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RESUMO

O antigeno 4 associado ao linfocito T citotoxico (CTLA-4) é um receptor expresso na superficie
de células T regulatérias (Tregs), T CD4* e CD8*, sendo altamente expresso em Tregs e,
quando ativo, regula negativamente a proliferacao e ativagdo da prépria célula T. Variantes
de nucleotideo unico (SNVs) no gene que codifica o CTLA-4 podem levar a substituicdo de
aminoacidos, alterar o splicing do mRNA e influenciar a expressado deste gene, afetando a
resposta imunoldgica contra o Papilomavirus Humano (HPV) e o processo de malignizagéo
cervical. Diante do exposto, 0 objetivo desse trabalho consistiu em avaliar a associagdo dos
alelos, gendtipos e haplétipos das SNVs rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) e
rs3087243 (+6230 G>A) de CTLA4 com a infeccao pelo HPV, no desenvolvimento de lesbes
intraepiteliais escamosas e no cancer cervical em uma amostra de mulheres atendidas pelo
servico publico de saude do Parana, Brasil. Foram coletadas amostras de sangue periférico e
de secregao cervical para extracdo de DNA gendmico, utilizado para genotipagem das
variantes genéticas (Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real) e caracterizagao da
presenca de HPV (PCR convencional). As combinag¢des haplotipicas das SNVs de CLTA4
foram inferidas pelo software PHASE e as analises estatisticas foram realizadas no software
SPSS Statistics, adotando-se nivel de significancia de p<0,05. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de
Londrina (CAAE 38937520.2.0000.5231). Foram incluidas 445 mulheres no estudo,
agrupadas inicialmente de acordo com a presencga (n=264) ou auséncia (n=181) de infecgéo
pelo HPV. O grupo com infec¢ao pelo HPV foi subdividido de acordo com o grau de lesao:
sem lesdo (n=84), lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (LIEBG) (n=19), lesao
intraepitelial escamosa de alto grau (LIEAG) (n=56) e cancer cervical (n=105). Ao analisar a
SNV rs5742909 (-318 C>T), pdde-se observar que mulheres com gendtipo CT tiveram maior
probabilidade de ter HPV do que aquelas com gendétipo CC e mulheres portadoras do alelo T
estavam mais suscetiveis ao desenvolvimento de HSIL e cancer cervical do que mulheres
com o gendtipo CC. Em relagdo a SNV rs3087243 (+6230 G>A), observou-se as mulheres
portadores do alelo A tinham menor probabilidade de desenvolver LSIL do que mulheres com
0 gendtipo GG. Nao foi encontrada associagao significativa relacionada a SNV rs231775 (+49
A>G). Na anadlise de haplotipos observou-se que mulheres heterozigotas para TAG tinham
maior probabilidade de terem a infeccdo pelo HPV do que aquelas que possuiam outro
haplétipo analisado. Além disso, as mulheres que eram homozigotas para TAG estavam mais
suscetiveis a desenvolver LIEAG e malignizagdo cervical do que aquelas que nao eram
portadoras do haplétipo TAG. Esse € o primeiro trabalho que avalia a associagdo das SNVs
rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) e rs3087243 (+6230 G>A) de CTLA4 com a
infecgéo pelo HPV, no desenvolvimento de lesbes intraepiteliais e no cancer cervical em
mulheres brasileiras, sendo importante para a caracterizagdo genética dessas pacientes. Uma
maior compreensdo do papel das variantes genéticas de CTLA4 pode contribuir para o
estabelecimento de novos biomarcadores e o desenho de tratamentos com alto nivel de
especificidade.

Palavras-chave: Antigeno 4 associado a linfécitos T citotdxicos; CD152; LIEBG;
LIEAG; Haplétipos de CTLAA4.
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ABSTRACT

Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA-4) is a receptor expressed on the surface
of regulatory T cells (Tregs), CD4+ and CD8+ T cells, being highly expressed in Tregs and,
when active, negatively regulates the proliferation and activation of the T cell. Single nucleotide
variants (SNVs) in the gene encoding CTLA-4 can lead to amino acid substitution, alter mMRNA
splicing and influence the expression of this gene, affecting the immune response against
Human Papillomavirus (HPV) and the process of cervical malignancy. Given the above, the
objective of this study was to evaluate the association of alleles, genotypes, and haplotypes of
CTLA4 SNVs rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G), and rs3087243 (+6230 G>A) with
HPV infection, development of squamous intraepithelial lesions, and cervical cancer in a
sample of women treated by the public health service in Parana, Brazil. Peripheral blood and
cervical secretion samples were collected for extraction of genomic DNA, which was used for
genotyping of genetic variants (Real-Time Polymerase Chain Reaction) and characterization
of the presence of HPV (conventional PCR). The haplotype combinations of CLTA4 SNVs
were inferred by PHASE software, and statistical analyses were performed using SPSS
Statistics software, adopting a significance level of p<0.05. The project was approved by the
Human Research Ethics Committee of the State University of Londrina (CAAE
38937520.2.0000.5231). A total of 445 women were included in the study, initially grouped
according to the presence (n=264) or absence (n=181) of HPV infection. The group with HPV
infection was subdivided according to the degree of lesion: no lesion (n=84), low-grade
squamous intraepithelial lesion (LSGIL) (n=19), high-grade squamous intraepithelial lesion
(HSGIL) (n=56) and cervical cancer (n=105). When analyzing the SNV rs5742909 (-318 C>T),
it was observed that women with the CT genotype were more likely to have HPV than those
with the CC genotype, and women carrying the T allele were more susceptible to developing
HSIL and cervical cancer than women with the CC genotype. Regarding the SNV rs3087243
(+6230 G>A), it was observed that women carrying the A allele were less likely to develop LSIL
than women with the GG genotype. No significant association was found related to SNV
rs231775 (+49 A>G). In the haplotype analysis, it was observed that women heterozygous for
TAG were more likely to have HPV infection than those who had another haplotype analyzed.
In addition, women who were homozygous for TAG were more susceptible to developing
LIEAG and cervical malignancy than those who were not carriers of the TAG haplotype. This
is the first study to evaluate the association of CTLA4 SNVs rs5742909 (-318 C>T), rs231775
(+49 A>G) and rs3087243 (+6230 G>A) with HPV infection, development of intraepithelial
lesions and cervical cancer in Brazilian women, and it's important for the genetic
characterization of these patients. A better understanding of the role of CTLA4 genetic variants
may contribute to the establishment of new biomarkers and the design of treatments with a
high level of specificity.

Keywords: Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4; CD152; HSIL; LSIL; CTLA4
Haplotypes.
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1. INTRODUGAO

O cancer do colo do utero, também chamado de cancer cervical, ocupa a
terceira posicdo entre os tipos mais frequentes de cancer em mulheres, sem
considerar os tumores de pele ndo melanoma (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER,
2023).

O principal fator de risco para o desenvolvimento de cancer cervical € a infecgao
persistente pelos tipos oncogénicos de Papilomavirus Humano (HPV), considerada a
infeccdo sexualmente transmissivel mais comum em todo o mundo e que esta
relacionada em cerca de 99,7% dos casos de céncer de colo de utero (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2020).

A maioria dos individuos infectados pelo HPV acaba eliminando esse virus sem
intervengao; portanto, existem cofatores intrinsecos aos individuos que também estao
associados ao processo de malignizacdo cervical, como cofatores imunoldgicos,
hormonais, socioecondmicos, ambientais e genéticos (GHEIT, 2019).

Variantes genéticas em elementos envolvidos na resposta imune antitumoral,
como no gene que codifica o antigeno 4 associado ao linfocito T citotoxico (CTLA-4),
receptor inibitério envolvido na regulagao negativa da resposta das células T, podem
alterar a suscetibilidade ao desenvolvimento de cancer cervical (HU et al., 2020; SU
et al., 2007; RAHIMIFAR et al., 2010).

Com isso, 0 objetivo desse estudo consiste em avaliar a frequéncia dos alelos,
gendtipos e haplétipos das variantes genéticas de CTLA4 e suas associagdes com a
infeccao pelo HPV, desenvolvimento de lesdes intraepiteliais cervicais e de cancer de

colo uterino em uma amostra de mulheres do estado do Parana - Brasil.

1.1. PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

O HPV pertence a familia Papillomaviridae e consiste em um virus nao
envelopado constituido por um capsideo proteico icosaédrico com 50 a 55 nm de
diametro, abrigando seu acido desoxirribonucleico (do inglés DNA) circular em dupla
fita (DOORBAR et al., 2015). O HPV apresenta tropismo por células epiteliais e causa
infeccdes na pele e mucosas (LETO et al., 2011). Ja foram identificados cerca de 450

tipos diferentes de HPV e esse numero continua a crescer devido ao aumento
11



exponencial na identificacdo de novos Papilomavirus (BRANCACCIO et a., 2018).
Para ser classificado como um novo tipo de Papilomavirus, a sequéncia de
nucleotideos da proteina L1 do capsideo deve compartilhar <90% de similaridade com
outros virus da mesma familia (DE VILLIERS et al., 2004).

Os tipos de HPV sdo organizados em cinco géneros principais:
Alfapapilomavirus, Betapapilomavirus, Gamapapilomavirus, Mupapilomavirus e
Nupapilomavirus (DE VILLIERS et al., 2004). Com base em dados epidemioldgicos e
bioldgicos, um subgrupo de 14 tipos de HPV de mucosa (HPV 16, 18, 31, 45, 33, 35,
39, 51, 52, 56, 58, 66, 68 e 70), classificados no género Alfapapilomavirus, séo
referidos como tipos de HPV de alto risco oncogénico (HPV-AR), ou seja, sao
considerados como cancerigenos (HALEC et al., 2013; WOLF et al., 2024). Os HPV-
AR séo os agentes etiologicos de varios tipos de tumores malignos, como o cancer de
colo do utero, vagina, vulva, anus, pénis e um subconjunto de neoplasias malignas de
cabeca e pescoco, particularmente de orofaringe (GHEIT, 2019). Os tipos de HPV-AR
mais frequentemente relacionados ao desenvolvimento de cancer cervical sdo o HPV
16 e 18 (DE MARTEL et al., 2017).

Existem também os tipos de HPV de baixo risco oncogénico (HPV-BR), que
sao fatores precursores de lesbes benignas, como verrugas genitais benignas ou
condiloma acuminado. Os tipos de HPV-BR mais relatados e estudados sdo o HPV 6

e 11, que também séo do género Alfapapilomavirus (BALL et al., 2011).

1.1.1. Estrutura genémica

O HPV é formado por DNA circular de dupla fita com aproximadamente 8000
pares de bases (TOMAIC, 2016). Ele é organizado em trés regides principais: uma
regidao regulatéria denominada Regido de Controle Longa (Long Control Region -
LCR), que contém promotores virais, intensificadores e a origem de replicagao; a
regidao de codificagdo precoce (Early - E) contendo genes que geralmente sao
expressos no inicio do ciclo infeccioso e nas camadas inferiores de uma lesao
infectada, que codifica as proteinas E1, E2, E4, E5, E6 e E7 envolvidas na expresséo,
replicagao e sobrevivéncia viral; e a regido de codificagao tardia (Late - L), que codifica
as proteinas estruturais L1 e L2 que constituem o capsideo proteico icosaédrico (VAN
DOORSLAER; MCBRIDE, 2016; MCBRIDE, 2022).
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Essa organizagao gendmica € compartilhada entre todos os HPV do género
Alfapapillomavirus (VAN DOORSLAER; MCBRIDE, 2016). Existem algumas
diferengas genémicas entre os géneros dos tipos de HPV, como, por exemplo, a fase
de leitura aberta (do inglés ORF) E5 esta ausente nos tipos de HPV que pertencem
aos géneros Beta, Gama e Mu (CHEN et al., 2007; NOBRE et al., 2009). No entanto,
sdo necessarias apenas quatro ORFs (E1, E2, L1 e L2) para garantir a fungcédo de
replicagéo viral e a disseminacdo do virus (VAN DOORSLAER; MCBRIDE, 2016).

Também existem diferengas entre o genoma do HPV-AR e do HPV-BR (Figura
1). Como exemplo, o HPV-AR consegue codificar uma (ou duas) das quatro diferentes
proteinas E5 (E5a, E5P, E5y e E50) devido a presenga de um segmento adicional do
gene E5 (BRAVO; FELEZ- SANCHEZ, 2015; BRAVO; ALONSO, 2004). Além disso,
as proteinas E6 e E7 do HPV-AR sao transcritas a partir de um unico RNA mensageiro
(mRNA) policistrénico, que, ao passar pelo splicing alternativo, também da origem a
uma nova proteina, conhecida como E6*; enquanto que, as proteinas E6 e E7 do HPV-
BR séo transcritas a partir de promotores diferentes (MCBRIDE, 2022).

A expressado dos genes do HPV é regulada a nivel transcricional e pelo
processamento de RNA, como pelo splicing alternativo e poliadenilagdo do mRNA,
gerando vantagens que incluem a capacidade de expressar diversos genes mesmo
possuindo um genoma compacto, além da habilidade de regular a expressao de cada
gene individualmente dependendo do estagio do ciclo viral (SCHWARTZ, 2013). Um
exemplo bastante interessante é a expressao tardia das proteinas L1 e L2 em células
diferenciadas nas camadas superiores do epitélio, responsaveis pela formacado do
capsideo ao redor dos genomas virais replicados, tornando os virions prontos para

serem liberados para poderem infectar outras células epiteliais (GHEIT, 2019).
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Figura 1. Representagao da estrutura genémica de um HPV-BR e de um HPV-AR.

O genoma do HPV é dividido em uma regiao regulatéria ndo codificante (LCR) e uma regido contendo
as fases de leitura aberta, que codificam proteinas precoces E1-E7 e as proteinas tardias L1-L2. Os
principais transcritos originados sdo E1°E4, E8"E2 e E6* (expresso apenas por HPV-AR). HPV-BR
(Papilomavirus Humano de baixo risco oncogénico); HPV-AR (Papilomavirus Humano de alto risco
oncogénico). Adaptado de MCBRIDE (2022).

1.1.2. Etapas da infecgao

A transmissdo do HPV acontece através do contato pele-pele ou pele-mucosa,
sendo a transmissdao sexual a mais documentada, mas existem pesquisas que
sugerem também vias de transmissao nao sexuais (PETCA et al., 2020). Os tipos de
HPV infectam diferentes regides anatébmicas do epitélio cutdneo ou da mucosa. Esse
tropismo para diferentes regides nao depende dos receptores de entrada do virus,
mas acredita-se que esteja relacionado a capacidade de cada virus de transcrever
RNA em diferentes tipos de células (EGAWA; DOORBAR, 2017).

Para iniciar o ciclo de infecgao, o virion do HPV deve acessar a camada de
células basais que estdo em diviséo, através de microfissuras (Figura 2), pois elas
acabam expondo proteoglicanos de sulfato de heparina da membrana celular ou
matriz extracelular, estrutura na qual o virion se liga primeiramente através de sua
proteina L1 (ROBERTS et al., 2007). Essa ligagcao promove uma alteragao
conformacional no capsideo viral, expondo a proteina L2 a enzima furina convertase,
ocasionando a protedlise de L2, permitindo que o virion se ligue a um receptor
secundario nos queratindcitos, causando a internalizagdo dele pela célula (DAY;
SCHELHAAS, 2014).
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Figura 2. Entrada do HPV através de microfissuras no epitélio.

O HPV se liga a proteoglicanos de sulfato de heparina da membrana celular ou matriz extracelular
exposta através de microfissuras (1). Entdo a proteina L2 é clivada pela furina convertase (2) e o virion
sofre uma mudanga conformacional (3) antes de se ligar a um receptor da superficie celular (4) para
promover sua entrada na célula. HPV-BR (Papilomavirus Humano de baixo risco oncogénico); HPV-
AR (Papilomavirus Humano de alto risco oncogénico). Adaptado de KINES e SCHILLER (2022).

Uma vez dentro da célula, o virus que esta endocitado precisa alcangar o
nucleo e isso acontece através da rede trans-Golgi (Figura 3). Dentro de endossomos
tardios, o capsideo icosaédrico € desmontado devido ao microambiente acido,
promovendo a dissociagdo da proteina L1, que € degradada nos lisossomos. A
proteina L2 é necessaria para o trafego eficiente do genoma viral para o nucleo, por
isso permanece associada (POPA et al., 2015). Ja no nucleo, a proteina L2 medeia a
entrega do genoma do virus aos corpos de leucemia promielocitica (do inglés PML),
onde ocorrera a transcrigao e a replicagao viral precoce (GUION et al., 2019; DAY et
al., 2004). Os PML, ou também conhecidos como dominios nucleares, limitam a
infeccao viral, pois sao estruturas que participam da defesa intrinseca contra infeccoes
virais (TAVALAI et al., 2011). Estudos demonstram que o antigeno nuclear Sp100, um
dos componentes dos PML, acaba reprimindo a transcricdo, a replicacdo e o
estabelecimento do DNA do HPV na célula hospedeira durante os estagios iniciais da
infeccdo. Como mecanismo de defesa, a proteina L2 do capsideo do HPV promove a
alteracdo da composicdao dos PML, levando a liberagdo ou degradacao de Sp100
(STEPP; MEYERS; MCBRIDE, 2013).
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Figura 3. Entrega do genoma viral ao nucleo da célula hospedeira.

O virus endocitado é entregue a rede trans-Golgi. Dentro dos endossomos tardios, o capsideo viral é
desmontado em um ambiente de baixo pH, levando a dissociagao da proteina L1 e sua degradagao
nos lisossomos. O complexo L2-DNA viral é entdo entregue no nucleo, nos corpos de leucemia
promielocitica (PML), durante a mitose celular. Adaptado de GHEIT (2019).

O inicio da transcrigcao e replicagao precoce comega com uma primeira etapa
denominada replicagcido de estabelecimento, que tem como objetivo a manutencéo de
um numero constante de cépias epissémicas (50-100 por célula) (DOORBAR et al.,
2012). As primeiras proteinas a serem expressas séo as proteinas de replicagédo E1 e
E2, que sofrem estimulo oriundo dos fatores de transcrigdo celulares gerados para a
divisdo da célula basal (DELLA FERA et al., 2021). A proteina E1 atua no processo
de replicagao viral como uma helicase e desenrola a origem da replicagao; entdo a
proteina E2 se liga a proteina E1 e aos seus locais de ligagdo na origem para formar
um complexo de iniciagao de alta afinidade, recrutando a maquinaria que participa da
replicacado celular para promover a replicacdo dos componentes virais (COURSEY;
MCBRIDE, 2019).

Ao se ligar em seus sitios de ligagao nas regides de regulagao viral, a proteina
E2 também atua como regulador transcricional, ativando ou reprimindo a transcrigao
viral. Para manter um baixo nivel de atividade viral nesse momento, é necessaria a
proteina E8*E2, uma proteina E2 contendo um peptideo curto da ORF E8 fundido em
sua regiao carboxi-terminal. O dominio E2 compete com a proteina E2 de

comprimento total para se ligar ao DNA durante a replicagao; ja o dominio E8 recruta
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correpressores da transcricdo, ou seja, E8"E2 atua reprimindo tanto a transcrigao
quanto a replicacao viral (DREER; VAN DE POEL; STUBENRAUCH, 2017). Além
disso, a proteina E2 promove a interagcdo do genoma viral com 0s cromossomos
mitoticos, fazendo com que ele seja dividido entre as células-filhas, mantendo a
infeccao persistente e sem ativar o sistema imune inato no citoplasma (COURSEY;
MCBRIDE, 2019; WU et al., 2020).

Ja a E5 é uma proteina codificada apenas pelos Alfapapilomavirus. Ela néo &
totalmente necessaria para o ciclo de vida do virus, mas possui papéis importantes
envolvendo a proliferagao celular e, em fungao disso, esta associada ao processo de
carcinogénese (DIMAIO; PETTI, 2013; ARALDI et al., 2018).

As proteinas E6 e E7 sao responsaveis por manter o equilibrio entre a
proliferagdo e a diferenciagdo celular, com o objetivo de proporcionar um ambiente
celular propicio para a replicagao viral e, concomitantemente, um reservatorio de
células indiferenciadas infectadas. Dependendo do género do HPV, essas proteinas
terdo diferentes fungdes ao se ligar em fatores celulares. Nos HPV-AR, as proteinas
E6 e E7 sdo consideradas oncogénicas (PAL; KUNDU, 2020).

A proteina E4, originada como uma proteina de fusdo E1°E4 a partir do
resultado do splicing de mRNA, é expressa tardiamente, embora seja codificada pela
regido inicial do genoma viral. Ela promove a parada do ciclo celular em G2 em células
ja diferenciadas devido a inibicdo do acumulo nuclear da proteina Ciclina/Cdk1,
contribuindo indiretamente para a amplificagdo do genoma viral. Além disso, a
proteina E4 pode interagir com os filamentos de queratina do citoplasma, causando
perturbagdes que levam a descamacéao das células da camada cérnea da epiderme,
contribuindo para a liberagédo dos virions apoés sua montagem (ARALDI et al., 2018;
DOORBAR, 2013; MCBRIDE, 2022).

Para a montagem da estrutura do virion, o0 genoma viral € montado nos
nucleossomos utilizando histonas do préprio hospedeiro (PORTER et al., 2021). Os
transcritos tardios sdo responsaveis por codificar as proteinas L1 e L2 e sdo expressos
nas camadas mais superficiais do tecido infectado. Ambas as proteinas séao
responsaveis pela formacao do capsideo ao redor dos genomas virais replicados,
sendo expressas durante a montagem e liberagcédo dos virions pela descamacéao das
camadas superficiais do epitélio (GHEIT, 2019). As proteinas L1 e L2 também
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possuem papéis muito importantes durante a infecgdo das células basais, ja citados
anteriormente (ROBERTS et al., 2007; DAY; SCHELHAAS, 2014).

1.1.3. HPV e cancer cervical

O céncer cervical, também conhecido como cancer do colo do utero, é o terceiro
tipo de cancer mais frequente entre as mulheres brasileiras, sem considerar os
tumores de pele ndo melanoma (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2023). Para
cada um dos anos do triénio 2023-2025 foram estimados 17.010 novos casos no
Brasil, representando uma taxa bruta de incidéncia de 15,38 casos a cada 100 mil
mulheres (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2022). Mulheres de baixa e média
renda, que sdo a maioria em paises subdesenvolvidos, assim como o Brasil,
representam 87% dos casos de morte pelo cancer de colo de utero
(SOERJOMATARAM; BRAY, 2021).

O HPV é considerado o agente etioldgico necessario para a carcinogénese
cervical, uma vez que essa infeccdo esta relacionada a 99,7% dos casos
(SCHIFFMAN; WENTZENSEN, 2013). Os tipos de HPV-AR podem induzir
transformacdes celulares, causando lesdes intraepiteliais escamosas, que podem ser
classificadas como lesao intraepitelial escamosa de baixo grau (LIEBG, em inglés
LSIL) ou lesao intraepitelial escamosa de alto grau (LIEAG, em inglés HSIL), segundo
o Sistema Bethesda, um modelo de laudo padronizado para citologia cervical. Ao
longo do tempo, essas lesbes podem evoluir para o cancer de colo de utero
(PANGARKAR, 2022). Contudo, a infecgdo pelo HPV é necessaria, mas ndo é
suficiente para o desenvolvimento do cancer cervical, porque a maioria dos individuos
(70% a 90%) elimina o virus 12 a 24 meses apos o diagnostico inicial sem intervencgao.
Alguns cofatores também estdo relacionados a carcinogénese cervical, como 0s
imunoldgicos, hormonais, socioeconémicos, ambientais e genéticos (GHEIT, 2019).

Acredita-se que o cancer de células escamosas do colo do utero pode se
desenvolver a partir de dois diferentes cursos. De forma classica, considera-se que as
lesbes de alto grau e os canceres se originam e se desenvolvem a partir do epitélio
estratificado infectado da ectocérvice. Porém, de forma mais frequente, o cancer
cervical se origina na zona de transformacéo cervical, resultado da infecgéo de células

embrionarias residuais da juncdo escamocolunar (HERFS et al., 2012; YANG et al.,
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2015). Presume-se que a expressao dos genes do HPV esteja desregulada nessas
células e que elas possam evoluir diretamente para lesbes de alto grau sem o
acontecimento da infecg&o viral produtiva ou les&do de baixo grau (REICH; REGAUER,
2017; DOORBAR; GRIFFIN, 2019). Outra regido que esta propensa a carcinogénese
pelo HPV e contém tipos celulares parecidos € a jungao anorretal (YANG et al., 2015).

Ao integrar o seu genoma ao DNA da célula hospedeira, o HPV-AR pode utilizar
a maquinaria celular para expressar continuamente suas proteinas oncogénicas E6 e
E7. Essas proteinas desempenham papéis centrais para o desenvolvimento de cancer
de colo de utero, pois interagem com inumeras proteinas celulares envolvidas em
processos importantes, como o ciclo celular e a apoptose. Além disso, elas sao
conhecidas por alterarem vias envolvidas na resposta imunolégica do hospedeiro,
estabelecendo uma infecgao persistente que pode promover a transformacgao celular.
A proteina E5 também parece desempenhar fungdes relevantes na carcinogénese
induzida pelo HPV-AR (BORDIGNON et al., 2017; MCBRIDE, 2022).

A oncoproteina E6 possui cerca de 150 aminoacidos e tem a capacidade de se
ligar a diversas proteinas celulares, como a proteina associada a E6 (E6AP), que
realiza ubiquitinacdo de proteinas para serem degradadas pelo proteassoma. O
complexo E6/E6AP pode se ligar a proteina supressora de tumor p53 (p53). Apds
danos ao DNA, a p53 induz a parada do ciclo celular na fase G1 para permitir que a
maquinaria de reparo do DNA realize sua fungéo ou, caso o dano ao DNA seja muito
extenso, a p53 ativa vias que induzem a apoptose. Porém, quando o complexo
E6/E6AP se associa a p53, como um mecanismo promovido pelos HPV-AR, existe a
degradagao proteassomal da p53 mediada pela ubiquitina (Figura 4A). Como
consequéncia, acontece o acumulo de danos ao DNA e instabilidade genémica, que
podem induzir processos carcinogénicos (PAL; KUNDU, 2020; VATS et al., 2021).

Apenas as proteinas E6 de HPV-AR possuem uma pequena insercao de 30-60
pares de base na extremidade 3’ da sua ORF, que tem como fungao codificar um
dominio especifico de ligacdo a proteinas, evidenciando a importancia dessa
interacdo no progresso tumorigénico (AUSLANDER et al., 2019). Proteinas alvo do
HPV-AR atuam regulando negativamente a proliferacao celular e desempenham um
papel importante na polaridade das células epiteliais. A interagdo do HPV-AR com

proteinas especificas leva a degradacdo dessas proteinas pelo proteassoma,
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contribuindo para as atividades transformadoras da oncoproteina E6 (JAMES;
ROBERTS, 2016).

Outra fungao da proteina E6 do HPV-AR é a inibicdo da senescéncia celular
dos queratinécitos ao preservar a telomerase pelo aumento significativo da atividade
do promotor génico transcriptase reversa da telomerase humana (hTERT). A hTERT
possui atividade de transcriptase reversa, sintetizando as sequéncias repetitivas do
DNA telomérico (ZHOU et al., 2014), fornecendo uma maior probabilidade de
malignizac&o celular devido ao n&o encurtamento dos telémeros que aconteceria a
cada divisdo celular (VANDE POL; KLINGELHUTZ, 2013). Além disso, repressores
de hTERT também sao alvos do complexo E6/E6AP. Juntos, esses e outros eventos
promovem o aumento da vida util dos queratinécitos do hospedeiro infectado,
podendo acarretar na imortalizacdo dessas células (XU et al., 2008).

A oncoproteina E7 é composta por aproximadamente 100 aminoacidos e
também possui atividades transformadoras. Como exemplo, seus dominios podem
interagir com a proteina do retinoblastoma (pRb), degradando-a via proteassoma apés
ubiquitinacao, interrompendo a ligagdo da pRb a fatores de transcricdo, como o fator
de ligacao ao promotor E2 (E2F) (Figura 4B). Apds a interacdo da pRb com a E7, o
E2F é liberado, induzindo a transcrigao de genes do ciclo celular que forcam a entrada
de células infectadas por HPV na fase S, que é caracterizada pela duplicagao do DNA.
Esse mecanismo promove a proliferagdo celular ndo programada e consequente
instabilidade genémica (PAL; KUNDU, 2020). Além disso, a proteina oncogénica E7
também pode desregular o ciclo celular ao se ligar e anular o efeito de inibidores de
quinase dependente de ciclina, como o p21, que medeiam a interrup¢cado do ciclo
celular. Devido essa interagéo, ha o favorecimento da proliferagao celular (SHIN et al.,
2009).

A expressao da proteina E5 também contribui para a transformacao celular
induzida pelo HPV-AR; porém, ela ndo & necessaria para a manutencgao do fendtipo
oncogénico (GHEIT, 2019). Por conta do aumento do pH endossomal, pela interagéo
da proteina E5 com a proton-ATPase, existe a atenuagéao da degradacéo do receptor
do fator de crescimento epidérmico, aumentando o estimulo para a proliferagao celular
(ARALDI et al., 2018).
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Figura 4. Mecanismos de carcinogénese do HPV-AR.
(A) O complexo E6/EBAP pode se ligar a proteina supressora de tumor p53 (p53) e promover sua
degradagado via proteassoma apos ubiquitinagdo, impedindo a ativagdo de vias de apoptose
dependentes de p53, com consequente acumulo de danos ao DNA. (B) A proteina E7 pode interagir
com a proteina do retinoblastoma (pRb) e promover sua degradagdo via proteassoma apos
ubiquitinagédo, fazendo com que o fator de ligagdo ao promotor E2 (E2F) fique livre para induzir a

duplicacdo do DNA, com consequente progressdo indiscriminada da divisdo celular. HPV-AR
(Papilomavirus Humano de alto risco oncogénico). Autoria prépria.

A proteina E5 também pode atuar inibindo a apoptose pela degradacédo do
receptor de morte da superficie celular Fas (Fas), diminuigao dos niveis das proteinas
pro-apoptoéticas Bax e Bak e aumento da expressao da proteina anti-apoptatica Bcl-2,
promovendo a sobrevivéncia celular (DIMAIO; PETTI, 2013; PAL; KUNDU, 2020). Por
exemplo, a proteina E5 do HPV16 inibe a apoptose de células cancerigenas do colo
do utero estimulando a degradacdo da proteina Bax mediada pela ubiquitina-
proteassoma (OH et al., 2010). Além disso, essa proteina fornece a fungao de evasao
imunoldgica pelas células cancerigenas, afetando a expressdo do complexo principal
de histocompatibilidade (do inglés MHC) de classe | e a maturagdo do MHC de classe
II, impedindo a apresentacado de peptideos virais (DIMAIO; PETTI, 2013; SCOTT et
al., 2020; MCBRIDE, 2022).

1.1.4. Imunidade contra o HPV

Cerca de 90% das infeccdes pelo HPV sao eliminadas espontaneamente pelo
sistema imunolégico, enquanto cerca de 10% persistem e <1% evoluem para cancer

cervical. A imunidade inata e a imunidade adaptativa trabalham para eliminar a

21



infeccao pelo HPV e evitar o desenvolvimento de cancer de colo de utero (PALEFSKY,
1995; DE JONG et al., 2002; GADDUCCI et al., 2011).

O inicio da resposta imune inata depende da captacdo e apresentacdo de
antigenos virais por células apresentadoras de antigenos (APCs). A populagéo
imunoldgica predominante na epiderme sao as células de Langerhans, consideradas
APCs profissionais; porém, sao principalmente as células dendriticas da derme que
reconhecem os antigenos virais presentes nas microfissuras e os apresentam para as
células T virgens nos linfonodos. Os potenciais padrées moleculares associados a
patdgenos (do inglés PAMPs) do HPV, reconhecidos pelas APCs, sao as proteinas
L1 e L2 que formam o capsideo viral, além do genoma do virus (HENRI et al., 2010).

Os linfécitos T CD4™ virgens presentes no linfonodo reconhecem os antigenos
apresentados a partir do MHC de classe Il, diferenciando-se em linfocitos T auxiliares,
iniciando a resposta imune adaptativa. Os linfocitos T auxiliares podem ser
diferenciados em células Th1, que sao responsaveis por promover a imunidade
mediada por células (ativacdo dos linfécitos T citotoxicos); ou em células Th2, que
estimulam a imunidade humoral (ativagcdo dos linfécitos B) (SASAGAWA; TAKAGI;
MAKINODA, 2012).

Os linfocitos T CD8* virgens podem reconhecer antigenos apresentados pelo
MHC de classe |, diferenciando-se em linfocitos T citotdxicos. Entretanto, os linfécitos
T CD8* geralmente participam da apresentacdo cruzada de antigenos durante a
infeccdo pelo HPV, na qual as células dendriticas fagocitam células infectadas e
apresentam antigenos exdégenos as células T CD8* através do MHC de classe |
(HIBMA et al.,, 2012). As células Th1 podem secretar citocinas, como como
Interleucina-2, Interleucina-12 e Interferon-y, ativando os linfécitos T citotoxicos
(SASAGAWA; TAKAGI; MAKINODA, 2012). Os linfocitos T citotoxicos desempenham
um papel importante na eliminagdo da infecgdo pelo HPV, secretando proteinas
citoliticas, conhecidas como granzimas e perforinas (TIAN et al, 2021).

Além disso, as células Th2 podem estimular a atividade humoral tanto por meio
da ligacao direta do seu ligante CD-40L ao receptor CD-40 dos linfocitos B quanto
indiretamente, por meio da expressao de citocinas, como Interleucina-4, Interleucina-
5 e Interleucina-6. Essa interacdo promove a diferenciacdo dos linfécitos B em
plasmdcitos, que passam a secretar anticorpos contra o HPV (SASAGAWA; TAKAGI,
MAKINODA, 2012).
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As células T reguladoras (Tregs), uma subpopulagdo de linfécitos T CD4*,
possuem agao imunossupressora, tendo como fungao principal prevenir a resposta
imunologica a autoantigenos, desempenhando um papel muito importante na
homeostase imunoldgica (GLIWINSKI; IWASZKIEWICZ-GRZES; TRZONKOWSKI,
2017); porém, as Tregs sdo encontradas em infecgdes persistentes pelo HPV (HIBMA
et al., 2012) e na periferia e no infiltrado de tumores (WOLF et al., 2003). Devido ao
seu papel anti-inflamatoério, as Tregs podem secretar Interleucina-10, afetando a
diferenciacdo de células dendriticas e, consequentemente a apresentacdo de
antigenos virais e tumorais (KITCHING; HOLDSWORTH, 2011). Além disso, Tregs
foram encontradas em lesdes causadas por alguns tipos de HPV, incluindo HPV 16,

considerado de alto risco oncogénico (SCOTT et al, 2009).

1.2. ANTIGENO 4 ASSOCIADO AO LINFOCITO T CITOTOXICO (CTLA-4)

Durante a apresentacédo de antigeno, sao necessarias interagdes moleculares
entre as células T e as APCs, processo denominado de sinapse imunoldgica. A
sinapse imunoldgica integra trés grandes categorias de receptores: o receptor de
células T (do inglés TCR), moléculas de adesdo e moléculas coestimuladoras. As
moléculas coestimuladoras sdo importantes para a proliferacéo e diferenciagdo das
células T virgens. Na auséncia de coestimulagdo, as ceélulas T ndo conseguem
responder aos antigenos, entrando em um estado de n&o responsividade,
denominado anergia, ou também podem morrer por meio de morte celular programada
(DUSTIN, 2014).

Cluster de diferenciacao 28 (CD28) é o primeiro membro de uma subfamilia de
moléculas coestimuladoras, que também inclui outros membros, como o
coestimulador induzivel de células T (do inglés /ICOS), a proteina de morte celular
programada 1 (do inglés PD1) e o CTLA-4. O CD28 é expresso pelos linfocitos e
depende da interagdo com os seus ligantes, B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), regulados
positivamente nas células dendriticas apés o sinal fornecido pelo TCR e por citocinas
inflamatdrias (ESENSTEN et al., 2016). A ativagao de CD28 promove a produgéo de
Interleucina-2, que desempenha um papel central na ativacao de células T (DUSTIN,
2014).
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Também existem os receptores inibitérios que participam de um ponto de
verificagao imunoldgica essencial; porém, diferente do coestimulador CD28, atuam na
regulagcédo negativa de linfécitos T (QURESHI et al., 2011). O equilibrio entre os sinais
coestimuladores e inibitérios determina as respostas das células T aos antigenos
apresentados pelas APCs, a fim de alcangcar uma resposta sem excesso de
inflamacdo e autoimunidade (RUDD; TAYLOR; SCHNEIDER, 2009). Um dos
inibidores mais bem definidos € o CTLA-4. O CTLA-4, também conhecido como
CD152, compete pelos mesmos ligantes de CD28 (CD80 e CD86) e fornece feedback
negativo para ativagcdo das células T (CHIKUMA, 2017). E, apesar do CD28
compartilhar os mesmos ligantes que o CTLA-4, o CTLA-4 possui uma afinidade maior
por esses ligantes do que CD28 (LINSLEY et al., 1991; LINSLEY et al., 1994).

Em humanos, o CTLA4 é formado por 4 éxons e 3 introns (LING et al., 1999)
localizados no cromossomo 2q33, entre os genes CD28 e ICOS (UEDA et al., 2003)
(Figura 5). O éxon 1 fornece a sequéncia do peptideo lider; o éxon 2 codifica um sitio
de ligacdo a CD80/CD86 e um sitio de dimerizagdo; o éxon 3 codifica uma regido
transmembrana; ja o éxon 4 codifica uma cauda citoplasmatica (LING et al., 1999)
(Figura 6). O mRNA de CTLA-4 pode comecar a ser detectado cerca de 1 hora apos
a célula T reconhecer, através do TCR, o antigeno apresentado e atinge o pico cerca
de 24-36 horas depois da apresentacdo (LINDSTEN et al., 1993; PERKINS et al.,
1996).

A transcrigao resultante do gene CTLA4 pode sofrer splicing alternativo. Para o
CTLA4 humano, existe o mRNA de comprimento total ou full-length (fICTLA-4)
contendo os éxons 1, 2, 3 e 4; um transcrito que codifica o CTLA-4 soluvel (sCTLA-4),
que é detectavel em soro humano e nao contém o éxon 3; e um transcrito que codifica
apenas os éxons 1 e 4 (OAKS et al., 2000; HUURMAN et al., 2007). Em relagao ao
fICTLA-4, a meia-vida do sCTLA-4 é mais curta (WANG et al., 2001) (Figura 5).

Apds a producédo de CTLA-4 no reticulo endoplasmatico, esse receptor pode
ser armazenado em compartimentos intracelulares, como na rede trans-Golgi. Ele é
transportado para a membrana celular quando ha a ligagdo entre o antigeno
apresentado e o TCR (SCHNEIDER; RUDD, 2014). Apés a expresséo de CTLA-4 na
superficie celular, essa molécula é rapidamente internalizada e pode ser reciclada
para a membrana plasmatica. Essa rapida internalizacao ocorre provavelmente devido
ao rigido controle dos efeitos inibitérios de CTLA-4 (PERKINS et al., 1996;
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TAKAHASHI et al., 2000). A Unica excegao sao as células Tregs, pois apresentam
uma expressao constitutiva de CTLA-4 (QURESHI et al., 2011).

Regido Cromossomo 2 (2q33) Regido
telomérica centromérica

— Cancer cervical —

rs5742909 (-318 C>T)

| CTLA4

Regido promotora ,
DNA 5'.... Exon2 Exon 3 {Exon 4| SR et

1 o

rs3087243 (+ 6230 G>A)

CcD28

rs231775 (+49 A>G)

- Melanoma
Cancer colorretal Carcinoma de células renais
Cancer hepatocelular Cancer de cabega e pescogo
Cancer cervical
Melanoma
Carcinoma de células renais
Cancer de bexiga

Figura 5. Variantes genéticas de CTLA4 associadas ao cancer.

As variantes genéticas rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) e rs3087243 (+6230 G>A) do
CTLA4, gene localizado no cromossomo 2 (2g33) entre CD28 e ICOS, tém sido associadas a
suscetibilidade a diferentes tipos de malignidades. Adaptado de ZHAO et al. (2018).

O CTLA-4 tem diferentes alvos celulares para inibir a ativacdo das células T;
por exemplo, quando o CTLA-4 esta na membrana celular ligado ao seu ligante B7,
ele é fosforilado por tirosinas quinases. Entdo o CTLA-4 recruta a tirosina fosfatase
denominada dominio SH2 contendo inositol polifosfato 5-fosfatase-2, que acaba
desfosforilando CD3, uma molécula sinalizadora associada ao TCR. Desse modo, o
CTLA-4 inibe a cascata de sinalizagcdo de TCR/CD3 e, consequentemente, de
CD28/B7, resultando na regulacao negativa das células T (THOMPSON; ALLISON,
1997; WALUNAS et al., 1994).

Ja as células Tregs, conhecidas pela atividade de imunossupressao (WALKER,
2017), utilizam como mecanismo de regulagao negativa das células T a interagao do
seu receptor CTLA-4 com o ligante CD80/CD86 presente nas células dendriticas.
Essa interagdo promove um sinal de regulagao negativa de CD80/CD86 na superficie
das células dendriticas, fazendo com que os linfécitos T CD4+ ou T CD8+ tenham
menos ligantes para interagir com seu receptor CD28 durante a apresentacao de
antigenos, inibindo uma possivel ativagao desses linfécitos (MELLOR; MUNN, 2004).

Além disso, essa interagado do CTLA-4 de Tregs com o CD80/CD86 também promove

25



a regulagao positiva da enzima indoleamina-2,3-dioxigenase em células dendriticas
(MELLOR; MUNN, 2004), que, quando liberada, atua como catabolizante de um
aminoacido essencial, o triptofano (BOASSO et al., 2005; FALLARINO et al., 2003). A
degradagao do triptofano pela IDO, além do acumulo de catabdlitos derivados dessa
degradagao, pode afetar o ciclo celular e ocasionar a supressao da proliferacao das
células T, inibir células T efetoras ativadas e induzir a apoptose de células T (MUNN,
2011).

1.2.1. Variantes de nucleotideo Unico de CLTA4

Para o desenvolvimento do cancer cervical é necessaria a infecgao pelo HPV,
mas outros cofatores também sao importantes, como os genéticos (GHEIT, 2019). O
genoma sofre variagdes de um individuo para outro, sendo denominadas de variantes
genéticas, que podem influenciar a regulagdo imunolégica e modificar a
suscetibilidade ao desenvolvimento de doengas (HEDRICK, 2011; CHEN et al., 2021;
RICHARDS et al., 2015). A forma mais comum de variagao genética € denominada
de variante de nucleotideo unico (SNV), caracterizada pela variagdo de um unico
nucleotideo por outro em uma regido especifica do genoma (Human Genome
Structural Variation Working Group, 2007).

O CTLA4 possui mais de cem variantes genéticas, sendo rs5742909 (-318
C>T), rs231775 (+49 A>G) e rs3087243 (+6230 G>A) as mais estudadas (EI WAFAI
et al., 2011), mas que ainda ndo foram exploradas na populag¢ao brasileira em relagéo
ao desenvolvimento de cancer de colo de utero. Estudos trazem que essas variantes
genéticas estdo associados a suscetibilidade a diferentes tipos de doencas malignas,
como cancer colorretal (Ql et al., 2010; WANG et al., 2015), carcinoma hepatocelular
(LIU et al., 2015; HU et al., 2010), cancer cervical (HU et al., 2010; GOKHALE et al.,
2013; LEE et al., 2014), melanoma (QUEIROLO et al., 2013) cancer de cabecga e
pescogo (ERFANI et al., 2012), carcinoma de células renais (TUPIKOWSKI et al.,
2015), cancer de bexiga (KOIKE et al., 2024), entre outros (Figura 6).
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Figura 6. Isoformas de CTLA-4

As variantes genéticas rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) e rs3087243 (+6230 G>A) do
CTLA4, gene localizado no cromossomo 2 (2q33) entre CD28 e ICOS, tém sido associadas a
suscetibilidade a diferentes tipos de malignidades. Adaptado de ZHAO et al. (2018).

A variante genética rs5742909 consiste em uma transicao de Citosina (C) para
Timina (T) na posicdo —-318 da sequéncia do promotor de CTLA4. Fatores de
transcrigdo especificos, que reconhecem a sequéncia promotora, ligam-se e recrutam
outras proteinas, incluindo polimerases envolvidas na iniciagdo da transcrigao.
Portanto, a sequéncia da regido promotora € crucial para a ligagao de proteinas, e um
sitio de ligagdo criado ou abolido por uma variante genética pode colaborar no
aparecimento de diferengcas que podem ser observadas na expressdo génica de
CTLA4 na superficie celular (VOHRA et al., 2020).

Estudos de caso-controle demonstraram que o alelo T da SNV rs5742909 (-
318 C>T) estd associado a suscetibilidade ao céncer cervical nas populagbes
analisadas (SU et al. 2007; PAWLAK et al. 2010; JIANG et al. 2011; XIONG et al.
2014). Rahimifar et al. obtiveram outra conclusdao avaliando a populagao Iraniana,
sugerindo que a presenga do alelo C da SNV rs5742909 (-318 C>T) esta associada a
suscetibilidade ao desenvolvimento de céncer de colo uterino (RAHIMIFAR et al.,
2010). Analisando a populagdo Indiana e Sueca, Gokhale et al. e Castro et al.,
respectivamente, ndo encontraram associagao significativa da SNV rs5742909 (-318
C>T) ao desenvolvimento de neoplasia maligna de colo de utero (GOKHALE et al.,
2013; CASTRO et al., 2009) (Tabela 1).
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Tabela 1. Estudos de caso-controle envolvendo variantes de nucleotideo Unico do CLTA4 e sua

associagao com o cancer cervical.

Autor Tamanho amostral Variante

dat Pais genética Resultado
( a a) CaSO Controle estudada

rs5742909
(-318 C>T), O alelo T da SNV rs5742909
Su et al. . rs231775 (+49 estd associado a
(2007) China 144 38 A>G) e suscetibilidade ao cancer
rs3087243 cervical
(+6230 G>A)
Rahimifar rs5742909 O alelo C da SNV rs5742909

ot al I3 54 110 (-318 C>T) e esta associado a

(2010') rs231775 (+49 suscetibilidade
A>G) ao cancer cervical
Gokhale rs5742909 O alelo A e o gendtipo AA da
ot al india 105 162 (-318C>T) e SNV rs231775 estao
. rs231775 (+49  associados a suscetibilidade
(2013) A :
A>G) ao cancer cervical
O genodtipo AA esta associado
Hu et al. . rs231775 R o A
(2010) China 719 719 (+49 A>G) a suscetlblllda_de ao cancer
cervical
(r%i?éi(.)r? O alelo T e o modelo genético
Pawlak et (231775 (+4’19 dominante TT+CT da SNV
Polbnia 147 225 rs5742909 esta associado a
al. (2010) A>G) e suscetibilidade ao cancer
rs3087243 .
(+6230 G>A) cervical
rs5742909
(-318 C>T), O alelo T da SNV rs5742909
Jiang et . rs231775 (+49 esta associado a
al. (2011)  China 100 100 A>G) e suscetibilidade ao cancer
rs3087243 cervical
(+6230 G>A)

. O gendtipo AA esta associado
Lietal China 314 320 231775 (+49 a suscetibilidade ao cancer
(2011) A>G) .

cervical
rs5742909
Castro et -~ (-318 C>T), N&o foi encontrada
al. (2009) Suécla 973 1763 531775 (+49  associacdo significativa
A>G)
(16 6ay),  OaleloT da SNV rs5742909 ¢
Xiong et (231775 (+4,19 do alelo G da SNV rs3087243
9 China 365 421 estio associados a
al- (2014) A>G) e suscetibilidade ao cancer
rs3087243

(+6230 G>A)

cervical

Pesquisas tém sido realizadas para analisar a associagao entre as variantes genéticas rs5742909
(-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) e rs3087243 (+6230 G>A) do CTLA4 e o desenvolvimento de
cancer cervical. Autoria prépria.
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A variante genética rs231775 consiste em uma transicao de Adenina (A) por
Guanina (G) no éxon 1 na posicao +49 de CTLA4, com consequente substituicao de
treonina por alanina no cédon 17 (NISTICO et al., 1996). Essa troca de aminoacidos
pode fazer com que o receptor CTLA-4 consiga ter uma melhor interagcdo com o seu
ligante B7 (HU et al., 2010), e, como consequéncia, individuos com o gendtipo GG
apresentam maior eficiéncia na inibicdo da proliferacéo e ativagao de células T em
comparagdo com individuos com o gendtipo AA (MAURER; LOSERTH; KOLB-
MAURER; 2002). Em contrapartida, estudos sugerem que essa variante genética
pode diminuir a eficiéncia da ligagdo de CTLA-4 entre as moléculas B7, promovendo
a reducgao da fungao inibitéria de CTLA-4 em células T ativadas (SUN et al., 2008;
KOUKI et al., 2000). Além disso, pesquisadores demonstram que a substituicdo de
treonina por alanina pode causar a glicosilagdo incompleta de CTLA-4 no reticulo
endoplasmatico, diminuindo a quantidade de CTLA-4 na superficie celular (ANJOS et
al., 2002).

Em relagdo a SNV rs231775 (+49 A>G), Hu et al. e Li et al. destacaram a
associagao significativa entre o gendtipo AA e o desenvolvimento de cancer de colo
de utero em seus estudos de caso-controle (HU et al., 2010; LI et al., 2011). Gokhale
et al. também obtiveram associacdo significativa entre o gendétipo AA e o
desenvolvimento desse tipo de malignidade na populagédo Indiana, e, além disso,
observaram associagao significativa ao analisar somente o alelo A. No entanto,
Pawlak et al., Jiang et al., Castro et al. e Xiong et al. ndo encontraram associagao
significativa entre a SNV rs231775 (+49 A>G) e o desenvolvimento de cancer cervical
(PAWLAK et al., 2010; JIANG et al., 2011; CASTRO et al., 2009; XIONG et al., 2014;
GOKHALE et al., 2013) (Tabela 1).

A variante genética rs3087243 consiste em uma transigao de Guanina (G) para
Adenina (A) na regido 3’ nao traduzida (do inglés 3’'UTR) em +6230 de CTLA4. As
regides 3’ ndo traduzidas dos mRNAs s&o conhecidas por regular diversos processos,
como a localizagdo do mRNA, a estabilidade do mRNA e tradugdo (MAYR, 2019).
Essa regido serve de ligagao para pequenos RNAs nao codificantes, conhecidos como
microRNAS (miRNAs), que participam da regulagao negativa da expressao proteica.
As SNVs que acometem essa regido de CTLA4 podem afetar a regulacéo realizada

pelos miRNAS, seja pela interrupgéo ou pela criagdo de um novos sitios de ligagéo ao
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MRNA, diminuindo ou aumentando a expressao de CTLA-4 na superficie celular,
respectivamente (PRESKILL; WEIDHAAS, 2013).

Em relagdo a SNV rs3087243 (+6230 G>A), Xiong et al. afirmaram que o
genodtipo AA e o alelo A estavam relacionados a protegcado contra o desenvolvimento
cancer de colo de utero, enquanto a presenga do alelo G estava associada a
suscetibilidade a esse tipo de cancer (XIONG et al. 2014). No entanto, Pawlak et al. e
Jiang et al. ndo encontraram associacao significativa entre a SNV rs3087243 (+6230
G>A) e o desenvolvimento de cancer cervical (PAWLAK et al., 2010; JIANG et al.,
2011) (Tabela 1).

1.2.2. CTLA-4 como alvo terapéutico

A supressao e a ativagcado do sistema imunoldgico sdo dois polos que fazem
parte do equilibrio das respostas imunes; porém, as células cancerigenas sao
capazes de modificar esse equilibrio imunolégico, provocando um estado
imunossupressor com consequente crescimento tumoral. As células cancerigenas
podem utilizar como alvo os checkpoints ou pontos de controle imunolégico, como o
receptor CTLA-4, para controlar o microambiente tumoral (HEEREN et al., 2016; LI et
al., 2019).

O CTLA-4 tem um papel critico na regulacdo das respostas imunes para
tumores e é considerado um alvo potencial para imunoterapia contra o cancer (LEACH
et al., 1996; MOKYR et al., 1998; SABEL et al., 2005). A imunoterapia visa quebrar a
supressao imunolégica, como através do bloqueio de pontos de controle imunoldgico,
aumentando o efeito antitumoral das células imunolégicas. Contudo, foram
desenvolvidos anticorpos monoclonais que atingem e bloqueiam CTLA-4, como
ipilimumabe e tremelimumabe, podendo ser utilizados em combinagdo com outras
terapias ou outros bloqueadores (HE et al., 2017).

O ipilimumabe, o primeiro anticorpo monoclonal humano anti-CTLA-4 (IgG1) de
humanos, foi aprovado pelo Food and Drug Administration para a terapia de pacientes
com melanoma avangado em 2011 (LIPSON; DRAKE, 2011; ROBERT et al., 2011).
Ensaios clinicos demonstraram efeito antitumoral significativo e melhora do
prognoéstico de diversos tipos de cancer pelo tratamento com ipilimumabe, como
melanoma avangado (WOLCHOK et al., 2010; O'DAY et al., 2010; EGGERMONT et
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al. 2015), carcinoma de células renais (YANG et al., 2007), linfoma de células B
(ANSELL et al., 2009) e cancer de préstata metastatico (KWON et al., 2014). Os
estudos com tremelimumabe demonstraram tolerabilidade aceitavel e atividade
clinicamente significativa em pacientes com melanoma (CAMACHO et al., 2009;
KIRKWOOD et al.,, 2010; JOSHUA et al., 2015), cancer colorretal metastatico
(CHUNG et al., 2010), carcinoma hepatocelular (SANGRO et al., 2013) e mesotelioma
maligno (CALABRO et al., 2013).

Além disso, a combinacédo do bloqueio de CTLA-4 com outras terapias, como
quimioterapia e radioterapia, tem sido amplamente utilizada para o tratamento de uma
variedade de malignidades, como cancer de pulmao (LYNCH et al.,, 2012;
HORINOUCHI et al., 2015; ARRIOLA et al., 2016), melanoma avangado (HERSH et
al., 2011; WEBER et al., 2013) e cancer de préstata metastatico (SLOVIN et al., 2013).
O uso de ipilimumabe também pode ser combinado com outras imunoterapias e tem
demonstrado resultados satisfatorios. Por exemplo, a combinagao de ipilimumabe
mais nivolumabe, anticorpo direcionado especificamente ao PD-1 e utilizado para o
tratamento de cancer (TIE et al., 2017), levou a uma sobrevida significativamente mais
longa em comparagao com a imunoterapia somente com ipilimumabe em pacientes
com melanoma avangado (TSUI et al., 2017; HODI et al., 2016; CALLAHAN et al.,
2018; WOLCHOK et al., 2017), osteossarcoma metastatico (LUSSIER et al., 2015),
cancer colorretal (OVERMAN et al., 2018), glioblastoma recorrente (OMURO et al.,
2017) e carcinoma de células renais (HAMMERS et al., 2017).

Entretanto, os tratamentos direcionados ao CTLA-4 também podem induzir
efeitos adversos devido a ativacado de células T nao especificas no tumor decorrente
do bloqueio de CTLA-4. Esses efeitos adversos foram relatados em até 72% dos
pacientes que receberam ipilimumabe e podem atingir diversos 6rgaos e sistemas,
como a pele, trato gastrointestinal, figado, sistema enddcrino, olhos, rins, sistema
nervoso, pancreas, entre outros (VOSKENS et al.,, 2013; WEBER et al., 2012;
BERTRAND et al., 2015). Efeitos adversos desencadeados pelo bloqueio de CTLA-4
podem gerar uma limitagdo no desenvolvimento dessa estratégia de tratamento para
0 cancer, criando um desafio para pesquisas futuras relacionadas a imunoterapia
(ZHAO et al., 2018).

Diante do exposto, as variantes genéticas rs5742909 (-318 C>T), rs231775
(+49 A>G) e rs3087243 (+6230 G>A) de CTLA4 sao alvos de estudo promissores em
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relagdo ao cancer de colo de utero, seja como fatores de suscetibilidade ou protecéao.
Pesquisas em relagcédo a essas variantes genéticas e sua associagao a infec¢ao pelo
HPV, ao desenvolvimento de lesdes intraepiteliais escamosas e ao cancer cervical
ainda n&o foram estabelecidas na populag¢ao da regido Sul do Brasil, sendo essenciais
para a caracterizagdo genética dessas mulheres. Além disso, € de suma importancia
obter uma melhor compreensao sobre o papel das SNVs associadas ao CTLA4, gene
que estad associado a resposta imune regulatéria, contribuindo assim para o
estabelecimento de novos biomarcadores e delineamento de tratamentos com alto

nivel de especificidade.
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1. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a associagao dos alelos, genotipos e haplotipos das variantes genéticas
rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) e rs3087243 (+6230 G>A) de CTLA4 com
a infecgao pelo HPV, no desenvolvimento de lesdes intraepiteliais escamosas e no

cancer cervical em uma amostra de mulheres do estado do Parana - Brasil.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar a deteccao de HPV em uma amostra de pacientes atendidas pelos
programas de prevencdo ao cancer de colo de Utero do Sistema Unico de
Saude (SUS) do estado do Parana - Brasil;

e Avaliar o perfil sociodemografico e caracteristicas sexuais e reprodutivas de
uma amostra de pacientes atendidas pelos programas de prevengao ao cancer
de colo do utero do SUS do estado do Parana - Brasil;

e Correlacionar a infeccdo pelo HPV e os diferentes graus de lesbes
intraepiteliais cervicais com dados sociodemograficos e caracteristicas sexuais
e reprodutivas das pacientes participantes da pesquisa;

e Avaliar a frequéncia dos alelos, gendtipos e haplotipos das variantes genéticas
rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) e rs3087243 (+6230 G>A) de
CTLA4 em uma amostra de pacientes atendidas pelos programas de
prevencao ao cancer de colo de utero do SUS do estado do Parana - Brasil;

e Avaliar a associacao dos alelos, gendétipos e haplotipos das variantes genéticas
rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) e rs3087243 (+6230 G>A) de
CTLA4 com a infecgao pelo HPV, desenvolvimento de lesdes intraepiteliais
cervicais e cancer cervical em uma amostra de pacientes atendidas pelos
programas de prevengao ao cancer de colo de utero do SUS do estado do

Parana — Brasil.
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4. PRODUGAO CIENTIFICA

The article was written according to STROBE (Strengthening the reporting of
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Journal recommendation for publication: Viruses

CTLA4 HAPLOTYPE STRUCTURES AND -318CT (rs5742909) GENETIC
VARIANT CONTRIBUTE TO THE SUSCEPTIBILITY OF HPV INFECTION AND
CERVICAL CANCER

High-risk Human Papillomavirus (HPV) infection is considered the necessary etiological agent
for cervical carcinogenesis, but some cofactors are also related, such as genetic cofactors.
Single nucleotide variants (SNVs) in CTLA4 can lead to amino acid substitution, alter the
MRNA splicing and influence the gene expression of this gene, affecting the immune response
against the HPV and the process of cervical malignancy. In view of the above, the objective of
this study was to analyze the association of alleles, genotypes and haplotypes of the CTLA4
SNVs rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) and rs3087243 (+6230 G>A) with HPV
infection, development of low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL), high-grade
squamous intraepithelial lesion (HSIL) and cervical cancer in a cohort of women treated by the
public health service of Parana, Brazil. Peripheral blood and cervical secretion samples were
collected for genomic DNA extraction, used for genotyping of CTLA4 SNVs and
characterization of the presence of HPV (Polymerase chain reaction [PCR]). Statistical
analyses were performed adopting a significance level of p<0.05. HPV negative group (control)
included 181 women and the HPV positive group included 264 women. The HPV positive group
was divided into no lesion (n=84), LSIL (n=19), HSIL (n =56) and cervical cancer (n=105). It
was observed that women carrying the T allele of rs5742909 (-318 C>T) and the TAG
haplotype were more susceptible to HPV infection, development of HSIL and cervical cancer.
Our results suggest that the T allele of rs5742909 (-318 C>T) as well as the TAG haplotype
may be relevant molecular biomarkers of susceptibility to HPV infection and worse prognosis.

Keywords: Human papillomavirus; CD152; cytotoxic T-lymphocyte associated
antigen-4; cervical intraepithelial lesions; polymorphism.

1. INTRODUCTION

The Human Papillomavirus (HPV) is considered the necessary etiological agent
for cervical carcinogenesis being related to approximately 99.7% of cases of cervical
cancer (SCHIFFMAN; WENTZENSEN, 2013). High-risk HPV (HR-HPV) infection is
essential but may not be sufficient for the cancer development since the majority of
infected individuals eliminate the virus without intervention (CHEN; JIANG; SHEN; HU,
2011). However, some cofactors are also related, such as hormonal, immunological,

socioeconomic, environmental and genetic cofactors (GHEIT, 2019).

47



CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte protein 4) is an inhibitory receptor of the
immune system, involved in downregulation of T-cell response and peripheral
tolerance (WING; YAMAGUCHI; SAKAGUCHI, 2011). It’s constitutively expressed on
regulatory T cells (Tregs), but is also presenton T CD4* and T CD8* cells (QURESHI
et al., 2011). Studies report that single nucleotide variants (SNVs) in the gene that
encodes this receptor are associated with susceptibility to autoimmune diseases and
carcinogenesis (MIN et al., 2009; FERNANDEZ-MESTRE et al., 2009).

CTLA4 has more than one hundred genetic variants, but rs5742909 (-318 C>T),
rs231775 (+49 A>G) and rs3087243 (+6230 G>A) are the most studied (EI WAFAI et
al., 2011). Studies show that these genetic variants are associated with the
susceptibility to cervical cancer in different populations (RAHIMIFAR et al. 2010;
GOKHALE et al. 2013; HU et al. 2010; PAWLAK et al. 2010; JIANG et al. 2011; LI et
al. 2011; XIONG et al. 2014).

The SNV rs5742909 (-318 C>T), which affects the CTLA4 promoter sequence,
is associated with increased promoter activity and consequent increased CTLA-4
expression on the cell surface, decreasing T cell activity (GUNAVATHY et al., 2019).
In contrast, the SNV rs231775 (+49 A>G) causes the exchange of the amino acids
threonine for alanine at position +49 of the CTLA-4 signal peptide (NISTICO et al.,
1996), promoting an inadequate translocation of the growing CTLA-4 peptide from the
ribosome to the lumen of the endoplasmic reticulum and a consequent defective
targeting of CTLA-4 to the cell surface (ANJOS et al., 2002; MAURER; LOSERTH;
KOLB-MAURER; 2002). Furthermore, the SNV rs3087243 (+6230 G>A), which occurs
in the 3' untranslated region of CTLA4, can affect the proportion of isoforms of this
protein, decreasing the transcription of soluble CTLA-4 (sCTLA-4) and, consequently,
increasing the transcription of full-length CTLA-4 (fICTLA-4) which is present in the cell
membrane and can decrease T cell activation (UEDA et al., 2003).

Considering that HPV infection is the most common sexually transmitted
infection (STI) in the world (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020) and cervical
cancer is the third most common cancer in Brazilian women (INCA, 2023), the study
of possible associated genetic factors is essential to understand the carcinogenesis
mechanisms of cervical lesions. rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) and
rs3087243 (+6230 G>A) genetic variants have already been associated with the

development of cervical cancer in different populations, but the results are inconclusive
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and the Brazilian population has not been analyzed yet. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the association of CTLA4 rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49
A>G) and rs3087243 (+6230 G>A) genetic variants with HPV infection, development
of cervical intraepithelial lesions and cervical cancer in a cohort of women from the

southern region of Brazil.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. ETHICAL APPROVAL AND SAMPLE CARACTERIZATION

The present case-control study was approved by Institutional Ethics Committee
Involving Humans at State University of Londrina, Londrina — Parana (PR), Brazil
(CAAE 38937520.2.0000.5231). The study objective and steps were explained to the
patients and written informed consent was obtained and each participant completed a
structured questionnaire containing questions related to sociodemographic data (age,
smoking status, self-declared ethnicity, education level, marital status and monthly
income) and reproductive and sexual behavior (oral contraceptive usage, condom
usage, age at menarche, age at first sexual intercourse, sexual partners during the
lifetime, knowledge about HPV, knowledge about HPV transmission, previous cervical
screening and history of familial cervical cancer).

Were analyzed 445 women who underwent outpatient cytology testing between
2013 and 2017 at an ambulatory colposcopy facility of Intermunicipal Consortium of
Health of the Middle Paranapanema (CISMEPAR) in Londrina - PR, at Cancer Hospital
of Londrina, at Outpatient Clinic of the University Hospital of Londrina, at two Basic
Healthcare Units in Londrina - PR and at Erasto Gaertner Hospital in Curitiba - PR.
After sample collection, cytobrushes containing cervical cells were stored in 2 mL TE
buffer (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA pH 8.0) at -20°C until DNA extraction. The
women's peripheral blood was also collected and stored at 7°C in tubes containing

EDTA as anticoagulant.

2.2. DNA EXTRACTION AND HPV DETECTION

The methodologies for DNA extraction and HPV detection were described in
previously studies from our group (MANGIERI et al., 2019; MANGIERI et al., 2023).
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2.3. CERVICAL CYTOLOGY

Cervical cytology samples were analyzed at the Public Health System
Laboratories of Londrina — PR and Curitiba — PR. Cervical smears were classified as
no lesions (cytology sample were normal), low-grade squamous intraepithelial lesions
(LSIL), high-grade squamous intraepithelial lesions (HSIL) or cervical cancer,
according to the Bethesda System (2014) (NAYAR; WILBUR, 2015).

2.4. CTLA4 GENETIC VARIANTS GENOTYPING

The identification of the genotypes of CTLA4 genetic variants (rs5742909 -318
C>T,rs231775 +49 A>G and rs3087243 +6230 G>A) was carried out by real-time PCR
using validated assays (C___27834180_10, C__ 2415786_20 and C___3296043_10)
of hydrolysis probes 40x (TagMan™ System, Applied Biosystems, Walthan, MA, USA)
that were diluted with ultrapure water to 20x and were stored at -20°C. The reactions
consisted of DNA (1 ng/uL), TagMan™ Universal PCR Master Mix (TagMan™ System,
Applied Biosystems, Walthan, MA, USA) and the specific probe for each genetic
variant. Cycles were performed by the StepOne™ Real-Time PCR System thermal

cycler (TagMan™ System, Applied Biosystems, Walthan, MA, USA).

2.5. HAPLOTYPE ANALYSIS

Recombination sites between CLTA4 genetic variants alleles were inferred
using PHASE version 2.1.1 software (STEPHENS; SCHEET, 2005; STEPHENS;
SMITH; DONELLY, 2001).

2.6. STATISTICAL ANALYSIS

Pearson's chi-square test (x2) or Fisher's exact test was used to evaluate
differences in the frequency distributions of sociodemographic data and reproductive
and sexual behavior characteristics, as well as CTLA4 genetic variants (alleles,
genotypes and haplotypes), between the groups related to HPV infection and lesions

grade. Regarding the CLTA4 genetic variants genotypes, the dominant, codominant
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and recessive genetic models were analyzed. The x2 test was also used to evaluate
the Hardy-Weinberg equilibrium. Data were expressed as absolute nhumber (n) and
percentage (%).

Binary or multinomial logistic regression was performed to predict independent
associations between variables and study groups. Adjusted odds ratios (OR) and 95%
confidence intervals (Cl) were estimated. Statistical analyzes were performed using
the SPSS Statistics 25.0 software (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA), considering the

significance level of p<0.05.

3. RESULTS

The study population consisted of 445 women categorized as HPV-infected
(59.3%) and HPV-uninfected (HPV control group - 40.7%). The HPV-infected women
were divided into four groups based on cervical cytology results: no lesion (31.8%),
LSIL (7.2%), HSIL (21.2%) or cervical cancer (39.8%).

3.1. Association of participant sociodemographic, reproductive and sexual

behavior characteristics with HPV infection and cervical lesion status

It was observed that age range (p<0.001), smoking status (p=0.042), marital
status (p=0.006), monthly income (p=0.023), age at first sexual intercourse (p=0.002)
and number of sexual partners during the lifetime (p=0.007) were associated with HPV
infection. Furthermore, educational stage (p=0.013), oral contraceptive usage
(p=0.010) and condom usage (p=0.010) were also associated with HPV infection
(Supplementary table 1 and Supplementary table 2).

A significantly higher proportion of infected women compared to uninfected
women who are 24 years old or younger was observed on binary logistic regression
(Supplementary table 3 and Supplementary table 4), with these 4.67 times more likely
to have HPV than those over 55 years old (OR=4.67; Cl 95%=1.54-14.15). Women
who didn’t finish high school were less likely to have HPV (OR=0.36; Cl 95%=0.15-
0.83) compared to women who didn’t finish elementary school. Furthermore, women
who had 1 sexual partner during the lifetime were less likely to have HPV (OR=0.43;
C1 95%=0.23-0.77) compared to those who had 5 or more partners during the lifetime.
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Age range (p<0.001), educational level (p<0.001), marital status (p=0.014),
monthly income (p<0.001) and knowledge about HPV transmission (p<0.001) were
associated with cervical lesion status. When analyzing this association through
adjusted multinomial logistic regression (Supplementary table 5), women who didn’t
complete undergraduate degree were less likely to develop cervical cancer
(OR=0.050; C1 95%=0.006—-0.457) compared to those who didn’t complete elementary
school. Single women were less likely to develop LSIL (OR=0.092; Cl 95%=0.013—-
0.656) compared to married women. Furthermore, it was observed that HPV-infected
women 24 years old or younger were 22.37 times more likely to develop LSIL than
those over 55 years of age (OR=22.37; Cl 95%=1.55-322.123).

3.2. Distribution of alleles, genotypes and haplotypes of CTLA4 genetic
variations and susceptibility to HPV infection, cervical lesions and cervical

cancer.

The distribution of rs5742909 (-318 C>T) genotype between the HPV infection
groups was statistically significant on codominant (p<0.001), dominant (p=0.004) and
recessive (p=0.020) genetic model. Regarding the lesion grade groups, there was also
statistical significance on dominant (p=0.010) and codominant (p=0.006) genetic
model. Furthermore, differences were observed in relation to the distribution of
rs5742909 (-318 C>T) alleles between the lesion grade groups (p=0.012). The
distribution of rs3087243 (+6230 G>A) genotype between the lesion grade groups was
statistically significant on codominant (p=0.030) genetic model (Table 1).

Binary and multinomial logistic regression was also conducted to assess the
influence of CTLA4 SNVs on the susceptibility to HPV infection and development of
cervical lesions, respectively (Table 2). About rs5742909 (-318 C>T), women with CT
genotype were more likely to have HPV (OR=2.93; Cl 95%=1.71-5.02) than those with
CC and women with TT+CT were more likely to have HPV than those with CC
genotype (OR=2.38; Cl 95%=1.43-3.96). Women with CT genotype were more
susceptible to develop HSIL (OR=2.94; CI 95%=1.27-6.80) and cervical cancer
(OR=4.20; Cl%=1.84-9.58) than women with CC genotype. Furthermore, observing
the dominant genetic model, women with TT+CT genotype were more likely to
developing HSIL (OR=2.98; Cl 95%=1.26-6.76) and cervical cancer (OR=4.31; ClI
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95%=1.89-9.81) than women with CC. Analyzing rs3087243 (+6230 G>A), women with
AA+GA genotype were less likely to develop LSIL than those with the GG genotype
(OR=0.25; CI 95%=0.06-0.95). Furthermore, women with GA genotype were 3.48
times more likely to develop cervical cancer than those with GG (OR=3.48; CI
95%=1.33-9.05) and women with AA genotype were less likely to develop cervical
cancer than those with GG+GA genotypes (OR=0.28; Cl 95%=0.11-0.72).

Combinations of investigated genetic variants resulted in eight inferred
haplotype structures: CAG, CAA, TAG, TAA, CGG, CGA, TGG and TGA (composed
of the genetic variants rs5742909 [-318 C>T], rs231775 [+49 A>G] and rs3087243
[+6230 G>A] of CTLA4). For statistical analysis, only haplotypes over 5% frequency
across the study population were tested; they were CAG, CAA, TAG, CGG and TGG.
When realizing the comparison of the frequency of the haplotypes in HPV infection and
cervical lesion groups, no statistical differences were found (p>0.05) (Table 3). When
analyzing the association of CTLA4 haplotypes with HPV infection, statistical
differences were found in TAG haplotype (p=0.007) (Table 4). Moreover, statistical
differences were found in the haplotypic models of CAA haplotype when it was
associated with the development of cervical lesions (p=0.004) (Table 5).

To verify whether CTLA4 haplotypes were independently associated with HPV
infection and with the development of cervical lesions, logistic regression was
performed (Table 6). Individuals who were heterozygous for CAA were less likely to
develop LSIL than those who didn’t carry the CAA haplotype (OR=0.25; Cl 95%=0.07-
0.92). Women who were heterozygous for CAA were 2.57 times more likely to develop
cervical cancer than those who didn’t have the CAA haplotype (OR=2.57; Cl%=1.13-
5.80). About TAG haplotype, individuals who were heterozygous for TAG were 2.41
times more likely to have HPV than those who didn’t have the TAG haplotype
(OR=2.41; Cl%=1.36-4.25). Furthermore, women who were homozygous for TAG
were more likely to develop HSIL (OR=2.56; Cl%=1.03-6.38) and cervical cancer
(OR=3.21; Cl%=1.34-7.69) than those who didn't carry the TAG haplotype.

Data on genetic variants and haplotypes distribution were adjusted for age
range, sexual partners during the lifetime, educational level and marital status, when

appropriated.
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2. DISCUSSION

To the best of our knowledge, this is the first study that associates the alleles,
genotypes and haplotypes of CTLA4 rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) and
rs3087243 (+6230 G>A) genetic variants with HPV infection, development of cervical
lesions and cervical cancer in Brazilian women.

Regarding the traditional risk factors, we observed that age range, smoking
status, educational level, marital status, monthly income, oral contraceptive usage,
condom usage, age at first sexual intercourse and the number of sexual partners
during the lifetime are significantly associated with HPV infection. Age range,
educational level, marital status, monthly income and knowledge about HPV
transmission were also variables associated with the development of cervical lesions
or cervical cancer. Sociodemographic, sexual and reproductive behavior
characteristics may also be cofactors associated with the development of HPV
(YETIMALAR et al., 2012). The observed data corroborate the results of a previous
study by our group (MANGIERI et al., 2023).

In addition to HPV infection, genetic cofactors may be associated with the
process of cervical malignancy. CTLA-4 receptor plays a very important role in the
immune system by negatively regulating T lymphocytes (MIN et al.,, 2009;
FERNANDEZ-MESTRE et al., 2009). Several genetic variants can affect CTLA4 and
lead to amino acid changes and alterations in messenger RNA (mRNA) splicing, which
could influence T cell function, leading to continued attenuation of the immune
response (MISRA et al., 2015). T cells play an essential role in the regression of HPV
infection and cancer; however, CTLA4 genetic variants can promote downregulation
of T cell response, and consequently, the progression of these diseases (HIBMA et al.,
2012; OH et al., 2021).

Our study observed that, regarding rs5742909 (-318 C>T), the presence of T
allele may be a risk factor for HPV infection, development of HSIL and cervical cancer.
These data corroborate with previous studies, which associated the T allele of this
genetic variant with susceptibility to cervical cancer in different populations (PAWLAK
et al. 2010; JIANG et al. 2011; XIONG et al. 2014). This genetic variation occurs in
CTLA4 promoter region, increasing promoter activity and, consequently, increasing
CTLA-4 expression on the cell surface (GUNAVATHY et al., 2019). With increased
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regulation of CTLA-4 on the surface of CD4* or CD8* T cells, this receptor will bind in
greater quantities to the B7 ligand present on antigen-presenting cells, such as
dendritic cells, during the immunological synapse, downregulating T cells
(THOMPSON; ALLISON, 1997; WALUNAS et al., 1994). A subpopulation of T cells,
known as regulatory T cells, constitutively express CTLA-4 and secrete inhibitory
cytokines, such as transforming growth factor beta (TGF-) and Interleukin-10, and
also downregulate the activity of effector T cells (GLIWINSKI; IWASZKIEWICZ-
GRZES; TRZONKOWSKI, 2017; KITCHING; HOLDSWORTH, 2011). T cells have
important functions against the establishment of cancer and HPV infection (EDWARDS
et al., 1995); however, with its function compromised due to immunosuppression
caused by CTLA-4 overactivation, like due to genetic variants, the progression of the
malignant process may occur.

Analyzing rs3087243 (+6230 G>A), we observed that the presence of the A
allele may be a protective factor for LSIL; however, the A allele may also be a risk
factor for the development of cervical cancer. In addition to CTLA-4, there are other
molecules that are important in regulating the T cell response, such as CD28 and
inducible co-stimulator (ICOS), considered costimulatory molecules. The genes
encoding CD28, CTLA-4, and ICOS are located side by side in a 300 kb stretch in the
g33 region of chromosome 2 (LING et al., 2001). Therefore, we hypothesized that
genetic variants in the genes encoding CD28 and/or ICOS may have been inherited
together, due to their proximity on the chromosome, and may be influencing the
functional effect of CTLA4 rs3087243 (+6230 G>A), but studies are needed for a better
understanding.

Through the haplotype analyses, it was possible to observe the association of
TAG haplotype with HPV infection and the association of CAA, TAG and TGG
haplotypes with cervical lesion status. In logistic regression, eliminating possible
confounding factors, it was observed that the presence of the TAG haplotype may be
a susceptibility factor for HPV infection, development of HSIL and cervical cancer. This
result creates hypotheses about the heritability of the TAG haplotype being a factor
associated with cervical cancer. Although the A allele of rs3087243 (+6230 G>A) is
present in the TAG haplotype and was also associated with cervical malignancy in our
study, the OR of the association of the CT genotype of rs5742909 (-318 C>T) with

cervical cancer is considerably higher. Therefore, it's proposed that the presence of
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the T allele of rs5742909 (-318 C>T) promoted the association of the TAG haplotype
with the susceptibility to the development of cervical carcinoma.

This study has some limitations, such as the number of samples, specifically in
the LSIL group, which may reduce the statistical power of our analysis. The reduced
number of samples in the LSIL group may have been caused by the fact that cervical
lesions can evolve directly to HSIL without the occurrence of LSIL (REICH; REGAUER,
2017; DOORBAR; GRIFFIN, 2019). However, as a strong point, we collected socio-
demographic, sexual and reproductive behavior data from the participants, which allow
an analysis for possible confounding factors during the study of CTLA4 genetic variants
possibly associated with cervical cancer. It's noteworthy that studies with the
participation of women from other regions of Brazil are necessary to obtain more
trustworthy results in relation to the country's heterogeneity.

In short, we demonstrated that the allele T of CTLA4 genetic variant rs5742909
(-318 C>T) and TAG haplotype are associated to HPV infection, development of
cervical intraepithelial lesions and cervical cancer in a cohort of Brazilian population.
Due to this, our study suggests that this genetic variant and haplotype could be relevant

molecular biomarkers of HPV infection susceptibility and worst prognosis.
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Supplementary table 1.

Association of participants sociodemographic characteristics with HPV infection and cervical lesions status.

HPV Lesion grade (HPV infected patients)
Variables Uninfected (n=181)  Infected (n=264) No lesion (n=84) LSIL (n=19) HSIL (n=56) Cer‘(’qu gg)”cer p-value
p-value
N % N % N % N % N % %
<24 9 5.0 33 12.5 14 16.7 6 31.6 13 23.2 0 0.0
25_34 42 23.2 58 22.0 28 33.3 6 31.6 15 26.8 9 8.6
Age range (years) 35— 44 45 24.9 58 22.0 <0.001 17 20.2 3 15.8 12 21.4 26 24.8 <0.001*
45— 54 57 31.5 47 17.8 13 15.5 3 15.8 10 17.9 21 20.0
> 55 28 15.5 68 25.8 12 14.3 1 5.3 6 10.7 49 46.7
No 136 75.6 178 68.7 63 75.9 9 50.0 33 61.1 73 70.2
Smoking status** Yes 28 15.6 65 25.1 0.042 18 217 7 38.9 17 31.5 23 22.1 0.161*
Ex-smoker 16 8.9 16 6.2 2 24 2 11.1 4 7.4 8 7.7
Caucasian 95 52.8 131 51.4 41 49.4 7 38.5 25 50.0 58 55.8
Ethnicity** 77 )
thnicity No caucasian 85 47.2 124 48.6 0.773 42 50.6 11 61.5 25 50.0 46 44.2 0.553
Incomplete 51 28.3 113 44.1 21 25.3 6 33.3 20 40.0 66 62.9
elementary school
Complete
elementary school 24 13.3 33 12.9 12 14.5 1 5.6 6 12.0 14 13.3
Incomplete high 24 13.3 22 8.6 10 12.0 1 5.6 7 14.0 4 3.8
school
Education level= ComPete high 59 32.8 72 28.1 0.013 34 41.0 9 50.0 14 28.0 15 143 <0.001*
Incomplete
undergraduate 7 3.9 5 2.0 2 24 0 0.0 3 6.0 0 0.0
degree
Complete
undergraduate 15 8.3 11 4.3 4 4.8 1 5.6 0 0.0 6 57
degree
Married 131 72.4 152 57.8 47 56.0 8 421 34 60.7 63 60.6
Marital status**  Single 17 9.4 50 19.0 0.006 21 25.0 4 21.1 15 26.8 10 9.6 0.014"
Divorced 24 13.3 38 14.4 : 11 13.1 4 21.1 6 10.7 17 16.3 :
Widowed 9 5.0 23 8.7 5 6.0 3 15.8 1 1.8 14 13.5
< 1 minimum wage 77 428 98 53.3 34 41.0 6 33.3 33 67.3 25 71.4
1 - 3 min. wages 96 53.3 75 40.5 41 49.4 10 55.6 16 32.7 8 22.9
Monthly income®™* 3 - 5 min. wages 3 1.7 10 5.4 0.023* 8 9.6 2 11.1 0 0.0 0 0.0 <0.001*
5 - 7 min. wages 3 1.7 1 0.5 0 0.0 0 0.0 0 0.0 1 2.9
> 7 min. wages 1 0.6 1 0.5 0 0.0 0 0.0 0 0.0 1 2.9

aBased on Brazilian educational system. PBased on Brazilian minimum wage (approximately U$ 287.00). Data presented as absolute number and percentage. Analysis carried out using the two-tailed Chi-square (X?)
test or *Fisher test, with p<0.05 being adopted as the significance level (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). HPV (Human Papillomavirus); LSIL (Low-grade squamous intraepithelial lesions); HSIL (High-grade squamous
intraepithelial lesions). Bold values represent statistical significance (p<0.05). **Variable containing incomplete data for some participants.
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Supplementary table 2. Association of participant reproductive and sexual behavior characteristics with HPV infection and cervical lesion

status.
HPV Lesion grade (HPV infected patients)
Variables Uninfected (n=181)  Infected (n=264) No lesion (n=84) LSIL (n=19) HSIL (n=56) Ce”"c_a1' gg”cer
p-value (n=105) p-value
N % N % N % N % N % N %
No 125 69.1 148 56.9 57 68.7 10 52.6 29 52.7 52 50.5
Oral contracepti ** 0.010 0.073
ral contracepiive usage™ v s 56 30.9 112 431 26 313 9 47.4 26 473 51 495
o No 162 90.0 205 81.0 69 83.1 15 83.3 42 85.7 79 76.7
Condom usage Yes 18 10.0 48 19.0 0.010 14 16.9 3 16.7 7 14.3 24 233 0.521
<11 39 215 53 26.9 16 21.4 6 31.6 19 33.9 10 26.3
12 43 23.8 55 27.9 26 31.0 5 26.3 15 26.8 9 23.7
Age at h o 0.273 0.875
ge at menarche (years)™ 47 26.0 38 19.3 15 17.9 4 211 11 19.6 8 211
214 52 28.7 51 25.9 25 29.7 4 21.1 11 19.7 11 28.9
Age at first sexual <17 87 48.1 162 63.3 0.002 48 571 15 78.9 39 69.6 60 61.9 0.167
intercourse (years)*™™ 218 94 51.9 94 36.7 ) 36 42.9 4 21.1 17 30.4 37 38.1 ’
1 70 38.9 45 24.2 23 27.7 3 16.7 7 14.6 12 32.4
2 35 19.4 31 16.7 11 13.3 4 22.2 9 18.8 7 18.9
Sexual partners 5 26 14.4 28 15.1 0.007 10 12.0 6 33.3 9 18.8 3 8.1 0.360*
during the lifetime
4 13 7.2 19 10.2 9 10.8 2 1.1 5 10.5 3 8.1
25 36 20.0 63 33.9 30 36.1 3 16.7 18 375 12 32.4
No 32 17.8 53 28.0 19 22.9 4 222 12 24 18 47.4
Knowledge about Heard
HPya About 99 55.0 89 471 0.062 45 54.2 8 44.4 23 46 13 34.2 0.107
Yes 49 27.2 47 24.9 19 22.9 6 33.3 15 30 4 18.4
Knowledge about No 18 43.3 97 51.3 0124 32 38.6 11 91.1 24 48.0 30 78.9 <0.001
HPV transmission™  Yes 102 56.7 92 48.7 : 51 61.4 7 38.9 26 52.0 8 21.1 :
Previous cervical No 4 22 7 3.7 0.398 4 4.8 0 0.0 0 0.0 3 8.1 0.207*
screening** Yes 176 97.8 181 96.3 : 79 95.2 18 100.0 50 100.0 34 91.9 :
Familial cervical No 158 87.8 168 88.0 0.958 72 86.7 17 94.4 45 86.5 34 89.5 0.906"
cancer** Yes 22 12.2 23 12.0 ' 11 13.3 1 5.6 7 13.5 4 10.5 :

Data presented as absolute number and percentage. Analysis carried out using the two-tailed Chi-square (X?) test or *Fisher test, with p<0.05 being adopted as the significance level (SPSS Inc., Chicago, lllinois,
USA). HPV (Human Papillomavirus); LSIL (Low-grade squamous intraepithelial lesions); HSIL (High-grade squamous intraepithelial lesions). Bold values represent statistical significance (p<0.05). **Variable
containing incomplete data for some participants.
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Supplementary table 3. Association of participants sociodemographic characteristics with

HPV infection through adjusted logistic regression.

HPV +
Variables
OR (CI95%) Adjusted p-value
<24 4.673 (1.543-14.153) 0.006
25-34 2.049 (0.915-4.588) 0.081
Age range (years) 35-44 1.107 (0.523-2.344) 0.791
45-54 0.651 (0.316-1.341) 0.245
255 Reference
No Reference
Smoking status ~ Yes 0.958 (0.426-0.2.153) 0.917
Ex-smoker 1.718 (0.686-4.303) 0.248
Incomplete elementary Reference
school
Complete elementary 0.660 (0.316-1.380) 0.270
school
'S”CCh%";Ip'ete high 0.362 (0.158-0.830) 0.016
Education level®
Complete high school 0.595 (0.319-1.108) 0.102
Incomplete 0.262 (0.064-1.076) 0.063
undergraduate degree
Complete
undergraduate degree 0.364 (0.117-1.134) 0.081
Married Reference
) Single 1.791 (0.870-3.688) 0.114
Marital stat
amatstaiis - pivorced 1,620 (0.845-3.107) 0.147
Widowed 2.336 (0.892-6.120) 0.084
< 1 minimum wage 1.430 (0.070-29.259) 0.817
1 - 3 min. wages 0.944 (0.047-19.052) 0.970
Monthly income® 3 - 5 min. wages 5.325 (0.209-135.590) 0.311
5 -7 min. wages 0.453 (0.006-32.737) 0.717

27 min. wages

Reference

3Based on Brazilian educational system. "Based on Brazilian minimum wage (approximately U$ 287.00). Data were
analyzed by logistic regression with p<0.05 considered significant (bold) and with “uninfected” group as reference (SPSS

Inc., Chicago, lllinois, USA). HPV (Human Papillomavirus); OR (Odds Ratio); Cl (confidence interval).
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Supplementary table 4. Association of participant reproductive and sexual behavior

characteristics with HPV infection through adjusted logistic regression.

Variables

HPV +

OR (CI95%)

Adjusted p-value

Oral contraceptive
usage

Condom usage

Age at first sexual
intercourse (years)

Sexual partners
during the lifetime

No
Yes

Yes

v & WON -

0.918 (0.580-1.452)
Reference

0.776 (0.400-1.508)
Reference

1.411 (0.901-2.210)
Reference

0.430 (0.239-0.772
0.563 (0.296-1.072
0.655 (0.332-1.294
0.900 (0.395-2.050
Reference

= O = =

0.714

0.455

0.133

0.005
0.080
0.223
0.802

Data were analyzed by logistic regression with p<0.05 considered significant (bold) and with “uninfected” group as reference (SPSS
Inc., Chicago, lllinois, USA). HPV (Human Papillomavirus); OR (Odds Ratio); Cl (confidence interval).
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Supplementary table 5. Association of participant sociodemographic, reproductive and

sexual behavior characteristics with cervical lesion groups through adjusted logistic

regression.
Lesion grade (HPV infected patients)
: LSIL HSIL Cervical cancer
Variables Adijusted Adijusted ' Adjusted
p-value p-value p-value
OR (CI95%) OR (C195%) OR (CI95%)
22.375 (1.554- 1.106 (0.246- )
<24 322.123) 0.022 4.968) 0.896 0.974
_ 4.414 (0.335-58- 2.051 (0.488- 1.539 (0.229-
25-34 195) 0.259 8.614) 0.327 10.3200 0.657
Age range (years) 35 — 44 2'732 ‘(1%'32)1 4 0.433 2.1 5818(81-?45- 0.274 1.47615((?4?29- 0.613
4.536 (0.355- 1.512 (0.376- 0.579 (0.125-
45 - 54 57.909) 0.245 6.091) 0.561 2.677) 0.485
=55 Reference Reference Reference
Incomplete
elementary Reference Reference Reference
school
Complete
0.240 (0.014- 0.389 (0.050-
elementary 3.997) 0.320 - 0.998 3.058) 0.370
school
Incomplete 0.030 (0.001- ) 0.128 (0.013-
high school 1.144) 0.059 0.998 1.316) 0.084
Education level® c lete high 0,066 (0.002
omplete hig . .002- } )
school 1.850) 0.110 0.998 0.996
Incomplete
0.411 (0.349- ) 0.050 (0.006-
gndergraduate 0.028) 0.411 0.998 0.457) 0.008
egree
Complete
undergraduate - - - - - 0.998
degree
Married Reference Reference Reference
. 0.092 (0.013- 3.630 (0.382- 0.437 (0.097-
Single 0.656) 0.017 34.516) 0.262 1.064) 0.280
Marital status 0.130 (0.014 2.627 (0.244
Divorced : 1.185) 0.070 : 28.33.1) 0.426 - 0.994
) 0.427 (0.054- 2.859 (0.257- 0.521 (0.092-
Widowed 3.356) 0.418 31.742) 0.392 2.945) 0.460
0.987 (0.192- 0.578 (0.180- 1.126 (0.224-
No 5.083) 0.987 1.862) 0.359 5.645) 0.886
Knowledge about 0.593 (0.144- 0.531 (0.196- 0.327 (0.071-
HPV Heard about 2.444) 0.470 1.437) 0.212 1.509) 0.152
Yes Reference Reference Reference

2Based on Brazilian educational system. Data were analyzed by logistic regression with p<0.05 considered significant (bold) and with
“no lesion” group as reference (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). HPV (Human Papillomavirus); LSIL (Low-grade squamous
intraepithelial lesions); HSIL (High-grade squamous intraepithelial lesions); OR (Odds Ratio); Cl (confidence interval). Some
categories of the variables didn’t complete the logistic regression, probably due to the sample size.
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Table 1. Association of CTLA4 rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) and rs3087243 (+6230 G>A) genetic variants with HPV infection

and cervical lesion status.

HPV Lesion grade (HPV infected patients)
Genetic models Uninfected (n=181)  Infected (n=264) p-value No lesion (n=84) LSIL (n=19) HSIL (n=56) Cer‘&cj‘; gg)”cer p-value
N % N % N % N % N % N %
rs5742909 (-318 C>T)
Codominant cc 148 822 185 70.3 70 833 15 78.9 36 64.3 64 615
cT 26 14.4 77 29.3 <0.001* 14 16.7 4 211 20 35.7 39 375 0.010*
T 6 3.4 1 0.4 0 0.0 0 0.0 0 0.0 1 10
Dominant cc 148 82.2 185 70.3 70 83.3 15 78.9 36 64.3 64 615
CT+TT 32 17.8 78 29.7 0.004 14 16.7 4 21.1 20 35.7 40 385 0.006
Recessive cc+CT 174 96.7 262 99.6 o 84 100 19 100 56 100 103 99.0 © 000"
s 6 3.3 1 0.4 0.020 0 0.0 0 0.0 0 0.0 1 10 000
Alleles c 322 89.5 447 84.9 154 744 34 89.5 92 82.1 167 803
T 38 10.5 79 15.1 3.714 14 256 4 10.5 20 17.9 41 19.7 0.012
r$231775 (+49 A>G)
Codominant AA 66 365 100 38.0 33 393 4 211 21 375 42 204
AG 86 47.5 133 50.6 0.369 44 52.4 12 63.2 28 50.0 49 471 0.715
GG 29 16.0 30 114 7 8.3 3 15.7 7 125 13 125
Dominant AA 66 36.5 100 38.0 33 39.3 4 21.1 21 375 42 404
AG+GG 115 63.5 163 62.0 0.739 51 60.7 15 78.9 35 62.5 62 59.6 0.452
Recessive AA+AG 152 84.0 233 88.6 77 91.7 16 84.2 49 87.5 91 87.5
GG 29 16.0 30 114 0159 7 8.3 3 15.8 7 125 13 125 0.721
Alleles A 218 60.2 333 63.3 1 110 655 20 52.6 70 62.5 133 63.9 1
G 144 39.8 193 36.7 0.35 58 345 18 474 42 375 75 36.1 0517
rs3087243 (+6230 G>A)
Codominant GG 51 318 58 26.4 19 28.8 8 50.0 11 275 20 205
GA 79 494 125 56.8 0.344 30 455 6 375 23 57.5 66 67.3 0.030
AA 30 18.8 37 16.8 17 257 2 12,5 6 15.0 12 122
Dominant GG 51 31.9 58 26.4 19 28.8 8 50.0 11 275 20 20.4
GA+AA 109 68.1 162 73.6 0.241 47 71.2 8 50.0 29 725 78 796 0.085
Recessive GG+GA 130 81.2 183 83.2 49 74.2 14 87.5 34 85.0 86 87.8
AA 30 18.8 37 16.8 0.626 17 258 2 12,5 6 15.0 12 12.2 0.136
Alleles G 181 56.6 241 54.8 68 515 22 68.7 45 56.3 106 627
A 139 43.4 199 452 0.623 64 485 10 313 35 43.7 90 37.3 0.362

Data presented as absolute number and percentage. Analysis carried out using the two-tailed Chi-square (X?) test or *Fisher test, with p<0.05 being adopted as the significance level (SPSS Inc., Chicago, lllinois,
USA). HPV (Human Papillomavirus); LSIL (Low-grade squamous intraepithelial lesions); HSIL (High-grade squamous intraepithelial lesions). Bold values represent statistical significance (p<0.05). The distribution
of the genotype frequency of CTLA4 rs5742909 (-318 C>T) wasn’t in Hardy Weinberg equilibrium on HPV uninfected group (p<0.05). Some participants didn’t complete the genotyping for all the genetic variants

analyzed.
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Table 2. Association of CTLA4 rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) and rs3087243 (+6230 G>A) genetic variants with HPV infection

and cervical lesion status through adjusted logistic regression.

HPV Lesion grade (HPV infected patients)
Genetic models Infected Adjusted LSIL Adjusted HSIL Adjusted Cervical cancer Adjusted
OR (CI95%) p-value OR (CI95%) p-value OR (CI95%) p-value OR (CI95%) p-value
rs5742909 (-318 C>T)
CcC Reference Reference Reference Reference
. ) 1.057 (0.277- 2.945 (1.274- 4.207 (1.846-
Codominant CT 2.936 (1.715-5.026) <0.001 4.035) 0.935 6.808) 0.012 9.588) 0.001
TT - 0.999 - 1 - 1 - 0.997
CcC Reference Reference Reference Reference
Dominant 1.057 (0.277- 2.928 (1.267- 4.314 (1.896-
TT+CT 2.382 (1.432-3.963) 0.001 4.035) 0.935 6.766) 0.012 9.817) <0.001
Recessive CC+CT Reference Reference Reference Reference
TT - 0.999 - 1 - 1 - 0.997
rs231775 (+49 A>G)
AA Reference Reference Reference Reference
) 2.352 (0.623- 1.209 (0.554- 1.106 (0.538-
Codominant AG 0.940 (0.594-1.486) 0.790 8.876) 0.207 2.641) 0.634 2.273) 0.785
4.135 (0.568- 2.179 (0.625- 1.298 (0.397-
GG 0.712 (0.366-1.384) 0.316 30.090) 0.161 7.597) 0.221 4.239) 0.666
AA Reference Reference Reference Reference
Dominant 2.573 (0.702- 1.346 (0.637- 1.127 (0.565-
GG+AG 0.883 (0.572-1.365) 0.576 9.425) 0.154 2.843) 0.437 2.248) 0.734
AA+AG Reference Reference Reference Reference
Recessive 2.327 (0.409- 1.954 (0.607- 1.223 (0.401-
GG 0.737 (0.399-1.360) 0.329 13.228) 0.341 6.288) 0.261 3.733) 0.723
rs3087243 (+6230 G>A)
GG Reference Reference Reference Reference
. 0.299 (0.073- 1.098 (0.391- 3.481 (1.338-
Codominant GA 1.190 (0.707-2.003) 0.512 1.227) 0.094 3.090) 0.859 9.056) 0.011
0.181 (0.026- 0.523 (0.144- 0.641 (0.207-
AA 1.023 (0.521-2.011) 0.947 1.264) 0.085 1.895) 0.323 1.983) 0.440
GG Reference Reference Reference Reference
Dominant 0.250 (0.065- 0.891 (0.335- 2.111 (0.878-
AA+GA 1.144 (0.698-1.875) 0.594 0.955) 0.043 2.367) 0.817 5.077) 0.095
GG+GA Reference Reference Reference Reference
Recessive 0.918 (0.508- 0.413 (0.074- 0.485 (0.159- 0.283 (0.111-
AA 1.661) 0.777 2.204) 0.312 1.478) 0.203 0.724) 0.008

n o«

Data were analyzed by logistic regression adjusted for “age range”, “educational level” and “sexual partners during the lifetime” (HPV infection analysis) or “age range”, “education level” and “marital status” (lesion
grade analysis), with “uninfected” group or “no lesion” group as reference, respectively, and with p<0.05 considered significant (bold) (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). HPV (Human Papillomavirus); LSIL (Low-
grade squamous intraepithelial lesions); HSIL (High-grade squamous intraepithelial lesions); OR (Odds Ratio); Cl (confidence interval). Some categories of the variables didn’t complete the logistic regression,
probably due to the sample size.
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Table 3. Association of CTLA4 rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) and rs3087243
(+6230 G>A) genetic variants haplotypes with HPV infection and cervical lesion status.

HPV Lesion grade (HPV infected patients)
CTLA4 Haplotypes U(nrir;f1e§:1t<;d I(?]ffgéi(i p-value N&Legs ‘ilc)m (r%fllé) (:'55%) ?:Ea)rr:/cl:(;?l p-value
(n=105)
N % N % N % N % N % N %
CAG 41 477 45 523 16 9.6 4 10.2 11 101 14 6.7
CAA 152 402 226 59.8 81 485 12 307 42 385 91 437
TAG 25 287 62 713 0.071 12 7.2 4 102 17 156 29 139 0.1
CGG 129 423 176 57.7 57 341 18 464 37 339 64 3038
TGG 14 51.8 13 482 1 0.6 1 25 2 1.9 10 49

Data presented as absolute number and percentage. Analysis carried out using the two-tailed Chi-square (X?) test, with p<0.05 being
adopted as the significance level (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). HPV (Human Papillomavirus); LSIL (Low-grade squamous
intraepithelial lesions); HSIL (High-grade squamous intraepithelial lesions). Bold values represent statistical significance (p<0.05). SNVs
alleles in haplotype structures follow the order rs231775 A>G, rs5742909 C>T and rs3087243 G>A.

Table 4. Association of CTLA4 rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G)
and rs3087243 (+6230 G>A) genetic variants haplotype models with HPV infection.

HPV — HPV +
Haplotype models (n=181) (n=264) p-value
N % N %
CAG/CAG 4 2.2 4 1.6
CAG/OTHERS 33 18.3 37 14.3 0.449
OTHERS/OTHERS 143 79.5 217 84.1
CAA/CAA 34 18.9 45 17.4
CAA/OTHERS 84 46.7 134 51.9 0.550
OTHERS/OTHERS 62 344 79 30.7
TAG/ITAG 1 0.6 0 0.0
TAG/OTHERS 23 12.8 62 24.0 0.007
OTHERS/OTHERS 156 86.6 196 76.0
CGG/CGG 21 11.7 21 8.1
CGG/OTHERS 86 47.8 130 50.4 0.462
OTHERS/OTHERS 73 40.5 107 41.5
TGGITGG 4 2.2 1 04
TGG/OTHERS 6 3.3 11 4.3 0.185
OTHERS/OTHERS 170 94.5 246 95.3

Data presented as absolute number and percentage. Analysis carried out using the two-tailed Chi-square (X?) test, with p<0.05 being
adopted as the significance level (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). HPV (Human Papillomavirus). Bold values represent statistical
significance (p<0.05). SNVs alleles in haplotype structures follow the order rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) and rs3087243
(+6230 G>A). Some participants didn't complete genotyping for all genetic variants analyzed, so their haplotypes were incomplete and they
weren't counted.
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Table 5. Association of CTLA4 rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) and rs3087243

(+6230 G>A) haplotype models with cervical lesion status.

No lesion LSIL HSIL Cervical cancer

Haplotype models (n=84) (n=19) (n=56) (n=105) p-value

N % N % N % N %
CAG/CAG 2 24 0 0 1 1.9 1 1.0
CAG/OTHERS 12 14.5 4 211 9 17.0 12 11.7 0.859
OTHERS/OTHERS 69 83.1 15 78.9 43 81.1 90 87.3
CAA/CAA 21 25.3 3 15.8 10 18.9 11 10.7
CAA/OTHERS 38 45.8 6 31.6 22 415 68 66.0 0.004
OTHERS/OTHERS 24 28.9 10 52.6 21 39.6 24 23.3
TAG/TAG 0 0 0 0 0 0 0 0
TAG/OTHERS 12 14.5 4 211 17 32.1 29 28.2 0.069
OTHERS/OTHERS 71 85.5 15 78.9 36 67.9 74 71.8
CGG/CGG 7 8.4 3 15.8 3 5.7 8 7.8
CGG/OTHERS 43 51.8 12 63.2 28 52.8 47 45.6 0.471
OTHERS/OTHERS 33 39.8 4 21.0 22 415 48 46.6
TGG/TGG 0 0 0 0 0 0 1 1.0
CGG/OTHERS 1 1.2 0 0 2 3.8 8 7.8 0.280
OTHERS/OTHERS 82 98.8 19 100.0 51 96.2 94 91.2

Data presented as absolute number and percentage. Analysis carried out using the two-tailed Chi-square (X?) test, with p<0.05
being adopted as the significance level (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). Bold values represent statistical significance (p<0.05).
SNVs alleles in haplotype structures follow the order rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) and rs3087243 (+6230 G>A).
Some participants didn't complete genotyping for all genetic variants analyzed, so their haplotypes were incomplete and they weren't
counted.



Table 6. Association of CTLA4 rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) and rs3087243

(+6230 G>A) genetic variants haplotype models with HPV infection and cervical lesion status

through adjusted logistic regression.

HPV Lesion grade (HPV infected patients)
Cervical
Haplotype models  Infected  Agjusted LSIL Adjusted HSIL Adjusted  cancer Adjusted
OR (Cl95%) Pvalue OR(Cl95%) PYal® or(ciosw) PV or(clos%)  Pvale
CAG
0.702 0.758 0.123
CAG/CAG (0.146- 0.659 - 0.999 (0.061- 0.829 (0.009- 0.118
3.377) 9.368) 1.696)
0.877 1.954 1.269 0.669
CAG/OTHERS (0.499- 0.648 (0.515- 0.325 (0.460- 0.646 (0.247- 0.429
1.540) 7.410) 3.506) 1.811)
OTHERS/OTHERS Reference Reference Reference Reference
CAA
0.977 0.295 0.479 0.471
CAA/CAA (0.532- 0.941 (0.066- 0.112 (0.178- 0.145 (0.165 - 0.159
1.796) 1.327) 1.289) 1.344)
1.026 0.258 0.532 2.571
CAA/OTHERS (0.638- 0.916 (0.072- 0.037 (0.226- 0.150 (1.139- 0.023
1.650) 0.924) 1.255) 5.803)
OTHERS/OTHERS Reference Reference Reference Reference
TAG
1.907 2.569 3.212
TAG/TAG - 1 (0.502- 0.343 (1.033- 0.042 (1.340- 0.009
7.242) 6.388) 7.695)
2.414
TAG/OTHERS (1.368- 0.002 - - - - - -
4.258)
OTHERS/OTHERS Reference Reference Reference Reference
CGG
0.627 4.608 0.950 0.629
CGG/CGG (0.295- 0.225 (0.742- 0.101 (0.209- 0.947 (0.169- 0.490
1.332) 28.610) 4.316) 2.340)
0.901 2.215 1.109 0.900
CGG/OTHERS (0.575- 0.650 (0.610- 0.227 (0.508- 0.794 (0.446- 0.770
1412) 8.045) 2.422) 1.819)
OTHERS/OTHERS Reference Reference Reference Reference
TGG
TGG/TGG - 0.999 - - - 1 - 0.998
1.882 4.240 9.210
TGG/OTHERS (0.633- 0.255 - 0.996 (0.357- 0.253 (0.809- 0.074
5.596) 50.394) 104.901)
OTHERS/OTHERS Reference Reference Reference Reference

Data were analyzed by logistic regression adjusted for “age range”, “educational level” and “sexual partners during the lifetime” (HPV

infection analysis) or “age range”, “education level” and “marital status” (lesion grade analysis), with “uninfected” group or “no lesion” group
as reference, respectively, and with p<0.05 considered significant (bold) (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). HPV (Human Papillomavirus);
LSIL (Low-grade squamous intraepithelial lesions); HSIL (High-grade squamous intraepithelial lesions); OR (Odds Ratio); Cl (confidence
interval); adj (adjusted). Some categories of the variables didn’t complete the logistic regression, probably due to the sample size.
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5. CONCLUSAO

No presente estudo, foram avaliadas 445 mulheres atendidas pelo servigo
publico de saude do estado do Parana - Brasil, quanto a presenca de infec¢ao por
HPV. Entre as participantes, 40,7% nao apresentaram infec¢do, enquanto 59,3%
foram diagnosticadas com a infecgdo pelo HPV. As mulheres infectadas foram
subdivididas em grupos conforme o grau de les&o cervical, com base nos resultados
da citologia cervical: 31% n&o apresentaram leséo, 7,2% foram diagnosticadas com
LSIL, 21,2% com HSIL e 39,8% com cancer cervical.

Em relacéo as caracteristicas sociodemograficas e de comportamento sexual
e reprodutivo das participantes da pesquisa, os resultados obtidos corroboram com os
achados de um estudo anterior do nosso grupo. Nés demonstramos que a faixa etaria,
o nivel de escolaridade, o estado civil, a renda mensal e o nivel de conhecimento
sobre a transmissdo do HPV estdo associados ao desenvolvimento de lesdes
cervicais e de cancer cervical. Para a infeccado pelo HPV, além dessas variaveis, o
tabagismo, o uso de anticoncepcional oral e de preservativo, a idade da primeira
relacdo sexual e o numero de parceiros sexuais ao longo da vida também foram
significativos.

As participantes do estudo foram genotipadas para as variantes genéticas
rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) e rs3087243 (+6230 G>A) de CTLAA4.
Posteriormente, foi analisada a possivel associagéo dos alelos, gendtipos e haplétipos
dessas variantes com a infec¢ao por HPV, o desenvolvimento de lesdes intraepiteliais
cervicais e de cancer cervical. Observou-se que mulheres portadoras do alelo T da
variante rs5742909 (-318 C>T) apresentaram maior suscetibilidade de infecgdo por
HPV, bem como maior risco de desenvolver HSIL e cancer cervical. Em relacédo a
variante rs3087243 (+6230 G>A), a presenga do alelo A foi associada ao
desenvolvimento de LSIL. No entanto, os resultados da variante genética rs231775
(+49 A>G) nao foram significativos. O haplétipo TAG, composto pelas variantes
rs5742909 (-318 C>T), rs231775 (+49 A>G) e rs3087243 (+6230 G>A) de CTLA4, foi
associado a infecgao por HPV, ao desenvolvimento de HSIL e ao cancer cervical.

Em resumo, demonstramos que o alelo T da variante rs5742909 (-318 C>T) de
CTLA4 e o haplotipo TAG estdo associados a infecgao por HPV, desenvolvimento de

lesdes intraepiteliais cervicais e de cancer cervical na populagao brasileira.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

O cancer cervical é o terceiro tipo de cancer mais incidente entre as mulheres
brasileiras e constitui um problema de saude publica que exige estratégias eficazes
para sua eliminagao. Este estudo contribui para a caracterizagéo social da populagao
mais afetada por esse tipo de cancer, além de abordar aspectos genéticos
potencialmente relacionados, como a associagédo da variante genética rs5742909 (-
318 C>T) e do hapldétipo TAG (composto pelas variantes genéticas rs5742909 [-318
C>T], rs231775 [+49 A>G] e rs3087243 [+6230 G>A] do gene CTLA4) com a infecgao
pelo HPV. Assim, este trabalho amplia a compreensao dos cofatores envolvidos no
desenvolvimento do cancer de colo do utero, fornecendo contribuicbes para aprimorar
estratégias de prevencdo, diagnostico, tratamento e progndstico das pacientes

afetadas.
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APENDICES

APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre &8 Esdarecido
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APENDICE B - Questionario Socioepidemiolégico

ANEXO 1 - QUESTIONARIO SOCIOEPIDEMIOLOGICO

Data: / /

1. Telefone:

Email:

2. Conhece o HPV???

( ) Nunca ouvi falar

( )Ja ouvifalar mas ndo sei o que é
( ) Conhego

3. Conhece as formas de transmissdo ou formas de
contrair o virus?
( ) Néo ( )Sim Qual ou quais:

4. Idade anos DN,

5. Etnia:
Branca / parda / negra / asiatica / indigena

6. Suarenda mensal (em salario minimo) é de?
{ ) Até 1 Salario ( )De1a3salérios

( )De3as5salarios ( )Deb5 a7 salérios

( )De7a10salarios

7. Vocé fuma?

( )Néo

( )Sim Tempo:

( ) Ex-fumante tempo que fumou
Quando parou

8. Qual o seu grau de escolaridade?

{ ) Fundamental Incompleto

( ) Fundamental Completo

( ) Médio Incompleto ( )Meédio completo
( ) Superiorincompleto ( ) Sup. completo

9. Estado Civil:
( )Solteira ( ) Casada / unido estavel

( ) Divorciada/separada ( ) Vidva

10. Qual sua profissdo?

11. Faz o uso de anticoncepcional?{ )N ( )S
Qual
12. Faz uso de preservativo? ( )N ( )S

13. N2Gestagbes:
14. Numeros de Partos Normais:

15. Numero de cesarea:

N2 LAB
Reg. N°
16. Abortos:
17. Idade da 12 relagdo sexual: anos
18. Idade da 12 menstruagado: anos

19. NUmero de parceiros sexuais:
durante a vida:
nos ultimos 6 meses:

20. J4 realizou outros exames preventivos?
( )Sim ( )Nao

21. Com qual frequéncia realiza os preventivos?

Ultimo exame:

22. Existem casos de cancer de colo de Gtero em sua
familia?

( )Sim ( )Nao

Em caso de resposta “'SIM™" descrever o grau de
parentesco:

23. PESO

24, Altura

25. IMC:

26. Circunferéncia abdominal:

27. Faz algum tipo de tratamento para outra doenga?
Qual?

28. Esta na menopausa?

29. Faz reposi¢dao hormonal?
Medicagdo:

28. Faz uso de bebida alcoolica?
Com qual frequéncia?

Pesquisador:

74



ANEXOS

ANEXO A - Autorizagdo do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres

Humanos/UEL

i

#eme o UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
LONDRIMNA - UEL

Thulo de Pesguise: Vaianies polimidiions mos genes IL10, CTLA4 @ PDCDY & expecsio da miRilas
RESCCECRD Dol S0, Dogieaido & wopndabcd mo clnoer di ook o o

Pussuisator: Kamn Brago oo Divaia
Arad Teimbtica:

Warsdn: 2

CAAE: 23037520 2 000 5331

S do Proponania: CCE - Depadamaimio do Cinoas Faloiipios
Pairocnador Princigal: Financiamonsn Proprie

DD DD PARECER

Hisssro do Pamcis: 4 5653 255

Agrapgiuig o do Projess:

Dedidcn @ paquisainmn gue: 0 papinmerdins frirano {HPY ) & 0 agems alinldgios da mfecpda wral maks
St 00 At drg inilad & Poas Ul pae condral fio i ahA T O Wb STinapiidiais Daryins O
oo edincel cordical. Mo Brasil & Almans 88 oS0 Peved 0 EIrner Bk L iimades para cada s B
e E20-2020 & o 16.590. Embis a0 Koo di i seual o rakdi des midhinis sejo imfeciads por
g dog 0o d HPFY, dpiias Lima pouang pOrariag am desamaalvg o SoRnga invasian, & egreasdo ou
pogessdo 034 lasdos depinde &M grande pane da gl do Sehama munodgion osjas obhias o ool
RSO RO Sestmpinhar um papal o hedarmial mpomdns na emorighnest. Corcdarando-
S U Varianads O SEguadnoie 0o DMeS. potarm Roonbandr & 600 O QENomE, & qua depandands da
iairaclo, el podien Mod S & Sttt e & & proeiligls, etinaing i hundho dis (PO, dihEn
Label Do THRPGAE O smpinEam Epomanis peoal no fegunlao da s mundogcs. Poianto, et
sl Mrversal sl reallzade com millies Slendides o progames OF pREngan ad clifed 9e Ghis
o bern i unidedis blsees da wGas (LBS ), lotalRadas na neglio Nots do Parand @ nin Hospial o
Can oo i Lodadring A ot i paceaiiiis Nl Srojits d i posgata Dooimend o leima. voloshina spda
AT T e ot & anploagtas ol o SRl @ SEhE ST eeET O S nvasligads .. | & pap o
sopdacai da respiila imfamnalina o Com vaTiieine pEndices Co i oule gl onng S ARG i

Endarage  LAWAELE - Swmia 14

_ll.Iru: Carges Urhurssirs EFP; pROEy-ETT
: LFF: PR Buricipice LORCHARLE
Telmlamar (47097974 5488 Emmil copltaffun iy

i B B

75



