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RESUMO

Introducado: O cancer é o crescimento desordenado de células, que se dirigem aos tecidos e
orgdos a sua volta. Dentre os fatores que contribuem para o0 aumento dessa patologia estéo
0s agentes infecciosos que incluem virus, bactérias e parasitas, sendo o papilomavirus
humano (HPV) fortemente associado a canceres cervicais, anogenitais e orofaringeos. Os
HPVs sao classificados como de alto e baixo risco oncogénico. Dentre os HPVs de alto risco
0s subtipos 16 e 18 sdo os mais frequentes nas neoplasias associadas a esse virus e mais
agressivos. Tém-se ainda os subtipos de HPV de baixo oncogénico, como HPV 6, 11, que
estdo associados principalmente as lesdes benignas como os condilomas. Estudos também
sugerem o0 envolvimento dos HPVs de baixo risco em lesdes ndo cervicais malignas.
Metodologia: O presente estudo trata-se de uma revisdo sistemética dos Ultimos 10 anos
para determinar a prevaléncias de infec¢cdes por HPV6 e HPV11 em canceres anogenitais e
de cabeca e pescogo, avaliando seu potencial carcinogénico e comparar seus genomas virais
com o genoma do HPV16 para identificar as semelhancas e diferencas significativas. Foi
utilizada como base para realizacdo do estudo, os trés bancos de dados padrdo em
biomedicina: PubMed, Embase e Cochrane, acessados em marco e abril de 2022. As
palavras-chave "cancer AND HPV6" ou "cancer AND HPV11" foram aplicadas e 541 artigos
foram recuperados do PubMed, 695 artigops do Embase e 29 artigos da Cochrane. Os
genomas completos dos HPVs foram recuperados do banco de dados RefSeq e GeneBank,
ambos disponiveis no NCBI. Resultados: Observou-se que infec¢cbes por HPVs de baixo
risco, associados as verrugas genitais (condilomas) e displasias de baixo grau, estdo
associadas a umrisco de 1 a 3% de progressao do cancer se nao forem resolvidas. Observou-
se também que as monoinfec¢des por HPV6 e HPV11 foram associadas principalmente aos
canceres de laringe e pénis, sendo que os canceres de colo uterino, vagina, vulva e cabeca
e pescoco (exceto faringe) apresentaram as menores frequéncias de monoinfecgdes por
HPV6 e HPV11. A proteina mais similar em numero de aminoacidos idénticos ou de
propriedades quimicas semelhantes entre HPV16 e HPV6 identificada foi a E7, enquanto a
proteina E5 com menor similaridade. Resultados semelhantes foram obtidos entre HPV16 e
HPV11. Conclusdo: Os estudos de cabeca e pescoco relataram principalmente dados da
laringe, o que provavelmente reflete o papel conhecido do HPV6 e do HPV11 nos papilomas
respiratorios nessa area anatdmica. O gene precoce E7 apresentou-se mais similar entre
HPVs de alto e baixo risco oncogénico. Ademais, existiram limitacdes como o pequeno

namero de casos de alguns estudos somado a auséncia de dados, surgindo a necessidade



de tracar um corte transversal desde o momento da inoculagcdo dos subtipos de baixo risco

HPV 6 e 11 com o seu potencial cancerigeno.

Palavras-Chave: Papiloma virus humano (HPV); cancer/ HPV 6; HPV 11



ABSTRACT

Introduction: Cancer is the disorderly growth of cells, which are directed to the surrounding
tissues and organs. Among the factors that contribute to the increase of this pathology are the
infectious agents that include viruses, bacteria and parasites, with the human papillomavirus
(HPV) being strongly associated with cervical, anogenital and oropharyngeal cancers. HPVs
are classified as high and low oncogenic risk. Among the high-risk HPVs, subtypes 16 and 18
are the most frequent in neoplasms associated with this virus and are the most aggressive.
There are also low-oncogenic HPV subtypes, such as HPV 6, 11, which are mainly associated
with benign lesions such as condyloma. Studies also suggest the involvement of low-risk HPVs
in malignant non-cervical lesions. Methodology: The present study is a systematic review of
the last 10 years to determine the prevalence of HPV6 and HPV11 infections in anogenital and
head and neck cancers, evaluating their carcinogenic potential and comparing their viral
genomes with the HPV16 genome to identify significant similarities and differences. The three
standard databases in biomedicine: PubMed, Embase and Cochrane, accessed in March and
April 2022, were used as the basis for carrying out the study. The keywords “"cancer AND
HPV6" or "cancer AND HPV11" were applied and 541 articles were retrieved from PubMed,
695 articles from Embase and 29 articles from Cochrane. Complete genomes of HPVs were
retrieved from the RefSeq and GeneBank databases, both available at NCBI. Results: It was
observed that low-risk HPV infections, associated with genital warts (condylomata) and low-
grade dysplasias, are associated with a 1 to 3% risk of cancer progression if not resolved. It
was also observed that monoinfections by HPV6 and HPV11l were mainly associated with
cancers of the larynx and penis, with cancers of the uterine cervix, vagina, vulva, and head
and neck (except pharynx) presenting the lowest frequencies of monoinfections by HPV6 and
HPV11. The protein most similar in number of identical amino acids or similar chemical
properties between HPV16 and HPV6 identified was E7, while the E5 protein had the least
similarity. Similar results were obtained between HPV16 and HPV11. Conclusion: Head and
neck studies mainly reported data from the larynx, which probably reflects the known role of
HPV6 and HPV11 in respiratory papillomas in this anatomical area. The early E7 gene was
more similar between high and low oncogenic risk HPVs. In addition, there were limitations
such as the small number of cases in some studies added to the lack of data, resulting in the
need to draw a cross-section from the moment of inoculation of the low-risk subtypes HPV 6

and 11 with their carcinogenic potential.

Key words: Human papilloma virus (HPV); cancer/HPV 6; HPV 11
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1 INTRODUCAO

O cancer é o crescimento desordenado de células, que se dirigem aos tecidos e érgéos
a sua volta. Essa patologia consiste em um problema de saude publica do Brasil, sendo as
neoplasias malignas a segunda causa de ébitos por doenca, tendo 190 mil dbitos anualmente.
Nos ultimos tempos, o cancer tem tido grande incidéncia na populacdo brasileira, aumentando
consecutivamente o impacto social e econémico. (SILVA, et al, 2019; INCA, 2020; SANTOS,
MACIEL, OLIVEIRA, 2020).

Nesse sentido, existem varios fatores que contribuem para o aumento dessa
incidéncia, dentre eles agentes infecciosos que incluem virus, bactérias e parasitas. As
causas infecciosas mais comuns sdo virus da hepatite B/C (HBV/HCV), exposicdo a
aflatoxinas, Helicobacter pylori (H. pylori), papilomavirus humano (HPV) e virus Epstein-Barr
(CAO et al., 2022).

O HPV é um agente infeccioso fortemente associado a canceres cervicais, anogenitais
e orofaringeos (BOSCH et al.,, 2002; CHATURVEDI, 2014), sendo uma das principais causas
de mortalidade entre mulheres em paises subdesenvolvidos (FORMAN et al., 2012;
GINSBURG, 2013; INCA, 2018).

A prevaléncia e os tipos de HPV circulantes variam amplamente entre as diferentes
populacdes, idades (FORMAN et al,, 2012) e ragcas com maior incidéncia em populacdes
indigenas (FONSECA et al.,, 2015) e negras (MCGLYNN et al.,, 2003). Com o advento da
vacinacdo, a maioria das regides do mundo mostraram um declinio geral na prevaléncia de
acordo com idade, exceto América Latina e Caribe, onde a prevaléncia aumenta nas fases
mais avancadas da vida (FORMAN et al., 2012).

Existem mais de 200 tipos de HPV, em que nem todos os tipos tém potencial
oncogénico e sua classificagdo em baixo ou alto risco € definida com base no grau de
oncogenicidade (BURD, 2003; WILLIAMS et al., 2011; JENDOUBI-FERCHICHI et al., 2018).

Os HPVs de baixo risco, como os tipos 6, 11, 38, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 61, 62, 64, 67,
69, 70, 71, 72, 81, 83, 84, 89, entre eles, os tipos mais comuns de HPV 6 e 11 estdo
associados a verrugas benignas, como papilomas laringeos e verrugas anogenitais (EGAWA,
DOORBAR, 2017; BODA et al., 2018). Em contrapartida, os HPVs de alto risco, incluindo o
HPV 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 e 70, estdo fortemente ligados
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ao desenvolvimento de cancer cervical, anal, peniano, vulvar, vaginal e orofaringeo (BURD,
2003; JENDOUBI-FERCHICHI et al., 2018).

Dessa forma, é sabido arelacdo de mais de 25 genétipos de HPV com carcinogénese,
tais como 0s que causam cancer cervical, os tipos oncogénicos: HPV 6, 11, 16 e 18
(NIQUIRILO; BARBOSA, 2016). Além disso, os oncogénicos de céanceres de outros locais
anatémicos, incluindo a cavidade oral (DOORBAR et al., 2015; BODA et al., 2018).

Em relac&o aos cénceres de cabeca e pescogo, as taxas de deteccdo aumentaram nho
tltimo ano, onde a maioria dessas infec¢fes virais surgiu nos tecidos da orofaringe, e que a
regido das amigdalas foi a mais afetada (TABERNA et al., 2017; KAZUHIRO, et al., 2018). No
entanto, Syrjanen (2004) concluiu que as taxas de detec¢do de infec¢cao por HPV em tecidos

hipertrofiados da tonsila faringea ainda eram pouco definidas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CANCER

No panorama mundial, houve uma estimativa de 19,3 milhdes de novos casos (18,1
milhdes excluindo cancer de pele ndo melanoma, exceto carcinoma basocelular) e 10 milhdes
de mortes por cancer (9,9 milhées excluindo cancer de pele ndo melanoma, exceto carcinoma
basocelular) em todo o mundo em 2020 (SUNG et al., 2021).

De acordo com a OMS (2022), ap6s os 60 anos de idade, os tipos de céanceres mais
prevalentes sdo cancer de pulméo (21%), colorretal (9%), estdmago (9%) e figado (9%).
Ademais, na faixa etaria de 50 a 59 anos, o cancer de pulm&o é a doenga maligna mais
frequente (18%), seguido pelos canceres de figado (11%) e de mama (9%), enquanto que, na
faixa etaria entre 15 e 49 anos, o cancer de mama (13%) € a neoplasia maligna mais comum,
seguido por cancer de figado (12%) e pulmado (9%). No entanto, as malignidades mais
frequentes em individuos com idade igual ou inferior a 14 anos séo leucemias (37%), seguidas

de cancer no cérebro, sistema nervoso (16%) e linfomas (13%) (WHO, 2022).

Mundialmente, ataxa de incidéncia para todos os canceres combinados foi 19% maior
em homens (222,0 por 100.000) do que em mulheres (186 por 100.000) em 2020, embora as

taxas variassem amplamente entre as regibes. Essas variacdes refletem, na maioria das
12



vezes, as diferencas na exposicdo a fatores de risco, canceres associados, dificuldades no
acesso a tratamentos de alta qualidade, prevencédo do cancer e detec¢cdo precoce (SUNG et
al., 2021).

Em relagdo ao diagnostico, o cancer de mama feminino € 0 mais comumente
diagnosticado (11,7% do total de casos), seguido do céancer de pulméao (11,4%), colorretal
(10,0%), céancer de prostata (7,3%) e estbmago (5,6%). Em homens, o cancer de pulmé&o é a
principal causa de morte, seguido por cancer de pristata e cancer colorretal para incidéncia

e cancer de figado e colorretal para mortalidade (SUNG et al., 2021).

No sexo feminino, o cancer de mama é a principal causa de morte por cancer, seguido
por cancer colorretal e de pulméo para incidéncia e vice-versa para a mortalidade (SUNG et
al., 2021).

Logo, a diferenca de género na mortalidade geral por cancer no mundo é o dobro da
incidéncia, com taxas de mortalidade 43% maiores em homens do que em mulheres (120,8 e
84,2 por 100.000, respectivamente), ocasionada parcialmente por diferencas na distribuicéo
dos tipos de cancer (SUNG et al., 2021).

Em relacdo a populacédo brasileira, em 2019 os casos de canceres por sexo e regiao

brasileira, a cada 100 mil habitantes estdo conforme as tabelas 1 e 2 abaixo.

Tabela 1: Casos de canceres no sexo feminino por regido a cada 100 mil habitantes no Brasil:

Localizacdo Primaria Sudeste  Centro-oeste  Nordeste Norte Sul
Mama 81,06 45,24 44,29 21,34 71,16

Coélon ereto 26,18 15,24 10,79 6,48 23,65
Colo do utero 12,01 15,92 17,62 21,2 17,48
Pulmao 12,09 10,87 8,86 6,47 18,66
Tireoide 17,21 8,18 7,98 2,84 6,12
Ovario 7,01 5,67 5,67 3,28 7,06

Corpo do atero 7,45 5,27 51 2,41 6,53
Sistema nervoso central 4,69 4,95 4,21 3,03 7,64
Linfoma n&o Hodgkin 6,33 3,93 3,29 1,95 7,29
Leucemias 4,15 3,85 4,06 3,55 7,76
Cavidade oral 4,12 29 3,75 1,69 4,08
Bexiga 3,8 2,3 1,81 0,69 3,31
Eséfago 2,39 1,96 2,3 0,73 4,52
Laringe 1,03 1,3 1,06 0,54 1,37
Linfoma de Hodgkin 1,11 1,23 0,76 0,28 1,12
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Fonte: Adaptado MS e INCA 2019.

Tabela 2: Casos de cénceres no sexo masculino por regido a cada 100 mil habitantes no

Brasil:

Localizacdo Primaria Sudeste Centro-oeste  Nordeste Norte Sul
Proéstata 63,94 65,29 72,35 29,39 62
Coélon ereto 28,62 15,4 8,91 5,27 25,11
Traqueia, bronquio e pulmao 18,1 15,11 11,01 9,24 31,07
Cavidade oral 13,58 8,94 7,65 3,8 13,32
Esbfago 9,53 6,64 5,58 2,29 14,48

Sistema nervoso central 5,59 6,05 472 3,2 6,63
Laringe 7,2 5,45 5,02 2,68 8,13

Linfoma ndo Hodgkin 8,18 5,2 3,96 2,23 8,52
Bexiga 10,54 4,84 3,45 1,81 9,5

Leucemias 57 4,29 5,02 4,45 8,34

Tireoide 1,89 1,93 1,93 0,5 1,79

Linfoma de Hodgkin 1,93 1,32 0,98 1,05 1,74

Fonte: Adaptado MS e INCA 2019.

Ainda no sexo masculino, no Brasil a neoplasia peniana consiste 2,1% de todas as
neoplasias nos homens e afeta principalmente os habitantes das regides Norte e Nordeste
(BROLEZI, 2014). Os indices desta neoplasia alcancam aproximadamente 5,7% da regido
Nordeste, 5,3% da regido Norte, 3,8% da regido Centro-Oeste, 1,4% da regido Sudeste e
1,2% da regido Sul, chegando a ultrapassar o quantitativo de casos de canceres de prostata
e bexiga quando chegou em seus apices de prevaléncia (SOUSA; DOURADO, 2015).

Outrossim, o risco geral de morrer de cancer entre 0 e 74 anos é de 10,6% (12,7% em
homens e 8,7% em mulheres, respectivamente), sendo o maior risco de malignidade para o
cancer de pulméao (3,19%), figado (1,46%) e estbmago (1,36%) em homens e para mama
(1,41%), pulméo (1,32%) e colo do utero (0,77%) em mulheres (MATTIUZZI; LIPPI, 2019).
Nas préximas quatro décadas, espera-se que as mortes por cancer superem as causadas por
doencas isquémicas do coragcdo, com um aumento de 2,08 vezes (1,76 vezes para o aumento
das doencas isquémicas do coracdo) até o ano de 2060. Portanto, as doencas malignas se
tornardo as principais causas de mortalidade em todo o mundo imediatamente apds 0 ano de
2030 (WHO, 2020).
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Logo, segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva, (2021)
qualquer parte do corpo pode ser acometida pelo cancer, contudo, algumas regides sdo mais
atacadas do que outras, e ainda podem ser afetadas por distintos tipos mais e menos
agressivos. A ocorréncia, a disposicdo e o desenvolvimento da patologia s6 sdo possiveis ser
analisado por meio de medidas de monitorizacdo que sdo a incidéncia, mortalidade e

morbidade hospitalar.

Nesse contexto, existem fatores de risco que cooperam para o aumento de incidéncia
neoplasicas: crescimento populacional e envelhecimento, aliado ao estilo de vida, incluindo
tabagismo, alcoolismo, sedentarismo, bem como altas taxas de infec¢&o por microorganismos
implicados na etiologia de doencas malignas como o HPV e outras neoplasias, o qual leva ao
desenvolvimento de céncer do colo do utero e outros canceres. (COLLACO, LIMA, SILVA,
2019).

2.2 PAPILOMA VIRUS HUMANO (HPV)

O HPV é um virus que apresenta DNA circular de dupla fita com até 8000 pares de
bases nucleotidicas, didmetro de 55 nm e capsideo icosaédrico formado por 72 capsémeros
comporto por duas proteinas estruturais L1 e L2 (BURD, 2003; PINIDIS et al., 2016).

O nome de seus genes é o mesmo das suas proteinas, cujos tipos sdo estruturais E
(E1-E7) eL (L1 e L2). Os genes expressos inicialmente no ciclo de vida do HPV séo: E1 e E2
gue sao responsaveis por se ligar e recrutar proteinas para sitios de inicio de replicacdo e
regulacdo da expressdo de outros genes (ZUR HAUSEN, 2002; SCHIFFMAN et al., 2016;
HARDEN et al., 2017). Além disso, acreditam-se que 0s genes E4 e E5 atuam na modula¢éo
e ampliacdo do DNA do HPV e da expressdo de genes estruturais, assim como na saida do
virus da superficie do epitélio (GALLOWAY; LAIMINS, 2016; HOFFMAN et al., 2016).

No tocante a infeccdo pelo HPV, os genes E6 e E7 sdo importantes na proliferacao
celular por atuar sob fatores de regulacdo do ciclo celular, sendo fundamentais para a
formagéo de tumores associados ao virus. Nos HPVs de baixo risco, esses genes participam
da patogénese de tumores benignos, com baixo potencial de malignizagcdo, porém nos de alto
risco, o gene E6 pode induzir a degradacédo da proteina supressora de tumor p53 e o gene E7

tem a funcdo de se ligar e inativar a proteina supressora retinoblastoma (pSR) e outras
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envolvidas na regulagcdo do ciclo celular (GANGULY; PARIHAR, 2009; DOORBAR et al.,
2016; ZACAPALA-GOMEZ et al., 2016; TOMMASINO, 2017).

Outrossim, o0s genes L1 e L2 sdo expressos tardiamente no ciclo celular e
responsaveis pela incorporacdo do DNA viral e por codificar proteinas do capsideo viral. O
gene L1 corresponde a maioria das proteinas do capsideo viral, participando da montagem
dos virions e 0 gene L2 expressa proteinas que atuam no transporte de proteinas L1 para o
ndcleo e encapsulamento do DNA viral (GALLOWAY; LAIMINS, 2016; PINIDIS et al., 2016).

Existe uma quantidade superior a 200 gendétipos de HPV que baseando-se na
capacidade de causar malignidade, a Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer
(AIPC) classificou em alto risco (AR) os subtipos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, e
59, em possivelmente AR, os HPV 26, 30, 34, 53, 66, 67, 68, 69, 70, 73, 82, 85, 97) e em
provavelmente de baixo risco (BR), os HPV 6 e 11 (BOUVARD et al.,, 2009; ARBYN et al.,
2014).

Os HPVs de baixo risco, como os tipos 6, 11, 42, 43 e 44, sdo classificados dessa
maneira, devido comumente causar apenas lesbes epiteliais benignas, como verrugas e
papilomas. Por outro lado, os HPVs de alto risco, incluindo o HPV 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 e 70, estdo fortemente ligados ao desenvolvimento de cancer
cervical, anal, peniano, vulvar, vaginal e orofaringeo (BURD, 2003; JENDOUBI-FERCHICHI
et al., 2018).

Aproximadamente 40 HPVs estdo relacionados especificamente a regido anogenital,
sendo os HPV 16 e 18 considerados os HPV de alto risco mais potentes, responsaveis por
guase metade das infec¢des cervicais de alto grau pré-cancerigenas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2022).

Especificamente, um estudo realizado no Reino Unido em 2014 relatou que os tipos
de HPV 16 e 18 foram altamente prevalentes (83%) em mulheres com menos de 30 anos,
enquanto outros HPV de alto risco (31, 33, 45, 52 e 58) foram detectados em 16,1% dos
canceres cervicais HPV alto risco-positivos independentemente da idade (MESHER et al.,
2015).

O HPV de baixo risco, como os tipos de HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 e 81
estdo associados a causas de condiloma acuminado e ndo oncogénico (SZYMONOWICZ;

CHEN, 2020), mas estudo na China em 2013 mostrou que tanto os HPV de alto (HPV16, 52,
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58, 56, 18, 66, 33) como de baixo risco (HPV 6, 11 e 43) causou condiloma acuminado (LU et
al, 2014).

Um estudo prospectivo para acompanhar 3.033 homens com infeccdo por HPV
durante 12 meses mostraram que 16% dos homens com infec¢cdo genital por HPV 6
desenvolveram condiloma positivo para HPV 6 e 22% a infeccdo por HPV 6 e HPV 11 se
desenvolveu para ser condiloma acuminado 16% das infec¢des genitais por HPV 11
progrediram para um condiloma positivo para HPV 11 e 0,5% dos homens com infeccéo
genital por HPV 16 desenvolveram neoplasia intraepitelial peniana (SUDENGA et al., 2016).
O estudo retrospectivo também mostrou o cancer de pénis invasivo associado a infec¢ao de
HPV de alto risco. Esses casos indicaram que houve coinfeccdo de HPV de baixo risco com
HPV de alto risco ou infec¢do Unica com HPV de alto risco que pode levar & progressdo sobre

malignidade em regido anogenital.

De maneira geral, os tipos de baixo risco oncogénico, tem como principais
manifesta¢cdes clinicas: verrugas na pele, boca, labios e genitais, enquanto as manifestagcdes
dos riscos intermediarios e de alto risco se caracterizam por lesdes pré-malignas e tumores
invasivos (DE SANJOSE et al., 2018).

Os tipos de alto risco vem sendo observados com altas prevaléncias em diversos tipos
de carcinomas, dentre eles: carcinoma anal (BENEVOLO et al., 2016), carcinoma de cérvix
(SABEENA et al., 2016), carcinoma de vulva e de cabeca e pescoco (DOK e NUYTZ, 2016).

Embora vérias medidas preventivas tenham sido propostas, o melhor método para
reduzir a infeccéo pelo HPV continua sendo a vacinagdo. A primeira vacina aprovada pelo
FDA foi Gardasil e consistia em uma cepa quadrivalente, abrangendo os HPV-6, 11, 16 e 18,
em 2006. Seguiu-se a vacina bivalente (Cervarix) em 2009 cobrindo o HPV-18 e o HPV-16
em 2014, FDA aprovou a versao 9-valente de Gardasil para HPV tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33,
45, 52 e 58. A maioria dos trabalhos publicados sobre a vacinagcédo contra o HPV enfocam as
neoplasias intraepiteliais do colo do Utero e cancer cervical e menos em casos masculinos de
HPV (IORGA et al., 2020).
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2.3 LESOES E CANCERES ASSOCIADOS AO HPV
O HPV é um conhecido agente causal do cancer cervical, peniano, vaginal e anal
(IARC, 2004; COGLIANO, et al., 2005; PARKIN; BRAY, 2006). O HPV também ¢é a causa de

um subconjunto de canceres orofaringeos (OPCs) (IARC, 2004).

Alguns mecanismos moleculares estdo envolvidos no processo de tumorigénese
induzida por HPV, incluindo genes virais importantes no processo de desregulacdo celular e
multiplicacdo viral (CAMPOS et al., 2017).

Ao longo de todo o ciclo infeccioso do virus, esses genes sdo expressos de diferentes
maneiras, tanto em tempo como espaco. Logo depois do inicio da infec¢do viral na regido
mais basal do epitélio, 0 genoma do HPV se comporta como elemento extracromossémico
para integrar-se ou ndo ao DNA da célula do hospedeiro. Com a diferenciacéo celular, essas
células passam para as camadas superficiais da epiderme, a medida que os genes vao sendo
transcritos e posteriormente ativados, a fim de que ocorra a amplificacdo do DNA viral e
proliferacdo anormal celular. Durante a amplificacdo, algumas células migram para camada
mais superficial do epitélio e iniciam o processo final de diferenciacdo, ativando os genes que
codificam as proteinas da estrutura do capsideo, levando ao seu encapsulamento e liberacéo,
para que em seguida ocorra nova infeccdo e o reinicio do ciclo viral (GILL, et al., 2014;
GHITTONI et al., 2015; MITTAL; BANKS, 2017).

Todavia, nas infeccdes por HPV, noventa por cento das alteracfes celulares induzidas
pelo HPV, em especial no colo do Utero regridem espontaneamente e o HPV é eliminado do
corpo, sem quaisquer consequéncias oncogénicas (BURD, 2003).

Nesse sentido, o que realmente induz o processo de carcinogénese e progressao do
cancer é ainfeccéo crbnica que pode durar anos e aumentar os niveis de oncogenes E6 e E7
(proteinas virais responsaveis por causar instabilidade genbmica) levando a uma
desregulacdo do ciclo celular e causando diversas mutagdes genéticas nas células cutaneas
e mucosas infectadas e eventual integragdo do DNA viral epissomal com a cromatina do
hospedeiro (DOORBAR et al, 2012).

De forma que, o HPV tanto de alto quanto de baixo risco, infecta as células da camada
basal do epitélio por meio de microtraumas e assim conseguem acesso as células de
autorrenovacao (células basais) e promotores de proliferacao celular como parte do processo
de cicatrizacdo da ferida. O capsideo interage com proteoglicanos de sulfato de heparina na
membrana basal do hospedeiro o que induz uma mudancga conformacional que permite o virus

se ligar com um receptor secundario na superficie dos queratindcitos basais e assim consegue
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entrar na célula do hospedeiro por endocitose, ele sofre o processo de 13 desnudamento e
subsequentemente a internalizacdo do DNA viral no nicleo celular do hospedeiro (MCBRIDE,
2017).

Apos a infeccdo do nucleo das células basais na area danificada o DNA viral sofre o
primeiro ciclo de replicacdo, o DNA do HPV é mantido em forma epissomal e a expressao das
proteinas virais é baixa e fortemente controlada (VONSKY et al, 2019).

Nesse sentido, pode ocorrer de uma infeccao por HPV de alto risco escapar do sistema
imunologico, o que €é mais comum entre pacientes imunocomprometidos, ocorrendo

discariose e neoplasia intraepitelial cervical (NIC) (DUGUE et al., 2015).

A NIC é uma colecdo anormal pré-maligna de células que, se ndo tratada, pode
progredir para se tornar um carcinoma invasivo (BALASUBRAMANIAM et al.,, 2019), sua
fisiopatologia néo é totalmente compreendida, mas acredita-se que microlesdes na superficie
epitelial sejam os caminhos mais provavel para os HPVs infectarem a camada basal epitelial
(SONG et al., 2015).

ApOs a interacdo do virus HPV com o DNA da célula hospedeira, o virus € entédo
internalizado e transportado para o nicleo para replicacdo adicional (RICHARDS et al., 2006;
HORVATH, 2010).

A partir desse momento, as proteinas do HPV, E6 e E7, de forte potencial oncogénico
interagem com genes supressores de tumor (TSGs), com proteina tumoral p53 (TP53) e com
as proteinas do retinoblastoma (pRb). E6 visa TP53 para degradacdo através da via da

ubiquitina, evitando assim a apoptose (CROSBIE et al., 2013; SHIMADA et al., 2020).

Enquanto isso, E7 tem como alvo a familia do retinoblastoma, membros RB1, RBL1 e
RBL2, que, consequentemente, impulsiona o processo oncogénico (CROSBIE et al., 2013;
WHITE; MUNGER; HOWLEY, 2016). Logo, 0 HPV depende do sistema de replicacdo da

célula humana, pois ndo possui 0 seu proprio.

Assim, as células dormentes intrinsecamente diferenciadas devem ser induzidas a se
replicar novamente, o que ocorre devido atividade das proteinas E6 e E7. Além disso, E5 é
considerado um cofator fraco que pode acelerar a expressdo do oncogene, embora quaisquer
efeitos significativos em E6 e E7 ainda ndo foram comprovados (VENUTI et al.,, 2011).

Portanto, a regulacdo negativa desses fatores causa instabilidade gendmica, levando assim
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a transformacdo maligna de uma célula infectada pelo HPV em uma célula cancerosa

invasiva.

Quando presente somente 0 agente, este ndo é um fator determinante para a
manifestacdo dos casos, porém quando associados aos fatores comportamentais e culturais,
0 HPV esta relacionado para a formacéo das lesGes do cancer do colo do Utero, por exemplo
(NIQUIRILO; BARBOSA, 2016).

Segundo Machado e Alcantara (2016), o HPV nos ultimos anos, tem sido uma das
infeccdes sexualmente transmissiveis (IST) mais comuns, mais que pode ser prevenida por
vacina, porém nao havendo a prevencdo, sdo capazes de causar o cancer do colo uterino,

como também as verrugas genitais.

Os sinais e sintomas do HPV incluem o aparecimento de verrugas com aspecto couve-
flor de tamanhos varidveis, nos 6rgdos genitais. Esses sintomas estdo relacionados ao
aparecimento de alguns tipos de cancer, principalmente no colo uterino, mas também no
pénis, anus ou boca. Portanto, nem todo caso de infec¢ao pelo HPV ir4 causar cancer de colo
de utero. A transmissdo é feita por contato de pele e relacdo sexual com alguém que tenha
a infeccdo, ressaltando que os tipos virais sdo sitios especificos. O periodo de incubacado do

condiloma acuminado é de 3 a 8 semanas (SILVA, 2016).

Além disso, existem outros canceres associados ao HPV como o carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco (CECP), sendo o mecanismo molecular da carcinogénese
a insercdo do DNA gendbmico do HPV nas células epiteliais basais, levando a expressdo das
oncoproteinas viral E6 e E7. Consequentemente, as principais vias de sinalizagdo celular
responsaveis pelo controle do ciclo sdo alteradas através da degradacdo da proteina
supressora de tumor p53 via E6 e proteina do retinoblastoma (pRb) via E7, resultando em

transformacado celular maligna e imortalizacdo (RAMPIAS et al., 2009).

Ademais, a proteina E6 do HPV interage com c-myc constituindo o complexo c-
myc/E6, que ativa a transcricdo da subunidade catalitica da telomerase humana, contribuindo

para a imortalizacdo de células tumorais (MUNGER et al., 2004).

Assim, a infeccdo por HPV de alto risco (subtipos 16, 18, 33 e 52) estd bem
estabelecida como uma causa etiolégica para o0 carcinoma espinocelular de cabeca e

pescoco. Em particular, a doenca de HPV (+) afeta predominantemente pacientes com menos
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de 45 anos, 0 os tumores envolvem tipicamente a orofaringe e apresentam metastases

linfonodais avancadas e os pacientes geralmente apresentam melhor prognéstico.

A alta incidéncia e prevaléncia do carcinoma espinocelular de cabeca e pescogo
tornam o Brasil o pais com o terceiro maior nimero de casos dessa neoplasia maligna
(JOHNSON et al., 2020). A mortalidade por esta doenca é alta dependendo do estagio da
lesdo no diagndstico, sendo a doenca a sexta principal causa de morte no mundo (COHEN et
al.,, 2019; JOHNSON et al., 2020).

Assim como no cancer de cabeca e pescoc¢o, o HPV é um importante fator prognéstico
no carcinoma espinocelular laringeo (CEL), considerado para possivelmente influenciar o
prognostico e as decisbes de tratamento (HUANG; O'SULLIVAN, 2017). A prevaléncia
relatada de HPV em CEL varia muito entre os estudos, variando de 8% a 83% (ZHANG et al.,
2016; ERKUL et al., 2017; TONG et al., 2018; VAZQUEZ-GUILLEN et al., 2018; YANG et al.,
2019). O tipo de HPV mais frequentemente isolado em tumores laringeos € o tipo 16,
geralmente seguido pelo tipo 18 (KARICHE et al., 2018; DOGANTEMUR et al., 2020).

Outros pesquisadores também encontraram HPV 6 em amostras de tumores laringeos
(CASTELLSAGUE et al., 2016; KARICHE et al., 2018). O HPV 6 é altamente prevalente na
papilomatose laringea, e uma pequena fracdo desses casos se transforma em malignidades
(1-4%) (CARVALHO et al., 2021).

A analise histopatolégica revela que tumores ndo queratinizados exibem uma
morfologia basaléide, enquanto o perfil molecular indica uma falta de muta¢gdes no gene TP53.
Com base nisso, o American Joint Committee on Cancer (AJCC) sistema de estadiamento
patolégico separou HPV (+) e HNSCC HPV-negativo (-) tumores em dois subgrupos diferentes
na ultima edicédo lancada (GILLISON et al., 2000; MICHAUD et al., 2014).

Além de sua funcdo como fator etiologico, a relevancia clinica da infeccdo pelo HPV
tornou-se evidente através de ensaios clinicos bem conduzidos mostrando o status do HPV
como um fator prognéstico independente para carcinoma espinocelular de orofaringe (ANG et
al., 2010).

Em particular, as taxas de incidéncia de segundo tumor primario e metastase a
distancia entre pacientes com os tumores de HPV (+) foram significativamente menores do
gque aqueles com tumores de HPV (-). Consequentemente, pacientes com tumores

relacionados ao HPV apresentaram melhora na sobrevida global (82,4% aos 3 anos) e uma
21



reducdo de 58% no risco de morte em comparagcdo com individuos com HPV (-) tumores
(57,1% em 3 anos) (ANG et al., 2010). A relevancia clinica também implica novas estratégias
no tratamento de escalonamento para pacientes com tumores de HPV (+) para reduzir
toxicidades, morbidade e custos (NICHOLS et al., 2020).

A infeccdo por HPV também tem sido associada ao carcinoma peniano, cujo
mecanismo exato da sua patogénese ainda estd sendo totalmente elucidado. Mais de 20%
dos pacientes com céancer de pénis foi testado positivo para infeccdo por HPV, em que sua
prevaléncia depende do método de amostragem, dos métodos de processamento e dos locais
anatébmicos ou espécimes amostrados. A prevaléncia de HPV parece ser muito maior em
homens ndo circuncidados em comparacdo com pacientes circuncidados. Outrossim, esse
virus esta relacionado a outras doencas malignas incluindo céncer cervical, cancer anal e
cancer orofaringeo. (DUNNE et al., 2006).

Entre esse casos de cancer peniano, o HPV possui prevaléncia média global de
aproximadamente 46,9%. Destaca-se a contribuicdo dos: 51% do Brasil, 63% do Japao e 42
a 55% dos EUA. Entre os subtipos de HPV com maior constancia de deteccéo, destacam-se
0s HPV16 e 18 com uma prevaléncia respectiva de 60,2% e 13,4% (WATTLEWORTH, 2012;
LUCCHESE, 2014). Estudos declaram a existéncia de HPV na totalidade dos carcinomas in
situ, sendo 47,4% de carcinoma basaldide e 35% de carcinoma escamoso convencional
(CAIXETA; BORGES, 2012).

O DNA do HPV é detectado em até 90% das células tumorais cervicais e
aproximadamente em 68% das células tumorais das amigdalas (MUNOZ et al., 2003;
HAMMARSTEDT et al., 2006).

Existem cerca de 20 tipos de HPV que séo conhecidos por infectar o trato genital e
sdo classificados como 'alto risco' e 'baixo risco' dependendo da probabilidade de causar
cancer. Um estudo encontrou quinze tipos de HPV que foram classificados como de alto risco:
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82, com HPV-16 tendo 0 maior risco de
progredir para cancer (MUNOZ et al., 2003).

Os tipos 6 e 11 foram encontrados em lesdes benignas, portanto foram classificados
como subtipos de baixo risco (IORGA et al., 2020).

Observou-se que os tipos de HPV influenciam taxa de progressdo da infeccdo para a

doenca. Nesta perspectiva, Ingles et al (2015) mostraram que 22% das infeccfes por HPV-11
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se desenvolveram em condiloma de HPV-11 em comparagcdo com apenas 16% de Infec¢les

por HPV-6 evoluindo para condilomas especificos, com um tempo médio de 7,7 meses.

Além disso, Sudenga et al (2016) observaram que apenas 2% das infec¢des por HPV-

16 evoluiram para neoplasia peniana, no prazo de 2 anos.

No carcinoma peniano, a infeccdo por HPV reforca a importancia da imunizacdo em
homens, tanto para a prevencdo do carcinoma de pénis, quanto de outras neoplasias
relacionadas ao virus (FLAHERTY et al., 2014).

Em estudos realizados no Brasil, a positividade para o HPV em céancer de pénis varia
de acordo com a regido estudada. No estado do Maranhdo, o primeiro estudo com tumores
de pénis e HPV foi conduzido por De-Sousa e colaboradores (2015), onde foi possivel
identificar a presenca do virus em 63% dos tumores avaliados, sendo mais frequentes os
subtipos 16, 18, 45 e 69. Posteriormente, Martins et al (2018) detectaram o virus em 89,1%
dos tumores avaliados no Maranhdo, dos quais o0s subtipos virais mais frequentes
encontrados foram o 16 e 18.

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Realizar uma revisdo sistematica sobre os subtipos de baixo risco HPV6 e HPV11,
avaliando seu potencial carcinogénico.

3.2 ESPECIFICOS

o Caracterizar os subtipos de baixo risco HPV 6 e HPV 11;

o Analisar aprevaléncia de infec¢des Unicas ou duplas por HPV6 e HPV11 em diferentes
tipos de cancer associados ao HPV;

o Comparar a sequéncia genémica dos subtipos de HPV 6, 11 e 16;

o Descrever as semelhangas moleculares entre os tipos de HPV de alto e baixo risco,
tais como sequéncia de aminoacidos dos subtipos HPV 6, 11 e 16.

o Identificar fatores que podem contribuir para um potencial oncogénico do HPV6 e
HPV11.
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ABSTRACT

Human papillomavirus (HPV) is a widespread sexually transmitted infection. In both men and
women, some types of HPV are etiologically related to cervical cancer in women, penile cancer in
men, and anal and oropharyngeal carcinomas in both sexes. They can be called 'high risk' and 'low
risk' oncogenic risk HPV. Low-risk infections that cause genital warts (condylomas) and low-grade
dysplasias, which can be caused by HPV 6 and 11, are associated with a 1 to 3% risk of cancer
progression if not resolved. There are rare descriptions of low oncogenic risk HPV causing
malignant lesions. In this perspective, the review work verifies the molecular similarities between
the high- and low-risk HPV types and focuses on the different pathways that the two groups use to

ensure persistent infection and adequate elimination of the virus from the epithelial surface.

4.1 Introduction

Human papillomaviruses are host species-specific, double-stranded DNA viruses, that exhibit a
conserved icosahedral morphology, ranging between 50-55 nm in diameter with a molecular
weight of 5x106 Da [1, 2]. Infection through tissue microdamage allows the virus to gain access to
basal keratinocytes in the epidermis and keratinized mucosae [3, 4]. The HPV genome contains a
set of genes that are expressed early in the viral cycle upon cell entry, designated the “early” (E)
genes and two “late” (L) genes, L1 and L2, which are expressed later in the viral cycle and encode
structural capsid proteins, as well as regulatory regions [5]. Based on their nucleotide sequence of
the L1 gene, HPVs are divided into types which are grouped in five genera (alpha, beta, gamma, mu,
nu), where alpha is the main genus, comprising HPV types associated with the development of
cervical cancer known as high-risk (HR) HPVs (e.g. HPV16 and HPV18) and types associated with
genital warts, termed low-risk (LR) HPVs (e.g. HPV6 and HPV11) [6, 7, 8, 9, 10]. HPV types are
defined based on a 10% variation on their L1 nucleotide sequence and may be further subdivided
into variants with different biological properties based on smaller differences [11, 12, 13, 14]. HPV
types may also be divided according to their target epithelial site, i.e., cutaneous versus
mucocutaneous [15]. Quadrivalent and nonavalent HPV vaccines are protective against HPV6 and
HPV11 infections along with infections by HR-HPVs, while the bivalent vaccine only includes HPV16
and HPV18 [16]. Low-risk genital types are often responsible for benign lesions such as condyloma

acuminata and may also cause low-grade cervical dysplasia, but the risk of developing invasive
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cervical carcinoma is very low [17]. HPV6 and HPV11 are most frequently found in genital warts [18]
and are also involved in respiratory papillomas [19, 20]. In contrast, HR-HPVs are able to establish
persistent infections, interfere with cell proliferation, differentiation and survival and are the
etiologic agents of cervical cancer [5]. However, in contrast with cervical cancer, multiple studies
have found single infections by LR-HPV, specifically HPV6 and HPV11, in small proportions of some
non-cervical anogenital cancers, like vulvar [21] and penile [22] cancers. Such observations suggest
the hypothesis that these two HPV types may exert a more significant oncogenic effect those
specific anatomic sites than in the uterine cervix. The present work adopted two complementary
approaches to study this hypothesis. First, we performed a systematic review of the scientific
literature in the last 10 years, to determine the prevalence of HPV6 and HPV11 single or dual
infections in sites of HPV-associated cancers. Secondly, the genomic organization of these viruses
was comparatively studied to identify meaningful similarities and differences. Finally, based on the
results from both those studies, multiple factors that may contribute to a possible oncogenic

contribution from HPV6 and HPV11 were identified.

4.2 Materials and Methods

4.2.1 Systematic review of HPV6 and HPV11 in cancer.

The systematic review was performed in accordance with the Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) guidelines [23] according to the following
parameters: population: HNSCC, anal, cervical, penile, vaginal and vulvar cancer patients.
Intervention: frequency of HPV6 and HPV11 single infections. The inclusion criteria were
established for the type of study (case series and case—control studies in humans); tumour sample
type (formalin-fixed paraffin-embedded and fresh tissue biopsies); tumour location (head and neck,
uterine cervix, ano-rectal region, penis, prepuce, vulva and vagina); histological diagnosis
(squamous cell carcinoma); HPV detection methodology performed (P CR-based or sequencing
techniques) and type of agents identified (frequency of HPV6 and HPV11 single infections are
reported, with or without reporting of dual infections or infections by other LR-HPV types).
Exclusion criteria were lack of histological confirmation of cancer, lack of identification of HPV6 or
HPV11 single infections, case reports, review articles and meta-analyses. The search strategy
contemplated three standard databases on biomedicine: PubMed, Embase, and Cochrane, accessed

in March and April 2022. The keywords "cancer AND HPV6" or "cancer AND HPV11" were applied
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and 541 articles were retrieved from PubMed, 695 articles from Embase and 29 articles from

Cochrane.

4.2.2 Comparative genomic analysis of HPV6, HPV11 and HPV16

The genomes HPV6 and HPV11 genomes were compared with HPV16, the most commonly
identified high-risk HPV in cancer, to identify similarities and differences in key genes involved in
cell transformation. The complete genomes of HPV16 (NC_001526.4) and HPV6 (NC_001355.1)
were retrieved from RefSeq database available at NCBI. No RefSeq was available for HPV11,
therefore its complete genome was retrieved from GeneBank database available at NCBI
(MW404328.1). Then, the complete genomes of HPV16, HPV6 and HVP11 were uploaded to
Proksee/CGView Server online tool, which is a system for genome assembly, annotation and
visualization [24]. In this tool, BLAST (blastn) was used to find regions of similarity between genomic
sequences. Amino acid sequences of the early proteins E6, E7, E5A and E5B from HPV16 and HPV6
were retrieved from RefSeq database available at NCBI, and for HPV11 were retrieved from
GenePept database available at NCBI. The blastp tool from NCBI was used to evaluate similarities

between early protein sequences.

4.3 Results

4.3.1 Systematic review of HPV6 and HPV11 in cancer

Overall, after applying inclusion and exclusion criteria, 11 articles were selected for further analysis
(Figure 1). A total of 3 articles were analyzed for cervical cancer [25, 26, 27], 6 for HNSCC [28, 29,
30, 31, 32, 33], none for anal cancer, 3 for penile cancer [28, 34, 35], 1 for vaginal cancer [28] and 1
for vulvar cancer [28]. The characteristics of all 11 publications selected for further analysis are

summarized in Table 1.

The selected publications (Table 1) spanned the period between 2012 and 2021 and dealt with
patient cohorts varying in size between 8 and 1010 total patients. HPV detection was mostly
performed using PCR-based methods except for Aldersley et al. (2021) who used previously
obtained whole-exome data. The proportion of HPV-positive cases ranged between 1/85 [30] and
142/142 [25]. Seven studies used formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) material [28, 29, 30, 31,
32, 34, 35], but one used fresh biopsies [33] and another used tissue stored in RNAlater [26]. HPV
genotyping was performed using a variety of commercial and custom methods. Three studies
addressed the frequency of HPV6/11 infections in cervical cancer [25,26, 27] (Table 2). These

studies generally point towards an extremely low prevalence of HPV6/11 single infections or
30
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infections with HPV6/11 in the context of other Ir-HPV, in cervical cancer. A single case of HPV11
mono-infection was reported by [25], who also had the largest caseload of the three. Three studies
addressed penile cancer [28, 34, 35]. Alemany et al. (2016) presented by far the largest caseload of
the three and reported that 3.6% and 1.2% of HPV-positive cases carried HPV6 and HPV11 mono-
infections, respectively. Barzon et al (2014) reported a case showing HPV11 mono-infection and
Magana-Ledn et al. (2015) reported none. In the larynx, the proportions of single infections varied
between 0% and 75% for HPV6 and between 0% and 12.5% cases for HPV11. No studies observed

single HPV6/11 infections in oral, vaginal or vulvar SCC.

4.3.2 HPV6/11/16 comparative genomic analysis

HPV16 has a circular dsDNA with a total of 7906 bp and 8 coding sequences (Figure 2). When
performing a blastn analysis at Proksee/CGView to compare both the HPV16/HPV6 and
HPV16/HPV11 genomes, it was possible to observe that the majority of similarities between the
genomic sequences are located in the E1, E2, L2, L1 and E7 coding regions. No similarity between
the genomic sequences at E6 and E5 regions was found using these tools. Early proteins from
HPV16 and HPV6 were then evaluated regarding the similarity of their amino acid sequence (Table
3) using blastp. Identities, positives and expect values are present in Supplementary tables 1 and 2,
where identity describes how similar the sequences are (number of identical aminoacids) and
positives correspond to the number of amino acids that are either identical or have similar chemical
properties. According to the data obtained, the protein with highest similarity between HPV16 and
HPV6 is E7, while E5 is the protein with lowest similarity. Similar results were obtained for HPV16

and HPV11.

4.4 Discussion/Conclusion

High-risk (HR)-HPVs, particularly HPV16, are the etiologic agents of multiple ano-genital and
oropharyngeal cancers, as shown by numerous observational and experimental studies [36, 37, 38,
39, 40 41]. LR-HPVs mostly cause benign lesions such as condylomas but have also been suggested
to be involved in subsets of malignant non-cervical lesions [42, 43]. The present work provided a
systematic analysis of data published in the last 10 years to determine the frequencies of HPV6 and

HPV11 as single infections in ano-genital and head and neck cancers. The 11 selected articles
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showed signiicant geographic diversity, including works from 4 continents, as well as the large
international penile cancer study by Alemany et al. (2016). While some studies showed a low HPV-
positive caseload for specific sites, such as the Weiss et al. (2015) and Magafia-Leon et al. (2015)
reports, others were much larger and included dozens or hundreds of patients like the Taberna et
al. (2016) or Alemany et al. (2016) articles. These heterogeneous results recommend caution when
interpreting the findings from our systematic review. Smaller studies may highlight locally
important phenomena such as a higher HPV6/11 infection rate, while large studies may dilute those
observations and provide a more general picture. One study from Venezuela [33] reported data
from multiple head and neck locations, but it was impossible to ascribe specific HPV genotypes to
each anatomical site. We chose to include this study because it adds data on the frequencies of LR-
HPVs in head and neck SCCs in general, but it cannot replace detailed reports ascribing HPV6 and

HPV11 to more specific anatomic sites.

We started by analyzing studies dealing with cervical cancer. At least 95% of women with cervical
cancer are infected with one or more HR-HPV subtypes, with HPV 16 and 18 being the most
common [44, 51]. LR-HPV is associated with benign neoplasia and accumulated does not support its
involvement in cervical SCC [45, 52]. In line with such observations, our systematic review shows
very low frequencies for HPV6 and HPV11 mono-infections in cervical cancer. Quadrivalent and
nonavalent HPV vaccines confer protection against these LR-HPV types and their associated lesions

[16].

HPV-associated head and neck cancers are most frequently located in the oropharynx, where
HPV16 is responsible for approximately 95% of HPV-related cases [13, 36, 46]. The head and neck
studies in our systematic review mostly reported data from the larynx, which likely reflects the
known role of HPV6 and HPV11 in respiratory papillomas in this anatomic area [17]. HPV 6 and 11
are the main causative agents of laryngeal papillomas, the most frequent benign tumors in the
lower respiratory tract [17]. Respiratory lesions associated with HPV11 type were suggested to be
more aggressive compared to those associated with HPV6 [47]. Our systematic review showed that
laryngeal SCC carries HPV6 and HPV11 in varying proportions. While large studies from China and
the USA showed frequencies ranging between 1% and 4%, a smaller German study showed much
higher figures, with up to 75% of cases showing HPV11 mono-infection. Itis likely that these widely

varying figures reflect different geographical realities, but the results support the involvement of
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HPV6 and HPV11 in a significant proportion of laryngeal SCCs. Other studies show similar results
[48]. The association between HPV6, HPV11 and this anatomic area may reflect local
microenvironmental factors and exposure to chemical carcinogens, as well as immunological
impairment and these were factors that were not screened for in this systematic review. Very little
data were available concerning other head and neck locations, with one study indicating null figures

for oral SCC [28] and the [33] study reporting figures for mixed locations.

LR-HPV such as HPV6 and HPV11 are associated with penile condylomas [49]. It is possible that
some penile condylomas may progress to SCC [50], but there is still insufficient data to support this
hypothesis. Our systematic review shows that HPV6 and HPV11 infections are found in a significant
proportion of penile SCC, in agreement with previous reports on penile cancer and penile
intraepithelial neoplasia by multiple teams [53, 54], including a meta-analysis by [22]. While the
Magafia-Leon study with only 8 cases did not find any HPV6 orHPV11 single infections, larger
studies like those of Barzon et al 2014 and especially Alemany et al. (2016) indicate that HPV6 and
HPV11 mono-infections are found in approximately 5% of penile SCC. Multiple LR-HPV infections
are also found in other 4% of cases according to Alemany et al. (2016). Taken together, these
observations support the involvement of the LR-HPV types in a significant proportion of penile
SCCs, suggesting that the penis and prepuce are anatomical sites with a particular susceptibility to
carcinogenesis induced by these agents. Vaccines covering HPV6 and HPV11 may be more adequate

to prevent penile neoplasia than bivalent vaccines targetting only HPV16 and HPV18.

In the vulva e vagina, HPV6 and HPV11 are also commonly associated with benign neoplasia, most
often condylomas [55, 56, 58]. In our systematic review, a single study [28] addressed the
frequency of HPV6 and HPV11 mono-infections in the vagina and vulva, limiting our ability to draw
conclusions. This study suggests a low frequency of infection by these LR-HPV types may be
associated with vaginal SCC while no cases of vulva SCC with HPV6/11 were identified. These results

are in agreement with previous reports [59].

In our 10-years study period, no studies dealing with anal cancer fulfilled the inclusion criteria, and
we cannot conclude about the involvement of HPV6 and HPV11 mono-infections in this type of
cancer. This is regrettable, as other studies have pointed out the presence of a small proportion of
anal SCC associated with those LR-HPV types, especially in the context of immunosuppression

induced by HIV [60, 61, 78, 79]. It is also possible that genomic similarities with high-risk HPV allow
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HPV6 and HPV11 to interact with important cellular targets, conferring them limited carcinogenic

potential.

The HPV early proteins have regulatory functions and can be found in both high- and low-risk HPVs
[57, 63, 64, 65, 66, 67]. Aomng these, the E5, E6 and E7 oncoproteins are believed to be the main
transforming proteins of hr-HPV [5]. E5 may have a low transforming activity when expressed alone
in cell culture, but it is proposed to play important roles in carcinogenesis induced by high-risk HPV
[68, 69]. The E6 protein is able to inactivate the p53 tumor suppressor protein and also perform
p53-independent functions, thus playing a major role in HPV-induced cell transformation [70, 71].
The E7 protein plays major several roles in carcinogenesis, especially by driving the degradation of
the retinoblastoma protein (pRb) and thereby promoting cell proliferation [72, 73]. It has been
previously suggested that low-risk HPV types do not use their E6 and E7 gene products to drive
extensive cell proliferation in the basal and parabasal cell layers, drastically reducing their ability to
induce cancer [74]. Indeed, our genomic analysis shows that HPV6/11 and HPV16 genomes share
important differences concerning the E5, E6 and E7 oncogenes, but also some similarities. The E7
coding region was most conserved among all three viruses, while no similarities were found
between the genomic sequences at E6 and E5 regions. This suggests that the lower oncogenic
potential of HPV6 and HPV11 compared with HPV16 is at least partly related to differences on their
E5 and E6 oncogenes. Conversely, the similarities observed in the E7 oncogene may help explaining
why HPV6 and HPV11 still seem to show some carcinogenic potential towards non-cervical tissues.
Indeed, the HPV6 and HPV11 E7 protein interacts with the pRb family member p130, inducing its
proteasomal degradation and this mechanism may contribute to deregulate cell differentiation and

proliferation in suprabasal epithelial layers [75, 76, 77].

Overall, the present review brings together and analyses data concerning the frequency of HPV6
and HPV11 mono-infections across multiple types of cancer. This analysis was limited by the small
caseload of some studies and also by the absence of data concerning possible carcinogenic co-
factors that might synergize with HPV6 and HPV11 to promote their tumorigenic potential. HPV6
and HPV11 mono-infections were mostly associated with SCC of the larynx and penis. SCC of the
cervix, vagina, vulva and the head and neck (apart from the pharynx) showed the lowest
frequencies of HPV6 and HPV11 mono-infections. It is plausible that factors like immune

suppression and specific changes to the local microbiome may contribute to enhance viral

34



213
214
215

216

217
218

219

220

221
222

223

224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237

238

239

persistence, while chemical agents may also act as co-carcinogens in the pharyngeal and penile
mucosae. Establishing the etiologic role of these LR-HPVs in the penis and pharynx and the

contributions of other co-factors will require additional studies and experimental demonstration.
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5 CONCLUSAO

Dessa forma, entende-se que o aparecimento de diversos tipos de canceres tem uma
relacdo de proximidade com a infeccéo pelo HPV, contudo muitas vezes subdiagnosticada.
De uma forma direcionada, esse trabalho analisou e concentrou informacdes nas

monoinfec¢bes por HPV6 e HPV11 em varios tipos de cancer.

Para tanto, observou-se com a revisdo que as monoinfec¢cbes por HPV6 e HPV11
foram associadas principalmente a CEC de laringe e pénis. Os CEC de colo uterino, vagina,
vulva e cabeca e pescoco (exceto faringe) apresentaram as menores frequéncias de

monoinfec¢des por HPV6 e HPV11.

Contudo, o presente estudo apresenta limitagdes como o pequeno nimero de casos
de alguns estudos somado a auséncia de dados sobre possiveis cofatores carcinogénicos
que podem se agrupar com HPV6 e HPV1l para o desenvolvimento do seu potencial

tumorigénico.

Assim, € importante tentar tracar uma corte transversal desde o momento da
inoculacdo dos subtipos de baixo risco HPV 6 e 11 com o seu potencial cancerigeno, sendo

assim necessario mais estudos nessa vertente.
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7 ANEXOS

ANNEX 1: FIGURES

Figure 1. Systematic review of HPV6 and HPV11 in cancer and resulting publications for analysis.
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Figure 2. Comparative genomic organization of HPV6, HV11 and HPV16.
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ANNEX 2: TABLES

Table 1. Characteristics of the 11 articles included in the HPV6 and HPV11 systematic review.

References

Type of sample

Detection method

Genotyping Method Total sample and
(HPV+ sample)

Tao et al 2017

Cervical scrappings

PCR/Luminex 200 (Tellgen)

PCR/Luminex 200 (Tellgen) 142 (142)

Tissue biopsy in

Digene HPV Hybrid Capture

Das et al 2013 Nested PCR 107 (105)
RNAlater (Qiagen) Il Test (Qiagem Germany)
Whole-exome data SureSelect Exon Capture SureSelect Exon Capture
Aldersley et al
from previous (Agilent) and HiSeq (Agilent) and HiSeq 72 (62)
2021
publications sequencing (lllumina) sequencing (lllumina)
Barzon et al PCR (Inno-LiPa)
FFPE real-time PCR 59 (18)
2014 (Innogenetics)
SPF-10/DEIA/LIPA25 LIPA25 (Laboratory
Alemany et al
FFPE (Laboratory Biomedical Biomedical Products) and 1010 (334)
2016
Products) Sanger sequencing
Vietia et al 2014 Fresh biopsies PCR (Inno-LiPa) PCR (Inno-LiPa) 71 (48)
Taberna etal.
FFPE PCR (Inno-LiPa) Real-Time PCR 404 (54)
2016
Lam et al 2018 FFPE Nested PCR Sanger sequncing 85 (1)
Real-Time PCR GP5+/6+
Weiss et al 2015 FFPE Real-Time PCR 8 (6)
and in situ Hybridization
PCR for HPV 6/11 and HPV PCR for HPV 6/11
Sun et al 2012 FFPE 83 (42)

16/18

and HPV 16/18
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Magafia-Ledn et

SPF-10/DEIA/LIPA25

FFPE (Laboratory Biomedical PCR (Inno-LiPa) 35 (10)
al 2015
Products)
Table 2. Prevalence of HPV6 and HPV11 single infections in different types of HPV -associated
cancer.
HPV6 HPV11 Multiple low- Geographical
Anatomic location References
% (n/N) % (n/N) risk% (n/N) location
0,0% (0/142) 0,7% (1/142) 0,7% (1/142) China Tao etal 2017
0,0% (0/105) 0,0% (0/105) 0,0% (0/105) India Das et al 2013

Uterine cervix

1,6% (1/62)

0,0% (0/62)

1,6% (1/62)

Korea/ United

States/France

Aldersley et al 2021

0,0% (0/18)

5,5% (1/18)

5,5% (1/18)

Italy

Barzon et al 2014

Penis 3,6% (12/334)

1,2% (4/334)

4,8% (16/334)

25 Countries

Alemany et al 2016

0,0% (0/8)

0,0% (0/8)

0,0% (0/8)

Mexico

Maganfa-Ledn et al 2015

0,0% (0/9)

0,0% (0/9)

Mexico

Maganfa-Ledn et al 2015

3,7% (2/54)

7,4 (4/54)

United States

Taberna et al. 2016

0,0% (0/85)

1,2% (1/85)

China

Lam et al 2018

12,5% (1/8)

87,5 (7/8)

Germany

Weiss et al 2015

Not tested

19.0% (8/42)

China

Sun et al 2012

0,0% (0/9)

0,0% (0/9)

Mexico

Magafia-Ledn et al 2015

Oral
0,0% (0/9)
cavity
3,7% (2/54)
Head 1,2% (1/85)
and Larynx 75,0% (6/8)
neck Not tested
0,0% (0/9)
Mixed
12,5% (6/48)
locations

4,72% (2/48)

16,67% (8/48)

Venezuela

Vietia et al 2014
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Vagina 0,0% (0/7) 0,0% (0/7) 14,2% (1/7) * Mexico Magafia-Ledn et al 2015

Vulva 0,0% (0/1) 0,0% (0/1) 0,0% (0/1) Mexico Magafia-Ledn et al 2015

*1 HPV54 single infection among seven vaginal SCC cases in the Magafia-Leon et al. (2015) study, which

includes 35 SCC from multiple locations.

Table 3. HPV6, HPV11 and HPV16 E5, E6 and E7 protein sequences.

Gene Protein sequence HPV type Reference

MHQKRTAMFQDPQERPRKLPQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQLLRREVYDFA
HPV16-E6 FRDLCIVYRDGNPYAVCDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIR 16 NP_041325.1

CINCQKPLCPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTGRCMSCCRSSRTRRETQL

MHGDTPTLHEYMLDLQPETTDLYCYEQLNDSSEEEDEIDGPAGQAEPDRAHY
HPV16-E7 16 NP_041326.1

NIVTFCCKCDSTLRLCVQSTHVDIRTLEDLLMGTLGIVCPICSQKP

MTNLDTASTTLLACFLLCFCVLLCVCLLIRPLLLSVSTYTSLILVLLLWITAASAFR
HPV16-E5 16 NP_041330.2

CFIVYIIFVYIPLFLIHTHARFLIT

MARFEDPTRRPYKLPDLCTELNTSLQDIEITCVYCKTVLELTEVFEFAFKDLFVVY

HPV18*-E6 18 NP_040310.1

RDSIPHAACHKCIDFYSRIRELRHYSDSVYGDTLEKLTN TGLYNLLIRCLRCQKP L

NPAEKLRHLNEKRRFHNIAGHYRGQCHSCCNRARQERLQRRRETQV

MHGPKATLQDIVLHLEPQNEIPVDLLCHEQLSDSEENDEIDGVNHQHLPARRA
HPV18*-E7 18 NP_040311.1

EPQRHTMLCMCCKCEAIELVVESSADDLRAFQQLFLN TLSFVCPWCASQQ

MLSLIFLFCFCVCMYVCCHVPLLPSVCMCAYAWVLVFVYIVVITSPATAFTVYV
HPV18*-E5 18 NP_040315.1

FCFLLPMLLLHIHAILSLQ
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MESANASTSATTIDQLCKTFNLSMHTLQINCVFCKNALTTAEIYSYAYKHLKVLF

HPVE'-E6  RGGYPYAACACCLEFHGKINQYRHFDYAGYATTVEEETKQDILDVLIRCYLCHK 6 NP_040296.1
PLCEVEKVKHILTKARFIKLNCTWKGRCLHCWTTCMEDMLP
MHGRHVTLKDIVLDLQPPDPVGLHCYEQLVDSS EDEVDEVDGQDS QPLKQHF
HPV6™-E7 6 NP_040297.1
QIVTCCCGCDSNVRLVVQCTETDIREVQQLLLGTLNIVCPICAPKT
MMLTCQFNDGDTWLGLWLLCAFIVGMLGLLLM HY RAVQG DKHTKCKKCNK
HPV6"-ES 6 NP_040302.1
HNCNDDYVTMHYTTDGDYIYMN
MESKDASTSATSIDQLCKTFNLSLHTLQIQCVFCRNALTTAEIYA YAYKNLKVV
HPV11"-E6  WRDNFPFAACACCLELQGKINQYRHFNYAAYAPTVEEETNEDILKVLIRCYLCH 11 QXM18822.1
KPLCEIEKLKHILGKARFIKLNNQWKGRCLHCWTTCMEDLLP
MHGRLVTLKDIVLDLQPPDPVGLHCYEQLE DSSE DEVDKVDKQDSQPLTQHY
HPV11*-E7 11 QXM18823.1
QILTCCCGCDSNVRLVVECTDGDIRQLODLLLG TLNIVCPICAPKP
MEVVPVQIAAATTTTLILPVVIAFAVCFLSIVLIILISDFLVYTSVLVLTLLLYLLLWL
HPV11"-E5A 11 QXM18827.1
LLTTPLQFFLLTLCVCYFPAFYIHIYIVQTQQ
MVMLTCHLNDGDTWLFLWLFTAFVVAVLGLLLLHYRAVHGTEKTKCAKCKSN
HPV11*-E5B 11 QXM18828.1

RNTTVDYVYMSHGDNGDYVYMN

HPV18*: Alphapapillomavirus 7: human papillomavirus 18 is a serotype of Alphapapillomavirus 10

HPV6*: Alphapapillomavirus 10: human papillomavirus 6 and 11 are seroty pes of Alphapapillomavirus 10

HPV11*: Alphapapillomavirus 10: human papillomavirus 6 and 11 are serotypes of Alphapapillomavirus 10
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Supplementary table 1

HPV6
E6 E7 E5A E5B
(NP_040296. (NP_040297. (NP_040301. (NP_040302.
1) 1) 1) 1)
Identities:
39%;
E6
(NP_041325. | Positives:
1) 60%;
Expect: 2e-41
Identities:
57%;
E7
HPV16 (NP_041326. Positives:
1) 69%;
Expect: 3e-34
Identities: No significant
24%; similarity
E5
found.
(NP_041330. Positives:
2) 58%;
Expect: 0.018
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Supplementary table 2

HPV11
E6 E7 ESA E5B
(QXm18822. (QXm18823. (QXMm18827. (QXMm18828.
1) 1) 1) 1)
Identities:
37%;
E6
(NP_041325. | Positives:
1) 61%;
Expect: 2e-40
Identities:
HPV16 55%;
E7
(NP_041326. Positives:
1) 70%;
Expect: 1e-33
E5 No significant | No significant
(NP_041330. similarity similarity
2) found. found.
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