotatica de células
dendriticas imaturas (iCD) e células T de memoria através do receptor CCR6 (YANG et

al., 1999). Esta quimiotaxia facilitaria a captura, processamento e apresentagcdo de



30

antigenos virais pelas CD promovendo assim a ligagcédo entre imunidade inata e adaptativa
(Figura 8).

A caracteristica unica do gene DEFB1 é que o segmento pro-peptideo é no exon 1
e ndo no exon 2 como em todos as outras Beta-defensinas (PAZGIER et al., 2006). O
DEFB1 é geralmente considerado como um gene de coOpia unica, embora alguns
individuos apresentem duplicons (CAGLIANI et al., 2008).
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Figura 8 - Fungao antimicrobiana direta e imunorregulatéria (esta prevista em ensaios ex vivo) das
defensinas. a) Na auséncia de soro, tal como na superficie das mucosas), as defensinas sdo capazes
de inativar particulas de virus envelopados rompendo os envelopes virais através da interagdao com
glicoproteinas virais, tais como a gp120 presente no HIV. b) O construto contendo a Beta-Defensina 2
atua nas CDs imaturas, que expressam CCR6, tornando um antigeno nao-imunogénico em
imunogénico, demonstrando a imunidade antitumoral preventiva e terapéutica.

Fontes: KLOTMAN & CHANG (2006); Defensins and Antitumor Immunity (2002) -

http://www.rndsystems.com/cb_detail_objectname_SU02_Defensins.aspx

As pesquisas tém se focado principalmente nas propriedades antimicrobianas da
hBD-1, embora outras fungbes tenham sido descritas, como no desenvolvimento e lise
celular e vias de supressdo de tumores e alergias (PAZGIER et al., 2006; PRADO-
MONTES DE OCA, 2010). Sua distribuicdo tem sido amplamente relatada em regides de
fundamental importancia imunolégica como: mucosas oral, nasal, pulmonar, urogenital,
estomacal, intestinal e renal, plasma sanguineo e nas glandulas salivares. A expressao
constitutiva de hBD-1 tem sido relatada nos queratindcitos da pele, possuindo fungao de

regulacao por estimulo inflamatdrio e microbiano (KLOTMAN & CHANG, 2006). Recentes
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trabalhos tém demonstrado os usos potenciais do gene DEFB1 como indutores de
resposta imunoldgica e inibidores do peptideo no tratamento de doengas humanas
relacionadas ao gene DEFB1, incluindo alergias, infeccbes e cancer (PRADO-MONTES
DE OCA, 2010).

Analises imunohistoquimicas mostraram que tanto hBD-1 quanto hBD- 2 foram
localizadas nas camadas superiores dos tecidos epiteliais do papiloma (CHONG et al,
2006). Tanto a hBD-1, constitutivamente expressa, quanto as hBD-2 e hBD-3, de acdo
induzida, demonstraram ser microbicidas para uma variedade de patégenos, incluindo
bactérias e fungos (CHONG et al, 2006). Alguns estudos mostraram que as hBD-1, 2 e 3
podem inativar virus envelopados e nao envelopados (como é o caso do HPV), incluindo
virus da imunodeficiéncia humana virus tipo 1 (HIV-1) e adenovirus (QUINONES-MATEU
et al., 2003; RAJ & DENTINO, 2002).

O gene DEFB1 é altamente polimérfico. Trés SNPs localizados nas posigbes -52
(G/A), -44 (C/G) e -20 (G/A) na regiao 5 UTR apresentam importante papel na modulagao
na expressédo da hBD-1 e estdo associados com diversas infecgdes (BRAIDA et al., 2004,
GUIMARAES et al., 2009). A hipdtese consiste na barreira protetora da pele e da mucosa
realizada pela expressao constitutiva da hBD-1, de forma que a hBD-1 interaja com as
particulas virais ou com as células de resposta imune (BRAIDA et al., 2004). A hBD-1 age
em sinergia com outros peptideos antimicrobianos expressos na pele e na superficie da
mucosa (como hBD-2, 3 e LL-37) (HOLLOX, 2003).

O alelo G do SNP -44 estd associado com maiores niveis constitutivos de ambos
hBD-1 e hBD-3 em queratinécitos, de modo que condiz com a protegdo de candidiase
oral. Em contraste, o alelo C esta associado a uma maior expressao de hBD-1 e hBD-3
em queratindcitos estimulados pelo Interferon-y (IFN-y) e €& provavel que esteja
relacionado com protegdo em condigdes com niveis elevados de IFN-y, tais como a
periodontite crénica. O contraste de niveis constitutivos x induzidos de hBD-1 e hBD-3
torna a interpretagcdo dos estudos genéticos para o lécus do SNP -44 do gene DEFB1
bastante complexo (KALUS et al, 2009).

Uma possivel explicagcdo para estas diferencas de expressdo € mostrada na
estrutura do mRNA do gene DEFB1. Os haplotipos dos SNPs localizados na regiao 5'

UTR séo capazes de alterar a estrutura secundaria do mRNA, o que provocaria uma
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regulagao poés-transcricional para este gene (Figura 9). O SNP -44 aparenta ser o maior
responsavel pelas complexas alteragcbes na expressdo e indugcao de multiplas Beta-
defensinas (KALUS et al, 2009).
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Figura 9 - Estrutura secundaria da regido 5' UTR do mRNA do gene DEFB1. As localizagdes dos
SNPs estdo indicadas e o SNP -44 esta em vermelho. Nota-se que o local do SNP -44 no haplétipo
GGG se encontra em uma estrutura de haste hibridizada. Em contraste, como representado pela
estrutura do haplétipo GCA, a o SNP -44 se encontra em um loop ou configuragao nao-hibridizada
nos outros trés haploétipos. Estruturas similares foram obtidas em trés ensaios separados.

Estruturas secundarias com a menor AG (G = energia livre de Gibbs) foram avaliados.

Fonte: KALUS et al, 2009

2.6. SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento do DNA é uma técnica para analise detalhada de um gene. O
método de sequenciamento de DNA mais utilizado é o automatico, baseado no método de
Sanger-Coulson, desenvolvido em 1979, também conhecido como método de terminagéo
de cadeia, que permite determinar a ordem exata dos nucleotideos em um segmento de

DNA. No sequenciamento automatico, o sequenciador identifica os fragmentos por meio
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da incidéncia de laser sobre os dideoxinucleotideos fluorescentes. Nesta técnica, os
nucleotideos sdo marcados com quatro fluorocromos diferentes, um para cada
nucleotideo (A, C, G, T). O método baseia-se na sintese de uma segunda fita de DNA
complementar ao DNA molde, na presenca de um primer complementar a sequéncia. O
fragmento de Klenow da DNA polimerase | inicia o elongamento da cadeia complementar
a partir da extremidade 3' do primer, os deoxinucleotideos - dNTP - (dATP -
deoxiadenosina trifosfato -, dTTP - deoxitimidina trifosfato -, dGTP - deoxiguanosina
trifosfato -, dCTP - deoxicitosina trifosfato) sdo selecionados de acordo com o pareamento
ao molde e ligados a cadeia por ligagdes fosfodiéster (AUSUBEL et al., 2003;
NASCIMENTO et al., 1999).

Como, para cada dNTP, utiliza-se um fluorocromo diferente, a eletroforese é
realizada em um Unico canal do gel de sequenciamento. A medida que os fragmentos
passam pelo feixe de laser, os fluorocromos sdo excitados e a luz emitida, em diferentes
comprimentos de onda, é detectada por um fotomultiplicador. Esta informacéao ¢é traduzida
na forma de sequéncia por meio de um computador e apresentada no eletroferograma
(Figura 10) (AUSUBEL et al., 2003; NASCIMENTO et al., 1999).
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sequenciamento em canais separados sequenciamente @m um Onico canal

Figura 10: Etapas do sequenciamento e Eletroferograma mostrando os picos correspondentes as
bases. Adaptado do website: educacao.genesis.dbm.com.br/sequenciamento.shtml
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3. OBJETIVOS

3.1 - Geral:

Avaliar a associagao dos polimorfismos do gene codificador da Beta Defensina Humana 1
(DEFB1) com a susceptibilidade a infecgédo e a progressao da lesdo provocada pelo

papilomavirus humano (HPV) de alto risco.

3.2 - Especificos:

1. Detectar a presenca de HPV nas amostras de secregcdo vaginal, de
modo a obter um grupo de pacientes HPV positivos e um grupo de

individuos saudaveis.

2. Subtipar as amostras de HPV com primers especificos para HPV 16, 18, 31
e 33;

3.  Detectar polimorfismos de base unica (SNPs) funcionais presentes na regiao
5' UTR do gene DEFB1 em pacientes portadores de HPV e no grupo de

controles saudaveis através de sequenciamento direto.

4. Correlacionar os polimorfismos estudados neste gene com a

susceptibilidade a infeccao pelo HPV de alto risco na populagéo de estudo.

5. Correlacionar os polimorfismos estudados neste gene com a progressao da

lesao provocada pelo HPV de alto risco na populagéo de estudo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 - Populagao de Estudo
A populagéao de estudo foi composta por 160 mulheres HPV+ (grupo infectado) e
71 mulheres HPV- (grupo controle), que n&o tinham sido submetidas a tratamento prévio

do colo uterino, atendidas no Centro de Diagnéstico do Cancer em Joao Pessoa - PB.

4.2 - Critérios de inclusao
O grupo de estudo foi composto por amostras de secregédo vaginal de mulheres
com citologia oncotica realizada nas redes credenciadas municipais e/ou estaduais,

apresentando ou nao lesdes intraepiteliais cervicais de baixo e alto grau.

4.3 - Critérios de exclusao

Foram excluidas do estudo amostras de secregcdo vaginal de mulheres HIV-
positivas e pacientes que tivessem sido submetidas a radioterapia ou quimioterapia para

neoplasia invasiva cervical.

4.4 - Extragao de DNA das amostras clinicas

As amostras clinicas foram obtidas através da realizagdo da raspagem com
“‘“CYTOBRUSH” da regiao da lesao. As secregoes foram coletadas em tubos contendo meio
adequado para preservacao de células. Para a extragdo do DNA gendmico foi utilizado o kit
NucleoSpin Tissue (MACHEREY-NAGEL) de acordo com as instrugdes do fabricante. Apds a

extragao as amostras foram mantidas a uma temperatura de -20 °C.

4.5 - Detecgcao do HPV por PCR

Para verificar a auséncia de inibidores, a integridade e a qualidade do DNA
extraido, foi realizado para cada amostra selecionada um controle da PCR utilizando os
primers iniciadores PC04 e GH20 que flanqueiam uma sequéncia em torno de 268 pb do

gene da Beta-globina.
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A infeccao por HPV foi diagnosticada através do uso de dois conjuntos de primers
consenso. Foram realizadas duas reagdes, uma delas utilizando-se os primers MY09 e

MY11 e outra com os primers GP05+ e GP06+.

Para deteccao do HPV com MY09/11 foi realizada uma mistura de reagao para
PCR contendo: 1X Master Mix Colorless PROMEGA e 1pmol/ul de primers genéricos
(MY09 e MY11), 3uL de agua e 200ng do DNA molde. Apés a amplificagéo € esperado um
fragmento de 450pb.

Foram utilizados os primers consenso MY 09 5-CGT CCM ARR GGA WAC TGA
TC-3' e MY 11 5-GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG-3..

As condi¢des de ciclagem para a PCR foram: 94 °C por 4 minutos, seguidos por 40
ciclos a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 55° C por 30 segundos e extensdo a 72 °C

por 30 segundos, seguidos de uma extensao adicional a 72 °C por 8 minutos.

Das amostras negativas para a amplificagdo com os primers MY09 e MY11, foi
realizada uma nova reagao de amplificagcdo com os primers internos GP05+ e GP06+. A
reacao foi realizada para um volume final de 15ul contendo 1x de tampao da PCR, 200uM
de cada dNTP, 3,5mM de MgCI2, 1pmol/ul de cada primer especifico (GP05+ e GP06+), 1
U de Taq DNA polimerase e 200ng de DNA. Para essa reagao também foi utilizado o kit
“GoTaq® Hot Start Polymerase” (PROMEGA).

A sequéncia dos primers internos GP05+ e GP06+ sdo dadas a seguir: GP05+ (5'-
TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3') e GP06+ (5'-GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-
3").

A ciclagem do protocolo de amplificagao utilizado com o sistema GP05+/GP06+ foi
0 seguinte: 94 °C por 4 minutos, seguidos de 35 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 1
minuto, anelamento a 45 °C por 2 minutos e extenséo a 72 °C por 1,5 minutos, seguidos
de uma extensao adicional a 72 °C por 4 minutos. Apds a amplificacdo é esperado um

fragmento de 150pb.

4.6 - Tipagem do HPV

A tipagem do HPV foi realizada através de uma mistura de reacao 1X Master Mix

Colorless PROMEGA e 1pmol/ul de primers especificos para a identificagdo dos HPVs de
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alto risco (16, 18, 31 ou 33), 3uL de agua livre de nucleases e 200ng do DNA molde. O
programa de ciclagem consistiu de um ciclo de 94 °C por 5 min, 35 ciclos de 95 °C por
30s, 57 °C por 30s e 72 °C por 60s uma extensao final de 72 °C por 10 min, de acordo
com o protocolo de Karlsen et al. (1996). Apds a amplificagdo é esperado um fragmento
de 499pb para o HPV-16, 172pb para o HPV-18, 153pb para o HPV-31 e 211pb para o
HPV-33.

A separacédo do produto da amplificagdo foi realizada por eletroforese em gel de
agarose 1,5%, corado com Blue Green Loading Dye (LGC) e visualizado em luz
ultravioleta. Os amplicons foram comparados com o marcador de peso molecular ladder
100pb (Promega).

4.7 - Genotipagem do gene DEFB1

Os polimorfismos da regidao 5' UTR do gene DEFB1 foram analisados através de
sequenciamento direto (baseado no método de Sanger) em parceria com a Universidade
de Trieste, na Italia.

A PCR convencional foi realizada utilizando o termociclador Life Express (BIOER
Technology) como plataforma. Cada PCR continha 0,5 ul de primer forward e de primer
reverso, 2,5 ul de tampéo, 2 ul de MgCl; e 2 ul de DNTPs. Foram utilizados 0,2 ul de taq
polimerase e 16,3 ul de agua para cada 1ul de DNA, resultando em um volume final de 25
ul.

As condi¢des de termociclagem para a PCR foram: 95 °C por 10 minutos, seguidos
por 40 ciclos a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 55° C por 30 segundos e extenséo a
72 °C por 30 segundos, seguidos de uma extensao adicional a 72 °C por 7 minutos. Apds

a amplificacao é esperado um fragmento de 407pb.

Os produtos de PCR obtidos foram entdo sequenciados. As sequéncias de DNA
foram obtidas utilizando o kit de sequenciamento Big Dye Terminator (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA) seguindo as instrugdes do fabricante. As rea¢des aconteceram
utilizando o ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), e os dados do
sequenciamento foram analisados com o software Aligner versdo 3.7.1 (CodonCode

Corporation).

4.8 - Escolha de primers

A escolha do comprimento do fragmento (407pb) e de primers com temperaturas de
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extensdo similares foi essencial na producdo dos amplicons por PCR para o
sequenciamento subsequente. Os primers ja haviam sido previamente desenhados
utilizando o software Primer 3 e utilizados em outros trabalhos do nosso grupo de

pesquisa (Figura 11). As sequéncias dos primers utilizados sdo apresentadas na Tabela 5.

Ho mispriming library specified
Using l-kased sequence positions

CLIED start len tm goh any 3" =eg
LEFT FRIMER 925 20 E0.05 55.00 4.00 1.00 ccatgtgactgotgactgot
RIGHI FRIMER 133l 20 €0.02 45.00 3.00 0.00 atgotttooctgotgottgtt

JEQUENCE 3IZE: 6431
INCLUDED REGICH 3IZE: B431

PFRODOCT SIZE: 407, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3" COMPL: 0.00
TARZETY (=tart, len}<: 1059%,52

841 acctagaaaaccaaacaggaggagotggoaccagggotocaggotgaaagotaaatooag

301 cggoagocagatggagacaatgtgoocatgtgactgotgactgotocagggoaaatgacaco
e e e e e i g e i g e i il e

361 aggggttagogattagaagttocacoottgactgtggoaceTOOCTTCAGITOOEIORACE

1021 AGEIIGIECAATCCACCAGICITATARATACAGT GACEC IO AGCCTICIGEARGICTICIE

1081 TR RGO ARRGERE TR ET I OO AT T T GRARAT OCTEEETIEITEOCT

4444484444088l diidiiililliidlAAsndadn

1141 EOCAGT OO AT GAGAACTICCTACCITCIECIGITIACICICIECITACTITICICIGA

AL ELE SRS

1201 GAIGEOCICAGgtaagotoctggtacoctgoaagagtttoocatoooocagggotggggacaa

121l tggggotgatgtgagtotoggatggotgoctoogtgtoccaagggacgaggaacaagoag
TR

1321 caggaaagoatococogtggttgagtggoctgoagttggoagaaggoagoaggoaagoootg
L A i o o

13681 ccaagococttocagggtotgtgagoogocaaggagtgagoctggoagggtcatggogottgt

Figura 11 - Desenho de primers com a indicagdo das regidoes de anelamento a sequéncia.

Tabela 5 - Sequéncias dos primers utilizados para sequenciamento de SNPs do gene DEFB1.

Primer Sequéncia (52>3’)
DEFB1_F 1 (forward) CCATGTGACTGCTGACTGCT
DEFB1_R 1 (reverse) ATGCTTTCCTGCTGCTTGTT
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4.9 - Analises estatisticas

As frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs foram calculadas através do
software Genotype Transposer para o grupo de mulheres HPV positivas e grupo controle.
O mesmo software foi utilizado para verificar se ambos os grupos estavam em equilibrio
de Hardy-Weinberg. O teste do Qui-quadrado e o teste exato de Fisher foram
empregados para avaliar diferengas estatisticas na distribuicdes genotipicas e alélicas de
acordo com a infecgédo pelo HPV e com a progressédo da lesdo utilizando o software R.
Valores com p-value menores que 0.05 foram considerados estatisticamente
significativos. A formacao dos haplétipos formados pelos trés SNPs do gene DEFB1 foi

realizada através do software Arlequin (versao 3.5).
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5. RESULTADOS

Das amostras de secreg¢ao vaginal analisadas, 160 foram positivas para o HPV de
alto risco e 71 foram negativas para HPV. As amostras com HPV de baixo risco foram
descartadas deste estudo e as amostras negativas para HPV compuseram o grupo
controle saudavel.

As amostras HPV positivas foram estratificadas de acordo com o grau de leséo,
sendo assim divididas em dois grupos: 54 amostras LSIL (compreendendo lesdes de
baixo grau) e 106 amostras HSIL (compreendendo lesées de alto grau), baseado nas
informacdes fornecidas pela equipe médica responsavel.

A idade média da populagao infectada pelo HPV foi de aproximadamente 34 anos
(£17,4). A média de idade das pacientes HPV positivas LSIL foi de 33 anos (+14,0);
enquanto que no grupo HSIL a média de idade foi de 37 (£ 18,5). A idade média do grupo

controle saudavel foi de aproximadamente 33 anos (+ 13,5) (Tabela 6).

Tabela 6: Idade média em anos do grupo controle e do grupo de estudo estratificada por pacientes

com grau de lesdo LSIL e HSIL.

Idade Média (anos)

HPV +
34 anos (x 17,4)
CONTROLES LSIL
33 anos (+ 13,5) 33 anos (z 14,0)
HSIL

37 anos (+ 18,5)

Em seguida, foram realizadas as tipagens das amostras positivas em relagado aos
tipos virais de alto risco oncogénico: 16, 18, 31 e 33. Os produtos de amplificagéo
resultaram em fragmentos de 499pb para o HPV-16, 172pb para o HPV-18, 153pb para o
HPV-31 e 211pb para o HPV-33. Dentre as amostras positivas, 110 amostras (69%) foram
tipadas como HPV-16, 21 (13%) como HPV-18, 21 (13%) como HPV-33 e 8 (5%) como
HPV-31.
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Todas as amostras, dos diferentes grupos analisados, foram submetidas a PCR
gerando um produto de 407pb, para em seguida serem purificadas e submetidas a uma
reacao de sequenciamento para deteccao dos trés SNPs na regido promotora do gene
DEFB1 (-52 GIA; -44 CIG; e -20 G/A). Os produtos da PCR foram separados através da
técnica da eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados com GelRed™ (Biotium) e

visualizados sob a luz ultravioleta (Figura 12).

Ladder DEFB1 (407ph)

|

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com GelRed™ (Biotium) com o produto de

PCR do gene DEFB1, com 407pb, comparado ao marcador Ladder 100pb (Invitrogen).

Apds o sequenciamento, todas as amostras foram alinhadas com a sequéncia
original depositada no banco de dados gendmico, sendo possivel detectar os trés
genotipos possiveis para cada uma das trés posi¢cées na regidao promotora do gene (-52
G/G, G/A e A/A; -44 C/C, C/IG e G/G; -20 G/G, G/A e A/A). Para cada amostra, foram
obtidas duas sequéncias, uma referente a reacdo Forward e outra a Reverse.

Ao comparar a sequéncia consenso do gene DEFB1 com as sequéncias obtidas foi
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possivel genotipar as amostras dos grupos de estudo e montar as tabelas com as
frequéncias genotipicas e alélicas. A sequéncia consenso do gene DEFB1 é apresentada

na Tabela 7.
Na figura 13 € mostrado um eletroferograma com o resultado do sequenciamento

de uma das amostras positivas para HPV.

Ll

Figura 13 — Eletroferograma demonstrando os resultados obtidos através do procedimento de

sequenciamento.

Tabela 7 — Sequéncia Consenso utilizada para comparar com as sequéncias das amostras e obter os
Gendétipos do gene DEFB1. Os polimorfismos nas posigdes -52, -44 e -20 e o coédon de iniciagdo ATG

estao marcados.

Sequéncia Consenso para o gene DEFB1

ctccagcctctggaagcectctgtcagetcagectccaaagGagecagceCtctecccagttc
ctgaaatcctgGgtgttgectgecagtcgcc AT Gagaacttcctaccttetgetgtttactcte
tgcttacttttgtctgagatggcctcaggtaagctctggtacctgcaagagtitcccatcce
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As distribuicbes entre as frequéncias alélicas e genotipicas para os trés SNPs
estudados, para o grupo de pacientes HPV positivos e o grupo controle, esta apresentada

na Tabela 8.

Tabela 8 -

controle saudavel.

Frequéncias alélicas e genotipicas do gene DEFB1 em pacientes HPV+ e no grupo

SNPs do gene Controles
HPV+ (%) p-value* O.R. [.C.95% X2
DEFB1 (%)
0.723- 0.124
rs1799946 G 173/320 (54%) 80/142 (56%) 0.6859  1.0960 1.667
62/142
A 147/320 (46%) (44%)
-52 G/A GG 39/160 (25%)  22/71 (31%)
GA 95/160 (59%) 36/71 (50%) 0.4375 1.5895
AA 26/160 (16%)  13/71 (19%)
132/142 1.005- 3.7073
rs1800972 Cc 273/320 (85%) (93%) 0.0214  2.0474 4.525
G 47/320 (15%) 10/142 (7%)
-44 C/G CC 117/160 (73%) 61/71 (86%)
CG 39/160 (24%) 10/71 (14%) 0.0793 4.3989
GG 4/160 (3%) 0/71 (0%)
91/142 0.839 - 1.2173
rs11362 G 186/320 (58%) (64%) 0.2579  1.2848 1.980
51/142
A 134/320 (42%) (36%%)
-20 G/A GG 45/160 (28%) 27/71 (38%)
GA 96/160 (60%) 37/71 (52%) 0.3166 2.2563
AA 19/160 (12%)  7/71 (10%)

*Teste exato de Fisher.

Os dados referentes a Tabela 8 deixam evidentes as distribuicbes das
frequéncias dos alelos e gendtipos nos dois grupos. Os alelos selvagens foram mais
frequentes para todos os polimorfismos.

Com relagao ao polimorfismo -52 G/A, 39 (25%) amostras apresentaram o genotipo
GG, 95 (59%) GA e 26 (16%) AA no grupo HPV positivo. Ja no grupo controle, 22 (31%)



44

amostras apresentaram o genotipo GG, 36 (50%) GA e 13 (19%) AA. Nao foram
observadas diferencas estatisticas significativas nas frequéncias genotipicas e alélicas
para este polimorfismo (p value = 0.4375 e 0.6859, respectivamente).

Em relagdo ao polimorfismo -20 G/A, 45 (28%) amostras apresentaram o genaétipo
GG, 96 (60%) GA e 19 (12%) AA no grupo HPV positivo. No grupo controle, 22 (38%)
amostras apresentaram o genétipo GG, 37 (52%) GA e 7 (10%) AA. Também n&o foram
observadas diferengas estatisticas nas frequéncias genotipicas e alélicas para este
polimorfismo (p value = 0.2579 e 0.3166, respectivamente).

Por fim, para o polimorfismo -44 C/G, 117 (73%) amostras apresentaram o genétipo
CC, 39 (24%) CG e 4 (3%) GG no grupo HPV positivo. Para o grupo controle, 61 (86%)
amostras apresentaram o genodtipo CC, 10 (14%) CG e 0 (0%) AA. As frequéncias
genotipicas apresentaram uma grande variagdo, mas as diferengas ndo foram
estatisticamente significativas para este polimorfismo (p value = 0.0793). No entanto,
verifica-se uma tendéncia grande em favor deste polimorfismo, e é possivel que, ao
aumentarmos o numero de amostras, essa diferenca passe a ser estatisticamente
significativa.

O alelo -44C é muito mais frequente do que o alelo -44G, em ambos os grupos do
estudo. As frequéncias alélicas deste polimorfismo apresentaram diferencas significativas
(p value = 0.0214), e os resultados sugerem que o alelo -44G possa estar relacionado
com a susceptibilidade a infeccao pelo HPV de alto risco.

Na Tabela 9, podemos verificar as frequéncias alélicas e genotipicas do gene

DEFB1 em pacientes HPV positivos com lesédo de baixo grau (LSIL) e alto grau (HSIL).
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Tabela 9 - Frequéncias alélicas e genotipicas do gene DEFB1 em pacientes HPV positivos com lesao
de baixo grau (LSIL) e alto grau (HSIL).

SNPs do gene
HSIL (%) LSIL (%) p-value* O.R. I.C. 95%
DEFB1
rs1799946 G 54/108 (50%)  119/212 (56%) 0.3428 1.2785 0.7825-2.0909
A 54/108 (50%) 93/212 (44%)
-52 G/A GG 11/54 (20%) 28/106 (27%)
GA 32/54 (60%) 63/106 (59%) 0.5326
AA 11/54 (20%) 15/106 (14%)
rs180097 181/212 0.4918 -
2 C 92/108 (85%) (85%) 1 1.0153 2.0296
31/212 (15
G 16/108 (15%) %)
-44 C/G ] 40/54 (74%) 77/106 (73%)
CG 12/54 (23%) 27/106 (25%) 0.7305
GG 2/54 (3%) 2/106 (2%)
119/212 0.4727 -
rs11362 G 67/108 (62%) (56%) 0.3390 0.7836 1.2902
93/212 (44%
A 41/108 (38%) %)
-20 G/A GG 19/54 (35%) 26/106 (25%)
GA 29/54 (54%) 67/106 (63%) 0.3711
AA 6/54 (11%) 13/106 (12%)

*Teste exato de Fisher.

Os dados referentes a Tabela 9 deixam evidentes as distribuicdes das frequéncias

dos alelos e gendtipos no grupo de HPV positivos estratificado em HSIL e LSIL. Os alelos

selvagens foram mais frequentes para todos os polimorfismos, exceto para o -52 G/A, em

que as frequéncias alélicas foram idénticas entre si (54 amostras, ou 50%) para o grupo

HSIL.

Com relagao ao polimorfismo -52 G/A, 11 (20%) amostras apresentaram o genétipo
GG, 32 (60%) GA e 11 (20%) AA no grupo HSIL. Ja no grupo LSIL, 28 (27%) amostras
apresentaram o gendtipo GG, 63 (59%) GA e 15 (14%) AA. Nao foram observadas

diferencas estatisticas significativas nas frequéncias genotipicas e alélicas para este

polimorfismo (p value = 0.5326 e 0.3428, respectivamente).
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Em relagéo ao polimorfismo -44 C/G, 40 (74%) amostras apresentaram o genotipo
GG, 12 (23%) GA e 2 (2%) AA no grupo HSIL. No grupo LSIL, 77 (73%) amostras
apresentaram o genotipo GG, 27 (25%) GA e 2 (2%) AA. Também nao foram observadas
diferencas estatisticas nas frequéncias genotipicas e alélicas para este polimorfismo (p
value = 0.7305 e 1, respectivamente).

Por fim, para o polimorfismo -20 G/A, 19 (35%) amostras apresentaram o gendétipo
CC, 29 (54%) CG e 6 (11%) GG no grupo HSIL. Para o grupo LSIL, 26 (25%) amostras
apresentaram o gendtipo CC, 67 (63%) CG e 13 (12%) AA. Novamente, ndo foram
observadas diferencas estatisticas significativas nas frequéncias genotipicas e alélicas
para este polimorfismo (p value = 0.3711 e 0.3390, respectivamente).

A analise de dominancia do SNP -44 C/G também foi realizada, avaliando ambos
os alelos em relacdo a infecgdo e a progressao da lesdo. No entanto, os resultados
obtidos nao foram significativos (p values > 0.05). Dessa forma, nao foi possivel afirmar
que nenhum dos alelos podesse desempenhar um maior fator de protegdo nem de
susceptibilidade quando em dominancia. Até o momento, acredita-se ndo haver dados
semelhantes publicados na literatura.

Embora seja possivel a formagao aleatéria de 8 combinagées de haplétipos dos
SNPs do gene DEFB1, apenas 6 haplétipos foram encontrados em nossa populagao de
estudo, sendo 6 nos pacientes HPV positivos e apenas 4 no grupo controle, como
mostrado na Tabela 11. Os haplétipos mais frequentes foram os ACG, GCA e GGG, em
ambos os grupos. Os haplétipos ACA e AGG nao foram encontrados no grupo controle
saudavel, mas também foram pouco frequentes nos pacientes HPV positivos, juntamente

com o haplétipo GCG.
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Tabela 10 - Frequéncias dos haplétipos do gene DEFB1 nos pacientes HPV+ e no grupo controle

saudavel.

Haplétipos
do gene
HPV+ (%) Controle (%)
DEFB1
(-52,-44,-20)
ACG 129/320 (40.3%) 62/142(43.7%)
GCA 116/320 (36.3%) 51/142 (35.9%)
GGG 45/320 (14.0%) 20/142 (14.1%)
ACA 17/320 (5.3%) 0/142 (0%)
GCG 11/320 (3.5%) 9/142 (6.3%)
AGG 2/320 (0.6%) 0/142 (0%)

*p-value=0.0251

Foi constatada uma diferenga significativa (p value = 0.0251) na distribuicdo de
todos os haplétipos, ao comparar os dois grupos. Ao analisar cada haplétipo
individualmente, verificou-se que apenas a frequéncia do haplétipo ACA apresenta uma
diferenca significativa entre os grupos (p value = 0.0051, p value corrigido = 0.0047). Este
haplétipo se mostrou bem mais frequente no grupo de pacientes infectados, que

apresentou 17 amostras (5,3%), estando ausente no grupo controle (0%)

Adicionalmente, foi feita uma comparacao entre a populagao estudada (pacientes e
controles) e outras populagdes de diversas etnias, avaliando as frequéncias dos SNPs

estudados. Os resultados estao expostos na Tabela 11.

As frequéncias alélicas dos SNPs do gene DEFB1 encontradas em nosso grupo de
estudo, incluindo tanto os pacientes HPV positivos (n = 160) quanto o grupo controle (n =
71), sé&o similares as de diversos grupos étnicos divulgados pelo HapMap
(www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP). Foi possivel evidenciar que os SNPs -52G/A e
-44C/G do grupo de estudo apresentaram maiores semelhangas em suas distribuigcdes
com o0 grupo étnico Han da China, enquanto o SNP -20 G/A apresentou maiores
semelhangas com o grupo étnico japonés (Tabela 11).

As frequéncias de todos os SNPs se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg (p-

value > 5%), como avaliado pelo teste do Qui-quadrado utilizando-se o software Genotype



Transposer.

Tabela 11 - Frequéncias dos polimorfismos do DEFB1 entre popula¢des de diversas etnias.

Populacao / SNP -52 G/A -44 C/G -20 G/A
pulag G A c G G A
Jodo Pessoa (Brasil) 54.7% 45.3% 87.6% 12.4% 60.0%  40.0%
CEU (Europa) 60.3% 39.7% 77.8% 22.2% 66.7%  33.3%
HCB (China) 54.4% 45.6% 88.6%* 11.4%* 67% 33%
JPT (Japao) 48.9% 51.1% 88.6%* 11.4%* 62.5% 37.5%
YRI (Africa Sub-Saariana) 42.4% 57.6% 92% 8% 67.5%  32.5%

*Foram analisados em conjunto para este SNP.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, verificou-se uma maior frequéncia dos tipos virais 16, 18 e 33
entre as amostras HPV positivas. Estes resultados confirmam aqueles verificados por
Rabelo-Santos et al. (2003) que verificaram que para a maior parte da populagédo
brasileira os tipos mais frequentes sdo os 16 e 18, seguidos de perto pelo HPV-33.

Quando analisada a relagéo entre a susceptibilidade a infec¢gdo por HPV de alto
risco e os polimorfismos do gene DEFB1, verificou-se apenas uma diferenca significativa
em relagdo a frequéncia alélica de -44 C/G, ao comparar o grupo HPV positivo com o
grupo controle saudavel (p value = 0.0214; OR = 2,0474), o que sugere que o alelo G
possa ser um marcador de risco para a infeccdo do HPV. Percebe-se uma grande
diferenca na frequéncia de individuos homozigotos -44 C/C, o que pode ser a causa
dessa variagado de distribuigdo. Os trés gendtipos também apresentaram um distribuicdo
bastante diferente, mas que nédo chegou a atingir uma diferenga significativa (p value =
0.0793).

O alelo -44 C, localizado em uma regido que é altamente conservada em outras
espécies de primatas, ja foi correlacionado com o risco de infec¢ao por Candida spp.
(JUREVIC, 2003), o que apdia fortemente um papel para esse polimorfismo na modulagao
da expressdo do gene DEFB1. Dorschner et al. (2003) demonstraram que a Beta
Defensina murina 1 (MBD-1), homdlogo de hBD-1, é bastante expressa na pele
embrionaria e neonatal, e proporciona protecdo contra infecgdes nas primeiras fases da
vida.

Em contrapartida, a frequéncia do polimorfismo da regido 5 UTR do DEFB1
conferiu um aumento na susceptibilidade a infeccéo provocada pelo HPV. O alelo mutante
G apresentou maior frequéncia nas pacientes HPV positivas (0,15) do que nas saudaveis
(0,08). O padrao de expressao constitutivo da hBD-1 varia entre os individuos sendo
modulado por polimorfismos presentes na regiao 5 UTR (JUREVIC et al. 2002). Os
resultados obtidos apoiam esta analise inicial, assim como, com outros estudos que
associam a hBD-1 com infecg¢des (JUREVIC et al. 2002; BRAIDA et al. 2004). Braida et al.
(2004) avaliaram o papel dos trés SNPs na 5 UTR, porém apenas aquele localizado na
posicao -44 apresentou diferengas significativas nos pacientes infectados pelo HIV-1. No

entanto, seus resultados se mostraram diferentes dos aqui apresentados. De acordo com
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este estudo, o gendtipo C/C provoca o aumento da susceptibilidade a infec¢ao pelo HIV-1
(O.R=3,6 1,89-6,90 para I.C. de 95%). Jurevic et al. (2002) também concluiram que existe
uma forte associagao entre o SNP -44 na protec¢ao contra a infecgcédo por Candida. Por sua
vez, Boniotto et al. (2004) ndo encontraram associagdo deste polimorfismo com a EOP
(do inglés, “early-onset periodontal disease”). Segat et al. (2010) também nao
encontraram associagdes deste gene com a dermatite atdépica, mesmo com trabalhos
controversos na literatura, como os relatados por Prado-Montes de Oca (2007) e Kim et
al. (2009).

Este SNP também esta associado com a protegcdo contra doenga pulmonar
obstrutiva crénica (HU, 2004) e transmissao vertical da infecgao pelo HIV (BRAIDA, 2004;
MILANESE, 2006; SEGAT, 2006), assim como a doenga de Crohn (KOCSIS, 2008);
enquanto que o numero elevado de copias do cluster dos genes de Beta-defensina esta
relacionado com o aumento do risco de psoriase (HOLLOX, 2008). Kalus et al. (2009)
também apontam resultados interessantes que sugerem que o alelo -44 G esta associado
com o aumento da expressdo do mRNA de hBD-3, confirmando a interagdo e o
recrutamento desta proteina por hBD-1.

Por outro lado, verificamos que em relagdo as posi¢des -52 G/A e -20 G/A, nao
houve diferencas significativas entre os grupos analisados. Braida et al. (2004) também
encontraram uma associagcao apenas do SNP -44 com a infecgdo do HIV-1 numa
populagado italiana. Ja Milanese et al. (2006) apresentaram dados que relacionam o
polimorfismo -52 G/A com o risco de infeccao pelo HIV-1 em criangas brasileiras,
excluindo o papel dos outros polimorfismos. Outros estudos ja mencionados (BRAIDA et
al., 2004; SEGAT et al., 2006; GUIMARAES et al., 2009) também n&o encontraram
diferencas significativas para estes polimorfismos em outras doengas.

Também foi investigada a possivel influéncia dos polimorfismos do gene DEFB1 na
progressao das neoplasias intraepiteliais cervicais causadas pelo HPV de alto risco, mas
nao foram observadas diferengas significativas (p values > 0.05) para nenhum dos
gendtipos ou alelos estudados. Apesar das frequéncias alélicas do SNP -44 C/G
apresentarem uma grande diferenca quando analisadas quanto a infecgdo, essa
tendéncia nao foi verificada ao considerar a progressao da lesdo. As frequéncias alélicas
para este polimorfismo foram exatamente iguais para pacientes com LSIL e HSIL (p value
=1).
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Os haplétipos referentes ao gene DEFB1 também apresentaram uma distribuigao
diferenciada, indicando uma variagao entre os dois grupos, ao avaliar todos os haplétipos
em conjunto (p-value = 0.0251). As frequéncias se mostraram bastante semelhantes para
os haplétipos ACG, GCA, GGG, GCG e AGG (p values > 0.05), variando apenas para o
haplétipo ACA. Essa diferenca mostrou ser bastante significativa (p value = 0.0051, p
value corrigido = 0.0047), indicando um carater de susceptibilidade a infecgao para este
haplétipo.

Os estudos de Kalus et al. (2009) relacionaram o SNP -44G com mecanismos que
estdo associados com a susceptibilidade a diversas doengas. Varios fatores apontam
para uma funcdo de protecdo, incluindo efeitos diretos, resultando em aumento da
atividade antimicrobiana constitutiva de hBD-1 e hBD-3 e aumento dos efeitos
imunomoduladores destas defensinas. De acordo com Feng et al, 2005, o maior nivel
constitutivo de hBD-1 e hBD-3 em individuos com o alelo -44G é compativel com a
protecdo de Candida oral e pode ser biologicamente importante para aumentar a
resisténcia do epitélio para colonizacdo por Candida porque hBD-3 possui uma forte
atividade contra Candida. Da mesma forma, a prote¢do contra a doenga pulmonar
obstrutiva crénica (HU et al, 2004) e menor risco de infecgdo pelo HIV-1 em criangas
nascidas de maes HIV-1 positivas (BRAIDA, 2004) associados com o alelo -44G podem
estar relacionados a um aumento da expressdo de hBD-3, que possui uma atividade
antimicrobiana direta mais potente que a hBD-1, que possui propriedades anti-virais
diretas bloqueando a replicacéo viral (QUINONES-MATEU, 2003).

No entanto, os resultados encontrados no presente trabalho tendem a associar o
haplétipo ACA com a susceptibilidade a infecgdo do HPV, indo de encontro aos estudos
acima citados. Mais uma vez, diversos estudos relatam que os SNPs -52, -44 e -20
podem contribuir tanto para a protecdo quanto para a susceptibilidade a diferentes
doencgas, indicando a agao sinérgica que tais SNPs podem desempenhar no fendtipo
(NASLAVSKY et al., 2009).
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7. CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados obtidos com o sequenciamento dos polimorfismos -52
G/A, -44 C/G e -20 G/A da regido 5' UTR do gene DEFB1, em amostras de pacientes HPV
positivos e controles saudaveis, podemos concluir que diferengas significativas das
frequéncias do SNP -44C/G entre os grupos estudados sugerem um papel de marcador
de risco ao alelo G (p value = 0.0214; O.R. = 2,0474).

A analise através da distribuicdo do SNPs entre os grupos de pacientes HPV
positivos e de individuos ndo infectados permitiu evidenciar a importadncia de
componentes da imunidade inata, que podem ter valor progndstico e no desenvolvimento
de terapias individualizadas no futuro.

Ao nosso conhecimento, este € o primeiro trabalho a tentar associar os
polimorfismos do gene DEFB1 com a progressao da lesao provocada por HPV de alto
risco, além de ser uma das primeiras descricbes que associam os polimorfismos do gene
DEFB1 com o risco da infecgcdo pelo HPV. Os resultados obtidos parecem excluir um
papel para os SNPs -52 G/A, -44 C/G e -20 G/A na gravidade da leséo intraepitelial
causada pelo HPV.

Nossos resultados podem contribuir para o desenvolvimento de terapias baseadas
em peptideos antimicrobianos sintéticos, de modo a prevenir e combater a infecgéo
causada pelo HPV de alto risco. Além disso, o conhecimento do perfil genético do
paciente podera fornecer a base para, no futuro, direcionar o tratamento personalizado de

doencgas e assim melhorando a qualidade de vida da populagéo.
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