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CARACTERIZACAO DA DIVERSIDADE DO HPV EM TUMORES DE CANAL
ANAL E PENIS E DE SUAS LESOES PECURSORAS

Laura Oliveira Miller de Moura!
Juliana Domett Siqueira?

Livia Ramos Goes>?

RESUMO

O papilomavirus humano (HPV) ¢ um virus de DNA circular dupla fita ndo envelopado que
possui tropismo por células epiteliais. Estes virus pertencem a familia Papillomaviridae e sao
classificados em géneros, espécies e tipos. Podem ser divididos de acordo com seu potencial
oncogénico em baixo risco, em geral, associados a condilomas e lesdes de baixo grau, e alto
risco, associados ao desenvolvimento de cancer. O HPV esta associado com o desenvolvimento
de diferentes tipos de cancer, dentre eles, o cancer de canal anal e de pénis, que, apesar de serem
neoplasias incomuns, tém suas incidéncia e mortalidade aumentando no mundo. O HPV ¢ o
principal fator de risco para estas neoplasias, e esta presente em cerca de 88% dos casos de
cancer canal ¢ 50% dos de pénis. Apesar disso, estudos avaliando a prevaléncia ¢ diversidade
do HPV nestes tipos de tumores e suas lesdes associadas ainda sdo escassos. Investigar estes
aspectos ¢ fundamental para adotar medidas de preven¢dao e um melhor manejo da infecgdo. O
presente trabalho teve por objetivo avaliar a prevaléncia e a distribuicao dos tipos de HPV em
amostras de biopsia de lesdes intraepiteliais de canal anal e cancer de canal e pénis de pacientes
atendidos no Instituto Nacional de Cancer. No total, 30 amostras de tecido tumoral de cancer
de pénis e de canal anal e 48 amostras de lesdes pré-neoplésicas de canal anal armazenados no
Banco Nacional de Tumores (BNT) no Instituto Nacional de Cancer (INCA) foram
processadas. As amostras tiveram seu DNA total extraido e foram entdo submetidas a
genotipagem de HPV pelo método de hibridizacdo reversa automatizada na plataforma
HybriSpot 12 (Mobius) utilizando o kit multi HPV flow chip (XGEN), que possui sondas para
35 tipos de HPV, incluindo alto ¢ baixo riscos. Das 63 amostras analisadas, 62 apresentaram
HPV, sendo 03 de cancer de pénis, 26 de cancer de canal anal e 33 de lesdes precursoras de
canal anal. Foram detectados 30 tipos diferentes de HPV, e o mais prevalente foi o HPV 16
tanto nas amostras de cancer de pénis e de cancer de canal anal quanto nas amostras de lesdes
pré-neoplasicas de canal anal. A infec¢do multipla por HPV foi observada em 02 amostras de
cancer de pénis, 21 de cancer de canal anal e 25 de lesdes precursoras de canal anal. Esses
achados indicam uma alta prevaléncia e diversidade de infec¢des por HPV em tumores do canal
anal e do pénis, assim como em suas lesdes precursoras, com destaque especial para a
frequéncia do HPV 16. Também foi observada uma alta frequéncia de coinfec¢do por multiplos
gendtipos, ressaltando a importancia da triagem genotipica e da vigilancia molecular como
estratégias fundamentais para o monitoramento, preven¢do e manejo clinico desses tumores
associados ao HPV.

Palavras-chave: HPV. Canal anal. Pénis.
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ABSTRACT

The human papillomavirus (HPV) is a non-enveloped double-stranded circular DNA virus that
has tropism for epithelial cells. These viruses belong to the Papillomaviridae family and are
classified into genera, species and types. HPV can be classified according to their oncogenic
potential into low-risk, commonly associated with condylomas and low-grade lesions, and high-
risk, associated with the development of cancer. HPV is associated with the development of
different types of cancer, among them, anal canal and penile cancers, which, despite being
uncommon, have their incidence and mortality increasing around the world. HPV is the main
risk factor for these neoplasms, and is present in about 88% of cases of canal cancer and 50%
of those of penile cancer. Despite this, studies evaluating the prevalence and diversity of HPV
in these types of tumors and their associated lesions are still scarce. Investigating these aspects
is essential to adopt good prevention measures and better management of the infection. This
proposal aimed to evaluate the prevalence and distribution of HPV types in biopsy samples of
intrepithelial lesions of the anal canal and cancer of the canal and penile of patients treated at
the National Cancer Institute. A total of 30 samples of penile and anal canal cancer tumor tissue
and 48 samples of anal canal non-tumor tissue stored in the biobank of the National Tumor
Bank (BNT) at the National Cancer Institute (INCA) have been processed. The samples had
their total DNA extracted and were then subjected to HPV genotyping by the automated reverse
hybridization method on the HybriSpot 12 (Mobius) platform using the multi HPV flow chip
(XGEN) kit, which has probes for 35 HPV types, including high and low risks. Of the 63
samples analyzed, 62 presented HPV, being 03 of penile cancer, 26 of anal canal cancer and 33
of anal canal precursor lesions. Thirty different types of HPV were detected, and the most
prevalent was HPV 16 in both penile and anal canal cancer samples and in samples of pre-
neoplastic anal canal lesions. Multiple HPV infection was observed in 2 penile cancer samples,
21 anal canal samples and 25 pre-neoplasic anal canal lesions samples. These findings indicate
a high prevalence and diversity of HPV infections in anal canal and penile tumors, as well as
in their precursor lesions, with a particular focus on the frequency of HPV 16. There was also
a high frequency of co-infection with multiple genotypes, highlighting the importance of
genotypic screening and molecular surveillance as key strategies for the monitoring, prevention,
and clinical management of these HPV-associated tumors.

Keywords: HPV. Anal canal. Penile.



1 INTRODUCAO

O cancer de canal anal ¢ uma neoplasia maligna rara, responsavel por aproximadamente
2% a 4% de todos os tumores do trato gastrointestinal (INCA, 2023). Apesar de sua baixa
incidéncia relativa, observa-se um crescimento progressivo nos casos diagnosticados nos
ultimos anos, especialmente entre populagdes imunossuprimidas, fumantes e individuos que
praticam sexo anal receptivo com multiplos parceiros sexuais (DALING et al., 2004). Em 2022,
foram estimados 54.306 novos casos de cancer anal no mundo, resultando em 22.035 mortes
associadas a neoplasia (FERLAY et al., 2024). O HPV ¢ o principal fator de risco para esta
neoplasia, e estd presente em 88% dos casos desse cancer (de MARTEL et al., 2017).

As lesdes precursoras de canal anal sdo alteragdes celulares e teciduais causadas
principalmente pela infeccdo pelo HPV, que, apesar de frequentemente assintomaticas em suas
fases iniciais, possuem grande relevancia clinica devido ao seu potencial de progressdo para
neoplasias malignas, como o cancer de canal anal (PALEFSKY et al., 2022).

De forma semelhante, o cancer de pénis, outra neoplasia maligna rara, porém com
impacto significativo, afeta majoritariamente homens em idade avangada, embora possa ocorrer
em qualquer faixa etaria. Em 2022, estimaram-se 37.700 novos casos e 13.738 obitos
relacionados ao cancer peniano (FERLAY et al., 2024). Assim como no cancer de canal anal,
o HPV também ¢ considerado o principal fator de risco, estando presente em aproximadamente
50% dos casos (de MARTEL et al., 2017).

A infecgdo pelo HPV ¢ a infec¢ao sexualmente transmissivel (IST) mais comum em
todo o mundo, sendo amplamente reconhecida por sua associagdo com diferentes tipos de
cancer, como o de colo uterino, pénis, vulva, vagina, anus e orofaringe (incluindo a base da
lingua e as amigdalas) (FORMAN et al., 2012). A transmissdo do HPV ocorre
predominantemente por meio de contato sexual direto, incluindo praticas como contato genital-
genital, oral-genital e manual-genital (INCA, 2023).

A maioria das infec¢des por HPV ¢ transitoria e assintomatica e em 90% dos casos ¢
eliminada espontaneamente pelo sistema imunologico do hospedeiro em até dois anos
(BROWN ¢ WEAVER, 2013). No entanto, em uma parcela dos individuos, o virus persiste, ¢
esta fortemente associado a carcinogénese de regides anogenitais (SCHIFFMAN et al., 2007).
A infecgdo pelo virus pode ser evitada com o uso de preservativos e através da vacinagdo contra
o HPV, que previne a infec¢ao e consequentemente o desenvolvimento do cancer.

Alguns fatores de risco podem aumentar a probabilidade da aquisi¢do da infec¢ao por

HPV no canal anal ¢ pénis. Dentre os principais fatores associados ao cancer de canal anal,
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destacam-se a infec¢do por HIV, a imunossupressdo, o nimero elevado de parceiros sexuais,
tabagismo, fatores genéticos e a presenca de coinfeccdes (SCHIFFMAN et al., 2007;
VACCARELLA et al., 2006).

Quanto aos fatores de risco associados ao cancer de pénis, sua incidéncia ¢ mais
prevalente em paises em desenvolvimento, onde fatores como higiene intima inadequada,
infec¢do por HPV, tabagismo e auséncia de circuncisao sdo associados ao aumento do risco de
sua manifestagdo. Estudos demonstram que a circuncisdo realizada ainda na infancia pode
reduzir significativamente a probabilidade de desenvolvimento da doenga, especialmente entre
homens com historico de higiene genital deficiente (SCHWARTZ et al., 1998).

O HPV ¢é um virus DNA circular dupla fita ndo envelopado que possui tropismo por
células epiteliais. Estes virus pertencem a familia Papillomaviridae e sdo classificados em
géneros, espécies e tipos. Podem ser divididos de acordo com seu potencial oncogénico em
baixo risco, em geral, associados a condilomas ¢ lesdes de baixo grau, e alto risco (HPV16,
HPV18 e outros), associados ao desenvolvimento de cancer. Estudos que avaliam a diversidade
do HPV em amostras de canal anal e pénis ainda sdo escassos. Determinar a prevaléncia e a
diversidade do HPV ¢é importante para avaliar e direcionar as medidas de prevencao a infecgao
¢ um melhor manejo de lesdes intraepiteliais com o objetivo de prevenir a progressdo para
cancer.

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar a prevaléncia e diversidade
do HPV em amostras de lesdes pré-neoplasicas de canal anal e cancer de canal anal e pénis de

pacientes do Rio de Janeiro, Brasil.

2 METODOLOGIA

Este estudo faz parte de um projeto maior que consiste na analise das 6micas de tecido
tumoral de cancer de pénis e de canal anal, e tecido ndo-tumoral, proveniente de bidpsias
realizadas para o diagndstico de lesdes pré-malignas no canal anal. Trata-se de um estudo
observacional com utilizacao de amostras retrospectivas e prospectivas de pacientes atendidos
no Instituto Nacional de Céancer, armazenadas no biobanco do BNT do INCA e aprovado pelo
Comité de Etica do INCA sob o nimero CAAE 78369424.6.0000.5274.

No total, 03 amostras de cancer de pénis, 27 amostras de cancer de canal anal e 33
amostras de lesdes pré-neoplasicas de canal anal foram coletadas e enviadas ao laboratério de
Genética e Virologia Tumoral do INCA para analises moleculares, estando preservadas em

RNA later para assegurar a sua integridade e armazenadas a -80°C até a extragdo de seu DNA.
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As amostras tiveram seu DNA extraido utilizando o DNeasy Blood and Tissue kit da
Qiagen seguindo o protocolo do fabricante.

A genotipagem do HPV foi realizada pela metodologia de hibridizagdo reversa
automatizada pelo equipamento HybriSpot 12 PCR Auto (Mobius) utilizando o kit multi HPV
flow chip (XGEN).

O processamento inicia-se com a adicao de 3ul de DNA da amostra e 27ul de agua
ultrapura em tubos de 0.2ul contendo os reagentes liofilizados necessarios para a Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) com o objetivo de amplificar um fragmento do gene L1 do HPV,
uma regido conservada entre os diferentes tipos do virus. Nessa etapa, os iniciadores utilizados
sao marcados com biotina, desta forma os fragmentos gerados nesta reacao possuem essa
marcacao também.

O produto da amplificagdo ¢ entdo desnaturado e adicionado & uma membrana de nailon
(tecnologia flow-chip) contendo sondas para 35 diferentes tipos de HPV em posi¢cdes
especificas, sendo eles os gendtipos: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 61, 62, 67, 69, 70, 71, 72, 81
e 84, de baixo risco e 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 ¢ 82, de
alto risco oncogénico. Os fragmentos de PCR biotinilados complementares as sondas presentes
na membrana de nailon do chip se hibridizam com essas sondas, e geram um sinal colorimétrico
devido a adicdo de streptavidina, que se liga a biotina presente nos marcadores utilizados na
PCR. Tal reagdo gera um precipitado de coloragdo roxo-azulado na posi¢do em que o fragmento
amplificado de PCR hibridiza com a sonda especifica. Esse sinal ¢ automaticamente capturado
e analisado pelo software do equipamento, determinando assim os tipos de HPV presentes em

cada amostra.

3 RESULTADOS

As caracteristicas sociodemograficas foram obtidas para todos os participantes e a
mediana de idade dos participantes foi de 62 anos para os casos de cancer de pénis, 57 anos
para os casos de cancer de canal anal e 50,9 anos para aqueles com lesdes precursoras de canal
anal. Nos casos de cancer de canal anal e lesdes precursoras de canal anal predominaram

individuos do sexo feminino (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracteristicas demograficas dos pacientes participantes do estudo.

Sitio Anatomico Numero de amostras Sexo Mediana de Idade,
anos (IQR)
Cancer de pénis 03 Masculino = 03 62 (79 —49)
Cancer de canal anal 27 Masculino = 03 57 (65 — 49,5)
Feminino = 24
Lesao precursora de 33 Masculino = 15 51 (57 —45)
canal anal Feminino = 18

A figura 1 mostra os resultados obtidos durante o teste para detec¢ao do HPV.
Podemos observar que o HPV foi detectado em praticamente todas as amostras do estudo

(98,4%), exceto uma.

Figura 1: Esquema ilustrativo da casuistica do estudo.

33 amostras de 33 amostras
lesdo de canal HPV +
anal
03 amostras de 03 amostras
63 amostras cancer de pénis HPV +
27 amostras de
cancer de canal 26 amostras
anal HPV +
01 amostra
HPV -

Quando avaliados os grupos de amostras, foi observado que a infec¢do por HPV estava
presente em todas as amostras de cancer de pénis, das quais uma apresentou infec¢do por um
unico genotipo (HPV16) e duas apresentaram infeccdo pelos genotipos HPV16 e 18
simultaneamente. No total, nas amostras de cancer de pénis, foram detectados apenas os

gendtipos 16 e 18 do HPV, ambos classificados como de alto risco oncogénico (tabela 2).
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Tabela 2: Resultados da genotipagem das amostras. CP = Cancer de pénis. Vermelho: Genoétipos de Alto risco;
Verde: Gendtipos de Baixo risco.

Amostra Genotipagem
CP1 16
CP2 16,18
CP3 16,18

No cancer de canal anal, a infec¢do pelo HPV apresentou uma prevaléncia de 96,3%

(26/27). Dentre as positivas, 19,2% (05/26) das amostras apresentaram infec¢ao por um Unico

gendtipo (monoinfecgdo), enquanto 80,8% (21/26) tiveram infecgdes por multiplos genotipos.

Foram identificados 13 genotipos diferentes de HPV no canal anal, dos quais 09 eram

classificados como de alto risco e 04 como de baixo risco. O gendtipo de alto risco mais

prevalente foi o HPV 16 (92,3%), que estava presente em todas as monoinfec¢des. Enquanto o

genoétipo de baixo risco mais comum foi o HPV 6 (34,6%) (Figura 2). Os resultados individuais

para cada amostra podem ser observados na tabela suplementar 1.

Figura 2: Diversidade do HPV em tumores de canal anal.
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A infecgdo por HPV foi identificada em todas as lesdes precursoras de canal anal. Entre
as amostras, 24,2% (08/33) apresentaram infec¢do por um Unico gendtipo, enquanto 75,8%
(25/33) apresentaram infec¢do por multiplos genotipos. No total, foram detectados 29 gendtipos
de HPV no canal anal, dos quais 16 eram de alto risco ¢ 13 de baixo risco. O gendtipo de alto
risco mais frequente foi o HPV 16 (78,8%), enquanto o genotipo de baixo risco mais comum
foi o HPV 6 (36,4%)  (Figura 3). Os dados individuais para cada amostra de lesdo precursora

de canal anal podem ser observados na tabela S2.

Figura 3: Diversidade do HPV em lesdes precursoras de canal anal.
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4 DISCUSSAO

Neste estudo, foi possivel analisar a prevaléncia e a diversidade do HPV em tumores
de canal anal e de suas lesdes precursoras e pénis, de pacientes atendidos no Instituto Nacional
de Cancer no Rio de Janeiro. Com isso, este estudo fornece informacdes relevantes para a
defini¢do de medidas preventivas e para o manejo das lesdes intraepiteliais, visando evitar o
desenvolvimento do cancer.

A prevaléncia de HPV no céancer anal foi de 96,3%, enquanto todos os casos de cancer
de pénis e de lesdes precursoras de canal anal apresentaram infeccdo pelo virus. Essa

prevaléncia esta acima do observado nos casos de cancer nesses sitios, estando presente em
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88% dos casos de cancer de canal anal e em aproximadamente 50% dos casos de cancer de
pénis (de MARTEL et al., 2017). Estudos que avaliam a prevaléncia do HPV no cancer de
canal anal e no cancer de pénis, bem como em suas lesdes precursoras no Brasil indicam
variagdes consideraveis entre diferentes regides do pais. No estado do Maranhao, por exemplo,
a prevaléncia do HPV no cancer de canal anal foi de 81,48% (GUIMARAES et al., 2017),
enquanto no estado de Goias, a prevaléncia do HPV no cancer de pénis foi de 30,6% (LIBERA
et al., 2019). Tal diferenga pode ser atribuida, em parte, a fatores geograficos regionais, bem
como a sensibilidade metodolégica do presente estudo, que emprega uma abordagem de
deteccao de 35 tipos distintos de HPV, proporcionando uma identificagdo mais abrangente ¢
precisa das infec¢des virais.

A prevaléncia de infec¢do multipla, por mais de um genotipo do HPV, encontrada neste
estudo foi de 80,8% nos casos de cancer de canal anal e 75,8% nas lesdes precursoras. Esses
valores sdo superiores aos relatados em outros estudos que investigam a presenga de multiplos
genotipos de HPV nesse sitio anatomico, os quais indicam prevaléncias aproximadas de 60%
para o cancer de canal anal e 55% para suas lesdes precursoras (HOOTS et al., 2009; WEI et
al.,, 2021). As taxas mais elevadas observadas no presente estudo podem ser atribuidas a
utilizagdo de uma metodologia mais sensivel, que permite a detec¢do de um maior niimero de
tipos virais, proporcionando uma identifica¢gdo mais abrangente das infec¢des. Vale destacar
que a infec¢do por multiplos gendtipos do HPV esta associada a pratica sexual desprotegida e

a multiplos parceiros (NIELSON et al., 2008).

O tipo de baixo risco mais prevalente nas amostras de cancer de canal anal e lesdes
precursoras de canal anal foi o tipo HPV6, detectado em 34,6% dos casos de cancer anal e em
36,4% das lesdes de canal anal. Estudos recentes também relatam achados esporadicos de
HPV6 em neoplasias, geralmente em coinfec¢cao com tipos de alto risco (da SILVA etal., 2023).
No presente estudo, o HPV6 nao foi detectado isoladamente nos casos de cancer, em todos os
casos em que esteve presente, foi observada coinfec¢do com ao menos um tipo de alto risco.
Esses achados sugerem que lesdes associadas exclusivamente a gendtipos de baixo risco tendem
a regredir espontaneamente, reforcando o papel predominante dos tipos de alto risco na

progressdo para o cancer.

O tipo de alto risco mais prevalente em amostras de cancer de canal anal, cancer de
pénis e lesdes precursoras de canal anal foi o tipo de alto risco HPV16 (92,3% no cancer anal,

todos os casos de cancer de pénis e 78,8% nas lesdes de canal anal). Esse resultado estd de
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acordo com diversos estudos que evidenciam a predominancia do HPV16 nessas neoplasias
(ALEMANY et al., 2014; ALEMANY et al., 2016).

Apesar dos dados de vacinagdo nao estarem disponiveis para as amostras estudadas, ¢
importante destacar que os tipos de HPV mais prevalentes no presente estudo estdo cobertos
pela vacina contra HPV. A vacina quadrivalente disponivel pelo Sistema Unico de Satide (SUS)
contempla os tipos 6, 11, 16 e 18, tornando-se uma estratégia fundamental na prevencao da
infeccdo por genotipos do HPV associados ao cancer e, consequentemente, para a redugao do
desenvolvimento de lesdes intraepiteliais. (GALLAGHER et al., 2017).

Vale ressaltar que o presente estudo apresenta fatores limitantes, dentre os quais se
destaca o ntimero restrito de amostras de cancer de pénis, o que limita a possibilidade de
generalizacdo dos achados. Adicionalmente, a escassez de informacgdes clinicas e
sociodemograficas impossibilita uma avaliagdo mais abrangente de potenciais varidveis ¢
fatores predisponentes associados a infeccao pelo HPV e ao desenvolvimento das neoplasias

analisadas.
5 CONCLUSAO

A prevaléncia de infecg¢@o pelo HPV nas amostras foi de 96,3% em cancer de canal anal,
enquanto foi de 100% em cancer de pénis ¢ em lesdes precursoras de canal anal, evidenciando
uma alta prevaléncia da infeccdo por este virus. Os gendtipos HPV 6 e HPV 16 foram os mais
prevalentes nesta casuistica e os gen6tipos de alto risco oncogénico representaram a maioria
das infecgdes (96,8%). Além disso, ao analisarmos a quantidade de tipos infectantes, foi
observado que 74,6% das infec¢des continham mais de um tipo de HPV. Esses achados
demonstram uma alta associagdo do HPV com os canceres de canal anal e pénis no Rio de
Janeiro, e ressaltam a importancia da vigilancia genotipica como ferramenta estratégica para

aprimorar as medidas de prevenc¢do dessas neoplasias.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1: Resultados da genotipagem das amostras. CA = cancer de canal anal. Vermelho: Genétipos de Alto
risco; Verde: Genotipos de Baixo risco.

Amostra Genotipagem
CAl 16
CA2 16, 58
CA3 16, 33, 45, 68
CA4 6,44/55 e 16, 31, 39, 68
CAS 16
CA6 16
CA7 16, 18
CAS8 70 e 18
CA10 16, 18, 58
CAll 16, 18
CA12 16, 18, 58
CA13 16, 18, 58
CAl4 16,18
CA15 16, 18, 58
CA17 HPV negativo
CA18 16
CA20 16
CA21 6el6,18,58
CA22 6,70e16
CA23 6el6
CA24 6el6
CA25 6,42 ¢16
CA26 6e33
CA27 6el6
CA9R 16, 68

CA16R 6 e 16,45, 68

CAI9R 16,73



Tabela S2: Resultados da genotipagem das amostras. LA = Lesdo pré-neoplasica de canal anal. Vermelho:

Gendtipos de Alto risco; Verde: Gendtipos de Baixo risco.

Amostra Genotipagem
LA6 44/55, 61,71 e 16, 35, 56
LA11 6,67 e16
LA14 6e33,59
LA16 6e16,33,45
LA17 6
LA19 16,73
LA20 16
LA22 16, 45, 82
LA23 6¢ 16,82
LA25 16, 31
LA26 16, 31, 82
LA28 16, 82
LA31 11 e 16,58
LA36 44/55,71 e 16, 45, 59
LA38 6,11 e 16,51
LA40 56
LA42 6
LA43 16, 56
LA49 40 e 16, 31
LASO 67 e 16, 31
LAS1 6, 11, 44/55, 67 e 16, 31, 68
LAS2 43 e 16, 68
LAS54 6,43, 54, 61, 62/81,70 e 53
LAS5 6,43, 62/81, 69, 70, 84 e 16, 35
LASS 43 e 31,45,58
LAS9 16
LA61 16
LAG65 6, 69 e 16, 51, 52, 56, 68
LASR 16
LA33R 67 e16,39
LA48R 6el6
LA9R? 61 e16,18,51, 68
LA12R? 67
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