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RESUMO

O papilomavirus humano (HPV) é um dos mais importantes agentes etioldgicos envolvidos
no desenvolvimento do cancer cervical. Dois dos principais fatores de risco envolvidos no
desenvolvimento dessas neoplasias malignas sdo infec¢ao pelo HPV e co-infec¢do com
doengas sexualmente transmissiveis. O sistema imunolégico € responsdvel pelo
reconhecimento e eliminag@o de substancias estranhas. A proteina ligadora de manose (MBL)
¢ uma proteina sintetizada no figado, sendo uma das vias de ativagdo do sistema
complemento. Polimorfismos dentro da regido génica/promotora da MBL afetam a
quantidade desta proteina dentro do soro, sendo associada com um importante elemento no
aparecimento de vdrias doencas infecciosas. O gene hBD-1 é um candidato a um gene
supressor tumoral encontrado alterado em 90% de cancer renal e 82% de cancer de prostata e
polimorfismos dentro da regido promotora tém sido associados a susceptibilidade a varias
infecc¢des virais. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo verificar a existéncia de
correlagdo entre polimorfismo do gene da MBL-2 e do gene da [ -defensina-1 com a
susceptibilidade as infeccdes por HPV, HIV e HPV/HIV através da metodologia da PCR em
tempo real. Os resultados obtidos nao demonstraram associa¢do dos polimorfismos do gene
MBL-2 nos grupos estudados (HIV positivo, HPV positivo, HPV/HIV positivos). Em relacio
ao  polimorfismo da regido -44 do gene HBD-1, verificou-se associagdio com a
susceptibilidade apenas a infec¢io pelo HIV entre os grupos analisados.

Palavras chave: HIV, HPV, hBD, MBL, coinfec¢ao.



ABSTRACT

Papillomavirus human (HPV) is one of the most important involved ethiologics agents in the
development of the cervical cancer. Two of the main involved factors of risk in the
development of these malignant neoplasic are infection for the HPV and co-infection with
sexually transmissible illnesses. The imunologic system is responsible for the recognition and
elimination of strange substances. The protein binder of manose (MBL) is a protein
synthecized in the liver, being one of the ways of activation of the system complement.
Polymorphism inside of promotional the genic region of the MBL affects the amount of this
protein inside of the serum, being associated with an important element in the appearance of
some infectious illnesses. The gene hBD-1 is a candidate to a gene tumoral suppresor found
modified in 90% of renal cancer and 82% of prostate cancer and polimorphism inside of the
promotional region have been associates to the susceptibility to some infections capsize.
Being thus, the present study it had as objective to verify the existence of correlation between
polimorphism of the gene of the MBL-2 and the gene of - defensin-1 with the susceptibility
to the infections for HPV, HIV and HPV/HIV through the methodology of the real time PCR.
The gotten results had not demonstrated association of the polymorphisms of MBL-2 gene in
the studied groups (positive HIV, positive HPV, positive HPV/HIV). In relation to the
polymorphisms of region -44 of gene HBD-1, association with the susceptibility only to the
infection for the HIV between the analyzed groups was analised.

Key-words: HIV, HPV, MBL, hBD and co-infecction.
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1. INTRODWD

1.1 CANCER DO CANAL ANAL E REGIAO PERIANAL

O canal anal como parte terminal do intestino grosso, comecando na superficie superior
do anel anoretal, passando pelo assoalho pélvico até terminar no anus (Figura 1) (WHO, 2000).
O marco mais importante na mucosa € a linha dentada (pectinato) composta pelas valvulas anais
bases das colunas anais. Histologicamente, a mucosa pode ser dividida em trés zonas: a) por¢ao
superior - coberta pela mucosa do tipo coloretal; b) parte central - a zona de transi¢do anal
(ATZ), a qual é coberta por um epitélio especializado de aparéncia varidvel e vai desde a linha
dentada (pectinada) até cerca de 0.5 a 1.0 cm acima da mesma; c) porcao inferior - compreende

desde a linha pectinada até a borda anal, e é chamada de pecteno (Santos Jr. et al., 2007).

“’hiﬁ”ﬂp"@ WWW.I'I"IBE'SCBDE.I’JDI"I‘[

Mucosa retal

|

Musculatura do
esfincter

ff"‘ F ) )
fg . Linha pectinada
Profunda % o /

externo
E Subcutanea =
Superficial

Pele Mucosa

escamosa

Source: AIDS Read © 2004 Cliggott Publishing, Division of SCP Communications

Figura 1 Anatomia do canal anal.

Fonte:http://www.medscape.com/content/2004/00/48/94/489483/art-
a489483.figl.jpg Acessado em 25/03/07.

Na zona de transformacdo do canal anal, o epitélio colunar do reto se junta ao epitélio

escamoso do anus, e essa juncdo apresenta grande semelhanca com a juncdo cervical (Palefsky,
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1998). A maioria dos canceres de canal anal se desenvolvem na zona de transi¢do anal (Leiman,

2005).

Tumores no canal anal sdo raros, sendo responsdveis por 1,5% de todos os céanceres
gastrointestinais nos Estados Unidos (Serra & Chetty, 2006), e com uma incidéncia de 0.8 casos
por 1000.000 pessoas dentre a populacdo geral, embora essa incidéncia venha aumentando nas
ultimas trés décadas (Lampinen, 2006, Cress & Holly, 2003; Chiao et al., 2005).

O carcinoma de células escamosas € a neoplasia maligna mais frequente no canal anal,
compreendendo 85% de todos os carcinomas desta drea (Serra & Chetty, 2006), e seus sintomas
sdo similares aos de outras patologias anais como hemorréidas e fissuras, sendo portanto,
inespecificos (Rousseau er al., 2005). Os outros, pelas diversidades histoldgicas, sao
denominados de tumores de células transicionais ou cloacogénicos, escamosos, basaldides,
epitelidide e muco-epitelidides. Prefere-se, no entanto, que sejam reconhecidos como uma
variante do tipo escamoso que perdeu a diferenciacdo final. Como a bexiga urindria compartilha
semelhante origem embrioldgica com o canal anal, hd razdo para que seu epitélio dé origem a
tumores morfologicamente similares, com comportamento bioldgico e respostas terapéuticas
parecidas entre si (Santos JR. et al., 2007).

Além da diferente origem embrioldgica, peculiaridades anatomicas de interesse na
abordagem das neoplasias epiteliais do anus e do canal anal s@o as drenagens linfaticas diferentes
para os segmentos proximais e distais a linha pectinea. Acima dessa, a linfa flui para os espacgos
perirretais e para linfonodos paravertebrais, guardando semelhanca com a drenagem do
adenocarcinoma do reto; abaixo da linha pectinea a linfa é direcionada para os nodos da regido
inguinal, aspecto que obriga exame cuidadoso do 4nus e do canal anal em pacientes com
adenopatia inguinal sem explicacdo (Santos JR. et al., 2007).

As alteracdes histopatolégicas podem variar de células escamosas atipicas de
significancia indeterminada (ASCUS) a lesdes intra epiteliais escamosas anais (ASIL). As ASILs

N

podem ser divididas em lesdes de baixo grau (LSIL) e alto grau (HSIL). A LSIL equivale

o

(€

neoplasia epitelial anal de grau 1 (AIN 1), onde menos de um ter¢co da camada epitelial
substituida por células basaldides imaturas; e grau 2 (AIN 2), onde esta substituicdo compreende
até dois tercos da referida camada. A HSIL corresponde a AIN3, onde toda a extensdo da camada

epitelial estd comprometida e hd microinvasdao da membrana basal (Martin & Bower, 2001). As
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AINSs sdo consideradas como as lesdes precursoras do carcinoma de células escamosas do canal
anal (Serra e Chetty, 2006).

Os principais fatores de risco envolvidos no desenvolvimento dessas neoplasias malignas
sdo: relacdes homossexuais e heterossexuais, multiplicidade de parceiros, baixo nivel
socioecondmico, infeccdo pelo HPV, co-infec¢do com doengas sexualmente transmissiveis,
relacdo sexual anal com individuos HIV positivos (Serra & Chetty, 2006; Maggagard et al.,
2003). (Frisch et al., 1997; Nonnenmacher et al., 2002). Outros estudos ja evidenciaram uma
maior probabilidade de desenvolvimento de displasias, condilomas perianais e neoplasia intra-
epitelial anal (NIA) naqueles individuos com pratica freqiiente de sexo anal, soropositividade
para HIV (Palefsky et al., 1992); imunodepressdo (Palefsky ef al., 1991, Palefsky, 1998); lesdes
verrugosas acima da linha pectinea (Manzione et al., 2004), tipo de HPV (Xi et al., 1998; Lajous
et al., 2005 ) e alta carga viral (Leiman, 2005; Daling, 2004). Dentre estes varios agentes
etiol6gicos, os principais sdo a presenca do virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
combinado com o0 HPV (Manzione et al., 2004; Castro et al., 2004).

A incidéncia precisa de cancer anal entre os homens com historico de relagdes sexuais
anais € dificil de determinar, uma vez que os registros sobre cancer ndo coletam informacdes
sobre orientacdo ou comportamento sexual (Palefsky, 1998)

A regido perianal € a drea extra-genital mais freqiientemente acometida pelo HPV nos
doentes HIV-positivos, com uma incidéncia de até 62% dos casos (adultos jovens, entre 20 a 24
anos) (Nadal et al., 1999). Embora poucos estudos tenham sido realizados relacionando o
envolvimento dos canceres perianais com o HPV, algumas de suas manifestacdes podem
representar canceres do canal anal em estdgio avangado com extensdes para o epitelio perianal,
onde o local exato de origem ndo pode ser bem determinado (Friesch, 1999).

As manifestagdes clinicas na regido anal e urogenital podem ser observadas de duas
formas: 1) verrugas genitais que aparecem na vagina, pénis e anus; ii) lesdes microscéopica, que

aparece no pénis, vagina e colo de utero. (http://www.gineco.com.br/hpvum.htm, acesso:

21/01/2008). Atualmente, o estudo histopatolégico constitui o método diagndstico mais
importante da mucosa retal e aconselha-se que seja realizado, embora ndo patognomonico, para o
esclarecimento da etiologia de processos inflamatérios e/ou tumorais (Diaz et al., 2002). O
diagndstico histopatoldgico de amostras teciduais obtidos por endoscopia ainda € essencial e

crucial, para determinagdo dos procedimentos terapéuticos iniciais (Abdel-Hardy & Bunn, 2004).
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O tratamento do carcinoma anal pode, atualmente, ser dividido em cirdrgico e clinico;
consistindo, o cirdrgico, na excisao local da lesdo ou na amputacdo abdominoperineal do anus e
do reto e, o clinico, na preservagdo do segmento ano-retal, por meio do uso da quimioradiagdo ou

da radioterapia isolada (http://www.sppv.org/info_ciencia.html, acesso: 27/01/2008.).

Atualmente, o tratamento de escolha para a neoplasia maligna de canal anal é uma terapia
combinada (CMT), onde o paciente recebe uma carga terapéutica de radiacdo externa (EBRT)
mais uma combinac¢do de quimioterdpico citotéxico e agente antibidtico antitumoral; sendo a
reseccdo abdominoperineal (APR) reservada somente como terapia de salvamento aos pacientes
sem resposta completa a CMT ou aos impossibilitados de receber uma carga terapéutica

adicional (Rousseau et al., 2005).

1.2 PAPILOMAVIRUS HUMANO

O papilomavirus humano (HPV do inglés “Human Papillomaviruses”) é um dos mais
importantes agentes etiologicos envolvidos no desenvolvimento do cancer cervical (BRENNA et
al., 2003). Embora haja clara evidéncia da associacdo do HPV com as lesdes precursoras do
cancer cervical, a infec¢cdo pelo HPV foi inicialmente reconhecida como a causa das verrugas
cutaneas (BURD, 2003). O desenvolvimento das pesquisas focando a histéria natural da infec¢ao
pelo HPV teve uma contribui¢do macica do virologista alemdo Harald zur Hausen. Este, junto
com outros pesquisadores, iniciou a postular e analisar o possivel papel do HPV no cancer
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 biopsias do cervix
no inicio da década de 80, particularmente em 1983 e 1984, para o HPV-16 e HPV-18,
respectivamente (zur HAUSEN, 2002). Atualmente, o HPV estd associado a uma variedade de
condicdes clinicas que acometem tanto a mulher quanto o homem, promovendo desde lesdes
inécuas ao cancer (BURD, 2003).

Ja foram identificados mais de 100 tipos de HPV até o momento, e 40 desses patogenos
infectam a regido genitourindria, onde apresentam um papel reconhecidamente importante no
desenvolvimento de neoplasias nessa darea (Zur, 1996). Seu diagndstico é dado pelo exame da
lesdo e confirmado pela bidpsia, com a identificagdo do tipo de HPV pelas técnicas de biologia

molecular (captura hibrida ou PCR). O tratamento, dependendo da lesdo, pode ser clinico e/ou
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cirtrgico, obtendo-se apenas a cura clinica, pois o virus permanece no epitélio da mucosa ou pele
apoés o tratamento (Castro et al., 2004), uma vez que somente o sistema imunoldgico do
individuo € capaz de abolir o virus (Watson, 2005).

O papilomavirus humano penetra no organismo por meio de lesdes teciduais, atingindo as
células basais da mucosa do colo uterino (Figura 2).Como estas células ndo tém resposta
eficiente aos antigenos, o HPV permanece em seu interior, sem desencadear resposta
imunoldégica, determinando atraso em seu reconhecimento pelo sistema imune, o que facilita sua
multiplicacdo (Zimmermmann et al., 2006). O HPV necessita de lesdes de continuidade para
penetrar o epitélio, instalando-se nos nicleos da camada basal. Caso ndo ocorra replica¢io, pode
se estabelecer de forma latente, ndo provocando doenga. Entretanto, a infeccdo por esse virus
pode resultar em proliferacdo celular, causada pela desregulacdo do ciclo celular. Essas células
contaminadas sofrem diferenciacdo progressiva conforme ascendem dentro do epitélio
provocando lesdes subclinicas e posteriormente clinicas, e levando ao desenvolvimento de
neoplasia intra-epitelial escamosa em que parte desse epitélio € substituida por células imaturas

assemelhando-se as da camada basal (Nadal et al., 2007).

Figura 2. Desenho esquemadtico do virus HPV atingindo células basais.
Fonte: http://www.gineco.com.br/hpvum.htm, acesso: 21/01/08

Como 2/3 dos pacientes que tiveram contato sexual com individuos com verrugas
genitais desenvolveram a doenca, acredita-se que o aparecimento das lesdes provocadas pelo
HPV dependa do grau de resisténcia individual ao virus, da imunidade sistémica e de fatores

locais, inclusive imunidade local (Nadal et al., 2007).
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Os HPVs, pertencentes a familia Papovaviridae, sdo pequenos virus ndo-envelopados de
55 nm de diametro que apresentam grande resisténcia ao calor (BURD, 2003; ZHENG et al.,
2006). O virion maduro € formado por um capsideo icosaédrico (Figura 3) protéico constituido
por no minimo duas proteinas estruturais virais, a L1 e a L2. A proteina L1 perfaz 80% de toda a
producdo protéica viral e ao organizar-se em pentameros forma a unidade central do capsideo, os
capsdmeros. Ao todo, 72 capsdomeros formam o capsideo viral dando ao virus do papiloma
humano a aparéncia de uma “bola de golfe” (zur HAUSEN, 2002; BRENNA et al., 2003;
BURD, 2003). Por defini¢do um novo tipo de HPV ¢ identificado quando apresenta mais de 10%
de variacdo na seqiiéncia de DNA da regido codificante da proteina estrutural L1 (GOSTOUT et
al., 1999).

El

Figura 3. Estrutura protéica e génica do HPV A Microscopia eletronica do capsideo viral.
(Fonte:http://www.virology .net/ BigVirology/EM/papillo.gif)y B Genoma circular do HPV
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gen omes/framik.cgi?db=genomeé&gi=10337. Acesso: 06/06/2008.

O capsideo icosaédrico protéico protege o genoma circular de DNA dupla fita do HPV
que possui aproximadamente 7,9kb (BRENNA et al., 2003; BURD, 2003; ZHENG et al., 2006).
Ao longo do genoma viral existem 8 ORFs (do inglés “Open Reading Frames” traduzido como
Quadro Aberto de Leitura) , ou seja, 8 seqiiéncias de DNA que codificam proteinas, e uma longa
regido controladora (LCR) da expressdao dos genes virais e da duplicacio gendmica.
Basicamente, o genoma pode ser funcionalmente dividido em trés regides distintas: (1) genes

tardios (do inglés “Late gene” L.1-L.2) que sdo expressos secundariamente apds a infec¢do, cujas
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proteinas sdo responsdveis pela formagdo 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 transcri¢do e replicacdo viral, atuando na transformacao celular, (3) e por uma LCR,
que apresenta vdrios sitios de ligacdo a repressores e ativadores da transcri¢do estando também
envolvida nos processos de replicacio (RODEN et al., 2004; MONTOYAMA et al., 2004).

Os diferentes tipos de HPV podem ser classificados em mucosos e cutaneos, e em cada
um desses grupos, os virus podem ser designados individualmente como de alto ou baixo risco,
de acordo com sua propensao a progressdao maligna das lesdes que os mesmos originam (Miinger
et al., 2004). O mecanismo de oncogénese viral parece estar associado a inibi¢do do controle do
ciclo celular (Rousseau, 2005). Os genes E6 e E7 codificam oncoproteinas que t€ém como alvo as
proteinas Rb e p53 respectivamente, que sdo proteinas codificadas por genes supressores
tumorais. A proteina E6 do HPV se liga e degrada a proteina celular p53 por uma via mediada
pela ubiquitina, enquanto a proteina E7 inativa a proteina celular pRb (Palefsky, 1998;Palefsky
& Holly, 1995); levando a instabilidade gendmica da célula, a qual continua seu ciclo, a despeito
do dano cromossomal (Palefsky, 1998; Livingstone et al., 1992; Carder et al., 1993). O Rb (gene
do retinoblastoma) impede a célula de prosseguir a divisdo celular, ao bloquear o fator de
transcricdo E2F. A p53 tem o mesmo efeito a0 aumentar a expressdao de p21, além de também
desencadear a apoptose em casos de dano extenso ao DNA.

Os papilomavirus inicialmente infectam as células epiteliais basais, as quais constituem a
tnica camada celular epitelial que se divide ativamente. O DNA viral ¢ mantido a uma
quantidade baixa de cOpias no interior do nucleo da célula hospedeira, ao passo que esta sofre
diferenciacdo e é empurrada em direcao a superficie do epitélio; onde os virus serdo liberados ao
meio ambiente com a descamacao da pele (Miinger et al., 2004).

As mudancas no epitélio cervical associadas aos eventos iniciais da formacdo do cancer
cervical podem ser classificadas patologicamente como neoplasia intraepitelial cervical (NIC) do
tipo I, II ou III, de acordo com o grau citolégico da lesdo. NIC I sdo caracterizadas por lesoes
mais amenas e associadas a replicacdo e expansdo viral (RODEN et al., 2004), podendo
progredir para lesdes mais severas, NIC II ou NIC III. Ambas as lesdes podem finalmente torna-
se invasivas levando a formacgao do cancer (BURD, 2003).

A integracdo do DNA do HPV no genoma do hospedeiro leva a linearizagdo do genoma do

virus em qualquer regido compreendida entre os genes E/ ¢ LI, e inativacdo do gene E2 por
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corte ou delecdo quando da integracdo. Este gene (E2) codifica uma proteina homonima
responsavel pela regulacdo da expressdo dos genes E6 e E7, pelo que a sua perda induz a
expressdo ‘“‘descontrolada” dos genes E6 e E7, produzindo alteracOes fenotipicas na célula

(http://www.sppv.org/info_ciencia.html. Acesso: 27/01/2008).

Especula-se que nos eventos iniciais do crescimento viral ocorre a amplificacdo do
genoma viral de cerca de 1-10 para 50-100 cépias por célula infectada. Esses eventos iniciais
acontecem no compartimento proliferativo do epitélio, com a expressdo dos genes virais, E1, E2,
E6 e E7 (STANLEY, 2005). As células basais infectadas se dividem, ocorrendo a expansao,
lateral e longitudinal, da infeccdo com a migracdo das células infectadas para a camada supra-
basal de diferenciac@o celular (zur HAUSEN, 2002). A expressdo dos genes virais, E6, E7, El,
E2, ES e E4, tornam-se altamente “upregulated” gerando milhares de cépias do genoma viral por
célula. Os genes tardios, L1 e L2, sdo também expressos na camada mais superior, onde ocorre a
unido dos elementos virais para sua posterior liberacdo (zur HAUSEN, 2002; STANLEY, 2005).
O tempo da infec¢do a liberacdo do virus maduro € aproximadamente 3 semanas, ou seja, O
tempo necessdrio para que os queratindcitos basais realizem a completa diferenciacdo e

descamacgdo (STANLEY, 2005).

1.3 INCIDENCIA E EPIDEMIOLOGIA

O virus HPV pode ser encontrado em 30 a 40% de individuos assintométicos
sexualmente ativos (Gongalves & Donadi, 2004). A infeccao pelo HPV, principalmente na
regido cervical, € altamente prevalente (sendo detectada em aproximadamente 10% a 20% da
populagdo sexualmente ativa entre 15 a 49 anos de idade (Koutsky et al., 1998). Cerca de 10%
dos pacientes infectados podem apresentar verrugas, papilomas ou displasias, bem como a
possibilidade de progressdo do carcinoma “in situ” para invasor, na maioria dos casos, na zona

de transi¢do do canal anal (Modesto & Gottesman, 1994).

O numero de casos novos de cancer de célon e reto estimados para o Brasil no ano de
2008 ¢é de 12.490 casos em homens (Tabela 1) e de 14.500 em mulheres (Tabela 2). Estes valores
correspondem a um risco estimado de 13 casos novos a cada 100 mil homens e 15 para cada 100
mil mulheres. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de célon e reto em

homens € o terceiro mais freqiiente na regido Sudeste (19/100.000). Nas regides Sul
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(21/100.000) e Centro-Oeste (10/100.000) ocupa a quarta posi¢do. Nas regides Nordeste
(4/100.000) e Norte (3/100.000), ocupam a quinta e sexta posi¢do, respectivamente. Para as
mulheres € o segundo mais freqiiente na regido Sudeste (21/100.000), o terceiro mais freqiiente
nas regides Sul (22/100.000), Centro-Oeste (11/100.000) e Nordeste (6/100.000), enquanto na
regiao Norte (4/100.000) é 0 quinto mais freqliente
(http://www.inca.gov.br/estimativa/2008/index.asp?link=conteudo_view.asp&ID=35.

Acesso: 09/06/2008).

Tabela 1. Estimativas para o ano 2008 no Brasil das taxas brutas de incidéncia por 100.000 habitantes e de
nimero de casos novos por cancer, em homens, segundo localizagdo primaria. Fonte:
http://www.inca.gov.br/estimativa/2008/index.asp?link=conteudo_view.asp&ID=5. Acesso: 09/06/2008.

e Estimativa dos Casos Novos
m;:z?aom:ﬁgn:a Estado Capital
Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta

Prostata 49,530 52,43 13.990 67,81
Traquéia, Bronquio e Pulmao 17.810 18,86 5.150 24,91
Estémago 14.080 14,92 3.590 17,42
Cdlon e Reto 12.490 13,23 4,360 20,9¢
Cavidade Cral 10.380 11,00 3.000 14,4t
Esdfago 7.900 8,35 1.640 7,8¢
Leucemias 5.220 5,52 1.460 7,0¢
Pele Melanoma 2.950 3,09 830 3,80
Outras Localizacfes 55.610 58,87 17.010 82,3:
Subtotal 175.970 186,29 51.030 246,9;
Pele ndo Melanoma GE.890 59,16 13.230 64,0z
Todas as Neoplasias 231.860 245,47 64.260 310,9:
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Tabela 2. Estimativas para o ano 2008 no Brasil das taxas brutas de incidéncia por 100.000
habitantes e de nimero de casos novos por cancer, em mulheres, segundo localizagdo primadria.

Fonte: http://www.inca.gov.br/estimativa/2008/index.asp?link=conteudo_view.asp&ID=5. Acesso:
09/06/2008.

R Estimativa dos Casos Novos
nenplocamalgna. | Etao | captal |
Neoplasia maligna P
49.400

17.400

1.4 MECANISMO DA RESPOSTA IMUNE A0 HPV

O sistema imunoldgico € responsdvel pelo reconhecimento de substincias estranhas ao
organismo e sua eliminagdo, pela remocao de células mortas e/ou danificadas e pela destrui¢ao
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, chamadas de antigenos, quais sejam, a
imunidade inata e a imunidade adquirida que proporcionam respostas diferentes, tais como,
sistema de reconhecimento, células envolvidas e mecanismos de acdo. Juntas completam um
complexo sistema de interacdes e respostas com maior eficiéncia na eliminag¢do do antigeno. A
imunidade inata é a primeira linha de defesa e estd presente na maioria dos organismos. Os
receptores das células do sistema imune inato foram desenvolvidos durante o processo
evoluciondrio. Por outro lado, os receptores das células do sistema imune adquirido sdo
desenvolvidos durante os rearranjos gé€nicos, sendo restritos a determinados grupos de seres

vivos. (LEHNER, 2003; SIERRA et al., 2005; MAGNADOTTIR, 2006).
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Embora a resposta imune a infec¢do ocasionado pelo HPV ainda ndo tenha sido
completamente elucidada (GONCALVES et al., 2004), alguns modelos baseados nas evidéncias
imunoldgicas alcancadas, atualmente, podem nos dar uma idéia parcial dos reais mecanismos
indutores e efetores da resposta imune contra 0 HPV (GONCALVES et al., 2004; TYRING,
2000; STANLEY, 2005). As evidéncias sugerem que a resposta imune a esta infec¢do seja
multifatorial (TYRING, 2000) e dependa primariamente da resposta imune mediada por célula
(BURD, 2003; STANLEY, 2005), particularmente aquelas envolvidas no compartimento
anogenital.

O modelo bésico da resposta imune celular contra o HPV envolve primariamente o
processamento e a apresentacdo dos antigenos virais pelas células de Langerhans (CL). Na
superficie dessas APCs (Células Apresentadoras de Antigenos) encontram-se um grupo
particular de receptores, os receptores padroes de reconhecimento (PRR, do inglés “pattern
recognition receptors”), que reconhecem os padrées moleculares associados aos patdgenos
(PAMP, do inglés “pathogens-associated molecular pattern”) presentes na estrutura do HPV.
Juntamente com esse reconhecimento, entre PRR e PAMP, a ligacio de citocinas pro-
inflamatorias as CLs parece ser de fundamental importincia, pois ativa tanto o processamento do
antigeno como também a sua migra¢do para os linfonodos. Durante a migracdo as CLs tornam-se
maduras e altamente especializadas na apresentacdo de antigenos via MHC classe 1l e capazes de
ativar as células T nos linfonodos fazendo com que eles, via eferente, migrem para o sitio de
infeccdo, mas especificamente para os queratindcitos infectados como células T efetoras
(STANLEY, 2005).

O mecanismo de evasdo viral envolve vdrios fatores. Primeiro, o ciclo natural de infec¢ao
do HPV ja € por si s6 um eficiente mecanismo de inibicdo da resposta imune, de forma que a
replicagdo viral provoca efeitos citopatoldgicos. Em outras palavras, os queratindcitos morrem
devido as “causas naturais” e libera pouco ou nenhum sinal de perigo, na forma de citocinas,
para o sistema imune. Em adi¢@o, os queratindcitos sdo programados para morrer e descamar em
regides longes dos sitios de vigilancia imunoldgicas (STANLEY, 2005). O papel das proteinas
soliveis da imunidade inata na infeccao pelo HPV também ainda estd longe de ser compreendida
e o conhecimento estd basicamente restrito a atuacdo de certas citocinas/quimiocinas

(GONCALVES et al., 2004).
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O sistema imune humano tem desenvolvido uma cascata em rede para se defender dos
patégenos devido a sua capacidade de reconhecer e eliminar rapidamente microorganismos. O
sistema complemento € um componente essencial e eficaz nesta defesa. Ele € um componente
central da resposta inata e cumpre numerosas funcdes, incluindo a ativacdo da imunidade
adaptativa e a remocao dos detritos celulares. Ha trés mecanismos estabelecidos de ativagdao do
sistema complemento, sdo eles: cldssico, via das lectinas e via alternativa. No entanto, muitos
patégenos tém maneiras de “escapar” do ataque do sistema complemento, através de diferentes

mecanismos (Lambris et al., 2008).

1.4.1 LECTINA LIGADORA DE MANOSE (MBL)

A proteina ligadora de manose (MBL) é uma proteina de fase aguda sintetizada
primariamente no figado e que faz parte da familia das colectinas (proteinas que contém um
dominio lectina e um dominio coldgeno (McBride e cols., 1998) (Figura 4). Um dos
mecanismos de ativagdo do sistema complemento, como descrito acima, € dado pela via das
lectinas. Essa ativacdo ocorre devido a uma associacdo da MBL com as serino proteases também
chamadas de MASPs (“MBL-associated serine proteases”). A MBL ao reconhecer os
carboidratos dos patogenos, pricipalmente a manose, N-acetilglucosamina e fucose, realiza a
auto-clivacdo da MASP, de modo que a porcdo que permanece associada a MBL possa ativar o
sistema complemento através da clivagem do seu componente C4 (WALLIS, 2003).

O principal papel da MBL no sistema imune inato humano € se ligar ao sistema imune
adaptativo (IP et al., 2004; WALLIS, 2003). Tal tarefa é desempenhada quando suas vdrias
“cabecas” reconhecedoras de carboidratos sdo ligadas a superficie de uma grande variedade de
microorganismos gerando uma cascata de reagOes que ativam o sistema complemento
(MULLIGHAN et al., 2000; WALLIS, 2003; STEFFENSEN et al., 2003; IP et al., 2004).

A unidade estrutural basica da MBL € um homotrimero de peptideos de MBL (sub-
unidades) que se autoassociam dentro de uma tripla hélice semelhante a um coldgeno. Ela
contém quatro dominios distintos: Um curto dominio N-terminal, rico em cisteina, seguido por
um dominio coldgeno, uma porc¢do a-hélice chamada de pesco¢o e um dominio C-terminal de
reconhecimento de carboidratos (CRD) (Wallis e cols., 2003). Cadeias peptidicas idénticas de

subunidades de 32 kDa associam-se dentro de trimeros pelo seu dominio coldgeno formando
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tripla hélices que sdo estabilizadas por pontes dissulfeto formadas entre residuos de cisteina nos
dominios N-terminal. O padrao de pontes dissulfeto € heterogénio e assimétrico (Wallis, 2003).

A MBL do soro € uma estrutura multimérica composta de mais de 6 trimeros (complexo
multimérico reunidos como um bouquet de tulipas) que circulam na corrente sanguinea como
tetrameros, pentameros ou hexameros da unidade estrutural (Whortley e cols., 2005) e cada
peptideo possui um dominio C terminal dependente de cdlcio que reconhece oligossacaridios
ricos em manose e N-acetilglicosamina presentes numa ampla variedade de bactérias, virus,
fungos e parasitas (Wallis, 2003). Contudo, a MBL ndo se liga a células humanas normais
porque os acucares que elas apresentam na sua superficie freqiientemente terminam em acido
sidlico, que ndo € ligadora. Por outro lado, padrdes de glicosilagdo em células tumorais sdo
freqiientemente diferentes daqueles de células normais e algumas células tumorais sao
reconhecidas pela MBL (Wallis, 2003).

O gene que codifica a MBL € encontrado no cromossomo 10 (10q11.2-g21) (GARRED
et al., 1997) e € formado por 4 exons. O primeiro deles codifica a por¢ao rica em cisteina e uma
parte do dominio de coldgeno. A outra, o dominio de coldgeno, € codificado pelo exon 2. Os
outros exons, 3 e 4, sdo encarregados de codificar a regido do pescoco e o dominio reconhecedor

de carboidrato (WALLIS, 2003; GARRED et al. 1997).

Figura 4. Estrutura tridimensional da MBL. Fonte:
http://images.google.com.br/ Acesso: 12/04/2008.
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Nos ultimos anos, a deficiéncia da MBL tem sido associada com um importante elemento
no aparecimento de vdrias doengas: infeccdes recorrentes, especialmente em criancas,
imunodeficiéncias secunddrias tais como a infec¢do pelo HIV, quiomioterapia para cancer,
doencas cardiacas arterosclerdticas/ corondrias, fibrose cistica, doengas autoimune (Lupus
eritematoso sist€émico (SLE)/ artrite reumatéide (RA)) (Caroll & Janeway, 1999; Christiansen e
cols., 1999; Garred e cols., 1997; 1999 ab; Graudal e cols., 1998; Kilpatric e cols., 1995;
Madsen e cols., 1998a; Peterslund e cols., 2001; Sumyia e cols., 1991; Summerfield e cols.,
1997).

A baixa concentragdo de MBL no soro estd associada com um defeito opsdnico comum e
também abole a capacidade de MBL ativar o complemento (McBride e cols., 1998). Tais
defeitos freqlientemente aparecem como infeccdes bacterianas e fungicas em criangas e sao
encontradas em 25% de criangas com infec¢des freqiientes ndo explicadas. Criancas com o
defeito sofrem aproximadamente duas vezes aumento em infec¢des severas, comparadas com
criancas controle (Jack e cols., 2001).

Ha cinco sitios polimérficos conhecidos dentro da regido génica/promotora da MBL que
afeta a quantidade desta proteina dentro do soro. Dois est@o situados dentro da regido promotora
do exon-1 MBL [H ou L (G/C) na posi¢ao -550 e Y ou X (C/G) na -221]. Estas mutacdes afetam
a atividade transcricional do complexo promotor-basal, que resulta em niveis circulantes
reduzidos da MBL , embora ambos os polimorfismos no promotor afetem o nivel de MBL
produzida, -221 Y para X resulta em niveis muito mais baixos do que H para L (Madsen e cols.,
1995).

Os trés restantes sitios polimérficos estdo situados dentro do exon 2 do gene MBL e tem
sido descritos no cédon 52 (CGT para TGT) (Madsen e cols., 1994), codon 54 (GGC para GAC)
(Symiya e cols., 1991) e codon 57 (GGA para GAA) (Lipscombe e cols., 1992), resultando nas
substituicdes dos aminodcidos Arg por Cys, Gly por Asp e Gly por Glu, respctivamente.
Substitui¢cdes nos codons 54 e 57 produzem uma alteracdo no aminodcido que quebra a estrutura
do esqueleto coldgeno Gly-Xaa-Yaa levando a uma ligacdo limitada entre as subunidades da
MBL, causando niveis significativamente reduzidos da proteina funcional circulante no soro
(Sumiya e cols., 1991; Lipscombe e cols., 1992). A substitui¢do de Cys por Arg, codificada pela
mutacdo no codon 52, pode resultar na formacdo de uma ponte dissulfeto extra, diminuindo a

estabilidade da molécula (Madsen e cols., 1994).
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1.4.2. PROTEINA B-DEFENSINA HUMANA 1 (HBD-1)

Defensinas sdo pequenos peptideos catidnicos antimicrobianos (YANG et al., 1999) e sdo
encontrados em diversos organismos. No homem, as defensinas sdo divididas em duas sub-
familias: o- e P-defensinas. Essas tltimas, sdo peptideos nao glicosilados ricos em arginina com
cerca de 30 a 48 aminodcidos onde seis residuos de cisteina formam trés pontes dissulfeto
gerando uma estrutura com duas folhas beta antiparalelas (BOMAM, 1998).

A B-defensina humana (HBD) tem uma importante fun¢do na prote¢do contra a invasao
dos patdégenos humanos, ja que possui amplo espectro contra bactérias, fungos e virus
envelopados (BOMAM, 1998). Isto se deve ao fato da interacdo eletrostatica da HBD com a
membrana anidnica do patégeno, ocorrendo mudanga na sua permeabilidade e formando poros
ionicos e “gaps” (BALS, 2000). Assim, as HBD sdo uma das primeiras formas de defesa do
sistema imune inato, ligando-o ao sistema imune adaptativo através da quimioatracdo de células
T de memoria e células dendriticas (CD) mediadas pelo receptor CCR6, bem como atuando na
maturagdo das CD (YANG et al., 1999; YANG et al., 2001; RAJ et al., 2002).

Atualmente, 4 tipos de HBD t€m sido bem caracterizados (SCHUTTE et al., 2002;
JUVERIC et al., 2003). Entre eles, encontramos a HBD-1 que é codificada por um gene
localizado no cromossomo 8 (8p22-p23) composto por dois exons (VANKEERBERGHEN et
al., 2005). Esta defensina € expressa pelas células epitelias e pelos queratindcitos, podendo ser
induzida pela presenca de microrganismos e fatores inflamatorios, visto que na regido 5’UTR
contém sitios de ligacdo consenso para interleucina-6-fatores nucleares e interferom-y (RAJ et
al., 2001). O primeiro produto pds-traducdo € um pré-propeptideo, de maneira que, o exon 1
codifica uma regidao sinal N-terminal e uma porcdo do segmento pro-, € o exon 2 codifica a
por¢do final do segmento pro- e o peptideo catidnico que apresenta atividade antimicrobiana

apos clivado (Figura 5) (BALS, 2000).
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Figura 5. B-defensina humana - Estrutura protéica. Fonte: Brandio et al., 2007.

A HBD-1 é um candidato a gene supressor tumoral encontrada alterada em 90%
de cancer renal e 82% de cancer de préstata (Sun et al., 2007). Dork & Stuhrmann (1998)
estudaram variacdes na regido promotora e codificadora do gene da HDB-1 e sua possivel
associacdo com a fibrose cistica. Polimorfismo de um tnico nucleotideo (SNP) na posi¢cao -44
(C—G) da regidao 5S’UTR € fortemente conservado em outros primatas e apresenta importante
papel na modulagdo na expressio da HBD-1 (BRAIDA et al., 2004). Braida et al. (2004)
mostraram uma significativa correlagao entre o SNP na regido 5°-UTR do gene da hBD-1 e o

risco de infec¢do em recém-nascidos na populagdo pedidtrica italiana.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Verificar a existéncia de correlagdo entre polimorfismo do gene da MBL-2 e do gene da

B -defensina-1 com a susceptibilidade as infec¢des por HPV, HIV e HPV/HIV.

2.2 ESPECIFICOS

e Detectar a presenca de polimorfismo no gene da MBL-2 e da  -defensina-1 em amostras
de DNA de pacientes infectados por HPV e individuos nao infectados pelo HPV
(grupo controle), pacientes infectados por HIV e individuos ndo infectados pelo HIV
(grupo controle) e por dltimo, em pacientes infectados por HPV e HIV e individuos
ndo infectados com os dois tipos virais (grupo controle), utilizando a técnica da PCR

em Tempo Real;

e Correlacionar os dados laboratorias dos polimorfismos dos dois genes codificadores de
proteinas da imunidade inata, acima referidos, com a susceptibilidade as infeccdes

anteriormente citadas.
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3. CASUSTICA E MEIODOS

3.1 DELINEAMENTO DE ESTUDO

A populacio de estudo foi composta por quatro grupos, sendo assim definidos: o primeiro grupo
foi formado por 20 pacientes HIV positivo, todos provenientes do IMIP (Instituto Materno
Infantil de Pernambuco); o segundo, composto por 15 pacientes HPV positivo provenientes do
mesmo local anteriormente citado; o terceiro grupo foi formado por 18 pacientes co-infectados
por ambos os virus (HPV/HIV) atendidos nos ambulatérios de coloproctologia do Hospital das
Clinicas — UFPE, Hospital Correia Picanco (HCP), Hospital Oscar Coutinho e Instituto Materno
Infantil de Pernambuco (IMIP) e o quarto e dltimo grupo foi composto por pacientes provindos
do IMIP negativos para ambos os virus (controle) de um banco de amostras do Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) formado por 45 pacientes. As amostras foram analisadas
no LIKA - UFPE.

Cada paciente preencheu um formulédrio (Anexo A) com questOes pertinentes ao trabalho

juntamente com o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B).

3.2. COLETA DE AMOSTRAS

4 ml de amostra de sangue foram coletados em tubo contendo anti-coagulante (EDTA) de
pacientes atendidos nos ambulatérios. Em seguida, transportadas em isopor contendo gelo e

armazenadas sob refrigeracio (4°C) no LIKA para posterior extracdo de DNA.

3.3 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

A extracdo do DNA gendmico foi realizada a partir de sangue periférico anticoagulado

com EDTA utilizando o kit comercial Genomic DNA purification kit (PROMEGA-USA).
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3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram formados 4 grupos de estudos da seguinte maneira: pacientes de ambos 0s sexos, e
na faixa etdria entre 15 e 60 anos, com lesdes macroscépicas na regido anal e perianal, portadores
de co-infec¢do pelos virus HPV/HIV formaram um dos grupos, os demais, HIV sem co-infec¢ao

e HPV sem co-infeccio e um grupo controle sem co-infecgao.

3.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo pacientes portadores de lesdes macroscOpicas na regido anal e
perianal que ndo apresentem infeccao por HIV no grupo HPV/HIV, pacientes que apresentem
lesdes por HPV no grupo dos pacientes HIV positivo (apenas) e pacientes que apresentem

positividade para o virus do HIV no grupo HPV positivo (apenas).

3.6 ANALISE DE POLIMORFISMO

3.6.1 Gene codificador da proteina ligadora de manose (MBL)

A detec¢do dos polimorfismos do exon 1 do gene da MBL foi realizada como descrito
previamente por ARRAES et al., 2006 e HLADNIK et al., 2002. baseado na curva de “melting
temperature assay” usando o Rotor Gene™ RG 3000 (Uniscience-Cobert Researsh —Austrélia)
como plataforma, bem como primers especificos.

Os SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) do exon 1 analisadas estdo disposta nos codons
-52, -54 e -57. Os trés SNPs foram analisadas no mesmo produto da PCR em tempo real através
da curva de dissociagdo' e agrupadas no alelo “O” quando alguma mutagdo ocorria nos cédons
como descrito por Madsen et al., 2001. A amplificagdo do exon 1 da MBL2 foi realizada para

um volume final de 25ul com SYBr Green PCR Master Mix 1X (Applied Biosystems-UK),

Curva de dissociacdo se refere ao protocolo da “melting temperature curve assay”.



Iilelo, 311 34

1,25uM de cada primer (“forward” e “reverse”) e cerca de 200ng do DNA gendmico molde. A
condicdo termal da reacdo iniciou com uma desnaturacdo a 95°C por 2 min. seguido por 35
ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 seg. e anelamento e extensdo a 60°C por 1 min.

Ap6s a amplificagdo do exon 1, o produto resultante foi submetido ao protocolo da curva de
“melting” utilizando o Rotor Gene™ RG 3000 (Uniscience-Cobert Researsh-Australia).

Os célculos referentes a variacdo da emissao do fluoréforo foram automaticamente realizados
pelo software do programa Rotor Gene™ RG 3000 (Uniscience-Cobert Researsh-Austrélia)
versdo 6.0 (build 41) gerando as curvas de dissociagdo permitindo a deteccdo das SNPs. Os
controles da PCR em tempo real foram desenhados a partir de amostras previamente
seqiienciadas e cedidas pela equipe liderada pelo professor Sergio Crovella (Professor titular do
Departamento de Genética da UFPE). Dessa forma conhecendo os genétipos das amostras
controles foi possivel a genotipagem de amostras desconhecidas. Um controle interno da reagao,

livre de DNA, foi realizado para avaliar a qualidade e contamina¢@o da reacao.

3.6.2 Gene da beta defensina humana 1 (HBD-1)

Para analisar o SNP da regido 5’UTR do gene HBD-1 foi utilizado e adaptado o protocolo
de acordo com Boniotto et al., 2004. Tal protocolo é baseado numa PCR quantitativa em tempo
real utilizando hairpin-shaped primers (HP) (Kaboev et al., 2000) “forwards” alelo especifico C
e G, assim como HP “reverse” comum utilizando Rotor Gene™ RG 3000 (Uniscience-Cobert
Researsh-Austrdlia) como plataforma.

O SNP analisado consiste numa transversao de C—G na posi¢do -44 da S’UTR. A mutagdo
dessa regidao foi categorizada com alelo G, enquanto que o tipo selvagem foi denominado de
alelo C. A amplificacdo da regido desta SNP, nas amostras de DNA, foi realizada performando-

se duas PCRs em tempo real em paralelo para um volume final de 25ul. De forma que em cada
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PCR continha ou o HP-“forward”-C ou —G produzindo um fragmento de 45 pares de base. A
PCR continha SYBR Green PCR Master Mix 1x (Applied Biosystem-UK), 1uM de cada primer
e aproximadamente 200ng de DNA molde. A termociclagem foi dividida em trés estagios: (1°)
95°C por 10 min., 70°C por 30 seg.; (2°) 72°C por 30 seg., 95°C por 20 seg., 69°C por 30 seg.
(abaixando 1°C a cada ciclo) durante 10 ciclos (3°) 72°C por 30 seg., 95°C por 20 seg., 60°C por
30 seg. por 40 ciclos, onde a florescéncia foi capturada na ultima etapa do terceiro estdgio. O
software do programa Rotor Gene™ RG 3000 (Uniscience-Cobert Researsh-Austrélia) versio
6.0 (build 41) realizou os cdlculos automaticamente gerando a curva de quantificacdo necessaria
para a genotipagem. Os controles da PCR em tempo real foram desenhados a partir de amostras
previamente seqiienciadas e cedidas pela equipe liderada pelo professor Sergio Crovella. Um
controle interno da reacdo, livre de DNA, foi realizado para avaliar a qualidade e contaminagdo

da reacdo.

3.7 ANALISE DE DADOS

O célculo do %2, assim como das freqiiéncias génicas, foram feitos manualmente com o
auxilio do Microsoft® Office Excel 2003. Para correlacionar as freqii€ncias gé€nicas com o
aumento da susceptibilidade ou da resisténcia a infec¢do pelo HPV, como também na
identificacdo dos marcadores de risco, foi utilizado o Teste Exato de Fisher, utilizando o

programa R (2005; versao 2.1.1; http://cran.r-project.org/mirrors.html).
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4 RESULTADOS
4.1 DETECCAO DOS POLIMORFISMOS DO GENE DA MBL-2

A curva de “melting” realizada apds a amplificacdo do exon 1 da MBL-2 permitiu identificar
os trés genodtipos possiveis. Os gendtipos AA obtiveram um pico de melting igual a 83,1 °C (+
0,1), enquanto que as amostras AO mostraram dois picos com 82,6 °C (+0,1) e 80,7 °C (20,1) e
um pico para os gendtipos OO de 81,7 °C (0,1).

As freqiiéncias génicas e alélicas para o polimorfismo do exon 1 do gene da MBL sao
mostradas na tabela 3. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas quando
comparados os seguintes grupos: pacientes infectados pelo HPV vs pacientes infectados pelo
HIV (p=0.772); pacientes infectados pelo HPV vs pacientes co-infectados com HPV/HIV
(p=0,8793); pacientes infectados pelo HPV vs pacientes controle (p= 0.918); e pacientes co-
infectados com HPV/HIV vs. pacientes controle (p=0,9233). Assim como também ndo houve
uma diferenca estatistica significa do polimorfismo do exon 1 do gene da MBL entre o grupo
HIV positivo e o grupo controle (p=0,7866).

O teste do x> mostrou que as freqiiéncias dos SNPs nos cédons -52, -54, -57 do exon 1
(XZ:O,720) na populagdo infectada pelo HPV estdo de acordo com as leis do equilibrio de Hardy-

Weinberg.
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Tabela 3. Distribuicdo das freqiiéncias alélicas e genotipicas do gene da MBL-2 em pacientes com HPV
e controles. Teste exato de Fisher.

Fredncia

Genotipica

n=15 n=20 n=18 n=45
(%) (%)
0,47 (7/15) 0,5 (10/20) 10 (0,55) 24 (0,53)
0,40 (6/15) 0,45 (9/20) 7 (0,39) 16 (0,36)
0,13 (2/15) 0,05 (1/20) 1 (0,06) 5 (0,11)
0,67 0,72 0,75 0,71
0,33 0,28 0,25 0,29
*Valores de p-value:
1-HPV VS HIV genotipo p=0.772 alelo p=0.6099
2-HPV VS HPV/HIV genotipo p= 0.8793 alelo p=0.4110
3-HPV VS CONTROLE genotipo p= 0.918 alelo p=0.8248
4-HIV VS HPV/HIV genotipo p= 0.8712 alelo p=0.7913
5-HIV VS CONTROLE genotipo p= 0.7866 alelo p=1
6-HPV/HIV VS CONTROLE genétipo p= 0.9233 alelo p=0.6549

4.2 p-DEFENSINA HUMANA 1

A genotipagem do polimorfismo da [B-defensina foi realizada através da curva de
quantificacdo sendo possivel detectar os trés gendtipos possiveis, CC, CG e GG, na posicao -44
da regido 5S’UTR do gene da HBD-1. A genotipagem foi possivel pela comparaciao dos C;(Curva
threshold) das duas PCR corridas em paralelo. A amostra que obteve o menor C; com o primer
WT foi genotipada como homozigota selvagem (CC). Por outro lado, a curva de quantificacao

que apresentou menor C; com o primer MT foi genotipada como homozigota mutante (GG).
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Enquanto que as amostras heterozigotas C/G apresentaram C; similar em ambas as PCR corridas
em paralelo com os primers WT e MT.

Apoés a otimizacdo deste protocolo de genotipagem, foi possivel determinar as freqiiéncias
génicas e alélicas dos grupos em estudo e contrapor seus valores com as do grupo controle
previamente genotipados.

As freqiiéncias génicas e alélicas para o polimorfismo -44 do gene da B-defensina sdo
mostradas na tabela 4. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas quando
comparados os seguintes grupos: pacientes infectados pelo HPV vs pacientes infectados pelo
HIV (p= 0.8791); pacientes infectados pelo HPV vs pacientes co-infectados com HPV/HIV (p=
0.6286); pacientes infectados pelo HPV vs pacientes controle saudaveis (p= 0.1378); e pacientes
co-infectados com HPV/HIV vs. pacientes controle p=  0.5109. Por outro lado, houve uma
diferenca estatistica significativa do polimorfismo na regido -44 do gene da B-defensina entre o
grupo HIV positivo e o grupo controle (p= 0,0052). O alelo G apresentou uma frequéncia
aumentada no grupo infectado pelo virus do HIV (0,35) quando comparado ao grupo controle
(0,14) p=0,0030 (OD 0.313 e IC 95%). Isso significa que os individuos que t€ém o alelo mutante
G apresenta um risco de 0.3 vezes maior para o infec¢io pelo HIV.

O teste do y* mostrou que as fregiiéncias da SNP -44 da HDB-1 (3°=0,72) na populagdo

infectada pelo HPV estio de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabela 4. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas do gene da beta-defensina em
pacientes com HPV e controles. Teste exato de fisher

Freqiiéncia

Genotipica

n=15 n=20 n=18 n=116
0,53 (8/15) 0,4 (8/20) 13 (0,72) 84 (0,73)
0,4 (6/15) 0,5 (10/20) 4 (0,22) 29 (0,25)
0,07 (1/15) 0,1 (2/20) 1 (0,06) 2 (0,02)

0,73 0,65 0,83 0,86

0,27 0,35 0,17 0,14

*Valores de p-value:

1 -HPV VS HIV gen6tipo p=0.8791 alelo p=0.6039

2 -HPV VS HPV/HIV gendtipo p= 0.6286 alelo p=0.3751

3 -HPV VS CONTROLE gendtipo p=0.1378 alelo p=0.1064

4 -HIV VS HPV/HIV gendtipo p=0.1178 alelo p=0.1164

5 -HIV VS CONTROLE gendtipo p= 0.0052 alelo p=0.0030
OD=0.313 para CI de 95% [0.14 a 0.72]

6 -HPV/HIV VS CONTROLE gen6tipo p= 0.5109 alelo p=0.7995

OD = odds ratio; CI = confidence intervals
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5 DISCUSSAO

A MBL-2 apresenta um papel fundamental na protecdo contra uma grande variedade de
patégenos (WALLIS, 2003) e diversos estudos mostram que polimorfismos dentro do exon 1 do
gene dessa proteina provocam diminui¢@o nos niveis funcionais séricos da mesma (MADSEN, et
al., 1994) . No presente trabalho, utilizou-se um protocolo previamente determinado no
laboratério para a genotipagem do polimorfismo da HBD-1 e da MBL2 utilizando a tecnologia
da curva de quantificacdo e de “melting”, respectivamente, tendo como base a plataforma da
PCR em tempo real. Posteriormente, para a genotipagem da MBL-2 foi utilizado o software da
curva de dissociacdo do Rotor Gene 3000 que permitiu determinar exatamente cada pico
(83,1°C; 82,6°C e 80,7°C; 81,7°C; para os genétipos, AA, AO e OO) da temperatura de
“melting” com uma alta reprodutibilidade (+0,1).

Nossos resultados mostraram que as frequéncias genotipicas dos polimorfismos no exon 1
da MBL-2 ndo apresentaram relacdo com a susceptibilidade a infec¢do pelo HPV (p value=
0,9233). Estes dados estdao de acordo com estudos prévios realizados neste laboratério utilizando
amostras de HPV para lesdo cervical (Branddo et al., 2007). Steffensen et al. (2003)
desenvolveram com sucesso um protocolo baseado na temperatura de “melting”, porém
utilizaram sondas marcadas com fluorescéncias aumentando o custo da andlise por paciente. Ja o
experimento de Amoroso et al. (1999), realizou uma amplifica¢do isolada do cédon -54 e assim
como os de Hladnik ef al. (2002) necessitam de manipula¢des dos dados para gerar os picos da
temperatura de “melting”. Diferentemente dos resultados aqui demonstrados, outros estudos
mostraram que em infeccdes causadas por virus, tais como, HIV, HCV, HTLV, os
polimorfismos no gene da MBL-2 aumentaram significativamente a susceptibilidade a infeccoes

(BONIOTTO, et al., 2000; ARRAES, et al., 2006). Em particular, o virus da imunodeficiéncia
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humana, apresenta em sua superficie glicoproteinas (gp 120) que contém a manose, de forma que
a MBL possa se ligar a elas e promover a opsonizacdo do HIV e a ativagdo do sistema
complemento (MADSEN, et al., 1994; WALLIS, 2003). Estes papéis da MBL no sistema imune
conferem relativa protecdo contra o HIV nos estdgios iniciais da infeccdo e SNPs no exon 1
podem ser utilizado como marcadores de risco a infeccdo. Até a atualidade nenhum experimento
foi realizado para demonstrar o padrdo de carboidratos presentes na superficie do HPV.

A infeccdo pelo HPV apresenta um cardter multifatorial incluindo fatores genéticos que
atuam interferindo na resposta do individuo contra a infec¢do (TYRING, 2000) a qual mostra
um padrdo transitério na maioria dos individuos (70-90%) que  eliminam o virus
espontaneamente num periodo de 1 a 2 anos. Entretanto, 10% a 30% das infec¢des pelo virus se
tornam persistentes e progridem para o desenvolvimento do carcinoma (Gongalves et al., 2004).

Deste ponto, duas idéias centrais podem ser delineadas. Em primeiro lugar, o baixo nimero
do grupo de estudo (n=18) pode mascarar e promover resultados estatisticamente nao
significativos. Em segundo lugar, a MBL pode apresentar um papel fundamental apenas nos
momentos inicias da infec¢do, visto que ela atua primordialmente no sistema imune inato
permitindo a sua ligacdo com o adaptativo, onde ap6s o HPV ter burlado o sistema imune a MBL
nao mais apresentaria um papel tdo importante. Para confirmar, seria necessario obter um grupo
de estudo formado por individuos que tiveram contato com o HPV mais eliminaram o virus. Em
outras palavras, precisa-se voltar também a atencdo para 70-90% das pessoas que eliminam o
virus naturalmente.

Nao foi verificada associagdo do polimorfismo do exon 1 do gene da MBL-2 com a
infec¢do pelo HPV também nao sendo verificada na co-infecgcao pelo HIV. Esses resultados nao

estdo de acordo com o encontrado por Arraes et al. (2006) que demonstrou associa¢do dos
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polimorfismos com a infec¢do pelo HIV, podendo ter como interferéncia o pequeno nimero de
amostras.

As defensinas tém fundamental importancia na prote¢do do epitélio e da mucosa do trato
genital promovendo uma verdadeira barreira protetora primaria contra patogenos (BOMAN,
1999). Contudo, este estudo realizado a partir de amostras do trato anogenital, cuja importancia
das defensinas ainda ndo estd elucidada, ndo foi verificada nenhuma associacao do polimorfismo
com a infec¢do em questdo. Estes dados estdo de acordo com Buck et al. (2006) que excluiram a
HBD-1 da protecdo contra a infec¢do provocada pelo HPV. Seus resultados in-vitro mostraram
que a HBD-1 ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra ao papilomavirus, alegando
pouco ou nenhuma atividade da HBD-1 contra virus ndo-envelopados, como € o caso do HPV.

Braida et al. (2004) avaliaram o papel de trés SNPs na 5’UTR, porém apenas a da posi¢ao -
44 apresentou diferencas significativas nos pacientes infectados pelo HIV-1. Entretanto,
diferentemente, seus resultados mostraram que a principal causa da diferenca estd nas
freqiiéncias dos homozigotos CC. Juveric et al. (2002) também conclui que existe uma forte
associacdo entre a SNP -44 na protecao contra a Candida. Por outro lado, Brandao et al. (2007)
encontraram associacdo do polimorfismo da [-defensina com a infeccdo pelo HPV em lesao

cervical.
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6 CONCLUS\O

e Os polimorfismos do gene MBL-2 nos grupos estudados (HIV positivo, HPV positivo,
HPV/HIV positivos) ndo apresentaram correlacdo com a infeccao;

e Os polimorfismos da regido -44 do gene HBD-1 ndo apresentaram associagdo com a
susceptibilidade com as infec¢cdes (HPV positivo, HPV/HIV positivos), porém mostrou

associa¢do com a infeccao pelo HIV.
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ANEXO 01 QUESTIONARIO

gdd

v
Universidade Federal
de Pernambuco

Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami

PESQUISA HPV

Ficha n°: Prontuario:
Dados pessoais

Nome:

Data Nasc.: Profissdo:

Nome do Pai:

Nome da Mae:

Enderego:
Telefone:
Naturalidade: Zona: ( ) Urbana ( ) Rural
Escolaridade: Raga:
Estado Civil:

Fatores Interferentes

Idade da 1° Relag@o Sexual:
N° de Parceiros:

Vida Sexual Ativa: ( )Sim ( )Nio
Histérico de MSM:

N° de Gestagoes:

N° de Partos:

() Sifilis () Outros:
( ) Ex-fumante

Pessoas na Casa:

Outras IST: ( ) HIV ( )Hep.B
Tabagismo: ( ) Nao () Sim
Renda Familiar: Saldrios minimos:
Uso de Medicagao:

Tipo de Lesao

() Lesdo Precursora Tipo:

( ) Cancer Tipo:

Localizagdo da Lesdo: ( ) Canal Uretral

Diagnéstico Histolégico:

oY)

( ) Canal Anal ( ) Regido Perianal

€3

Tratamento

()ATA ( ) Podofilina  ( ) Exerece () Eletrocauterizacao

()QT ( )RT () Cirtrgico Tipo:

() Outros:

Dados Laboratoriais

Tipagem do HPV: ( )Ausente
( )Alto Grau Tipo

( )Baixo Grau Tipo
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ANEXO 02 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esté sendo convidado a participar da pesquisa entitulada, “ASSOCIACAO DE POLIMORFISMOS
NOS GENES MBL E B-DEFENSINA COM A INFECCAO PELO HPV E\OU HIV EM REGIAO ANAL E
PERIANAL”. O HPV pertence a grupo de virus que sdo agentes causadores de lesdes ( feridas ) na pele e mucosas
(revestimento interno do corpo) de humanos, levando a formagdo de tumores, podendo infectar vérias partes do
corpo como boca, esdfago ( garganta ), pénis ( 6rgdo sexual masulino ) e trato anogenital ( anus/reto), assim
justificando a relevancia da pesquisa. Sua contribui¢do consiste na doa¢do de sangue venoso para diagndsticos
laboratoriais, a fim de que o seu perfil genético (extragcdo de DNA/RNA) seja determinado, visando identificar uma
possivel predisposicdo para infec¢do pelo HPV. Diante desse contexto, um membro da equipe de pesquisa encontra-
se a disposicdo para fornecer todas as informagdes adicionais que julgares necessdrias para seu melhor
entendimento, tais como: coleta da amostra (cuidados pré e pds-coleta) e os critérios de biosseguranga, em relagdo a
sua pessoa e amostra a ser obtida.

Sendo assim, a retirada de sangue venoso e andlise das amostras, serdo realizadas por uma pessoa treinada,
com material descartavel, quando poderd haver um leve mal-estar, em decorréncia de um possivel estado prévio de
jejum e/ou emocional, como pode ocorrer em quaisquer coletas de sangue. As amostras coletadas serdo estocadas
para posteriores pesquisas, embora sua identidade seja mantida em sigilo. As informagdes obtidas e alcancadas com
esta pesquisa serdo evidenciadas em eventos e publicagdes cientificas.

Os objetivos BENEFICIARIOS principais deste estudo constituem o desenvolvimento de métodos de
diagnéstico precoce, rapido, eficiente e de baixo custo para doengas neoplésicas, bem como, a formulagdo de novos
produtos terapéuticos mais especificos e com reduzidos efeitos colaterais para pacientes portadores do virus. Os
RISCOS, considerados normais, relacionados com sua participacdo, sdo aqueles inerentes aos procedimentos de
exames proctoldgicos ja realizados independentes de sua participagdo na pesquisa citada, tais como: leve dor e
desconforto no momento da coleta, os quais serdo minimizados tendo em vista a habilidade do profissional a realiza-
lo, sendo assim nao prejudiciais a integridade da sua sadde.

Este consentimento podera ser recusado ou retirado em qualquer momento da investigacdo, sem qualquer
penalizacdo, caso os dados citados acima ndo forem tecnicamente e eticamente adotados.

A participacdo nesta pesquisa transcorrerd sem que haja recebimento de prémio ou remuneragao.

Eu RG n°

UF , SeX0 nascido ao dia autorizo e declaro, outrossim,
que acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li, ou que foram lidas para mim, e
consinto voluntariamente em participar desta pesquisa, guardando em minha posse uma cépia deste TCLE.
Recife, / /

Assinatura do paciente

Endereco: Fone:

Testemunha 1:

Testemunha 2:

Pesquisadora:

Pesquisadora Suany Mirella de Mattos Melo.
Rua Mauricéia, 233, Iputinga — Recife — PE. Fone:81-91722784.





