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RESUMO

Atualmente o mercado global de marcadores moleculares esta avaliado em US$
24.10 blihdes. Eles sdo ferramentas muito versateis, utilizados na éarea forense e
na medicina. Na identificacdo humana, o uso do DNA (marcadores STR) continua
revolucionando as areas juridicas e criminais. Por outro lado, a infecdo pelo
Papilomavirus Humano (HPV) ainda ndo possui marcadores precoces para
diagnostico. A resposta imune contra o HPV é caracterizada pela imunidade
celular local e nesse processo, os receptores Toll-Like (TLRs) desempenham um
papel importante na detec¢cdo de moléculas pertencentes a agentes microbianos,
desencadeando cascatas imunoldgicas para ativar fatores de transcricdo, como o
IRF3 e consequentemente, a inflamacéo e resposta antiviral. O presente trabalho
objetivou utilizar marcadores moleculares para identificacdo humana e selecionar
possiveis biomarcadores para a infec¢cdo pelo HPV. Através dos marcadores STR,
foi possivel realizar, com éxito, a identificacdo de 125 vitimas de crimes no estado
de Pernambuco. Ademais, mediante esses marcadores genéticos, elucidou-se um
caso de homicidio, que gerou grande repercussao no estado de Alagoas, no qual
identificou-se uma vitima de esquartejamento. O contexto social atual obriga por
parte do governo, profissionais de segurancga publica e cientistas, uma busca
constante por alternativas e metodologias cada vez mais eficientes que permitam
identificar criminalmente as vitimas e os autores dos ilicitos penais. A integridade
gendbmica do TLR2 é importante para evitar a infeccdo pelo HPV, quando esta
sinalizagdo € previamente estimulada através de vaginose bacteriana. A
populacdo estudada ndo mostrou associacdo do polimorfismo S427T no gene
IRF3 com susceptibilidade a infeccdo pelo HPV ou vaginose bacteriana. No
entanto, estudos adicionais sao necessarios para explorar o papel dos
polimorfismos das TLRs, principalmente a TLR2 e, também das moléculas de suas
cascatas de ativacdo imunoldgica, especialmente o IRF3, no risco de infeccéo
pelo HPV associado com niveis de citocinas e recrutamento celular imune neste
tecido. Dessa forma, pode-se tentar elucidar o papel dessas moléculas na
resposta imune contra HPV.

Palavras chave: Identificacdo humana. Marcadores STR. HPV. TLR2. IRF3.



ABSTRACT

Currently, the global market for molecular markers is valued at $ 24.10 bin. They
are very versatile tools, used in the forensic area and in medicine. In human
identification, the use of DNA (STR markers) continues to revolutionize as legal
and criminal areas. On the other hand, a Human Papillomavirus (HPV) infection
does not yet have early markers for diagnosis. The response is similar to HPV and
is characterized by local cellular immunity and by the process, Toll-Like receptors
(TLRs) play an important role in detecting molecules belonging to microbial agents,
triggering immunological cascades to activate transcription factors, such as IRF3
and Consequently, inflammation and antiviral response. The present work aimed to
use molecular markers for human identification and to select possible biomarkers
for an HPV infection. Through the STR markers, it was possible to successfully
identify 125 victims of crimes in the state of Pernambuco. In addition, through
these genetic markers, a case of homicide was elucidated, that generated great
repercussion in the state of Alagoas, in which a victim of quartering was identified.
The current social context, by the government, public security professionals and
scientists, a constant search for alternatives and increasingly efficient
methodologies that allow criminally identify as victims and perpetrators of criminal
offenses. The genomic integrity of TLR2 is important to prevent HPV infection
when it is estimated through the bacterial vaginosis. The studied population
showed no association of the S427T polymorphism with any IRF3 gene with
susceptibility to HPV infection or bacterial vaginosis. However, additional studies
are needed to explore the role of TLR polymorphisms, especially a TLR2 and also
the molecules of their immunological activation cascades, especially IRF3, no risk
of HPV infection associated with cytokine levels and immune cell recruitment in this
Tissue In this way, one can try to elucidate the role of theses molecules in the
immune response against HPV.

Key words: Human identification. STR markers. HPV. TLR2. IRF3.
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1 INTRODUCAO

Atualmente o mercado global de marcadores moleculares esta avaliado em
US$ 24.10 blihdes e estima-se que devera alcancar US$ 45,55 bilhdes em 2020.
Esses marcadores podem ser usados para varios propdésitos nas mais diversas
areas do conhecimento, com aplicacfes biotecnolégicas na agricultura, no meio
ambiente e principalmente na medicina (deteccdo e acompanhamento de
doencas, como o cancer) e na area forense (identificacdo humana).

Na identificacdo humana, o uso do DNA (regibes STR) €, na atualidade,
considerada importantissima para a resolucdo de situacdes que envolvam
guestdes criminais, bem como aquelas relacionadas a paternidade. O uso destes
marcadores continua revolucionando as areas juridicas e criminais.

Por outro lado, em doencas como o cancer, os marcadores moleculares
voltados ao diagndstico, progndstico e terapéutica ja estdo disponiveis
comercialmente. No entanto, ainda ha alguns tipos de cancer que ndo tém os
marcadores moleculares caracterizados. O cancer cervical é causado pelo
Papilomavirus Humano (HPV), que burla o sistema imunoldgico, e permanece
latente na maioria das mulheres infectadas. A resposta imune contra o HPV é
caracterizada pela imunidade celular local e pela producdo de anticorpos
neutralizantes que estdo associados com a regressao da lesdo e a protecéo
contra 0 mesmo tipo do virus, respectivamente.

Nesse processo, os receptores Toll-Like (TLRs) desempenham um papel
importante na deteccdo de moléculas pertencentes a agentes microbianos,
desencadeando cascatas imunoldgicas para ativar a inflamacdo e resposta
antiviral.

Desta forma, tendo em vista a importancia social do tema, a presente tese
buscou aplicar marcadores moleculares humanos para identificacdo forense de
amostras oriundas de local de crime além de prospectar possiveis marcadores

moleculares para o digandstico e/ou prognostico do cancer cervical.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 - MARCADORES MOLECULARES

Marcador molecular € um tipo de biomarcador e, em sentido amplo, &
definido como qualquer ferramenta capaz de ser alvo de deteccdo de alguma
condicao biologica (Chen et al.,, 2017). Esses marcadores podem ter qualquer
natureza bioldgica: proteinas, carboridratos, lipideos, aminoacidos, enzimas,
taninos, anticorpos, receptores de membrana, microRNAs ou mutacdes genéticas
no DNA.

Essas moléculas podem ser usadas para varios propésitos nas mais
diversas areas do conhecimento, com aplicacdes biotecnoldgicas na agricultura,
no meio ambiente e principalmente na medicina (Chen et al., 2017) (deteccéo e
acompanhamento de doencas, como o cancer) e na area forense (identificacdo
humana). Tais aplicagbes geram um campo muito atrativo para a prospeccao de
conhecimento e recursos.

Atualmente o mercado global de marcadores moleculares esta avaliado em
US$ 24.10 bilhdes e estima-se que devera alcancar US$ 45,55 bilhes em 2020,
entre os quais, os de cunho médico, especificamente para diagnostico e
tratamento do cancer chegara a cerca de US$ 17.000 milhées. O aumento das
despesas de saude e a crescente utilidade de biomarcadores para diagndsticos
devem impulsionar o mercado. Esse crescimento sera também auxiliado pelo
baixo custo dos ensaios clinicos nos paises em desenvolvimento e pelas novas
iniciativas empreendidas para a pesquisa de biomarcadores (Cluster Salud, 2016).

Por outro lado, a necessidade de alto investimento de capital, baixa relagao
beneficio-custo, sistemas de regulacdo, reembolso inadequados, alto custo de
testes, coleta e armazenamento de amostras sado 0s principais fatores que
restringem o crescimento desse mercado. Os principais intervenientes neste
mercado incluem QIAGEN NV (Holanda), PerkinElmer, Inc. (EUA), Merck & Co,
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Inc. (EUA), Bio-Rad Laboratories (EUA), Enzo Biochem (EUA), EKF Diagnostics
Holdings plc), Meso Scale Diagnostics, LLC (EUA), Singulex, Inc. (EUA), BioSims
Technologies (Franca), Cisbio Bioassays (Franga) e Signosis, Inc. (EUA) (Markets
and Markets, 2015).

2.2 — MARCADORES MOLECULARES NA IDENTIFICACAO HUMANA

A identificacdo humana € necessaria para a caracterizacao do inicio e do
fim da personalidade civil, sendo estabelecida pelo uso de técnicas e métodos
cientificamente comprovados (Santos, 2014).

Todo e qualquer método de identificacdo deve respeitar determinados
critérios, como: Perenidade: Os dados devem perdurar por toda a vida;
Imutabilidade: As caracteristicas nao devem alterar-se com o passar do tempo;
Classificabilidade: Deve permitir a comparacdo entre os dados, de forma
sistematica e precisa; Variabilidade: Distin¢édo precisa e clara, entre o identificando
e os demais (Araujo et al., 2013).

De acordo com o Guia para lIdentificacdo de Vitimas de Desastres da
INTERPOL, os métodos de identificacdo podem ser classificados como primarios
(baseado em dados biolégicos): impressdes digitais, odontologia legal e DNA e
secundéarios (utilizados quando ndo sao possiveis os primarios — baseados em
dados acessorios): roupas e pertences, achados médicos, tatuagens, etc.
(INTERPOL, 2009) (Figura 01).
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Figura 01. Métodos de identificacdo humana.

Fonte: Priméria: Utiliza dados biologicos das vitimas. Secundaria: Aborda dados acessorios,
guando a identificac@o primaria nédo é possivel. Modificado de INTERPOL, 2009; Santos, 2015.

s

A identificagdo humana pelo DNA é, na atualidade, considerada
importantissima para a resolugcédo de situacées que envolvam questées criminais,
bem como aquelas relacionadas a paternidade e continua revolucionado as areas
juridicas e criminais (Schumm et al., 2013).

Mesmo com toda a diversidade constatada nas populagdes humanas e
apesar das diferencas que observamos entre os individuos de nossa espécie, 99%
da sequéncia do nosso DNA é idéntica. A identificagdo humana pelo DNA é
baseada principalmente nas diferencas observadas entre os individuos em regides
nao codificantes do genoma. Estas diferencas constituem o principio basico da
metodologia usada na Genética Forense (Roewer, 2013).

Em algumas regiées do genoma, sequéncias de DNA podem se repetir
dezenas ou até centenas de vezes, e 0 mais interessante, o nimero de repeticdes

varia entre o0s individuos (Kobachuk, 2012). O Marcador molecular para
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identificacdo humana € justamente uma sequéncia de DNA que revela
polimorfismos entre individuos geneticamente relacionados ou ainda, podem ser
considerados como caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais
individuos e sdo herdados geneticamente. Em 1985 Jeffreys desenvolveu uma
técnica, por ele denominada “DNA fingerprinting”, cuja técnica utilizada para a
identificacdo das sequéncias hipervariaveis foi denominada RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorfisms) (Jeffreys et al., 1985b). Essa técnica sO foi
possivel gracas a descoberta dessas regides altamente polimérficas, sendo
determinante para o desenvolvimento da metodologia de identificacdo humana
através do DNA.

A partir de entdo o DNA € usado na investigacdo de crimes variados, sendo
responsavel pela descoberta e condenacdo de inimeros criminosos (Moreti,
2009). Modernas metodologias de identificacdo humana estdo associadas ao uso
de diferentes técnicas para analise de caracteres, notadamente moleculares, que
sdo compartilhados sob formas variadas na populacédo (Guimaraes et al., 2009).

Os marcadores de maior valor para a identificacdo humana sdo aqueles
gue apresentam alto poder de discriminacdo (maior que 90%), maior frequéncia de
heterozigotos (maior que 70%), baixa taxa de mutacdo e menor tamanho (Hares,
2012).

Os marcadores de DNA utilizados na identificagdo humana exibem
polimorfismos de sequéncia ou de comprimento (tamanho). As sequéncias
variaveis que codificam os antigenos do sistema HLA, sequéncias hipervariaveis
do DNA mitocondrial e sequéncias polimorficas denominadas SNPs (Single
Nucleotide Polymorfism) sdo exemplos de marcadores com polimorfismos de
sequéncia (Gattas, 2006; Santos, 2014).

O polimorfismo de comprimento pode ser agrupado em duas classes: Os
minissatélites ou VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats) e o0s
microssatélites ou STRs (Short Tandem Repeats) (Fan & Chu, 2007) (Figura 02).
Esses dois polimorfismos sdo os mais utilizados e sdo as regidbes de maior
interesse para a identificagdo humana. A quantidade de repeticbes presentes
determinara para cada individuo um tamanho diferente para a regido do DNA
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estudada. O alelo vai representar cada possibilidade de tamanho (ou de numero

de repeticdes) que pode ser encontrada (Oliveira, 2012).

Figura 02. Regifes minissatélites e microssatélites do DNA.

Minisatélite

Reqgido flanqueadora

— | F—
Regido repetitiva

| GAGGACCACCAGGAAG |
18bp unidade de = petigio

Microssatalite

Regido flaqueadora

— [ [ [ [ [ [ [ |

__.-*’I Regido repetitiva

4bp unidade de epetiglo

Fonte: Butler, 2005; Santos, 2014.

2.2.1- VNTRs (Variable Number Tandem Repeats)

O primeiro marcador de DNA empregado na identificagdo humana foi o
VNTR. S&o sequéncias hipervariaveis, caracterizados por apresentarem tamanho
entre 10 e 100 pares de bases (KOBACHUK, 2012).

Apesar do grande poder de discriminacdo que os VNTRs oferecem, para
gue a tipagem seja realizada com sucesso é necessario DNA de alto peso
molecular, bem preservado e numa quantidade considerada grande para 0s

padrées forenses. Portanto, apesar do seu alto grau de polimorfismo, essas
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regides ndo sao consideradas adequadas para uso forense, cujas amostras
bioldgicas encontrem-se degradadas ou em quantidades reduzidas (VELHO et al.,
2013a).

A partir dos anos 90, a técnica de reacao em polimerase (PCR) surgiu como
uma alternativa extremamente eficiente em casos cuja quantidade de DNA seja
exigua ou degradada. Esta metodologia ganhou rapida aceitacdo da comunidade
cientifica como ferramenta de biologia molecular para estudos de genética de
popula¢ées, no diagndstico molecular, no mapeamento do genoma humano e na

identificacdo humana (Van Oorschot et al., 2010).

2.2.2 - STRs (Short Tandem Repeats)

Os STRs geralmente possuem tamanho entre 2 a 10 pares de bases.
Devido ao seu alto poder de discriminacéo, a analise de STRs se tornou rotina em
testes de paternidade e genética forense. Aproximadamente 30% das regides
repetitivas do genoma sao de microssatélites. A maioria delas sédo repeticdes de
dois nucleotideos, como (AC)n, por exemplo. As mais utilizadas sé@o as repeticdes
de 4 a 5 nucleotideos (GGAA)Nn, gque ocorrem numa regido especifica do genoma,
em um loco unico (Chen et al. 2009).

A nomenclatura dos STRs segue uma ordem pré-estabelecida. A primeira
letra do nome do marcador é “D” e significa DNA, depois vem um numero que
representa em que cromossomo o marcador esté localizado, no caso de estar em
cromossomos sexuais usa-se “X” ou “Y”, o terceiro elemento do nome € a letra
“S”, do inglés, single copy sequence que significa sequéncia de coOpia Unica e
finalmente o nimero do loco em que o marcador foi descrito (Butler, 2005).

Atualmente, a grande maioria das identificacdes humanas é realizada por
meio dos STRs. Esses marcadores sdo considerados uma poderosa e confiavel
ferramenta disponivel para as analises de DNA que envolvem a identificacdo
humana (Tan et al., 2013).

O FBI (Federal Bureau of Investigation) adota e recomenda uma série
padrao de loci STRs que sao seguidos pelos laboratorios de genética forense em

varios paises e, recentemente publicou novas recomendacdes que sugerem a
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utilizacdo de um nimero maior de marcadores, sob a alegacédo de que o conjunto
de 13 loci propostos inicialmente apresenta efichcia comprovada em situagfes que
envolvem comparagfes de perfis de fonte Unica. No entanto, para amostras
forenses desafiadoras e que envolvam misturas, a utilizacdo de um nimero maior
de marcadores representa um melhor desempenho. Diante do exposto, o FBI
passou a recomendar o uso de no minimo 20 marcadores (Katsanis & Wagner,
2013). Atualmente os laboratérios de genética forense brasileiros estdo
adaptando-se ao uso de kits multiplex que amplificam 24 regides. Estes,
geralmente exibem 21 regifes autossémicas, além de regides de determinacao de
sexo (Tabela 1).

A Sociedade Internacional de Genética Forense (ISFG) recomenda que
marcadores microssatélites s6 sejam aplicados na pratica forense mediante
estudos das propriedades genético-populacionais e somente se estiverem em
equilibrio de Hardy-Weinberg, apresentarem alto nivel de polimorfismo e
possuirem desequilibrio de ligacdo conhecido (Szibor, 2007).

A analise de STR’s foi bastante facilitada, com a introducao de sistemas de
amplificacdo simultanea (multiplex) que permitem obter informacéo de varios loci
numa unica reacédo, diminuindo o tempo de estudo, assim como da quantidade de
DNA e de reagentes. Diversos kits comerciais validados, fornecidos por varias
empresas, que permitem a amplificacdo de mudltiplos loci, constitui um
consideravel avanco na resolucédo de pericias do ambito da Genética e Biologia
Forense, mesmo nas situacdes mais complexas (JOBIM et al, 2005).

Os critérios utilizados para manter ou retirar determinado loci foi o grau de
informatividade, o poder elevado de discriminacdo e baixa taxa de mutacao,
todavia o principal fator € o melhor desempenho em casos forenses. Os loci
recomendados foram divididos em 02 secdes. A secdo A, denominada
“‘necessaria” na qual constam 20 loci. Nesta secdo observa-se a exclusdo do
TPOX e a inclusdo dos loci D2S1338, D19S433, PENTA E e D10S1248 ja
costumeiramente utilizados na rotina dos laboratérios forenses brasileiros e os loci
D1S1656, D12S391, D10S1248, usados na rotina européia e 0 DYS391. O TPOX,
assim como o D22S1045, SE33 e o PENTA D foram colocados na secdo B e
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podem ser utilizados se ainda houver necessidade e por ordem de preferéncia

(Hares, 2012).

Tabela 1. Loci recomendados pelo FBI para definicdo do perfil de DNA

Ordem Loci iniclalmente recomendados

01
02
03
04
05
06
ar
08
09
10
1
12
13
14
15
16
17
18
19
20

21
22
23
24

AMELOGENINA,
018551
FGA
D2151
0851179
VWA
0135317
D165539
075820
THO
0351358
055818
CSF1PO
TPOK

Loci atualmente recomendados

SECAO A (necessario)
AMELOGENINA
018551
FGA
D21511
Da851179
VWA
0135317
D165539
D7 5820
THO1
0351358
Ds5818
CSFiPO
D251338
0195433
D151656
0125391
D2S441
D1051248
PENTAE
DYS391
SECAOB
Ordem de Preferéncia
TPOX
D2251045
SE33
PENTAD

Fonte: Hares, 2012; Santos, 2014.

Esta € uma maneira de se adequar as orientacdes do FBI relacionadas ao

tipo e a quantidade de marcadores, padronizacdo que favorece a utilizacdo do
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CODIS (Combined DNA Index System), Banco de Dados de DNA, adotado em
ambito nacional (SILVA, 2013a).

Dentre as atividades de um laboratério forense de genética deve-se
destacar a busca de perfis genéticos presentes em vestigios relacionados a
violéncia sexual, homicidios, crimes contra o patrimonio, entre outras situacdes.
Estes laboratérios também sdo os responsaveis pela identificacdo de vitimas de
acidentes em massa, além do gerenciamento do banco de dados de perfis
genéticos (Silva, et al. 2013a).

No ambito pericial, as amostras biolégicas sdo comumente classificadas
como: amostra de referéncia (aquelas de origem conhecida, oriundas de vitimas,
suspeitos, acusados, réus ou de seus parentes diretos (pai, mae irméos, filhos,
etc) e amostra questionada (vestigios derivados do local de crime, de objetos
relacionados a ocorréncias criminais ou dequaisquer outros pontos ou pessoas,
cujas origens ndo sejam conhecidas) (Pernambuco, 2012).

A baixa taxa de elucidacdo de homicidios no Brasil € preocupante. A fim de
reverter este quadro e de avancar a legislacdo brasileira na direcdo das mais
modernas do mundo, o Governo brasileiro deu um passo historico para a
implantacédo do banco de dados de perfis genéticos no pais. No dia 28 de maio de
2012, foi publicada a Lei n°® 12.654, que “Altera as Leis nos 12.037, de 1° de
outubro de 2009, e 7.210, de 11 de julho de 1984 - Lei de Execucdo Penal, para
prever a coleta de perfil genético como forma de identificacdo criminal, e da outras
providéncias” (Brasil, 2012).

Um dos principais fatores para o sucesso de um banco de DNA é a
legislacdo que o regulamenta. Na maioria dos paises a legislacdo comecgou de
forma mais restritiva, armazenando-se apenas os perfis de condenados por crimes
hediondos. Este é o modelo ora adotado no Brasil. O tempo mostrou que gquanto
mais abrangente for a insercdo de perfis de criminosos, mais eficiente serd o
banco de dados. A Lei acima foi regulamentada no dia 12 de margo de 2013,
através do Decreto n° 7.950, que “Institui 0 Banco Nacional de Perfis Genéticos e
a Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos” (Brasil, 2013a).

Os Bancos de Dados de DNA podem acelerar as investigacdes e permitir

troca de informacfGes nacional e internacionalmente. O estudo de diferentes
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regides polimorficas do DNA humano, obtidas de vestigios coletados em locais de
crimes, organizadas em Bancos de Dados, expande consideravelmente as
chances de éxito em investigacdes criminais (Brasil, 2009).

Os Bancos de Dados de Perfis Genéticos tornaram-se fundamentais para
as investigacdes criminais. Uma das principais utilizacdes é armazenar perfis de
DNA a partir de amostras bioldgicas coletadas em locais de crime e fazer
comparacoes de perfis posteriormente. Os Bancos de Dados de DNA denotam
grande utilidade para identificar criminosos em série (Hares, 2012).

No Brasil, a Rede Integrada de Bancos de Perfis Genéticos coordena a
implantacdo de bancos de dados estaduais conectados a um banco de dados
nacional por meio do programa CODIS. Trata-se de uma rede efetiva em seu
propdsito de auxilio a Pericia, aos 6rgaos policiais e a Justica, por servir como
instrumento de prova na investigagcdo criminal, desde que asseguradas as
condicBes técnicas e cientificas para a producéo da informacao e estabelecidos os
parametros legais que regulamentem a inclusdo, acesso, utilizacdo e exclusédo das
informagdes armazenadas nesses bancos (Brasil, 2013b).

O CODIS (Combined DNA Index System) € um programa de gerenciamento
de perfis genéticos desenvolvido na década de 1990 pelo Federal Bureau of
Investigation (FBI) estadounidense. O FBI disponibiliza gratuitamente este
programa aos governos dos paises interessados em utiliza-lo na area de
seguranca publica. O CODIS permite a organizacdo de perfis genéticos em
diferentes categorias, permitindo que 0s mesmos sejam tratados de forma
diferenciada (Brasil, 2009). Os perfis podem ser agrupados pelos seguintes
indices: “Condenados”, “Forense”, “Detidos”, “Pessoas Desaparecidas”, “Restos
Mortais nao-ldentificados” e “Parentes Bioldégicos de Pessoas Desaparecidas”
(Santos, 2014).

Assim, familiares de pessoas desaparecidas, por exemplo, podem doar
voluntariamente seu DNA para que seja confrontado apenas com restos mortais e

nao com amostras de locais de crime.
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2.3 — MARCADORES MOLECULARES NO CANCER CERVICAL

2.3.1 = O cancer cervical

No mundo, cerca de 527.624 novos casos de cancer do colo do utero séo
diagnosticados, provocando a mortalidade de 265.672 mulheres por ano. O cancer
cervical é a quarta causa de morte por cancer no sexo feminino e o segundo tipo
de cancer que mais mata mulheres com idades entre 15 e 44 anos (World Health
Organization - WHO, 2016).

O Brasil tem uma populacdo de 69,14 milhdes de mulheres com idades a
partir dos 15 anos, que estdo em risco de desenvolver cancer cervical. O cancer
cervical aparece como o segundo tipo mais frequente de cancer entre as mulheres
e ainda, para o ano de 2016, foram esperados 16.340 casos novos de cancer do
colo do atero, com um risco estimado de 15.85 casos a cada 100 mil mulheres
(Instituto Nacional do Cancer — INCA, 2016) (Tabela 2).

Na analise regional no Brasil, o cancer do colo do Gtero se destaca como o
segundo mais incidente em todas as cinco regides brasileiras: Norte, Centro-
Oeste, Nordeste, Sudeste e Sul, com taxas de 23,97/100mil 20,72/100 mil,
19,49/100 mil, 11,30/100 mil e 15,17/100 mil mulheres, respectivamente. Na
regido Nordeste, Pernambuco tem uma taxa estimada de 970 novos casos de
cancer de colo de utero para cada 100 mil habitantes para o ano de 2016 (INCA,
2016).
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Tabela 2: Estimativa para o ano de 2016 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil e de niumeros
de casos novos por cancer, no Brasil, em mulheres, segundo localizac@o primaria. Fonte: INCA,
2016.

Estimativa dos Casos Novos

Localizagao Priméria Homens
Neoplasia Maligna Estados Capitais
Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta

Feminina

Laringe
Bexiga

Orviirio

Linfoma de Hodgkin

Linfoma ndo Hodgkin
Glindusa Tir

Pede ndo Metanoma
Todas as Neoplasias
*Nimesos amedondados para madltiplos de 10,

2.3.2 - HPV: genoma e infecgéo

A partir da década de 70, o virologista alemao Harold zur Hausen iniciou 0s
estudos sobre papel do HPV no cancer cervical, até que em meados da mesma
década, ele estabeleceu o papel do HPV como sendo o fator promotor para esta
neoplasia (zur Hausen, 2002), tal descoberta lhe rendeu o Prémio Nobel de
Medicina em 2008.

De acordo com o International Council on the Taxonomy of Viruses (ICTV),
o Papilomavirus humano (HPV) pertence a familia Papillomaviridae, que agrega,
atualmente, 29 géneros (Figura 03), dentre os quais cinco tém como hospedeiro o
homem: alfa-papilomavirus, beta-papilomavirus, gama-papilomavirus, mu-
papilomavirus e nu-papilomavirus (de Villiers et al.,2005). Clinicamente, o género

alfa-papilomavirus é o mais importante, sendo dividido em espécies 4, 5, 6, 7, 8, 9
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e 10, que agregam todos os gendtipos de HPV associados as lesGes da mucosa
genital. O HPV16, por exemplo, estad classificado no género alfa, espécie 9
(Bernard et al., 2010).

Figura 03. Arvore filogenética dos Papilomavirus construida por

alinhamento de aminoacidos das proteinas E1, E2 e L1.
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Fonte: O género Alfa esta destacado em vermelho. Modificado a partir de Bernard et al., 2010.
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Mais de 180 gendtipos de Papilomavirus ja foram sequenciados e bem
caracterizados (Bernard et al. 2010; Deligeoroglou et al.,, 2013; International
Council on the Taxonomy of Viruses - ICVT 2015), sendo que cerca de 40 estéo
relacionados as infeccbes anogenitais. Os gendtipos virais podem ser
classificados quanto ao risco de malignidade que oferecem ao trato genital em:
alto-risco (HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73 e
82), e baixo risco, associado com lesGes benignas genitais e verrugas na pele
(HPV®6, 11, 40, 42, 43, 44) (Dalstein et al., 2009). O HPV16, assim como o HPV18,
Sdo 0s genotipos virais mais prevalentes em carcinomas cervicais invasivos e
neoplasias intraepiteliais cervicais (WHO, 2016).

A organizacdo gendmica de todos os HPV é semelhante, possuindo todas
as suas regides com potencial para codificar proteinas, denominadas ORFs (Open
Reading Frames) numa mesma fita do DNA (Esquenazi et al., 2010). O material
genético do virus é caracterizado por uma dupla cadeia de DNA circular, com
aproximadamente oito mil pares de bases (Figura 4), constituida por oito genes
que sao agrupados de acordo com a velocidade pela qual sdo expressos
(Rampias et al., 2014).

Os genes de expressao tardia “Late” L1, de 55kD de tamanho (80% da
proteina total viral) e L2, de peso molecular de 70kD codificam proteinas do
capsideo viral. O capsideo viral possui forma icosaédrica com um diametro de
50nm a 60nm, é formado por 72 capsdémeros e ndo € revestido por envelope
lipidico. Os genes de expresséo rapida “Early”: E1, E2, E4, E5, E6 e E7 codificam
proteinas envolvidas na replicacéo, transcricdo e transformacgéo viral (Stanley et
al., 2012).

O genoma viral ainda possui uma regidao reguladora longa (LCR ou URR)
ndo codificante, apresenta sequéncias ativadoras e repressoras da transcricao
viral, além da origem de replicacdo (ORI), variando de 400 a 1000 pb, localizada
entre as regides L1 e E6 (Stanley et al., 2012).

Durante a transcricdo, o genoma do HPV € controlado por diversos
promotores, dentre os quais, o promotor P97, para o HPV-16, € considerado o
principal, sendo responséavel pelo direcionamento da expressado de E6 e E7. O

genoma do HPV pode sofrer variagbes por mutacdes pontuais, delecbes e
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insercdes, que podem se tornar permanentes numa populacédo, se selecionadas
positivamente ou, se forem funcionalmente neutras, pela expansao seletiva da

populacao hospedeira infectada (Bernard, 2010).

Figura 4: Representacao do mapa genémico do HPV 16.

Promotor

L1

.- Integragio
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Fonte: Os genes de expressao tardia —Late™ L1, de 55kD de tamanho (80% da proteina total
viral) e L2, de peso molecular de 70kD codificam proteinas do capsideo viral. Os genes de
expresséo rapida “Earlyl: E1, E2, E4, E5, E6 e E7 codificam proteinas envolvidas na replicacéo,
transcri¢édo e transformacéo viral. Modificado a partir de Rampias et al., 2014.

A infeccdo por HPV ocorre pelo contato direto, através de microlesdes na
pele que expdem a membrana basal do epitélio, sendo considerada como causa
majoritaria para o desenvolvimento do cancer cervical, porém apenas 10% das
mulheres infectadas por genétipos de alto-risco devem desenvolver a doenca
(Cavalcanti & Carestiato, 2006).

As vias de transmissdo do HPV podem ser sexual, ndo sexual (familiar ou
nosocomial por fémites) ou materno — fetal, podendo ser gestacional, intra e
periparto. Entre elas, a via sexual representa a grande maioria dos casos. Outros
tipos de contato genital com auséncia de penetracdo, incluindo o sexo oral,
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também tém sido relatados. Com relacéo a via ndo-sexual, é provavel que o HPV
possa ser transmitido também pelo instrumental ginecolégico, quando né&o
esterilizado adequadamente (Queiroz; Cano; Zaia, 2007).

No momento em que o virus linearizado se integra ao genoma do
hospedeiro, comeca a se desenvolver uma lesdo, conhecida como NIC (Neoplasia
Intraepitelial Cervical) (Figura 05). As varias alteracdes celulares causadas pelo
virus foram classificadas em NIC |, NIC Il e NIC Il (Queiroz et al., 2005). A lesao
escamosa de baixo grau, que corresponde a NIC |, apresenta células com
binucleacao, disqueratose e outras alteracdes, sendo uma condicéo tratavel e com
boas chances de regressdo. Ja as alteracfes de alto grau, que sédo NIC Il e NIC
[ll, apresentam alteracdes no processo de crescimento e diferenciacao celular e
contrastam com a displasia de baixo grau, em relagdo a maior chance de
regressao, visto que essa alteracdo tem maior chance de se tornar um carcinoma

in situ, seguindo para o cancer invasor (Albring et al., 2006).

Figura 05. Diferentes graus de lesdes cervicais de acordo com a
colposcopia.

Fonte: American society colposcopy and cervical pathology, Seattle STD/HIV prevention training
center, Hopkins Medicine. Disponivel em: http://gineco.med.br/hpv/
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O ciclo de vida do HPV inicia-se por um processo infeccioso que ocorre na
camada basal de queratindcitos do epitélio, resultando numa infeccéo clinica ou
subclinica (Figura 06).

No primeiro estagio do ciclo viral, 0 genoma do HPV é estabilizado na forma
de elemento extracromossdmico (epissomo) na célula basal epitelial, o qual &
replicado para um numero de 50 a 100 cOpias aproximadamente junto com o DNA
do hospedeiro, na fase S (Rampias et al., 2014). Os primeiros genes a serem
expressos sdo E1 (helicase) e E2 que formam um complexo para se ligar a origem
de replicacdo do genoma viral e recrutar a maquinaria necessaria da célula, como
polimerase e proteinas acessorias (Mohr et al., 1990; Frattini et al., 1994; Conger
et al., 1999). Além disso, a proteina E2 funciona como um fator de transcricdo que
ativa ou reprime a transcricdo dos outros genes E (McBride et al., 1991).

O segundo estagio do ciclo corresponde a um alto nivel de expressédo de
proteinas virais ndo-estruturais (E4) e estruturais (L1 e L2) para a montagem dos
virions e sua liberacdo. A proteina E4 facilita a liberacdo dos virions através do
rompimento do citoesqueleto citoplasmatico (Doorbar et al., 1999). Nesta fase,
ocorre a migracdo de uma das células infectadas para as camadas mais
superiores (sentido apical) do epitélio com a finalidade de acompanhar o programa
de diferenciacdo dos queratindcitos enquanto isso, a célula-filha infectada que
permaneceu na camada basal se multiplica e mantém um verdadeiro reservatorio
de DNA viral (McCance, 2005).

O processo de transformacdo maligna das células infectadas pelo HPV é
mediado através da interacdo entre os produtos dos genes virais E6 e E7 e as
suas oncoproteinas, que tém demonstrado serem suficientes para garantir a
transformacao, imortalizagdo celular e formagéo do tumor (Rampias et al., 2014).

A atividade transformadora da oncoproteina E6 é dependente da sua
ligagdo com a proteina supressora de tumor p53 por uma via ubiquitina-
dependente (Thomas et al., 1999). A associa¢gdo da E6 com a p53 é mediada por
uma proteina celular adicional, chamada proteina associada a E6 (E6-AP). A
formacdo do complexo E6-p53 é fundamental para a inativagcdo das funcgdes
supressoras da p53. Essa parece ser uma atividade especifica dos HPV de alto

risco, visto que os de baixo risco que codificam E6 ndo inativam a p53 pelo
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mesmo mecanismo (Werness et al., 1990). Embora os efeitos da oncoproteina E6
de alto risco sobre a p53 sejam fundamentais para o desenvolvimento de cancer
genital, rotas alternativas e independentes da p53 desempenham papéis
igualmente importantes (Moody et al., 2010).

A proteina E7 também contribui para a imortalizacdo celular devido a sua
capacidade de interagir com a proteina supressora tumoral do retinoblastoma
(pPRb), assim como membros de sua familia, a p107 e pl130. A familia do Rb
controla a transicao de fase G1 para S, regulando a atividade da familia de fatores
de transcricdo E2F (Dyson et al. 1998). Além de formar complexos com a pRb, a
E7 também orienta a degradacdo através da via proteossdmica ubiquitina-
dependente (Boyer et al. 1996) induzindo a anti-apoptose.

Desta maneira, os oncogenes E6 e E7 dos HPV de alto risco quando co-
expressos podem facilitar a imortalizacdo de células epiteliais primarias. A continua
expressao de E6 e E7 é necessaria para a manutengao do fenétipo transformado em
quase todos os carcinomas cervicais. Este processo é potencializado pela a¢do de
outra oncoproteina viral, a E5 (Moody et al, 2010), na qual sua expressao prolongada
causada pela infeccdo persistente possibilita o acumulo de aberracdes
cromossomicas que culminam em transformacdo maligna (Duesing e Munger, 2004).

O tempo de infeccdo até a liberacdo das particulas virais é de
aproximadamente trés semanas e corresponde ao tempo necessario para a
diferenciacdo completa e descamacdo do queratinécito basal (Stanley, 2012). O
tempo entre a infecgdo inicial e o aparecimento de papilomas pode depender da
concentracéo e do tipo do virus que infecta o tecido, também é sugerido que o
estado de laténcia pode resultar da baixa concentracdo de virus inoculado (Zhang
et al., 1999).

O HPV adota varios mecanismos que impedem uma resposta eficiente do
sistema imunologico, dentre eles ndo provocar lise celular durante a liberacédo do
virus, que ocorre com a morte programada dos queratindcitos (descamacéo).
Deste modo, 0s sinais essenciais para a resposta imune no epitélio estdo
ausentes, como a producado de citocinas pro-inflamatorias que ativam a migracao

das células apresentadoras de antigenos (APCs) (Stanley, 2012).
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Figura 06: Esquema mostrando a evolugdo da infeccéo pelo Papilomavirus
humanao.
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Fonte: O ciclo de vida do HPV inicia-se por um processo infeccioso que ocorre na camada basal
de queratindcitos do epitélio, resultando numa infeccéo clinica ou subclinica. No primeiro estagio
do ciclo viral, o genoma do HPV é estabilizado na forma de elemento extracromossdmico
(epissomo) na célula basal epitelial, o qual é replicado para um numero de 50 a 100 cépias
aproximadamente junto com o DNA do hospedeiro. No segundo estagio, ocorre a migracao de uma
das células infectadas para as camadas mais superiores (sentido apical) do epitélio com a
finalidade de acompanhar o programa de diferenciagdo dos queratinécitos enquanto isso, a célula-
filha infectada que permaneceu na camada basal se multiplica e mantém um verdadeiro
reservatério de DNA viral. Modificado a partir de Stanley et al., 2012.

2.3.3 = Sistema Imune Inato e TLRs

A imunidade inata (Figura 07) é a parte ndo especifica do sistema
imunitario. E mediada pela barreira epitelial, o sistema complemento, uma
variedade de células que fagocitam antigenos e o0s apresentam para outras
células ou os destroem além de uma vasta familia de receptores imunoldgicos,
chamados de receptores Toll-like (TLRs). Estes desempenham um papel crucial
na imunidade inata. Eles podem ser encontrados em varias células da imunidade
inata e reconhecer ameacas endodgenas e exdgenas, padrbes moleculares
associados a patégenos (PAMPs). A ativacdo dos TLRs provoca um perfil de
expressao pro-inflamatorio, que promove esse tipo de imunidade (Derigeoroglou et
al., 2013).
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Figura 07: As diversas barreiras presentes no sistema imune inato humano.
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Os receptores Toll-like (TLRs) foram descobertos pela primeira vez como
receptores envolvidos no reconhecimento de fungos e embrido na determinacéo
da polaridade dorsoventral em embrides de Drosophila (Anderson et al., 1985;
Lemaitre et al., 1996). Os TLRs sdo uma importante classe de receptores de
reconhecimento de padroes (PRRs), sendo descobertos até o0 momento 11 TLRs
em humanos (TLR1-TLR11) e 13 em ratos (Beutler, 2009; Reuven et al., 2014).

Como os seres humanos tém um pequeno numero de receptores da
imunidade inata disponiveis para responder a um numero ilimitado de moléculas
microbianas, esses receptores possuem uma grande flexibilidade (Kang et al.,
2011).

Os TLRs reconhecem PAMPs e atuam como ativadores de cascatas que

levam a respostas imunoldgicas imediatas, e como ligantes para o recrutamento e
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ativacdo do sistema imune adaptativo (Akira et al., 2004; Kanczkowski et al.,
2007). ApGs o reconhecimento dos PAMPs pelos TLRs, esses receptores sofrem
mudancas conformacionais que permitem o recrutamento das moléculas
adaptadoras. Inicia-se entdo, uma cascata de sinalizac&o intracelular que resulta
na producdo de citocinas inflamatérias como TNFalfa, IL6, IL8, 1110 e IL12 e no
aumento da expressdo de moléculas co-estimuladoras nas APCs (Células
Apresentadoras de Antigenos). Além do mais, muitos TLRs s&o capazes de
induzir a profugcdo de IFN tipo I, importante citocina de agao antiviral. Essa
carcteristica de induzir uma série de citocinas inflamatérias é resultado da ativacao
de fatores de transcricdo como o IRF3 (Fator de Regulacao de Interferon 3) (Akira
et al., 2004; Reuven et al., 2014)

A atividade dos TLRs é altamente regulada, sendo multifacetada e
envolvendo regulagdo sistémica, sinalizacdo de regulamentacdo e interacdes
proteina-proteina, tudo servindo para manter a atividade TLR bem eficiente
(Seimon et al., 2010).

Devido ao seu envolvimento em tais processos essenciais, a integridade
gendmica desses receptores é fator chave na presenca ou auséncia de distarbios
imunoldgicos e, consequentemente, na susceptibilidade ou ndo a doencas. Alguns
distarbios genéticos nos genes TLR ja foram correlacionados com muitas doencas
causadas por virus (Nischalke et al., 2011), inclusive pelo HPV (Daud et al., 2011)
e diversos tipos de canceres, entre eles o gastrico (Castafio-Rodriguez et al.,
2013) e o cervical (Pandey et al.,, 2009; Roszak et al., 2012), e pode ter
consequéncias fatais.

A descoberta de antagonistas de TLRs pode ser uma estratégia notavel
para tratar cénceres, incluindo o cervical, no entanto, os antagonistas de TLRs
podem representar o risco de comprometimento da imunidade do hospedeiro
(Pandey et al., 2009). Por conseguinte, é um dilema cientifico se um agonista ou
antagonista de TLRs deve ser alvo de tratamento para essa patologia, podendo

ser utilizados como biomarcadores moleculares.



34

2.3.4 — Marcadores Moleculares no Cancer

A principal abordagem para conter o avanco do cancer cervical é o
rastreamento através do exame citologico, cujo principal objetivo é detectar lesGes
pré-neoplasicas antes que elas possam progredir para um estagio invasivo.
Paises mais desenvolvidos conseguem implantar programas de rastreamento
organizados, com alta cobertura da populagdo-alvo, além de diagnostico e
tratamento adequados e em tempo habil. Isso reduz drasticamente a incidéncia da
doenca, porém manter toda a infraestrutura e logistica desses programas implica
investimentos substanciais em saude, 0 que constitui uma barreira para paises
com menos recursos (Criséstomo et al., 2016). Diante dessas dificuldades, tem-
se fomentado a busca por métodos auxiliares que ajudem a otimizar o rastreio
citologico, tornando-o mais sensivel e ainda mais eficiente.

Ha& um interesse atual na utilizacdo de biomarcadores moleculares como
meétodo auxiliar aos procedimentos de triagem vigentes. Existem varios trabalhos
avaliando o potencial clinico desses marcadores e 0s que se mostram mais
propicios sdo moléculas envolvidas na regulagdo do ciclo celular ou marcadores
de infeccdo por HPV, o principal agente etiolégico no desenvolvimento do cancer
cervical (Astbury et al., 2006).

Segundo Anghebem-Oliveira; Merlin (2010) e Weber (2012), marcador é
qualguer molécula que possa ser detectada e dosada, assim revelando um
processo normal ou patolégico no organismo, auxiliando no diagnostico da
doenca, na deteccdo do grau da lesdo, no monitoramento da terapéutica, e no
prognéstico para o paciente. Os biomarcadores tumorais sdo indicadores do
estado fisioldgico e de alteracdes que ocorrem durante o processo neoplasico. A
expressao destes marcadores pode refletir diversos processos em andamento nas
células tumorais, tais como hiperproliferacdo, alteracdo de padrdes de expressao
génica, hiperplasia, genotoxicidade, inflamacao e alteracoes enzimaticas
relacionadas com o desenvolvimento tumoral, entre outros.

Um biomarcador tumoral ideal possui relacdo direta com o0 processo

maligno, correlaciona- se com a massa tumoral, permite a caracterizacdo do tipo
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de tumor, a localizacdo, o estadiamento do tumor, bem como fornece uma
avaliacao prognostica do tumor em questéo (Criséstomo et al., 2016).

Um bom marcador para céncer uterino deve ser sensivel e especifico,
sendo capaz de distinguir lesdes de alto e baixo grau e também de avaliar o risco
de progressao e as chances de regressao. Entre os marcadores ja detectados, se
encontram a proteina p53, o anticorpo contra a proteina Ki67 (MIB-1), a Heat
Shock Protein 40 e 60 (HSP40 e HSP60) (Almeida et al., 2014). No entanto, tais
marcadores sdo utilizados em imunohistoquimica, ou seja, quando as lesbes e
possivelmente o cancer ja estéo instalados.

Desta forma, tem-se uma caréncia de marcadores moleculares genéticos
precoces para a detec¢cdo do cancer cervical, inclusive sob a abordagem de kit
comercial, como observado, por exemplo no cancer de mama para o BRCAL,
Mamaprint (Simphony®) e Oncotype DX® (Li et al., 2016). Painéis moleculares
como estes agregariam inumeros beneficios para os pacientes portadores de
cancer cervical, principalmente em relacdo a sensibilidade e o tardiamento do
exame citologico.

Diante do exposto, é imprescindivel a busca de novos marcadores
moleculares mais eficientes, principalmente no que diz respeito a precocidade e,

aprimorar os ja existentes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Aplicar marcadores moleculares na identificacdo de amostras humanas e

identificar marcadores moleculares na infec¢ao pelo HPV e céancer cervical.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Utilizar 24 marcadores STRs para identificagdo humana em amostras
oriundas de local de crime;
e Identificar possiveis marcadores moleculares envolvidos na infec¢do

pelo HPV e no cancer cervical.
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Resumo

Introdngdo: A identificacio humana por DNA € atualmente considerada crucial para a resolugdo de situacdes envolvendo matéria
penal, bem como aquelas relacionados a paternidade e continua revolucionando as dreas juridicas e penais. As principais regides

polimérficas de DNA usados na rotina forense sio os STRs (Short Tandem Repeats) presentes nos cromossomos aufossomicos.
Objefivo: Este estudo teve como objefive identificar o perfil das vitimas afetadas por varios fipos de crimes ocomidos em
Pernambuco. Materiais ¢ Métodos: O Laboratorio de Pericia e Pesquisa em Genética Forense (LPPGF) proveu 125 casos de varios
tipos de crimes ocorridos em Pemambuco entre 2012 e 2014. A verificacio de idenfificaciio humana por amostras de mmusculo e 0sso
foi realizada por amplificagdo de DINA e genotipagem pela alimentacdo do sistema Plex Fusion (24 loci STR) e ABI PRISM 33500
HID respectivamente. As analises estatisticas foram realizadas pelos softwares: "familias” e "patcan”. Resultados: O LPPGF recebeu
dois tipos de amostras biologicas para os ensaios de idenfificacio genética humana: tecido osseo (52.8%) e o tecido mmscular
(47.2%). A alta prevaléncia de casos em aberto (47.2%) e homicidio (42.4%). tanto na irea metropolitana. quanto no interior, alerta a
necessidade de implementar programas sociais de prevencdo e gualidade de vida. além da necessidade de mais celeridade nas
mvestigagdes policiais. Conclusdes: A abordagem genéfica para identificacio humana, principalmente vitimas de crimes. € uma
condi¢io importantissima para a resolucdo de qualquer tipo de processo criminal e reduzir ainda mais a agonia vivida por familias
que tiveram seus entes queridos desaparecidos.

Falavras-Chave: Identificacio humana; DNA Forense; STRs; Homicidio.

Abstract

Introduction: The human identification by DNA is currently considered crucial for the resolution of situations involving criminal
matters as well as those related to paternity and continues revolutionizing the legal and crininal areas. The main polymorphic regions
of DNA used in forensic routine are the STRs (short tandem repeats) present in autosomal chromesomes. Objective: This study
aimed to identify a profile of victims affected by several kinds of crimes that occurred in Pemambuco. Marerials and Methods:
Laboratério de Pericia e Pesquisa em Genética Forense (LPPGF) provided 125 reports of several kinds of crimes that occurred in
Pernambuco between 2012 and 2014. Verification of human idenfification by nmscle and bone samples was performed by DNA
amplification and genotyping by Power Plex Fusion System (24 loci STRs) and ABI PRISM 3500 HID respectively. Statistical
analyzes were carried out by software: "familias" and "patcan”. Resulfs: LPPGF received two types of biological samples for human
identification genetic test: bone tissue (32.8%) and nmscle tissue (47.2%). the high prevalence of open cases (47.2%) and murder
(42.4%), both metropolitan area, as up-state alerts the need fo implement improvements social programs of prevention and quality
and speed of police mvestigations. Concluisions: The genetic approach to human identification. mainly victims of crimes, is very
important for resolving any kind of criminal case and further reduce the agony experienced by families who had their missing loved
ones.

Keywords: Human Identification; Forensic DNA; 5TRs; Murder.
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1. INTRODUCAO

A identificacio humana € um processo de
mvestigacio forense necessario para caracterizar o
micio e o fim da personalidade civil [1]. O evento da
morte de um individuo extingue o poder familiar,
limites de casamento, contratos pessoais e usufruto e,
sem confirmacio nio inicia o processo de sucessdo [2].
Além disso, a identificagio humana é uma questio
juridica de importincia em casos crinmunais, exigindo a
necessidade de investigagio [3].

A busca de métodos confidveis de identificacio
humana sempre fo1 uma grande necessidade social Em
diversas situagdes. tais como guerra. agitagio socio-
politica e de desastres de massa mostram a necessidade
urgente de uma acdo eficaz para identificar as vitimas,
com o objetivo de suavizar de alguma forma a
ansiedade social que sempre se nstala [4].

A dentificacio humana por DNA € atualmente
considerada crucial para a resolucio de situagdes que
envolvem matéria penal, bem como os relacionades
com a paternidade e continua revolucionando as areas
legais e crniminais [5]. Esta abordagem baseia-se
principalmente nas diferencas entre individuos em
regides nio codificantes do genoma. Estas diferencas
sio o principio basico da metodologia utilizada em
Genética Forense [6].

Em sequéncias de DA repetitivas sio encontradas
repeticbes “mn tandem” que podem determinar regides
hipervariaveis classificaveis por polimorfismos [7]. As
principais regides polimorficas do DNA utilizadas na
rotina forense sio os STRs (short tandem repeats)
presentes nos cromossomos autossomicos. O tipo e
quantidade minima de marcadores sio validados e
sugeridos por renomadas instituicdes mnacionais e
[8.9]. Quanto mater o nimero de
marcadores e mais estudadas as frequéncias alélicas

internacionais

desses marcadores na populagio local, maiores as
chances de sucesso na identificacio forense [10.11].

Devido a falta deste tipo de estude na populagio do
Nordeste do Brasil, © presente artigo objetivou
caracterizar um perfil geral das vitimas acometidas por
varios tipos de crimes que ocorreram em Pemambuco
entre 2012 e 2014, abrangendo vamiaveis como sexo,
amostra ufilizada e localizagio geografica da agressio,
apos sua identificagio pelo DNA.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Neste estudo, o Laboratdrio de Pericia e Pesquisa em
Genética Forense de Pernambuco (LPPGF-PE) proven
125 relatorios policiais com landos genéticos de varios
tipos de crimes que ocorreram em Pernambuco entre
2012 e 2014

2.2. Meétodos
2.2.1 Extragdo e Quantificagio de DNA

O DNA foi extraido a partir de amostras biologicas
por dois métodos diferentes: por extragio orginica
(utilizada em amostras questionadas) e usando kits de
DNA IQTM System Promega ® (utilizada em amostras
de referéncia).

As amostras biolégicas utilizadas foram de osso e
musculo, visto que para estas o LPPGF possui validagio
metodologica. A escolha da primeira, ultima ou ambas,
variou de acordo com o caso e a disponibilidade das
mesmas. Estas amostras eram entregues aec LPPGF
oriundas do IML.

A quantidade de DNA recuperado for quantificada
por PCR em Tempo Real utiizando o reagente
Quantifilier® Duo DNA Quantificacio Kit (Life
Technologies) juntamente com o sistema de PCR
Tempo Real 7500 (Life Technologies).

As amostras de DNA extraidas foram amplificadas
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando
o sistema de andlise de loci de STR PowerPlex Fusion
System (Promega Corporation), com um total de 24
loei.

2.2.3 Genotipagem do DNA

Os produtos de amplificacio foram submetidos a
eletroforese capilar utilizando o equipamento ABI
PRISM 3500 Genetic Analyzer HID (Applied
Biosystems), no qual 22 (loci) STR foram analisados
(D351358, D151656. D25441, D10S1248, D135317,
PENTA E. DI165539. D18551. D251338. CSF1PO,
PENTA D, THO1, vWA, D21S11. D7S820, D55818,
TPOX. Ds8S1179. DI12S391. DI9s433. TFGA.
D221045), além do gene da amelogenma e do
fragmento do cromossomo Y, DYS391, para identificar
0 género sexual.

Todas as metodologias moleculares foram abordadas
de acordo com as mstrugdes dos respectivos fabricantes
e, ainda, todos os procedimentos operacionais padrdes

foram validados.
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

O estudo de polimorfismos de DNA nuclear de
cromossomos auwtossonucos foi realizado a partir de
amostras recolhidas. o que permitiu deternunar a partir
das amostras questionadas o perfil genético de cada
vittma. O LPPGF recebeu dois tipos de amostras
bioldgicas para a identificacio humana: tecido dsseo
(52.8%) e o tecido muscular (47.2%). Esses valores
retratam a seguinte realidade: menos da metade das
amostras bioldgicas recebidas pelo LPPGF estavam
conservadas suficientemente para extragio de DNA
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através de tecido muscular, ao passo que todo o restante,
nio apresentava essas condigbes satisfatorias, sendo
necessdria uma extragio mais demorada, através do
tecido dsseo. Vale salientar que o LPPGF nio obteve
problemas no processamento das 125 amostras
utilizadas neste estudo.

O fluxo de trabalho do LPPGF inclu a extracio de
DNA a partir destes dois tipos de amostras biologicas
para as amostras questionadas e o esfregaco bucal para
as amostras de referéncia. Tais  amostras  sdo
encaminhadas ac LPPGF a depender do estado de
conservagdo do cadaver. Todos os métodos moleculares
abordados neste artige foram vahidados.

Qualquer amostra biolégica recolluda na cena do
crime pode ser submetida a técnicas de identificacio
baseadas nas regides polimdrficas do DNA, processo
seguro, com alto poder de discriminacio e alta
confiabilidade, sendo aceita como prova legal em
processos judiciais [12]. Quando o corpo esti em um
estado de decomposigio mmito avangado, carbonizado
ou esqueletizados ou em condicdes que impedem o uso
de mmpressio digital ou odontologia legal, € necessario
analisar o DNA [13].

O FBI (Federal Bureau of Investigation) adota e
recomenda um conjunto padrio de loci que sio seguidos
pelos laboraténios de genética forense em virios paises.
Durante muitos anos o FBI preconizou que a analise

genética de pelo menos 13 regides autossdmicas e uma
sonda para o gene da amelogenina, usado para
identificar o sexo, € suficiente para resolver os casos
forenses [14]. Mas para garantir uma estatistica robusta
usamos em nosso estudo 24 marcadores STRs.

Como mostrado na Figura 1, a alta prevaléncia de
casos em aberto (472%) alerta a necessidade de
implementar melhorias na qualidade e velocidade das
investigagdes policiais. Em outras palavras, as vitimas
identificadas geneticamente, mas o
diagnéstico diferencial de ato criminoso € suas
circunstincias  ndo. O Relatono

estio sendo

da Comussio
Internacional de Direitos Humanos observou que os
casos abertos sdo absolutamente imcompletos e onussos,

e amnda 71% nfo sio encaminhados, levando a lugar
nenhum [15].

Afogamento
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]
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T
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=
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Figura 1. Frequéncia dos crimes que acometeram as vitimas
analisadas pelo LPPGF entre 2012 e 2014.

O crime que mais afeta o estado de Pernambuco € o
assassinato (42,4%), tanto na drea metropolitana, como
no mterior, segwido dos acidentes de trafego (8,8%). e
por fim suicidio e afogamento (ambos com 0.8%). Tais
dados mostram a necessidade de implementar politicas
publicas de combate i violéncia primina em todo o
estado. A percentagem de 77% das vitimas serem do
sexo masculino, atacados principalmente no interior de
Pemnambuco. ajudam a criacio de estratégias para

entender as razdes e motivacbes para tal numero
(Tabela 1). O trifico de drogas tem sido o prncipal
fator responsavel pelo aumento na criminalidade nos
ultimos anos, sendo o homicidio o cnme de maior
violéncia no contexto social [16]. Nuomeros da
Secretaria de Defesa Social de Pernambuco mostram
que no primeiro semestre de 2015, 45% dos homicidios
no interior de Pemambuco tiveram ligacio direta com o
trafico [17]. Apesar dos esforgcos da referida Secretana,
o més de julho de 2015 nio teve um bom resultade com
o programa social chamado Pacto Pela Vida: depois de
do1s meses consecutivos de queda, o aumento chegou a
15,6% no numero de hommcidios [18].

Tabela 1. Parametros analisados pelo LPPGF de acordo com os crimes ocomidos em Pemambuce entre 2012-2014.

Parimetro Varidvel Distribuicio
n %a

Sexo Ma.scuh.no 97 7%

Femnino 28 339
Amostra Osso 66 528%
Musculo 59 47.2%

. Metropolitana 60 48%,

Area Interior 65 S0
Total 125 100%
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4. CONCLUSOES

A abordagem genética para identificacio humana.
principalmente vitimas de crimes, é uma condigio
importantissima para a resolugio de qualquer tipo de
crime e reduzir ainda mais a agoma vivida por familias
que tiveram seus entes queridos desaparecidos.
Ademais, esses resultados podem contribuir para a
analise da epidemiologia dos casos de crime em uma
escala maior, e ajudard melhor a compreender e gerir a
base de dados de DNA local.
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1. Introdugio

A identificagio humana ¢ necessaria para a
caracterizagdo do inicio e do fim da personalidade
civil. A morte de um individuo precisa ser
confirmada, pois com ela extinguem-se o poder
familiar, o vinculo conjugal, os contratos
personalissimos, o usufruto e, sem sua confirmagio
nio se inicia o processo de sucessio (SCORALICK
et al,, 2013). Além disso, a identificagdo humana
constitui-se em um problema de importincia juridica
em casos criminais, que demandam necessidade de
investigagio (SILVA etal., 2013a).

A busca por metodologias confidveis de
identificacio humana sempre foi uma grande
necessidade social. Em diversas situagdes, como
guerras, distirbios socio-politicos e desastres em
massa, evidenciam-se a urgéncia por agdes eficazes
de identificagdo das vitimas, objetivando amenizar
de alguma forma a angistia social que sempre se
instala (DHANARDHONO etal., 2013).

A identificacdo humana pelo DNA &, na
atualidade, considerada crucial para a resolugdo de
situagdes que envolvam questdes criminais, bem
como aquelas relacionadas 4 paternidade e continua
revolucionando as dreas juridicas e criminais
(SCHUMM etal.,2013).

A identificagio humana pelo DNA & baseada
principalmente nas diferengas observadas entre os
individuos em regides ndo codificantes do genoma.
Estas diferencas constituem o principio bésico da
metodologia usada na Genética Forense (ROEWER,
2013).

No DNA repetitivo sio encontradas sequéncias
com repeticio em tandem que podem determinar
regides hipervaridveis classificdveis por
polimorfismos (FERREIRA, 2004). As principais
regides polimorficas do DNA utilizadas na rotina
forense sdo 0s STRs (short tandem repeats) presentes
nos cromossomos autossémicos. O tipo e a
quantidade minima de marcadores sdo validados e
sugeridos por renomadas instituigdes nacionais e
internacionais. Quanto maior o nimero de
marcadores, ¢ quanto mais estudada e conhecida a
frequéncia alélica desses marcadores na populagéo

local, maior as chances de sucesso na identificacdo
forense (BUTLER, 2006).

As frequéncias dos alelos sdo também importantes
para a individualizagio, uma vez que um alelo do
qual a maior parte da populagdo é portadora nio se
presta a diferenciacido de individuos. Para cada locus
polimérfico existem diversos alelos, porém cada
individuo podera ter no maximo dois deles, herdados
de cada um dos pais. E importante ainda ressaltar que
nem todos os loci de microssatélites poder ser
utilizados nos estudos forenses, sendo os melhores
aqueles que se apresentam com maior polimorfismo
e mais alto grau de heterozigosidade (BRENNER et
al., 1999).

O presente trabalho visou a identificagdo humana
e, dessa forma contribuir para a elucidagdo de um
caso criminal, no qual foram realizados exames de
DNA em restos mortais de um cadaver encontrado na
cidade de Maceio, Alagoas, Brasil, vitima de crime
de esquartejamento.

2. Materiais e Métodos

Em abril de 20135, peritos criminais do Estado de
Alagoas, atendendo a uma solicitacdo de autoridade
policial, se deslocaram até o local designado, na
cidade de Maceid/AL, e coletaram restos mortais de
um cadaver encontrado, do sexo feminino, vitima de
esquartejamento, sendo levado para o Instituto
Médico Legal de Alagoas, sede Maceio (IML/AL).
Com o intuito de se verificar o vinculo genético entre
os referidos restos mortais e o suposto filho
(P.A.S.L.) da vitima, foram coletadas duas amostras
dos restos mortais: a) Fragmento de osso de arco
costal (amostra questionada 01 — AQI); b)
Fragmento de osso do Gmero (amostra questionada
02 - AQ2); ¢) Raspado de mucosa bucal do suposto
filho da vitima (amostra referéncia — AR). A amostra
de referéncia s6 foi coletada apés autorizagio por
meio de assinatura no “Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido™ (TCLE).

As referidas amostras foram levadas para o
Laboratério de Pericia ¢ Pesquisa em Genética
Forense do Estado de Pernambuco (LPPGF/PE),
onde foram realizadas as andlises genéticas.

Todas as amostras questionadas foram submetidas
4 extracdo de DNA através do método orginico,
enquanto que a amostra de referéncia teve seu DNA
extraido através do DNA IQTM (Promega®). As
amostras de DNA total foram quantificadas por PCR
em Tempo Real, com o emprego do reagente
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Quantifilier® Duo DNA Quantification Kit (Life
Technologies) e do equipamento 7500 Real Time
PCR System (Life Technologies). A amplificagdo do
DNA foi com o emprego do sistema de andlise de loci
STRs Power Plex® Fusion System (Promega
Corporation), totalizando 24 (vinte e quatro) Joci
génicos.

Os produtos de amplificagdo das amostras foram
submetidos & eletroforese capilar em instrumento
ABI PRISM 3500HID Genetic Analyzer (Applied
Biosystems), sendo analisadas 22 regides (loci) STR
(D3S1358, D1S1656, D2S441, D10S1248,
D138317, PENTAE, D168539, D18851, D2S1338,
CSF1PO,PENTAD, THO1,vWA, D21S11,D7S820,
D5S818, TPOX, D8S1179, D12S391, D198433,
FGA, D221045), além da amelogenina e do
fragmento do cromossomo Y, DYS391, para
identificagdo do género sexual.

As analises estatisticas foram realizadas mediante
os softwares: “Familias™: para determinagio do
indice de maternidade (EGELAND et al., 2000);
“Patcan™ para calcular a probabilidade de duas
amostras pertencerem a um mesmo individuo (razdo
de verossimilhanca) (RIANCHO &
ZARRABEITIA, 2003).

3. Resultados e Discussdes

O estudo dos polimorfismos do DNA nuclear dos
Cromossomos autossdmicos nos exames realizados,

a partir das amostras coletadas, permitiu determinar
a partir das amostras questionadas, os perfis
genéticos autossdmicos completos.

Toda e qualquer amostra biolégica coletada em
local de erime podera ser submetida as técnicas de
identificagdo baseadas nas regides polimorficas do
DNA, processo seguro, com alto poder de
discriminagio ¢ alta confiabilidade, sendo aceitos
como prova legal em casos judiciais (MICHELIN et
al.,, 2013). Quando o corpo estd em estado de
decomposi¢do muito avangado, carbonizado,
esqueletizado ou outras situagdes que
impossibilitem a utilizagio da impressdo digital ou
odontologia legal, faz-se necessdria a andlise do
DNA(PRIMORAC & SCHANFIELD, 2000).

Os marcadores de maior valor para a identificagio
humana sdo aqueles que apresentam alto poder de
discriminagdo (maior que 90%]), maior frequéncia de
heterozigotos (maior que 70%), baixa taxa de
mutagdo, menor tamanho e baixa formacgido de
stutters (fragmentos de DNA com uma unidade a
mais ou a menos que o alelo verdadeiro) (HARES,
2012). Atualmente, a grande maioria das
identificagdes humanas ¢ realizada por meio de
marcadores genéticos denominados microssatélites
ou STRs. Sequéncias curtas repetidas em tandem no
genoma. Os STRs geralmente possuem tamanho

entre 2 a 10 pares de bases. Devido ao seu alto poder
de discriminagfo, a analise de STRs se tornou rotina
em testes de paternidade e genética forense (Chen,
2009). O FBI (Federal Bureau of Investigation)
adota e recomenda uma série padrio de loci STRs que
sdo seguidos pelos laboratorios de genética forense
em varios paises. Durante muitos anos o FBJ
preconizou que a analise genética de no minimo 13
regides autossdmicas, além de uma sonda adicional
para o gene da amelogenina, usado para
identificagdo do sexo, era o suficiente para resolver
casos forenses (BUTLER & HILL 2012).

Nas amostras questionadas AQ1(arco costal) e
AQ2 (amero), coletadas do corpo nio identificado e
do membro superior foi observado um perfil
genético de individuo do sexo feminino e idénticos
entre si, estabelecendo a condigio de pertencerem a
um dnico individuo (figuras 1 e 2 - dados ndo
publicados).

Uma vez evidenciada a compatibilidade genética
¢ tomando-se por base os valores das frequéncias
alélicas publicadas para a populagdo brasileira
cfetuou-se calculos estatisticos objetivando estimar
o peso da evidéncia genética.

Alguns fundamentos da Genética de Populagdes
sdo utilizados para a realizagdo dos calculos da
frequéncia esperada do gendtipo na populagio em
que pertence as amostras analisadas. Quando muitos
marcadores genéticos sdo analisados, a frequéncia
esperada de um determinado gendtipo pode ser
muito baixa, como de um individuo em alguns
milhdes e até bilhdes, trilhdes de mdividuos. Se a
frequéncia esperada do gendtipo observado na
populagdo for de 1/1.000.000.000, podemos afirmar
que a probabilidade de observarmos o mesmo perfil
genético em outro individuo, ndo tipado
geneticamente e ndo aparentado ao suspeito ¢ de 1
em 1 bilhdo. Quanto menor for a frequéncia do
genotipo obtido, maior serd o peso da evidéncia
genética (BUCKLETON etal., 2004).

Nos calculos cstatisticos foram testadas duas
probabilidades: (1) as amostras testadas sdo
pertencentes a um mesmo individuo; (2) as amostras
testadas pertencem a mais de um individuo,
escolhidos aleatoriamente na populagio. A andlise
estatistica dos perfis em questdo permite estimar que
€ 22.075.150 (vinte e dois milhdes, setenta e cinco
mil e cento e cinquenta) vezes mais provavel que
todas as amostras sejam provenientes de um mesmo
individuo, do que de individuos diferentes,
escolhidos aleatoriamente na populagio.

A partir do perfil genético de individuo do sexo
feminino encontrade nas 02 (duas) amostras
provenientes do cadaver ndo identificado ¢ do
membro superior, nos quais, em todos os loci
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analisados, foram detectados alelos em comum em
relagdo a4 amostra referéncia (AR) do Sr. PAS.L.
(figura 3 - dados ndo publicados), estabelecendo
a condigdo de inclusio de maternidade (tabela 1).

ERE as1 ns2 RS

oa al a2 al a2 al a2
AMELD X X X X X Y

D351358 18 16 16 16 18 17
D1S1656 15 193 15 193 15 163
D25441 10 1 10 11 10 14
D1051248 1 13 11 13 13 1
D138317 10 12 10 1n 1 12
PENTA £ 1 12 1 1 7 12
D165539 1 1 1 1 1 13
D18S51 16 17 15 17 13 15
Dasi3e ” 19 e 19 ” 19
CSFIFO 10 1 10 1 1 1
PENTAD 10 12 10 12 9 12
THOL B 93 8 93 B B8

VWA 15 17 15 17 15 16
D21511 30 32 30 n 30 322
075820 1 ] 1 ] 1 1 1
D5S818 11 11 11 1 11 3
TROK 3 1 9 u 8 H

DYs301 10
Des1179 n 14 11 14 n 14
D125381 7 2 2 2 7 2
D195433 Mooz | w152

FGA 2 2 2 2 20 2
D2251045 10 16 bl 18

Uma vez evidenciada a compatibilidade de
vinculo genético e tomando-se por base os valores
das frequéncias alélicas publicadas para a
populagdo brasileira, efetuou-se calculos
estatisticos objetivando estimar o peso da
evidéncia genética. Nos referidos calculos foram
lestadas duas possibilidades: (1) o cadaver de
identidade desconhecida, com seu
correspondente membro superior & da mae
biolégica de PAS.L.; (2) a mae bioclégica de
P.A.S.L. é outra pessoa escolhida aleatoriamente
na populagao. A analise estatistica dos perfis
geneticos em questdo permitiu estimar que & de
416.146 (quatrocentos e dezesseis mil, cento e
quarenta e seis) vezes mais provavel que o
cadaver de identidade desconhecida seja da mae
biolégica de PA.S.L., do que de outra pessoa
escolhida aleatoriamente na populagao.

4. Conclusdes

O cadaver nao identificado (AQ1) e o membro
superior (AQZ2) nao estao excluidos de pertencer a
um mesmo individuo. O perfil genético obtido das
amostras bioldgicas coletadas no cadaver nao
identificado ndo esta excluido de ser da mae
biologica de P.A.S.L. Tais conclusBes séo
apoiadas de maneira extremamente forte pelas
analises estatisticas realizadas.

A abordagem genética para identificacao
humana é condigao sine qua non para a resolugao
de casos criminais de esquartejamento. Sugere-
se a caracterizagdo genética da populagéo de
Alagoas e de outras populagbes da regido
nordeste, de modo a minimizar possiveis erros
decorrentes de sub-estruturacéo populacional.
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Abstract

In cervical cancer, mainly caused by HPV infection other sexually transmitted agents
have been proposed to contribute, as Bacterial vaginosis (BV). The efficiency of TLR2
signaling pathways can be affected by single nucleotide polymorphisms (SNPs),
influencing normal cellular immune response contributing for inflammation and cancer.
The present study aimed to evaluate the role of -196 to -174 del TLR2 in women infected
by HPV and BV. A cross-sectional study was carried out with 234 women attended in
material in public health center in Olinda, Pernambuco, Brazil. Cervical samples were
collected for Papanicolaou test. Residual cells in the brush were stored into PBS buffer for
molecular biology analysis. Patients found to be wild-type for TLR2 -196 to -174 del is
important for avoiding HPV infection, when present bacterial vaginosis (p<0.05; O.R =
0.9458). However, further studies are required to explore the role of TLR polymorphisms in
the risk of HPV infection associated to cytokines levels and immune cells recruitment in

this tissue.

Key words: HPV infection, Bacterial vaginosis, TLR2.
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The epithelial mucosa of the reproductive tract provides the first line of defense
against many pathogens invasion, which requires a tissue injury prior to achieving the basal
cell layer and install the infection and malignant progression (Garcia-Chacon et al., 2009).
The Toll-like receptors (TLRs) family of transmembrane receptors plays a fundamental role
in recognizing of immunogenic fragments of pathogenic microorganisms (PAMPs) and
activation of innate immunity. Nowadays, eleven human TLR types (TLR1 to TLR11) have
been described as able to recognize molecules for multiple pathogens, including bacteria,
viruses, fungi, and parasites (Akira et al., 2006; Kawai & Akira, 2010).

The efficiency of TLR2 signaling pathways can be affected by single nucleotide
polymorphisms (SNPs), influencing normal cellular immune response contributing for
inflammation and cancer. The -196 to -174 del TLR2 polymorphism has been related with
the development of diseases caused by virus (Azeredo et al., 2010), and cancers (Wang et
al., 2013). In cervical cancer, mainly caused by HPV infection (Hausen, 2002), the fourth
most commonly diagnosed cancer and the fourth leading cause of cancer death in females
worldwide (Ferlay et al., 2010), (Torre et al., 2015). However, the trigger from cellular
lesion to cervical cancer is not well established, and the role of the immune system in
triggering is still unclear.

Other sexually transmitted agents have been proposed to contribute cervical
susceptibility to HPV infection and carcinogenesis (Klomp et al., 2008). Bacterial
vaginosis (BV) also contributes to this process through the shift from the protective
Lactobacillus predominant vaginal flora to an overgrowth of anaerobic bacterias, including
Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, Mobiluncus species, and Prevotella species

(Shim et al., 2010). This BV is characterized by a malodorous, homogenous, grayish-white
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vaginal discharge, vaginal pH 4.5, and a fishy odor(Weir, 2004), although BV has not been
shown to be associated with cervical intraepithelial neoplasia (CIN)(Peters et al., 1995).
The present study aimed to evaluate the role of -196 to -174 del TLR2 in women infected
by HPV and BV.

A cross-sectional study was carried out with 234 women attended in material in
public health center in Olinda, Pernambuco, Brazil, from April to June 2011. Cervical
samples were collected for Papanicolaou test. Residual cells in the brush were stored into
PBS buffer for molecular biology analysis. All patients informed written consent for
participating in the study (CEP/CCS/UFPE No.275/08). Cytopathology results were
categorized using the Bethesda system of nomenclature (Solomon and Nayar, 2004), as
follows: negative for intraepithelial lesion or malignancy; atypical squamous cells of
undetermined significance; and low- and high-grade squamous intraepithelial lesions.
According to the Bethesda system nomenclature, the presence of small coccobacilli coating
the surface of squamous cells (clue cells) besides the absence of lactobacillus were
indicative of flora alteration and therefore suggestive of Bacterial vaginosis (BV). The final
cytological diagnoses were confirmed by the consensus of two independent pathologists.
Genomic DNA was extracted from cervical squamous cells samples using the Wizard®
Genomic SV Kit (Promega, USA). DNA eluted was submitted to PCR for p-globin [21] and
HPV L1 gene using MY09/11 (Manos et al., 1998) and GP5°/6" (de Roda Husman et al.,
1995). TLR2 (—196 to —174 del) polymorphism was evaluated in all samples (Tahara et al.,
2007). PCR reactions were performed with GoTag Green Master Mix (Promega, USA),
using 10pmol of each primer and 1.0ul of DNA (up to 100ng). The amplicon was analysed
by electrophoresis in 1.5% agarose gel, stained with ethidium bromide (EtBr), under

ultraviolet light. Genotype analysis followed the amplicon sizes: 286bp wild type, 264bp
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homozygous mutant, and heterozygous (286bp and 264bp) genotype (Figure 1A). PCR
reactions were performed with GoTag® Green Master Mix (Promega, USA), using 10pmol
of each primer and 1.0l of DNA (up to 100ng). pBR322.HPV16 was used as a positive
control and ultrapure water was used as a negative control. The amplicons were visualized
by electrophoresis in 1.0 % agarose gel, stained with ethidium bromide (EtBr), under
ultraviolet light. Amplicon obtained from TLR2 evaluation were applied to the sequencing
analysis using MegaBACE 750 Sequencing System (GE Life Science). The raw data was
evaluated in CLC Main Workbench 5.7.1 (CLC Bio, USA) (Figure 1B). The statistical
analysis software used was Prism 7 (GraphPad), and p<0.05 was considered statistically
significant.

TLR2 -196 to -174 del wild-type was the most prevalent pattern in the studied
population with 74.5% in cervical samples. A total of 51 patients (21.80%) were infected
by HPV, which 13 patients (25.49%) carried the mutation; while 42 patients (22.95%)
carried the mutation in the HPV-negative group of cervical samples (Table 1). Patients
found to be wild-type for TLR2 -196 to -174 del is important for avoiding HPV infection,
when present bacterial vaginosis (p<0.05; O.R = 0.9458). On the other hand, patients who
presented a deletion in at least one of the total loci showed increased susceptibility for HPV
infection (Table 2). No statistical correlation was observed between TLR2 (-196 to -174)
polymorphism and BV proliferation (Table 3).

TLR2 seems to have an overall protective role in several viruses infections (Gutzeit et
al., 2010) (Chang et al., 2007), however, there is no consistent information concerning the
role of TLR2 in the HPV infection. TLR2 del allele showed significant association with
cervical cancer susceptibility (Pandey et al., 2009), but our data show no correlation with

HPV infection and cervical cancer, as Tunisian and Indonesian studies (Panigoro et al.,
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2013). One may suggest that this different result might be caused by diversities in the
different types of TLR distribution in epithelia, once TLR2 is expressed on the cervical
epithelium surface and also presents in active pouchitis and keratinocytes (Zhou et al.,
2013). On the other hand, this can also be attributed to sample size, also to differences in
ethnic origin.

Although it is reported that TLR2 stimulates the production of interleukins,
interferon, stimulate NK cells, promote CD8 T cell survival, cloning expansion and
memory cell establishment (Martinez et al., 2010; Quigley et al., 2009), it seems that TLR2
IS not activated against HPV infection once in patients with squamous intraepithelial lesion
high grade showed reduced T helper type 1 response with low levels of IFN-y and TNF-
a(Lee et al., 2004). Otherwise, hemolysin (Gvh) specific antigen against BV increases the
levels of proinflammatory cytokines, such as interleukin IL-1 and IL-8, also linked to
HPV-related diseases (Cauci et al., 2002; Sturm Ramirez et al., 2000). Then it is possible
that previous infection with BV lead to IL-1 and IL-8 production, reflecting in a protective
effect against HPV infection.

Our results showed suggest that the integrity in the promoter sequence of TLR2 is
important for avoiding HPV infection, when this signaling is previously stimulated through
bacterial vaginosis. However, further studies are required to explore the role of TLR
polymorphisms in the risk of HPV infection associated to cytokines levels and immune
cells recruitment in this tissue. The evaluation of increased number of subjects with
complete medical record data and biopsy immunochemical studies can improve the results

quality.
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Figure 1. Sequence analysis and gel electrophoresis patterns of TLR2 polymorphisms. A: PCR bands for
heterozygous and wild-type patients. B: Sequencing data from two patients showing the deletion of 22 base

pairs in TLR2 promoter.
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Table 1. Polymorphic profile of TLR2 gene in cervical samples in women of Olinda —
Brazil.

TLR2 (—196 to —174 del) polymorphism
HPV  Number of

infection  Patients Wild-type Heterozygous Mutant p-value OR (95%Cl)
Yes 51 (21.80%) 39 (75%) 11 (21.15%) 2 (3.85%)
0.853 0.9218
183 (0.4397 to 1.842)
No 140 (76.50%) 32 (17.48%) 10 (5.47%)

(77.88%)
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Table 2. Association of TLR gene polymorphisms with HPV infection among patient with
bacterial vaginosis.

BV (+) HPV (+) HPV (-)

n=74 n=17 n=>57 p 0O.R (95% CI)
wit/wt 11 48 0.9458
wt/del 6 8 <0.05 (0.04254 to0 0.2103)

del/del 0 1




Table 3. Association between BV and TLR2 polymorphism.

Sample ~ bacterial Normal 0 O.R (95% CI)
vaginosis microflora
Wild-type 59 120 Reference
Heterozygous 14 29 >0.999 1018
' (0.5156 to 2.123)
Mutant 1 11 0.1079 5408

(0.9194 to 59.3)
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ARTIGO IV - EVALUATION OF IRF3 (S427T) POLYMORPHISM
AND  SUSCEPTIBILITY TO HUMAN PAPILLOMAVIRUS
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Abstract

The IRF3 is a key mediator in the TLR signaling pathway as response to the dsSRNA
and LPS, respectively. Therefore, IRF3 binds to the interferon-f (IFN-f) promoter region
after forming a stable complex with other transcriptional regulators. The IRF3 S427T
polymorphism was associated to viral infections, including persistence of HPV. The
purpose of this brief was to investigate the frequency of the S427T polymorphism in
cervical samples from 55 patients. In our population no association was found between
S427T and HPV infection or Bacterial VVaginosis presence and further studies should be
performed to determine the contribution of this molecule in the immune response against

HPV and cancer development.

Key words: IRF3, HPV infection, bacterial vaginosis.
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Cervical cancer is the fourth most common cancer in women and the seventh most
common cancer overall. A large majority (around 85%) of the global burden occurs in the
less developed regions, and almost 9 in 10 patients die due to the cervical cancer (Torre et
al. 2015).

Human papillomavirus (HPV) is the etiological agent of hyperproliferative lesions
and warts in skin, genital organs, and the upper respiratory tract (Hausen 2002). There are
around 40 high-risk HPV (hrHPV) genotypes that can be found in 99% of cervical cancers,
but HPV16 and 18 and account for 75% and 15% of the total cervical cancer, respectively
(Tummers and Burg 2015).

The HPV replicative cycle is tied to the keratinocyte differentiation programme, and
several factors minimize or prevent exposure of virus to the immune system. HPV16 E7
protein blocks IFN-alpha activity, by inhibiting the induction of the IFN-alpha inducible
genes; and inhibits the activation of the IFN-beta promoter. Data obtained from animal
studies also indicate that a defective immune response is one such cofactor in the
progression of HPV-associated disease (Tindle 2002).

The induction of type | IFNs is triggered by pattern recognition receptors (PRRS)
that recognize pathogen-associated molecular patterns (PAMPS). PRRs are involved in the
induction of type I IFNs, divided into two categories: Toll-like receptors (TLRs) and RIG-I-

like helicases (RLHs). TLRs are located on cell surfaces or in endosomes, where they
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detect viral components or viral nucleic acid (Uematsu and Akira 2007). These molecules
activated by PAMPs, and recruit several adaptor proteins, signaling a pathway for
stimulating Nuclear Factor-«B (NF-kB) and Interferon Regulatory Factors (IRF) signaling.
Thus, leading to the expression of type | Interferons, INF-o and INF-f3, together with the
production of cytokines and activation of Natural Killer cells (Guerrero and Acosta 2016).

The IRF3 is a key mediator in the TLR3 and TLR4 signaling pathway as response to
the dsRNA and lipopolysaccharide (LPS), respectively. Therefore, IRF3 binds to the
interferon-p (IFN-S) promoter region after forming a stable complex with other
transcriptional regulators (Doyle et al. 2002; Mancino and Natoli 2016). Some virus
infections have been associated with IRF3 polymorphism, like influenza A virus (Kuo et al.
2010), bovine herpesvirus type 1 (da Silva et al. 2011) and Zika virus (Yockey et al. 2016).
Although HPV is a DNA virus, the single-base polymorphism (SNP) S427T, located on
exon 8 of the IRF3 gene, has already been associated with persistence of HPV infection and
progression from cervical lesions to cancer in population of Costa Rica (Wang et al. 2009).

In this context, the aim of this study was to investigate the frequency of the IRF3
S427T polymorphism in cervical samples from HPV-infected women from Pernambuco,
Brazil. Therefore, molecular tests were performed in cervical samples from 55 patients
from a primary health care, from Olinda-Pernambuco, Brazil. HPV genotyping was
performed in PapilloCheck® system. The IRF3 S427T polymorphism was evaluated
through sequencing of 415bp fragment in MegaBACE 75 (GE HealthCare), using
DYEnamic ™ ET Dye Terminator kit, according to manufacturer instructions.

HPV was present in 29 samples (52.7%), but HPV genotyping efficiency rate was
63.6%, resulting in 18 HPV-positive and seven HPV-negative samples. This can occur

because the Papillocheck detects 24 viral genotypes, while it is known that there are more
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than 150. HPV6 was the most frequent followed by HPV16, with 33.3% and 16.7%,
respectively. Five patients showed multiple infections with up to 3 HPV genotypes. Forty-
nine samples were successfully evaluated for IRF3 polymorphism, which 23 wild-type
(46.9%), 23 mutant (46.9%) and only 3 heterozygous (6.1%). The genotype frequencies
were according to HWE (p = 0.379).

Among the 18 HPV positive samples, mutant genotype was the most prevalent
(50%) followed by wild-type (33.33%) and heterozygous (16.66%). On the other hand, in
the negative samples group mutant IRF3 was the most prevalent (51.61%), and
heterozygous was absent (Table 1).

Once IRF3 can be involved in TLR4 pathway, the frequency of IRF3 S427T
polymorphism was evaluated in samples for bacterial infection. A total of 13 wild-type and
6 mutant genotype samples were identified with Bacterial VVaginosis.

Our findings show higher frequency of mutant genotype associated to HPV
infection, compared to the study performed in Costa Rica that reported 21% mutant
genotype patients with persistent HPV infection (Wang et al. 2009). Although there are no
studies relating IRF3 S427T polymorphism to bacteria, an intronic mutation in IRF3 was
reported to affect the resistance against Listeria monocytogenesis in mice (Garifulin et al.
2007).

The population studied dis not showed S427T association with susceptibility to
HPV infection or bacterial vaginosis. Further studies should be performed improving the
samples number and variety do determine the contribution of this molecule in the immune

response against HPV and cancer development.
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Table 1. Association between IRF3 S427T polymorphism and HPV infection.

IRF3 HPV positive HPV Negative
Genotypes
AA 6 (33.33%) 16 (51.61%)
AR 3 (16.66%) 0

BB 9 (50%) 15 (48.39%)
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4 CONCLUSOES

Através dos marcadores STR, foi possivel realizar, com éxito, a identificacao
de 125 vitimas de crimes no estado de Pernambuco. Ademais, mediante esses
marcadores genéticos, elucidou-se um caso de homicidio, que gerou grande
repercussdo no estado de Alagoas, no qual identificou-se uma vitima de
esquartejamento.

O contexto social atual obriga por parte do governo, profissionais de
seguranca publica e cientistas, uma busca constante por alternativas e
metodologias cada vez mais eficientes que permitam identificar criminalmente as
vitimas e os autores dos ilicitos penais.

A integridade genémica do TLR2 é importante para evitar a infeccdo pelo
HPV, quando esta sinalizacdo € previamente estimulada através de vaginose
bacteriana. Por outro lado, a populacdo estudada ndo mostrou associacdo do
polimorfismo S427T no gene IRF3 com susceptibilidade a infeccdo pelo HPV ou
vaginose bacteriana.

Por conseguinte, estudos adicionais sdo necessarios para explorar o papel
dos polimorfismos das TLRs, principalmente a TLR2 e, também das moléculas de
suas cascatas de ativacdo imunolbgica, especialmente o IRF3, no risco de
infeccdo pelo HPV associado com niveis de citocinas e recrutamento celular
imune neste tecido. Dessa forma, pode-se tentar elucidar o papel dessas

moléculas na resposta imune contra HPV.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:
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A new electrochemical DMNA biosensor for bovine papillomavirus (BPV) detection that was based on
screen-printed electrodes was comprehensively studied by electrochemical methods of cyclic voltam-
metry (CV) and differential pulse voltammetry (DPV). A BPV probe was immobilised on a working
electrode (gold) modified with a polymeric film of poly-L-lysine ( PLL) and chitosan. The experimental
design was carried out to evaluate the influence of polymers, probe concentration (BPV probe) and
immaobilisation time on the electrochemical reduction of methylene blue (MB). The polymer poly-L-
Iysine (PLL), a probe concentration of 1 pM and an immobilisation time of 60 min showed the best
result for the BFV probe immobilisation. With the hybridisation of a complementary target sequence
(BPV target), the electrochemical signal decreased compared to a BPV probe immobilised on the
modified PLL-gold electrode, Viral DNA that was extracted from cattle with papillomatosis also showed
a decrease in the MB electrochemical reduction, which suggested that the decreased electrochemical
signal comesponded to a bovine papillomavirus infection. The hybridisation specificity experiments
further indicated that the biosensor could discriminate the complementary sequence from the non-
complementary sequence. Thus, the results showed that the development of analytical devices, such as
a biosensor, could assist in the rapid and efficient detection of bovine papillomavirus DNA and help in
the prevention and treatment of papillomatosis in cattle,

Keywords:

Bovine papillomavirus
Eledtrochemical DNA biosensor
Sereen-printed electrode

@ 2012 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction considerable interest due to problems in the infected animals, such as

dermatitis and cancer in different body sites (Borzacchiello and

Bovine papillomatosis is an infectious disease caused by a
double-stranded DNA virus, bovine papillomavirus (BPV) (Campo,
2006; Claus et al., 2008). This virus can induce lesions in the
stratified squamous epithelium of the skin and mucous mem-
branes and fibroepithelial tumours (Antonsson and Hansson,
2002; Campo, 2002; Yuan et al, 2010). The BPV belong to the
Papillomaviridae family, which contains 16 genera (Antonsson and
Hansson, 2002; Ogawa et al., 2004). Ten types (BFV1-10) have
been well characterised by studies on their biology and genome
homology (Claus et al., 2009; Nasir and Campo, 2008). In general,
three primers, MY09/MY11, GP5+/GP6+ and FAP59(FAPG4, are
widely used for papillomavirus identification in humans (first two
pairs) and in bovine and other animals (last pair) (Lee et al., 2010;
Rai et al, 2011). Research into BPV diagnostics has attracted

* Corresponding author. Tel.: +55 81 2126 8484; fax: =55 81 2126 8485,
E-mail address: galvesn23@gmail.com (G.A Nascimento).

956-5663(% - see front matter @ 2002 Elsevier BV. All rights reserved.
bty fds.doi.org 10,1016/ bios. 201 2.04.052

Roperto, 2008; Brandt et al, 2011; Campo, 2002). Consequently,
these problems can contribute to economic losses in the agricultural
industry. Currently, BPV diagnosis has been made through histologi-
cal observations of skin and tissues. These models often do not lead to
conclusive results and consequently produce a slow diagnosis.
Electrochemical DNA biosensor technologies have been devel-
oped due to their several advantages, such as specificity, selectivity,
low cost, rapid diagnosis and the possibility of miniaturisation
(Siddiguee et al., 2010). A DNA biosensor or Zenosensor recog-
nises a complementary sequence (target) to a single-stranded
DNA (probe) (Labuda et al., 2010; Souza et al., 2011). For a DNA
hybridisation sensor, a probe with a defined nucleotide sequence
is immobilised on a conductive surface by using immobilisation
methods, such as adsorption, cross-linking, encapsulation, an
avidin-biotin complex or a covalent attachment (Wang et al.,
2008). The key for manufacturing a DNA biosensor is the
oligonucleotide immobilisation on different types of transducer
surfaces (Wang et al., 2010). Many polymers have been used in
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history; An electrochemical DNA biosensor for human papillomavirus (HPV) 16 detection has been developed.
RECE’:"Ed _21 Ma.“:h 2013 For this proposed biosensor, L-cysteine was first electrodeposited on the gold electrode surface to form L-
Received in revised form 8 October 2013 cysteine film (CYSFILM). Subsequently, HPV16-specific probe was immobilized on the electrode surface

Accepted 16 October 2013

Available online 25 October 2013 with CYSFILM. Electrochemistry measurement was studied by differential pulse voltammetry method

(DPV). The measurement was based on the reduction signals of methylene blue (MB) before and after
hybridization either between probe and synthetic target or extracted DNA from clinical samples. The
Flectrochemical DNA biosensor effect of probe concentration was analyzed and the best results were seen at 1000 nM. The hybridization
Human papillomavirus 16 detection presented high sensitivity and broad linear response to the synthetic-target concentration
Methylene biue comprised between 18.75nM and 250 nM as well as to a detection limit of 18.13 nM. The performance of
Screen-printed electrode this biosensor was also investigated by checking probe-modified electrode hybridization with extracted
DNA from samples. The results showed that the biosensor was successfully developed and exhibited high
sensitivity and satisfactory selectivity to HPV16. These results allow for the possibility of developing a
new portable detection system for HPVs and for providing help in making an effective diagnosis in the
early stages of infection.

Keywords:

@ 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Epidemiological studies showed that infection with high-risk
types (HR) of human papillomavirus (HPV), with large predomi-
— nance of the geno 16, is associated with nearly 100% of cases
# (Corresponding author. Tel.: +55 81 2126 8484, fax: +55 81 2126 8000, f ical g WI:? ith a signifi b f&’ inal I
E-matl addresses; daniellylsantos@hotmail.com, daniellylsantos@gmail com ol C'_EW":‘] cancer and with a significant number of vaginal, vulvar,
(D.5. Campos-Ferreira). penile, and anal cancers [1,2].
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Identification of perpetrators is crucial in criminal investigations, mainly in rape cases. Analysis of the
area, victims' profile, as well as genoty ping DMA markers from rapists may help to determine hotspots of
the crime, ina way to prevent its recurrence. Herein, we report for the first time in Northeastern Brazil a
preliminary genetic data analyses from rape cases that occurred in Pernambuco between 2012 and 2014

I , the distribution of the cases, as well as a general profile of the victims were analyzed from

Keywords:
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Moreover, the distribution of the cases, as well as a general profile of the victims were analyzed from
official reports of Laboratono de Pericia e Pesquisa em Genética Forense (LPPGF-PE ). The results showed
that 62% of the cases are mainly located in the metropolitan area of Pernambuco. Eighty-eight percent of
the victims were females and 37% were under age. Allele frequency was determined by at least 15 STRs

and, in some cases, by ¥-STRs and InDel markers. This study may contribute to the elucidation of rape
crime investigation in the future.

@ 2015 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Rapeis a crime committed by several types of perpetrators who
attack different kind of victims under many different circum-
stances [1]. Obtaining the profile of the victims and the DNA
markers of both victims and offenders constitute an important
input to identify hotspots of the crime and design strategies in a
way to prevent its recurrence [2—4]. Due to the lack of this type of
studies in Northeastern Brazil population, a preliminary analysis of
rape cases that occurred in Pernambuco between 2012 and 2014 is
presented herein, where DNA genotyping is used for human
identification.

* Corresponding author. Fax: £55 81 2126 8000,
E-mail address: nataliscybelle 89@gmail com (N.CL Oliveira)
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2. Materials and methods

In this study, reports of rape cases that occurred in Pernambuco
between 2012 and 2014 were obtained from Laboratério de Pericia
e Pesquisa em Genética Forense. In a way toobtain a general profile
of the victims, variables as gender, age, relationship between
offender and victim as well as geographical localization were
analyzed.

In addition, the frequency of the following DNA markers used in
each case was also evaluated: D351358, vWA, D1655339, CSF1PO,
TPOX, D3S1179, D21511, D18551, D25441, D195433, THO1, FGA,
D2251045, D55818, D135317, D75820, SE33, D1051248, D151656,
D125391, D2S1338 and Amelogenin, for autosomic STR, DYS19,
DYS389 1, DYS389 I, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS385a,
DYS385b, DYS437, DYS438, DYS439, DYS448, DYS456, DYS458,
DYS635, YGATA H4, for Y-STR and one Y Indel.
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