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RESUMO

O carcinoma do colo do utero (CCU) € um dos principais responsaveis
pela mortalidade feminina mundial. Diferentemente da maioria dos canceres, o
CCU apresenta estadios precursores que podem levar anos até a progresséo
para um carcinoma invasivo. Estas lesbes denominam-se neoplasias
intraepiteliais cervicais (NICs) e séo classificadas como de baixo (NIC I) ou de
alto grau (NIC II e Ill). A infeccéo pelo HPV é um fator necessario, mas néo
suficiente para o desenvolvimento de NICs e CCU. Fatores ambientais e
genéticos também podem influenciar no desenvolvimento e progressdo da
doencga. As moléculas HLA sao responsaveis pela apresentagdo de antigenos
aos linfécitos T, que tem um papel fundamental na resposta imunolégica frente
ao HPV. As moléculas HLA classicas sao codificadas pelos genes HLA, como
HLA-B e HLA-DRB1. Alelos destes genes ja foram previamente associados com
infecgbes virais e cancer, dentre eles o CCU. Residuos de aminoacidos
presentes nas moléculas HLA também ja foram associados ao CCU, em especial
os da posi¢ao 156 da cadeia polipeptidica de HLA-B e 13 e 71 do pocket 4 de
HLA-DRB1, presentes na fenda de ligagao aos peptideos. O objetivo deste
trabalho é investigar se ha associacao entre alelos dos genes HLA-B e HLA-
DRB1, assim como os residuos de aminoacidos presentes nas posi¢coes 156 da
cadeia polipeptidica de HLA-B e 13 e 71 do pocket 4 de HLA-DRB1 com
neoplasia intraepitelial cervical, na populagéo de Curitiba e regidao metropolitana.
Dados so6cio comportamentais foram obtidos através de questionarios
epidemioldgicos e amostras de sangue e raspado cervical foram coletadas de
mulheres com citologia normal, NIC Il e NIC Ill. O DNA do sangue periférico foi
utilizado na genotipagem de HLA-B e HLA-DRB1, realizada por PCR-SSOP. O
resultado foi interpretado com auxilio do programa HLA Fusion, bem como a
determinagcdo dos residuos de aminoacidos encontrados nas posi¢des de
interesse. Os testes do qui-quadrado e exato de Fisher bicaudal foram utilizados
nas analises univariadas. As analises multivariadas foram feitas por regressao
logistica. Quando aplicavel, foi calculado o odds ratio (OR) com intervalo de
confianca de 95% (IC 95%). Valores de p menores que 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Os alelos HLA-B*39 e HLA-DRB1*13:01 e foram
associados negativamente a NIC II/1ll (p = 0,04; OR = 0,37 [IC 95% = 0,14-0,97];
p =0,02; OR=0,43 [IC 95% = 0,21-0,90]); respectivamente). A associagdo com
o alelo HLA-DRB1*13:01 se manteve ap0ds a regressao logistica (p = 0,006; OR
= 0,32; [IC 95% = 0,14-0,72]), mas 0 mesmo nao ocorreu com HLA-B*39 (p =
0,21; OR =0,47; [IC 95% = 0,15-1,52]). Foi observada uma associagao entre o
gendtipo histidina/tirosina, na posi¢cao 13 de HLA-DRB1, e NIC II/11l (p =0,03; OR
= 3,97 [IC 95% = 1,1-14,37]) e tendéncia semelhante foi verificada na regressao
logistica (p = 0,05; OR = 2,86 [IC95% = 0,99-15,01]). O aminoacido serina,
presente na mesma posicao, foi associado negativamente com NIC Il/lll na
analise univariada (p = 0,02; OR = 0,58 [IC 95% = 0,37=0,92], contudo a
associacao nao foi mantida apés a regressao (p = 0,28; OR = 0,71 [IC 95% =
0,38-1,32]). Nossos resultados sugerem que o polimorfismo dos genes HLA-B e
HLA-DRB1 influencia a suscetibilidade as lesdes cervicais causadas pelo HPV.

Palavras-chave: HLA-B. HLA-DRB1. Neoplasia intraepitelial cervical. HPV



ABSTRACT

Cervical cancer (CC) is one of the main causes of women mortality
worldwide. Differently from other types of cancer, CC presents precancerous
lesions stages, which can take years until the progression to invasive cancer,
called cervical intraepithelial neoplasia (CIN). It can be classified as low-grade
(CIN 1) and high grade (CIN II/lll). Although HPV infection is a necessary cause
for NIC and CC development, itis not enough. Environmental and genetic factors
play an important role in disease development and progression. Classics HLA
molecules are responsible for antigen presentation to T cells, which play a
fundamental role in the immune response against HPV and CC. HLA molecules
are coding by HLA genes, such as HLA-B and HLA-DRB1. Alleles from these
genes have been previously associated with viral infections and cancer, included
CC. Amino-acids residues at HLA molecules have also been associated with CC,
especially the ones carried at position 156 in HLA-B and positions 13 and 71 in
pocket 4 of HLA-DRB1. We aimed to investigate if there are HLA-B and HLA-
DRB1 polymorphism association with CIN Il/lll, as well as the amino-acids
residues at position 156 in HLA-B and positions 13 and 71 in pocket 4 of HLA-
DRB1, in a population from Curitiba-Brazil. Sociodemographic and behavioural
characteristics were obtained by questionnaire. Cervical and blood samples were
collected from women with normal cytology, CIN Il and CIN Ill. DNA from blood
samples were submitted to HLA typing, by PCR-SSOP. HLA Fusion interpreted
the results from PCR-SSOP, as well as the amino-acids residues determination.
Univariate statistical analyses were carried out using Chi-square and Fisher’s
Exact tests. Multivariate analyses were carried out using logistic regression.
When it was applicable, the odds ratio (OR) with its respective 95% confidence
interval (Cl 95%) was calculated. P values < 0.05 were considered statistic
significant. The Alleles HLA-B*39 and HLA-DRB1*13:01 were negatively
associated with CIN 1I/1ll (p =0.04; OR = 0.37 [Cl 95% = 0.14-0.97]; p = 0.02, OR
= 0.43 [Cl 95% = 0.21-0.90]). The HLA-DRB1*13:01 association persisted after
logistic regression (p = 0.006, OR =0.32 [Cl 95% = 0.14-0.72]), but not with HLA-
B*39 (p = 0.21, OR = 0.47, [IC95% = 0.15-1.52]). The amino-acid combination
histidine/tyrosine, carried at position 13 in pocket 4 of HLA-DRB1, was associated
with NIC 11/11l susceptibility (p = 0.03, OR = 3.97 [Cl 95% = 1.1-14.37]). Inlogistic
regression analyses, we found a tendency to association (p = 0.05, OR =2.86 [CI
95% = 0.99-15.01]). Additionally, the serine amino-acid residue, carried at the
same position, was associated with NIC I/l protection (p = 0.02, OR = 0.58 [CI
95% = 0.37-0.92]. However, it was not kept after logistic regression (p =0.28, OR
= 0.71 [Cl 95% = 0.38-1.32]). Our outcomes suggest that polymorphism in HLA-
B and HLA-DRB1 genes make an important influence in genetic susceptibility to
CIN, caused by HPV.

Keywords: HLA-B. HLA-DRB1. Cervical intraepithelial neoplasia. HPV.
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1.  INTRODUGAO

O carcinoma do colo do utero (CCU) € um dos principais responsaveis
pela mortalidade feminina mundial, especialmente em paises emergentes, onde
0s programas de rastreio de lesdes precursoras - as neoplasias intraepiteliais
cervicais (NICs) - séo limitados (SANJOSE et al., 2011; WHO, 2014). No Brasil,
excetuando casos de cancer de pele ndo melanoma, este € o terceiro cancer
com maior incidéncia em mulheres, apds o cancer de mama feminino e o de célon
e reto (INCA, 2020). A infecgao pelo papilomavirus humano (HPV) é um fator
necessario para o desenvolvimento do CCU, porém néo é suficiente. O HPV é um
virus epiteliotropico, transmitido sexualmente e o DNA dos tipos de alto risco
podem ser encontrados em 99,7% dos casos de CCU (WALBOOMERS et al.,
1999). Mais de 200 tipos de HPV ja foram identificados, sendo que
aproximadamente 40 podem colonizar o trato genital. Cerca de 90% das
infecgbes se tornam inativas entre 12 e 14 meses apos a infecgao pelo virus.
Entretanto, infecgdes pelos HPVs de alto risco oncogénico podem se tornar
persistentes, aumentando o risco de progressao para NIC e CCU (LOPEZ et al.,
2018). Fatores genéticos e imunoldgicos do hospedeiro, bem como fatores
exoégenos, também interferem no desenvolvimento da doenca (SCHIFFMAN et
al., 2016). A contribui¢cao genética associada ao risco de desenvolver carcinoma
de colo do utero pelo HPV é sustentada por diversas linhas de pesquisa. Dentre
elas pode-se destacar as associag¢des encontradas com polimorfismos de genes
HLA, como o HLA-B e HLA-DRB1. Os alelos HLA-B*07, B*44, B*51 e B*57 foram
previamente associados com HPV e CCU, em diversas popula¢des (ZEHBE;
MYTILINEOS; WIKSTRO, 2003; CHAN et al., 2006; BHATTACHARYA;
SENGUPTA, 2007), assim como HLA-DRB1*15 e DRB1*13 ( MACIAG et al.,
2000a; CHAN et al., 2007; HU et al., 2014). Recentemente foi verificada a
associagao entre alelos que codificam determinados residuos de aminoacidos
presentes na 1562 posicao de HLA-B e na 13% e 712 posi¢cdes do pocket 4 de
HLA-DRB1 com CCU. O residuo de aminoacido serina, presente na posi¢ao 13
de HLA-DRB1 foi associado com a diminuigéao do risco de apresentar CCU (p =
5,14x 107'% OR = 0,77)., enquanto o genotipo histidina/arginina, presente na
mesma posicao, foi associado ao aumento do risco (p = 1,11x10'6; OR = 1,37).

Foi observada associag&o entre o residuo de aminoacido alanina, presente na
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posicao 71 de HLA-DRB1, e o aumento do risco de apresentar carcinoma de colo
do utero (OR =1,42, p = 1,44.10°"). Ja o aminoacido acido glutdmico, presente
na mesma posi¢cao, apresentou uma associagado negativa com a doenga (OR =
0,67, p =2,57.10"") (LEO et al., 2018). Entretanto, essas associagdes nado foram
investigadas em outras populagbes. Tendo em vista esses dados, o principal
objetivo deste trabalho é verificar se ha associagcéo entre os alelos dos genes
HLA-B e HLA-DRB1 ou de residuos de aminoacidos especificos presentes na
1562 posicao da cadeia polipeptidica de HLA-B e na 132 e 712 posicdes do pocket

4 de HLA -DRB1 com NIC II/lll em mulheres de Curitiba e regido metropolitana.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 NEOPLASIA INTRAEPITELIAL CERVICAL (NIC Il E Ill) E CARCINOMA DE
COLO DO UTERO (CCU)

O carcinoma de colo do utero (CCU) é um dos principais responsaveis
pela mortalidade feminina ao redor do mundo. A maioria das infec¢des € causada
pelo HPV16, sendo que este apresenta um alto potencial carcinogénico e rapida
progressao em infecgao persistente, NICs e CCU, em comparagéao aos demais
tipos de HPV (MUNOZ et al., 2003a). Diferentemente da maioria dos canceres
que acometem outros sitios, o CCU acomete mulheres jovens, normalmente
abaixo dos 30 anos (BAANDRUP et al., 2012; SCHIFFMAN et al., 2016). Em
2008, foi relatada a prevaléncia de aproximadamente 27,1% da infecgéo por HPV
de alto risco (HR-HPV) em mulheres com idade abaixo de 25 anos, residentes
das cidades de Sao Paulo e Campinas (RAMA et al., 2008). Em Ouro Preto, um
estudo mostrou que a maior prevaléncia de infecgao por HPV ocorre em
mulheres com menos de 30 anos (17,2%), que também mostraram ter um risco
4 vezes maior de apresentar infecgcao por HPV, quando comparado a mulheres
com 50 anos ou mais (MIRANDA et al., 2012).

A maioria dos casos de CCU ocorre em paises em desenvolvimento. Em
2018, aproximadamente 85% das 311.000 mortes causadas pelo CCU
ocorreram nestes paises (BRAY et al., 2018). No Brasil, estima-se que ocorrerao
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16.590 novos casos em 2020, sendo este o terceiro cancer com maior incidéncia
em mulheres no pais, apds o cancer de mama feminino e o de cdlon e reto (tabela
1) (INCA, 2020). Vale ressaltar que os dados de cancer de pele ndo melanoma

nao foram considerados na tabela 1.

TABELA 1 - INCIDENCIA ESTIMADA CONFORME A LOCALIZAGCAO PRIMARIA DO TUMOR
EM MULHERES, NO BRASIL, EM 2020

Localizagao primaria Casos novos %
Mama feminina 66.280 29,7
Célon e reto 20.470 9,2
Colo do utero 16.590 7,4
Traqueia, brénquio e pulmao 12.440 5,6
Glandula tireoide 11.950 54
Estdbmago 7.870 3,5
Ovario 6.650 3,0
Corpo do utero 6.540 29
Linfoma nao-Hodgkin 5.450 24
Sistema nervoso central 5.220 2,3
Todas as neoplasias, exceto pele nado melanoma 222.980 100,0
Todas as neoplasias 316.140

FONTE: MS / INCA / Estimativa de Cancer no Brasil, 2020 e MS / INCA / Coordenagéao de
Prevencéo e Vigilancia / Divisao de Vigilancia e Analise de Situagéo

LEGENDA: nao foram levados em consideracao para os calculos de estimativa os dados
referentes a cancer de pele ndo melanoma.

Diferentemente da maioria dos canceres, o CCU apresenta estadios
precursores que podem perdurar por anos antes de se tornar um cancer invasivo,
0 que gera uma ampla oportunidade de deteccdo e tratamento de lesdes iniciais.
Todavia, estes estadios precursores sao normalmente assintomaticos, de forma
que o diagndstico normalmente é feito por exames de rotina. O principal exame
€ o citolégico cervical, também conhecido como Papanicolaou, responsavel por
detectar mudangas morfoldgicas nas células epiteliais da zona de transformacéao
do colo do utero (CHEN et al.,, 2016). De acordo com as alteragbes nos
resultados deste exame, o diagndstico mais preciso deve ser realizado, através
de bidpsia cervical. O resultado histolégico classifica as lesdes, denominadas
neoplasias intraepiteliais cervicais, de acordo a extensao da displasia no epitélio.
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NIC | é uma leséo intraepitelial escamosa de baixo grau, sendo que em cerca de
70 a 80% dos casos regridem espontaneamente sem a necessidade de
tratamento; NIC Il e NIC Ill sdo consideradas displasias de alto grau ou lesdes
intraepiteliais escamosas de alto grau (figura 1) (COX; SCHIFFMAN; SOLOMON,
2003). Tanto NIC Il quanto NIC Il podem progredir para um carcinoma de colo
do utero. NIC Il normalmente progride para cancer em lesdes que apresenta
copias do genoma viral integrado ao DNA do hospedeiro (SANCHEZ-SILES et
al., 2020).

FIGURA 1 - LESOES INTRAEPITELIAIS CERVICAIS E CARCINOMA DO COLO DO
UTERO
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FONTE: Adaptado de (CROSBIE et al., 2013)

LEGENDA: Possiveis resultados encontrados no exame citologico (linha superior) e histologico (a partir de
bidpsia cervical, linha inferior): da esquerda para direita: Epitélio Normal; Neoplasia Intraepitelial
Cervical: NIC | - demonstrando uma leve displasia mas tendo a maioria de seu epitélio normal
preservado; NIC Il - com cerca de metade do epitélio comprometido; NIC IlI - displasia severa, tendo
todo o epitélio comprometido com células neoplasicas; Carcinoma invasivo — o tecido epitelial
completamente comprometido com células neoplasicas, neste ponto praticamente todas as células
estdo com o DNA viral integrado ao DNA proprio. Durante as fases de NIC | e NIC Il, o DNA viral
encontra-se principalmente na forma de epissoma, ou seja, DNA circular que nao foi integrado ao
DNA do hospedeiro; da fase final de NIC Il e em NIC Ill o DNA viral encontra-se integrado ao DNA do
hospedeiro, como demonstrado na parte inferior da imagem, através da diferenciagéo das células por
cores. Entre os estadios de NIC Il e Ill é possivel observar o aumento da expressdo dos genes virais
E6 e E7, demonstrado nas células em amarelo na imagem. As células cujos citoplasmas estéo
corados em lilas indicam que ha expressédo dos genes tardios do HPV. As células com o nucleo corado
em roxo apresentam o DNA viral na forma de epissoma. As células com o nucleo corado em rosa

possuem o DNA viral integrado ao genoma do hospedeiro.
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2.1.1 Prevengao contra o carcinoma de colo do utero

Em paises desenvolvidos a incidéncia e mortalidade reduziram em 50%
nos ultimos 30 anos, desde a introducdo de programas de rastreio de lesdes
cervicais eficazes. O rastreio é feito a partir do exame citolégico Papanicolaou,
realizado rotineiramente. Nos Estados Unidos e outros paises desenvolvidos, a
introdugado de programas de rastreio organizados diminuiu em 70% a incidéncia
e mortalidade de mulheres pelo CCU ao longo dos ultimos 60 anos. Entre os
anos de 2009 e 2013, O CCU foi o 11° cancer mais comum em mulheres
estadunidenses, com incidéncia de 7,5/100.000 e mortalidade de 2,3/100.000
(HOWLADER, 2016). Contudo, esta ndo € a mesma realidade de diversos paises
emergentes. O CCU apresenta as maiores prevaléncias no sudeste da Africa, a
exemplo o Zimbabue (CHOKUNONGA et al., 2013). Nestes casos, é importante
criar campanhas de alerta a populagao sobre os fatores de risco que podem levar
a doenga, com o intuito de diminuir o numero de casos, mesmo que nao haja
programas eficazes de rastreio de lesbes (ASTHANA; BUSA; LABANI, 2020).

Além dos programas de rastreio, inserir a vacinagao obrigatoria em
jovens também contribui para a diminuicdo no numero de casos de CCU. As
primeiras vacinas, bivalente (contra HPV 16 e 18) e quadrivalente (contra HPV
6, 11, 16 e 18), foram disponibilizadas em 2006 e mostraram eficacia de 90%
contra a infeccdo pelo virus (CROSBIE et al., 2013). No mesmo ano do
langcamento destas primeiras vacinas, os Estados Unidos, Australia e Canada
implementaram a vacinagao em nivel nacional. Até 2016, 86 paises incluiram a
vacina do HPV no calendario nacional. Destes, 74 (55%) sao paises
desenvolvidos e apenas 12 emergentes (GALLAGHER; LAMONTAGNE;
WATSON-JONES, 2018). Em 2014, o Brasil introduziu a vacina quadrivalente
contra o HPV no calendario de vacinagao nacional, distribuida gratuitamente pelo
SUS para meninas de 9 a 14 anos e meninos de 11 a 14 anos (BRASIL, 2018).
Nos paises com programas de vacinacao contra o HPV houve grande reducéao
na incidéncia do CCU. E importante ressaltar que a vacina deve ser
administrada, preferencialmente, em criangas e adolescentes com idade entre 9

e 14 anos, uma vez que este grupo apresenta menores chances de terem sido
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expostos ao virus por relacdes sexuais e possuem uma resposta imune mais
eficaz (DOCHEZ et al., 2014).

2.2 INFECCAO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

O HPV é o agente sexualmente transmissivel mais frequentemente
transmitido no mundo, sendo que aproximadamente 80% das pessoas serao
infectadas em algum momento da vida (LOPEZ et al., 2018). A infeccéo inicial
pelo HPV normalmente acontece durante a adolescéncia ou inicio da idade
adulta, mas a maioria das infecgbes regride entre 18 a 24 meses sem a
necessidade de intervencdo terapéutica. Entretanto, em cerca de 3 e 5% das
mulheres a infeccdo persiste, podendo levar ao desenvolvimento de lesbes
cervicais e, em menos de 1% dos casos, CCU invasivo (LOPEZ et al., 2018). A
infeccao pelo HPV é considerada uma causa necessaria para o desenvolvimento
de CCU, sendo o DNA de HPV detectavel em 99,7% dos casos de CCU
(WALBOOMERS et al., 1999). Existem mais de 200 tipos de HPV, sendo estes
classificados em diferentes géneros, espécies e tipos. Os tipos de HPV do género
alfa sado classificados em baixo e alto risco (LR-HPV e HR-HPV,
respectivamente), de acordo com suas propriedades carcinogénicas. A maioria
dos HR-HPV pertence as espécies alfa-9. Enquanto a maior parte dos tipos de
LR-HPV causa feridas anogenitais benignas e verrugas na pele, infeccoes por
HR-HPV podem levar a neoplasias anogenitais, como cancer do colo de utero,
vagina, pénis, anus e canceres de cabeca e pescoco (VILLIERS, 2013). Dos
casos de CCU, cerca de 60% sao causados pelo HPV16 e 15% pelo HPV18
(SCHIFFMAN et al., 2016). Além destes, os tipos 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58 e 59 também sao considerados de alto risco para oncogénese cervical (IARC,
2020).

A infecgao pelo HPV normalmente acontece quando o virus tem acesso
as células basais do epitélio, sendo as da jun¢gdo escamocolunar do colo do utero
particularmente suscetiveis a infeccao e transformacéao pelos tipos de HR-HPV,
uma vez que o virus apresenta tropismo por estas células (MIRKOVIC et al.,
2016). Apos transpassar as barreiras fisicas de prote¢cdo do hospedeiro contra a

infeccdo — pele, membranas plasmatica e nuclear — o virus passa a ter a
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capacidade de replicar seu DNA juntamente com o DNA da célula hospedeira,
durante a fase S do ciclo celular. O uso da maquinaria de replicacdo do
hospedeiro garante uma baixa taxa de erro na copia do genoma do HPV
(REINSON et al., 2015; RODEN; STERN, 2018).

O genoma do HPV é composto por uma dupla-fita de DNA circular, de
7,9 kb de tamanho, que normalmente apresenta 8 fases abertas de leitura (do
inglés: open reading frames - ORFs). Pode ser dividido em trés partes: regiao
promotora nao codificadora; e regides codificadoras com genes de expressao
precoce (“early”™ E1, E2, E4, E5, E6 e E7) e de expresséo tardia (“late” L1 e L2)
que codificam proteinas de mesmo nome (figura 2) (RODEN; STERN, 2018). As
proteinas E gerenciam a replicagdo viral, transcrigdo e transformacao celular;
enquanto as proteinas L constituem as proteinas do capsideo, responsaveis pelo
empacotamento do genoma viral (DOORBAR et al., 2016). As oncoproteinas
virais E5, E6 e E7 desregulam vias de sinalizagao responsaveis pela proliferacao
e diferenciacao celular. Os genes E6 e E7 desempenham um papel importante
na transformacao celular, imortalizacao e no desenvolvimento de NIC e cancer
(LUHN et al., 2015). Nas doengas cervicais, normalmente os niveis de expressao
de E6 e E7 aumentam conforme a progressao avanca, tendo baixos niveis de
expressao em NIC |, intermediarios em NIC |l e altos em NIC Ill. (DOORBAR et
al., 2012).
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FIGURA 2 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO GENOMA VIRAL DE HPV16.
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FONTE: (DE ARAUJO SOUZA; SICHERO; MACIAG, 2009)
LEGENDA: O genoma circular do HPV16 encontra-se representado em vermelho, com ~7,9kb de
tamanho, demonstrado a cada 1000 bases (1, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000,
7000 e 7906). A seta indica o sitio de inicio da replicacdo do genoma. As localizacdes
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no genoma viral dos genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7 - genes que codificam as proteinas
“early” (de expressao precoce) estdo demonstrados em vermelho; os genes L1 e L2 -
codificadores das proteinas “late” (de expresséao tardia) estdo demonstrados em azul;
e aregiao LCR (do inglés: upstream regulatory region), acima emverde.

A replicacdo do DNA do HPV ocorre mais lentamente nas células do
hospedeiro quando comparado a de outros virus. Desta forma, o virus necessita
de mecanismos efetivos de escape do sistema imunoldgico para que a infecgao
persista tempo suficiente para que a replicacao viral acontegca completamente
(STEINBACH; RIEMER, 2018). O sistema imunoldgico naturalmente controla a
maioria dos casos de infeccdo por HPV (STEINBACH; RIEMER, 2018).
Entretanto, uma pequena parte dos individuos infectados pelo HPV néo
desenvolvem uma resposta imune efetiva, o que acarreta na persisténcia da
infeccdo, podendo progredir para lesdes intreaepiteliais cervicais e CCU
(CROSBIE et al., 2013).
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2.3 A RESPOSTA IMUNOLOGICACELULAR

A resposta imune celular € a principal no combate as infeccbes
intracelulares, como as virais, e aos tumores. Esta resposta € mediada pelos
linfocitos T CD4* auxiliares (Th) e T CD8" citotéxicos. O papel imunoregulador
dos linfocitos Th resulta de sua capacidade de secrecao diferencial de citocinas,
capazes de estimular ou inibir outras células que participam da resposta imune.
Células como os linfocitos T CD8*, que possuem papel efetor na eliminagao de
células tumorais ou infectadas por virus, dependem da acao de citocinas
secretadas pelas células T CD4" ou outros sinais provenientes da interacdo com
as células apresentadoras de antigenos (APC), para diferenciar-se em linfocitos
citotoxicos (MURPHY, 2014). As APCs captam antigenos em sitios periféricos e
os processam durante a migragcao aos 6rgaos linfoides secundarios (OLS). Nos
OLS, elas apresentam os antigenos as células T. A ativacdo das células T
depende do reconhecimento do antigeno, através da interagao especifica entre
o receptor da célula T (TCR) e o complexo HLA-peptideo antigénico da APC. As
moléculas HLA de classe | sao responsaveis pela apresentagdo de antigenos
aos linfocitos T CD8*, enquanto as moléculas HLA de classe Il apresentam os
antigenos aos linfocitos T CD4™ (figura 3) (MURPHY,2014).
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FIGURA 3 - APRESENTA(;AQ DE PEPTIDEOS ANTIGENICOS PELAS APCs AS
CELULAS T CD4*

FONTE: (MEDZHITOV, 2001)

LEGENDA: A célula dendritica (um exemplo de APC) apresenta o peptideo antigénico ancorado
a fenda de ligagao da molécula HLA de classe Il (MHC-II) a célula T naive.

Alteragdes no processo de apresentagao e reconhecimento antigénico
podem levar a ativagao parcial de células T, com produgao de citocinas, porém
sem proliferagcao celular, ou mesmo anergia. Este fendmeno pode ser atribuido a
diferencas na avidez da ligacao entre APC e célula T, resultante de diferencas
na afinidade entre TCR-peptideo-HLA, na densidade destes complexos ou ainda

a variagcdes em sinais coestimulatérios (MURPHY, 2014).

2.3.1 Mecanismos de evasao do sistema imunologico pelo HPV

Aproximadamente 3 a 5% das infecgdes pelo HPV no colo do utero
evoluem para infeccbes persistentes, o que aumenta a chance de
desenvolvimento de lesdes nesse tecido, e em cerca de 1% dos casos, CCU
invasivo (LOPEZ et al.,, 2018). A progressao ocorre, em parte, devido aos
mecanismos de escape do sistema imunologico desenvolvidos pelo virus. Uma

destas estratégias de evasdo é a manutencéo da expresséo dos genes “early”
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E6, E7 e E1 em baixos niveis, controlado pela proteina viral E2, de forma que os
antigenos fiquem pouco abundantes (STEINBACH; RIEMER, 2018). A proteina
E2 controla a expressao destes genes agindo na regido promotora viral, que
regula a expressédo de E6, E7, E1 e do proprio gene E2. Durante o inicio da
infeccdo, o genoma viral se encontra na forma epissomal. Contudo, com a
progressao da doencga, o locus E2 é normalmente rompido e ocasiona o0 processo
de integragdo do genoma do HPV no genoma do hospedeiro. A partir de entao,
a expressao de E6 e E7 aumenta. Ademais, em NIC de alto grau e CCU, a
expressao destas duas proteinas permanece acentuada (MCBRIDE, 2017).
Esses baixos niveis de expressao iniciais dos genes virais podem dificultar a
deteccao de células infectadas por APCs locais e, por sua vez, a inducdo de uma
potente resposta imune direcionada contra células infectadas pelo HPV
(STEINBACH; RIEMER, 2018).

Um processamento de antigenos efetivo e a apresentacao destes pelas
moléculas HLA de classe | as células T CD8" - dentre elas as células T citotéxicas
- sdo indispensaveis para uma resposta imune eficaz contra o HPV. Células T
CD8* sao capazes de eliminar células infectadas pelo virus, sendo cruciais no
combate a infecgao e respostas antitumorais. Entretanto, o HPV pode interferir
no mecanismo de processamento de antigenos, diminuindo a chance de
reconhecimento das células alvo pelas células T. O processamento de antigenos
comeca no citoplasma da célula, com a degradagao das proteinas intracelulares
pelo proteossoma/imunoproteossoma. Os peptideos resultantes séo, entéao,
transportados para o interior do reticulo endoplasmatico (RE), onde sao clivados
por aminopeptidases (ERAP1 e ERAP2) resultando num tamanho adequado
para a ligacdo as moléculas HLA. O trafego de peptideos antigénicos para as
moléculas HLA de classe | é assistido por chaperonas, como a calnexina e a
tapasina (figura 4) (LEONE et al., 2013). O transporte dos peptideos até o RE
pode ser afetado pelo HPV. Em alguns tumores observou-se a diminuicao do
nivel das proteinas responsaveis por este transporte. A transcricido do DNA em
RNA para posterior tradu¢cado da proteina de transporte TAP1 pode ser inibida
pela proteina viral E7, além do promotor do gene ter sido encontrado metilado
em casos de CCU HPV16 positivo (HASIM et al., 2012). Ademais, a perda parcial

ou total da expressao de proteinas HLA de classe |, calreticulina, calnexina,
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ERAP1, PDIA3 e tapasina foram previamente descritas (HASIM et al., 2012).
Dentre eles pode-se destacar a alteragdo na quantidade de moléculas HLA de
classe | na superficie das APCs, tanto devido a regulacdo transcricional quanto
a alteracdo no seu trafego para a superficie celular. Foi demonstrado que a
proteina E7 bloqueia diretamente o promotor de genes HLA de classe |
(GEORGOPOULOQOS; PRO; BLAIR, 2000). Moléculas HLA-A e HLA-B podem ser
retidas por um mecanismo mediado por E5 de HPV16 dentro da célula (ASHRAFI
et al.,, 2005). Esta proteina pode se ligar a calnexina - necessaria para o
dobramento correto da molécula HLA de classe | nascente, o que mantém as
moléculas HLA retidas no reticulo endoplasmatico (STEINBACH; RIEMER,
2018).

FIGURA 4 - PROCESSAMENTO E APRESENTAGAO DE ANTIGENOS PELA VIA
MHC DE CLASSE |
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FONTE: Adaptado de (RODGERS; COOK, 2005)

LEGENDA: Uma proteina citoplasmatica é clivada em pequenos peptideos no proteossomo.
Estes peptideos antigénicos sdo transportados até o reticulo endoplasmatico e
ligados as fendas de ligagdo ao peptideo das moléculas HLA-I, com auxilio de
chaperonas. A molécula HLA-I &, entdo, liberada do reticulo endoplasmatico e
direcionada ao complexo de Golgi, de onde sera enviada a superficie celular para

apresentar o peptideo antigénico as células T CD8".
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2.4 GENES E MOLECULAS HLA

Polimorfismos genéticos, como os presentes nos genes HLA, podem
influenciar a resposta imune e a infecgdo por HR-HPV (SAFAEIAN et al., 2014).
Os genes que codificam as moléculas HLA, as quais apresentam os peptideos
as células T, estdo localizados na regido do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC, do inglés: Major Histocompatibility Complex)
humano. O MHC humano esta localizado no brago curto do cromossomo 6
(6p21.3) e contém muitos genes polialélicos e polimérficos (KLEIN; SATO, 2000;
TROWSDALE; KNIGHT, 2013). O conjunto desses alelos e suas frequéncias
diferem entre as populagbes, gerando uma grande diversidade alélica
interpopulacional (CONSTANTINESCU et al., 2016).

O MHC humano ocupa cerca de 4 Mb e contém aproximadamente 260
genes (TROWSDALE; KNIGHT, 2013) e é dividido em regides de classes |, Il e
Ill. A regido de classe | inclui genes HLA classicos (HLA-A, B e C) e nao classicos
(HLA-E, F e G). A regiao de classe Il inclui HLA-DPA1, -DPB1, -DQA1, -DQA?2, -
DQB1, -DQB2, -DRA, -DRB1, -DRB2, -DRB3, -DRB4 e —DRB5, assim como
genes menos variaveis envolvidos no processamento e apresentacdo de
antigenos. A regidao de classe Il contém genes que codificam moléculas
envolvidas na resposta inflamatéria, maturagcéo de leucdcitos e na cascata do
complemento (figura 5) (DENDROU et al., 2018).

A genotipagem de HLA pode ser feita em diferentes niveis de resolugao.
A genotipagem em baixa resolugdo agrupa os alelos de acordo com suas
linhagens alélicas, sendo esses representados pelos dois primeiros digitos do
nome do alelo — exemplo: HLA-B*15. Ja a genotipagem em alta resolugao
permite a determinacao do alelo em quatro digitos — exemplo: HLA-B*15:07. Os
dois digitos posteriores a linhagem alélica indicam mudangas no DNA que levam
a alteragdes na sequéncia de aminoacidos da cadeia polipeptidica das moléculas
HLA.
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FIGURA 5 - LOCALIZAGAO E MAPA DO MHC HUMANO NO CROMOSSOMO 6
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FONTE: (RELLE; SCHWARTING, 2014)
LEGENDA: Genes HLA de classe | classicos (-A, -B, -C) representados em azul; genes HLA de
classe |l classicos representados em verde (-DR, -DQ, -DP); alguns genes nao-HLA
presentes na regido de classe Ill sdo representados em vermelho. A direita:

dimensao da regido, representada em milhdes de pares de bases (Mb).

A regidao de classe | se estende por aproximadamente 1.6 — 2 Mb e
contém os genes que codificam moléculas HLA classicas e nao classicas de
classe | (TROWSDALE; KNIGHT, 2013). As moléculas HLA de classe | (HLA-I)
sao encontradas em todas as células nucleadas, sendo que os niveis de
expressao variam de acordo com o tecido analisado (KLEIN; SATO, 2000). Tais
moléculas sdo compostas pela cadeia a ligada nao-covalentemente a cadeia [32-
microglobulina. Os genes HLA de classe | classicos codificam a cadeia a da HLA-
I, que € composta pelos dominios: a1, aze az além da regido transmembrana e
a cauda citoplasmatica (figura 6A). O gene que codifica a cadeia [o-
microglobulina ndo esta contido no MHC, mas sim no cromossomo 15 humano.
Diversos estudos ja demonstraram associacao de alelos dos genes HLA de
classe | com carcinoma de colo do utero e a infecgdo por HPV. Dentre eles pode-
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se destacar o HLA-B, cujos alelos HLA-B*07, -B*44, -B*51 e -B*57 foram
previamente associados com HPV e carcinoma de colo do utero, em algumas
populagdes (BHATTACHARYA; SENGUPTA, 2007; CHAN et al., 2006; ZEHBE;
MYTILINEOS; WIKSTRO, 2003). Também ja foram demonstradas associagdes
entre HLA-B*44, HLA-B*51 ou HLA-B*57 e lesdes cervicais em mulheres
portadoras de variantes especificas de HPV16 (L83V) na populagdo sueca
(ZEHBE; MYTILINEOS; WIKSTRO, 2003).

A regido de classe Il possui cerca de 1 — 1.2 Mb de DNA (BAXTER,;
JOHNSTON, 2000). Os genes HLA de classe Il codificam tanto as cadeias a
quanto as B das moléculas de classe |l. Cada cadeia a e  de HLA-Il sao
compostas pelo dominio de ligacdo ao peptideo (a1 ou B+1), dominio similar a
imunoglobulina (a2 ou B2), regido transmembrana e cauda citoplasmatica (figura
6B) (SARRI et al., 2018). Dentre os genes de classe I, pode-se destacar o HLA-
DRB1. Maciag e colaboradores (2000) demonstraram que os alelos DRB1*15
(OR =2,24;[IC95% =1,29-3,90]) e DRB1*15:03 (OR = 2,52; [IC 95 = 1,16-5,48])
estavam associados com CCU (MACIAG et al., 2000a). Safaeian et al. (2014),
verificaram associacdo de menor susceptibilidade com os alelos HLA-
DRB1*13:01 e HLA-DRB1*13:02 e o carcinoma de colo do utero (OR =0,61; [IC
95% = 0,41-0,93] e OR = 0,49 [IC 95% = 0,31-0,77], respectivamente), na
populagao norte-americana (SAFAEIAN et al., 2014).
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FIGURA 6: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS ESTRUTURAS DAS
MOLECULAS HLA DE CLASSE | E DE CLASSE I

peptide-binding site peptide-binding site

NH,
— lg-like
. B2- . domain
microglobulin a3
EXTRACELLULAR
SPACE

L 1L 1
o chain B chain
(A) CLASS | MHC PROTEIN (B) CLASS Il MHC PROTEIN

FONTE: (ALBERTS et al., 2010)

LEGENDA: (A): Proteina HLA de Classe |. Formada por um heterodimero de cadeia a, que
apresenta trés dominios: a1 e a2, que se dobram juntos em uma Unica estrutura e
formam o sitio de ligagéo ao peptideo; e as, que atravessa a membrana plasmatica,
interligando o meio extracelular ao intracelular. Este heterodimero é ligado néo
covalentemente a B2-microglobulina, a qual ndo atravessa a membrana.

(B): Proteina HLA de classe Il. Formada por duas cadeias transmembrana de
glicoproteinas. Cada cadeia possui dois dominios, e as duas cadeias juntas
formam uma estrutura compacta de quatro dominios (a1, oz, B1 e B2). Os dominios

a1 e B1foram o sitio de ligagéo ao peptideo.
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As moléculas de classe | sdo responsaveis por apresentar peptideos
antigénicos oriundos de proteinas intracelulares para as células T CD8",
enquanto as de classe Il apresentam peptideos derivados de antigenos
exogenos as células T CD4". Tanto as moléculas HLA-I quanto HLA-II classicas
possuem uma fenda onde o peptideo antigénico ira se ligar. Na estrutura
tridimensional da fenda destas moléculas é possivel identificar diversos bolsos
(“pockets” eminglés), onde as cadeias laterais dos residuos de aminoacidos dos
peptideos antigénicos sdo ancoradas. O encaixe é estabilizado por liga¢des de
hidrogénio e pontes de ions entre as cadeias laterais dos aminoacidos das
cadeias a e B da fenda e do peptideo. A afinidade entre esses residuos, bem
como a conformagéo do sitio, determinam a especificidade de ligagdo de um
determinado peptideo (SARRI et al., 2018). As variagdes alélicas nas regides
dos exons que codificam as fendas de ligagdo do peptideo acarretam efeitos
cruciais na selecéo e apresentagéo dos peptideos (KLEIN; SATO, 2000; MUNOZ
et al., 2003b). Recentemente foi hipotetizado que a associagdo do CCU com
alelos e hapldétipos HLA em mulheres descendentes de populagdes europeias
seria determinada pelos residuos de aminoacidos presentes na 1562 posi¢ao de
HLA-B e na 132 e 712 posi¢cbes de HLA-DRB1 (LEO et al., 2018). A posi¢do 156
de HLA-B faz parte dos pockets D e E presentes no dominio az da regido de
ligacdo ao peptideo (figura 7A) (BADRINATH et al., 2012). J4 os aminoacidos
presentes nas posicbes 13 e 71 da cadeia polipeptidica de HLA-DRB1
encontram-se no pocket 4 da fenda de ligacao ao peptideo antigénico (figura 7B,
C).
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FIGURA 7 — ESTRUTUAS TRIDIMENSIONAIS DAS MOLECULAS HLA-B E
HLA-DRB1

13

FONTE: The MyMOL Molecular Graphics System, Version 1.74, Schodinger, LLC.

LEGENDA: A: Molécula HLA-B. As cadeias da molécula estdo representadas em
marrom; o peptideo antigénico ancorado em azul; e a posicdo 156 em
verde, destacada por um quadro vermelho.
B: Molécula HLA-DRB1. As cadeias da molécula estao representadas em
verde; ndo ha peptideo antigénico ancorado a fenda; as posicdes 13 e 71
estdo em vermelho, destacadas por um quadro preto e vermelho,
respectivamente.

Como as moléculas HLA sao responsaveis por apresentar antigenos aos
linfocitos T, elas desempenham um papel central no reconhecimento e a
consequente eliminacdo das células infectadas pelos virus (DELVES; ROITT,
2000). Acredita-se que possuir moléculas HLA que se ligam com alta afinidade
aos peptideos antigénicos de HPV pode levar a protecao frente a progressao de
lesbes. Em contrapartida, possuir moléculas HLA que ndo se ligam
adequadamente aos peptideos antigénicos virais poderia aumentar o risco de
NIC e CCU (PAASO et al., 2019).

A grande variabilidade alélica dos genes HLA determina a afinidade de
ligacao dos peptideos a fenda de ligagao. A partir dessa variabilidade, pode ser
possivel identificar individualmente o risco para o desenvolvimento de CCU.
Mutagdes de inativagéo no gene HLA-B foram detectadas em 9% de 79 amostras

de CCU escamoso que foram incluidas em analise de exoma total e
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transcriptoma (OJESINA et al., 2014). Além disso, uma analise de sequéncia
total de exoma confirmou este gene como significativamente mutado em CCU
(TCGA, 2017)

2.5 RESIDUOS DE AMINOACIDOS PRESENTES NA 1562 POSICAO DA
CADEIA POLIPEPTIDICA DE HLA-B E 132 E 712 POSIGCOES DA CADEIA
POLIPEPTIDICA DE HLA-DRB1

A maior parte das substituicdes ndo sinbnimas encontradas nos
diferentes alelos dos genes HLA se concentra nas regides que codificam a fenda
de ligacao aos peptideos antigénicos (JONES et al., 2006). Diferentes residuos
de aminoacidos podem estar presentes nas fendas de ligacao aos peptideos das
cadeias polipeptidicas de HLA-B e HLA-DRB1. Os aminoacidos leucina (Leu/L),
arginina (Arg/R), aspartato (Asp/D) e triptofano (Trp/W) sao os mais comumente
encontrados na posicéo 156 da cadeia polipeptidica de HLA-B. Aspropriedades
bioquimicas destes aminoacidos encontram-se descritas no quadro 1. Na 132
posicdo da cadeia polipeptidica de HLA-DRB1 ¢é possivel identificar os
aminoacidos arginina (Arg/R), glicina (Gly/G), histidina (His/H), serina (Ser/S),
fenilalanina (Phe/F) e tirosina (Tyr/Y). As propriedades bioquimicas destes
aminoacidos encontram-se descritas no quadro 2. Ja na 712 posi¢ao de HLA-
DRB1 pode-se encontrar os aminoacidos arginina (Arg/R), alanina (Ala/A),
glutamato (GIU/E), lisina (Lys/K) e treonina (Thr/T). As propriedades bioquimicas

destes aminoacidos encontram-se descritas no quadro 3.
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Todos os aminoacidos, com excec¢éo da glicina, apresentam o carbono
alfa ligado a quatro diferentes grupos: o grupo carboxila, 0 grupo amino, o grupo
R e um atomo de hidrogénio. Eles diferem um do outro pelo grupo R (radical),
que varia em estrutura, tamanho, carga elétrica e influéncia na solubilidade do
aminoacido em agua (propriedades hidrofilicas/hidrofébicas e polaridade). O
aminoacido glicina apresenta a estrutura mais simples dentre os 20 aminoacidos
comuns, em que o0 grupo R é outro atomo de hidrogénio. Embora seja mais
facilmente agrupado com os aminoacidos de caracteristica apolar, sua cadeia
lateral muito pequena ndo gera nenhuma contribuicdo real as interagdes
hidrofébicas. Os aminoacidos alanina e leucina sao apolares e hidrofdbicos, as
cadeias laterais desses aminoacidos tendem a se agrupar dentro das proteinas,
estabilizando a estrutura das proteinas por meio de interagdes hidrofébicas. Os
aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano apresentam anel aromatico em seu
grupo R, o que os torna relativamente apolar e hidrofébico. Todos estes sao
capazes de participar de interagées hidrofébicas. Tirosina e triptofano sao
significativamente mais polares que a fenilalanina por conta do grupo hidroxila

da tirosina e o nitrogénio do anel presente no triptofano (NELSON; COX, 2010).

Os aminoacidos serina e treonina sao polares e hidrofilicos, ou seja, séo
mais soluveis em agua quando comparado aos aminoacidos apolares
anteriormente mencionados. Isto acontece porque eles apresentam grupos
funcionais que formam ligagcées de hidrogénio com a agua. Os grupos R mais
hidrofilicos sdo os que apresentam carga positiva ou negativa. Lisina, arginina e
histidina apresentam carga positiva em pH 7,0. Ja os aminoacidos aspartato e

glutamato apresentam carga negativa em mesmo pH (NELSON; COX, 2010).
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Estes aminoacidos pertencem a diferentes classes e apresentam
variagdo em suas cargas e hidrofobicidade. Essas diferengas nas propriedades
dos residuos na posi¢cao 156 da cadeia polipeptidica de HLA-B e nas posicoes
13 e 71 do pocket 4 da fenda de ligagdo de HLA-DRB1 podem levar a diferentes
possibilidades de interagdo com os peptideos antigénicos de HPV. Essa, por sua
vez, poderia acarretar em aumento ou diminuicdo da eficacia da resposta
imunoldgica frente a infecgéo pelo virus ou as lesdées causadas por ele (LEO et
al., 2018).

3. JUSTIFICATIVA

A resposta imunoldgica do hospedeiro induz o desfecho da infecgao pelo
HPV, podendo acarretar tanto na regressdo espontanea da infecgdo quanto a
persisténcia dessa e consequente progressdo em NICs e CCU. O polimorfismo
dos genes HLA de classe | e Il pode influenciar o reconhecimento e ativagao de
células T CD4" e T CD8*, podendo alterar a chance de células infectadas e/ou
transformadas pelo HPV serem eliminadas pela agao pro-inflamatéria e
citotoxica destes linfocitos, respectivamente. Tal acdo pode afetar a patogénese

cervical através do controle imunoldgico da infecgao viral.

Diversos estudos prévios demonstraram associagbes alélicas entre os
genes HLA tanto com o risco quanto com a protegao ao CCU (CHAN et al., 2006;
HU et al., 2014; MACIAG et al., 2000a). Entretanto, recentemente foi proposta
uma nova linha de investigacao, que visa verificar a presenga ou auséncia de
determinados residuos de aminoacidos em posi¢des especificas da fenda de
ligagdo das moléculas HLA, onde o peptideo antigénico € ancorado. Em
mulheres descendentes de populagbes europeias, os aminoacidos serina
(posicao 13) e o glutamato (posi¢ao 71) localizados no pocket 4 de HLA-DRB1
foram associados com a reducdo no risco de apresentar CCU. Enquanto os
aminoacidos histidina e arginina presentes na posi¢do 13 de HLA-DRB1 e a
alanina presente na posigao 71 foram associados com o CCU (LEO et al., 2018).
Por se tratar de uma nova abordagem com relacdo aos genes HLA, estas

associagbes nao foram verificadas em outras populacées. Desta forma, este
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trabalho visa investigar se tais associagdes também sao vistas na populagéo de

Curitiba e regido metropolitana.

4. OBJETIVOS

41 OBJETIVO GERAL

Verificar a associagédo entre o polimorfismo dos genes HLA-B e HLA-
DRB1, bem como a presencga de residuos de aminoacidos na posicao
156 de HLA-B e 13 e 71 de HLA-DRB1 com neoplasia intraepitelial

cervical.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

Comparar as frequéncias alélicas dos genes HLA-B e HLA-DRB1 em
mulheres com Neoplasia Intraepitelial Cervical (grupo caso) e
mulheres sem lesdo (grupo controle) para verificar se existe

associagao com Neoplasia Intraepitelial Cervical;

Comparar as frequéncias alélicas dos genes HLA-B e HLA-DRB1 entre
mulheres sem lesao, portadoras ou nao da infeccao por HPV para

verificar se existe associagao com a infeccao viral,

Comparar as frequéncias de portadoras dos diferentes aminoacidos
na 1562 posicao de HLA-B e na 132 e 712 posigbes de HLA-DRB1 entre
casos e controles, e verificar se estdo associados a Neoplasia

Intraepitelial Cervical.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

O presente trabalho é um estudo caso-controle de associacdo entre
alelos dos genes HLA-B e HLA-DRB1 com Neoplasia Intraepitelial Cervical. Ele
faz parte de um projeto maior denominado “Polimorfismos genéticos e expressao
de genes relacionados ao sistema imune e ao ciclo celular no carcinoma uterino
associado a infeccdo pelo papilomavirus humano”, aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Erasto Gaertner (Nimero de protocolo: P.P N°
1943) Curitiba, Brasil (anexo 1). Neste projeto foram realizadas as etapas de:
coleta de material bioldgico, entrevista para obtencao de dados epidemioldgicos,
deteccao e genotipagem de HPV, extragao de DNA e genotipagem de HLA-B e
HLA-DRB1 (DE FRANCA, 2012). Tais dados foram analisados e apresentados
anteriormente na tese de doutorado “Carcinoma cervical e suas lesdes
precursoras: fatores epidemiolégicos e o papel dos genes MICA, NKG2D, HLA-
Be HLA-DRB1 na oncogénese do cancer’ (DE FRANCA, 2012). Por conta disso,
a metodologia destas etapas sera brevemente descrita no presente trabalho. A
partir dos resultados produzidos no trabalho anterior foi possivel realizar novas
analises de genotipagem em alta resolugdo de HLA-B e HLA-DRB1 e de
identificacdo dos aminoacidos presentes na posi¢cao 156 da cadeia polipeptidica

de HLA-B e posi¢des 13 e 71 de HLA-DRB1, em pacientes e controles.

O grupo de pacientes analisado no presente trabalho é formado por 184
mulheres encaminhadas para o tratamento de Neoplasia Intraepitelial Cervical
de alto grau (NIC Il e Ill) no Hospital Erasto Gaertner (HEG), Curitiba, Parana. O
grupo de controles consiste em 174 mulheres com citologia cervical normal,
recrutadas em campanhas de rastreamento em Campo Largo, regiao
metropolitana de Curitiba, em parceria com a Secretaria de Saude. O diagnéstico
dos casos foi confirmado através do laudo das biopsias oriundas da cirurgia de
alta frequéncia (CAF) em mulheres que compareceram a atendimento
ginecoldgico e foram indicadas ao tratamento cirurgico de NIC Il e lll no Hospital
Erasto Gaertner. O diagndstico dos controles foi confirmado a partir do laudo
citolégico (exame Papanicolau) de mulheres que participaram de recrutamento
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em campanhas de controle do CCU (DE FRANCA, 2012). Todas as mulheres
responderam a um questionario epidemioldgico (anexo lll), leram e assinaram o

termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (anexo II).

Foram adotados os seguintes critérios de exclusdo: gravidez, infec¢des
sistémicas, doenga autoimune e recebimento de transfusdo de sangue nos
ultimos 60 dias. Adicionalmente, para as analises realizadas no presente estudo,
foram excluidos 25 individuos portadores de outras infeccbes sexualmente
transmissiveis (ISTs) além do HPV, como HIV, sifilis, herpes genital, candidiase

e hepatite B, de forma a evitar vieses de analise com os dados de HLA.

52 DETECGAO E GENOTIPAGEM DE HPV

A detecgéo de HR-HPV (tipos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,

59 e 68) foi realizada a partir de amostras de DNA isoladas de esfregaco cervical
e submetidas a técnica de Captura Hibrida, com auxilio do kit Digene HC2 High-
Risk HPV DNA Test (Digene), seguindo as instrugdes do fornecedor (DE
FRANCA, 2012). Amostras HPV-positivas foram entdao genotipadas por PCR-
multiplex, com o intuito de detectar os sete tipos de HPV oncogénicos de maior
prevaléncia associados ao CCU no Brasil: HPV16, 18, 31, 33, 35, 45 e 52.
Amostras positivas para detec¢gdo de HPV mas negativas para a genotipagem
por PCR foram testadas novamente para confirmagdo dos resultados, pelo
método de hibridagao reversa utilizando o kit comercial Digene HPV Genotyping
RH (Qiagen), de acordo com as instrugbes do fabricante (GILLIO-TOS et al.,
2012).

53  EXTRAGCAO DE DNA E GENOTIPAGEM DE HLA-B EHLA-DRB1

O isolamento do DNA das células da camada leuco-plaquetaria do sangue
foi feito pela técnica de salting-out e sua concentragao foi determinada pelo
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Massachusetts, EUA) (DE FRANCA, 2012). A genotipagem de HLA-B e HLA-
DRB1 foi feita por PCR-SSOP (Polymerase Chain Reaction - Specific Sequence
of Oligonucleotides Probes), através do kit LABType®SSO (One Lambda(r), CA,
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EUA). Esta técnica consiste na amplificagao da regido alvo do DNA com o uso
de oligonucleotideos iniciadores biotinilados, seguida da hibridagédo com sondas
de sequéncia especificas conjugadas com microesferas fluorescentes (DE
FRANCA, 2012). A leitura das reacdes é feita em fluorimetro de fluxo
(LABScan™100), a qual emprega a tecnologia Luminex® e detecta a cor (através
do laser vermelho, A = 633 nm) e intensidade da fluorescéncia (através do laser
verde, A = 532 nm). A leitura dos resultados para a determinagédo dos alelos é
feita com auxilio do software HLA Fusion. O programa considera a combinagao
de microesferas hibridizadas com o DNA amplificado para determinar os alelos,
tendo um padrdo de porcentagem e de quais microesferas que hibridizam em
cada alelo da amostra (DE FRANCA, 2012).

54  GENOTIPAGEM EM ALTA RESOLUCAO DE HLA-B E HLA-DRB1

O resultado da hibridagado das amostras amplificadas de cada individuo,
tanto de HLA-B quanto de HLA-DRB1 (DE FRANCA, 2012) estavam disponiveis
no Laboratério de Imunogenética e Histocompatibilidade (LIGH) da UFPR e
foram reanalisados com auxilio do programa HLA Fusion versao 4.4.0.13925. A
analise feita anteriormente (DE FRANCA, 2012) definiu apenas as linhagens
alélicas, ou seja, os alelos HLA foram definidos com a numeracéao de 2 digitos,
apresentados apoés a designacao do locus (por exemplo HLA-DRB1*13). Com o
objetivo de considerar alelos que diferem na sequéncia de aminoacidos, os
dados de genotipagem dos exons 2 e 3 de HLA-B e exon 2 de HLA-DRB1 foram
reanalisados para fazer a designagao dos alelos com 4 digitos (por exemplo HLA-
DRB1*13:01 ou HLA-DRB1*13:02). A analise em 4 digitos é importante porque
os dois ultimos digitos demonstram que ha alteragcdes na sequéncia do DNA que
levam a mudangas de aminoacidos, estas que podem ser em regides de

interesse.

O resultado da hibridagdo das amostras com as diferentes sondas pode
ser compativel com diversas combinagdes de alelos, portanto na genotipagem
em alta resolugdo, o HLA Fusion pode sugerir diferentes gendtipos para uma
mesma amostra. Para inferir o gendétipo mais provavel dos individuos, os alelos

foram escolhidos de acordo com suas frequéncias. O proprio HLA Fusion indica
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o0 genodtipo mais frequente, de acordo com a populagcdo de referéncia
(CWD_TDX 3.15.0). Os dados de frequéncias alélicas utilizados pelo programa
sdo oriundos do Allele Frequency Net Database (GONZALEZ et al., 2015). Este
banco de dados disponibiliza frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas de
genes cujos produtos participam da resposta imunologica, em diferentes
populagdes do mundo. O gendtipo inferido para os individuos foi a partir dos dois
alelos mais frequentes, na populagao geral, dentre os possiveis indicados. Em
87 amostras genotipadas para HLA-B e 53 para HLA-DRB1, o padrdo de
hibridizagao resultou em mais de uma possibilidade de gendtipos frequentes.
Nestes casos, foram consideradas as frequéncias dos haplétipos formados pelos
alelos de HLA-B e HLA-DRB1 para determinar o gendtipo mais provavel. As
frequéncias haplotipicas entre os diferentes alelos foram verificadas através do
Allele Frequency Net Database (GONZALEZ et al., 2015). Aqueles cujas
frequéncias populacionais — considerando populagdo em geral - eram maiores

foram utilizados para inferir o genétipo mais provavel.

55 DEFINICAO DOS AMINOACIDOS CODIFICADOS PELO CODON 156DE
HLA-B E CODONS 13 E 71 DA CADEIA DEHLA-DRB1

A partir dos dados de genotipagem de HLA-B e HLA-DRB1 por PCR-
SSOP (DE FRANCA, 2012) foi possivel identificar os aminoacidos presentes nas
posicdes 156 da cadeia polipeptidica de HLA-B e 13 e 71 da cadeia de HLA-
DRB1. As analises foram feitas a partir dos resultados da hibridacdo do DNA
amplificado de cada amostra com as sondas nucleotidicas posicionadas na
regido dos codons 156 de HLA-B e 13 e 71 de HLA-DRB1. Onze sondas podem
hibridizar na regiao do codon 156 de HLA-B, correspondendo aos aminoacidos
leucina, aspartato, triptofano e arginina (quadro 4). Com relacao as posi¢des de
interesse em HLA-DRB1, 11 sondas podem hibridizar na regido do 13° cédon,
resultando na identificagdo dos aminoacidos arginina, fenilalanina, glicina,
histidina, serina e tirosina (quadro 5); e 33 sondas na regido do cédon 71,
correspondendo aos aminoacidos: alanina, arginina, glutamato, lisina e treonina

(quadro 6).
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Algumas sondas, como por exemplo a #036 (B474G-29) (positiva para a

posicdo 156 de HLA-B), ndo indicam claramente qual seria o aminoacido

equivalente na posicao de interesse na posi¢ao de interesse (quadros 4, 5 e 6).

Entretanto, o HLA Fusion disponibiliza as informagdes acerca dos alelos

positivos para cada sonda utilizada. Desta forma, para determinar o aminoacido

em questdo, os alelos positivos para as sondas (anexos IV, V e VI) foram
alinhados com auxilio do recurso “align” do IPD-IMGT/HLA Database 3.39.0.

(https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/align.html). Com este recurso é possivel

identificar qual cédon correspondente as posigdes de interesse (156 de HLA-B,

13 e 71 de HLA-DRB1) e, assim, determinar o aminoacido.

QUADRO 4 - SONDAS DO KIT LABTYPE®SSO (ONE LAMBDA(R), CA, EUA) DE PCR-SSOP,
UTILIZADAS PARA DETERMINAR OS AMINOACIDOS PRESENTES NA
POSICAO 156 DA CADEIA POLIPEPTIDICA DE HLA-B.

Sondas que contemplam a posicédo 156 de HLA-B (exon 3)

Aminoacido correspondente

#036 (B474G-29): [111----D-S-117 + 154 --- A158]

Arginina (Arg)

#042 (B225G): [93--W-R-98 + 151RE—L-157]

Leucina (Leu)

#052 (B179): [150ARE-153 + 155-W-A-159]

Triptofano (Trp)

#061(B863G-7): [113-N-F-117 + 155---A158]

Leucina (Leu)

#538(B168): 154--L-T—160

Leucina (Leu)

#546 (B130): 152 (E/V/-)—D-A-159

Aspartato (Asp)

#568 (C437): 153—L-A-159

Leucina (Leu)

#5690 (B148): 153 — 157

Arginina (Arg)

#578 (B250G): [154--D-A158 + 161--T—-165]

Aspartato (Asp)

#587 (B828GC): [113(-/H)N-L116 + 154--D-A158]

Aspartato (Asp)

#596 (B279G): [153-—W-157 + 165-EW--169]

Triptofano (Trp)

FONTE: HLA Fusion versao 4.4.0.13925.

LEGENDA: Esta destacada em vermelho negrito a posicdo 156 de HLA-B. Esta pode ser
ocupada pelos aminoacidos leucina (L), triptofano (W), aspartato (D) ou por tragos,

nas sondas cujos aminoacidos ndo s&o mostrados
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QUADRO 5 - SONDAS DO KIT LABTYPE®SSO (ONE LAMBDA(R), CA, EUA) DE PCR-SSOP,
UTILIZADAS PARA DETERMINAR OS AMINOACIDOS PRESENTES NA
POSICAO 13 DA CADEIA POLIPEPTIDICA DE HLA-DRB1.

Sondas que contemplam a posigédo 13 de HLA-DRB1 (exon 2)

Aminoacido correspondente

#008 (OLR4029): 9-P-R—15

Arginina (Arg)

#010 (OLR4335): 10YSTS---16

Serina (Ser)

#041: (OLR4333). 9 16

Fenilalanina (Phe)

#056 (OLR4338); 11V-H-——19

Histidina (His)

#065 (OLR4335); 9K-D— 16

Fenilalanina (Phe)

#068 (OLR4343): 11STG-Y—-18

Glicina (Gly)

#070 (OLR4028LT): 10-G-YK--16

Tirosina (Tyr)

#072 (OLR4020LT): 9EEV --- 16

Fenilalanina (Phe)

#076 (DR702): 10YSMS-14

Serina (Ser)

#094 (DR283-6C): 9EYPTS—15

Serina (Ser)

#094(OLR4916-9C): 10YSRG--Y-17

Glicina (Gly)

FONTE: HLA Fusion versao 4.4.0.13925.

LEGENDA: Esta destacada em vermelho negrito a posicdo 13 de HLA-DRB1. Esta pode ser
ocupada pelos aminoacidos arginina (R), serina (S), histidina (H), glicina (G), tirosina
(Y) ou por tracos, nas sondas cujos aminoacidos nao sao mostrados
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QUADRO 6 - SONDAS DO KIT LABTYPE®SSO (ONE LAMBDA(R), CA, EUA) DE PCR-SSOP,
UTILIZADAS PARA DETERMINAR OS AMINOACIDOS PRESENTES NA
POSICAO 71 DA CADEIA POLIPEPTIDICA DE HLA-DRB1.

Sondas que contemplam a posigédo 71 de HLA-DRB1 (exon 2)

Aminoacido correspondente

#002 (OLR4905G): [34-—-N-39 + 68--DE-72]

Glutamato (Glu)

#003 (OLR4046LT): 69--K---74

Lisina (Lys)

#011 (OLR4041LT): 65----- D-71

Arginina (Arg)

#012 (OLR4751G): [68--DE-72 + 86 - 89]

Glutamato (Glu)

#015 (OLR4102):66(-/N)I-—-A71

Alanina (Ala)

#018 (DR109G); [69-——73 + 84-—-88]

Arginina (Arg)

#019 (OLR4723). 70 —-75

Arginina (Arg)

#020 (OLR4133): 66-F--DE-72

Glutamato (Glu)

#022 (DR235): 66--- R-71

Arginina (Arg)

#023 (OLR4043LT): 69-D --- 74

Arginina (Arg)

#029 (DR108G): [56-S-—60 + 68-——-72]

Arginina (Arg)

#032 (DR298G): [56-5-—60 + 66-——71]

Arginina (Arg)

#036 (OLR4914G): [56--E--60 + 68--DE-72]

Glutamato (Glu)

#037 (DRHD137): [45 ----49 + 69--A-72

Alanina (Ala)

#038 (OLR4093): 71K-GR-75

Lisina (Lys)

#043 (OLR4042): 66-I-DE-72

Glutamato (Glu)

#047 (OLR4134); 66-1-D-72

Arginina (Arg)

#048 (OLR4045) 68— 73

Arginina (Arg)

#049 (OLRA088LT): 66-F--D-72

Arginina (Arg)

#049 (DR112G): [65-----59 + 71---L74 + 86V]

Arginina (Arg)

#053 (OLR4924G): [47---49 + 69-DE-72]

Glutamato (Glu)

#057 (OLR4043): 70D - 74

Arginina (Arg)

#064 (OLR4088LT): 66-F--D-72

Arginina (Arg)

#067 (OLR4753G): [68---A-72 + 84 --- 88] Alanina (Ala)
#077 (DR118G): [56----59 + 70D---L74 + 84 --- 87] Arginina (Arg)
#080 (OLR4132): 70R---E74 Arginina (Arg)
#081 (DR332G): [68--R-71 + 76 ----- 81] Arginina (Arg)

#084: (DR271-2): 68--DE--73

Glutamato (Glu)

#085 (DR437-3): 671-GD--72 Arginina (Arg)
#094 (DR515G-3): [67V--S60 + 71K-G73] Lisina (Lys)

#094 (DR307-5): 66 ---- A71 Alanina (Ala)
#098 (DRHD198): 67 ---T-72 Treonina (Thr)
#098 (DRHD198): 67 ---A71 Alanina (Ala)

FONTE: HLA Fusion versao 4.4.0.13925.

LEGENDA: Esta destacada em vermelho negrito a posigédo 71 de HLA-DRB1. Esta pode ser
ocupada pelos aminoacidos glutamato (E), lisina (K), alanina (A), treonina (T) ou por
tragos, nas sondas cujos aminoacidos néo sao mostrados.
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Devido ao grande numero de informagdes extraidas do programa HLA
Fusion, todos os dados passaram por dupla verificacdo manual, a fim de

minimizar possiveis erros.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias alélicas das variantes dos genes HLA-B e HLA-DRB1
foram determinadas por contagem direta. A avaliagado da hipotese de equilibrio
de Hardy-Weinberg (EHW) foi realizada utilizando o programa Genalex v6.502
(PEAKALL; SMOUSE, 2006). Para a realizagcéo dos calculos de EHW, os alelos
com frequéncias menores ou iguais a 3% foram agrupados, uma vez que, caso
contrario, haveriam muitos genétipos raros na amostragem, levando ao desvio
do EHW.

As analises univariadas de associacdo foram feitas por testes de
independéncia entre as variaveis utilizando-se o teste exato de Fisher bicaudal.
O valor de p da média de idade e gestacdes entre os grupos foram calculados
utilizando o teste-t. Para as analises de associagao alélica, foram considerados
apenas os alelos com frequéncia maior ou igual a 3% em, pelo menos, um dos
grupos. Para as analises de associagdao entre os residuos de aminoacidos
presentes nas posicoes 156 de HLA-B e 13 e 71 de HLA-DRB1 foram
considerados apenas aqueles cujas frequéncias eram maiores ou iguais a 2%
em pelo menos um dos grupos. Analises multivariadas de associagdo com
variaveis socio comportamentais foram feitas com base em regressao logistica.
Utiliza-se a regressao logistica quando se deseja prever uma variavel
dependente qualitativa, como a presencga ou auséncia de uma doencga, a partir
de observagbes de uma ou mais variaveis independentes, ajustando uma funcao
logistica aos dados (HOSMER et al., 2013). Os critérios de inclusdo das variaveis
independentes no modelo de regresséao logistica sdo definidos por significancia
estatistica nas analises univariadas feitas por Fisher bicaudal (p < 0,05) e
significancia estatistica nas analises de regressao univariada (p < 0,2). O modelo
reduzido final de regressao logistica contou com as variaveis independentes: cor

autodeclarada, idade da primeira relacdo sexual, uso de contraceptivo oral,
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presenca do alelo HLA-DRB1*13:01 e presenca dos aminoacidos histidina e
tirosina na posi¢cao 13 do pocket 4 de HLA-DRB1. Valores de p menores que 0,05
foram considerados significantes. Para determinar a magnitude das associacoes,
foi calculado o odds ratio, com intervalo de confianga de 95%. Nestas analises
foram empregadas tabelas de contingéncia dois-a-dois, de acordo com a
presenca ou auséncia de determinada variavel (SVEJGAARD; RYDER, 1994). O
calculo da OR, diferentemente do valor de p, indica se a tendéncia da associacao
€ positiva ou negativa: se o valor for 1, indica que a chance desta pessoa ser
portadora da doenca é a mesma de nao ser. Valores acima de 1, indicam uma
maior chance de ser portadora da doenca, emenores, uma chance menor. Estas
analises foram feitas com auxilio dos programas estatisticos GraphPad Prism

versao 5.03, SigmaStat versao 3.5 e Stata versao 9.1.

6. RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACAO DA POPULAGAO DE ESTUDO

A comparagao das caracteristicas sociais e comportamentais entre casos
e controles encontra-se na tabela 2. Os dois grupos nao diferem em relagcéo a
idade (p = 0,25) e escolaridade (p = 0,90). Pode-se observar que a faixa etaria
mais frequente em ambos os grupos € de 29 a 39 anos, com 48,9% dos
individuos no grupo de pacientes e 45,4% no grupo controle. Ndo ha dados
disponiveis sobre a ancestralidade das participantes do estudo, apenas a cor da
pele autodeclarada por estas. Dentro do grupo de pacientes, a maioria se
autodeclarou parda (52,2%), enquanto o grupo controle majoritariamente se
autodeclarou branco (55,2%). Este critério foi utilizado no modelo reduzido final
da regressao logistica e mostrou associagao com NIC (p = 0,02; OR = 1,84 [IC95%
= 1,11-3,07]). Com relagdo ao habito de fumar, a maioria dos individuos de
ambos 0s grupos relataram nunca terem fumado (76,1% dos pacientes e 0,3%
dos controles), entretanto ha diferenga na frequéncia (p = 0,006). Este fator ndo
foi incluido na analise de regressao logistica multivariada pois nao foi significativo
na analise de regressao logistica univariada (NIC x habito de fumar, p =0,7).
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A maioria das mulheres (52,2% e 41,4%, em casos e controles,
respectivamente) teve inicio da vida sexual entre os 15 e os 17 anos. Este critério
foi utilizado no modelo reduzido final da regresséao logistica e mostrou associagéo
com NIC (p = 0,05), sendo o inicio da vida sexual tardio (maior ou igual a 21
anos) protetor em relagdo ao inicio mais precoce (OR = 0,91 [IC 95%
= 0,82-0,99]). Com relagdo aos métodos de contracepgao, foi possivel observar
uma maior frequéncia de pacientes que tomam anticoncepcional oral, quando
comparado aos controles (70,1% e 46,6%, respectivamente; p < 0,0001). Este
parametro foi considerado para o modelo final da regressdo logistica,
permanecendo associado com NIC (p = 0,000; OR = 3,04; [IC 95% = 1,83-5,07]).
Pode-se dizer que o uso de anticoncepcional oral esta associado a risco cerca
de 3 vezes maior de NIC. A frequéncia de mulheres que faziam uso regular ou
ocasional de preservativo nos ultimos 12 meses foi maior em casos (44,6%) do
que em controles (36,2%), (p = 0,03). Houve uma diferenca em relagéo ao total
de parceiros sexuais (p = 0,002). O grupo controle apresentou um maior nimero
de individuos que relataram terem tido apenas um parceiro sexual ao longo da
vida, em relagédo ao grupo de pacientes (54 e 31 individuos, comfrequéncias de
31% e 16,9% respectivamente). A maioria dos pacientes relatou terem tido de 2
a 5 parceiros sexuais ao longo da vida (106 individuos, com frequéncia de
56,5%).

Foram detectados HR-HPV em 62 individuos do grupo controle. Tanto em
pacientes quanto em controles foi possivel observar infecgao por um ou mais
tipos de HR-HPV, por este motivo o numero total mostrado na tabela 2 € maior

que o numero de amostras, pois ha a repeticdo de individuos



TABELA 2 - CARACTERISTICAS SOCIO-COMPORTAMENTAIS DA POPULAGAO DE
ESTUDO, N = 358
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Pacientes Controles p? OR ajustado®
(N =184) (N =174) [1C95%]
Idade (anos), Média + DP 31,5+6,7 30,4+7,0 0,12
Idade (anos), n (%) 0,25
>18-28 65 (35,3) 75 (43,1)
29-39 90 (48,9) 79 (45,4)
=40 29 (15,8) 20 (11,5)
Cor da pele autodeclarada, n 0,006 1,84 [1,11-3,07]
(%)
Branco 76 (41,3) 96 (55,2)
Pardo 96 (52,2) 65 (37,4)
Outros/Dado n&o disponivel 12 (6,5) 13 (7,5)
Escolaridade, n (%) 0,90
Ensino Fundamental 79 (42,9) 79 (45,4)
Ensino médio 84 (45,7) 76 (43,7)
Ensino Superior 11 (6,0) 11 (6,3)
Dado n&o disponivel 10 (5,4) 8 (4,6)
Idade da 12 relagao sexual 0,06 0,91 [0,82-0,99]
(anos), n (%)
<14 47 (25,5) 45 (25,9)
15-17 96 (52,2) 72 (41,4)
18-20 33 (17,9) 39 (22,4)
> 21 8 (4,4) 18 (10,3)
Uso de anticoncepcional oral, <0,0001 3,04 [1,83-5,07]
n (%)
Sim 129 (70,1) 81 (46,6)
Nao 54 (29,4) 92 (52,9)
Dado néo disponivel 1(0,5) 1(0,6)
Uso de anticoncepcional oral 0,28
(anos), n (%)
Nunca fez uso 19 (10,3) 24 (13,8)
1-5 44 (23,9) 50 (28,7)
6-10 56 (30,4) 44 (25,3)
11-20 48 (26,1) 34 (19,5)
>20 11 (6,0) 6 (3,5)
Dado néo disponivel 6 (3,3) 16 (9,2)
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Pacientes Controles p? OR ajustado®
(N =184) (N=174) [1C95%]
Idade de inicio do uso de 0,66
anticoncepcional oral, n (%)
<12-14 11 (6,0) 8 (4,6)
15-17 59 (32,1) 48 (27,6)
18-20 51 (27,7) 54 (31,0)
> 21 43 (23,4) 33 (19,0)
Nunc/dado nao disponivel 20 (10,9) 31 (17,8)
N° de parceiros sexuais ao 0,002**
longo da vida, n (%)
1 31 (16,9) 54 (31,0)
2-5 104 (56,5) 71 (40,8)
26 48 (26,1) 49 (28,2)
Dado nao disponivel 1(0,5) 0 (0,0)
N° de parceiros sexuais 0,13
(altimos 12 meses), n (%)
0 13 (7,1) 22 (12,6)
1 149 (81,0) 128 (73,6)
22 21 (11,4) 24 (13,8)
Dado n&o disponivel 1(0,5) 0 (0,0)
N° de gestagoes, Média + DP 1,9+1,8 1,8+1,3 0,49
N° de gestagoes, n (%) 0,62
0 31 (16,9) 23(13,2)
1-2 92 (50,0) 88 (50,6)
3-26 52 (28,3) 41 (23,6)
Dado néo disponivel 9 (4,9) 22 (12,6)
Uso de preservativo 0,03*
(altimos 12 meses), n (%)
Regular 16 (8,7) 21 (12,1)
Ocasional 66 (35,9) 42 (24,1)
Nunca 90 (48,9) 88 (50,6)
N&o teve relagao 12 (6,5) 23 (13,2)
Tabagismo, n (%) 0,006**
Nunca fumou 140 (76,1) 105 (60,3)
Sim 28 (15,2) 44 (25,3)
Ex-fumante 15 (8,2) 24 (13,8)
Dado néo disponivel 1(0,5) 1(0,6)
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Pacientes Controles p? OR ajustado®
(N =184) (N =174) [1C95%]

Tempo de tabagismo em N =28 N=24 0,39

anos, n (%)

1-10 15 (53,6) 9(37,5)

>10 12 (42,9) 13 (54,2)

Dado nao disponivel 1(3,6) 2 (8,3)

Tabagismo: n° de cigarros ao N =28 N=24 0,56

dia, n (%)

1-10 19 (67,9) 13 (54,2)

>10 9(32,1) 10 (41,7)

Dado nao disponivel 0 (0,0) 1(4,2)

Infecgao por HR-HPV, n (%)° <0,0001***

Negativo 6 (3,3) 89 (51,2)

Positivo para HR-HPVY n&o 16 e 76 (41,3) 41 (23,6)

18

Positivo para HPV16 e/ou 92 (50,0) 33 (19,0)

HPV18

Dado nao disponivel 44 (23,9) 23 (13,2)

FONTE: O autor (2020)

aValor de p calculado pelo teste exato de Fisher, teste do qui-quadrado ou teste-t, de acordo com
a necessidade. Os asteriscos ao lado dos valores significantes indicam o grau de significancia
(*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,0001).

®POR ajustado: cédlculo do odds ratio com base em regressdo logistica ajustado por: cor
autodeclarada, idade da primeira relagdo sexual, uso de contraceptivo oral, presenca do alelo
HLA-DRB1*13:01 e presenca dos aminoacidos histidina e tirosina na posi¢do 13 do pocket 4 de
HLA-DRB1

€O valor de n ultrapassa o valor total da amostra, bem como a porcentagem ultrapassa 100%,
porque parte dos individuos analisados apresentam infecgao tanto pelos tipos mais comuns (16
e 18) quanto pelos menos comuns®.

9HR-HPV: 31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68,82. Tipos de HR-HPV com menores frequéncias,
quando comparados aos tipos 16 e 18, de acordo com a classificagcdo atual do IARC.
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6.2 GENE HLA-B

Os dados inéditos aqui apresentados resultam da comparagao da
distribuicado de alelos HLA-B entre pacientes com NIC Il/lll e controles sem
lesbes. Dentre o total de 184 pacientes incluidos neste estudo, 151 foram
genotipados para HLA-B em alta resolugdo, assim como os 134 dos 174
controles. Nao foi utilizado o numero total de individuos da amostra devido a
falhas na técnica de genotipagem. Além disso, apresentamos, a titulo de
comparagao, os alelos de HLA-B reunidos de acordo com sua linhagem alélica
(tabela 3). Vale ressaltar que esta analise em baixa resolugao ja tinha sido
realizada anteriormente (DE FRANCA, 2012).

As frequéncias genotipicas referentes as genotipagens em baixa
(apéndice 1) e alta (apéndice 2) resolugao se encontram em Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) tanto em controles (p = 0,07; p = 0,31; respectivamente) quanto

em pacientes (p = 0,26; p = 0,21; respectivamente).

O alelo HLA-B*39 foi associado negativamente a NICII/IlIl (p = 0,04; OR =
0,37; [IC 95% = 0,14-0,97], indicando menor susceptibilidade a doenca.
Entretanto, apés a analise por regressédo logistica esta associacédo nao foi
mantida (p = 0,2; OR = 0,48; [IC 95% = 0,15-1,53]) (tabela 3). Esta associagéo
nao havia sido encontrada no trabalho anterior (DE FRANCA, 2012).



TABELA 3 - ANALISE DE ASSOCIACAO ADE ALELOS HLA-B COM NIC 11/l
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Alelos Pacientes Controles pb OR [IC95%] OR ajustado®
N (%?) N (%%) [1C95%]
N =151 N =134

*07 27 (8,9) 15 (5,6) 0,15

*07:02 23(7,6) 12 (4,5) 0,16

*07:05 3(1,0) 1(0,4)

*07:09 0 (0,0) 1(0,4)

*07:72 1(0,3) 0 (0,0)

*07:137 0 (0,0) 1(0,4)

*08 14 (4,6) 12 (4,5) 1,00

*08:01 14 (4,6) 12 (4,5) 1,00

*13 3(1,0) 6 (2,2)

*13:02 3(1,0) 6 (2,2)

*14 14 (4,6) 16 (6,0) 0,57

*14:01 5(1,7) 1(0,4)

*14:02 8 (2,7) 15 (5,6) 0,09

*14:03 1(0,3) 0 (0,0)

*15 24 (8,0) 21(7,8) 1,00

*15:01 5(1,7) 6 (2,2)

*15:03 5(1,7) 3(1,1)

*15:04 4 (1,3) 6 (2,2)

*15:07 2(0,7) 0 (0,0)

*15:08 1(0,3) 2 (0,8)

*15:10 1(0,3) 0 (0,0)

*15:16 2(0,7) 2 (0,8)

*15:17 1(0,3) 0 (0,0)

*15:20 3(1,0) 2 (0,8)

*18 13 (4,3) 9(3,4) 0,67

*18:01 13 (4,3) 9(3,4) 0,67

*27 15 (5,0) 9(3,4) 0,41

*27:02 3(1,0) 1(0,4)

*27:03 0(0,0) 1(0,4)

*27:05 12 (4,0) 5(1,9) 0,22

*27:07 0 (0,0) 2(0,8)

*35 33 (10,9) 32 (11,9) 0,79

*35:01 13 (4,3) 13 (4,9) 0,84

*35:02 0(0,0) 5(1,9)

*35:03 9(3,0) 2(0,8) 0,07
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Alelos Pacientes Controles pb OR [IC95%] OR ajustado®
N (%?) N (%% [1C95%]
N =151 N=134

*35:04 3(1,0) 3(1,1)

*35:05 2(0,7) 3(1,1)

*35:06 0 (0,0) 1(0,4)

*35:08 2(0,7) 2(0,8)

*35:11 1(0,3) 0 (0,0)

*35:20 2(0,7) 2(0,8)

*35:43 1(0,3) 0 (0,0)

*35:178 0 (0,0) 1(0,4)

*37 4 (1,3) 1(0,4)

*37:01 4(1,3) 1(0.4)

*38 7 (2,3) 4 (1,5)

*38:01 7 (2,3) 4 (1,5)

*39 6 (2,0) 14 (5,2) 0,04* 0,37 [0,14-0,97] 0,48 [0,15-1,53]

*39:01 4 (1,3) 5(1,9)

*39:03 0(0,0) 1(0,4)

*39:05 0(0,0) 4 (1,5)

*39:06 1(0,3) 2 (0,8)

*39:09 0(0,0) 1(0,4)

*39:13 1(0,3) 1(0,4)

*40 21(7,0) 12 (4,5) 0,22

*40:01 6 (2,0) 6 (2,2)

*40:02 10 (3,3) 6 (2,2) 0,61

*40:04 1(0,3) 0 (0,0)

*40:11 1(0,3) 0 (0,0)

*40:16 1(0,3) 0 (0,0)

*40:64 1(0,3) 0 (0,0)

*40:129 1(0,3) 0 (0,0)

*41 4(1,3) 4 (1,5)

*41:01 3(1,0) 3(1,1)

*41:02 1(0,3) 1(0,4)

*42 2(0,7) 1(0,4)

*42:01 2(0,7) 1(0,4)

*44 25 (8,3) 22 (8,2) 1,00

*44:02 14 (4,6) 7 (2,6) 0,27

*44:03 10 (3,3) 13 (4,9) 0,40

*44:04 0(0,0) 1(0,4)

*44:05 1(0,3) 1(0,4)
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Alelos Pacientes Controles pb OR [IC95%] OR ajustado®
N (%) N (%) [1C95%]
N =151 N=134

*45 6 (2,0) 6 (2,2)

*45:01 6 (2,0) 6 (2,2)

*47 0(0,0) 1(0,4)

*47:01 0(0,0) 1(0,4)

*48 8(2,7) 3(1,1)

*48:01 2(0,7) 0 (0,0)

*48:02 5(1,7) 3(1,1)

*48:03 1(0,3) 0 (0,0)

*49 3(1,0) 3(1,1)

*49:01 3(1,0) 3(1,1)

*50 10 (3,3) 8 (3,0) 1,00

*50:01 8(2,7) 7 (2,6)

*50:02 2(0,7) 1(0,4)

*51 35 (11,6) 24 (9,0) 0,34

*51:01 34 (11,3) 24 (9,0) 0,41

*51:08 1(0,3) 0 (0,0)

*52 4(1,3) 9(3,4) 0,16

*52:01 4(1,3) 9(3,4) 0,16

*53 5(1,7) 10 (3,7) 0,19

*53:01 5(1,7) 10 (3,7) 0,19

*55 4(1,3) 3(1,1)

*55:01 4(1,3) 2(0,8)

*55:38 0(0,0) 1(0,4)

*56 0(0,0) 2(0,8)

*56:01 0(0,0) 1(0,4)

*56:27 0(0,0) 1(0,4)

*57 7(2,3) 8 (3,0) 0,79

*57:01 6 (2,0) 5(1,9)

*57:02 1(0,3) 0(0,0)

*57:03 0(0,0) 3(1,1)

*58 7(2,3) 9(3,4) 0,46

*58:01 5(1,7) 7 (2,6)

*58:02 2(0,7) 2(0,8)

*73 0(0,0) 1(0,4)

*73:01 0(0,0) 1(0,4)

*78 0(0,0) 1(0,4)

*78:01 0(0,0) 1(0,4)
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Alelos Pacientes Controles pb OR [IC95%] OR ajustado®
N (%?) N (%% [1C95%]
N =151 N =134

*81 1(0,3) 2(0,8)

*81:01 1(0,3) 2(0,8)

Total (Na) 302 268

FONTE: O autor (2020)

As analises de associagao foram realizadas apenas entre os alelos cujas frequéncias eram
maiores ou iguais € 3%, em pelo menos um dos grupos.

20s numeros entre parénteses sao as frequéncias alélicas, dadas em porcentagem (%)

®Valor de p calculado pelo teste exato de Fisher bicaudal. *Significancia estatistica (valor de p).
°OR ajustado: calculo do odds ratio com base em regresséao logistica ajustado por: cor
autodeclarada, idade da primeira relagao sexual, uso de contraceptivo oral, presenga do alelo
HLA-DRB1*13:01 e presenga dos aminoacidos histidina e tirosina na posi¢do 13 do pocket 4 de
HLA-DRB1

Ni: nimero de individuos
Na: nimero de alelos

Além da comparacgao entre casos e controles, também foram verificadas
as frequéncias dos alelos de HLA-B e individuos com positividade de HPV.
Foram utilizados 47 individuos positivos para um ou mais tipos de HR-HPV e 70
negativos para HR-HPV, todos oriundos originalmente do grupo controle.
Dezessete individuos nao foram incluidos nesta analise por falta de informacéao
sobre a presencga de HPV. As frequéncias genotipicas nao foram diferentes das
esperadas em Equilibrio de Hardy-Weinberg em HPV* (p = 0,11), contudo
sofreram desvio no grupo HPV- (p = 0,004). Foram observados 62 alelos de HLA-
B, sendo o B-*51:01 o mais frequente tanto em individuos HPV* (9,6%) quanto
HPV- (10%). Os alelos B*07:05, *14:01, *35:08, *39:03, *42:01, *44:04, *44:05,
*49:01 e *55:38 foram observados apenas em individuos HPV*, todos com
frequéncias menores que 3%. Em contrapartida, os alelos B*07:09, *07:137,
*15:08, *15:20, *27:02, *27:03, *27:05, *27:07, *35:04, *35:05, *35:06, *35:178,
*37:01, *39:09, *39:13, *41:01, *47:01, *50:02, *66.:01, *56:27, *58:02, *78:01 e

*81:01 foram vistos apenas em HPV".



53

TABELA 4 - FREQUENCIA DOS ALELOS DE HLA-BNOS CONTROLES DE
ACORDO COM O STATUS DE HPV

Alelo HR-HPV* N (%?)  HR-HPV-N (%)
N = 47 N =70
*07:02 3(3,2) 8(5,7)
*07:05 1(1,1) 0(0,0)
*07:09 0(0,0) 1(0,7)
*07:137 0(0,0) 1(0,7)
*08:01 5 (5,3) 6 (4,3)
*13:02 1(1,1) 4(2,9)
*14:01 1(1,1) 0(0,0)
*14:02 7(7.4) 5 (3,6)
*15:01 3(3,2) 2(1,4)
*15:03 1(1,1) 1(0,7)
*15:04 1(1,1) 5 (3,6)
*15:08 0(0,0) 2 (1,4)
*15:16 1(1,1) 1(0,7)
*15:20 0(0,0) 2 (1,4)
*18:01 3(3,2) 4(2,9)
*27:02 0(0,0) 1(0,7)
*27:03 0(0,0) 1(0,7)
*27:05 0(0,0) 4(2,9)
*27:07 0(0,0) 2 (1,4)
*35:01 3(3,2) 6 (4,3)
*35:02 2(2,1) 3(2.1)
*35:03 1(1,1) 1(0,7)
*35:04 0(0,0) 3(2.1)
*35:05 0(0,0) 3(2.1)
*35:06 0(0,0) 1(0,7)
*35:08 2(2,1) 0(0,0)
*35:178 0(0,0) 1(0,7)
*37:01 0(0,0) 1(0,7)
*38:01 3(3,2) 1(0,7)
*39:01 1(1,1) 3(2.1)
*39:03 1(1,1) 0(0,0)
*39:05 1(1,1) 3(2.1)
*39:06 1(1,1) 1(0,7)
*39:09 0(0,0) 1(0,7)
*39:13 0(0,0) 1(0,7)
*40:01 4 (4,3) 1(0,7)
*40:02 1(1,1) 5 (3,6)




Alelo HR-HPV* N (%°?) HR-HPV" N (%%)

N = 47 N=70
*41:01 0(0,0) 1(0,7)
*42:01 1(1,1) 0 (0,0)
*44:02 2(2,1) 5 (3,6)
*44:03 8 (8,5) 4(2,9)
*44:04 1(1,1) 0(0,0)
*44:05 1(1,1) 0 (0,0)
*45:01 2(2,1) 4 (2,9)
*47:01 0 (0,0) 1(0,7)
*48:02 1(1,1) 2(1,4)
*49:01 2(2,1) 0 (0,0)
*50:01 3(3,2) 3(2,1)
*50:02 0 (0,0) 1(0,7)
*51:01 9 (9,6) 14 (10,0)
*52:01 3(3,2) 5 (3,6)
*53:01 6 (6,4) 3(2,1)
*55:01 1(1,1) 1(0,7)
*55:38 1(1,1) 0 (0,0)
*56:01 0 (0,0) 1(0,7)
*56:27 0 (0,0) 1(0,7)
*57:01 2(2,1) 2(1,4)
*57:03 1(1,1) 1(0,7)
*58:01 3(3,2) 3(2,1)
*58:02 0 (0,0) 1(0,7)
*78:01 0 (0,0) 1(0,7)
*81:01 0 (0,0) 1(0,7)
Total 94 (100) 140 (100)

FONTE: O autor (2020)
20s numeros entre parénteses sao as frequéncias alélicas, dadas em
porcentagem (%)
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6.2.1 Residuos de aminoacidos na posicdo 156 da cadeia polipeptidica de
HLA-B

Foram identificados os residuos de aminoacidos presentes na posi¢cao
156 da cadeia polipeptidica de HLA-B em 169 pacientes e 152 controles. Nao foi
utilizado o numero total de individuos da amostra devido a falhas na técnica de
genotipagem. Os grupos foram testados para o Equilibrio de Hardy-Weinberg e
tanto controles (p =0,27) quanto pacientes (p = 0,53) encontram-se em equilibrio.
Foram encontrados os aminoacidos leucina (Leu), aspartato (Asp), triptofano
(Trp) e arginina (Arg) nesta posicao, estando estes tanto em homozigose quanto
em em heterozigose. O aminoacido mais frequente em ambos os grupos foi a
leucina, (91,7% dos pacientes e 95,4% controles) (tabela 5). Foram realizadas
analises de associagao levando em consideragao a presenga ou auséncia dos
aminoacidos encontrados na posi¢cao 156 de HLA-B, como pode ser visto na
tabela 5. Nao foram encontradas associagdes entre a presenca destes

aminoacidos e NIC II/II.

TABELA 5 - ANALISE DE ASSOCIACAO ENTRE RESIDUOS DE AMINOACIDOS
ENCONTRADOS 1562 POSICAO DE HLA-B E NIC II/1lI

Aminoacidos Pacientes N (%°?) Controles N (%?) pb
N =169 N =152

Leucina 155 (91,7) 145 (95,4) 0,26

Aspartato 47 (27,8) 36 (23,7) 0,44

Triptofano 20 (11,8) 18 (11,8) 1,00

Arginina 28 (16,6) 17 (11,2) 0,20

FONTE: O autor (2020)

20s numeros entre parénteses sao as frequéncias de individuos homo- ou heterozigotos, dadas
em porcentagem (%). As frequéncias ultrapassam 100%, uma vez que cada individuo pode ser
portador de um ou dois aminoacidos.

®Valor de p calculado com o teste exato de Fisher bicaudal

Adicionalmente a analise de presenca e auséncia, foram feitas analises
de associacdo levando em consideracdo as diferentes combinagdes de
aminoacidos encontradas em ambos o0s grupos. As combinacdes
triptofano/triptofano e triptofano/arginina foram observadas apenas em pacientes,
ambas em baixa frequéncia (0,6% e 1,8%, respectivamente). Nao foram
encontradas associagoes das diferentes combinagdes de aminoacidos vistas na
posicao 156 de HLA-B e NIC II/lll (tabela 6).
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TABELA 6 - ANALISE DE ASSOCIACAO ENTRE GENOTIPOS DA 1562 POSICAO DE HLA-B E

NIC 1I/1

Aminoacido Pacientes N (%?) Controles N (%?) pb
N =169 N =152

Leu/Leu 80 (47,3) 83 (54,6) 0,22

Leu/Asp 39 (23,1) 31 (20,4) 0,59

Leu/Trp 14 (8,3) 17 (11,2) 0,45

Leu/Arg 22 (13,0) 14 (9,2) 0,29

Asp/Asp 5(3,0) 3(2,0) 0,73

Asp/Trp 2(1,2) 1(0,7)

Asp/Arg 1(0,6) 1(0,7)

Trp/Trp 1(0,6) 0 (0,0)

Trp/Arg 3(1,8) 0 (0,0)

Arg/Arg 2(1,2) 2 (1,3)

Total 169 (100) 152 (100)

FONTE: O autor (2020)

As analises de associagao foram realizadas apenas entre os genétipos cujas frequéncias sao
maiores ou iguais a 2% em pelo menos um dos grupos.

20s numeros entre parénteses séo as frequéncias genotipicas, dadas em porcentagem (%)
bValor de p calculado pelo teste exato de Fisher bicaudal.
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6.3 GENE HLA-DRB1

Os dados aqui apresentados resultam da comparacao da distribuicdo de
alelos HLA-DRB1 entre pacientes com NIC II/lll e controles sem lesdes. Do total
de 184 pacientes e 174 controles incluidos neste estudo, foram genotipados para
HLA-DRB1 em alta resolucao 154 casos e 145 controles. Nao foi utilizado o
numero total de individuos da amostra devido a falhas na técnica de
genotipagem. Além disso, apresentamos, a titulo de comparagéao, os alelos de
HLA-DRB1 reunidos em 13 grupos, de acordo com sua linhagem alélica (tabela
7). Vale ressaltar que a analise em baixa resolucao foi realizada anteriormente
por De Franga (2012).

As frequéncias genotipicas nao foram diferentes daquelas esperadas em
equilibrio de Hardy-Weinberg, tanto em baixa (apéndice 3) quanto alta resolugao
(apéndice 4), emcontroles (p = 0,61 e p = 0,29; respectivamente) e pacientes (p

= 0,94 e p = 0,42; respectivamente).

A linhagem alélica HLA-DRB1*11 foi a mais frequente entre os controles
(15,2%) e HLA-DRB1*04 entre os pacientes (15,3%). Entretanto, n&do foram
observadas associagdes com as diferentes linhagens alélicas e NIC Il/lll (tabela
7). Foram identificados 58 alelos de HLA-DRB1 nos grupos investigados
visualizados em alta resolucgao, sendo o alelo DRB71*07:01 o mais frequente tanto
em pacientes (13%) quanto em controles (11,7%). Os alelos DRB1*01:22, *03:15,
*03:18, *04:08, *04:10, *07:15, *08:03, *11:08, *13:109, *15:42 e *15:87 foram
observados, exclusivamente, em pacientes; enquanto os alelos DRB1*03:53,
*03:57, *04:20, *04:110, *07:05, *09:15, *11:02, *11:91, *11:128, *14:07, *14:39¢
*15:22 foram vistos apenas em controles, todos com frequéncias inferiores a 2%.
Foi encontrada uma associagao negativa do alelo DRB1*13:017 com NIC I/l (p
= 0,02; OR = 0,43 [IC 95% = 0,21-0,90], que se manteve apds o ajuste por
regressao logistica (p = 0,006; OR = 0,32; [IC 95% = 0,14-0,72]) (tabela 8),
sugerindo um efeito protetor deste alelo frente a doenga. Nao foram verificadas
outras associagoes significantes entre os alelos HLA-DRB1 e NIC Il/111.



TABELA 7 - ANALISE DE ASSOCIAGAO ENTRE ALELOS DE HLA-DRB1 E NIC I/

Alelos  Pacientes N (%%) Controles N (%?) pb OR OR ajustado
N =154 N =145 [1C95%] [1C95%]

*01 25 (8,1) 24 (8,3) 1,00

*01:01 17 (5,5) 13 (4,5) 0,34

*01:02 4 (1,3) 9(3,1) 0,16

*01:03 3(1,0) 2(0,7)

*01:22 1(0,3) 0(0,0)

*03 22 (7,1) 27 (9,3) 0,37

*03:01 18 (5,8) 22 (7,6) 0,42

*03:02 2(0,7) 3(1,0)

*03:15 1(0,3) 0 (0,0)

*03:18 1(0,3) 0 (0,0)

*03:53 0 (0,0) 1(0,3)

*03:57 0 (0,0) 1(0,3)

*04 47 (15,3) 32 (11,0) 0,15

*04:01 10 (3,3) 3(1,0) 0,09

*04:02 2(0,7) 2(0,7)

*04:03 5 (1,6) 2(0,7)

*04:04 9(2,9) 8(2,8)

*04:05 6 (2,0) 7 (2,4)

*04:06 1(0,3) 1(0,3)

*04:07 1(0,3) 2(0,7)

*04:08 5(1,6) 0 (0,0)

*04:10 1(0,3) 0 (0,0)

*04:11 7 (2,3) 5(1,7)

*04:20 0 (0,0) 1(0,3)

*04:110 0 (0,0) 1(0,3)

*07 41 (13,3) 35 (12,1) 0,72

*07:01 40 (13,0) 34 (11,7) 0,71

*07:05 0 (0,0) 1(0,3)

*07:15 1(0,3) 0 (0,0)

*08 21 (6,8) 19 (6,6) 1,00

*08:01 5(1,6) 5(1,7)

*08:02 4(1,3) 6 (2,1)

*08:03 3(1,0) 0 (0,0)

*08:04 3(1,0) 3(1,0)

*08:07 6 (2,0) 5(1,7)

*09 10 (3,3) 4(1,4) 0,17

*09:01 10 (3,3) 3(1,0) 0,09

*09:15 0 (0,0) 1(0,3)

*10 6 (2,0) 6 (2,1) 1,00

*10:01 6 (2,0) 6 (2,0) 1,00

*11 35 (11,4) 44 (15,2) 0,19

*11:01 24 (7,8) 26 (9,0) 0,66
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Alelos  Pacientes N (%) Controles N (%?) pb OR OR ajustado
N =154 N =145 [1C95%] [1C95%]

*11:02 0(0,0) 4 (1,4)

*11:03 3(1,0) 2(0,7)

*11:04 7(2,3) 10 (3,5) 0,46

*11:08 1(0,3) 0(0,0)

*11:91 0 (0,0) 1(0,3)

*11:128 0 (0,0) 1(0,3)

*12 1(0,3) 3(1,0)

*12:01 1(0,3) 3(1,0)

*13 31(10,1) 42 (14,5) 0,11

*13:01 11 (3,6) 23 (7,9) 0,02* 0,43[0,21-0,90] 0,32]0,14-0,72]

*13:02 17 (5,5) 16 (5,5) 1,00

*13:03 1(0,3) 1(0,3)

*13:05 1(0,3) 2(0,7)

*13:109 1(0,3) 0 (0,0)

*14 12 (3,9) 12 (4,1) 1,00

*14:01 10 (3,3) 7 (2,4) 0,63

*14:02 2(0,7) 3(1,0)

*14:07 0 (0,0) 1(0,3)

*14:39 0 (0,0) 1(0,3)

*15 38 (12,3) 27 (9,3) 0,24

*15:01 22 (7,1) 11 (3,8) 0,08

*15:02 3(1,0) 5(1,7)

*15:03 11 (3,6) 10 (3,5) 1,00

*15:22 0 (0,0) 1(0,3)

*15:42 1(0,3) 0 (0,0)

*15:87 1(0,3) 0 (0,0)

*16 19 (6,2) 15 (5,2) 0,72

*16:01 5(1,6) 9(3,1)

*16:02 14 (4,6) 6 (2,1) 0,11

Total 308 (100) 290 (100)

FONTE: O autor (2020)

As anadlises de associagdo foram realizadas apenas entre os alelos cujas frequéncias sao
maiores ou iguais e 3%, em pelo menos um dos grupos.

20s numeros entre parénteses séo as frequéncias alélicas, dadas em porcentagem (%)

®Valor de p calculado pelo teste exato de Fisher bicaudal. *Significancia estatistica

°OR ajustado: calculo do odds ratio com base em regressdo logistica ajustado por: cor
autodeclarada, idade da primeira relagao sexual, uso de contraceptivo oral, presenca do alelo
HLA-DRB1*13:01 e presenga dos aminoacidos histidina e tirosina na posicao 13 do pocket 4 de
HLA-DRB1



60

Além da comparacédo entre casos e controles, também foi testada a
associacao entre alelos de HLA-DRB1 e positividade de HPV nos controles. As
frequéncias genotipicas de HLA-DRB1 nao foram diferentes das esperadas em
EHW no grupo HPV* (p = 0,33) e HPV" (p = 0,31). Nao foram encontradas
associacgdes significantes entre os alelos de HLA-DRB1 e a infecgao viral (tabela
8).

TABELA 8 - ANALISE DE ASSOCIACAO ENTRE ALELOS DE HLA-DRB1 E NIC II/III

Alelo HPV*N (%)  HPV-N (%) pa
N =55 N =74

*01:01 6 (5.,5) 6 (4,1) 0,77

*01:02 4(3,6) 3(2,0) 0,46

*01:03 0(0,0) 1(0,7)

*03:01 10 (9,1) 8 (5,4) 0,32

*03:02 2(1,8) 0(0,0)

*03:53 1(0,9) 0(0,0)

*03:57 0(0,0) 1(0,7)

*04:01 1(0,9) 2 (1,4)

*04:02 1(0,9) 0(0,0)

*04:03 0(0,0) 2 (1,4)

*04:04 5 (4,5) 3(2,0) 0,29

*04:05 2(1,8) 4(2,7)

*04:07 1(0,9) 1(0,7)

*04:11 3(2,7) 2 (1,4)

*04:20 0(0,0) 1(0,7)

*04:110 0(0,0) 1(0,7)

*07:01 15 (13,6) 13 (8,8) 0,23

*07:05 0(0,0) 1(0,7)

*08:01 2(1,8) 3(2,0)

*08:02 0(0,0) 5(3,4)

*08:04 2(1,8) 1(0,7)

*08:07 1(0,9) 4(2,7)

*09:01 1(0,9) 2 (1,4)

*09:15 0(0,0) 1(0,7)

*10:01 2(1,8) 4(2,7)

*11:01 13 (11,8) 12 (8,1) 0,40

*11:02 1(0,9) 3(2,0)

*11:03 0(0,0) 1(0,7)
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Alelo HPV* N (%%  HPV-N (%) pa
N =55 N = 74

*11:04 3(2,7) 7(47) 0,52

*11:91 0(0,0) 1(0,7)

*11:128 0 (0,0) 1(0,7)

*12:01 0(0,0) 3(2,0)

*13:01 9(8,2) 14 (9,5) 0,83

*13:02 4 (3,6) 8 (5,4) 0,57

*13:03 1(0,9) 0 (0,0)

*14:01 3(2,7) 3(2,0)

*14:02 0(0,0) 3(2,0)

*14:07 1(0,9) 0(0,0)

*14:39 1(0,9) 0 (0,0)

*15:01 3(2,7) 8 (5,4) 0,36

*15:02 2 (1,8) 2 (1,4)

*15:03 5 (4,5) 3(2,0) 0,29

*15:22 0 (0,0) 1(0,7)

*16:01 3(2,7) 6 (4,1) 0,74

*16:02 2 (1,8) 3(2,0)

Total 110 (100) 148 (100)

FONTE: O autor (2020)

As analises de associagao foram realizadas apenas entre os alelos cujas frequéncias sao
maiores ou iguais e 3%, em pelo menos um dos grupos.

@0s numeros entre parénteses séo as frequéncias alélicas, dadas em porcentagem (%)
®Valor de p calculado pelo teste exato de Fisher bicaudal. *Significancia estatistica

6.3.1 Aminoacidos na 132 posi¢cao da cadeia polipeptidica de HLA-DRB1

Foram determinados os aminoacidos presentes no 13° codon do gene
HLA-DRB1 de 161 individuos dentre os 184 pacientes, e de 151 individuos do
total de 174 controles. Nao foi utilizado o numero total de individuos da amostra
devido a falhas na técnica de genotipagem. Foi testado o EHW e tanto pacientes
quanto controles encontram-se em equilibrio (p = 0,07 e p = 0,29;
respectivamente). Foram observados os aminoacidos arginina (arg), fenilalanina
(phe), glicina (gly), histidina (his), serina (ser) e tirosina, sendo o aminoacido
serina 0 mais frequente, tanto em pacientes (54,7%), quando em controles
(67,6%).
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Foi encontrada uma associagdao positiva entre a combinagcdo dos
aminoacidos histidina e tirosina na 132 posicédo de HLA-DRB1 com NIC I/l (p=
0,03; OR = 3,97 [IC 95% = 1,10-14,37]), sugerindo susceptibilidade aumentada
dos portadores deste gendtipo. Na analise por regressao logistica foi verificada
uma tendéncia para associagdo desta variavel (p = 0,05; OR = 2,86 [IC 95% =
0,99-15,01]) (tabela 9). Em contrapartida, foi verificada uma associagao inversa
entre 0 aminoacido serina nesta posigao e NIC Il/lll, tanto em homozigose (p =
0,04; OR =0,49 [IC 95% = 0,25-0,97]) (tabela 8), quanto com uma unica coépia (p
= 0,02; OR = 0,58 [IC 95% = 0,37-0,92] (tabela 9). Em ambos os casos, a
associagao nao se manteve apos o tratamento por regresséao logistica (p = 0,6;
OR = 0,79 [IC 95% = 0,32-1,95]; p = 0,36; OR = 0,74 [IC 95% = 0,39-1,41];

respectivamente).
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TABELA 8 - ANALISE DE ASSOCIACAO ENTRE GENOTIPOS DA POSICAO 13 DE HLA-DRB1

COM NIC 1/
Aminoacidos  Pacientes N Controles N pb OR [IC95%] OR ajustado®
(%) (%) [1C95%]

N= 161 N= 151

Arg/Arg 1(0,6) 1(0,7)

Arg/Phe 10 (6,2) 3(2,0) 0,09

Arg/Gly 2(1,2) 4(2,7) 0,44

Arg/His 11 (6,8) 7 (4,6) 0,47

Arg/Ser 26 (16,2) 21 (13,9) 0,64

Arg/Tyr 8 (5,0) 5(3,3) 0,58

Phe/Phe 5(3,1) 1(0,7) 0,22

Gly/Phe 4 (2,5) 8 (5,3) 0,25

Gly/Tyr 4 (2,5) 2(1,3) 0,69

Gly/Gly 0 (0,0) 1(0,7)

His/Phe 7(4,4) 2(1,3) 0,18

His/Gly 2(1,2) 2(1,3)

His/His 3(1,9) 3(2,0) 1,00

His/Tyr 12 (7,5) 3(2,0) 0,03* 3,97 [1,10-14,37] 3,87 [0,99-15,01]

Ser/Phe 11 (6,8) 18 (11,9) 0,17

Ser/Gly 12 (7,5) 7 (4,6) 0,35

Ser/His 11 (6,8) 13 (8,6) 0,68

Ser/Ser 15(9,3) 26 (17,2) 0,04* 0,49 [0,25-0,97] 0,79 [0,32-1,95]

Ser/Tyr 13 (8,1) 17 (11,3) 0,44

Tyr/Tyr 2(1,2) 3(2,0) 0,68

Tyr/Phe 2(1,2) 4(2,7) 0,44

Total 161 (100) 151 (100)

FONTE: O autor (2020)
As analises de associagao foram realizadas apenas entre os gendtipos cujas frequéncias sao

maiores ou iguais a 2% em pelo menos um dos grupos.

20s numeros entre parénteses séo as frequéncias genotipicas, dadas em porcentagem (%)
®Valor de p calculado pelo teste exato de Fisher bicaudal. *Significancia estatistica.
°OR ajustado: calculo do odds ratio com base em regressao logistica ajustado por: cor
autodeclarada, idade da primeira relagao sexual, uso de contraceptivo oral, presenca do alelo
HLA-DRB1*13:01 e presenga dos aminoacidos histidina e tirosina na posicao 13 do pocket 4 de

HLA-DRB1
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TABELA 9: ANALISE DE ASSOCIAQAQ ENTRE OS RESIDUOS DE AMINOACIDOS
PRESENTES NA POSICAO 13 DE HLA-DRB1 E NIC II/1lI

Aminoacidos Pacientes N (%?) Controles N (%?) pb OR Valor ajustado®
N =161 N =151 [1C95%] [1C95%]
Arginina 58 (36,0) 41 (27,2) 0,11
Fenilalanina 39 (24,2) 36 (23,8) 1,00
Glicina 24 (14,9) 24 (15,9) 0,88
Histidina 46 (28,6) 30 (19,9) 0,09
Serina 88 (54,7) 102 (67,5) 0,02* 0,58 [0,37-0,92] 0,74 [0,39-1,41]
Tirosina 41 (25,5) 34 (22,5) 0,60

FONTE: O autor (2020)

20s numeros entre parénteses séo as frequéncias de individuos homo- ou heterozigotos para os
aminoacidos, dadas em porcentagem (%).As frequéncias ultrapassam 100%, uma vez que cada
individuo pode ser portador de um ou dois aminoacidos.

bValor de p calculado pelo teste exato de Fisher bicaudal. *Significancia estatistica

°OR ajustado: calculo do odds ratio com base em regressado logistica ajustado por: cor
autodeclarada, idade da primeira relagdo sexual, uso de contraceptivo oral, presenca do alelo
HLA-DRB1*13:01 e presenga dos aminoacidos histidina e tirosina na posicéo 13 do pocket 4 de
HLA-DRB1

Com base no resultado encontrado para o aminoacido serina e NIC Il/III,
foi feita a andlise de associagao entre esse residuo de aminoacido, presente na
posicao 13 de HLA-DRBH1, e a presenca da infecgao viral por HPV. Foi observado
que, dentre os 56 individuos HPV™, 39 apresentaram o residuo serina (69,6%),
enquanto no grupo HPV-, 53 individuos de um total de 79 apresentaram esse
aminoacido (67,1%). A diferenga encontrada entre os grupos nao foi significante
(p = 0,85).

6.3.2 Aminoacidos na posigao 71 da cadeia polipeptidica de HLA-DRB1

Foram identificados os aminoacidos presentes na posi¢cao 71 de HLA-
DRB1 em 159 individuos, do total de 184 pacientes. Ja nos controles, foram
identificados os aminoacidos em 148 individuos, do total de 174. N&o foi utilizado
o numero total de individuos da amostra devido a falhas na técnica de
genotipagem. As frequéncias genotipicas dos pacientes e controles (apéndice
5) foram testados para o equilibrio de Hardy-Weinberg e ndo se encontram em
do equilibrio, sendo p = 0,000 para ambos os grupos. Foram observados os

aminoacidos alanina (Ala), arginina (Arg), glutamato (Glu), lisina (Lys) e treonina
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(Thr), sendo a arginina o mais frequente tanto em pacientes (77,99%), quanto
em controles (76,35%) (tabela 10). Devido ao fato de os grupos n&o estaremem

EHW, n&o foi possivel realizar as analises de associagao.

TABELA 10 - FREQUENCIA DE INDIVIDUOS EM HOMO- OU HETEROZIGOSE PARA OS
AMINOACIDOS PRESENTES NA POSICAO 71 DE HLA-DRBH1.
Aminoacidos Pacientes N (%) Controles N (%)

N =159 N =148
Alanina 41 (25,8) 31 (20,9)
Arginina 124 (78,0) 113 (76,4)
Glutamato 38 (23,9) 45 (30,4)
Lisina 30 (18,9) 29 (19,6)
Treonina 1(0,6) 3 (2,0)

FONTE: O autor (2020)

20s numeros entre parénteses sao as frequéncias de individuos homo- ou hereozigotos para os
aminoacidos, dadas em porcentagem (%). As frequéncias ultrapassam 100%, uma vez que cada
individuo pode ser portador de um ou dois aminoacidos.
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7. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como um de seus objetivos investigar variantes
alélicas dos genes HLA-B e HLA-DRB1 em pacientes com neoplasia intraepitelial
cervical e controles sem lesdo. Adicionalmente, também foram investigados a
associacgao entre residuos de aminoacidos presentes na posi¢cao 156 da cadeia
polipeptidica de HLA-B e 13 e 71 de HLA-DRB1 e NIC Il/lll. As amostras
utilizadas foram previamente coletadas (DE FRANCA, 2012) e disponibilizadas
pelo LIGH/UFPR para reanalise. Todos os individuos responderam ao
questionario epidemiolégico (anexo 3), e foram testados quanto a presencga de
infecgdo por HR-HPV. O grupo controle realizou o exame citolégico Papanicolaou
e 0S casos, biopsia cervical a partir de cirurgia de alta frequéncia (CAF). Foram
detectados HR-HPV em 62 individuos do grupo controle, ou seja, mulheres
infectadas pelo HPV, mas com o exame citolégico normal. Este dado mostra que
este grupo é bem representativo da populagdo sem doenga, uma vez que a
infeccao por HR-HPV né&o é o unico fator necessario para o desenvolvimento de
NIC e CCU (LUHN et al., 2015). O habito de fumar e o uso de anticoncepcional
ja foram previamente associados com NICII/IlIl, como no trabalho de Xu et al.
(2018), onde demonstraram que o amplo consumo de tabaco, bem como a
duracdo do uso e o numero de cigarros/dia se mostraram associados com NIC
[I/111 (p = 0,008; p = 0,033 e p < 0,001; respectivamente). Fumantes tém um risco
aumentado de apresentar NIC Il/lll quando comparados aos que nunca fumaram
(p=0,02; OR=1,43[IC 95% = 1,14-1,80]) (XU et al., 2018). Os mesmos autores
também verificaram que o amplo uso de hormdnio contraceptivo esta associado
com NIC I/, principalmente em mulheres com mais de 15 anos de uso (p =
0,04; OR =1,82; [IC 95% = 1,22-2,72]). Os mecanismos que levam a associagcao
entre 0 uso de contraceptivo hormonal e o aumento no risco de NICs ainda néo
estdo totalmente claros. Evidéncias epidemioldgicas sugerem que o uso de
contraceptivos hormonais leva a promogao da infecgao persistente por HPV
(BODILY; LAIMINS, 2012; MARKS et al., 2011), o que pode levar a progressao de
lesbes a carcinoma de colo de utero, contudo ndo aumenta o risco de novas
infeccdes por HPV (MARKS et al., 2011). Adicionalmente, estudos prévios

mostraram a relacio entre a exposi¢cao a
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horménios e mudancgas biolégicas consistentes com progressdo de lesdes
cervicais, em modelo animal. Foi demonstrado que o aparelho reprodutor de
ratas transgénicas com expressdo de HPV16 apresentam um possivel
mecanismo sinérgico entre os oncogenes de HPV16 e a exposi¢gao crénica a
estrogeno (ARBEIT; HOWLEYT; HANAHAN, 1996; ELSON et al., 2000).

Fatores genéticos também influenciam no desenvolvimento de NIC e
CCU. Para verificar possiveis associagbes com os genes HLA-B e HLA-DRB1 e
NIC II/11l, foram utilizados dados de genotipagem por PCR-SSOP disponiveis no
LIGH. Estes foram analisados tanto em baixa quanto em alta resolugéo. O grupo
alélico HLA-B*39 foi associado com a menor susceptibilidade a NICII/III (p = 0,04,
OR =0,37, [IC 95% = 0,14-0,97]. Entretanto, a associacdo nao se manteve apos
o tratamento por regressao logistica (p = 0,2; OR = 0,48; [IC 95% = 0,15-1,53]),
possivelmente devido ao baixo numero amostral. Esse alelo foi recentemente
descrito em uma meta-analise como associado a infecgao por HPV16 (p = 0,01;
OR = 0,617 [IC 95% = 0,426-0,894]), contudo n&o foi mantida apds a corregao
de Bonferroni (p = 0,3) (BHASKARAN; ARUNKUMAR, 2019). No presente
trabalho nao foi encontrada associagao deste alelo com a infecgao por HR-HPV,
possivelmente devido a sua baixa representatividade em nosso grupo controle
(HPV*: N = 4/47 e HPV-: N = 9/70). Contudo, uma vez que a infecgao pelo HPV
€ uma causa necessaria para o desenvolvimento de CCU (WALBOOMERS et
al., 1999) e o HPV-16 ¢é o tipo mais encontrado nos casos de CCU — cerca de
70% dos casos - (BAANDRUP et al., 2012), é possivel que o alelo HLA-B*39
realmente influencie tanto na infecgéo pelo HPV-16 quanto com NICs, causados

por este tipo viral.

Os alelos do gene HLA-DRB1 foram analisados tanto em baixa quanto
em alta resolugcdo, uma vez que em ambos 0s casos as frequéncias genotipicas
encontram-se em EHW. Foi encontrada uma associagdao de DRB1*13:01 com
menor susceptibilidade a NIC Il/lll tanto na andlise univariada (p = 0,02; OR =
0,43 [IC 95% = 0,21-0,90] quanto na regresséo logistica (p = 0,006; OR = 0,32;
[IC 95% = 0,14-0,72]). Este resultado corrobora com os encontrados em diversos
outros estudos. HLA-DRB1*13:01 foi associado com a menor susceptibilidade a
lesdes intraepiteliais escamosas de baixo (LSIL) (OR = 0,6 [IC 95% = 0,3-0,9]) e
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alto grau (HSIL) (OR = 0,4 [IC 95% = 0,2-0,7]), na populagdo da Costa Rica
(WANG et al., 2001). Leo e colaboradores (2018) observaram o risco reduzido
de apresentar CCU em individuos portadores de HLA-DRB1*13 (p = 2,87x10°,;
OR =0,62). Este estudo foi realizado com 2866 casos de CCU e 6762 controles,
todos de populagdes de origem europeia (LEO et al., 2018). Adicionalmente, uma
meta-analise realizada recentemente verificou uma associagdo negativa com
HLA-DRB1*13 (p < 0,0001; OR = 0,7 [IC 95% = 0,604-0,786]) e infec¢cao por

HPV-16 (BHASKARAN; ARUNKUMAR, 2019), demonstrando que ha associagao

tanto com a infeccéo por HPV quanto com NIC e CCU.

Além das associagbes com as frequéncias alélicas, foi possivel
identificar os residuos de aminoacidos presentes nas posicoes 156 da cadeia
polipeptidica de HLA-B e 13 e 71 de HLA-DRB1. Com relagao a posi¢ao 156 de
HLA-B, os dados referentes as frequéncias encontram-se em EHW tanto em
pacientes (p = 0,53) quanto em controles (p = 0,27). Foram identificados os
aminoacidos leucina, arginina, aspartato e triptofano nesta posi¢cdo. Estes
aminoacidos diferem entre si com relagdo as propriedades bioquimicas.
Aspartato e arginina sdo polares e hidrofilicos, contudo, aspartato apresenta
carga negativa e arginina positiva. Leucina e triptofano ndo apresentam carga,
sao apolares e hidrofébicos; contudo triptofano apresenta dois anéis aromaticos
com a presenca de um nitrogénio em um deles, o que o torna menos apolar e
hidrofébico (NELSON, COX; 2010). A posicao 156 de HLA-B encontra-se no
dominio a2 da regido de ligagao ao peptideo (BADRINATH et al., 2012). Este
residuo de aminoacido encontra-se longe dos primeiros pockets que ancoram ao
peptideo antigénico (pockets B e F) (BURROWS et al., 2007), fazendo parte dos
pockets D e E presentes na fenda de ligagdo ao peptideo. Estes ligam as
posicbes 3 e 7 do peptideo antigénico. Este aminoacido também possui um
importante papel da estrutura da molécula e influencia a conformacao da fenda
de ligagcao ao peptideo (BADRINATH et al., 2012). No presente trabalho nao
foram encontradas associacdes entre estes aminoacidos e NIC Il/lll. Leo et al.
(2018) verificaram que o alelo HLA-B*15, que foi associado com diminui¢do no
risco de CCU, possui um triptofano nessa posi¢ao, enquanto os outros alelos de
HLA-B apresentam arginina, leucina ou acido aspartico. (LEO et al., 2018).



69

As posigdes 13 e 71 encontram-se no pocket 4 da fenda de ligagdo ao
peptideo antigénico da molécula HLA-DRB1 e parecem influenciar o
reconhecimento do peptideo antigénico pela molécula (BROWN; LEO, 2019). Foi
encontrada uma associagao entre portadores da combinagdo dos aminoacidos
histidina e tirosina na 132 posi¢gdao de HLA-DRB1 com NIC Il/lll (p = 0,03; OR =
3,97 [IC 95% = 1,10-14,37]). Houve uma tendéncia para associagdo apos a
regresséo logistica (p = 0,04; OR = 3,87 [IC 95% = 0,99-15,01]). Leo et al. (2018)
verificaram que o gendtipo histidina/arginina esta associado com uma maior
susceptibilidade a CCU (p = 1,11x10"%; OR = 1,37); enquanto no presente estudo
a associagado foi vista com o gendtipo histidina/tirosina. Nao foi verificada
associagao significante apenas com o aminoacido histidina, apenas uma
tendéncia de associacéo (p = 0,09). Desta forma, € possivel que haja uma real
interagdo apenas com o aminoacido histidina na posi¢ao 13 do pocket 4 de HLA-
DRB1 com NIC II/lIl e CCU, uma vez que foi o aminoacido encontrado em comum
nos dois estudos. Para verificar esta hipdtese, seria necessario, como
perspectiva futura, aumentar o numero de individuos genotipados para HLA-

DRB1 e, consequentemente, analisados para as posi¢des de interesse.

Ainda com relagdo a posi¢cao 13 de HLA-DRB1, foi observada uma
associagao inversa entre o aminoacido serina e NIC Il/1ll, tanto em homozigose
(p =0,04; OR =0,49; [IC 95% = 0,25-0,97]), quanto em heterozigose (p = 0,02;
OR = 0,58; [IC 95% = 0,37-0,92]). Contudo, as associagcbes nao se mantiveram
apos a regressao logistica (p = 0,61; OR =0,79; [IC 95% = 0,32-1,95] e p = 0,36;
OR = 0,74 [IC 95% = 0,39-1,41]; respectivamente), provavelmente devido ao
baixo numero amostral utilizado. Os resultados encontrados na analise
univariada sao similares aos vistos por Leo et al. (2018), uma vez que nesse
trabalho o aminoacido serina (posicao 13) também foi associado com menor
susceptibilidade ao CCU (p = 5,14x 10-'%; OR = 0,77). O aminoacido serina é o
unico descrito nessa posicao com as seguintes propriedades: polar, hidrofilico e
sem carga. Os demais aminoacidos sao polares, hidrofilicos e com carga; ou
apolares, hidrofébicos e sem carga. Essas propriedades da serina, distintas das
dos demais aminoacidos, podem levar a uma maior afinidade de peptideos
antigénicos de HPV com a fenda de ligacdo de HLA-DRB1. Com uma melhor
apresentagao do peptideo antigénico do HPV ao sistema imunoldgico, este é
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capaz de desenvolver uma resposta eficaz contra o virus, protegendo do
desenvolvimento de infeccbes persistentes, que possam evoluir para lesdes.
Entretanto, estudos subsequentes sdo necessarios para determinar a relagao
entre essas associagdes com 0os aminoacidos e a habilidade da molécula HLA-

DRB1 na apresentacao de peptideos de HPV.

Nao foi possivel realizar analises de associagado entre os residuos de
aminoacidos presentes na posicdo 71 do pocket 4 de HLA-DRB1, pois tanto o
grupo controle quanto os pacientes ndo se encontram em EHW (p = 0,000*** em
ambos os grupos). No trabalho de Leo et al., o aminoacido glutamato foi
associado com a reducédo do risco de CCU e a alanina com o0 aumento do risco.
No presente trabalho, foi verificada uma menor frequéncia de glutamato nos
pacientes (23,9%), com relagao aos controles (30,4%). Ja a alanina foi vista em
maior frequéncia em pacientes (25,8%) do que controles (20,9%). Para verificar
se estes dados condizem com os achados de Leo et al. (2018), faz-se necessario
encontrar o motivo pelo qual a amostragem nao se encontra em EHW, bem como

aumentar o numero amostral.

Concluindo, os resultados encontrados nesse trabalho corroboram
diversos estudos anteriores que indicam a influéncia do polimorfismo dos genes
HLA na susceptibilidade ao CCU ( MACIAG et al., 2000b; ZEHBE; MYTILINEOS;
WIKSTRO, 2003; CHAN et al., 2006; BHATTACHARYA; SENGUPTA, 2007;
SOUZA et al., 2008; DE ARAUJO SOUZA; SICHERO; MACIAG, 2009; LEO et
al.,, 2018;). Estes dados suportam a importancia das células T CD4* na
patogénese da NIC e CCU, uma vez que as moléculas HLA sao determinantes

para a apresentacao eficaz de peptideos antigénicos a essas células.
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CONCLUSOES

O alelo HLA-B*39 foi inversamente associado a NIC II/lll (p = 0,04; OR =
0,37 [IC 95% = 0,14-0,97]), sugerindo uma menor susceptibilidade de
mulheres portadoras deste alelo a doenca;

O alelo HLA-DRB1%13:01 foi inversamente associado a NIC Il/1ll (p = 0,02;
OR =0,43 [IC 95% = 0,21-0,90]), sugerindo uma menor susceptibilidade
de mulheres portadoras deste alelo a doenca;

O residuo de aminoacido serina presente na posicdo 13 da cadeia
polipeptidica de HLA-DRB1 foi inversamente associado a NIC /Il (p =
0,02; OR = 0,58 [IC 95% = 0,37-0,92];

Foi observada uma associagdo entre o gendtipo histidina/tirosina, na
posicao 13 de HLA-DRB1 e NIC II/lll (p = 0,03; OR = 3,97 [IC95% = 1,1-
14,37]), sugerindo maior susceptibilidade de mulheres portadoras deste

alelo a doenca.
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APENDICE 1 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS DE HLA-B EM BAIXA
RESOLUGAO EM PACIENTES E CONTROLES

TABELA 11: FREQUENCIAS GENOTIPICAS EM BAIXA RESOLUCAO DOS ALELOS DE HLA-
B, EM PACIENTES E CONTROLES

GENOTIPO PACIENTES (N = 151) CONTROLES (N = 134)
N (%) N (%)
B*07/ B*07 2(1,3) 2 (1,5)
B*07/B*08 1(0,7) 0(0,0)
B*07/B*14 1(0,7) 0(0,0)
B*07/B*15 4(2,6) 0(0,0)
B*07/B*18 1(0,7) 0(0,0)
B*07/B*27 3(2,0) 0(0,0)
B*07/B*35 4 (2,6) 3(2,2)
B*07/B*38 2(1,3) 0(0,0)
B*07/B*39 0(0,0) 3(2,2)
B*07/B*40 1(0,7) 0 (0,0)
B*07/B*41 1(0,7) 0 (0,0)
B*07/B*44 1(0,7) 1(0,8)
B*07/B*48 1(0,7) 0 (0,0)
B*07/B*49 1(0,7) 0 (0,0)
B*07/B*51 1(0,7) 0(0,0)
B*07/B*53 0(0,0) 1(0,8)
B*07/B*55 0(0,0) 1(0,8)
B*07/B*57 0(0,0) 1(0,8)
B*07/B*81 1(0,7) 0 (0,0)
B*08/B*27 1(0,7) 0 (0,0)
B*08/B*35 0(0,0) 3(2,2)
B*08/B*37 1(0,7) 0 (0,0)
B*08/B*38 0(0,0) 1(0,8)
B*08/B*39 1(0,7) 1(0,8)
B*08/B*40 2(1,3) 0 (0,0)
B*08/B*44 0(0,0) 3(2,2)
) (

B*08/B*45 2(1,3



B*08/B*50
B*08/B*51
B*08/B*55
B*08/B*57
B*13/B*15
B*13/B*35
B*13/B*39
B*13/B*44
B*13/B*52
B*13/B*56
B*13/B*73
B*14/B*14
B*14/B*15
B*14/B*18
B*14/B*35
B*14/B*39
B*14/B*40
B*14/B*41
B*14/B*42
B*14/B*44
B*14/B*51
B*14/B*51
B*14/B*57
B*14/B*58
B*15/B*15
B*15/B*18
B*15/B*27
B*15/B*35
B*15/B*39
B*15/B*40
B*15/B*41
B*15/B*44
B*15/B*45
B*15/B*47

1(0,7
3(2,0
1(0,7
1(0,7
1(0,7
0(0,0

—_— ~— ~— ~ ~ ~

0(0,0
2(1,3
0(0,0
0(0,0
0(0,0
0(0,0
10,7
10,7
2(1,3
10,7
0(0,0
10,7
10,7
0(0,0
2(1,3
10,7
2(1,3
0(0,0
0(0,0
2(1,3
3(2,0
10,7
10,7
1(0,7
10,7
1(0,7
10,7
0(0,0
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B*15/B*48
B*15/B*50
B*15/B*51
B*15/B*53
B*15/B*55
B*15/B*57
B*15/B*58
B*18/B*35
B*18/B*41
B*18/B*44
B*18/B*48
B*18/B*49
B*18/B*51
B*18/B*52
B*18/B*55
B*18/B*58
B*27/B*07
B*27/B*35
B*27/B*40
B*27/B*44
B*27/B*51
B*27/B*52
B*27/B*53
B*27/B*58
B*35/B*35
B*35/B*38
B*35/B*39
B*35/B*40
B*35/B*41
B*35/B*44
B*35/B*48
B*35/B*50
B*35/B*51
B*35/B*53

1(0,7
2(1,3
0(0,0
1(0,7
0(0,0
1(0,7
2(1,3

—_— = ~ ~— ~ ~ ~ ~

2(1,3
0(0,0
2(1,3
1(0,7
0(0,0
3(2,0
0(0,0
10,7
0(0,0
0(0,0
2(1,3
2(1,3
10,7
3(2,0
0(0,0
0(0,0
0(0,0
2(1,3
10,7
10,7
10,7
10,7
2(1,3
10,7
3(2,0
6 (4,0
0(0,0

—_— o O~ =~~~ e s s e s s~~~ ~—

1(0,8)

3(2,2)

1(0,8)
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B*35/B*57
B*35/B*58
B*37/B*35
B*37/B*40
B*37/B*45
B*37/B*50
B*38/B*55
B*38/B*57
B*38/B*58
B*39/B*40
B*39/B*44
B*39/B*45
B*39/B*51

B*39/B*52
B*39/B*56
B*40/B*40
B*40/B*44
B*40/B*49
B*40/B*50
B*40/B*51

B*40/B*52
B*40/B*57
B*40/B*58
B*41/B*50
B*42/B*53
B*44/ B*44
B*44/ B*45
B*44/B*50
B*44/B*51

B*44/B*52
B*44/B*53
B*44/B*57
B*45/B*50
B*45/B*51

0(0,0
1(0,7
1(0,7
1(0,7
0(0,0
1(0,7
1(0,7

~_— ~— ~— ~— ~— ~ ~ ~

1(0,7
2(1,3
1(0,7
1(0,7
0(0,0
0(0,0
0(0,0
0(0,0
10,7
10,7
10,7
10,7
5(3,3
1(0,7
10,7
0(0,0
0(0,0
10,7
42,6
10,7
0(0,0
4(2,6
1(0,7
0(0,0
0(0,0
10,7
0(0,0

—_— O~ e e~ =~ e e e~ s s~~~

1(0,8)

0 (0,0)

2 (1,5)

1(0,8)

0 (0,0)
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B*45/B*53
B*48/B*51
B*48/B*58
B*49/B*51
B*49/B*58
B*50/B*51
B*50/B*53
B*51/B*14
B*51/B*51
B*51/B*52
B*51/B*55
B*51/B*57
B*51/B*58
B*51/B*78
B*51/B*81
B*52/B*53
B*53/B*53
B*53/B*57
B*58/B*81
Total

1(0,7
2(1,3
2(1,3
1(0,7
0(0,0
0(0,0
1(0,7

~_— ~— ~— ~— ~ ~ ~ ~

1(0,7
1(0,7
0(0,0
1(0,7
1(0,7
0(0,0
0(0,0
0(0,0
1(0,7
0(0,0
0(0,0
0(0,0
151

—_— O~ ~— ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

134 (100)
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APENDICE 2 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS DE HLA-B EM ALTA
RESOLUGAO EM PACIENTES E CONTROLES

TABELA 12: FREQUENCIAS GENOTIPICAS EM ALTA RESOLUCAO DOS ALELOS DE HLA-B,
EM PACIENTES E CONTROLES

GENOTIPO PACIENTES (N = 151) CONTROLES (N = 134)

N (%) N (%)
B*07:02/B*07:05 2(1,3) 1(0,8)
B*07:02/B*07:137 0 (0,0) 1(0,8)
B*07:02/B*08:01 1(0,7) 0 (0,0)
B*07:02/B*14:02 1(0,7) 0(0,0)
B*07:02/B*15:03 1(0,7) 0(0,0)
B*07:02/B*15:04 1(0,7) 0(0,0)
B*07:02/B*15:07 2(1,3) 0 (0,0)
B*07:02/B*18:01 1(0,7) 0(0,0)
B*07:02/B*27:02 1(0,7) 0 (0,0)
B*07:02/B*27:05 2(1,3) 0 (0,0)
B*07:02/B*35:01 1(0,7) 2 (1,5)
B*07:02/B*35:03 2(1,3) 1(0,8)
B*07:02/B*38:01 2(1,3) 0 (0,0)
B*07:02/B*39:05 0(0,0) 2 (1,5)
B*07:02/B*40:02 1(0,7) 0 (0,0)
B*07:02/B*41:01 1(0,7) 0 (0,0)
B*07:02/B*44:02 0(0,0) 1(0,8)
B*07:02/B*44:03 1(0,7) 0 (0,0)
B*07:02/B*48:02 1(0,7) 0 (0,0)
B*07:02/B*51:01 1(0,7) 0 (0,0)
B*07:02/B*53:01 0(0,0) 1(0,8)
B*07:02/B*55:01 0(0,0) 1(0,8)
B*07:02/B*57:01 0(0,0) 1(0,8)
B*07:02/B*81:01 1(0,7) 0 (0,0)
B*07:05/B*49:01 1(0,7) 0 (0,0)
B*07:09/B*39:13 0(0,0) 1(0,8)
B*07:72/B*35:04 1(0,7) 0 (0,0)



B*08:01/B*27:05
B*08:01/B*35:01
B*08:01/B*35:04
B*08:01/B*37:01
B*08:01/B*38:01
B*08:01/B*39:01
B*08:01/B*39:13
B*08:01/B*40:01
B*08:01/B*40:02
B*08:01/B*44:02
B*08:01/B*44:03
B*08:01/B*45:01
B*08:01/B*50:01
B*08:01/B*51:01
B*08:01/B*55:01
B*08:01/B*57:01
B*08:01/B*57:03
B*13:02/B*15:10
B*13:02/B*35:08
B*13:02/B*39:05
B*13:02/B*44:02
B*13:02/B*44:03
B*13:02/B*52:01
B*13:02/B*56:01
B*13:02/B*73:01
B*14:01/B*15:04
B*14:01/B*41:01
B*14:01/B*42:01
B*14:01/B*44:03
B*14:01/B*51:01
B*14:01/B*57:01
B*14:02/ B*14:02
B*14:02/B*18:01
B*14:02/B*35:01

10,7
0(0,0
0(0,0
1(0,7
0(0,0
0(0,0
1(0,7

~_— ~— ~— ~— ~ ~ ~ ~

1(0,7
1(0,7
0(0,0
0(0,0
2(1,3
10,7
3(2,0
10,7
10,7
0(0,0
10,7
0(0,0
0(0,0
10,7
10,7
0(0,0
0(0,0
0(0,0
10,7
1(0,7
10,7
0(0,0
10,7
1(0,7
0(0,0
10,7

D = N L s s N s s > e s N N e O

2(1,3
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B*14:02/B*35:03
B*14:02/B*35:178
B*14:02/B*35:20
B*14:02/B*39:01
B*14:02/B*40:02
B*14:02/B*44:03
B*14:02/B*51:01
B*14:02/B*52:01
B*14:02/B*57:01
B*14:02/B*58:01
B*15:01/B*15:03
B*15:01/B*18:01
B*15:01/B*39:01
B*15:01/B*39:03
B*15:01/B*40:01
B*15:01/B*50:02
B*15:01/B*51:01
B*15:01/B*53:01
B*15:01/B*57:02
B*15:03/B*27:02
B*15:03/B*39:01
B*15:03/B*40:02
B*15:03/B*41:02
B*15:03/B*45:01
B*15:03/B*58:02
B*15:04/B*27:05
B*15:04/B*35:05
B*15:04/B*38:02
B*15:04/B*50:01
B*15:04/B*50:02
B*15:04/B*55:01
B*15:08/B*41:02
B*15:08/B*47:01
B*15:08/B*27:05

0(0,0
0(0,0
0(0,0
1(0,7
0(0,0
0(0,0
1(0,7

~_— ~— ~— ~— ~— ~ ~ ~

1(0,7
1(0,7
0(0,0
0(0,0
2(1,3
0(0,0
0(0,0
0(0,0
10,7
0(0,0
10,7
10,7
10,7
10,7
10,7
0(0,0
0(0,0
10,7
10,7
0(0,0
0(0,0
0(0,0
10,7
0(0,0
1(0,7
0(0,0
0(0,0

L s s s N s N N s A e s s s i

85



B*15:16/B*44:03
B*15:16/B*45:01
B*15:16/B*57:03
B*15:16/B*51:01
B*15:17/B*27:05
B*15:20/B*51:01
B*15:20/B*27:03
B*15:20/B*35:01
B*15:20/B*48:03
B*15:20/B*58:01
B*18:01/B*35:01
B*18:01/B*35:03
B*18:01/B*41:01
B*18:01/B*44:02
B*18:01/B*48:01
B*18:01/B*49:01
B*18:01/B*51:01
B*18:01/B*52:01
B*18:01/B*55:01
B*18:01/B*58:01
B*27:02/B*07:02
B*27:02/B*51:01
B*27:05/B*35:03
B*27:05/B*40:02
B*27:05/B*44:02
B*27:05/B*51:01
B*27:05/B*52:01
B*27:05/B*58:01
B*27:07/B*44:03
B*27:07/B*53:01
B*35:01/B*35:04
B*35:01/B*35:20
B*35:01/B*38:01
B*35:01/B*39:01

10,7
1(0,7
0(0,0
0(0,0
1(0,7
0(0,0
0(0,0
1(0,7

~_— — ~— ~ ~— ~ ~ ~

1(0,7
1(0,7
1(0,7
1(0,7
0(0,0
2(1,3
10,7
0(0,0
3(2,0
0(0,0
10,7
0(0,0
0(0,0
10,7
2(1,3
2(1,3
10,7
2(1,3
0(0,0
0(0,0
0(0,0
0(0,0
0(0,0
1(0,7
0(0,0

~_— = O~ = e~ e e s s sy s s~~~ ~

1(0,7
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B*35:01/B*39:06
B*35:01/B*40:01
B*35:01/B*44:02
B*35:01/B*44:03
B*35:01/B*50:01
B*35:01/B*51:01
B*35:01/B*57:01
B*35:01/B*58:02
B*35:02/B*44:02
B*35:02/B*44:03
B*35:02/B*44:04
B*35:02/B*50:02
B*35:02/B*51:01
B*35:03/B*38:01
B*35:03/B*40:04
B*35:03/B*48:02
B*35:03/B*51:01
B*35:04/B*41:01
B*35:04/B*51:01
B*35:05/B*44:05
B*35:05/B*51:01
B*35:06/B*48:02
B*35:08/B*51:01
B*35:08/B*53:01
B*35:11/B*35:43
B*37:01/B*35:20
B*37:01/B*40:64
B*37:01/B*45:01
B*37:01/B*50:01
B*38:01/B*55:01
B*38:01/B*55:38
B*38:01/B*57:01
B*38:01/B*58:01
B*39:01/B*40:01

0(0,0
0(0,0
0(0,0
1(0,7
3(2,0
1(0,7
0(0,0
1(0,7

~_—~ = ~— ~— ~ ~ ~ ~

0(0,0
0(0,0
0(0,0
0(0,0
0(0,0
10,7
10,7
10,7
10,7
10,7
10,7
10,7
10,7
0(0,0
2(1,3
0(0,0
10,7
10,7
1(0,7
0(0,0
1(0,7
10,7
0(0,0
1(0,7
2(1,3

L i > s N N D = i s N D D L L N 2 2l i

1(0,7
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B*39:01/B*51:01
B*39:01/B*56:27
B*39:05/B*52:01
B*39:06/B*44:02
B*39:06/B*51:01
B*39:09/B*45:01
B*40:01/B*40:01
B*40:01/B*40:11
B*40:01/B*51:01
B*40:01/B*57:01
B*40:01/B*52:01
B*40:02/B*44:02
B*40:02/B*44:03
B*40:02/B*49:01
B*40:02/B*50:01
B*40:02/B*51:01
B*40:02/B*52:01
B*40:02/B*58:02
B*40:16/B*51:01
B*40:129/B*51:01
B*41:01/B*50:01
B*42:01/B*53:01
B*44:02/B*44:02
B*44:02/B*44:03
B*44:02/B*51:01
B*44:02/B*52:01
B*44:03/B*45:01
B*44:03/B*50:01
B*44:03/B*51:01
B*44:03/B*53:01
B*44:03/B*47:01
B*44:05/B*51:01
B*45:01/B*50:01
B*45:01/B*51:01

0(0,0
0(0,0
0(0,0
1(0,7
0(0,0
0(0,0
0(0,0
1(0,7

~_—~ = ~— ~— ~ ~ ~ ~

2(1,3
1(0,7
0(0,0
1(0,7
0(0,0
10,7
10,7
10,7
10,7
0(0,0
10,7
10,7
0(0,0
10,7
10,7
3(2,0
2(1,3
10,7
1(0,7
0(0,0
2(1,3
0(0,0
0(0,0
0(0,0
10,7
0(0,0

P T s O s D D s D D D D e s e D D D D e e
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B*45:01/B*53:01
B*48:01/B*51:01
B*48:02/B*51:01
B*48:02/B*58:01
B*49:01/B*51:01
B*49:01/B*58:01
B*50:01/B*51:01
B*50:01/B*53:01
B*51:01/B*14:03
B*51:01/B*51:08
B*51:01/B*52:01
B*51:01/B*55:01
B*51:01/B*57:01
B*51:01/B*58:01
B*51:01/B*78:01
B*51:01/B*81:01
B*52:01/B*53:01
B*53:01/B*53:01
B*53:01/B*57:01
B*53:01/B*57:03
B*58:02/B*81:01
Total

1(0,7) 0(0,0)
1(0,7) 0 (0,0)
1(0,7) 1(0,8)
2(1,3) 0(0,0)
1(0,7) 1(0,8)
0 (0,0) 1(0,8)
0(0,0) 2(1,5)
1(0,7) 0 (0,0)
1(0,7) 0(0,0)
1(0,7) 0(0,0)
0(0,0) 1(0,8)
1(0,7) 0(0,0)
1(0,7) 0(0,0)
0 (0,0) 1(0,8)
0(0,0) 1(0,8)
0 (0,0) 1(0,8)
1(0,7) 0(0,0)
0 (0,0) 1(0,8)
0(0,0) 1(0,8)
0 (0,0) 1(0,8)
0(0,0) 1(0,8)

151 (100) 134 (100)
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APENDICE 3 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS DE VARIANTES ALELICAS
DE HLA-DRB1 EM BAIXA RESOLUGAO

TABELA 13: FREQUENCIAS GENOTIPICAS EM BAIXA RESOLUCAO DOS ALELOS DE HLA-
DRB1, EM PACIENTES E CONTROLES

GENOTIPO PACIENTES (N = 154) CONTROLES (N = 145)

N (%) N (%)
DRB1*01/DRB1*01 2(1,3) 1(0,7)
DRB1*01/DRB1*03 1(0,7) 4(2,8)
DRB1*01/DRB1*04 4 (2,6) 1(0,7)
DRB1*01/DRB1*07 2(1,3) 3(2,1)
DRB1*01/DRB1*08 3(1,9) 5 (3,4)
DRB1*01/DRB1*09 2 (1,3) 0 (0,0)
DRB1*01/DRB1*10 1(0,7) 0 (0,0)
DRB1*01/DRB1*11 4(2,6) 2(1,4)
DRB1*01/DRB1*13 0(0,0) 6 (4,1)
DRB1*01/DRB1*14 1(0,7) 1(0,7)
DRB1*01/DRB1*15 2 (1,3) 0 (0,0)
DRB1*01/DRB1*16 1(0,7) 0 (0,0)
DRB1*03/ DRB1*03 2 (1,3) 2 (1,4)
DRB1*03/DRB1*04 3(1,9) 2 (1,4)
DRB1*03/DRB1*07 4 (2,6) 3(2,1)
DRB1*03/DRB1*08 1(0,7) 0 (0,0)
DRB1*03/DRB1*11 1(0,7) 4 (2,8)
DRB1*03/DRB1*13 3(1,9) 2(1,4)
DRB1*03/DRB1*14 0(0,0) 1,4)
DRB1*03/DRB1*15 2 (1,3) 2,1)
DRB1*03/DRB1*16 2 (1,3) 1,4)
DRB1*04/ DRB1*04 3(1,9) 2,1)

DRB1*04/DRB1*08 2(1, 1,4)
DRB1*04/DRB1*09 2(1,3 0,0)
DRB1*04/DRB1*10 1(0, 0,0)

2 (
3(
2 (
3(
DRB1*04/DRB1*07 11 (7,1) 3(2,1)
2 (
0(
0(
DRB1*04/DRB1*11 3(1,9 5 (3,4)

3)
)
7)
)



DRB1*04/DRB1*13
DRB1*04/DRB1*14
DRB1*04/DRB1*15
DRB1*04/DRB1*16
DRB1*07/ DRB1*07
DRB1*07/DRB1*08
DRB1*07/DRB1*10
DRB1*07/DRB1*11
DRB1*07/DRB1*12
DRB1*07/DRB1*13
DRB1*07/DRB1*14
DRB1*07/DRB1*15
DRB1*07/DRB1*16
DRB1*08/ DRB1*03
DRB1*08/ DRB1*08
DRB1*08/ DRB1*09
DRB1*08/DRB1*10
DRB1*08/DRB1*11
DRB1*08/DRB1*13
DRB1*08/DRB1*14
DRB1*08/DRB1*15
DRB1*08/DRB1*16
DRB1*09/DRB1*11
DRB1*09/DRB1*13
DRB1*09/DRB1*15
DRB1*09/DRB1*16
DRB1*10/DRB1*13
DRB1*10/DRB1*14
DRB1*10/DRB1*15
DRB1*10/DRB1*16
DRB1*11/DRB1*03
DRB1*11/ DRB1*11
DRB1*11/DRB1*12
DRB1*11/DRB1*13

3(1,9
2(1,3
6 (3,9
3(1,9
2(1,3
3(1,9
0(0,0
42,6

—_— — ~ ~— ~ ~ ~ ~

1(0,7
1(0,7
3(1,9
6 (3,9
2(1,3
10,7
0(0,0
10,7
0(0,0
2(1,3
5(3,2
10,7
2(1,3
0(0,0
2(1,3
10,7
2(1,3
0(0,0
10,7
0(0,0
2(1,3
1(0,7
0(0,0
3(1,9
0(0,0
3(1,9

—_— o o~ e~ e s sy sy~~~
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DRB1*11/DRB1*14
DRB1*11/DRB1*15
DRB1*11/DRB1*16
DRB1*12/DRB1*13
DRB1*12/DRB1*15
DRB1*13/ DRB1*13
DRB1*13/DRB1*14
DRB1*13/DRB1*15
DRB1*13/DRB1*16
DRB1*14/ DRB1*14
DRB1*14/ DRB1*15
DRB1*14/ DRB1*16
DRB1*15/DRB1*04
DRB1*15/DRB1*15
DRB1*15/DRB1*16

DRB1*16/DRB1*16
Total

1(0,7) 2(1,4)
6 (3,9) 8 (5,5)
3(1,9) 2(1,4)
0(0,0) 1(0,7)
0(0,0) 1(0,7)
2(1,3) 5 (3,4)
1(0,7) 1(0,7)
6 (3,9) 4(2,8)
3(1,9) 0(0,0)
0(0,0) 1(0,7)
1(0,7) 1(0,7)
2(1,3) 1(0,7)
1(0,7) 0(0,0)
1(0,7) 0 (0,0)
0(0,0) 1(0,7)
1(0,7) 0 (0,0)

154 (100) 145 (100)
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APENDICE 4 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS DE VARIANTES ALELICAS
DE HLA-DRB1 EM ALTA RESOLUGAO

TABELA 14: FREQUENCIAS GENOTIPICAS EM ALTA RESOLUGCAO DOS ALELOS DE HLA-
DRB1, EM PACIENTES E CONTROLES

GENOTIPO PACIENTES (N=154)  CONTROLES (N = 145)

N (%) N (%)
DRB1*01:01/ DRB1*01:01 1(0,7) 0 (0,0)
DRB1*01:01/DRB1*01:03 0 (0,0) 1(0,7)
DRB1*01:01/DRB1*03:01 1(0,7) 4 (2,8)
DRB1*01:01/DRB1*04:01 1(0,7) 0(0,0)
DRB1*01:01/DRB1*04:02 0 (0,0) 1(0,7)
DRB1*01:01/DRB1*04:04 1(0,7) 0(0,0)
DRB1*01:01/DRB1*04:05 1(0,7) 0 (0,0)
DRB1*01:01/DRB1*04:08 1(0,7) 0(0,0)
DRB1*01:01/DRB1*07:01 1(0,7) 1(0,7)
DRB1*01:01/DRB1*08:01 1(0,7) 0(0,0)
DRB1*01:01/DRB1*08:02 0(0,0) 1(0,7)
DRB1*01:01/DRB1*08:07 0(0,0) 2 (1,4)
DRB1*01:01/DRB1*11:01 4 (2,6) 0 (0,0)
DRB1*01:01/DRB1*11:02 0(0,0) 1(0,7)
DRB1*01:01/DRB1*13:01 0(0,0) 1(0,7)
DRB1*01:01/DRB1*14:01 0(0,0) 1(0,7)
DRB1*01:01/DRB1*14:02 1(0,7) 0(0,0)
DRB1*01:01/DRB1*15:01 1(0,7) 0 (0,0)
DRB1*01:01/DRB1*15:03 1(0,7) 0 (0,0)
DRB1*01:01/DRB1*16:02 1(0,7) 0 (0,0)
DRB1*01:02/DRB1*07:01 1(0,7) 1(0,7)
DRB1*01:02/DRB1*08:02 0(0,0) 1(0,7)
DRB1*01:02/DRB1*08:07 1(0,7) 1(0,7)
DRB1*01:02/DRB1*09:01 1(0,7) 0 (0,0)
DRB1*01:02/DRB1*10:01 1(0,7) 0 (0,0)
DRB1*01:02/DRB1*11:01 0(0,0) 1(0,7)
DRB1*01:02/DRB1*13:01 0(0,0) 4(2,8)
DRB1*01:02/DRB1*13:02 0(0,0) 1(0,7)



DRB1*01:03/DRB1*07:01
DRB1*01:03/DRB1*09:01
DRB1*01:03/DRB1*08:07
DRB1*01:03/DRB1*01:22
DRB1*03:01/ DRB1*03:01
DRB1*03:01/DRB1*03:15
DRB1*03:01/DRB1*04:01
DRB1*03:01/DRB1*04:04
DRB1*03:01/DRB1*07:01
DRB1*03:01/DRB1*08:02
DRB1*03:01/DRB1*11:01
DRB1*03:01/DRB1*11:04
DRB1*03:01/DRB1*11:08
DRB1*03:01/DRB1*13:01
DRB1*03:01/DRB1*13:02
DRB1*03:01/DRB1*13:05
DRB1*03:01/DRB1*14:39
DRB1*03:01/DRB1*15:01
DRB1*03:01/DRB1*15:03
DRB1*03:01/DRB1*16:01
DRB1*03:01/DRB1*16:02
DRB1*03:02/DRB1*04:11
DRB1*03:02/DRB1*11:01
DRB1*03:02/DRB1*11:03
DRB1*03:02/DRB1*15:01
DRB1*03:02/DRB1*16:01
DRB1*03:53/DRB1*07:01
DRB1*03:57/DRB1*14:02
DRB1*04:01/DRB1*04:11
DRB1*04:01/DRB1*07:01
DRB1*04:01/DRB1*07:15
DRB1*04:01/DRB1*09:01

DRB1*04:01/DRB1*11:01
DRB1*04:01/DRB1*13:01

0(0,0
1(0,7
1(0,7
1(0,7
1(0,7
1(0,7
1(0,7

~_— O~ ~— ~— ~— ~ ~ ~

1(0,7
42,6
1(0,7
0(0,0
0(0,0
10,7
2(1,3
10,7
0(0,0
0(0,0
10,7
0(0,0
0(0,0
2(1,3
1(0,7
0(0,0
0(0,0
10,7
0(0,0
0(0,0
0(0,0
10,7
10,7
1(0,7
10,7
1(0,7
0(0,0

—_— e O~ O~ e e~ e e e s s~ —
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DRB1*04:01/DRB1*14:01
DRB1*04:01/DRB1*15:02
DRB1*04:02/DRB*07:01

DRB1*04:02/DRB1*09:01
DRB1*04:02/DRB1*14:01
DRB1*04:03/DRB1*07:01
DRB1*04:03/DRB1*08:04
DRB1*04:03/DRB1*11:04
DRB1*04:03/DRB1*15:01
DRB1*04:04/ DRB1*04:04
DRB1*04:04/DRB1*04:11
DRB1*04:04/DRB1*07:01
DRB1*04:04/DRB1*08:01
DRB1*04:04/DRB1*08:04
DRB1*04:04/DRB1*11:01
DRB1*04:04/DRB1*11:04
DRB1*04:04/DRB1*13:01
DRB1*04:04/DRB1*15:01
DRB1*04:04/DRB1*15:02
DRB1*04:04/DRB1*16:01
DRB1*04:05/DRB1*04:11
DRB1*04:05/DRB1*07:01
DRB1*04:05/DRB1*08:02
DRB1*04:05/DRB1*11:01
DRB1*04:05/DRB1*13:01
DRB1*04:05/DRB1*13:02
DRB1*04:05/DRB1*14:01
DRB1*04:05/DRB1*15:01
DRB1*04:05/DRB1*15:87
DRB1*04:05/DRB1*16:01
DRB1*04:06/DRB1*15:02
DRB1*04:06/DRB1*16:02

DRB1*04:07/DRB1*04:20
DRB1*04:07/DRB1*07:01

1(0,7
1(0,7
1(0,7
1(0,7
0(0,0
2(1,3
1(0,7

—_— O~ ~— ~— ~ ~ ~ ~

0(0,0
2(1,3
1(0,7
0(0,0
1(0,7
10,7
0(0,0
0(0,0
10,7
10,7
10,7
0(0,0
0(0,0
0(0,0
0(0,0
0(0,0
10,7
0(0,0
10,7
10,7
0(0,0
10,7
10,7
0(0,0
10,7
0(0,0
0(0,0

—_— O O~ e~ o~ e e s~~~ ~

1(0,7)

1(0,7)

0 (0,0)
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DRB1*04:07/DRB1*16:02
DRB1*04:08/DRB1*04:11
DRB1*04:08/DRB1*07:01
DRB1*04:08/DRB1*13:02
DRB1*04:08/DRB1*15:03
DRB1*04:10/DRB1*07:01
DRB1*04:11/DRB1*07:01
DRB1*04:11/DRB1*10:01
DRB1*04:11/DRB1*11:01
DRB1*04:11/DRB1*13:01
DRB1*04:11/DRB1*13:02
DRB1*04:110/DRB1*11:04
DRB1*07:01/ DRB1*07:01
DRB1*07:01/DRB1*08:01
DRB1*07:01/DRB1*08:02
DRB1*07:01/DRB1*08:07
DRB1*07:01/DRB1*10:01
DRB1*07:01/DRB1*11:01
DRB1*07:01/DRB1*11:03
DRB1*07:01/DRB1*11:04
DRB1*07:01/DRB1*11:128
DRB1*07:01/DRB1*12:01
DRB1*07:01/DRB1*13:01
DRB1*07:01/DRB1*13:02
DRB1*07:01/DRB1*13:05
DRB1*07:01/DRB1*14:01
DRB1*07:01/DRB1*15:01
DRB1*07:01/DRB1*15:03
DRB1*07:01/DRB1*16:01
DRB1*07:01/DRB1*16:02
DRB1*07:05/DRB1*08:07
DRB1*08:01/DRB1*08:01

DRB1*08:01/DRB1*09:01
DRB1*08:01/DRB1*11:01

1(0,7
1(0,7
1(0,7
1(0,7
1(0,7
1(0,7
3(1,9
1(0,7

~— O~ ~— ~— ~— ~ ~ ~

0(0,0
0(0,0
0(0,0
0(0,0
2(1,3
0(0,0
2(1,3
10,7
0(0,0
10,7
10,7
2(1,3
0(0,0
1(0,7
0(0,0
10,7
0(0,0
3(1,9
5(3,2
10,7
10,7
10,7
0(0,0
0(0,0
1(0,7
0(0,0

P s s s = s D s L s s s s N
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DRB1*08:01/DRB1*13:01
DRB1*08:01/DRB1*13:02
DRB1*08:01/DRB1*15:02
DRB1*08:02/DRB1*10:01
DRB1*08:02/DRB1*13:02
DRB1*08:02/DRB1*14:01
DRB1*08:02/DRB1*16:02
DRB1*08:03/DRB1*11:01
DRB1*08:03/DRB1*13:02
DRB1*08:04/DRB1*11:01
DRB1*08:04/DRB1*13:02
DRB1*08:04/DRB1*15:01
DRB1*08:04/DRB1*15:03
DRB1*08:07/DRB1*03:18
DRB1*08:07/DRB1*09:15
DRB1*08:07/DRB1*11:01
DRB1*08:07/DRB1*15:03
DRB1*09:01/DRB1*11:01
DRB1*09:01/DRB1*11:02
DRB1*09:01/DRB1*11:04
DRB1*09:01/DRB1*13:02
DRB1*09:01/DRB1*15:01
DRB1*09:01/DRB1*15:03
DRB1*09:01/DRB1*16:02
DRB1*10:01/DRB1*13:01
DRB1*10:01/DRB1*14:01
DRB1*10:01/DRB1*15:01
DRB1*10:01/DRB1*15:03
DRB1*10:01/DRB1*16:01
DRB1*10:01/DRB1*16:02
DRB1*11:01/DRB1*11:03
DRB1*11:01/DRB1*11:04

DRB1*11:01/DRB1*13:01
DRB1*11:01/DRB1*13:02

1(0,7
10,7
0(0,0
0(0,0
0(0,0
1(0,7
0(0,0
1(0,7

~_~ O~ ~— ~— ~— ~ ~ ~

2(1,3
0(0,0
1(0,7
0(0,0
10,7
10,7
0(0,0
10,7
10,7
2(1,3
0(0,0
0(0,0
10,7
1(0,7
10,7
0(0,0
10,7
0(0,0
10,7
10,7
0(0,0
10,7
2(1,3
0(0,0
0(0,0
1(0,7

L s s L s s s > s N e s
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DRB1*11:01/DRB1*13:109
DRB1*11:01/DRB1*14:01
DRB1*11:01/DRB1*14:07
DRB1*11:01/DRB1*15:01
DRB1*11:01/DRB1*15:02
DRB1*11:01/DRB1*15:03
DRB1*11:01/DRB1*16:01
DRB1*11:01/DRB1*16:02
DRB1*11:02/DRB1*11:04
DRB1*11:02/DRB1*15:01
DRB1*11:03/DRB1*12:01
DRB1*11:04/DRB1*03:01
DRB1*11:04/DRB1*11:04
DRB1*11:04/DRB1*13:01
DRB1*11:04/DRB1*15:01
DRB1*11:04/DRB1*15:03
DRB1*11:91/DRB1*13:02
DRB1*12:01/DRB1*13:02
DRB1*12:01/DRB1*15:03
DRB1*13:01/DRB1*13:01
DRB1*13:01/DRB1*13:02
DRB1*13:01/DRB1*13:03
DRB1*13:01/DRB1*14:02
DRB1*13:01/DRB1*15:03
DRB1*13:01/DRB1*15:22
DRB1*13:01/DRB1*16:02
DRB1*13:02/ DRB1*13:02
DRB1*13:02/DRB1*14:02
DRB1*13:02/DRB1*15:01
DRB1*13:02/DRB1*15:02
DRB1*13:02/DRB1*16:01
DRB1*13:03/DRB1*15:02

DRB1*13:05/DRB1*15:01
DRB1*14:01/DRB1*14:02

1(0,7
10,7
0(0,0
4(2,6
0(0,0
1(0,7
0(0,0
3(1,9

—_— O~ ~ ~ ~— ~ ~ ~

0(0,0
0(0,0
0(0,0
0(0,0
1(0,7
1(0,7
1(0,7
0(0,0
0(0,0
0(0,0
0(0,0
1(0,7
0(0,0
0(0,0
0(0,0
2(1,3
0(0,0
1(0,7
1(0,7
1(0,7
1(0,7
1(0,7
2(1,3
1(0,7
1(0,7

(0,0)

P L N s s s s s N 2 D 2 s s
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DRB1*14:01/DRB1*15:03

DRB1*14:01/DRB1*16:02

DRB1*15:01/DRB1*04:01

DRB1*15:01/DRB1*15:42

DRB1*15:03/DRB1*16:02

DRB1*16:01/DRB1*16:02
Total

1(0,7)
2(1,3
1(0,7
1(0,7
0(0,0
1(0,7
154 (100)

)
)
)
)
)

1(0,7)
1(0,7)
0(0,0)
0(0,0)
1(0,7)
0(0,0)

145 (100)
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APENDICE 5 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS DOS AMINOACIDOS
ENCONTRADOS NA POSIGAO 71 DE HLA-DRB1

TABELA 15: FREQUENCIAS GENOTIPICAS EM ALTA RESOLUGAO DOS ALELOS DE HLA-
DRB1, EM PACIENTES E CONTROLES

GENOTIPO PACIENTES (N = 159) CONTROLES (N = 148)
N (%) N (%)
Ala/Ala 6 (3,8) 2 (1,4)
Ala/Arg 23 (14,5) 7 (11,5)
Ala/Glu 5(3,1) 5(3,4)
Ala/Lys 6 (3,8) 4(2,7)
Ala/Treo 1(0,6) 3(2,0)
Arg/Arg 64 (40,3) 55 (37,2)
Arg/Glu 24 (15,1) 27 (18,2)
Glu/Glu 6 (3,8) 10 (6,8)
Glu/Lys 3(1,9) 3(2,0)
Lys/Arg 13 (8,2) 14 (9,5)
Lys/Lys 8 (5,0) 8 (5,4)

Total 159 148 (100)
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ANEXO 1 - APROVAGAO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

55108 OF FUGAL § 103483

Curitiba, 27 de outubro de 2009,

Patricia Pinho de Franga
Pesquisadora Responsdvel

Prezada Pesquisadora,

Gostariamos de informar que o projeto de pesquisa intitulado como: *“Polimorfismos
genéticos ¢ expressio de genes relacionados ao sistema imunc e aa ciclo celular no
carcinoma uterine associado & fufecedio pelo papilomavirus humane”, cujo nimero de
protocolo € P.P. n° 1943 ¢ tem eomo pesquisadora responsavel V. Sa. foi avaliado pelo Comité
de Etica em Pesquisa ¢ foi aprovado.

a} Projeto reapresentado ¢ sem restriges.

Sem” mais agradecemos a atengio e colocamo-nos & disposicio para maiores
esclarecimentos.

Atenciosame
Membres do
Ana Paula Hey ~
% Aria Cristing Miquez R Nutrisionsta
Argdrai Ledte de Morais - Midic
Asiovaido Donizatli de Abreu -
Clarice Nang Yamansuchi

Joy Gamen Longhd ~ Farmacdutica

dordan Zaneti Silva - Médico

Jose Carios L i e Empre
Luiz Antonis Negriio Dizss - Médizo

Méreia Bobak - Enfermeis

Edence de Olivaira Santara - Enformeira Marina Lopes Carios - Nutrizionista

Fabrici Marsll de Civeira - Madico Ricarde isaias Testoni - Enformelo

Filltna Martignago - Nulrics Rodrigo Leife de Marais - Aédico

Geovana Cristing 5 Sylvestre - Enformeirs Tindleo Burges de Dampas - Menibro da comunidada.

fotanga do Assis Galvda

Arsérica. Curiliba-PRErasl CEP 21520060
e srastogeetier Com br
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

a)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa intitulada “A
investigacdo de polimorfismos genéticos em tecido normal e tecido
cervical neoplasico como marcadores do desenvolvimento e progressao
do cancer do colo do Utero”. E através da pesquisa cientifica que avancos
meédicos sdo possiveis e, portanto a sua participacdo € de importancia

fundamental.

O objetivo principal do trabalho presente € a investigacdo de certas
caracteristicas do sistema imune que sdo capazes de eliminar o virus do
papiloma humano (o HPV) na grande maioria das mulheres. O HPV é
transmitido durante a relacdo sexual sem protecdo e, na maioria das
mulheres, o0 mesmo € eliminado pelo sistema imune. Entretanto, em
algumas mulheres a infeccdo pelo HPV pode perdurar levando a
alteracbes detectaveis pelo Exame de Papanicolaou, ou até mesmo ao
cancer do colo do utero. A participacdo de mulheres livres de doencga e
infectadas pelo HPV é de grande importadncia para atingir um
entendimento fundamental e possivelmente o desenvolvimento de

métodos de diagnosticos novos, vacinas e novas drogas.

Se vocé decidir participar desta pesquisa, além do Exame de
Papanicolaou para o qual vocé foi referida a este Hospital, as suas células
cervicais serado testadas para a presengca do HPV. Além, vocé sera
convidada a doar 10mL de sangue a ser coletado com material estéril e a

preencher um questionario breve.

Vocé pode ser positiva para a infeccdo pelo HPV e ter o resultado do
Exame de Papanicolaou normal. Se o seu resultado for positivo para HPV,

sera oferecido a vocé o gerenciamento de rotina e exames repetidos.
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e) N&o ha riscos para vocé além daqueles pertinentes a coleta rotineira de

sangue.

f) E seu direito ter toda informacdo referente & sua participacdo e os
resultados de todos os exames realizados com as suas amostras a

qualquer hora.

g) A sua participagédo neste estudo é voluntaria.

h) O material relacionado a pesquisa sera acessivel somente aos
pesquisadores diretamente envolvidos na pesquisa e pelas autoridades
legais. Se qualquer informacgao vier a ser publicada ela sera codificada e,
portanto a sua confidencialidade sera mantida. Acesso aos resultados a
terceiros nao sera permitido, incluindo empregador, supervisores,
companhias de seguro, etc. Uma aliquota do seu DNA extraido das suas
células cervicais sera enviada ao Laboratoério de Epidemiologia Molecular
da “Universita degli Studi di Torino” (Italia) para a analise da infecgéo pelo
HPV e o status de metilacdo do HLA-G.

i) Nao cabera qualquer custo a vocé quanto aos procedimentos e exames

realizados nesta pesquisa.

j) Pela sua participagdo neste estudo vocé nao recebera qualquer

pagamento.

k) Os pesquisadores responsaveis por este projeto sao prof.2 Dr.2 Maria
da Graga Bicalho, tel.: (41) 3361-1729 (laboratério), (41) 9973-5855 (celular),
prof. Dr. Newton Sérgio de Carvalho (41) 3335-7474 e Dr. Carlos Alfonso Maestri
41) 3361-5000 e na ltalia o prof. Franco Merletti (tel.: +39 011 633430606),
Chefe da Unidade de Epidemiologia do Cancer, “Universita degli Studi di Torino”.
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Eu, li o texto acima e

compreendi a natureza e o objetivo da pesquisa para a qual eu fui convidada a
participar. A explicacdo recebida enfatizou o fato de eu precisar doar uma
amostra de sangue e material do colo de utero e de que eu sou livre de
interromper minha participacado a qualquer momento que eu decida fazé-lo sem
que isto prejudique qualquer acompanhamento médico na Instituicdo onde estou
consultando.

Eu voluntariamente concordo em participar desta pesquisa.

/ /

Paciente/Controle Assinatura Data Pesquisador
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ANEXO 3 — QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

HPV. Cancer Cervical, Estudo do HLA-G

***Teve relagdo sexual nas ultimas 24h? Se positivo excluir do estudo.
Questionario para avaliagao dos fatores de risco.

ID: Nome:

Data de nascimento:
RG/CPF:

1. ldade em que ocorreu a primeira relagao sexual (anos) |_|_|
2 Numero de parceiros sexuais desde o inicio da atividade sexual |_|_|
3. Uso de hormdnios contraceptivos:

a) Faz uso de hormdnios contraceptivos (presente) Sim |_| Nao |_|Fez

uso? Qual (is):

b) lIdade em que iniciou o uso |_|_|

c) Tempo de uso do anticoncepcional durante a vida |_|_|

4. Numero de gestagdes |_|_|

a) ldade ao primeiro parto |_|_|

5 Escolaridade: (_) Ens. Fundam. Incomp. (_) Ens. Médio. Incomp. (_) Ens.
Superior Incomp. (_) Ens. Fund. Comp. (_) Ens. Médio Comp. (_) Ens.

Supeior Comp.

6. Etnia: () Branco () Preto () Pardo () Asiatico

7. Fumante
a) Sim|_|
b) Ex-fumante |_|
¢) Nunca |_|

c.1) Fuma ha quanto tempo? (anos) |_|_|
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c.2) Cigarros/dia |_|_|

b.1) Parou ha quanto tempo? (anos) |_|_|
b.2) Fumou por quanto tempo? (anos) |_|_|
b.3) Cigarros/dia |_|_|

8 Quando foi o ultimo preventivo? |_|_|

Més ano

9. Apresentou alguma citologia oncética (PREVENTIVO) alterada? Sim |_|

Nao |_|

10. Numero de parceiros sexuais nos ultimos 12 meses |_|_|

11. Uso de preservativo nos ultimos 12 meses:

i. Regular |_| ii. Ocarional |_| iii. Nunca |_|

12 Usuaria de DIU |_| sim |_| ndo

Se retirou o DIU, a quanto nao faz mais uso |_|_| anos

13. Antecedentes de DST
a. Temou tevealguma DST*? Sim|_| Nao |_|
*nao considerar se a paciente estiver no momento emtratamento para

leséo de alto grau.

14. Cauterizacao:
a) Ja teve alguma cauterizacao?
Nao |_|

Sim|_| Colo |_| Vagina|_| Vulva |_| Anus|_|

15. Quantas citologias oncdticas (preventivo) foram feitos durante a vida? |_

Entrevistador:
Data:
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ANEXO 4 - ALELOS CONTEMPLADOS PELAS SONDAS QUE HIBRIDIZAM
NO CODON 156 DE HLA-B

Sonda #036 (B474G-29): [111----D-S-117 + 154----A158] (arginina): B*07:17,
B*07:22, B*07:55, B*07:100, B*08:11, B*08:49, B*08:70, B*08:71, B*13:10,
B*13:26, B*14:03, B*15:07, B*15:45, B*15:68, B*15:126, B*15:147, B*15:207,
B*18:13, B*18:30, B*18:74N, B*18:78, B*27:83, B*35:01, B*35:04, B*39:47,
B*39:50, B*40:28, B*41:24, B*42:10, B*42:17, B*44:36, B*44:62, B*44:179,
B*46:12, B*46:42, B*48:19, B*51:04, B*51:29, B*51:56, B*51:82, B*51:86,
B*51:138, B*51:139, B*52:24, B*53:15, B*53:28.

Sonda #569 (B148): 153 157 (arginina): B*07:02, B*07:03, B*07:05, B*07:06,
B*07:07, B*07:08, B*07:09, B*07:10, B*07:11, B*07:12, B*07:13, B*07:14,
B*07:15, B*07:16, B*07:17, B*07:18, B*07:20, B*07:21, B*07:22, B*07:23,
B*07:24, B*07:27, B*07:28, B*07:29, B*07:30, B*07:31, B*07:32, B*07:33,
B*07:35, B*07:36, B*07:37, B*07:38, B*07:39, B*07:40, B*07:41, B*07:42,
B*07:44, B*07:45, B*07:46, B*07:47, B*07:49N, B*07:50, B*07:51, B*07:52,
B*07:53, B*07:54, B*07:56, B*07:57, B*07:58, B*07:59, B*07:60, B*07:61,
B*07:62, B*07:63, B*07:64, B*07:65, B*07:67N, B*07:68, B*07:69, B*07:70,
B*07:71, B*07:72, B*07:73, B*07:74, B*07:75, B*07:76, B*07:77, B*07:78,
B*07:79, B*07:81, B*07:82, B*07:83, B*07:84, B*07:85, B*07:86, B*07:87,
B*07:88, B*07:89, B*07:90, B*07:91, B*07:92, B*07:93, B*07:94, B*07:95,
B*07:96, B*07:97, B*07:98, B*07:99, B*07:101, B*07:102, B*07:103, B*07:104,
B*07:105, B*07:106, B*07:107, B*07:108, B*07:109, B*07:110, B*07:111N,
B*07:112, B*07:113, B*07:114, B*07:115, B*07:116, B*07:117, B*07:118,
B*07:119, B*07:120, B*07:121, B*07:122, B*07:123, B*07:125, B*07:126,
B*07:127, B*07:128, B*07:129, B*07:130, B*07:132, B*07:133, B*07:134,
B*07:135N, B*07:136, B*07:137, B*07:138, B*07:139, B*07:140, B*07:141,
B*07:142, B*07:143, B*07:144, B*07:145, B*07:148, B*07:149, B*07:150,
B*07:151, B*07:152, B*07:153, B*07:154, B*07:155, B*07:156, B*07:157,
B*07:158, B*07:159, B*07:160, B*07:161N, B*07:162, B*07:163, B*07:165,
B*07:166, B*07:167N, B*07:168, B*07:169, B*07:170, B* 07:171, B*07:172,
B*07:173, B*07:174, B*07:175, B*07:176, B*07:177, B*07:179, B*07:180,
B*07:181N, B*07:182N, B*07:183, B*07:184, B*07:185, B*07:186, B*07:187,
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B*07:188, B*07:189, B*07:190, B*07:191, B*07:192, B*07:193, B*07:194,
B*07:195, B*07:196, B*07:197, B*07:198, B*08:20, B*08:40, B*08:79, B*13:18,
B*14:03, B*15:47, B*15:49, B*15:65, B*15:84, B*15:99, B*15:221, B*15:237,
B*18:13, B*18:21, B*18:30, B*27:45, B*35:08, B*35:18, B*35:45, B*35:61,
B*35:66, B*35:80, B*35:99, B*35:100, B*35:105, B*35:142, B*35:156, B*35:158,
B*35:164, B*35:172, B*35:174, B*35:176, B*35:187, B*35:192, B*35:206,
B*35:225, B*35:229, B*35:232, B*37:07, B*39:08, B*39:11, B*39:33, B*40:15,
B*40:16, B*40:23, B*40:32, B*40:98, B*40:128, B*40:161, B*40:198, B*44:04,
B*44:28, B*44:56N, B*44:76, B*44:150, B*46:03, B*48:05, B*48:08, B*51:05,
B*51:29, B*51:54, B*51:82, B*52:24, B*53:11, B*53:16, B*53:24, B*54:10,
B*54:20, B*55:09, B*55:37, B*55:52, B*57:02, B*57:04, B*57:05, B*57:12,
B*57:13, B*57:19, B*57:28N, B*57:30, B*57:42, B*57:63, B*58:22.

Sonda #061(B863G-7): [113-N-F-117 + 155---A158] (leucina): B*07:12,
B*07:18, B*07:90, B*07:115, B*07:140, B*07:153, B*08:14, B*08:48, B*14:03,
B*15:203, B*18:56, B*27:15, B*27:28, B*27:50, B*27:62, B*27:71, B*35:34,
B*35:45, B*35:65Q, B*35:71, B*39:23, B*39:44, B*40:38, B*40:120, B*40:132,
B*40:178, B*40:222, B*41:21, B*44:17, B*44:21, B*44:31, B*44:43, B*44:124,
B*44:144, B*45:09, B*47:08, B*53:22, B*58:07.
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ANEXO 5 - ALELOS CONTEMPLADOS PELAS SONDAS QUE HIBRIDIZAM
NO CODON 13 DE HLA-DRB1

Sonda #041: (OLR4333): 9 ------- 16 (fenilalanina): DRB1*01:01, DRB1*01:02,
DRB1*01:03, DRB1*01:04, DRB1*01:05, DRB1*01:06, DRB1*01:07,
DRB1*01:08, DRB1*01:09, DRB1*01:10, DRB1*01:11, DRB1*01:12,
DRB1*01:13, DRB1*01:14, DRB1*01:15, DRB1*01:16, DRB1*01:17,
DRB1*01:18, DRB1*01:19, DRB1*01:20, DRB1*01:21, DRB1*01:23,
DRB1*01:24, DRB1*01:25, DRB1*01:26, DRB1*01:27, DRB1*01:28,
DRB1*01:29, DRB1*01:30, DRB1*01:31, DRB1*01:32, DRB1*01:34,
DRB1*01:35, DRB1*01:36, DRB1*01:37, DRB1*01:38, DRB1*01:41,
DRB1*01:42, DRB1*01:43, DRB1*01:44, DRB1*01:45.

Sonda #072 (OLR4020LT): 9EEV----16 (fenilalanina): DRB1*10:01,
DRB1*10:02, DRB1*10:03, DRB1*10:04.

Sonda #065 (OLR4335): 9K-D----16 (fenilalanina): DRB1*09:01, DRB1*09:02,
DRB1*09:03, DRB1*09:04, DRB1*09:05, DRB1*09:06, DRB1*09:08,
DRB1*09:09, DRB1*09:10, DRB1*09:11, DRB1*09:13, DRB1*09:14,
DRB1*09:15, DRB1*09:16, DRB1*09:17.



110

ANEXO 6 - ALELOS CONTEMPLADOS PELAS SONDAS QUE HIBRIDIZAM
NA POSIGAO 71 DE HLA-DRB1

Sonda #011 (OLR4041LT): 65 ----D-71 (arginina): DRB1*01:23, DRB1*04:58,

DRB1*08:13, DRB1*08:48, DRB1*11:08, DRB1*11:42, DRB1*11:57,
DRB1*11:64, DRB1*12:12, DRB1*13:25, DRB1*13:56, DRB1*13:60,
DRB1*13:119, DRB1*13:134, DRB1*14:03, DRB1*14:12, DRB1*14:40,
DRB1*14:69, DRB1*14:74, DRB1*14:77, DRB1*14:84, DRB1*14:85,
DRB1*14:98, DRB1*14:102, DRB1*14:115, DRB1*14:116, DRB1*16:02,
DRB1*16:10, DRB1*16:11, DRB1*16:12, DRB1*16:14, DRB1*16:16,

DRB1*16:17, DRB1*16:18, DRB1*16:19.

Sonda #018 (DR109G): [69-----73 + 84-----88] (arginina): DRB1*01:01,
DRB1*01:05, DRB1*01:07, DRB1*01:08, DRB1*01:11, DRB1*01:13,
DRB1*01:14, DRB1*01:17, DRB1*01:18, DRB1*01:19, DRB1*01:21,
DRB1*01:22, DRB1*01:24, DRB1*01:25, DRB1*01:27, DRB1*01:28,
DRB1*01:30, DRB1*01:31, DRB1*01:32, DRB1*01:33N, DRB1*01:37,
DRB1*01:38, DRB1*01:40N, DRB1*01:41, DRB1*01:45, DRB1*04:05,
DRB1*04:07, DRB1*04:17, DRB1*04:19, DRB1*04:20, DRB1*04:28,
DRB1*04:29, DRB1*04:30, DRB1*04:31, DRB1*04:43, DRB1*04:45,
DRB1*04:57, DRB1*04:61, DRB1*04:74, DRB1*04:77, DRB1*04:80,
DRB1*04:83, DRB1*04:84, DRB1*04:87, DRB1*04:89, DRB1*04:90,
DRB1*04:92, DRB1*04:102, DRB1*04:103, DRB1*04:104, DRB1*04:107,
DRB1*10:04, DRB1*11:26, DRB1*13:86, DRB1*14:02, DRB1*14:09,
DRB1*14:13, DRB1*14:30, DRB1*14:41, DRB1*14:47, DRB1*14:48,
DRB1*14:49, DRB1*14:51, DRB1*14:89, DRB1*14:94, DRB1*14:119,
DRB1*15:27, DRB1*15:34.

Sonda #019  (OLR4723): 70------ 75 (arginina): DRB1*01:01, DRB1*01:02,
DRB1*01:04, DRB1*01:05, DRB1*01:07, DRB1*01:08, DRB1*01:11,
DRB1*01:13, DRB1*01:14, DRB1*01:18, DRB1*01:19, @ DRB1*01:20,
DRB1*01:21, DRB1*01:22, DRB1*01:24, DRB1*01:25, DRB1*01:26,
DRB1*01:27, DRB1*01:28, DRB1*01:30, DRB1*01:31, DRB1*01:32,
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DRB1*01:33N, DRB1*01:34, DRB1*01:35, DRB1*01:36, DRB1*01:37,
DRB1*01:38, DRB1*01:40N, DRB1*01:41, DRB1*01:43, DRB1*01:44,
DRB1*01:45, DRB1*04:04, DRB1*04:05, DRB1*04:08 DRB1*04:10,
DRB1*04:19, DRB1*04:23, DRB1*04:28, DRB1*04:29, DRB1*04:30,
DRB1*04:40, DRB1*04:42, DRB1*04:43, DRB1*04:44, DRB1*04:45,
DRB1*04:56, DRB1*04:57, DRB1*04:61, DRB1*04:68, DRB1*04:70,
DRB1*04:77, DRB1*04:79, DRB1*04:80, DRB1*04:83, DRB1*04:84,
DRB1*04:87, DRB1*04:89, DRB1*04:90, DRB1*04:104, DRB1*04:107,
DRB1*10:04, DRB1*11:26, DRB1*11:34, DRB1*13:44, DRB1*13:86,
DRB1*14:02, DRB1*14:06, DRB1*14:09, DRB1*14:13, DRB1*14:17,
DRB1*14:20, DRB1*14:29, DRB1*14:30, DRB1*14:41, DRB1*14:47,
DRB1*14:48, DRB1*14:49, DRB1*14:52, DRB1*14:80, DRB1*14:83,
DRB1*14:94, DRB1*14:108, DRB1*14:119, DRB1*14:121, DRB1*15:27,
DRB1*15:34, DRB1*15:54, DRB1*15:66.

Sonda #022 (DR235): 66----R-71 (arginina): DRB1*01:29, DRB1*04:24,
DRB1*04:69, DRB1*04:78, DRB1*04:101, DRB1*09:04, DRB1*10:01,
DRB1*10:02, DRB1*10:03, DRB1*11:13, DRB1*11:17, DRB1*11:52,
DRB1*14:01, DRB1*14:04, DRB1*14:05, DRB1*14:07, DRB1*14:08,
DRB1*14:10, DRB1*14:11, DRB1*14:14, DRB1*14:18, DRB1*14:23,
DRB1*14:26, DRB1*14:28, DRB1*14:31, DRB1*14:32, DRB1*14:34,
DRB1*14:35, DRB1*14:36, DRB1*14:38, DRB1*14:39, DRB1*14:42,
DRB1*14:43, DRB1*14:44, DRB1*14:44, DRB1*14:50, DRB1*14:54,
DRB1*14:55, DRB1*14:56, DRB1*14:58, DRB1*14:59, DRB1*14:60,
DRB1*14:61, DRB1*14:62, DRB1*14:64, DRB1*14:65, DRB1*14.68,
DRB1*14:70, DRB1*14:71, DRB1*14:72, DRB1*14:75, DRB1*14:81,
DRB1*14:82, DRB1*14:86, DRB1*14:87, DRB1*14:88, DRB1*14:90,
DRB1*14:91, DRB1*14:92N, DRB1*14:93, DRB1*14:95, DRB1*14:96,
DRB1*14:97, DRB1*14:99, DRB1*14:100, DRB1*14:101, DRB1*14:103,
DRB1*14:104, DRB1*14:110, DRB1*14:112, DRB1*14:113, DRB1*14:114,
DRB1*14:117, DRB1*14:118.

Sonda #023 (OLR4043LT): 69-D----74 (arginina): DRB1*01:23, DRB1*04:47,
DRB1*04:53, DRB1*04:82, DRB1*04:99, DRB1*08:25, DRB1*11:01,
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DRB1*11:04, DRB1*11:19, DRB1*12:01, DRB1*12:02, @ DRB1*12:03,
DRB1*12:04, DRB1*12:05, DRB1*12:06, DRB1*12:08, DRB1*12:09,
DRB1*12:10, DRB1*12:11, DRB1*12:12, DRB1*12:13, DRB1*12:14,
DRB1*12:15, DRB1*12:17, DRB1*12:18, DRB1*12:19, DRB1*12:20,
DRB1*12:21, DRB1*12:22, DRB1*12:23, DRB1*12:24N, DRB1*12:25,
DRB1*12:26, DRB1*12:27, DRB1*12:28, DRB1*12:29, DRB1*12:30,
DRB1*12:31N, DRB1*12:32, DRB1*12:33, DRB1*12:34, DRB1*12:35,
DRB1*13:26, DRB1*13:60, DRB1*13:77, DRB1*16:01, DRB1*16:02,
DRB1*16:05, DRB1*16:07, DRB1*16:08, DRB1*16:09, DRB1*16:10,
DRB1*16:11, DRB1*16:12, DRB1*16:13N, DRB1*16:14, DRB1*16:15,
DRB1*16:16, DRB1*16:17, DRB1*16:19.

Sonda #029 (DR108G): [56-S---60 + 68-----72] (arginina): DRB1*04:05,
DRB1*04:10, DRB1*04:11, DRB1*04:17, DRB1*04:28, DRB1*04:29,
DRB1*04:30, DRB1*04:45, DRB1*04:48, DRB1*04:77, DRB1*04:80,
DRB1*04:83, DRB1*04:84, DRB1*04:87, DRB1*04:89, DRB1*04:90,
DRB1*04:91, DRB1*04:103, DRB1*04:104, DRB1*04:107, DRB1*04:116,
DRB1*04:126, DRB1*04:131, DRB1*04:137, DRB1*04:147, DRB1*04:152,
DRB1*14:13.

Sonda #047 (OLR4134): 66-I--D—72 (arginina): DRB1*04:12, DRB1*04:18,
DRB1*04:53, DRB1*04:82, DRB1*04:86, DRB1*04:99, DRB1*08:03,
DRB1*08:10, DRB1*08:12, DRB1*08:14, DRB1*08:15, DRB1*08:18,
DRB1*08:19, DRB1*08:23, DRB1*08:25, DRB1*08:27, DRB1*08:29,
DRB1*08:30, DRB1*08:32, DRB1*08:33, DRB1*08:34, DRB1*08:35,
DRB1*08:36, DRB1*08:37, DRB1*08:38, DRB1*08:45, DRB1*08:46,
DRB1*08:47, DRB1*08:49, DRB1*11:18, DRB1*11:19, DRB1*11:31, DRB1*11:45,
DRB1*11:119, DRB1*12:01, DRB1*12:03, DRB1*12:04, DRB1*12:05,
DRB1*12:06, DRB1*12:08, DRB1*12:09, DRB1*12:10, DRB1*12:11,
DRB1*12:14, DRB1*12:17, DRB1*12:22, DRB1*12:24N, DRB1*12:25,
DRB1*12:28, DRB1*12:29, DRB1*12:30, DRB1*12:34, DRB1*12:35,
DRB1*13:06, DRB1*13:12, DRB1*13:13, DRB1*13:30, DRB1*13:58,
DRB1*13:77, DRB1*13:82, DRB1*13:118, DRB1*14.:63,



DRB1*14:67,
DRB1*16:07.

Sonda #048
DRB1*01:04,
DRB1*01:13,
DRB1*01:20,
DRB1*01:26,
DRB1*01:32,
DRB1*01:38,
DRB1*01:45,
DRB1*04:07,
DRB1*04:19,
DRB1*04:29,
DRB1*04:41,
DRB1*04:46,
DRB1*04:55,
DRB1*04:61,
DRB1*04:77,
DRB1*04:85,
DRB1*04:91,
DRB1*04:96,
DRB1*10:04,
DRB1*14:02,
DRB1*14:20,
DRB1*14:47,

(OLR4045) 68

DRB1*14:78,

DRB1*01:05,
DRB1*01:14,
DRB1*01:21,
DRB1*01:27,
DRB1*01:33N,
DRB1*01:40N,
DRB1*04:03,
DRB1*04:08,
DRB1*04:20,
DRB1*04:30,
DRB1*04:42,
DRB1*04:49,
DRB1*04:56,
DRB1*04:68,
DRB1*04:79,
DRB1*04:87,
DRB1*04:92,

DRB1*04:102,

DRB1*11:26,
DRB1*14:06,
DRB1*14:29,
DRB1*14:48,

DRB1*15:17N,

DRB1*01:07,
DRB1*01:17,
DRB1*01:22,
DRB1*01:28,

DRB1*01:34,
DRB1*01:41,

DRB1*04:04,
DRB1*04:10,
DRB1*04:23,
DRB1*04:31,
DRB1*04:43,
DRB1*04:50,
DRB1*04:57,
DRB1*04:70,
DRB1*04:80,
DRB1*04:88,
DRB1*04:93,
DRB1*04:103,
DRB1*11:34,
DRB1*14:09,
DRB1*14:30,
DRB1*14:49,

73 (arginina): DRB1*01:01,
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DRB1*15:21, DRB1*16:05,
DRB1*01:02,

DRB1*01:08, DRB1*01:11,
DRB1*01:18, DRB1*01:19,
DRB1*01:24, DRB1*01:25,
DRB1*01:30, DRB1*01:31,
DRB1*01:35, DRB1*01:37,
DRB1*01:43, DRB1*01:44,
DRB1*04:05, DRB1*04:06,
DRB1*04:11, DRB1*04:17,
DRB1*04:27, DRB1*04:28,
DRB1*04:39, DRB1*04:40,
DRB1*04:44, DRB1*04:45,
DRB1*04:51, DRB1*04:52,
DRB1*04:59, DRB1*04:60,
DRB1*04:71, DRB1*04:74,
DRB1*04:83, DRB1*04:84,
DRB1*04:89, DRB1*04:90,
DRB1*04:94N, DRB1*04:95,
DRB1*04:104, DRB1*04:107,
DRB1*13:44, DRB1*13:86,
DRB1*14:13, DRB1*14:17,
DRB1*14:33, DRB1*14:41,
DRB1*14:51, DRB1*14:52,

DRB1*14:80, DRB1*14:83, DRB1*14:89, DRB1*14:94, DRB1*14:106, 14:108,

DRB1*14:119,

DRB1*15:66.

DRB1*14:121,

DRB1*15:27,

DRB1*15:34, DRB1*15:54,

Sonda #049 (OLR4088LT): 66-F--D—72 (arginina): DRB1*04:18, DRB1*04:25,

DRB1*04:55,

DRB1*04:58,

DRB1*08:04,

DRB1*08:20, DRB1*08:28,

DRB1*13:18, DRB1*14:12, DRB1*14:15, DRB1*14:84.
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Sonda #049 (DR112G): [55-----59 + 71---L74 + 86V (arginina): DRB1*04:18,
DRB1*04:25, DRB1*04:55, DRB1*04:58, DRB1*08:04, DRB1*08:20,
DRB1*08:28, DRB1*13:18, DRB1*14:12, DRB1*14:15.

Sonda #057 (OLR4043): 70D----74 (arginina): DRB1*04:15, DRB1*04:36,
DRB1*08:05, DRB1*08:18, DRB1*08:24, DRB1*08:31, @ DRB1*08:41,
DRB1*08:47, DRB1*11:01, DRB1*11:04, DRB1*11:05, DRB1*11:06, DRB1*11:08,
DRB1*11:09, DRB1*11:10, DRB1*11:12, DRB1*11:15, DRB1*11:18, DRB1*11:19,
DRB1*11:22, DRB1*11:24, DRB1*11:27, DRB1*11:27, DRB1*11:28, DRB1*11:29,
DRB1*11:31, DRB1*11:33, DRB1*11:35, DRB1*11:37, DRB1*11:38, DRB1*11:39,
DRB1*11:42, DRB1*11:43, DRB1*11:44, DRB1*11:46, DRB1*11:47, DRB1*11:49,
DRB1*11:50, DRB1*11:56, DRB1*11:57, DRB1*11:58, DRB1*11:60, DRB1*11:61,
DRB1*11:62, DRB1*11:66, DRB1*11:72, DRB1*11:74, DRB1*11:75, DRB1*11:77,
DRB1*11:78, DRB1*11:80, DRB1*11:81, DRB1*11:83, DRB1*11:84, DRB1*11:87,
DRB1*11:88, DRB1*11:90, DRB1*11:91, DRB1*11:92, DRB1*11:94, DRB1*11:95,
DRB1*11:96, DRB1*11:97, DRB1*11:99, DRB1*11:100, DRB1*11:101,
DRB1*11:102, DRB1*11:104, DRB1*11:106, DRB1*11:108, DRB1*11:109,
DRB1*11:110, DRB1*11:111, DRB1*11:112, DRB1*11:113, DRB1*11:114,
DRB1*11:115, DRB1*11:116, DRB1*11:117, DRB1*11:120, DRB1*11:121,
DRB1*12:01, DRB1*12:02, DRB1*12:16, DRB1*13:05, DRB1*13:06,
DRB1*13:07, DRB1*13:11, DRB1*13:12, DRB1*13:14, DRB1*13:14,
DRB1*13:21, DRB1*13:25, DRB1*13:30, DRB1*13:42, DRB1*13:46,
DRB1*13:49, DRB1*13:50, DRB1*13:56, DRB1*13:58, @ DRB1*13:62,
DRB1*13:82, DRB1*13:100, DRB1*13:108, DRB1*13:118, DRB1*13:132,
DRB1*13:134, DRB1*14:22, DRB1*14:25, DRB1*14:53, DRB1*14:69,

DRB1*14:74, DRB1*14:105, DRB1*16:01.

Sonda #064 (OLR4088LT): 66-F--D—72 (arginina): DRB1*04:15, DRB1*04:25,
DRB1*04:36, DRB1*04:47, DRB1*04:54, DRB1*08:01, DRB1*08:02,
DRB1*08:04, DRB1*08:05, DRB1*08:06, DRB1*08:07, DRB1*08:08,
DRB1*08:09, DRB1*08:11, DRB1*08:16, DRB1*08:17, DRB1*08:20,
DRB1*08:21, DRB1*08:22, DRB1*08:24, DRB1*08:26, DRB1*08:28,
DRB1*08:31, DRB1*08:39, DRB1*08:41, DRB1*08:42, DRB1*08:43,
DRB1*08:44, DRB1*09:03, DRB1*11:01, DRB1*11:04, DRB1*11:05,
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DRB1*11:06, DRB1*11:09, DRB1*11:10, DRB1*11:12, DRB1*11:15, DRB1*11:22,
DRB1*11:23, DRB1*11:24, DRB1*11:25, DRB1*11:27, DRB1*11:28, DRB1*11:29,
DRB1*11:32, DRB1*11:33, DRB1*11:35, DRB1*11:37, DRB1*11:38, DRB1*11:39,
DRB1*11:43, DRB1*11:44, DRB1*11:46, DRB1*11:47, DRB1*11:49, DRB1*11:50,
DRB1*11:51, DRB1*11:54, DRB1*11:56, DRB1*11:58, DRB1*11:60, DRB1*11:61,
DRB1*11:62, DRB1*11:66, DRB1*11:67, DRB1*11:72, DRB1*11:74, DRB1*11:75,
DRB1*11:77, DRB1*11:78, DRB1*11:80, DRB1*11:81, DRB1*11:83, DRB1*11:84,
DRB1*11:87, DRB1*11:88, DRB1*11:90, DRB1*11:91, DRB1*11:92, DRB1*11:94,
DRB1*11:95, DRB1*11:96, DRB1*11:97, DRB1*11:99, DRB1*11:100,
DRB1*11:101, DRB1*11:102, DRB1*11:104, DRB1*11:106, DRB1*11:108,
DRB1*11:109, DRB1*11:110, DRB1*11:112, DRB1*11:113, DRB1*11:114,
DRB1*11:115, DRB1*11:116, DRB1*11:117, DRB1*11:120, DRB1*11:121,
DRB1*12:02, DRB1*12:13, DRB1*12:15, DRB1*12:16, @ DRB1*12:18,
DRB1*12:19, DRB1*12:20, DRB1*12:21, DRB1*12:23, DRB1*12:26,
DRB1*12:27, DRB1*12:31N, DRB1*12:32, DRB1*12:33, DRB1*13:05,
DRB1*13:07, DRB1*13:11, DRB1*13:14, DRB1*13:18, DRB1*13:21,
DRB1*13:26, DRB1*13:42, DRB1*13:46, DRB1*13:47, DRB1*13:49,
DRB1*13:50, DRB1*13:55, DRB1*13:62, DRB1*13:100, DRB1*13:108,
DRB1*13:132, DRB1*14:15, DRB1*14:22, DRB1*14:25, DRB1*14:27,
DRB1*14:53, DRB1*14:73, DRB1*14:105, DRB1*16:01, DRB1*16:04,

DRB1*16:08, DRB1*16:09, DRB1*16:13N, DRB1*16:15.

Sonda #077 (DR118G): [56----59 + 70D---L74 + 84----87] (arginina):
DRB1*04:54, DRB1*08:02, DRB1*08:09, DRB1*08:13, DRB1*08:21,
DRB1*08:30, DRB1*08:42, DRB1*08:44, DRB1*08:45, DRB1*13:47,
DRB1*13:119, DRB1*13:158, DRB1*14:03, DRB1*14:27, DRB1*14:40,
DRB1*14:67, DRB1*14:77, DRB1*14:98, DRB1*14:102, DRB1*14:115,
DRB1*14:116, DRB1*14:135.

Sonda #080 (OLR4132): 70R--E74 (arginina): DRB1*04:69, DRB1*04:78,
DRB1*04:101, DRB1*09:01, DRB1*09:02, DRB1*09:04, DRB1*09:05,
DRB1*09:06, DRB1*09:07, DRB1*09:08, DRB1*09:09, DRB1*09:10,
DRB1*09:11, DRB1* 09:12, DRB1*09:13, DRB1*09:14, DRB1*09:15,
DRB1*09:16, DRB1*09:17, DRB1*11:17, DRB1*11:52, DRB1*11:89,
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DRB1*14:01, DRB1*14:04, DRB1*14:05, DRB1*14:07, DRB1*14:08,
DRB1*14:10, DRB1*14:11, DRB1*14:14, DRB1*14:18, @ DRB1*14:23,
DRB1*14:23, DRB1*14:26, DRB1*14:28, DRB1*14:35, DRB1*14:36,
DRB1*14:38, DRB1*14:39, DRB1*14:42, DRB1*14:43, DRB1*14:44,
DRB1*14:45, DRB1*14:50, DRB1*14:54, DRB1*14:58, @ DRB1*14:59,
DRB1*14:60, DRB1*14:61, DRB1*14:62, DRB1*14:64, DRB1*14:68,
DRB1*14:70, DRB1*14:71, DRB1*14:72, DRB1*14:75, DRB1*14:82,
DRB1*14:86, DRB1*14:87, DRB1*14:88, DRB1* DRB1*14:90, DRB1*14:91,
DRB1*14:92N, DRB1*14:93, DRB1*14:95, DRB1*14:96, DRB1*14:97,
DRB1*14:99, DRB1*14:101, DRB1*14:103, DRB1*14:110, DRB1*14:112,
DRB1*14:113, DRB1*14:114, DRB1*14:117, DRB1*14:118, DRB1*14:120,
DRB1*14:122.

Sonda #081  (DR332G): [68--R-71 + 76------81] (arginina): DRB1*01:29,
DRB1*04:24, DRB1*04:69, DRB1*04:78, DRB1*04:101, DRB1*09:05,
DRB1*10:01, DRB1*10:02, DRB1*10:03, DRB1*11:89, DRB1*14:01,

DRB1*14:05, DRB1*14:32, DRB1*14:44, DRB1*14:81, DRB1*14:136.

Sonda #085 (DR437-3): 671-GD—72 (arginina): DRB1*01:04, DRB1*01:11,
DRB1*01:35, DRB1*03:01, DRB1*03:02, DRB1*03:05, DRB1*03:13,
DRB1*03:17, DRB1*03:24, DRB1*03:27, DRB1*03:35, DRB1*03:53,
DRB1*03:81, DRB1*04:41, DRB1*04:44, DRB1*04:60, DRB1*04:72,
DRB1*04:74, DRB1*04:77, DRB1*04:95, DRB1*04:102, DRB1*04:113,
DRB1*04:131, DRB1*04:140, DRB1*07:04, DRB1*07:12, DRB1*08:07,
DRB1*08:19, DRB1*08:27, DRB1*11:27, DRB1*11:84, DRB1*11:124,
DRB1*11:136, DRB1*11:138, DRB1*12:07, DRB1*12:08, DRB1*12:22,
DRB1*13:33, DRB1*13:61, DRB1*13:92, DRB1*13:94, DRB1%*13:96,
DRB1*13:102, DRB1*14:26, DRB1*14:38, DRB1*14:47, DRB1*14:50,
DRB1*14:98, DRB1*14:121, DRB1*14:124, DRB1*14:127, DRB1*15:16,
DRB1*15:24, DRB1*15:37, DRB1*15:57.

Sonda #032 (DR298G): [56-S---60 + 66------71] (arginina): DRB1* 03:12,
DRB1*04:05, DRB1*04:09, DRB1*04:10, DRB1*04:11, DRB1*04:17,
DRB1*04:28, DRB1*04:29, DRB1*04:30, DRB1*04:45, DRB1*04:48,
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DRB1*04:67, DRB1*04:77, DRB1*04:83, DRB1*04:84, DRB1*04:87,
DRB1*04:89, DRB1*04:90, DRB1*04:91, DRB1*04:103, DRB1*04:104,
DRB1*14:13.



