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RESUMO 

 

Atualmente o mercado global de marcadores moleculares está avaliado em US$ 
24.10 blihões. Eles são ferramentas muito versáteis, utilizados na área forense e 
na medicina. Na identificação humana, o uso do DNA (marcadores STR) continua 
revolucionando as áreas jurídicas e criminais. Por outro lado, a infeção pelo 
Papilomavírus Humano (HPV) ainda não possui marcadores precoces para 
diagnóstico. 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 detecção de moléculas pertencentes à agentes microbianos, 
desencadeando cascatas imunológicas para ativar fatores de transcrição, como o 
IRF3 e consequentemente, a inflamação e resposta antiviral. O presente trabalho 
objetivou utilizar marcadores moleculares para identificação humana e selecionar 
possíveis biomarcadores para a infecção pelo HPV. Através dos marcadores STR, 
foi possível realizar, com êxito, a identificação de 125 vítimas de crimes no estado 
de Pernambuco. Ademais, mediante esses marcadores genéticos, elucidou-se um 
caso de homicídio, que gerou grande repercussão no estado de Alagoas, no qual 
identificou-se uma vítima de esquartejamento. O contexto social atual obriga por 
parte do governo, profissionais de segurança pública e cientistas, uma busca 
constante por alternativas e metodologias cada vez mais eficientes que permitam 
identificar criminalmente as vítimas e os autores dos ilícitos penais. A integridade 
genômica do TLR2 é importante para evitar a infecção pelo HPV, quando esta 
sinalização é previamente estimulada através de vaginose bacteriana. A 
população estudada não mostrou associação do polimorfismo S427T no gene 
IRF3 com susceptibilidade à infecção pelo HPV ou vaginose bacteriana. No 
entanto, estudos adicionais são necessários para explorar o papel dos 
polimorfismos das TLRs, principalmente a TLR2 e, também das moléculas de suas 
cascatas de ativação imunológica, especialmente o IRF3, no risco de infecção 
pelo HPV associado com níveis 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: Identificação humana. Marcadores STR. HPV. TLR2. IRF3. 
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ABSTRACT 

 

Currently, the global market for molecular markers is valued at $ 24.10 bln. 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 INTRODUÇÃO  

 

Atualmente o mercado global de marcadores moleculares está avaliado em 

US$ 24.10 blihões e estima-se que deverá alcançar US$ 45,55 bilhões em 2020. 

Esses marcadores podem ser usados para vários propósitos nas mais diversas 

áreas do conhecimento, com aplicações biotecnológicas na agricultura, no meio 

ambiente e principalmente na medicina (detecção e acompanhamento de 

doenças, como o câncer) e na área forense (identificação humana). 

Na identificação humana, o uso do DNA (regiões STR) é, na atualidade, 

considerada importantíssima para a resolução de situações que envolvam 

questões criminais, bem como aquelas relacionadas a paternidade. O uso destes 

marcadores continua revolucionando as áreas jurídicas e criminais. 

Por outro lado, em doenças como o câncer, os marcadores moleculares 

voltados ao diagnóstico, prognóstico e terapêutica já estão disponíveis 

comercialmente. No entanto, ainda há alguns tipos de câncer que não têm os 

marcadores moleculares caracterizados. O câncer cervical é causado pelo 

Papilomavírus Humano (HPV), que burla o sistema imunológico, e permanece 

latente na maioria das mulheres infectadas. A resposta imune contra o HPV é 

caracterizada pela imunidade celular local e pela produção de anticorpos 

neutralizantes que estão associados com a regressão da lesão e a proteção 

contra o mesmo tipo do vírus, respectivamente.  

Nesse processo, os receptores Toll-Like (TLRs) desempenham um papel 

importante na detecção de moléculas pertencentes a agentes microbianos, 

desencadeando cascatas imunológicas para ativar a inflamação e resposta 

antiviral.  

Desta forma, tendo em vista a importância social do tema, a presente tese 

buscou aplicar marcadores moleculares humanos para identificação forense de 

amostras oriundas de local de crime além de prospectar possíveis marcadores 

moleculares para o diganóstico e/ou prognóstico do câncer cervical. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 – MARCADORES MOLECULARES  

  Marcador molecular é um tipo de biomarcador e, em sentido amplo, é 

definido como qualquer ferramenta capaz de ser alvo de detecção de alguma 

condição biológica (Chen et al., 2017). Esses marcadores podem ter qualquer 

natureza biológica: proteínas, carboridratos, lipídeos, aminoácidos, enzimas, 

taninos, anticorpos, receptores de membrana, microRNAs ou mutações genéticas 

no DNA. 

 Essas moléculas podem ser usadas para vários propósitos nas mais 

diversas áreas do conhecimento, com aplicações biotecnológicas na agricultura, 

no meio ambiente e principalmente na medicina (Chen et al., 2017) (detecção e 

acompanhamento de doenças, como o câncer) e na área forense (identificação 

humana). Tais aplicações geram um campo muito atrativo para a prospecção de 

conhecimento e recursos. 

Atualmente o mercado global de marcadores moleculares está avaliado em 

US$ 24.10 bilhões e estima-se que deverá alcançar US$ 45,55 bilhões em 2020, 

entre os quais, os de cunho médico, especificamente para diagnóstico e 

tratamento do câncer chegará a cerca de US$ 17.000 milhões. O aumento das 

despesas de saúde e a crescente utilidade de biomarcadores para diagnósticos 

devem impulsionar o mercado. Esse crescimento será também auxiliado pelo 

baixo custo dos ensaios clínicos nos países 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 relação 

benefício-custo, sistemas de regulação, reembolso inadequados, alto custo de 

testes, coleta e armazenamento de amostras são os 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 (França), Cisbio Bioassays (França) e Signosis, Inc. (EUA) (Markets 

and Markets, 2015). 

 

 

2.2 – MARCADORES MOLECULARES NA IDENTIFICAÇÃO HUMANA 

 

A identificação humana é necessária para a caracterização do início e do 

fim da personalidade civil, sendo estabelecida pelo uso de técnicas e métodos 

cientificamente comprovados (Santos, 2014).  

Todo e qualquer método de identificação deve respeitar determinados 

critérios, como: Perenidade: Os dados devem perdurar por toda a vida; 

Imutabilidade: As características não devem alterar-se com o passar do tempo; 

Classificabilidade: Deve permitir a comparação entre os dados, de forma 

sistemática e precisa; Variabilidade: Distinção precisa e clara, entre o identificando 

e os demais (Araújo et al., 2013).  

De acordo com o Guia para Identificação de Vítimas de Desastres da 

INTERPOL, os métodos de identificação podem ser classificados como primários 

(baseado em dados biológicos): impressões digitais, odontologia legal e DNA e 

secundários (utilizados quando não são possíveis os primários – baseados em 

dados acessórios): roupas e pertences, achados médicos, tatuagens, etc. 

(INTERPOL, 2009) (Figura 01). 
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Figura 01. Métodos de identificação humana. 

 

Fonte: Primária: Utiliza dados biológicos das vítimas. Secundária: Aborda dados acessórios, 
quando a identificação primária não é possível. Modificado de INTERPOL, 2009; Santos, 2015. 

 

A identificação humana pelo DNA é, na atualidade, considerada 

importantíssima para a resolução de situações que envolvam questões criminais, 

bem como aquelas relacionadas a paternidade e continua revolucionado as áreas 

jurídicas e criminais (Schumm et al., 2013).  

Mesmo com toda a diversidade constatada nas populações humanas e 

apesar das diferenças que observamos entre os indivíduos de nossa espécie, 99% 

da sequência do nosso DNA é idêntica. A identificação humana pelo DNA é 

baseada principalmente nas diferenças observadas entre os indivíduos em regiões 

não codificantes do genoma. Estas diferenças constituem o princípio básico da 

metodologia usada na Genética Forense (Roewer, 2013). 

Em algumas regiões do genoma, sequências de DNA podem se repetir 

dezenas ou até centenas de vezes, e o mais interessante, o número de repetições 

varia entre os indivíduos (Kobachuk, 2012). O Marcador molecular para 
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identificação humana é justamente uma sequência de DNA que revela 

polimorfismos entre indivíduos geneticamente relacionados ou ainda, podem ser 

considerados como características de DNA que diferenciam dois ou mais 

indivíduos e são herdados geneticamente. Em 1985 Jeffreys desenvolveu uma 

técnica, por ele denominada “DNA fingerprinting”, cuja técnica utilizada para a 

identificação das sequências hipervariáveis foi denominada RFLP (Restriction 

Fragment Length Polymorfisms) (Jeffreys et al., 1985b). Essa técnica só foi 

possível graças à descoberta dessas regiões altamente polimórficas, sendo 

determinante para o desenvolvimento da metodologia de identificação humana 

através do DNA.  

A partir de então o DNA é usado na investigação de crimes variados, sendo 

responsável pela descoberta e condenação de inúmeros criminosos (Moreti, 

2009). Modernas metodologias de identificação humana estão associadas ao uso 

de diferentes técnicas para análise de caracteres, notadamente moleculares, que 

são compartilhados sob formas variadas na população (Guimarães et al., 2009). 

Os marcadores de maior valor para a identificação humana são aqueles 

que apresentam alto poder de discriminação (maior que 90%), maior frequência de 

heterozigotos (maior que 70%), baixa taxa de mutação e menor tamanho (Hares, 

2012). 

Os marcadores de DNA utilizados na identificação humana exibem 

polimorfismos de sequência ou de comprimento (tamanho). As sequências 

variáveis que codificam os antígenos do sistema HLA, sequências hipervariáveis 

do DNA mitocondrial e sequências polimórficas denominadas SNPs (Single 

Nucleotide Polymorfism) são exemplos de marcadores com polimorfismos de 

sequência (Gattás, 2006; Santos, 2014). 

O polimorfismo de comprimento pode ser agrupado em duas classes: Os 

minissatélites ou VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats) e os 

microssatélites ou STRs (Short Tandem Repeats) (Fan & Chu, 2007) (Figura 02). 

Esses dois polimorfismos são os mais utilizados e são as regiões de maior 

interesse para a identificação humana. A quantidade de repetições presentes 

determinará para cada indivíduo um tamanho diferente para a região do DNA 
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estudada. O alelo vai representar cada possibilidade de tamanho (ou de número 

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

 

 

Figura 02. Regiões minissatélites e microssatélites do DNA. 

 

 

Fonte: Butler, 2005; Santos, 2014. 

 

 

 

2.2.1 - VNTRs (Variable Number Tandem Repeats) 

 

O primeiro marcador de DNA empregado na identificação humana foi o 

VNTR. São sequências hipervariáveis, caracterizados por apresentarem tamanho 

entre 10 e 100 pares de bases (KOBACHUK, 2012). 

Apesar do grande poder de discriminação que os VNTRs oferecem, para 

que a tipagem seja realizada com sucesso é necessário DNA de alto peso 

molecular, bem preservado e numa quantidade considerada grande para os 

padrões forenses. Portanto, apesar do seu alto grau de polimorfismo, essas 
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regiões não são consideradas adequadas para uso forense, cujas amostras 

biológicas encontrem-se degradadas ou em quantidades reduzidas (VELHO et al., 

2013a). 

A partir dos anos 90, a técnica de reação em polimerase (PCR) surgiu como 

uma alternativa extremamente eficiente em casos cuja quantidade de DNA seja 

exígua ou degradada. Esta metodologia ganhou rápida aceitação da comunidade 

científica como ferramenta de biologia molecular para estudos de genética de 

populações, no diagnóstico molecular, no mapeamento do genoma humano e na 

identificação 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 discriminação, a análise de STRs se tornou rotina em 

testes de paternidade e genética forense. Aproximadamente 30% das regiões 

repetitivas do genoma são de microssatélites. A maioria delas são repetições de 

dois nucleotídeos, como (AC)n, por exemplo. As mais utilizadas são as repetições 

de 4 a 5 nucleotídeos (GGAA)n, que ocorrem numa região específica do genoma, 

em um loco único (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 número que 

representa em que cromossomo o marcador está localizado, no caso de estar em 

cromossomos sexuais usa-se “X” ou “Y”, o terceiro elemento do nome é a letra 

“S”, do inglês, single copy sequence que significa sequência de cópia única e 

finalmente o número do loco em que o marcador foi descrito (Butler, 2005). 

Atualmente, a grande maioria das identificações humanas é realizada por 

meio dos STRs. Esses marcadores são considerados uma poderosa e confiável 

ferramenta disponível para as análises de DNA que envolvem a identificação 

humana (Tan et al., 2013).  

O FBI (Federal Bureau of Investigation) adota e recomenda uma série 

padrão de loci STRs que são seguidos pelos laboratórios de genética forense em 

vários países e, recentemente publicou novas recomendações que sugerem a 
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utilização de um número maior de marcadores, sob a alegação de que o conjunto 

de 13 loci propostos inicialmente apresenta eficácia comprovada em situações que 

envolvem comparações de perfis de fonte única. No entanto, para amostras 

forenses desafiadoras e que envolvam misturas, a utilização de um número maior 

de marcadores representa um melhor desempenho. Diante do exposto, o FBI 

passou a recomendar o uso de no mínimo 20 marcadores (Katsanis & Wagner, 

2013). Atualmente os laboratórios de genética forense brasileiros estão 

adaptando-se ao uso de kits multiplex que amplificam 24 regiões. Estes, 

geralmente exibem 21 regiões autossômicas, além de regiões de determinação de 

sexo (Tabela 1). 

A Sociedade Internacional de Genética Forense (ISFG) recomenda que 

marcadores microssatélites só sejam aplicados na prática forense mediante 

estudos das propriedades genético-populacionais e somente se estiverem em 

equilíbrio de Hardy-Weinberg, apresentarem alto nível de polimorfismo e 

possuírem desequilíbrio de ligação conhecido (Szibor, 2007). 

A análise de STR’s foi bastante facilitada, com a introdução de sistemas de 

amplificação simultânea (multiplex) que permitem obter informação de vários loci 

numa única reação, diminuindo o tempo de estudo, assim como da quantidade de 

DNA e de reagentes. Diversos kits comerciais validados, fornecidos por várias 

empresas, que permitem a amplificação de múltiplos loci, constitui um 

considerável avanço na resolução de perícias do âmbito da Genética e Biologia 

Forense, mesmo nas situações mais complexas (JOBIM et al, 2005). 

Os critérios utilizados para manter ou retirar determinado loci foi o grau de 

informatividade, o poder elevado de discriminação e baixa taxa de mutação, 

todavia o principal fator é o melhor desempenho em casos forenses. Os loci 

recomendados foram divididos em 02 seções. A seção A, denominada 

“necessária” na qual constam 20 loci. Nesta seção observa-se a exclusão do 

TPOX e a inclusão dos loci D2S1338, D19S433, PENTA E e D10S1248 já 

costumeiramente utilizados na rotina dos laboratórios forenses brasileiros e os loci 

D1S1656, D12S391, D10S1248, usados na rotina européia e o DYS391. O TPOX, 

assim como o D22S1045, SE33 e o PENTA D foram colocados na seção B e 
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podem ser utilizados se ainda houver necessidade e por ordem de preferência 

(Hares, 2012). 

 

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

forense. 

 

Fonte: Hares, 2012; Santos, 2014. 

 

Esta é uma maneira de se adequar às orientações do FBI relacionadas ao 

tipo e a quantidade de marcadores, padronização que favorece a utilização do 
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CODIS (Combined DNA Index System), Banco de Dados de DNA, adotado em 

âmbito nacional (SILVA, 2013a). 

Dentre as atividades de um laboratório forense de genética deve-se 

destacar a busca de perfis genéticos presentes em vestígios relacionados à 

violência sexual, homicídios, crimes contra o patrimônio, entre outras situações. 

Estes laboratórios também são os responsáveis pela identificação de vítimas de 

acidentes em massa, além do gerenciamento do banco de dados de perfis 

genéticos (Silva, et al. 2013a). 

No âmbito pericial, as amostras biológicas são comumente classificadas 

como: amostra de referência (aquelas de origem conhecida, oriundas de vítimas, 

suspeitos, acusados, réus ou de seus parentes diretos (pai, mãe irmãos, filhos, 

etc) e amostra questionada (vestígios derivados do local de crime, de objetos 

relacionados a ocorrências criminais ou dequaisquer outros pontos ou pessoas, 

cujas origens não sejam conhecidas) (Pernambuco, 2012). 

A baixa taxa de elucidação de homicídios no Brasil é preocupante. A fim de 

reverter este quadro e de avançar a legislação brasileira na direção das mais 

modernas do mundo, o Governo brasileiro deu um passo histórico para a 

implantação do banco de dados de perfis genéticos no país. No dia 28 de maio de 

2012, foi publicada a Lei nº 12.654, que “Altera as Leis nos 12.037, de 1º de 

outubro de 2009, e 7.210, de 11 de julho de 1984 - Lei de Execução Penal, para 

prever a coleta de perfil genético como forma de identificação criminal, e dá outras 

providências” (Brasil, 2012). 

Um dos principais fatores para o sucesso de um banco de DNA é a 

legislação que o regulamenta. Na maioria dos países a legislação começou 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 quanto 

mais abrangente for a inserção de perfis de criminosos, mais eficiente será o 

banco de dados. A Lei acima foi regulamentada no dia 12 de março de 2013, 

através do Decreto nº 7.950, que “Institui o 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 investigações e permitir 

troca de informações nacional e internacionalmente. O estudo de diferentes 
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regiões polimórficas do DNA humano, obtidas de vestígios coletados em locais de 

crimes, organizadas em Bancos de Dados, expande consideravelmente as 

chances de êxito em investigações criminais (Brasil, 2009). 

Os Bancos de Dados de Perfis Genéticos tornaram-se fundamentais para 

as investigações criminais. Uma das principais utilizações é armazenar perfis de 

DNA a partir de amostras biológicas coletadas em locais de crime e fazer 

comparações 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 

implantação 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 

propósito de auxílio à Perícia, aos órgãos policiais e à Justiça, por servir como 

instrumento de prova na investigação criminal, desde que asseguradas as 

condições técnicas e científicas para a produção da informação e estabelecidos os 

parâmetros legais que regulamentem a inclusão, acesso, utilização e exclusão das 

informações armazenadas nesses bancos (Brasil, 2013b). 

O CODIS (Combined DNA Index System) é 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 países interessados em utilizá-lo na área de 

segurança pública. O CODIS permite a organização de perfis genéticos em 

diferentes categorias, permitindo que os mesmos sejam tratados de forma 

diferenciada (Brasil, 2009). Os perfis podem ser agrupados pelos seguintes 

índices: “Condenados”, “Forense”, “Detidos”, “Pessoas Desaparecidas”, “Restos 

Mortais não-Identificados” e “Parentes Biológicos 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 

não com amostras de locais de crime. 
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2.3 – MARCADORES MOLECULARES NO CÂNCER CERVICAL 

 

2.3.1 – O câncer cervical 

 

No mundo, cerca de 527.624 novos casos de câncer do colo do útero são 

diagnosticados, provocando a mortalidade de 265.672 mulheres por ano. O câncer 

cervical é a quarta causa de morte por câncer no sexo feminino e o segundo tipo 

de câncer que mais mata mulheres com idades entre 15 e 44 anos (World Health 

Organization - WHO, 2016).  

 O Brasil tem uma população de 69,14 milhões de mulheres com idades a 

partir dos 15 anos, que estão em risco de desenvolver câncer cervical. O câncer 

cervical aparece como o segundo tipo mais frequente de câncer entre as mulheres 

e ainda, para o ano de 2016, foram esperados 16.340 casos novos de câncer do 

colo do útero, com um risco estimado de 15.85 casos a cada 100 mil mulheres 

(Instituto Nacional do Câncer – INCA, 2016) (Tabela 2).  

 Na análise regional no Brasil, o câncer do colo do útero se destaca como o 

segundo mais incidente em todas as cinco regiões 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 

região Nordeste, Pernambuco tem uma taxa estimada de 970 novos casos de 

câncer de colo de útero 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 incidência por 100 mil e de números 
de casos novos por câncer, no Brasil, em mulheres, segundo localização primária. Fonte: INCA, 
2016. 

          

 
        

2.3.2 – HPV: genoma e infecção 

 

A partir da década de 70, o virologista alemão Harold zur Hausen iniciou os 

estudos sobre papel do HPV no câncer 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 Prêmio Nobel de 

Medicina em 2008. 

De acordo com o International Council on the Taxonomy of Viruses (ICTV), 

o Papilomavírus humano (HPV) pertence à família Papillomaviridae, que agrega, 

atualmente, 29 gêneros (Figura 03), dentre os quais cinco têm como hospedeiro o 

homem: alfa-papilomavirus, beta-papilomavirus, gama-papilomavirus, mu-

papilomavirus e nu-papilomavirus (de Villiers et al.,2005). Clinicamente, o gênero 

alfa-papilomavírus é o mais importante, sendo dividido em espécies 4, 5, 6, 7, 8, 9 
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e 10, que agregam todos os genótipos de HPV associados às lesões da mucosa 

genital. O HPV16, por exemplo, está classificado no gênero alfa, espécie 9 

(Bernard et al., 2010). 

 

Figura 03. Árvore filogenética dos Papilomavírus construída por 

alinhamento de aminoácidos das proteínas E1, E2 e L1. 

 

Fonte: O gênero Alfa está destacado em vermelho. Modificado a partir de Bernard et al., 2010. 
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Mais de 180 genótipos de Papilomavirus já 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 estão 

relacionados às infecções anogenitais. Os genótipos 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 lesões benignas genitais e verrugas na pele 

(HPV6, 11, 40, 42, 43, 44) (Dalstein et al., 2009). O HPV16, assim como o HPV18, 

são os genótipos virais mais prevalentes em carcinomas cervicais invasivos e 

neoplasias intraepiteliais cervicais (WHO, 2016). 

A organização genômica de todos os HPV é semelhante, possuindo todas 

as suas regiões com potencial para codificar proteínas, denominadas ORFs (Open 

Reading Frames) numa mesma fita do DNA (Esquenazi et al., 2010). O material 

genético do vírus é caracterizado por uma dupla cadeia de DNA circular, com 

aproximadamente oito mil pares de bases (Figura 4), constituída por oito genes 

que são agrupados de acordo com a velocidade pela qual são expressos 

(Rampias et al., 2014).  

Os genes de expressão tardia “Late”: L1, de 55kD de tamanho (80% da 

proteína total viral) e L2, de peso molecular de 70kD codificam proteínas do 

capsídeo viral. O capsídeo viral possui forma icosaédrica com um diâmetro de 

50nm a 60nm, é formado por 72 capsômeros e não é revestido por envelope 

lipídico. Os genes de expressão rápida “Early”: E1, E2, E4, E5, E6 e E7 codificam 

proteínas envolvidas na replicação, transcrição e transformação viral (Stanley et 

al., 2012). 

O genoma viral ainda possui uma região reguladora longa (LCR ou URR) 

não codificante, apresenta sequências ativadoras e repressoras da transcrição 

viral, além da origem de replicação (ORI), variando de 400 a 1000 pb, localizada 

entre as regiões L1 e E6 (Stanley et al., 2012).  

Durante a transcrição, o genoma do HPV é controlado por diversos 

promotores, dentre os quais, o promotor P97, para o HPV-16, é considerado o 

principal, sendo responsável pelo direcionamento da expressão de E6 e E7. O 

genoma do HPV pode sofrer variações por mutações pontuais, deleções e 
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inserções, que podem se tornar permanentes numa população, se selecionadas 

positivamente ou, se forem funcionalmente neutras, pela expansão seletiva da 

população hospedeira infectada (Bernard, 2010). 

 

Figura 4: Representação do mapa genômico do HPV 16.  

 

Fonte: Os genes de expressão tardia ―Late”: L1, de 55kD de tamanho (80% da proteína total 
viral) e L2, de peso molecular de 70kD codificam proteínas do capsídeo viral. Os genes de 
expressão rápida “Early‖: E1, E2, E4, E5, E6 e E7 codificam proteínas envolvidas na replicação, 
transcrição e transformação viral.  Modificado a partir de Rampias et al., 2014. 
 

   

A infecção por HPV ocorre pelo contato direto, através de microlesões na 

pele que expõem a membrana basal do epitélio, sendo considerada como causa 

majoritária para o desenvolvimento do câncer cervical, porém apenas 10% das 

mulheres infectadas por genótipos de alto-risco devem desenvolver a doença 

(Cavalcanti & Carestiato, 2006).  

As vias de transmissão do HPV podem ser sexual, não sexual (familiar ou 

nosocomial por fômites) 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 ausência de penetração, incluindo o sexo oral, 
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também têm sido relatados. Com relação à via não-sexual, é provável que o HPV 

possa ser transmitido também pelo instrumental ginecológico, quando não 

esterilizado adequadamente (Queiroz; Cano; Zaia, 2007). 

No momento em que o vírus linearizado se integra ao genoma do 

hospedeiro, começa a se desenvolver uma lesão, conhecida como NIC (Neoplasia 

Intraepitelial Cervical) (Figura 05). As várias alterações celulares causadas pelo 

vírus foram classificadas em NIC I, NIC II e NIC III (Queiroz et al., 2005). A lesão 

escamosa de baixo grau, que corresponde a NIC I, apresenta células com 

binucleação, disqueratose e outras alterações, sendo uma condição tratável e com 

boas chances de regressão. Já as alterações de alto grau, que são NIC II e NIC 

III, apresentam alterações no processo de crescimento e diferenciação celular e 

contrastam com a displasia de baixo grau, em relação a maior chance de 

regressão, visto que essa alteração tem maior chance de se tornar um carcinoma 

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

 

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

 

                  

Fonte: American society colposcopy and cervical pathology, Seattle STD/HIV prevention training 
center, Hopkins Medicine. Disponível 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 queratinócitos do epitélio, resultando numa infecção clínica ou 

subclínica (Figura 06).  

No primeiro estágio do ciclo viral, o genoma do HPV é estabilizado na forma 

de elemento extracromossômico (epissomo) na célula basal epitelial, o qual é 

replicado para um número de 50 a 100 cópias aproximadamente junto com o DNA 

do hospedeiro, na fase S (Rampias et al., 2014). Os primeiros genes a serem 

expressos são E1 (helicase) e E2 que formam um complexo para se ligar à origem 

de replicação do genoma viral e recrutar a maquinaria necessária da célula, como 

polimerase e proteínas acessórias (Mohr et al., 1990; Frattini et al., 1994; Conger 

et al., 1999). Além disso, a proteína E2 funciona como um fator de transcrição que 

ativa ou reprime a transcrição dos outros genes E (McBride et al., 1991).  

O segundo estágio do ciclo corresponde a um alto nível de expressão de 

proteínas virais não-estruturais (E4) e estruturais (L1 e L2) para a montagem dos 

vírions e sua liberação. A proteína E4 facilita a liberação dos vírions através do 

rompimento do citoesqueleto citoplasmático (Doorbar et al., 1999). Nesta fase, 

ocorre a migração de uma das células infectadas para as camadas mais 

superiores (sentido apical) do epitélio com a finalidade de acompanhar o programa 

de diferenciação dos queratinócitos enquanto isso, a célula-filha infectada que 

permaneceu na camada basal se multiplica e mantém um verdadeiro reservatório 

de DNA viral (McCance, 2005).  

O processo de transformação maligna das células infectadas pelo HPV é 

mediado através da interação entre os produtos dos genes virais E6 e E7 e as 

suas oncoproteínas, que têm demonstrado serem suficientes para garantir a 

transformação, imortalização celular e formação do tumor (Rampias et al., 2014).  

A atividade transformadora da oncoproteína E6 é dependente da sua 

ligação com a proteína supressora de tumor p53 por uma via ubiquitina-

dependente (Thomas et al., 1999). A associação da E6 com a p53 é mediada por 

uma proteína celular adicional, chamada proteína associada a E6 (E6-AP). A 

formação do complexo E6-p53 é fundamental para a inativação das funções 

supressoras da p53. Essa parece ser uma atividade específica dos HPV de alto 

risco, visto que os de baixo risco que codificam E6 não inativam a p53 pelo 
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mesmo mecanismo (Werness et al., 1990). Embora os efeitos da oncoproteína E6 

de alto risco sobre a p53 sejam fundamentais para o desenvolvimento de câncer 

genital, rotas alternativas e independentes da p53 desempenham papéis 

igualmente importantes (Moody et al., 2010).  

A proteína E7 também contribui para a imortalização celular devido à sua 

capacidade de interagir com a proteína supressora tumoral do retinoblastoma 

(pRb), assim como membros de sua família, a p107 e p130. A família do Rb 

controla a transição de fase G1 para S, regulando a atividade da família de fatores 

de transcrição E2F (Dyson et al. 1998). Além de formar complexos com a pRb, a 

E7 também orienta a degradação através da via proteossômica 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 imortalização de células epiteliais primárias. A contínua 

expressão de E6 e E7 é necessária para a manutenção do fenótipo transformado em 

quase todos os carcinomas cervicais. Este processo é potencializado pela ação de 

outra oncoproteína viral, a E5 (Moody et al, 2010), na qual sua expressão prolongada 

causada pela infecção persistente possibilita o acúmulo de aberrações 

cromossômicas que culminam em transformação maligna (Duesing e Munger, 2004). 

O tempo de infecção até a liberação das partículas virais é de 

aproximadamente três semanas e corresponde ao tempo necessário para a 

diferenciação completa e descamação do queratinócito basal (Stanley, 2012). O 

tempo entre a infecção inicial e o aparecimento de papilomas pode depender da 

concentração e do tipo do vírus que infecta o tecido, também é sugerido que o 

estado de latência pode resultar da baixa concentração de vírus inoculado (Zhang 

et al., 1999). 

 O HPV adota vários mecanismos que impedem uma resposta eficiente do 

sistema imunológico, dentre eles não provocar lise celular durante a liberação do 

vírus, que ocorre com a morte programada dos queratinócitos (descamação). 

Deste modo, os sinais essenciais para a resposta imune no epitélio estão 

ausentes, como a produção de citocinas pró-inflamatórias que ativam a migração 

das células apresentadoras de antígenos (APCs) (Stanley, 2012). 
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Figura 06: Esquema mostrando a evolução da infecção pelo Papilomavírus 
humano.  

 

 

Fonte: O ciclo de vida do HPV inicia-se por um processo infeccioso que ocorre na camada basal 
de queratinócitos do epitélio, resultando numa infecção clínica ou subclínica. No primeiro estágio 
do ciclo viral, o genoma do HPV é estabilizado na forma de elemento extracromossômico 
(epissomo) na célula basal epitelial, o qual é replicado para um número de 50 a 100 cópias 
aproximadamente junto com o DNA do hospedeiro. No segundo estágio, ocorre a migração de uma 
das células infectadas para as camadas mais superiores (sentido apical) do epitélio com a 
finalidade de acompanhar o programa de diferenciação dos queratinócitos enquanto isso, a célula-
filha infectada que permaneceu na camada basal se multiplica e mantém um verdadeiro 
reservatório 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 não específica do sistema 

imunitário. É mediada pela barreira epitelial, o sistema complemento, uma 

variedade de células que fagocitam antígenos e os apresentam para outras 

células ou os destroem além de uma vasta família de receptores imunológicos, 

chamados de receptores Toll-like (TLRs). Estes desempenham um papel crucial 

na imunidade inata. Eles podem ser encontrados em várias células da imunidade 

inata e reconhecer ameaças endógenas e exógenas, padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs). A ativação dos TLRs provoca um perfil de 

expressão pró-inflamatório, 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. 

 

 

 

Os receptores Toll-like (TLRs) foram descobertos pela primeira vez como 

receptores envolvidos no reconhecimento de fungos e embrião na determinação 

da polaridade dorsoventral em embriões de Drosophila (Anderson et al., 1985; 

Lemaitre et al., 1996). Os TLRs são uma importante classe de receptores de 

reconhecimento de padrões (PRRs), sendo descobertos até o momento 11 TLRs 

em humanos (TLR1-TLR11) e 13 em ratos (Beutler, 2009; Reuven et al., 2014). 

Como os seres humanos têm um pequeno número de receptores da 

imunidade inata disponíveis para responder a um número 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 imunológicas imediatas, e como ligantes para o recrutamento e 
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ativação do sistema imune adaptativo (Akira et al., 2004; Kanczkowski et al., 

2007). Após o reconhecimento dos PAMPs pelos TLRs, esses receptores sofrem 

mudanças conformacionais que permitem o recrutamento das moléculas 

adaptadoras. Inicia-se então, uma cascata de sinalização intracelular que resulta 

na produção de citocinas inflamatórias como TNFalfa, IL6, IL8, Il10 e IL12 e no 

aumento da expressão de moléculas co-estimuladoras nas APCs (Células 

Apresentadoras de Antígenos). Além do mais, muitos TLRs são capazes de 

induzir a profução de IFN tipo I, importante citocina de ação antiviral. Essa 

carcteristica de induzir uma série de citocinas inflamatórias é resultado da ativação 

de fatores de transcrição como o IRF3 (Fator de Regulação de Interferon 3) (Akira 

et al., 2004; Reuven et al., 2014) 

A atividade dos TLRs é altamente regulada, sendo multifacetada e 

envolvendo regulação sistêmica, sinalização de regulamentação e interações 

proteína-proteína, tudo servindo para manter a atividade TLR bem eficiente 

(Seimon et al., 2010). 

Devido ao seu envolvimento em tais processos essenciais, a integridade 

genômica desses receptores é fator chave na presença ou ausência de distúrbios 

imunológicos e, consequentemente, na susceptibilidade ou não a doenças. Alguns 

distúrbios genéticos nos genes TLR já foram correlacionados com muitas doenças 

causadas por vírus (Nischalke et al., 2011), inclusive pelo HPV (Daud et al., 2011) 

e diversos tipos de cânceres, entre eles o gástrico (Castaño-Rodriguez et al., 

2013) e o cervical (Pandey et al., 2009; Roszak et al., 2012), e pode ter 

consequências fatais.  

 A descoberta de antagonistas de TLRs pode ser uma estratégia notável 

para tratar cânceres, 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 científico se um agonista ou 

antagonista de TLRs deve ser alvo de tratamento para essa patologia, podendo 

ser utilizados como biomarcadores moleculares.  
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2.3.4  – Marcadores Moleculares no Câncer  

 

A principal abordagem para conter o avanço do câncer cervical é o 

rastreamento através do exame citológico, cujo principal objetivo é detectar lesões 

pré-neoplásicas antes que elas possam progredir para um estágio invasivo. 

Países mais desenvolvidos conseguem implantar programas de rastreamento 

organizados, com alta cobertura da população-alvo, além de diagnóstico e 

tratamento adequados e em tempo hábil. Isso reduz drasticamente a incidência da 

doença, porém manter toda a infraestrutura e logística desses programas implica 

investimentos substanciais em saúde, o que constitui uma barreira para países 

com menos recursos (Crisóstomo et al., 2016).  Diante dessas dificuldades, tem-

se fomentado a busca por métodos auxiliares que ajudem a otimizar o rastreio 

citológico, tornando-o mais sensível e ainda mais eficiente. 

Há um interesse atual na utilização de biomarcadores moleculares como 

método auxiliar aos procedimentos de triagem vigentes. Existem vários trabalhos 

avaliando o potencial clínico desses marcadores e os que se mostram mais 

propícios são moléculas envolvidas na regulação do ciclo celular ou marcadores 

de infecção por HPV, o principal agente etiológico no desenvolvimento do câncer 

cervical (Astbury et al., 2006).  

Segundo Anghebem-Oliveira; Merlin (2010) e Weber (2012), marcador é 

qualquer molécula que possa ser detectada e dosada, assim revelando um 

processo normal ou patológico no organismo, auxiliando no diagnóstico da 

doença, na detecção do grau da lesão, no monitoramento da terapêutica, e no 

prognóstico para o paciente. Os biomarcadores tumorais são indicadores do 

estado fisiológico e de alterações que ocorrem durante o processo neoplásico. A 

expressao destes marcadores pode refletir diversos processos em andamento nas 

células tumorais, tais como hiperproliferação, alteração de padrões de expressão 

gênica, hiperplasia, genotoxicidade, inflamacao e alteracoes enzimaticas 

relacionadas com o desenvolvimento tumoral, entre outros.  

Um biomarcador tumoral ideal possui relação direta com o processo 

maligno, correlaciona- se com a massa tumoral, permite a caracterização do tipo 
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de tumor, a localização, o estadiamento do tumor, bem como fornece uma 

avaliação prognóstica do tumor em questão (Crisóstomo et al., 2016). 

Um bom marcador para câncer uterino deve ser sensível e específico, 

sendo capaz de distinguir lesões de alto e baixo grau e também de avaliar o risco 

de progressão e as chances de regressão. Entre os marcadores já detectados, se 

encontram a proteína p53, o anticorpo contra a proteína Ki67 (MIB-1), a Heat 

Shock Protein 40 e 60 (HSP40 e HSP60) (Almeida et al., 2014). No entanto, tais 

marcadores são utilizados em imunohistoquímica, ou seja, quando as lesões e 

possivelmente o câncer já estão instalados.  

Desta forma, tem-se uma carência de marcadores moleculares genéticos 

precoces para a detecção do câncer cervical, inclusive sob a abordagem de kit 

comercial, como observado, por exemplo no câncer de mama para o BRCA1, 

Mamaprint (Simphony®) e Oncotype DX® (Li et al., 2016). Painéis moleculares 

como estes agregariam inúmeros benefícios para os pacientes portadores de 

câncer cervical, principalmente em relação à sensibilidade e o tardiamento do 

exame citológico.  

 Diante do exposto, é imprescindível a busca de novos marcadores 

moleculares mais eficientes, principalmente no que diz respeito à precocidade e, 

aprimorar os já existentes.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Aplicar marcadores moleculares na identificação de amostras humanas e 

identificar marcadores moleculares na infecção pelo HPV e câncer cervical. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Utilizar 24 marcadores STRs para identificação humana em amostras 

oriundas de local de crime;  

 Identificar possíveis marcadores moleculares envolvidos na infecção 

pelo HPV e no câncer cervical. 
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 ARTIGO I - DNA FORENSE APLICADO NA IDENTIFICAÇÃO DE 

VÍTIMAS DE CRIMES EM PERNAMBUCO, BRASIL  
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ARTIGO II - DNA FORENSE APLICADO NA IDENTIFICAÇÃO DE 

VÍTIMA DE ESQUARTEJAMENTO 
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ARTIGO III - ABSENCE OF POLYMORPHISM IN TLR2 GENE AS A 

PROTECT FACTOR AGAINST HPV INFECTION IN WOMEN WITH 

BACTERIAL VAGINOSIS. 
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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 β-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 GoTaq Green Master Mix (Promega, USA), 

using 10pmol of each primer and 1.0µl of DNA (up to 100g). 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 GoTaq® Green Master Mix (Promega, USA), using 10pmol 

of each primer and 1.0µl of DNA (up to 100g). 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-γ and TNF-

α(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 

infection 

Number of 

Patients Wild-type Heterozygous Mutant p-value  OR (95%CI) 

Yes 51 (21.80%) 39 (75%) 11 (21.15%) 2 (3.85%) 
0.853 0.9218 

No 
183 

(77.88%) 
140 (76.50%) 32 (17.48%) 10 (5.47%)  

(0.4397 to 1.842) 
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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 O.R (95% CI) 

wt/wt 11 48   0.9458 

wt/del 6 8 <0.05 (0.04254 to 0.2103) 

del/del 0 1     
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Table 3.  Association between BV and TLR2 polymorphism. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sample 
Bacterial 

vaginosis 

Normal 

microflora 
p O.R (95% CI) 

Wild-type 59 120 
 

Reference 

Heterozygous 14 29 >0.999 
1.018  

(0.5156 to 2.123) 

Mutant 1 11 0.1079 
5.408  

(0.9194 to 59.3) 
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ARTIGO IV - EVALUATION OF IRF3 (S427T) POLYMORPHISM 

AND SUSCEPTIBILITY TO HUMAN PAPILLOMAVIRUS 

INFECTION.  
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Abstract 

 

The IRF3 is a key mediator in the TLR signaling pathway as response to the dsRNA 

and LPS, respectively. Therefore, IRF3 binds to the interferon-β (IFN-β) 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 Vaginosis 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 I 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 



75 

 

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-B) and Interferon Regulatory Factors (IRF) signaling. 

Thus, leading to the expression of type I Interferons, INF- and INF-, 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-β (IFN-β) 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 Vaginosis. 

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. 

 
   ___________________________________________________________ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



80 

 

 

 4 CONCLUSÕES 

  
Através dos marcadores STR, foi possível realizar, com êxito, a identificação 

de 125 vítimas de crimes no estado de Pernambuco. Ademais, mediante esses 

marcadores genéticos, elucidou-se um caso de homicídio, que gerou grande 

repercussão no estado de Alagoas, no qual identificou-se uma vítima de 

esquartejamento.  

O contexto social atual obriga por parte do governo, profissionais de 

segurança pública e cientistas, uma busca constante por alternativas e 

metodologias cada vez mais eficientes que permitam identificar criminalmente as 

vítimas e os autores dos ilícitos penais.  

A integridade genômica do TLR2 é importante para evitar a infecção pelo 

HPV, quando esta sinalização é previamente estimulada através de vaginose 

bacteriana. Por outro lado, a população estudada não mostrou associação do 

polimorfismo S427T no gene IRF3 com susceptibilidade à infecção pelo HPV ou 

vaginose bacteriana.  

Por conseguinte, estudos adicionais são necessários para explorar o papel 

dos polimorfismos das TLRs, principalmente a TLR2 e, também das moléculas de 

suas cascatas de ativação imunológica, especialmente o IRF3, no risco de 

infecção pelo HPV associado com níveis 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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APÊNDICE A – ELECTROCHEMICAL DNA BIOSENSOR FOR BOVINE 
PAPILLOMAVIRUS DETECTION USING POLYMERIC FILM ON SCREEN-

PRINTED ELECTRODE 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



82 

 

 
 

 
 

 

 



83 

 

 

 
 

APÊNDICE B – ELECTROCHEMICAL DNA BIOSENSOR FOR HUMAN 
PAPILLOMAVIRUS 16 DETECTION IN REAL SAMPLES 
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APÊNDICE C – DNA GENOTYPING ANALYSIS OVERVIEW: PROFILE OF 
RAPE CASES IN THE STATE OF PERNAMBUCO, BRAZIL 
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