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RESUMO

Gongalves MG. Histéria natural da infecgdo por variantes genéticas de HPV-16 no canal
anal de homens participantes do estudo internacional multicéntrico HIM (HPV Infection
in Men) [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Séo Paulo;
2022.

Infeccdes persistentes por HPVs (papilomavirus humano) de alto risco estdo associadas
ao desenvolvimento de maltiplos tipos de canceres como vulva, vagina e colo de Gtero
em mulheres, pénis em homens, e canal anal e orofaringe em ambos os sexos. O HPV-16
esta relacionado com quase a totalidade dos tumores de sitios anatdmicos extra-cervicais
e causa aproximadamente 90% dos canceres de canal anal em todo o mundo. Além disso,
as variantes geneticas de HPV-16 estdo relacionadas com diferentes riscos no
desenvolvimento de lesbes precursoras e tumores na cérvice uterina. Estudos sobre as
variantes de HPV-16 no canal anal ainda sdo escassos, especialmente em homens. Com
isso, este estudo teve como objetivo avaliar a prevaléncia e persisténcia das variantes
geneticas de HPV-16 no canal anal de homens de trés paises distintos (Brasil, México e
Estados Unidos) e ainda identificar fatores sociodemograficos e comportamentais
associados a essas infec¢bes. Os participantes do estudo prospectivo multicéntrico HIM
(HPV Infection in Men) foram incluidos quando foi detectado DNA de HPV-16 em pelo
menos uma amostra de canal anal. Foi realizada a PCR (reacdo em cadeia da polimerase)
com pares de iniciadores especificos a fim de amplificar uma regido da LCR (regido longa
de controle), sequido de sequenciamento das amostras amplificadas para classificacdo em
linhagens e sublinhagens de variantes de HPV-16. Foi observada maior prevaléncia de
variantes da linhagem A, principalmente da sublinhagem A1, nas amostras de todos 0s
paises. Variantes das linhagens N&o-A foram mais comumente detectadas em homens do
Brasil, onde também foi observada maior diversidade de sublinhagens de variantes de
HPV-16. Em cinco homens do Brasil, mudanca de variante das sublinhagens de HPV-16
foram identificadas durante as visitas de seguimento. Em comparagdo com os homens em
que foram detectadas variantes das linhagens Nao-A de HPV-16, os homens infectados
com variantes da linhagem A relataram um niimero maior de parceiras sexuais femininas
ao longo da vida. Finalmente, foi observada maior prevaléncia de variantes das linhagens
N&o-A em MSM (homens que fazem sexo com homens) com infecc¢do transiente por

HPV-16 no canal anal (p=0,033). Ndo foram observadas diferencas significativas em



relacéo a deteccdo de variantes das linhagens de HPV-16 e o status de persisténcia quando
os homens foram estratificados por pais, etnia autorreferida ou idade. Os dados
observados neste trabalho estendem estudos anteriores que indicam que as variantes
genéticas de HPV-16 sdo distribuidas de forma desigual no mundo, e contribuem ainda
mais para estudos da histéria natural das infeccGes por HPV do canal anal em homens.

Descritores: Biologia molecular; Canal anal; Epidemiologia; Estudo HIM,;
Papilomavirus humano 16; Variantes genéticas de HPV-16.



ABSTRACT

Goncalves MG. Natural history of infections by HPV-16 genetic variants in the anal
canal of men participating in the international multicenter HIM study (HPV Infection in
Men) [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”;
2022.

High-risk HPV persistent infections are associated with the development of multiple
types of cancers such as vulva, vagina, and cervix in women, penis in men, and anal canal
and oropharynx in both genders. HPV-16 is related to almost all tumors at extra cervical
anatomical sites and causes approximately 90% of anal canal cancer worldwide. In
addition, HPV-16 genetic variants are related to different risks of the development of
precursor lesions and tumors in the cervix. Studies on HPV-16 variants in the anal canal
are still scarce, especially in men. Thus, this study aimed to assess the prevalence and
persistence of HPV-16 genetic variants in the anal canal of men from three countries
(Brazil, Mexico, and the United States) and to identify sociodemographic and behavioral
factors associated with these infections. Participants from the prospective multicenter
HIM (HPV Infection in Men) study who had at least one anal canal sample positive for
HPV-16 DNA were included. PCR was performed with specific sets of primers to amplify
a fragment of the LCR region, followed by sequencing of the amplified samples to
classify them into HPV-16 variant lineages and sublineages. We observed a higher
prevalence of lineage A variants, mainly from the Al sublineage, in all countries. Variants
of Non-A lineages were more commonly detected in men from Brazil, where a greater
diversity of sublineages was detected. In five men from Brazil, a change in the HPV-16
infecting variant sublineages was identified during visits. Compared with men detected
with Non-A lineage variants, men infected with A lineages reported a higher lifetime
number of female sexual partners. Finally, a significantly higher prevalence of variants
of Non-A lineages was observed among MSM (men who have sex with men) with a
transient HPV-16 anal canal infection (p=0.033). No significant differences regarding the
detection of HPV-16 variant lineages and persistence status were observed when men
were stratified by country, self-reported ethnicity, or age. Our data extend previous
studies which indicate that HPV-16 variants are unevenly distributed worldwide, and

further contribute to studies of the natural history of anal canal HPV infections in men.



Descriptors: Molecular biology; Anal canal; Epidemiology; HIM study; Human
papillomavirus 16; Genetic variants in HPV-16.



SUMARIO

LINTRODUGAO ..ottt 1
1.1 PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) w....oviieeeeeieeeeeeeee et 1
1.2 CANCERES ASSOCIADOS AO HPV ...t 5
1.3 VARIANTES GENETICAS DE HPV-16.....cociieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 9

1.3.1 Variantes genéticas de HPV-16 em mUIheres ...........ccccooeieiiiniiiciicinennne, 11
1.3.2 Variantes genéticas de HPV-16 em hOmeNS............ccceveiieniiiniiiciicsee e, 15

20BJETIVOS EJUSTIFICATIVA .ttt 17

BMETODOS. ..ottt 18
3.1 POPULA(;AO DE ESTUDO....ooiiiiie ittt 18
3.2 TIPAGEM DE HPV ..ottt e e a e e e e 19
3.3 ANALISE DAS VARIANTES DE HPV-16 EM AMOSTRAS DE CANAL
ANAL . 20

3.3 L EXIrag8o de DINA ..ottt 20
3.3.2 Reacdo em cadeia da polimerase - PCR.........cccoveiiiee i 21
3.3.3 Sequenciamento de DINA .........ovi e 22
3.4 CLASSIFICACAO DAS VARIANTES DE HPV-16 ....ccccoovevvieeeicieieeseeeene 23
3.5 ANALISE ESTATISTICA .ot 24

A RESULTADOS ..ottt e e e a e e e e e s aaabees 26
4.1 CARACTERISTICAS DA POPULAGAO ..o 26
4.2 PREVALENCIA DAS VARIANTES DE HPV-16 ......ccoovvieieieiceeeeseee 29
4.3 PERSISTENCIA DAS VARIANTES DE HPV-16 ......cooiiiiicicieceeeseee 35

B DISCUSSAD ...ttt 39

B CONCLUSAOD ...ttt 46

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS™ ...ttt 47

APENDICES



1 INTRODUCAO

1.1 PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

Os papilomavirus humano (Human papillomavirus — HPV) pertencem a familia
Papillomavidae e sdo distribuidos em cinco géneros: Alpha, Beta, Gamma, Nu e Mu. O
HPV-16 por sua vez esta classificado no género Alpha. HPVs sdo virus que possuem
capsideo icosaédrico ndo envelopado de cerca de 50 nm de didmetro composto por
proteinas codificadas pelos genes L1 e L2 (Buck et al., 2008; Doorbar et al., 2012) que
envolvem um DNA dupla-fita circular de aproximadamente 8 kb (Bernard, 2005). Os
HPVs séo classificados quanto ao risco oncogénico em HPVs de alto risco (high risk HR
— HPV) e de baixo risco (low risk LR — HPV). Sé&o virus que coevoluiram com seus
hospedeiros e podem infectar tanto as mucosa quanto a pele (Van Doorslaer, 2013).
Existem mais de 200 tipos de HPVs ja classificados e estes compartilham a mesma

organizacdo do genoma (Van Doorslaer, 2013; 2017).

Os genomas de HPV sédo constituidos, em média, por oito a nove open reading
frames (ORFs) que codificam as proteinas que séo expressas diferencialmente ao longo
do ciclo de vida viral. Este genoma também € dividido em trés regides de acordo com a
expressdo das proteinas: regido early (E), late (L) e a regido longa de controle (long
control region — LCR). Em relacdo a regido early, as proteinas codificadas pelos genes
E1 e E2 possuem um papel importante na regulacdo da transcricéo e replicacdo do DNA
viral (Van Doorslaer; McBride, 2016), enquanto os genes E4, E5, E6, E7 e E10 codificam
proteinas envolvidas nos processos de desregulacdo do ciclo celular, evasao das respostas
do sistema imunoldgico, e recrutamento de fatores celulares do hospedeiro para a
replicacdo viral (Doorbar et al.,, 2015). O gene L1 da regido late é um dos mais
conservados entre os diferentes tipos virais e codifica a proteina L1 que em conjunto com
a proteina L2, codificada pelo gene L2, constituem as proteinas primaria e secundaria do
capsideo, respectivamente. Por fim, a LCR é uma regido ndo codificante do genoma que

fica entre os genes L1 e E6 que compreende aproximadamente 10% do genoma viral, e é



uma regido que possui sitios de ligagdo para fatores de transcri¢do (FTs) celulares e virais
(Figura 1).
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Figura 1 — Estrutura e organizacdo do genoma de HPV-16. A. Microscopia eletrénica
das particulas virais de HPV. B. Organizacao gendmica de HPV-16. Nas setas
estdo localizados os promotores precoce (P97) e tardio (P670). As ORFs dos
genes early estdo destacadas em verde (E1, E2, E4 e E5) e em vermelho (E6
e E7), e dos genes late estdo destacadas em amarelo (L1 e L2). A LCR
responsavel pelo controle da transcricdo e onde se ligam diferentes fatores de
transcricdo esta localizada entre os genes L1 e E6. As proteinas destacadas
com * sdo necessarias para a replicacdo e montagem da particula viral e as
proteinas destacadas com # sdo importantes para a alteracdo do ciclo celular e
evasao imune.

O desenvolvimento de alterac@es clinicas malignas associadas a infecgdo por HPV
como as lesBes precursoras e 0s tumores, se deve as infeccdes persistentes e produtivas
por HR-HPV. Para que ocorra a infeccdo é necessario que as barreiras protetoras do



epitélio tenham sido comprometidas e isso pode ocorrer durante a relagdo sexual, uma
vez que o atrito da pele gera microfissuras no epitélio que permitem a infecgéo pelo virus
nas células da camada basal. Nestas células, os genomas virais sdo estabelecidos como
epissomos no nucleo celular, geralmente em baixo ndmero de cépias, e as proteinas
precoces sdo expressas em baixos niveis (Doorbar et al., 2015). A replicacdo viral e a
expressao das proteinas em niveis mais elevados ocorrem apenas nas camadas epiteliais
suprabasais. Por fim, ocorre a inducao da sintese das proteinas tardias, empacotamento
do genoma viral e formac&o dos virions nas camadas mais superficiais e diferenciadas do
epitélio (Ozbun; Meyers, 1997) (Figura 2).
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Figura 2 — Modelo de carcinogénese da cérvice uterina. Infeccdo por HR-HPV em células
da camada basal do epitélio, e o desenvolvimento da infec¢cdo produtiva até o
surgimento do tumor.

O desenvolvimento de lesbes associadas as infecgdes por HPV se deve

principalmente a atividade das oncoproteinas virais E6 e E7 que agem sinergicamente



para desregular a apoptose e o ciclo celular da célula infectada devido a interacdo destas
com diferentes proteinas celulares. A proteina viral E6 de HR-HPV se liga a proteina
supressora tumoral p53 induzindo sua degradacdo pela via de prote6lise dependente de
ubiquitina (Scheffner et al., 1993). Ademais, a proteina E6 de HR-HPV interage com
diversas outras proteinas celulares incluindo (1) co-ativadores transcricionais como MYC
(Gross-Mesilaty et al., 1998); (2) proteinas envolvidas na polaridade e motilidade celular
como MUPP1 (multiple PD2 protein 1) (Lee et al., 2000); (3) indutores de apoptose como
BAK (Thomas; Banks, 1999), (4) fatores de replicacédo e reparo de DNA como XRCC1
(Iftner et al., 2002); além de (5) indutores da atividade de telomerase (Veldman et al.,
2001). A proteina E7 de HR-HPV se liga & forma hipofosforilada de pRb (Wang et al.,
2001), o que resulta na liberacdo de proteinas da familia de FTs E2F que antes estavam
associadas em complexos com pRb. E7 também pode se ligar e formar complexos com
as ciclinas impedindo a ativacdo dos inibidores de quinase dependente de ciclina p21 e
p27. Essas interacOes de E7 resultam na progressao do ciclo celular (Dyson et al., 1989).
Além disso, E7 interage com o0s centrossomos, induzindo defeitos mitdticos e

instabilidade genémica (Duensing; Miinger, 2003).

Os HPVs podem ser transmitidos tanto de forma horizontal, isto é, por contato
peniano-vaginal, pénis-canal anal, sexo oral e digital (Hernandez et al., 2008), como
também de forma vertical que ocorre por contato pele-a-pele de mae para filho, como por
exemplo, no momento do parto. As infecgdes transientes sdo controladas pelo sistema
imunoldgico, porém, a interacdo das proteinas virais E6 e E7 com as proteinas celulares
do hospedeiro no caso de infeccdes persistentes por HR-HPV promovem alteracfes nas
células infectadas que por consequéncia alteram a estrutura do epitélio onde estdo essas
células infectadas. Adicionalmente, ocorrem alteracdes nas vias de reconhecimento de
antigenos, desta forma diminuindo as respostas do sistema imunoldgico (Egawa et al.,
2015). Em conjunto, essas alteracbes promovem o aparecimento de lesdes precursoras e
se ndo identificadas e tratadas, essas lesbes podem progredir para o desenvolvimento de
tumores no local infectado. Alguns fatores virais e do hospedeiro influenciam no risco de
infeccdes persistentes por HPV. Os fatores virais incluem os tipos virais, a carga viral e
as variantes genéticas infectantes (Sichero; Villa, 2006). Fatores do hospedeiro, por sua

vez, incluem a resposta do sistema imunoldgico e a coinfec¢do com outros virus que



interferem na resposta imunoldgica, como exemplo, infeccdes por HIV (virus da

imunodeficiéncia humana — human immunodeficiency virus) (Schiffman et al., 2016).

1.2 CANCERES ASSOCIADOS AO HPV

Entre os HPVs que infectam as mucosas, 0s tipos amplamente correlacionados
com o desenvolvimento de alteragdes clinicas incluem sete tipos de LR-HPV: 6, 11, 40,
42, 43, 44 e 54, e 14 tipos de HR-HPV: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66
e 68. Esses HR-HPV sdo atualmente classificados pela Organizacdo Mundial de Salde
(OMS) como carcindgenos do tipo | devido a sua associacdo com o desenvolvimento de
tumores na regido anogenital e na orofaringe (IARC, 2012; Gargano et al., 2017).

Infeccbes por LR-HPV estdo associadas ao desenvolvimento de lesdes
hiperproliferativas benignas como a papilomatose respiratoria recorrente e os condilomas
anogenitais (Egawa; Doorbar, 2017). As proporcdes de canceres atribuidos a infeccdo por
HR-HPV nos diferentes sitios anatdmicos séo cerca de: 25% dos tumores de vulva, 75%
dos tumores de vagina, 50% dos tumores de pénis, 5-80% dos tumores de orofaringe, e
100% dos tumores de cérvice uterina e de células escamosas de canal anal (de Martel et
al., 2020). Mais especificamente, as infeccdes persistentes por HR-HPV 16 e 18 séo
responsaveis pelo desenvolvimento de aproximadamente 75% dos casos de tumores
cervicais em todo o mundo. Ademais, é interessante ressaltar que o HPV-16 é detectado
em quase a totalidade dos tumores HPV-induzidos nos sitios anatbmicos extra-cervicais
(de Martel et al., 2020).

Como as infec¢bes por HPVs nas diferentes mucosas ocorrem essencialmente pelo
contato sexual (Franco et al., 1995; Castellsagué et al., 1997; Burchell et al., 2006), as
caracteristicas relacionadas as préaticas sexuais, tais como a idade precoce da primeira
relacdo sexual, numero alto de paridade e o elevado nimero de parceiros sexuais recentes
ou durante a vida constituem fatores de risco importantes para a aquisicdo dessas
infeccdes (Moscicki et al., 2001; Giuliano et al., 2008). Outros fatores comportamentais
que também contribuem para o aumento do risco de infeccdo por HPV sdo habitos
tabagistas, uso prolongado de anticoncepcionais hormonais e a composi¢ao da microbiota

(Schiffman et al., 2016). Ademais, foi observado que o comportamento sexual dos



parceiros masculinos influencia o risco das respectivas parceiras mulheres desenvolverem

tumores na cérvice uterina (Agarwal et al., 1993; Castellsagué et al., 2002).

A histdria natural das infeccdes por HPV e o desenvolvimento de neoplasias foi
primeiramente descrita sendo hoje bem caracterizada para tumores de cérvice uterina.
Sabe-se que os passos da tumorigénese cervical sdo: infeccdo inicial por HR-HPV,
persisténcia da infeccdo, progressdo para lesbes precursoras, desenvolvimento de
carcinomas in situ e eventualmente invaséo de tecidos adjacentes (Schiffman et al., 2016).
Essas etapas da carcinogénese associada a infec¢do por HPV é sugerida ser semelhante
nos demais sitios anatdbmicos, porém mais estudos acerca da histdria natural das infecgdes

por HPV nas diferentes regides extra-cervicais ainda sdo necessarios.

A associacao entre a infeccdo por HPV e o desenvolvimento de neoplasias de colo
de utero foi inicialmente observada no inicio da década de 1970 (zur Hausen et al., 1974).
O cancer de colo de utero € o quarto tipo de cancer mais incidente entre as mulheres em
todo o mundo (Sung et al., 2021). De acordo com as estatisticas da OMS, cerca de 600.000
novos casos foram estimados no ano de 2020, dos quais a metade foram casos fatais. A
maior parte das infeccGes sdo assintomaticas e eliminadas espontaneamente em um
periodo de um ano, sendo as infeccdes persistentes associadas com o desenvolvimento
das neoplasias malignas. Além disso, a alta prevaléncia de infeccbes por HPV na
populacdo feminina e a baixa taxa relativa de cancer cervical se correlaciona com os

fatores virais e do hospedeiro mencionados (Figura 3).
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Figura 3 — Modelo da historia natural da infeccdo por HR-HPV e o desenvolvimento de
cancer na cérvice uterina. Os passos da tumorigénese associada ao HPV no
colo de Utero estdo em destaque nas diferentes cores: infeccdo por HPV em
verde, desenvolvimento de les6es precursoras em azul e desenvolvimento de
cancer em laranja. No gréafico estdo dispostas as prevaléncias de HPV na
populacdo feminina de acordo com a idade.

Aproximadamente 90% dos diagnosticos de cancer de canal anal em ambos 0s
sexos estdo associados com infec¢bes por HR-HPV e dentre esses, o HPV-16 € o tipo
mais detectado (de Martel et al.,, 2020). Os tumores de canal anal sdo raros e
correspondem a cerca de 3% dos diagnosticos de neoplasias do trato gastrointestinal,
sendo os tipos histolégicos mais comuns o carcinoma de células escamosas, seguido de
adenocarcinomas (Hoff et al., 2017; Young et al., 2020). Estima-se que mundialmente
50.500 pessoas foram diagnosticadas com cancer anal em 2020, e que em torno de 20.000
pessoas morreram em decorréncia deste tumor também no mesmo ano (IARC, 2020;
Howlader et al., 2021). No Brasil, os tumores de canal anal correspondem a cerca de 1-
2% dos diagndsticos de tumores colorretais e em 2014, estimou-se cerca de 1.100 novos

casos, porém para essa doenga o0s registros no pais ainda séo escassos (Liberaet al., 2019).



Os fatores de risco associados ao desenvolvimento do cancer de canal anal
também estdo associados com o comportamento sexual que aumenta a chance de
exposicdo ao HPV, como por exemplo, o inicio precoce de atividade sexual, multiplos
parceiros sexuais, relacdes sexuais penetrativas no canal anal e histérico de infec¢des
sexualmente transmissiveis (ISTs), principalmente infec¢es concomitantes por HIV
(Nelson; Benson, 2017). O diagnostico tardio destes tumores resulta em abordagens
terapéuticas intensas, e consequentemente no aumento de morbidade (Sarcher et al.,
2018).

Os tratamentos para os tumores de canal anal diferem de acordo com o tipo
histoldgico. Conforme os protocolos estabelecidos pelo Dr. Nigro na década de 70, a
abordagem terapéutica padréo para carcinomas de células escamosas mudou de cirurgia
com excisdo local ou radical com resseccdo abdominoperineal para quimioradioterapia
utilizando 5-fluorouracil e mitomicina com radiacdo de 45 a 60 Gy. Essa mudanca
terapéutica resultou no aumento de 70-90% nas taxas de sobrevida global em 5 anos. No
entanto, a excisao cirdrgica ainda é oferecida quando os pacientes possuem tumores que
podem ser excisados completamente, com menos de 3 mm de invasdo da membrana basal
e menos de 7 mm de invasdo horizontal. Nos casos de recorréncia apés a cirurgia de
excisdo, recomenda-se a quimioradioterapia e se, mesmo assim, 0 paciente for nédo
responsivo ao tratamento, a ressec¢do abdominoperineal é considerada (Bartelink et al.,
1997; Young et al., 2020).

Os mecanismos tumorigénicos que levam ao desenvolvimento de neoplasias no
canal anal associadas a infeccdo de HPV ocorrem de forma semelhante ao previamente
descrito nos tumores cervicais. Resumidamente, os HR-HPV infectam preferencialmente
as células da camada basal localizada na zona de transformacdo entre as regides da
mucosa colunar distal do reto e a linha denteada (ou pectinea) até as juncles
escamocolunares (Palefsky; Rubin, 2009). Quando a infec¢do é produtiva, ocorre a
interacdo entre as oncoproteinas virais E6 e E7 com as proteinas supressoras de tumor
p53 e pRb do hospedeiro, respectivamente, de maneira a manter os sinais de proliferacao
das células infectadas, induzir a imortalizacdo das células e transformacao da histologia

do tecido infectado como descrito anteriormente (Krzowska-Firych et al., 2019).



1.3 VARIANTES GENETICAS DE HPV-16

A variabilidade entre os tipos de HPV foi primeiramente reconhecida por ensaios
de hibridizacdo de DNA/RNA e 0 uso de endonucleases de restrigdo (Gissman; zur
Hausen, 1976). Atualmente, a taxonomia de HPV est& baseada na anélise da variabilidade
gendmica encontrada na sequéncia do gene L1, visto que € um dos genes mais
conservados (Figura 4). Assim, novos tipos de HPV sdo distinguidos quando existe menos

de 90% de similaridade com qualquer outro tipo viral j& descrito.

Além disso, as variantes genéticas ou moleculares sdo classificadas devido a
variabilidade encontrada dentro de um mesmo tipo de HPV. Baseando-se em diferencas
encontradas em um fragmento de 364 pb da LCR, as variantes geneticas de HPV-16 foram
inicialmente classificadas em cinco diferentes ramos levando em consideragédo o
parentesco filogenético e geogréafico, sendo eles: Europeu (E), Asiatico-Americano (AA),
Asiatico (As), Africano-1 (Af-1) e Africano 2 (Af-2) (Ho et al., 1993). Estudos
conduzidos em diferentes populacdes revelaram que algumas dessas variantes estdo
distribuidas no mundo inteiro e outras, restritas a algumas regides (Yamada et al., 1997,
Cornet et al., 2012; Mirabello et al., 2018). Recentemente, a nomenclatura das variantes
de HPV-16 foi revisada e estas passaram a ser classificadas de acordo com diferencas
encontradas na sequéncia do genoma completo. Dessa maneira, as linhagens possuem
cerca de 1-2% de diferenca e sdo denominadas por letras (A, B, C e D), e as sublinhagens
possuem de 0,5-1% de diferenca no genoma completo e sdo denominadas por nimeros
(1, 2, 3 e 4). Como exemplo, Al é uma variante de HPV-16 da linhagem A e da
sublinhagem 1 (Smith et al., 2011) (Figura 4). A tabela 1 sumariza a correspondéncia

entre a classifica¢do das variantes de HPV-16 ao longo do tempo.
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Figura 4 — Taxonomia de HPV-16 e suas variantes genéticas. A classificacdo de HPV-
16 esta disposta nos quadrados vermelhos e a classificacdo das variantes de
HPV-16 nos quadrados em azul. Nos quadrados correspondentes estéo
indicadas as porcentagens de diferencas nucleotidicas utilizada para
distinguir cada unidade taxondmica.

Tabela 1 — Correspondéncia entre a nomenclatura das variantes de HPV-16 ao longo do
tempo. Na coluna “Moderna” esta descrita a classificacdo de acordo com as
diferencas encontradas na sequéncia do genoma completo. Na coluna
“Baseada na Geografia” esta descrita a classificacdo baseada nas diferencas
encontradas em um fragmento da LCR.

Nomenclatura

Moderna Baseada na Geografia Moderna Baseada na Geografia
Al Prototipo-Europeu (E) C1 Africano-2 (Af-2)
A2 Europeu (E) C2 Africano-2 (Af-2)
A3 Europeu (E) C3 Africano-2 (Af-2)
A4 Asiético (As) C4 Africano-2 (Af-2)
B1 Africano-1 (Af-1) D1 Asiatico-Americano (AA)
B2 Africano-1 (Af-1) D2 Asiatico-Americano (AA)
B3 Africano-1 (Af-1) D3 Asiatico-Americano (AA)
B4 Africano-1 (Af-1) D4 Norte-Americano (NA)
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1.3.1 Variantes genéticas de HPV-16 em mulheres

Aproximadamente 2.500 mulheres foram incluidas e acompanhadas durante o
periodo de cinco anos no estudo prospectivo Ludwig—McGill realizado na cidade de Séo
Paulo. Neste estudo foram coletadas amostras de esfregaco da regido da cérvice uterina
realizadas a cada quatro meses no primeiro ano de seguimento e a cada seis meses nos
anos seguintes (Schlecht et al., 2001). Foi avaliada a presenca de DNA de HPV nestas
amostras e adicionalmente, as variantes infectantes foram caracterizadas nas amostras
HPV-16 positivas. Foi detectada nessa coorte alta prevaléncia de variante do ramo
Europeu (E) (sublinhagens A1-3) de HPV-16 (74,8%, 140/187), seguido das variantes
dos ramos Asiatico-Americano (AA) (sublinhagens D1-3) (15,0%, 28/187), Africano
(Af) (sublinhagens B1-4/C1-4) (8,0%, 15/187) e Asiatico (As) (sublinhagem A4) (2,2%,
4/187). Alem disso, foi observado que as mulheres infectadas por variantes ndo-Europeias
(NE) de HPV-16, ou seja, As, Af e AA possuiam maior risco de desenvolvimento de
lesGes de alto grau na cérvice uterina em comparacéo com as mulheres com infecgéo por

variantes Europeias (Villa et al., 2000; Sichero et al., 2007a).

Em outro estudo, conduzido nos Estados Unidos englobando 354 mulheres HPV-
16 positivas em que foram detectadas alteracoes citologicas e/ou histologicas no colo de
utero, foi observada maior prevaléncia de variantes Europeias de HPV-16 (86%,
303/354). Variantes ndo-Europeias (NE) foram detectadas em 14% (51/354) das
mulheres, sendo que variantes do ramo AA foram detectadas em 31 de 51 (61%) destes
casos. As mulheres em que foram detectadas variantes NE apresentaram maior risco de
desenvolvimento de lesbes precursoras e cancer em comparacdo com as mulheres
infectadas com variantes Europeias. Além disso, todas as amostras em que foram
detectadas variantes Asiaticas (As) foram provenientes de mulheres diagnosticadas com
HSIL (lesdo intraepitelial escamosa de alto grau) ou cancer (Zuna et al., 2009). Mais
recentemente, foi realizado um estudo em que foi utilizada a técnica de sequenciamento
de alto rendimento para analise da sequéncia nucleotidica do genoma completo de HPV-
16 de 3.215 mulheres dos Estados Unidos infectadas por este tipo de HPV. Nesta
populacdo, foi observado que as mulheres infectadas com as variantes das sublinhagens
A4, D2 e D3 foram associadas com maior risco de desenvolvimento de lesGes precursoras

de alto grau e cancer (Mirabello et al., 2016).
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Adicionalmente, Clifford et al. (2019) utilizando-se das analises de
sequenciamento de genoma completo de HPV-16 isolados tanto de amostras com
citologia normal como de lesdes intraepiteliais e cancer provenientes de 7.116 mulheres
oriundas de 52 paises, demonstrou que de maneira geral, variantes da linhagem A sdo as
mais prevalentes no mundo (78,7%), seguida das variantes da linhagem D (9,2%), C
(6,4%) e B (58%). Além disso, observou-se que variantes das diferentes
linhagens/sublinhagens de HPV-16 se distribuem de forma desigual nos diferentes paises
(Figura 5). Ademais, foi observado que a associagdo entre a infeccdo por variantes das
diferentes sublinhagens de HPV-16 e o risco de desenvolvimento de tumores varia
geograficamente. Como exemplos, associacdo estatisticamente significativa foi
observada entre o desenvolvimento de cancer de colo uterino e as variantes das
sublinhagens A3 e A4 no Leste Asiatico, ao passo que na América do Norte, 0
desenvolvimento de cancer de colo uterino foi associado com infec¢do por variantes das

sublinhagens A4 e variantes da linhagem D.
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Figura 5 — Distribuicdo de variantes das diferentes linhagens/sublinhagens de HPV-16
no mundo. A. Prevaléncia de variantes das diferentes
linhagens/sublinhagens na cérvice uterina em mulheres tanto com citologia
normal quanto com lesdes intraepiteliais e cancer nos diferentes paises. B.
Frequéncia das variantes detectadas por regido geogréafica.

O conhecimento acerca da prevaléncia e distribuicdo de variantes de HPV-16 em
amostras obtidas do canal anal de mulheres ainda é escasso. Até 0 momento, somente
quatro estudos descrevem a prevaléncia das diferentes variantes de HPV-16 detectadas
no canal anal de mulheres dos quais apenas dois relatam os riscos de desenvolvimento de
lesbes e tumores atribuiveis a essas variantes. No primeiro estudo englobando 41
mulheres dos Estados Unidos participantes do estudo Women's Interagency HIV Study,
observou-se maior prevaléncia de variantes Europeias (A1-3) de HPV-16 (60,0%, 25/41),
seguida de variantes Africanas (B1-4/C1-4) (36,5%, 15/41) no canal anal de mulheres
HIV+/HIV-. Ademais, foi observado um maior risco de desenvolvimento de neoplasias

de alto grau no canal anal de mulheres HIV+/HPV+ associadas a detec¢do de variantes
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de HPV-16 contendo alteracdo no nucleotideo A131G (detectado em variantes dos ramos

Europeus e Africanos) (Da Costa et al., 2002).

O segundo estudo incluindo 172 amostras obtidas do canal anal de homens e
mulheres provenientes de diferentes regides geograficas (Europa, Asia e Américas do Sul
e Central) reportou maior prevaléncia de variantes das sublinhagens A1-3 de HPV-16 na
Europa (59,3%, 38/64), e Américas do Sul e Central (76,4%, 39/51). Assim como nas
amostras de cérvice uterina, maior prevaléncia de variantes da sublinhagem A4 foi
observada na Asia em comparagio com as demais regides geograficas, e as variantes da
linhagem D foram somente detectadas nas Américas do Sul e Central. Ademais, foi
observado que mulheres com carcinoma de células escamosas em sitios anatémicos extra-
cervicais e infectadas com variantes das sublinhagens A1-3 possuiam uma idade média
maior quando comparadas com mulheres acometidas com carcinoma de cérvice uterina

infectadas com essas mesmas variantes (Nicolas-Parraga et al., 2016).

O terceiro estudo englobou amostras de canal anal HPV-16 positivas obtidas tanto
de citologia normal como de lesdes intraepiteliais ou cancer provenientes de 58
participantes (46 homens e 12 mulheres) da Italia. Corroborando com os achados
anteriores, foi observada maior prevaléncia de variantes Europeias (81%, 47/58) nestas

amostras (Tanzi et al., 2009).

O ultimo estudo e o0 mais recente, foi realizado com 386 amostras de canal anal
provenientes de 289 homens e 97 de mulheres dos EUA com lesdes intraepiteliais anais
ou ndo. Tanto variantes das sublinhagens A1, A2, A4, e C1, quanto variantes da linhagem
B de HPV-16 foram detectadas nas amostras de condilomas e de lesGes de alto grau. Por
outro lado, nas amostras de carcinomas de células escamosas de canal anal foram
detectadas apenas variantes da linhagem B, e variantes das sublinhagens Al, A4 e D3.
Além disso, analises de regressdo logistica demonstraram que individuos em que foram
detectadas variantes da sublinhagem A4 e das linhagens B, C e D combinadas
apresentavam maior risco de desenvolvimento de carcinoma de células escamosas quando
comparado com outras lesdes (condilomas e lesdo de alto grau). Curiosamente quando
detectadas somente variantes da linhagem B o risco de desenvolvimento de lesbes e
cancer foi semelhante ao observado nos grupos com detec¢do combinada de variantes de
linhagens (Brim et al., 2021).
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1.3.2 Variantes genéticas de HPV-16 em homens

Nas ultimas duas décadas muitos foram os avancos no conhecimento da historia
natural das infeccdes por HPV em mulheres, porém pouco se conhecia em relacéo as
infec¢des por HPV na regido anogenital de homens. Com isso, no periodo de 2005 a 2009
foi conduzido um estudo epidemioldgico prospectivo internacional multicéntrico
incluindo homens participantes do Brasil, Estados Unidos e México com o objetivo de
melhor compreender a histéria natural de infec¢des por HPV em homens (The HIM study)
(Giuliano et al., 2008). Detalhes do desenho deste estudo estdo apresentados nos
Materiais e Métodos desta dissertacdo. Os pesquisadores coordenadores do estudo HIM
sdo a Dra. Anna R. Giuliano (Pesquisadora Principal) do Centro de Pesquisa em
Imunizacédo e Infeccdo em Cancer, e do Departamento de Epidemiologia do Céancer, H.
Lee Moffitt Cancer Center and Research Institute (Tampa, EUA), a Profa. Dra. Luisa L.
Villa do Centro de Investigacdo Translacional de Pesquisa em Oncologia, Instituto do
Céncer do Estado de Sdo Paulo-ICESP, Departamento de Radiologia e Oncologia,
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo-
HCFMUSP (Séo Paulo, Brasil), e o Dr. Eduardo Lazcano-Ponce do Centro de Pesquisa
de Saude Publica, Instituto Nacional de Saude Publica, Instituto Mexicano del Seguro
Social (Cuernavaca, Mexico). O estudo HIM contou com financiamento do Instituto
Nacional do Cancer (National Institutes of Health — NIH, Maryland, EUA) e do Instituto
Ludwig de Pesquisa em Cancer (Ludwig Institute for Cancer Research, Sdo Paulo,
Brasil).

A grande importancia desse estudo se reflete na publicacdo de mais de 86
manuscritos até o momento. Entre outros achados, este estudo revelou que (1) a
prevaléncia do DNA de HPV é maior que 50% na regido genital de homens, (2) os homens
possuem maior prevaléncia de infeccdo por LR-HPV (20,7%) do que HR-HPV (12,0%),
(3) em homens a prevaléncia de infeccdo por HPV € constante ao longo da vida ao
contréario do observado em mulheres em que altas taxas de infeccdo sdo observadas em
mulheres mais jovens e declinam com o avan¢o da idade, (4) a incidéncia de qualquer
tipo de HPV é maior em homens que fazem sexo com homens (men who have sex with
men — MSM) do que em homens que fazem sexo com mulheres (men who have sex with

women — MSW), e (5) a prevaléncia e persisténcia de HPV-16 também sdo maiores em
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MSM quando comparado com MSW (Giuliano et al., 2008; Nyitray et al., 2011; Sichero
etal., 2019).

Em relacdo aos estudos de variantes genéticas de HPV-16 nos diferentes sitios
anatomicos de homens pouco ainda se sabe acerca da prevaléncia, persisténcia e
associagdo com riscos de desenvolvimento de lesdes e cancer. Em decorréncia disso, nds
conduzimos uma revisdo sistematica seguida de meta-analise publicada em marco de
2021 sobre o que havia relacionado a esse tema disponivel na literatura até agosto de
2020. Resumidamente, foram incluidos 14 artigos de diferentes paises que tiveram como
objetivo analisar variantes moleculares de HPV-16 em amostras obtidas de trés sitios

anatdmicos: cabeca e pescoco, canal anal e regido genital (Ferreira et al., 2021).

No que concerne a regido genital, 268 amostras de diferentes regides geograficas
foram analisadas no contexto de oito estudos distintos. Em sete destes, variantes de HPV-
16 da linhagem A foram frequentemente detectadas (85,8%, 230/268), seguida das
variantes das linhagens D (11,1%, 30/268) e B (3,1%, 8/268). Em um Unico estudo
conduzido em Uganda somente variantes da linhagem B foram detectadas. Apenas trés
estudos realizaram analise de variantes moleculares de HPV-16 em amostras obtidas de
tumores de cabeca e pescoco, em um total de 46 amostras provenientes tanto de citologia
normal quanto de carcinomas. De maneira geral, foi observado alta prevaléncia de
variantes da linhagem A (91,3%, 42/46), seguida das variantes da linhagem D (8,7%,
4/46).

Finalmente, cinco estudos totalizando 131 amostras provenientes de citologia
normal e cancer analisaram a prevaléncia de variantes de HPV-16 no canal anal de
homens. Variantes de todas as linhagens foram detectadas considerando-se todos 0s
estudos, e variantes da linhagem A foram as mais prevalentes (90,2%, 118/131), seguida
das variantes das linhagens D (6,8%, 9/131), B (1,5%, 2/131) e C (1,5%, 2/131). Em
comparacdo com os demais sitios anatbmicos (cabeca e pescoc¢o e regido genital), foi
observada maior diversidade de variantes de linhagens de HPV-16 nas amostras de canal
anal (Ferreira et al., 2021).
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2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

O impacto da variabilidade genética de HPV-16 tem sido extensivamente descrito
no que concerne a persisténcia da infeccéo e o desenvolvimento das neoplasias associadas
na cérvice uterina. Porém ainda existe uma lacuna no conhecimento acerca do impacto
da infeccdo por diferentes variantes de HPV-16 em relacdo ao prognéstico e o
desenvolvimento de tumores em diferentes regides anatbmicas de homens. Esse
conhecimento € fundamental para melhor compreender a dinamica das infec¢bes por
HPV, e para definir condutas clinica e de manejo dos pacientes infectados e acometidos

pelas doencas associadas.

Pelo exposto, esse estudo teve como objetivo principal analisar a prevaléncia e
distribuicdo das variantes genéticas de HPV-16 no canal anal de homens participantes do
estudo HIM. Mais especificamente, objetivou-se: (1) analisar a prevaléncia das variantes
de HPV-16 no canal anal de homens participantes do estudo HIM do Brasil, Estados
Unidos e Meéxico, (2) analisar a persisténcia dessas infeccoes, e por fim (3) identificar
variaveis sociodemograficas e de comportamento associadas ou ndo com a prevaléncia e

persisténcia dessas infeccdes na populacao do estudo.



18

3 METODOS

3.1 POPULACAO DE ESTUDO

Este projeto utilizou amostras provenientes do estudo epidemioldgico prospectivo
HIM (HPV Infection in Men). A coorte deste estudo incluiu cerca de 4.500 homens, com
idades entre 18 e 70 anos, moradores de S&o Paulo, Brasil; Cuernavaca, México; ou
Tampa, Estados Unidos. Os participantes foram acompanhados de julho de 2005 a junho
de 2009, com visitas realizadas a cada seis meses. A cada visita os homens responderam
um questionario extenso com aproximadamente 88 questbes relativas a variaveis
sociodemograficas e comportamentais. Adicionalmente, nessas ocasides foram coletadas

amostras de esfregaco do canal anal e regido genital, além de enxague bucal.

Os profissionais treinados e qualificados em cada localidade examinaram 0s
participantes para deteccdo de ISTs e trés Dacron swabs (Digene, Maryland, EUA)
umidificados com solucdo salina foram utilizados para coletar as células epiteliais do
pénis e escroto. Um quarto Dacron swab foi utilizado para coletar células do epitélio do
canal anal entre a borda anal e a linha denteada. Apds as coletas, os swabs foram dispostos
em meio padrdo de transporte e armazenados a -80 °C. As amostras de cavidade oral
foram coletadas apds gargarejo com 15 mL de enxaguante bucal Scope (Protector &
Gamble, Ohio, Estados Unidos) e processadas em até 24h apds a coleta. Os participantes
foram instruidos a realizar uma lavagem vigorosa da cavidade oral com bochechos,
incluindo a garganta durante 15 segundos e cuspir no tubo de coleta que foi armazenado

a 20 °C até o processamento (Nyitray et al., 2011; Bettampadi et al., 2020).

Os critérios de inclusdo no estudo HIM foram: (1) ndo ter diagnéstico anterior de
verrugas ou cancer na regido anogenital; (2) ndo ter participado de estudos de vacinas
contra HPV; (3) ndo ter diagnostico anterior de infeccdo por HIV; (4) ndo estar em
tratamento de doencas sexualmente transmissiveis; e (5) ndo ter historico de sistema
carcerario, morador de rua ou ter realizado tratamento para dependéncia quimica nos seis
meses anteriores a visita de admissao. O estudo HIM foi aprovado pelos comités de ética

institucionais da Universidade do Sul da Flérida (Tampa, Flérida, EUA), do Centro de
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Referéncia e Treinamento em DST/AIDS (Séo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) e do Instituto
Nacional de Saude Publica (Cuernavaca, Morelos, México). Todos os participantes

assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (Giuliano et al., 2008).

Os homens participantes do estudo HIM foram recrutados em diferentes grupos
populacionais a fim de se obter uma amostragem abrangente da populagdo e por
consequéncia incluir grupos com diferentes riscos de infec¢do por HPV. Em resumo, 0s
participantes foram recrutados de clinica de cuidados urogenitais (Centro de Referéncia
e Treinamento em DST/AIDS) e por propagandas em diferentes midias no Brasil;
trabalhadores de fabricas, funcionarios e beneficiarios do Instituto Mexicano de Seguro
Social, e membros do exército no México; e por fim, nos Estados Unidos, foram
recrutados na Universidade do Sul da Florida e na area metropolitana de Tampa.

3.2 TIPAGEM DE HPV

Para a deteccdo e genotipagem de HPV, inicialmente foi realizada a extracdo de
DNA de uma parcela do esfregaco de canal anal utilizando o QIAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, California, EUA) de acordo com as instrucfes do fabricante. Em resumo, 200
uL das amostras foram digeridas pela incubagao das mesmas com 20 pL de solucdo de
proteinase K (0,4 mg/uL) (Qiagen, Califérnia, EUA) por 1 hora a 65 °C. Em seguida, foi
realizada a reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction — PCR)
empregando-se os iniciadores consenso PGMY09/11 (Gravitt et al., 2000) com o objetivo
de amplificar um fragmento de aproximadamente 450 pb do gene L1 de uma ampla gama
de tipos de HPV. As amostras que foram positivas na PCR, foram genotipadas
empregando-se a tecnologia de hibridizacdo reversa Linear Array HPV Genotyping Test
(Roche Molecular Diagnostics, California, EUA) de acordo com as instrucdes do
fabricante. Neste teste também estdo incluidos iniciadores capazes de amplificar um
fragmento do gene da B-Globina, utilizado como controle interno da qualidade do DNA
extraido. Com essa metodologia é possivel identificar 37 tipos de HPV, dentre eles 13
HR-HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 66) e 24 LR-HPV (6, 11, 26, 40,
42, 44, 53, 54, 61, 62, 64, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 1S39 e CP6108).
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3.3 ANALISE DAS VARIANTES DE HPV-16 EM AMOSTRAS DE CANAL ANAL

Cerca de 86% dos participantes do estudo HIM concordaram em ceder amostras
do canal anal, porém, até 0 momento, nem todas as amostras colhidas foram genotipadas
para HPV (Sudenga et al., 2017). Para este estudo, dispds-se de 227 amostras de canal
anal provenientes de 124 participantes do estudo HIM, sendo 142 amostras do Brasil, 43
dos Estados Unidos e 42 do México. As amostras de canal anal foram armazenadas na
temperatura de -80 °C no laboratério da Profa. Dra. Anna R. Giuliano no H. Lee Moffit
Cancer Center and Research Institute na Florida e foram enviadas ao Brasil para analise
de variantes de HPV-16 em janeiro de 2020. Foram enviadas de 212 amostras, 100 pL de
solucdo contendo as células de esfregaco do canal anal, e de 15 amostras, 10 uL. de DNA

extraido conforme item 3.2 desta dissertacao.

3.3.1. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA dos esfregacos de canal anal das 212 amostras enviadas foi
realizada usando o protocolo de extracédo organica que emprega fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico (Green; Sambrook, 2012). Em resumo, 50 puL das amostras foram digeridas
pela incubagdo das mesmas com 200 pL de solugdo de lise (10 mM Tris-HCI pH=8; 1
mM EDTA pH=8; 1 mg/mL proteinase K; 1% SDS) por 24 horas a 55 °C, com agitacédo
de 300 rpm. Apds esse tempo, foi avaliado se todo material celular havia sido
completamente digerido, entdo foram adicionados 200 pL da solucdo de fenol:
cloroformio: alcool isoamilico nas proporcdes 25:24:1 (Invitrogen, Califérnia, EUA) em
cada amostra, que foram, em seguida, misturadas vigorosamente no vértex por 1 minuto,
sendo em seguida centrifugadas durante 15 minutos a 13.362 g (equivalente a 12.000

rpm) em temperatura ambiente a fim de separar as fases aquosa e lipofilica.

A fase aquosa foi transferida a um novo tubo para seguir com a etapa de
precipitacdo do DNA. Para isso, foram adicionados em cada amostra 20 uL de acetato de
amonio 3 M (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e 600 uL de etanol 100% (Merck, Nova
Jersey, EUA), sendo em seguida incubadas a -80 °C por duas horas. Depois desse periodo,
0s tubos com a solucdo e com o DNA precipitado foram centrifugados por 15 minutos a
13.362 g a 4 °C. Os sobrenadantes foram descartados, os pellets lavados com 500 pL de

etanol 70% (Merck, Nova Jersey, EUA) e entdo as amostras foram centrifugadas por 15
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minutos a 13.362 g a 4 °C, repetindo esse Ultimo passo por mais uma vez. A fim de
eliminar os residuos de alcool das amostras, os tubos foram colocados em banho seco por
10 minutos a 60 °C. Finalmente, os DNAs extraidos foram ressuspendidos em 30 uL de
agua deionizada e destilada e a qualidade dos mesmos mensurada por espectrofotometria
usando o equipamento NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA).

Finalmente, os DNAs extraidos foram armazenados a -20 °C.

3.3.2 Reagdo em cadeia da polimerase — PCR

Foram utilizados 2 pLL dos DNAs extraidos nas reagdes de PCR usando pares de
iniciadores capazes de amplificar um fragmento de 364 pb da LCR de HPV-16 (Ho et al.,
1993) (Tabela 2). Para as amostras em que nao foi possivel amplificar o fragmento de 364
pb, foram desenhados novos pares de iniciadores a fim de dividir a regido de interesse da
LCR em dois fragmentos menores, sendo o primeiro par de iniciadores (A) capaz de
amplificar um fragmento de 296 pb, e 0 segundo (B) um fragmento de 250 pb da LCR de
HPV-16. Para as reacfes foram utilizados 0,8 U/uL da enzima polimerase AmpliTaq
Gold® (Applied Biosystems, Nova lorque, EUA), 2mM MgCl. (Applied Biosystems,
Nova lorque, EUA), 2 uL de Buffer 10X (Applied Biosystems, Nova lorque, EUA), 200
mM de cada dNTP (deoxyribonucleotide triphosphate - desoxirribonucleotideos
trifosfatados) (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido), 50 pmol de iniciadores
senso e antissenso, 10,24 uL de agua livre de DNase ¢ RNase, e 2 uL. de DNA extraido,
sendo 20 uL o volume final da reagdo. Foram realizados 40 ciclos de amplificagdo sendo
que cada ciclo incluiu 1 minuto de desnaturacdo a 95 °C, 1 minuto de anelamento a 55 °C
e 1 minuto de extensdo a 72 °C. Os ciclos foram precedidos por um ciclo de 3 minutos a
95 °C e no ultimo ciclo, a extensdo foi de 5 minutos a 72 °C. Foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% corado com Gel Red (Biotium, Freemont, Canada) 5
uL dos produtos de PCR e 2 pL de tamp&o contendo glicerol. O marcador de peso
molecular 100 pb (Invitrogen, Califérnia, EUA) foi aplicado em cada gel. Foram
incluidos como controles positivos e negativos o plasmideo contendo o genoma completo
de HPV-16 e um tubo contendo apenas a mistura dos reagentes de PCR sem DNA,

respectivamente.
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Tabela 2 — Pares de iniciadores senso e antissenso usados para amplificacdo da LCR de

HPV-16.
o ) Tamanho do
Fragmento  Iniciadores Sequéncia Tm*
fragmento
F (57>3") TCGGTTGCATGCTTTTTG GC 60,6 °C
Completo 364 pb
R (3>5) CGG TTT GCA CAC ACCCAT GT 61,7°C
A F(5>3") ACA CCT ACT AAT TGTGTTGTG G 296 pb 56,3 °C
p
R (3>5) CAG TAG TTG CAC ATA GTG CAG 57,0°C
5 F (5°>3°) CTG CAC TAT GTG CAACTACTG 250 pb 57,0°C
p
R (3>5) CGG TTT GCA CAC ACCCAT GT 61,0°C

*Tm: Temperatura de melting

F: Forward (Senso). R: Reverse (Antissenso)

3.3.3 Sequenciamento de DNA

As amostras em que foram observadas a amplificagdo do fragmento de 364 pb ou
dos fragmentos menores de 296 e 250 pb foram purificadas usando 5 pLL dos produtos de
PCR e 2 uL da enzima illustraExoProStar 1-Step (GE Healthcare, Buckinghamshire,
Reino Unido). Essa solucdo foi incubada a 37 °C por 15 minutos, seguida de uma fase
desnaturante para inativacdo da enzima a 80 °C por 15 minutos. Apos essa etapa de
purificacdo, as amostras foram sequenciadas usando o kit BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Nova lorque, EUA). Para o sequenciamento foi
utilizado 0,25 uM de iniciador, 1 uL de BigDye®, 4,5 uL de agua deionizada e destilada,
1,5 uL de tampéo fornecido no kit, além de 2 uL dos produtos de PCR purificados,
totalizando uma reagdo com volume final de 10 pL. Foram realizados 35 ciclos de
amplificacdo, sendo que cada ciclo foi composto de 15 segundos de desnaturacéo a 96
°C, 15 segundos de anelamento a 50 °C e 4 minutos de extensdo a 60 °C. Os ciclos foram
precedidos por um ciclo de 1 minuto a 96 °C. Posteriormente, os produtos do
sequenciamento foram precipitados com 30 puL de etanol 100% (Merck, Nova Jersey,
EUA) e 1,6 mM EDTA, seguido de incuba¢do por 15 minutos no escuro em temperatura
ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 2.000 g por 30 minutos a 22 °C.
O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 30 pL de etanol 70% (Merck, Nova
Jersey, EUA) seguido de uma nova centrifugagéo por 15 minutos a 1.650 g a 22 °C. O
sobrenadante foi novamente descartado e os tubos mantidos abertos durante 3 minutos a

60 °C para eliminar os residuos de &lcool. Por fim, as amostras foram entregues ao servico
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de sequenciamento do ICESP para sequenciamento no ABI 3130XL Genetic Analyzer

(Applied Biosystems, Nova lorque, EUA).

3.4 CLASSIFICACAO DAS VARIANTES DE HPV-16

Para identificacdo das linhagens e sublinhagens de HPV-16 foi utilizado o
software BioEdit (versdo 7.1) disponivel online que é uma importante ferramenta nos
estudos de biologia molecular para realizar alinhamentos de sequéncias de DNA.
Inicialmente, todas as sequéncias de HPV-16 (67 genomas) depositadas no banco de
dados online Papillomavirus Episteme (PaVE) (http://pave.niaid.nih.gov/#home
database) foram alinhadas com a sequéncia protétipo de HPV-16 (GenBank K02718.1).
Ap0bs examinar todo o genoma do HPV-16, observou-se que todas as linhagens de HPV-
16 podem ser distinguidas apenas pelo padrdo de SNPs (polimorfismos de nucleotideo
unico — single nucleotide polymorphisms) contidos no fragmento de 364 pb da LCR. Em
seguida, sequéncias de variantes representativas incluindo todos os SNP de cada
sublinhagem foram selecionadas como padrfes e uma tabela com a comparacdo das

sequéncias deste fragmento da LCR foi criada (Figura 6).

As sequéncias de DNA obtidas do sequenciamento das 217 amostras foram
pareadas com a sequéncia prototipo de referéncia de HPV-16 e, em seguida, com as outras
sequéncias descritas na Figura 6, a fim de classificar as amostras em linhagens (A, B, C
e D) e sublinhagens (Al-4; B1-4; C1-4; and D1-4) de HPV-16. Cabe ressaltar, que a
variante protétipo € denominada referéncia apenas por ser o primeiro isolado de HPV-16
a ser completamente sequenciado (Seedorf et al., 1985). Este genoma foi isolado de um
tumor de colo de Utero de uma paciente na Alemanha e pertence a sublinhagem Al de
HPV-16.
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Figura 6 — Polimorfismos encontrados nas diferentes posi¢cdes nucleotidicas no
fragmento de 364 pb da LCR de HPV-16 utilizado para classificagdo das
variantes. Em amarelo estéo indicados os padrdes de SNPs que distinguem
as variantes das diferentes linhagens e sublinhagens. Foi utilizado para
comparacdo a sequéncia prototipo que esta incluida na sublinhagem Al de
HPV-16 (GenBankK02718.1) destacado em vermelho, na segunda linha
da figura.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os homens foram classificados arbitrariamente como MSW, MSM, MSMW
(homens que fazem sexo com homens e mulheres) ou homens que ndo fazem sexo
baseado nas respostas a 17 perguntas do questionario acerca do comportamento sexual
penetrativo (sexo vaginal, anal e oral) recente (nos ultimos 3 ou 6 meses) e ao longo da
vida (Nyitray et al., 2011). Como exemplo, se um participante relatou a pratica de sexo
anal ou oral com outros homens nos Ultimos seis meses (recente), ou relatou a pratica de

sexo anal com >3 homens durante a vida, ele foi classificado com MSM.

As prevaléncias das variantes de HPV-16 foram expressas como frequéncias. As
analises de associacdo entre os fatores sociodemograficos e comportamentais, e as
diferentes variantes genéticas de HPV-16 foram realizadas utilizando o teste exato de
Fisher. Vale ressaltar que o numero total da populagdo nestas analises € de 120 homens

ao invés de 115, uma vez que em cinco homens do Brasil foi detectada mais de uma
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sublinhagem de variante e dessa forma, estes participantes foram contabilizados duas
vezes. Ademais, na analise de prevaléncia das variantes de sublinhagem de HPV-16 o
naumero total da populacdo é de 112 ao invés de 120 uma vez que ndo foi possivel
classificar ao nivel de sublinhagem amostras de oito participantes, e dessa forma, estes
homens foram incluidos somente nas analises ao nivel de linhagem.

Em relacdo a distribuicdo das diferentes variantes de HPV-16, as variantes das
linhagens B e C foram agrupadas uma vez que estas eram classificadas anteriormente
como variantes dos ramos Africanos 1 e 2 (Afl e Af2), respectivamente. Adicionalmente,
nas analises epidemioldgicas, as variantes das linhagens B, C e D de HPV-16 foram
agrupadas na categoria nominada de N&o-A. Os testes de Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney foram usados para a analise comparativa entre as medianas de duas e trés

variaveis, respectivamente.

InfecgOes persistentes foram definidas como 0s casos em que a mesma variante
de HPV-16 foi detectada em duas ou mais visitas consecutivas (> 6 meses) do mesmo
participante. Os cinco homens do Brasil que foi observado a deteccdo de diferentes
variantes de HPV-16 ao longo das visitas de seguimento foram contabilizados duas vezes
nas analises de persisténcia/transiéncia. Como exemplo, um participante foi incluido
como caso de infecgdo transiente pela variante da sublinhagem Al e caso de infecgédo
persistente pela variante da sublinhagem D3, uma vez que variantes destas linhagens
foram detectadas independentemente em visitas distintas. A distribui¢éo das variantes das
linhagens de HPV-16 em relacéo as infeccdes persistentes e transientes foram analisadas
utilizando os testes de Fisher e Qui-quadrado. Todos os testes estatisticos tiveram
significancia em «=0,05 e foram realizadas utilizando a versdo do Stata/MP para

Windows.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO

Foram incluidas neste estudo 227 amostras de canal anal provenientes de 124
participantes do estudo HIM. Dentre estas, 43, 142 e 42 amostras foram obtidas de 34, 65
e 25 homens dos Estados Unidos, Brasil e México, respectivamente. Todos os individuos
incluidos tiveram pelo menos uma amostra de canal anal na qual foi detectado o DNA de
HPV-16. Dentre estes individuos, 79 homens (63,8%) tiveram infeccdo transiente por
HPV-16 no canal anal, ou seja, apenas com 1 visita de seguimento em que foi detectado
DNA de HPV-16. Dentre os homens com infeccdo persistente por HPV-16, em um
individuo foi detectado esse tipo viral em 8 visitas de seguimento (Tabela 3). Cabe
ressaltar que amostras HPV-16 positivas da visita 2 foram excluidas nos casos em que 0
HPV-16 foi detectado também na visita 1, visto que as visitas 1 e 2 foram realizadas com
apenas 15 dias de intervalo entre elas. Foi observado também que a visita 1 (visita de
admissdo) incluiu maior nimero de amostras de canal anal em que foi detectado DNA de
HPV-16 (Tabela 4).

Tabela 3 — NUmero das visitas do seguimento em que foi detectado DNA de HPV-16
nos especimes de esfregaco do canal anal de homens participantes no estudo

HIM, por pais.
- EUA (N = 34) BRA (N = 65) MEX (N = 25) TOTAL (N = 124)
Visita

n (%) n (%) n (%) n (%)
#1 28 (82,4) 34 (52,4) 17 (68,0) 79 (63,8)
#2 3(8,8) 10 (15,4) 4 (16,0) 17 (13,8)
#3 3(8,8) 9 (13,8) 1(4,0) 13 (10,4)
#4 0(0,0) 5(7,7) 1(4,0) 6 (4,8)
#5 0(0,0) 4 (6,2) 2 (8,0) 6 (4,8)
#6 0(0,0) 1(1,5) 0 (0,0 1(0,8)
#7 0(0,0) 1(1,5) 0 (0,0 1(0,8)

#8 0 (0,0) 1(1,5) 0 (0,0) 1(0,8)
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Tabela 4 — Numero total de visitas do seguimento em que foi detectado DNA de HPV-
16 nos espécimes de esfregaco de canal anal de homens participantes do
estudo HIM, por pais.

Nomerode  EUA (N =43) BRA (N = 142) MEX (N = 42) TOTAL (N = 227)

visitas n (%) n (%) n (%) n (%)
#1 24 (55,8) 17 (12,0) 7(16,7) 48 (21,1)
#2 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
#3 5 (11,6) 18 (12,7) 13 (31,0) 36 (15,9)
#4 4(9,3) 22 (15,5) 6 (14,3) 32 (14,1)
#5 4(9,3) 25 (17,6) 6 (14.3) 35 (15,4)
#6 4(9,3) 19 (13,4) 7(16,7) 30 (13,2)
#7 1(2,3) 14.(9,9) 2 (4,8) 17 (7,5)
#8 0(0,0) 9 (6,3) 1(2,4) 10 (4,4)
#9 0(0,0) 6(4,2) 0(0,0) 6 (2,6)
#10 1(2,3) 6(4,2) 0(0,0) 7(3,1)
#11 0(0,0) 4(2.8) 0(0,0) 4(1,8)
#12 0(0,0) 2 (1,4) 0(0,0) 2(0,9)

A maioria dos homens incluidos neste estudo eram jovens (< 30 anos), solteiros,
com > 12 anos de escolaridade e que reportaram ser ndo tabagistas (Tabela 5). Enquanto
nos Estados Unidos e Brasil observou-se o predominio de homens autodeclarados brancos
e ndo-Hispanicos, os homens do México eram, em sua totalidade, Mexicanos e
Hispénicos (p<0,001). A media de parceiras sexuais femininas ao longo da vida reportada
pelos homens do México foi menor em comparacéo com os homens oriundos dos demais
paises (p=0,017). Além disso, os homens do Brasil reportaram a maior média de parceiros
sexuais masculinos ao longo da vida em comparagdo com os homens dos outros dois
paises (p<0,001). Ademais, foi observado que 64,7% e 56,0% dos participantes dos
Estados Unidos e México, respectivamente, eram MSW em contraste com o que foi
observado no Brasil, onde 87,6% eram MSM ou MSMW (Tabela 5).
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Tabela 5 — Caracteristicas sociodemograficas dos homens incluidos neste estudo, por

pais.
EUA(N=34) Brasil (N=65) Meéxico (N =25)
Caracteristicas n (%) n (%) n (%) valor p
Idade
<30 anos 19 (55,8) 35 (53,8) 14 (56,0) 0,9461
31-44 anos 11 (32,4) 23 (35,4) 7 (28,0)
> 45 anos 4(11,8) 7 (10,8) 4 (16,0)
Média (DP) 32,2 (11,2) 32,6 (9,6) 32,5(10,1) 0,9163
Mediana (min-max) 28,5 (18-63) 30 (19-59) 29 (20-58)
Raca
Brancos 21 (61,8) 46 (71,9) 2 (8,0) <0,001 2
Pretos/Mulatos 6 (17,7) 13 (20,3) 0(0,0)
Misto/Outras ragas” 7 (20,5) 5(7,8) 23 (92,0)
Etnia
Hispanicos 7(21,9) 19 (29,2) 25 (100,0) <0,0011
Nao-Hispanicos 25 (78,1) 46 (70,8) 0 (0,0
Estado civil
Solteiros, nunca casados® 24 (70,5) 54 (83,0) 16 (64,0) 0,1801
Casados/morando juntos 10 (29,5) 11 (17,0) 9 (36,0)
Escolaridade
<12 anos 1(2,9) 8 (12,4) 7 (28,0) 0,1272
> 12 anos 33(97,1) 57 (87,6) 18 (72,0)
Tabagista atual
Sim 10 (29,5) 16 (24,6) 9 (36,0) 0,5521
Néao 24 (70,5) 49 (75,4) 16 (64,0)
Parceiro(a) sexual estavel
Sim 18 (52,9) 33 (50,8) 15 (60,0) 0,7341
Néao 16 (47,1) 32 (49,2) 10 (40,0)
N° de parceiras sexuais
femininas ao longo da vida
Média (DP) 15,4 (18,9) 12,2 (29,4) 8,4 (9,3) 0,0173
Mediana (min-max) 7,0 (0-90) 2,5 (0-200) 4,0 (0-25)
N° de parceiros sexuais
masculinos ao longo da vida
Média (DP) 0,8(1,3) 2,2(1,2) 1(1,3) <0,0013
Mediana (min-max) 0 (0-4) 2 (0-4) 0 (0-3)
Orientacdo sexual
Sem sexo' 0(0,0) 1(1,5) 1 (4,0) <0,0012
MSW 22 (64,7) 7 (10,8) 14 (56,0)
MSM 3(8,8) 22 (33,8) 4 (16,0)
MSMW 9 (26,5) 35 (53,8) 6 (24,0)

DP: desvio padrao; Min: valor minimo; Max: valor maximo.
1 Teste de Qui-quadrado; 2 Teste exato de Fisher; 3 Teste de Kruskal-Wallis.
* Homens autodeclarados como Asiaticos, Amerindios ou Nativos do Alasca, Mexicanos ou outras racas

ndo incluidas no questionario.

§ Incluso divorciados/separados ou vilvos.
" Homens que reportaram nenhuma atividade sexual penetrativa com homens ou mulheres.
MSW, homens que fazem sexo com mulheres; MSM, homens que fazem sexo com homens; MSMW,

homens que fazem sexo com homens e mulheres.
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4.2 PREVALENCIA DAS VARIANTES DE HPV-16

Em 10 amostras provenientes de nove homens ndo foi possivel realizar a
classificacdo das variantes genéticas de HPV-16 devido a auséncia de amplificacdo dos
fragmentos da LCR na PCR (Figura 7) e por isso, foi realizada a anélise da perda dessas
amostras que estd apresentada na Tabela 6. Nao foi identificado perdas signicativas na
maioria das caracteristicas sociodemograficas dos homens que ndo tiveram amostras de
canal classificadas em variantes de HPV-16. No entanto, foi observado que em relacdo a
escolaridade, 0os nove homens possuiam > 12 anos de estudo (p <0,001) e relativo a
orientacdo sexual 88,9% (8/9) dos homens que ndo foram incluidos no estudo eram MSW
e 11,1% (1/9) MSM (p = 0,005).

227 amostras HPV-16

positivas de 124 homens PCR
364pb LCR
A
( |
PCR
161 :(r;:itras 66 ?Dnéc;s_tras A: 296pb LCR
B: 250pb LCR
)}
( \
56 amostras 10 amostras
PCR+ PCR-
Sequenciamento
dos amplicons
217 amostras de 115 homens 10 amostras de 9 homens
classificadas com sucesso em foram excluidas das

variantes de linhagens analises

Figura 7 — Fluxograma da analise das amostras de canal anal dos participantes do estudo
HIM incluidos neste estudo para caracterizacao de variantes genéticas de HPV-
16.
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Tabela 6 — Caracteristicas sociodemograficas dos homens cujas amostras de canal anal
foram classificadas ou ndo em variantes genéticas de HPV-16 (analise de

perdas).
Né&o classificado Classificado
(N=9) (N =115)
Caracteristicas n (%) n (%) valor p
Idade
<30 anos 5 (55,6) 63 (54,8) 0,9991
31-44 anos 3(33,3) 38 (33,0)
> 45 anos 1(11,1) 14 (12,2)
Média (DP) 33,3(11,3) 32,4 (10,0) 0,736 2
Mediana (min-méax) 29 (19-55) 28 (18-63)
Pais
Brasil 2(22,2) 63 (54,8) 0,1461
México 3(33,3) 22 (19,1)
Estados Unidos 4 (44,4) 30 (26,1)
Raca
Brancos 6 (66,7) 63 (55,3) 0,894 1
Pretos/Mulatos 1(11,2) 18 (15,8)
Misto/Outras ragas™ 2 (22,2) 33(28,9)
Etnia
Hispanicos 4 (50,0) 47 (41,2) 0,7181
N&o-Hispénicos 4 (50,0) 67 (58,8)
Estado civil
Solteiros, nunca casados® 7(77,8) 87 (75,7) 0,9991
Casados/morando juntos 2 (22,2) 28 (24,3)
Escolaridade
<12 anos 0(0,0) 16 (13,9) <0,0011
> 12 anos 9 (100,0) 99 (86,1)
Tabagista atual
Sim 2 (22,2) 33 (28,7) 0,9991
Nao 7(77,8) 82 (71,3)
Orientacdo sexual
Sem sexo! 0 (0,0) 2(17) 0,005
MSW 8 (88,9) 35 (30,4)
MSM 1(11,1) 28 (24,3)
MSMW 0 (0,0 50 (43,5)

continua
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Concluséo Tabela 6 — Caracteristicas sociodemograficas dos homens cujas amostras de
canal anal foram classificadas ou ndo em variantes genéticas de
HPV-16 (analise de perdas).
Né&o classificado Classificado

(N=9) (N =115)
Caracteristicas n (%) n (%) valor p
Parceiro(a) sexual estavel
Sim 4 (44,4) 62 (53,9) 0,733¢
Néo 5 (55,6) 53 (46,1)
N° de parceiras sexuais femininas ao longo da vida
Meédia (DP) 14,6 (15,4) 12,2 (24,4) 0,1422
Mediana (min-méx) 9 (0-50) 5 (0-200)
N° de parceiros sexuais masculinos ao longo da vida
Meédia (DP) 0,4(1,3) 1,6 (1,4) 0,0122
Mediana (min-méax) 0 (0-4) 2 (0-4)

DP: desvio padrdo; Min: valor minimo; Max: valor maximo.

1 Teste de Qui-quadrado; 2 Teste exato de Fisher.

“Homens autodeclarados como Asiaticos, Amerindios ou Nativos do Alasca, Mexicanos ou outras ragas
ndo incluidas no questionario.

§ Incluso divorciados/separados ou vilivos.

T Homens que reportaram nenhuma atividade sexual penetrativa com homens ou mulheres.

MSW, homens que fazem sexo com mulheres; MSM, homens que fazem sexo com homens; MSMW,
homens que fazem sexo com homens e mulheres.

Em relacdo aos 115 homens em que foi possivel obter a amplificacdo dos
fragmentos da PCR com sucesso, foi realizada a analise da prevaléncia das diferentes
variantes de linhagens e sublinhagens de HPV-16 estratificadas por pais (Tabela 7).

De modo geral, as variantes da linhagem A foram as mais prevalentes no canal
anal dos homens dos trés paises (85,8%, 103/120), seguido pelas variantes das linhagens
B/C (7,5%, 9/120) e D (6,7%, 8/120). Embora ndo tenham sido observadas diferencas
estatisticamente significativas, a prevaléncia de variantes das linhagens Ndo-A (B, C e D)
de HPV-16 foi maior nos homens do Brasil em comparacdo com as demais localidades.
Variantes da sublinhagem Al foram as mais prevalentes em todos os paises (83,9%,
94/112), e foi observada uma maior diversidade de sublinhagens de HPV-16 no canal anal
de homens do Brasil em comparacdo com o observado nos homens dos EUA e México
(Tabela 7). Além disso, em cinco homens do Brasil foram detectadas diferentes variantes
de sublinhagens de HPV-16 ao longo das visitas de seguimento como apresentado na
Tabela 8.
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Tabela 7 — Prevaléncia das linhagens e sublinhagens de variantes de HPV-16, por pais.

EUA (N=30) Brasil (N=68) México (N=22) Total (N=120)

n (%) n (%) n (%) n (%) valor p
Linhagens
A 27 (90,0) 55 (80,8) 21 (95,5) 103 (85,8) 0,4141
B/C 1(3,3) 8 (11,8) 0(0,0) 9(7,5)
D 2 (6,7) 5(7,4) 1(4,5) 8 (6,7)
Linhagens
A 27 (90,0) 55 (80,8) 21 (95,5) 103 (85,8) 0,196
Ndo-A 3(10,0) 13 (19,2) 1(4,5) 17 (14,2)

EUA (N=27) Brasil (N=66) México (N=19) Total (N=112)

n (%) n (%) n (%) n (%) valor p
Sublinhagens
Al 23 (85,2) 52 (78,9) 19 (100,0) 94 (83,9) 0,7211
A2 0 (0,0) 1(1,5) 0 (0,0 1(0,9)
Ad 1(3,7) 0(0,0) 0(0,0) 1(0,9)
B1 1(3,7) 1(1,5) 0 (0,0) 2(1,8)
C1 0(0,0) 6(9,1) 0 (0,0 6 (5,4)
Cc2 0(0,0) 1(1,5) 0(0,0) 1(0,9)
D1 0 (0,0) 1(1,5) 0 (0,0 1(0,9)
D2 1(3,7) 1(1,5) 0 (0,0) 2(1,8)
D3 1(3,7) 3(4,5) 0(0,0) 4 (3,5)

1 Teste exato de Fisher.

Tabela 8 — Amostras de canal anal provenientes de cinco homens do Brasil incluidos no
estudo em que foi detectado DNA de variantes de diferentes sublinhagens de
HPV-16 durante as visitas de seguimento.

Participante vl v3 v4 v5 v6 v7 v8
#1 c2 Cc2 Al
#2 Al D3 D3 D3 D3 D3 D3
#3 Al D3
#4 Bl Bl Al
#5 Al D2

Foram detectadas variantes de todas as linhagens de HPV-16 nos participantes

com idade entre 18 e 44 anos, ao passo que nos homens com idade igual ou superior a 45

anos foram detectadas somente variantes das linhagens A e B/C. Maior prevaléncia de

variantes das linhagens N&o-A (22,3%, 4/18) foi observada entre 0s homens

autodeclarados como Pretos/Mulatos em comparagdo com homens autodeclarados

Brancos ou de outras racas, sendo a maioria por variantes das linhagens B/C (75%, 3/4).
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As variantes das linhagens N&o-A também foram predominantemente detectadas em
homens solteiros (16,4%, 15/92), com escolaridade igual ou superior a 12 anos (14,6%,
15/103) e em homens que reportaram néo ser tabagistas (17,3%, 15/87). Vale ressaltar
que essas diferencas ndo atingiram significancia estatistica (Tabela 9).

Finalmente, em relacdo aos fatores relacionados ao comportamento sexual, 0s
homens em que foram detectadas as variantes da linhagem A tiveram maior média de
parceiras sexuais femininas ao longo da vida (média=12,9) em comparacdo com aqueles
homens infectados com as variantes das linhagens N&o-A (média=4,1) (p=0,031). Em
contraste, homens com o maior numero de parceiros sexuais masculinos ao longo da vida
tiveram mais casos de infecgdo pelas variantes das linhagens N&o-A (média=2,2). Além
disso, apesar de néo ter sido observado diferenca estatistica significativa, as variantes das
linhagens Nao-A foram detectadas com mais frequéncia do que as variantes da linhagem
A em homens que reportaram nao ter parceiros sexuais atuais, em MSM e MSMW
(Tabela 9).



Tabela 9 — Caracteristicas sociodemograficas dos homens
estratificados pelas diferentes linhagens de

detectadas nas amostras de canal anal.

incluidos neste estudo
variantes de HPV-16

Linhagens de HPV-16*

Linhagens de HPV-16*

Caracteristicas A BIC D A Ndo-A
(N =103) (N=9) (N=8) (N =103) (N =17)
n (%) n (%) n (%) valor p n (%) n (%) valor p
Idade
<30anos 57 (86,4) 5 (7,6) 4 (6,0) 0,867t 57 (86,4) 9 (13,6) 0,695*
31-44anos 33 (82,5) 3(7,5) 4 (10,0) 33 (82,5) 7 (17,5)
>45anos 13 (92,9) 1(7,1) 0 (0,0) 13 (92,9) 1(7,1)
Média (DP) 32,3(10,2)  33,3(10,0) 32,3(7,8) 09262 32,3(10,2) 32,6(8,8) 0,7023
Mediana (min-méx) 29 (18-63) 28 (22-51) 31 (24-44) 29 (18-63) 28 (22-51)
Raca
Brancos 57 (85,1) 6 (8,9) 4 (6,0) 0,2961 57 (85,1) 10 (14,9) 0,4691
Pretos/Mulatos 14 (77,7) 3 (16,6) 1(5,7) 14 (77,7) 4 (22,3)
Outras ragas* 31 (91,2) 0(0,0) 3(8,8) 31(91,2) 3(8,8)
Recusado 1 (100,0) 0 (0,0 0 (0,0 1 (100,0) 0 (0,0
Etnia
Hispanicos 43 (87,8) 3(6,1) 3(6,1) 0,9351  43(87,8) 6 (12,2) 0,8211
Nao-Hispanicos 59 (84,3) 6 (8,6) 5(7,1) 59 (84,3) 11 (15,7)
Recusado 1 (100,0) 0 (0,0 0 (0,0 1 (100,0) 0 (0,0
Estado civil
So'te”osésr;‘é%cs% 77 (83,6) 8 (8,7) 7(7,7) 06541 77(836) 15(164)  0,1841
Casados/morando g g gy 1(3.,6) 1(3,6) 26(928)  2(7.2)
juntos
Escolaridade
<12anos  15(88,2) 2(11,8) 0 (0,0 0,449t  15(88,2) 2(11,8) 0,5541
>12anos 88 (854) 7(6,7) 8(7,9) 88(85,4)  15(14,6)
Tabagista atual
Sim  31(93,9) 0 (0,0 2(6,1) 0,1641 31 (93,9) 2(6,1) 0,0961
Ndo  72(82,7) 9 (10,3) 6 (7,0 72 (82,7) 15 (17,3)
Parceiro(a) sexual
estavel
Sim  57(89,1) 4 (6,2) 3(4,7) 0,579t 57 (89,1) 7 (10,9) 0,2051
Ndo 46 (82,2) 5(8,9) 5(8,9) 46 (82,2) 10 (17,8)

continua
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Conclusdo Tabela 9 — Caracteristicas sociodemograficas dos homens incluidos neste
estudo estratificados pelas diferentes linhagens de variantes de
HPV-16 detectadas nas amostras de canal anal.

Linhagens de HPV-16*

Linhagens de HPV-16*

Caracteristicas A BIC D A Ndo-A
(N =103) (N=9) (N=8) (N =103) (N =17)
n (%) n (%) n (%) valor p n (%) n (%) valor p
N° de parceiras sexuais
femininas ao longo da
vida
Média (DP) 12,9(255) 2,6(4,2) 55(10,1) 0,087 129(255) 4,1(7,6) 0,031*
Mediana (min-max) 5 (0-200) 1(0-12) 2 (0-30) 5(0-200) 1,5(0-30)
N° de parceiros sexuais
masculinos ao longo da
vida
Meédia (DP) 1,6 (1,4) 2,7(05) 19(16) 01722 16(14) 2,2(1,3) 0,119*
Mediana (min-max) 2 (0-4) 3(2-3) 2,5 (0-4) 2 (0-4) 3 (0-4)
Orientacéao sexual
Sem sexo” 1(50,0) 1 (50,0) 0(0,00 0,092t  1(50,0) 1(50,0) 0,161
MSW  32(91,4) 0 (0,0 3(8,6) 32 (91,4) 3(8,6)
MSM 25 (78,1) 4 (12,5) 3(9,4) 25 (78,1) 7(21,9)
MSMW 45 (88,2) 4(7,8) 2 (4,0 45 (88,2) 6 (11,8)

DP: desvio padrao; Min; valor minimo; Max: valor maximo.

1 Teste exato de Fisher; ? Teste de Kruskal-Wallis; 3 Teste de Qui-quadrado; 4 Teste de Mann-Whitney.

¥ Os cinco homens do Brasil em que foram detectadas diferentes variantes de HPV-16 ao longo das visitas
de seguimento foram contabilizados duas vezes.
* Homens autodeclarados como Asiaticos, Amerindios ou Nativos do Alasca, Mexicanos ou outras racas
ndo incluidas no questionario.
§ Incluso divorciados/separados ou Vvilivos.
T Homens que reportaram nenhuma atividade sexual penetrativa com homens ou mulheres.
MSW, homens que fazem sexo com mulheres; MSM, homens que fazem sexo com homens; MSMW,
homens que fazem sexo com homens e mulheres.

4.3 PERSISTENCIA DAS VARIANTES DE HPV-16

A distribuicdo das diferentes linhagens de variantes de HPV-16 foi semelhante

entre 0s 43 e 77 casos de infeccBes persistentes e transientes, respectivamente. As

variantes da linhagem A foram as mais prevalentemente detectadas em ambos 0s casos

de infeccdo persistente e transiente (Tabela 10). Quando estratificadas por pais de origem,

todas as infeccdes persistentes no canal anal dos homens dos EUA e México eram casos

de variantes da linhagem A, enquanto 13,7% e 7,0% das infeccdes persistentes em

homens do Brasil foram por variantes das linhagens B/C e D, respectivamente.

No entanto, apesar de ndo haverem sido observadas diferencas estatisticamente

significativas em relacdo a frequéncia das diferentes linhagens de variantes de HPV-16
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nas infecgdes persistentes e transientes quando a populacéo foi estratificada por pais, etnia
ou idade, foi observada maior prevaléncia de infec¢Oes transientes por variantes das
linhagens N&o-A entre homens ndo-Hispanicos em comparacdo aos homens Hispanicos.
Ademais, variantes das linhagens N&o-A foram mais prevalentes entre homens mais
jovens (< 30 anos) nos casos de infecgdes transientes. Em relacdo a orientacdo sexual, foi
observado que variantes das linhagens N&o-A (27,8%, 5/18) foram significativamente
mais prevalentes em MSM com infecgdes transientes em comparagdo com MSW (10,7%,
3/28) e MSMW (9,7%, 2/30) (p=0,033) (Tabela 10).
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Tabela 10 — Persisténcia e trans

16 no canal anal dos homens participantes do estudo HIM, por pais, etnia,

Persistente Transiente Persistente Transiente
A B/C D A B/C D A Nao-A A Nao-A
(N =103) (N=9) (N=28) (N =103) (N=9) (N=8) (N=103) (N=17) (N=103) (N=17)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
TOTAL 37 (86,1) 4(9,3) 2 (4,6) 66 (85,7) 5 (6,5) 6 (7,8) 37(86,1) 6(13,9) 66 (85,7) 11 (14,3)
Pais
Estados Unidos 6 (100,0) 0(0,0) 0 (0,0 21 (87,5) 1(4,1) 2(8,4) 6 (100,0) 0 (0,0 21 (87,5) 3(12,5)
Brasil 23 (79,3) 4(13,7) 2(7,0) 32 (82,0) 4 (10,2) 3(7,8) 23(79,3) 6(20,7) 32 (82,0) 7 (18,0)
México 8 (100,0) 0(0,0) 0 (0,0 13 (92,8) 0 (0,0 1(7,2) 8 (100,0) 0 (0,0 13 (92,8) 1(7,2)
Etnia
= Hispanicos 18 (85,7) 2(9,5) 1(4,8) 25 (89,2) 1(3,6) 2(7,2 18 (85,7)  3(14,3) 25 (89,2) 3(10,8)
M Nao-Hispanicos 19 (86,3) 2(9,1) 1(4,5) 40 (83,4) 4(8,3) 4(8,3) 19(86,3) 3(13,7) 40 (83,4) 8 (16,6)
o
m, Idade
m <30anos 24 (92,3) 21,7 0 (0,0) 33 (82,5) 3(7,5) 4 (10,0) 24 (92,3) 2(7,7) 33 (82,5) 7 (17,5)
w 31-44anos 10 (71,4) 2(14,3) 2(143) 23 (88,5) 1(3,8) 2(1,7) 10 (71,4) 4 (28,6) 23 (88,5) 3(11,5)
m >45anos 3 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 10 (90,9) 1(9,1) 0 (0,0) 3(100,0) 0 (0,0 10 (90,9) 1(9,1)
=]
Orientacdo sexual
MSW 7 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 25 (89,3) 0 (0,0 3(10,7) 7 (100,0) 0 (0,0 25 (89,3) 3(10,7)
MSM 12 (85,8) 1(7,1) 1(7,1) 13(72,2) 3(16,7) 2(111) 12 (85,8) 2(14,2) 13 (72,2) 5(27,8)
MSMW 17 (81,0) 3(14,3) 1(4,7) 28 (90,3) 1(6,5) 1(3,2) 17 (81,0) 4 (19,0) 28 (90,3) 2(9,7)
Sem sexo’ 1 (100,0) 0(0,0 0 (0,0 0 (0,0 1(100,00) 0(0,0) 1 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 1 (100,0)
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Os valores p utilizando teste exato de Fisher ou teste de Qui-quadrado foram P<0,02 para infeccOes
transientes com linhagens A, B/C e D de HPV-16 estratificadas por orientacdo sexual; P=0,03 para
infeccBes transientes por variantes das linhagens A e N&o-A de HPV-16 estratificadas por orientagdo
sexual. Todos os outros valores de P > 0,05.

T Homens que reportaram nenhuma atividade sexual penetrativa com homens ou mulheres.

MSW, homens que fazem sexo com mulheres; MSM, homens que fazem sexo com homens; MSMW,
homens que fazem sexo com homens e mulheres.
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5 DISCUSSAO

Anélises anteriores relativas a prevaléncia e incidéncia de HPVs no canal anal de
731, 665 e 634 homens participantes do estudo HIM do Brasil, México e Estados Unidos,
respectivamente, revelaram que, embora a diferenca ndo seja estatisticamente
significativa, a prevaléncia de HPV-16 foi maior entre homens dos EUA (4,3%) e do
Brasil (3,7%) em comparacdo com homens do México (1,4%) (Sudenga et al., 2017).
Apesar de que maior prevaléncia e incidéncia de HPV-16 foram observadas em
MSM/MSMW, esse tipo viral é ainda detectado em 10% dos MSW. Ainda mais, foi
observado que em homens com detecgdo de DNA de HPV-16 na regido genital tinham
maior probabilidade de ter infecgdes por HPV-16 no canal anal (Pamnani et al., 2016).
Esses relatos corroboram a hipotese de que a infeccdo por HPV pode ocorrer por
autoinoculacdo, uma vez que o DNA de HPV foi detectado no canal anal de homens e
mulheres que reportaram ndo realizar atividades sexuais penetrativas no canal anal. Visto
que o HPV-16 ¢ responsavel pela maior parte dos tumores de canal anal (Marra et al.,
2019; de Martel et al., 2020) e que as variantes genéticas de HPV-16 diferem no risco de
desenvolvimento de lesdes precursoras e tumores de colo de Utero, o objetivo deste estudo
foi analisar a prevaléncia, distribuicao e persisténcia dessas variantes nos participantes do
estudo HIM em que foi detectado DNA de HPV-16 nas amostras de canal anal. Até o
momento, esse foi 0 primeiro estudo a avaliar a prevaléncia e persisténcia de variantes de

HPV-16 no canal anal de homens de maneira prospectiva em uma coorte multicéntrica.

Até o momento, apenas oito estudos avaliaram a prevaléncia de variantes do HPV-
16 no canal anal de homens, dos quais seis examinaram amostras nao tumorais obtidas
principalmente de MSM/MSMW HIV+, dois analisaram amostras provenientes de
homens HIV- que apresentavam lesdes no canal anal, e cinco foram realizados em
populacdo de homens dos EUA (Xi et al., 1993; 1998; da Costa et al., 2002; Tanzi et al.,
2009; Steinau et al., 2010; Nicolas-Parraga et al., 2016; Méndez-Martinez et al., 2020;
Brim et al., 2021). Apesar das diferentes caracteristicas das coortes, os achados do
presente estudo corroboram com 0s outros estudos citados, uma vez que neste estudo

também foi observado que variantes da linhagem A de HPV-16, principalmente da
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sublinhagem A1, foram as mais prevalentes nos trés paises. Entretanto, diferengas entre
0s estudos sdo observadas. Entre os homens do México deste estudo foram detectadas
variantes da linhagem A (todas da sublinhagem A1) em quase a totalidade das amostras
enquanto em um estudo anterior com amostras de canal anal de homens do México
variantes das linhagens B e D foram detectadas respectivamente em 2,5% e 22,5% das
amostras de canal anal positivas para HPV-16 (Méndez-Martinez et al., 2020). A deteccéo
de diferentes proporcdes de variantes das linhagens de HPV-16 em populagfes de um
mesmo pais pode ser atribuida a composi¢do da populacdo analisada, uma vez que no
presente estudo os homens eram MSM, MSMW ou MSW e todos declararam ser
soronegativos para HIV, enquanto no estudo anterior os homens incluidos eram na
totalidade MSM HIV positivos.

Em relacdo aos homens dos Estados Unidos, foram observadas prevaléncias
semelhantes das variantes das linhagens N&o-A (B, C e D) neste e em outros estudos, dos
quais um englobando também amostras com citologia normal e outro com amostras de
lesdo de canal anal (da Costa et al.,, 2002; Brim et al., 2021). Nos trés estudos
remanescentes com diferentes populagdes de homens dos EUA, infelizmente ndo foi
possivel comparar a prevaléncia das diferentes variantes de HPV-16 uma vez que em dois
deles as variantes foram classificadas como prototipo e ndo-protétipo baseado nos
padrdes eletroforéticos empregando-se a metodologia de SSCP (Polimorfismos de
conformacédo de filamento dnico — Single Strand Conformation Polymorphism), e em
outro estudo, ndo foi possivel discriminar entre os dados obtidos em homens e mulheres
(Xietal., 1993, 1998; Steinau et al., 2010).

Em relacdo a prevaléncia das variantes de HPV-16 em amostras de canal anal de
homens do Brasil, variantes de sublinhagens Ndo-A foram mais comumente detectadas
(19,2%) quando comparadas com homens dos EUA (10,0%) e do México (4,5%), além
de ter sido observada maior diversidade de variantes detectadas. Embora essa diferenca
ndo tenha atingido significancia estatistica, esse padréo foi semelhante ao observado entre
mulheres de Sdo Paulo na analise da prevaléncia e diversidade de variantes detectadas no
colo de atero de mulheres com citologia normal (Sichero et al., 2007a), e até onde se sabe,
este é 0 primeiro estudo que descreve a prevaléncia e distribuicdo de variantes de HPV-

16 no canal anal de homens do Brasil.



41

Os fatores de risco para infeccdo por HPV no canal anal e demais sitios
anatomicos séo predominantemente associados ao comportamento sexual que aumentam
a chance de exposi¢do ao virus. Os MSM e principalmente MSM HIV+ possuem alto
risco de infeccdo por HR-HPV e persisténcia dessas infec¢des, logo, aumentando o risco
de desenvolvimento de lesdes precursoras e cancer no canal anal que s&o em sua maioria
associadas a infeccdo persistente por HPV-16. Ademais, infecgdes por variantes das
sublinhagens Néao-A estdo associadas com um maior risco de desenvolvimento de lesdes
de alto grau na cérvice uterina (Villa et al., 2000; Sichero et al., 2007a). No presente
estudo, as variantes de linhagens Néo-A de HPV-16 foram mais comumente detectadas
em MSM (21,9%) em comparagdo com MSMW (11,8%) e MSW (8,6%), embora estes
dados ndo sejam estatisticamente significativos. Esses achados podem ser atribuidos ao
fato de que maior proporcdo de MSM (33,8%) foram recrutados no Brasil, em
comparacgdo aos Estados Unidos (8,8%) e México (16,0%) (p<0.001). Interessantemente,
variantes das linhagens N&o-A foram mais comumente detectadas em homens que
reportaram maior numero de parceiros sexuais masculinos enquanto nos homens que
reportaram maior nimero de parceiras sexuais femininas variantes da linhagem A de

HPV-16 foram mais prevalentes.

Variantes da linhagem B de HPV-16 foram detectadas em maior proporcéo em
mulheres norte-americanas com ancestralidade Africana em comparacdo as mulheres
Brancas (Xi et al., 2006). Além disso, foi observado um alto risco de progressao de lesao
precursora no colo de Utero e cancer de canal anal quando a raca e/ou etnia do individuo
correspondia a origem das variantes de HPV-16 detectada em homens e mulheres dos
EUA (Xi et al., 2006; Brim et al., 2021). No entanto, em populacdes com ancestralidade
mista como o Brasil e a Costa Rica, ndo foi possivel observar a associacdo entre a
prevaléncia de variantes de HPV-16 e a ancestralidade das mulheres, uma vez que para
definir etnia com acuracia nestas populacbes miscigenadas sdo necessarios ensaios
genéticos de ancestralidade (Hildesheim et al., 2001; Sichero et al., 2007b; Junes-Gill et
al., 2008). No presente estudo, foi observada maior prevaléncia de variantes das linhagens
B/C no canal anal de homens autodeclarados Pretos/Mulatos (16,6%) em comparacgéo
com os homens autodeclarados Brancos (8,9%), embora essa diferenca ndo foi
estatisticamente significativa, foi semelhante ao observado em outros estudos que nao
identificaram correlagdo entre ancestralidade e a prevaléncia das diferentes variantes das
linhagens de HPV-16 em amostras de canal anal (Xi et al., 1998; da Costa et al., 2002).
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O processo carcinogénico no canal anal associado com a infec¢do por HR-HPV
requer etapas semelhantes ao estabelecido para a tumorigénese da cérvice uterina. Assim,
é necessario o estabelecimento da infeccdo persistente por HR-HPV, desenvolvimento de
lesGes precursoras, de neoplasia intraepitelial e, por fim, do carcinoma invasivo. Foi
observado na coorte de homens do estudo HIM maior proporgéo de infeccfes transientes
no canal anal por HPV-16 em MSW, ao contrario de MSM e MSMW que tiveram maior
proporcao de infecgBes persistentes por HPV-16 no canal anal (Nyitray et al., 2016).
Nestes casos, ressalta-se a importancia da andlise intratipica de HPV-16 para distinguir
entre infecgdes persistentes e transientes consecutivas por diferentes variantes genéticas.
De fato, no presente estudo diferentes sublinhagens de variantes de HPV-16 foram
detectadas em diferentes visitas de seguimento em cinco homens do Brasil (Tabela 8).
Mudanga da variante genética de HPV-16 no canal anal de homens também foi relatada
em cinco homens HIV+ provenientes de um estudo dos Estados Unidos (Steinau et al.,
2010). Vale ressaltar, entretanto, que em uma pequena parcela de casos a detec¢do de uma
mesma variante ao longo do tempo ndo necessariamente designa a persisténcia da
infeccdo, uma vez que pode ocorrer a reaquisicdo da mesma variante durante um novo

evento de exposicdo em um mesmo individuo.

Neste estudo, observou-se que todas as infec¢Bes persistentes no canal anal de
homens dos EUA e México foram casos de variantes da linhagem A, em comparacgdo aos
homens do Brasil onde 25,2% dos casos foram atribuidos as variantes das linhagens Néo-
A. Uma vez que estes dados ndo atingiram diferenca estatisticamente significativa, essas
diferencas poderiam apenas refletir que as variantes de linhagens Néo-A foram mais
comumente detectadas no canal anal dos homens do Brasil. Quando estratificados por
orientacdo sexual, observou-se também alta prevaléncia de variantes das linhagens Nao-
A em MSM com infeccdes transientes por HPV-16 no canal anal. Outros estudos séo
necessarios para compreender o significado desses achados e a relacdo destes com o
desfecho clinico. Nenhuma outra diferenca significativa foi observada em relacdo a
deteccdo das diferentes variantes de linhagens de HPV-16 nos casos de infeccdes
transientes e persistentes quando estratificados por pais, etnia ou idade, corroborando os
achados de Xi et al. (2006) que também ndo observaram diferencas na prevaléncia das
variantes de HPV-16 nas infecgdes persistentes no canal anal em relacdo as variaveis

sociodemograficas em homens dos Estados Unidos.
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Ainda ndo foram estabelecidas politicas publicas de rastreamento de lesbes
precursoras ou cancer em estagio inicial no canal anal da populagdo em geral, como €
estabelecido para mulheres em relagdo ao rastreamento do cancer do colo do Utero.
Atualmente, no Brasil, o rastreamento do cancer de cérvice uterina € oferecido a mulheres
ou qualquer pessoa que tenha colo do Utero na faixa etaria de 25 a 64 anos e/ou qualquer
idade uma vez que ja iniciada a atividade sexual (Brasil, 2016). A implementagdo dessa
diretriz foi baseada nos estudos da histdria natural da doenca associada a infec¢do por
HPV. A metodologia de rastreio utilizada no Brasil é o exame citopatolégico do colo de
Utero (teste de Papanicolaou), e segundo a OMS, reduz de 60 a 90% a incidéncia do cancer
cervical invasivo quando ocorre a cobertura de, no minimo, 80% da populacao alvo e é
realizado o tratamento eficiente quando identificadas as lesbes precursoras (WHO, 2021).
Sabe-se que a maioria dos carcinomas de células escamosas do canal anal estd associado
a infeccdo por HPV e que a historia natural do desenvolvimentos desses tumores ocorre
de forma semelhante ao observado na cérvice uterina (Young et al., 2020). Além disso,
os tumores de canal anal se apresentam assintomaticos nos estagios iniciais e por isso,
sdo diagnosticados tardiamente. Por consequéncia desse cenario se faz necessario
abordagens terapéuticas mais intensas gerando um aumento de morbidade dos pacientes
acometidos com essa doencga. Sendo assim, mais estudos robustos acerca da historia
natural da infec¢do por HPV e a sua relacdo com desenvolvimento de tumores de canal
anal sdo necessarios para que o rastreamento seja implementado na populacdo em geral e
seja possivel a identificacdo de lesdes precursoras de forma precoce, aumentando a

sobrevida destes pacientes.

Os estudos acerca das diferentes variantes genéticas de HPVs refletem
importantes acréscimos no conhecimento da historia natural da infeccdo e mecanismos
bioldgicos que respaldam no status de infeccdo. Os primeiros relatos das variantes de
HPV-16 indicaram a coevolucdo do HPV com seu hospedeiro, evolucgdo e especiacao de
cada variante viral de acordo com a regido geografica. De fato, a classificacao inicial de
variantes de HPV-16 foi dividida em cinco ramos diferentes nomeados pela localizacdo
geografica da origem da maior parte dos isolados contidos nestes ramos foram detectados.
Com o avanco do sequenciamento das variantes genéticas de HPV em diferentes
continentes e em populagdes maiores se constatou que de fato as variantes de HPV-16
refletem movimentos migratorios de populagdes ao longo dos séculos (Yamada et al.,
1997; Villa et al., 2000; Bernard, 2005; Clifford et al., 2019). As diferentes variantes de
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HPV-16 apresentam diferentes riscos no desenvolvimento de lesdes precursoras e cancer
na cérvice uterina e canal anal. De maneira geral, variantes das linhagens B, C e D estdo
associadas ao maior risco no desenvolvimento de alterac6es clinicas malignas e infecgdes
com essas variantes possuem uma tendéncia maior de serem persistentes em comparagéo
com infecgdes pelas variantes da linhagem A (Ferenczy; Franco, 2002). Dessa forma, 0s
resultados deste estudo contribuem para o conhecimento da primeira etapa da historia
natural das infeccOes por variantes genéticas de HPV-16 no canal anal de homens.

Apesar deste ser um estudo com coorte multicéntrica e multinacional, do nimero
amostral ser relativamente grande em comparagdo aos outros estudos previamente
realizados e o tempo de acompanhamento ser longo, este estudo apresenta algumas
limitacGes. A mais importante € em relacdo ao pequeno nimero de amostras que constitui
uma limitacdo relevante na capacidade de detecgéo de associagdes significativas entre as
variantes de HPV e as caracteristicas sociodemogréaficas ou mesmo em relacéo ao status
de infeccdo. Embora a analise de perdas tenha demonstrado que a exclusdo de nove
participantes do estudo ndo impactou significativamente a distribuicdo das variantes de
linhagem de HPV-16 na maioria das caracteristicas sociodemogréaficas, ainda sim foi
observado que a excluséo destes participantes repercutiu na escolaridade e na orientagdo
sexual. Especialmente em relacédo as perdas na categoria de orientacdo sexual, a excluséo
de oito MSW pode ter influenciado nas andlises posteriores de prevaléncia e persisténcia
das diferentes variantes de HPV-16 em compara¢do com ao observado nos demais grupos
(MSM e MSMW).

A segunda limitacdo se refere ao desenho do estudo HIM que excluiu homens que
tinham histérico de lesGes anogenitais, uma vez que verrugas anogenitais foram
diagnosticadas somente em 6,3% dos MSM e 4,0% dos MSW (Nyitray et al., 2011). Entre
eSSes casos, as verrugas perianais e na borda anal foram identificadas em menos de 1%
de MSW e MSM, o que impossibilitou determinar se as variantes de HPV-16 estavam
associadas a diferentes riscos de desenvolvimento de lesdes. Até 0 momento, apenas trés
estudos conduzidos nos EUA relataram a associacdo entre variantes especificas de HPV-
16 e o desenvolvimento de neoplasias no canal anal, porém os resultados divergem entre
si. Sucintamente, enquanto o estudos de Xi et al. (1998) revelou que variantes ndo-
prototipo (excluindo as variantes da sublinhagem A1-3 na nomenclatura moderna)

estavam fortemente associadas ao desenvolvimento de carcinoma in situ no canal anal em



45

MSM HIV+, os achados de da Costa et al. (2002) indicaram um alto risco de
desenvolvimento de neoplasias de alto grau no canal anal de homens e mulheres
HIV+/HPV+ associados a detec¢do de variantes com mudanca no nucleotideo A131G
(detectado em variantes das linhagens A e B). Ademais, em um estudo recente Brim et
al. (2021) foi reportado a associacéo entre a infeccdo por variantes da linhagem B de
HPV-16 e o aumento do risco de desenvolvimento de cancer do canal anal em individuos
Afro-Americanos. Tais achados discrepantes podem ser atribuidos ao menos em parte, as
caracteristicas de confusdo de cada coorte, algumas das quais sdo dificeis de mensurar.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, nossos dados acrescentam consideravelmente aos relatos
anteriores que indicam que globalmente as variantes de HPV-16 s&o distribuidas de forma
desigual. Embora seja possivel hipotetizar que, como observado no colo do Utero das
mulheres, variantes especificas de HPV-16 também poderiam estar associadas ao
aumento do risco de neoplasia de canal anal em homens, na populacgéo estudada néo foi
observada associacao significativa entre a detec¢do de linhagens de variantes de HPV-16
e a persisténcia da infeccdo, que constitui um passo anterior necessario para 0
desenvolvimento de lesBes no canal anal associada ao HPV. Mais estudos séo necessarios
para melhor compreender o impacto da variabilidade genética do HPV-16 no

desenvolvimento desses tumores em homens.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Background: HPV-16 causes approximately 90% of anal canal (AC) cancers worldwide. This study aimed to
HPV-16 evaluate the prevalence and persistence of HPV-16 genetic variants in the AC of men from three different

Genetic variants countries (Brazil, Mexico and United States) and to further identify sociodemographic and behavioral factors

E:r];:;dc}; associated with these infections.

Persistence Methods: Participants from the multinational prospective HPV Infection in Men (HIM) Study who had at least one

Anal canal HPV-16 positive AC swab were included. Characterization into HPV-16 genetic variants was successfully per-
formed by PCR-sequencing in 95.6% (217/227) samples and these were classified into HPV-16 lineages and
sublineages.
Results: We observed higher prevalence of lineage A variants, mainly from Al sublineage, in all countries. Non-A
lineage variants were mostly detected in men from Brazil, where higher diversity of sublineage variants was
detected during follow-up. Compare to men detected with Non-A HPV-16 lineage variants, men infected with
lineage A reported a higher lifetime number of female sexual partners. Finally, a significantly higher prevalence
of Non-A lineage variants was observed among men who have sex with men (MSM) with a transient HPV-16 AC
infection (p = 0.033), but no significant differences regarding variants lineages and persistence status were
observed when stratified by country, self-reported ethnicity or age.
Conclusions: Our data extend previous reports which indicate that globally HPV-16 variants are unevenly
distributed, and contribute further to studies of the natural history of AC HPV infections in men.

1. Introduction behavior that increases exposure to HPVs including multiple lifetime

sexual partners, ano-receptive sex, and early sexual debut [4].

Anal canal (AC) cancer is a rare disease, but incidence and mortality Nucleotide variability was proven relevant for HPV-16 persistence
rates are increasing globally [1,2]. About 90% of AC cancers are asso- and cervical neoplasms development [5]. HPV-16 variants were initially
ciated with human papillomavirus (HPV) infections, and HPV-16 is the classified into five branches of geographical relatedness: European (E),
most prevalent [3]. Risk factors for AC cancer are associated with sexual Asian-American (AA), Asian (As), and Africans-1 and —2 (Af-1/Af-2)

* Corresponding author at: Center for Translational Research in Oncology - ICESP. Av. Dr. Arnaldo, 251, 8 andar, 01246-000, Cerqueira César - Sao Paulo, SP,
Brazil.
E-mail address: laura.sichero@hc.fm.usp.br (L. Sichero).

https://doi.org/10.1016/j.jcv.2022.105128
Received 16 December 2021; Received in revised form 7 March 2022;

Available online 9 March 2022
1386-6532/© 2022 Elsevier B.V. All rights reserved.


mailto:laura.sichero@hc.fm.usp.br
www.sciencedirect.com/science/journal/13866532
https://www.elsevier.com/locate/jcv
https://doi.org/10.1016/j.jcv.2022.105128
https://doi.org/10.1016/j.jcv.2022.105128
https://doi.org/10.1016/j.jcv.2022.105128
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.jcv.2022.105128&domain=pdf

M.G. Gongalves et al.

[6]. More recently, HPV variant nomenclature relies on divergence
throughout the genome: where lineages (A-D) diverge by 1-2%, sub-
lineages (1, 2, 3, and 4) vary between 0.5-1% [7]. Studies on cervical
samples revealed that globally HPV-16 variant distribution is uneven
and associates with the admixture level of each population [6]. Specif-
ically, except for Africa where B/C lineages predominate, A1-A3 sub-
lineages are the most prevalent worldwide. Furthermore, lineage D and
sublineage A4 are more common in the Americas and Southeast Asia,
respectively. We and others showed that women infected with HPV-16
sublineages A4 and D2/D3 variants are at a higher risk for cervical
lesion [8,9]. However, regarding the prevalence of HPV-16 variants in
the AC of men, few studies have been conducted [10].

There is an increasing interest in understanding the relationship
between HPV infection and associated diseases in men. The HPV
Infection in Men (HIM) Study has significantly contributed to under-
standing the natural history of male HPV infections [11-13]. This was a
prospective multicenter study including men recruited in the United
States, Brazil, and Mexico. Among 2030 men who had at least two study
visits with AC swabs collected, HPV-16 prevalence was higher among
men from the US (4.3%) compared to Brazil (3.7%) and Mexico (1.4%)
[14]. Furthermore, although MSM/MSMW (men who have sex with
men/men who have sex with men and women), had a higher HPV
prevalence and incidence at the AC, infections were still detected among
MSW (Men who have sex with women).

Herein, we widen our analysis to assess HPV-16 variants in men from
the HIM study that tested HPV-16 positive in the AC in at least one study
visit. We further evaluated sociodemographic and behavioral factors
associated with detection and persistence of infections. This study is
unique in investigating, prospectively within a multicenter cohort, HPV-
16 variability in the AC of men.

2. Methods
2.1. Study population

The HIM Study cohort included ~4500 men aged 18-70 years, living
in Sao Paulo, Brazil; Cuernavaca, Mexico; or Tampa, USA; enrolled from
July 2005-June 2009. Follow-up visits occurred every 6 months for at
least 4 years. Further details of study design are published [11]. The
study was approved by ethical Institutional Boards at the University of
South Florida (USA), the Centro de Referencia e Treinamento em
DST/AIDS (Brazil), and the Instituto Nacional de Salud Ptiblica (Mexico).
Informed consent was obtained from men. At study visits participants
completed a computer-assisted self-interview and swabs from the genital
and AC regions were collected. AC samples were collected using a
Dacron swab to obtain 360° of the epithelium between the anal verge
and dentate line [15]. 86.0% of HIM participants agreed to AC sampling,
but not all AC specimens have been HPV genotyped [14]. In this study,
we included HPV-16 positive AC samples from participants for which
DNA or swab was available.

3. DNA extraction and HPV testing

The QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, CA, USA) was used to extract
DNA following manufacture’s instruction. All samples were analyzed at
the H. Lee Moffitt Cancer Center (USA) for HPV DNA and f-globin using
the Linear Array HPV Genotyping Test (Roche Molecular Diagnosis, CA,
USA).

4. HPV-16 variant characterization

Overall, 227 HPV-16 AC samples were available. These were sent
from H. Lee. Moffit Cancer Center to ICESP (Brazil) either as extracted
DNA (n = 15) or swab (n = 212). The DNA of swabs was extracted using
a phenol:chloroform:isoamyl alcohol protocol [16]. DNAs were sub-
mitted to PCR aiming to amplify a 364 bp LCR fragment (nts
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7482-7839) using AmpliTaq Gold® polymerase (Applied Biosystems,
CA, USA) (Supplementary Table 1). This fragment contains sufficient
single nucleotide polymorphisms (SNP) to discriminate all HPV-16 lin-
eages/sublineages [7]. When no amplification was observed, two addi-
tional sets of primers that amplify 250 bp and 296 bp LCR fragments,
were used to cover the same region (Supplementary Figure 1).

Amplicons were purified using illustra ExoProStar 1-Step (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK), and sequenced using BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit and the ABI PRISM 3130XL Ge-
netic Analyzer sequencer (Applied Biosystems, NY, USA). Sequences
were compared to the HPV-16 prototype (sublineage A1) (Genbank
K02718.1) and classified into lineages (A, B, C, and D) and sublineages
(A1-4; B1-4; C1-4; and D1-4) [9] (Supplementary material).

4.1. Statistical analysis

Men were categorized as MSW, MSM, MSMW, or men who denied
having any sex (no sex) based on their self-reported recent (prior 3-6
months) and lifetime penetrative sexual behavior as previously
described [15].

The prevalence of HPV-16 variants is expressed as frequencies. Dif-
ferences in sociodemographic and behavioral risk factors were evalu-
ated using the Fisher’s exact test. HPV-16 lineages B and C cases were
grouped since both were previously classified into the African branch. In
a separate analysis, B-, C-, and D-lineage cases were grouped into an
HPV-16 Non-A lineage category. The Kruskal-Wallis and Mann-Whitney
tests were used to compare the range of medians between three and two
variables, respectively.

Persistent infections were defined as cases with two or more
consecutive positive visits (>6 months) for the same HPV-16 variant. In
persistence analyses, the five men from Brazil from whom different
variants were detected during follow-up were counted twice (Supple-
mentary Table 2). For instance, participant #2 was included both as a
case of transient infection by sublineage A1, and persistent infection by
sublineage D3. Differences in persistency status by HPV-16 lineages
were evaluated using the Fisher’s exact or Chi-squared tests. All statis-
tical tests attained significance at a=0.05. Analyses were performed
using Stata/MP version 10.0 for Windows.

5. Results

This study includes 227 samples obtained from 124 men. Among
these, 43, 142, and 42 specimens were obtained from 34, 65, and 25 men
from the US, Brazil, and Mexico, respectively. Most men were young
(<30 years), single, reported 12 or more years of education, and were
not current smokers (Table 1). Whereas most men from the US and Brazil
self-reported being white and non-Hispanic, all men from Mexico
identified themselves as Mexicans and Hispanics (p < 0.001). The mean
number of lifetime female sexual partners reported was lower among
men from Mexico (p = 0.017). Furthermore, men from Brazil had a
higher mean number of lifetime male sexual partners (p < 0.001).
Finally, 64.7% and 56.0% men from the US and Mexico, respectively,
were MSW, in contrast to Brazil where 87.6% were MSM or MSMW.

We were unable to classify into HPV-16 lineages 10 samples obtained
from 9 men due to PCR amplification failure (Supplementary Table 3).
The prevalence of different HPV-16 lineage and sublineage variants, by
country, in the remaining men is depicted in Table 2 and Supplementary
Table 4, respectively. Overall, HPV-16 lineage A variants were the most
prevalent in the AC of men from all countries (85.8%), followed by
variants of lineages B/C (7.5%) and D (6.7%). Although not statistically
significant, men from Brazil were more likely to harbor Non-A lineage
variants (B, C and D). Sublineage Al variants were the most prevalent in
all three countries and a higher diversity of sublineage variants was
observed among men from Brazil.

HPV-16 variants of all lineages were detected among men aged
18-44 years, while in men >45 years old lineage D variants were not
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Table 1

Sociodemographic characteristics of men, by country.
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Characteristic

Age

< 30 years

31-44 years

> 45 years

Mean (SD)
Median (min-max)

Race

White
Black/Mulatto
Other race*

Ethnicity
Hispanic
Non-Hispanic

Marital status
Single, never married®
Married/living together

Years of school
< 12 years
> 12 years

Current smoking
Yes
No

Steady sexual partner
Yes
No

Lifetime no. of female sex partners

Mean (SD)
Median (min-max)

Lifetime no. of male sex partners

Mean (SD)
Median (min-max)

Sexual orientation
No sex ™

MSW

MSM

MSMW

USA (N = 34)
n (%)

19 (55.8)

11 (32.4)

4(11.8)
32.2(11.2)
28.5 (18-63)

21 (61.8)
6 (17.7)
7 (20.5)

7 (21.9)
25 (78.1)

24 (70.5)
10 (29.5)

1(2.9)
33(97.1)

10 (29.5)
24 (70.5)

18 (52.9)
16 (47.1)

15.4 (18.9)
7.0 (0-90)

0.8 (1.3)
0(0-4)

0(0.0)
22 (64.7)
3(8.8)
9 (26.5)

Brazil (N = 65)
n (%)

35 (53.8)
23 (35.4)
7 (10.8)
32.6 (9.6)
30 (19-59)

46 (71.9)
13 (20.3)
5(7.8)

19 (29.2)
46 (70.8)

54 (83.0)
11 (17.0)

8(12.4)
57 (87.6)

16 (24.6)
49 (75.4)

33 (50.8)
32(49.2)

12.2(29.4)
2.5 (0-200)

2.2(1.2)
2 (0-4)

1(1.5)
7 (10.8)
22(33.8)
35 (53.8)

Mexico (N = 25)

n (%) p value
14 (56.0) 0.946 !
7 (28.0)

4(16.0)
32.5 (10.1) 0.916 2
29 (20-58)
2 (8.0) <0.001 2
0 (0.0)
23 (92.0)
25 (100.0) <0.001 !

0 (0.0)

16 (64.0) 0.180*
9 (36.0)

7 (28.0) 0.127 2
18 (72.0)

9 (36.0) 0.5521
16 (64.0)

15 (60.0) 0.734 1
10 (40.0)

8.4 (9.3) 0.017 3
4.0 (0-25)

1(1.3) <0.001 3

0(0-3)

1 (4.0) <0.001 2
14 (56.0)

4(16.0)
6 (24.0)

SD: standard deviation.

Min: minimum value; Max: maximum value.

! Chi-square test; 2 Fisher exact test; ° Kruskal-Wallis test.
* Men who self-reported as Asian, American Indian or Alaska Native, Mexican or other race not included in the questionnaire.

§ Included divorced/separated or widowed.

¥ Men who reported no sexual penetrative intercourse with men or women.
MSW, men who have sex with women; MSM, men who have sex with men; MSMW, men who have sex with men and women.

Table 2

HPV-16 lineages prevalence in the anal canal of men participating in the HIM study, by country.

Lineages
A

B/C

D
Lineages
A
Non-A

Brazil (N = 68)*

n (%)

55 (80.8)
8 (11.8)
5(7.4)

55 (80.8)
13 (19.2)

Mexico (N = 22)

n (%)

21 (95.5)
0(0.0)
1(4.5)

21 (95.5)
1(4.5)

Total (N = 120)

n (%) p value
103 (85.8) 0.414 1

9(7.5)

8(6.7)
103 (85.8) 0.196*
17 (14.2)

! Fisher exact test.

* The five men from Brazil from whom different variants were detected during follow-up were counted twice.
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Table 3
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Sociodemographic characteristics of men, by different HPV 16 variant lineages.

HPV-16 lineages*

HPV-16 lineages

Characteristic A B/C D A Non-A

(N =103) N=9) (N=28) (N =103) (N=17)

n (%) n (%) n (%) p value n (%) n (%) p value

Age
< 30 years 57 (86.4) 5 (7.6) 4 (6.0) 0.867 * 57 (86.4) 9 (13.6) 0. 695 *
31-44 years 33(82.5) 3(7.5) 4 (10.0) 33(82.5) 7 (17.5)
> 45 years 13 (92.9) 1(7.1D) 0 (0.0) 13 (92.9) 1(7.1D)
Mean (SD) 32.3(10.2) 33.3(10.0) 32.3(7.8) 0.926 2 32.3(10.2) 32.6 (8.8) 0.702 3
Median (min-max) 29 (18-63) 28 (22-51) 31 (24-44) 29 (18-63) 28 (22-51)
Race
White 57 (85.1) 6(8.9) 4 (6.0) 0.296 ! 57 (85.1) 10 (14.9) 0.469 !
Black/Mulatto 14 (77.7) 3 (16.6) 1(.7) 14 (77.7) 4 (22.3)
Other race* 31 (91.2) 0 (0.0) 3(8.8) 31 (91.2) 3(8.8)
Refused 1 (100.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (100.0) 0 (0.0)
Ethnicity
Hispanic 43 (87.8) 3(6.1) 3(6.1) 0.935! 43 (87.8) 6 (12.2) 0.821!
Non-Hispanic 59 (84.3) 6 (8.6) 5(7.1) 59 (84.3) 11 (15.7)
Refused 1 (100.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (100.0) 0 (0.0)
Marital status
Single, never married’ 77 (83.6) 8(8.7) 7(7.7) 0.654 ! 77 (83.6) 15 (16.4) 0.184!
Married/living together 26 (92.8) 1(3.6) 1(3.6) 26 (92.8) 2(7.2)
Years of school
< 12 years 15 (88.2) 2(11.8) 0 (0.0) 0.449'1 15 (88.2) 2(11.8) 0.554 !
> 12 years 88 (85.4) 7 (6.7) 8(7.9) 88 (85.4) 15 (14.6)
Current smoking
Yes 31 (93.9) 0 (0.0) 2(6.1) 0.164 ! 31 (93.9) 2(6.1) 0.096 !
No 72 (82.7) 9(10.3) 6 (7.0) 72 (82.7) 15(17.3)
Steady sexual partner
Yes 57 (89.1) 4(6.2) 3(4.7) 0.579 * 57 (89.1) 7 (10.9) 0.205*
No 46 (82.2) 5(8.9) 5(8.9) 46 (82.2) 10 (17.8)
Lifetime no. of female sex partners
Mean (SD) 12.9 (25.5) 2.6 (4.2) 5.5(10.1) 0.087! 12.9 (25.5) 4.1 (7.6) 0.031*
Median (min-max) 5 (0-200) 1(0-12) 2 (0-30) 5 (0-200) 1.5 (0-30)
Lifetime no. of male sex partners
Mean (SD) 1.6 (1.4) 2.7 (0.5) 1.9 (1.6) 0.1722 1.6 (1.49) 2.2(1.3) 0.1194
Median (min-max) 2 (04 3(2-3) 2.5 (0-4) 204 304
Sexual orientation
No sex' 1 (50.0) 1 (50.0) 0 (0.0) 0.0921 1 (50.0) 1 (50.0) 0.161*
MSW 32(91.49) 0 (0.0) 3(8.6) 32(91.49) 3(8.6)
MSM 25 (78.1) 4 (12.5) 3(9.49) 25 (78.1) 7 (21.9)
MSMW 45 (88.2) 4(7.8) 2 (4.0) 45 (88.2) 6 (11.8)

SD: standard deviation.

Min: minimum value; Max: maximum value.
! Fisher exact test.

2 Kruskal-Wallis test;

3 Chi-square test.

“Mann-Whitney test.

¥The five men from Brazil from whom different variants were detected during follow-up were counted twice.
*Men who self-reported as Asian, American Indian or Alaska Native, Mexican or other race not included in the questionnaire.

fIncluded divorced/separated or widowed.

IMen who reported no sexual penetrative intercourse with men or women.

MSW, men who have sex with women; MSM, men who have sex with men; MSMW, men who have sex with men and women.

detected (Table 3). Black men were more frequently detected with Non-
A lineage variants (22.3%), mainly from B/C lineages (16.6%),
compared to white (14.9%) or other race men (8.8%). Non-A lineage
variants were more prevalent in single men (16.4%), with more than 12
years of education (14.6%), and who reported not currently smoking
(17.3%).

Regarding sexual behavior, men detected with lineage A variants
reported a higher lifetime number of female sexual partners (mean =
12.9) in comparison to those infected with Non-A lineage variants

(mean = 4.1) (p = 0.031). In contrast, men with a higher lifetime
number of male sexual partners were more commonly detected with
Non-A lineage variants (p = 0.119). Furthermore, although not statis-
tically significant, Non-A lineage variants were more frequent than A
lineage variants among men reporting no steady sexual partner, and
among MSM and MSMW.

When stratified by country of origin, all persistent AC HPV-16 in-
fections in men from the US and Mexico were lineage A variant cases. On
the other hand, 13.7% and 7.0% of persistent infections among men
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Persistence and transience of HPV-16 variant lineages in the anal canal of men participating in the HIM study, by country, ethnicity, age or sexual orientation.

Table 4
Persistent
A B/C D A
(N =103) N=9) N=238) (N =103)
n (%) n (%) n (%) n (%)

Overall 37 (86.1) 4(9.3) 2(4.6) 66 (85.7)
Country
United States 6 (100.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 21 (87.5)
Brazil 23(79.3) 4(13.7) 2(7.0) 32(82.0)
Mexico 8 (100.0) 0 (0.0) 0(0.0) 13 (92.8)
Ethnicity
Hispanic 18 (85.7) 2(9.5) 1(4.8) 25 (89.2)
Non-Hispanic 19 (86.3) 2(9.1) 1 (4.5) 40 (83.4)
Age
< 30 years 24 (92.3) 2(7.7) 0(0.0) 33(82.5)
31-44 years 10 (71.4) 2(14.3) 2(14.3) 23 (88.5)
> 45 years 3(100.0) 0 (0.0) 0(0.0) 10 (90.9)
Sexual orientation
MSW 7 (100.0) 0 (0.0) 0(0.0) 25 (89.3)
MSM 12 (85.8) 1(7.1) 1(7.1) 13 (72.2)
MSMW 17 (81.0) 3(14.3) 14.7) 28 (90.3)
No sex" 1 (100.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

Transient Persistent Transient
B/C D A Non-A A Non-A
(N=9) (N=28) (N =103) (N=17) (N =103) N=17)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
5 (6.5) 6 (7.8) 37 (86.1) 6 (13.9) 66 (85.7) 11 (14.3)
1(4.1) 2(8.4) 6 (100.0) 0 (0.0) 21 (87.5) 3(12.5)
4(10.2) 3(7.8) 23(79.3) 6 (20.7) 32(82.0) 7 (18.0)
0(0.0) 1(7.2) 8 (100.0) 0(0.0) 13 (92.8) 1(7.2)
1(3.6) 2(7.2) 18 (85.7) 3(14.3) 25(89.2) 3(10.8)
4(8.3) 4(8.3) 19 (86.3) 3(13.7) 40 (83.4) 8(16.6)
3(7.5) 4 (10.0) 24 (92.3) 2(7.7) 33(82.5) 7 (17.5)
1(3.8) 2(7.7) 10 (71.4) 4 (28.6) 23 (88.5) 3(11.5)
1(9.1) 0(0.0) 3(100.0) 0(0.0) 10 (90.9) 1(9.1)
0(0.0) 3(10.7) 7 (100.0) 0(0.0) 25 (89.3) 3(10.7)
3(16.7) 2(11.1) 12 (85.8) 2(14.2) 13 (72.2) 5(27.8)
1 (6.5) 13.2) 17 (81.0) 4 (19.0) 28 (90.3) 2(9.7)
1 (100.0) 0(0.0) 1 (100.0) 0(0.0) 0 (0.0) 1 (100.0)

P values using Fisher exact test or Chi-square test were P<0.02 for transient infections with HPV-16 lineages A, B/C and D stratified by sexual orientation; P = 0.03 for
transient infections with HPV-16 lineages A and Non-A stratified by sexual orientation. All others P values > 0.05.

T Men who reported no sexual penetrative intercourse with men and women.

from Brazil were cases of lineages B/C and D variants, respectively
(Table 4). Nevertheless, no significant differences regarding distribution
of the different HPV-16 variants among the 43 and 77 cases of persistent
and transient infections, respectively, were observed when men were
stratified by country, self-reported ethnicity, or age. Concerning sexual
orientation, a significantly higher prevalence of Non-A lineage variants
was observed among MSM with a transient HPV-16 AC infection (p =
0.033).

6. Discussion

This is the first study to prospectively evaluate the association be-
tween HPV-16 variants and viral persistence in male AC. Only eight
prior studies analyzed the prevalence of HPV-16 variants in the AC of
men, six of which examined non-tumoral samples mostly from HIV+
MSM/MSMW, two analyzed samples from HIV- men with AC lesions,
and five were conducted in the US [17-20, 21, 22-24]. Consistent with
these studies, we observed that HPV-16 lineage A variants, mostly from
sublineage Al, were the most prevalent, independent of the country.
Still, some differences among studies were observed. Whereas among
men from Mexico, we exclusively detected the Al sublineage variants,
and in previous study, lineages B and D accounted for 2.5% and 22.5% of
AC HPV-16 samples from this country, respectively [19]. This difference
may be attributed to differences in the population analyzed; whereas the
former study was restricted to HIV+ MSM, all men included here
self-reported as HIV-. Among US men, similar prevalence of B/C and D
lineages were observed by us and in two other studies that included
normal or AC lesion specimens [17, 18]. Unfortunately, we are unable to
compare our data with three other studies in the US; in one study
HPV-16 variants were categorized as prototype or non-prototype-like
based on single strand conformational polymorphism patterns, and in
two other studies discriminating between data from women and men
was not possible [21, 23, 24]. Finally, although not statistically signif-
icant, in comparison with the US (10.0%) and Mexico (4.5%), Non-A
lineage variants were more prevalent in Brazil (19.2%) where we
observed the highest diversity of HPV-16 variants. While similar

patterns of HPV-16 variants were reported by us at the cervix of women
from Sao Paulo [8], this is the first study to report HPV-16 variants in the
AC of men in Brazil.

Though not statistically significant, HPV-16 Non-A variants were
more commonly detected among MSM (21.9%) compared to MSW
(8.6%) or MSMW (11.8%). This may be related to the fact that compared
to the US (8.8%) and Mexico (16.0%) most MSM included were from
Brazil (33.8%) (p < 0.001) where Non-A lineage variants were more
prevalent. Interestingly, higher number of female sexual partners was
reported by men detected with lineage A variants.

In the US, higher proportion of HPV-16 lineage B variants was
observed among women of African ancestry [25]. Further, among
women and men from the US, an increased risk of cervical lesion pro-
gression and AC cancer was observed when an individual’s race/-
ethnicity matched that of the HPV-16 infecting variant [17, 25].
However, in women of admixture ethnicity populations including Brazil
and Costa Rica, these associations were not observed [26, 27, 28]. Here,
while higher prevalence of lineages B/C was also observed in the AC of
men self-declared as black (16.6%) compared to white men (8.9%), this
difference did not reach statistical significance, corroborating studies in
which no ethnic relatedness was observed with the infecting AC HPV-16
variant [18, 24].

Within the HIM Study, transient and persistent AC HPV-16 infections
were more common among MSW and MSM/MSMW, respectively [12]. It
was suggested that HPV-16 variation analysis is necessary to discrimi-
nate persistent infections from consecutive transient infections by
different variants [29]. In five men from Brazil, we detected different
HPV-16 sublineages during follow-up. A change in the HPV-16 variant
over time was also previously reported in the AC of HIV+ US men [21].
Nevertheless, it is important to highlight that detection of the same
variant does not unequivocally designate persistence, as reacquisition of
the same variant during a new exposure event may occur.

In our study, all persistent AC infections in men from the US and
Mexico were of lineage A, while 25.2% of persistent infections in Brazil
were Non-A lineages. However, as this difference was not statistically
significant, we hypothesize this may reflect that Non-A lineages were
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also more common among men from Brazil. When stratified by sexual
orientation, we observed a significantly higher prevalence of Non-A
lineage variants among MSM with a transient HPV-16 AC infection.
Future studies are warranted to better understand this finding. Never-
theless, no other significant difference in variant distribution, persis-
tence and transience of infections were observed when men were
stratified by country, ethnicity, or age corroborating the findings of Xi
and col [25]. who also reported no differences in variant persistence in
men AC samples from the US.

Despite the multi-country and prospective approaches, our study
bears limitations. Most importantly, the small sample number could
constitute a limitation in the ability of detecting significant associations
between HPV variants and sociodemographic factors or infection status.
Furthermore, due to the HIM study’s nature that excluded men with
history of anogenital lesions, anogenital warts were diagnosed only in
6.3% and 4.0% of MSW and MSM, respectively [15]. Among these, anal
warts were identified in less than 1% of both MSW and MSM; a sample
size too small to determine whether HPV-16 variant prevalences differed
in lesions.

To date, three studies in the US reported the association of HPV-16
variants and AC neoplasias, however with inconsistent results. Briefly,
Xi and col [24]. showed that non-prototype variants (mainly Non-A1-3
sublineages) were associated with anal carcinoma development among
HIV+ MSM, whereas Da Costa and col [18]. reported higher risk of
high-grade AC neoplasia among HIV+/HPV+ men and women
harboring variants including the A131G variation (detected in some A
and B lineage variants). More recently, Brim and col [17]. described the
association of lineage B HPV-16 and increased AC cancer risk among
African-American individuals. These conflicting findings may result
from confounding factors, some which are difficult to measure.

In conclusion, our data considerably extend reports that indicate that
globally HPV-16 variants are unevenly distributed. Although we hy-
pothesize that similar to findings from studies of the cervix, specific
variants may also be associated with increased AC neoplasia risk in men;
in the population studied here we found no significant association be-
tween AC HPV-16 variants and persistence. Larger studies are necessary
to better understand the impact of HPV-16 variability upon AC neoplasia
development in men.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: The prevalence of Human Papillomavirus type 16 (HPV-16) variants in men and the association with
HPV-16 tumor development has not been fully investigated. We estimated the prevalence of genital, anal, and oral HPV-
Prevalence 16 infections in men through a systematic review and meta-analysis.

xﬁ:age Methods: Seven databases were searched and included studies that identified HPV-16 positive males, HPV-16

variants (lineages/sublineages), and indicated the sample’s anatomical origin. This protocol is registered in
PROSPERO (CRD42020178013).

Results: The database searches yielded 14 studies including 445 HPV-16 positive samples classified as lineage A
(n = 390), lineage D (n = 43), lineage B (n = 10), and lineage C (n = 2) variants. Lineage A variants pre-
dominated among the anatomical sites and the diverse geographical regions.

Conclusions: HPV-16 lineages vary according to anatomical and geographical region. According to this pre-
liminary evaluation of the current literature, we hypothesize that, similar to women, specific HPV-16 variants
may also be associated to increased cancer risk in men.

Genetic variations
Meta-analysis

1. Introduction

Cancer-associated human papillomavirus (HPV) infections have
been studied for nearly 40 years (Durst et al., 1983). Mucosal HPVs
infect the epithelial cells of the genital mucosa, potentially leading to
carcinogenesis. Through epidemiological, molecular, and genetic ana-
lyses, mucosal HPV types within the alpha genus are divided into low
risk and high risk of cervical cancer. One of the 13 high-risk types is
HPV-16 (Doorbar et al., 2015). Although most HPV infections do not
persist and do not result in cancer, high risk HPVs are more prone to
persist and thus significantly increase the chance of cervical cancer
development (Bouvard et al., 2009).

Initially, studies regarding the natural history of HPV infections and
associated neoplasia mainly focused on women. Because HPV is mostly
transmitted during sexual contact, over the past 15 years an increasing
interest in further understanding the relationship between HPV and
disease in men has emerged. It is noteworthy that HPV-16 DNA is
detected in about 60.3% of cervical tumors and the majority of HPV-
driven tumors at other anatomical regions is also attributed to HPV-16

(de Sanjosé et al., 2018).

Based on the nucleotide sequence of a fragment of the LCR (long
control region), HPV-16 genetic variants were initially classified into
five branches of geographical and phylogenetic relatedness: European
(E), Asian-American (AA), Asian (As), African-1 (Af-1) and African 2 (Af-
2) (Ho et al., 1993). More recently, the nomenclature of HPV-16 variants
was revised, and these are now categorized into variant lineages (1-2%
sequence difference) and sub-lineages (0.5-1% sequence difference)
based on whole genome sequencing (Smith et al., 2011). Variant line-
ages are designated by letters (A, B, C, D) meanwhile sub-lineages are
designated as numbers 1, 2, 3, 4 (ex. Al). Supplementary Table 1 par-
allels the current nomenclature with the former nomenclature found in
the literature to provide clarity.

Several studies have shown that HPV-16 lineage D variants are
associated with a higher risk of infection persistence and cervical cancer
development (Sichero et al., 2007; Xi et al., 2007; Mirabello et al., 2016)
mostly within populations with a multiethnic composition. In addition,
higher rates of integration are observed for lineage D variants compared
to other HPV-16 variants (Lou et al., 2020). However, this relationship
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in male-associated anogenital cancers is, by far, less reported. Consid-
ering the wide distribution and prevalence of HPV-16 infections in
different anatomical regions of men, the aim of this systematic review
was to identify the studies that have specifically examined HPV-16 lin-
eages and sub-lineages in male populations and, through meta-analysis,
attempt to determine the prevalence of these variants in different
anatomical sites and geographical regions.

2. Methodology

To identify the overall prevalence of HPV-16 lineages and sub-
lineages (referred to as “variants” in this paper) in the different
anatomical regions in men, this systematic review with meta-analysis
followed the protocol proposed and registered in the PROSPERO Inter-
national Prospective Register of systematic reviews (http://www.crd.
york.ac.uk/PROSPERO, registration number CRD42020178013), and
was guided by the PRISMA checklist for systematic reviews (Supple-
mentary Figure 1).

2.1. Search strategy

The seven databases searched on April 9, 2020 and again on August
31, 2020 were PUBMED, PUBMED Central, Virtual Health Library
(VHL/BVS/BIREME), SCOPUS, EMBASE, Web of Science and Cochrane
Library. A combination of the following MeSH terms, in the title or
abstract or keywords, without restriction on the language of the articles
were used: (“men” or “males”) and (“Human papillomavirus 16" or
“HPV-16" or “HPV 16") and (“prevalence” or “prevalences” or “genetic
variation™). The exact search strategy is presented in Supplementary
Table 2. Duplicate articles were removed.

2.2. Study selection

Using the Rayyan QCRI Programs (Ouzzani et al., 2016), MTF and
MGG independently screened the titles, abstracts, and keywords of the
articles for eligible studies based upon the inclusion and exclusion
criteria. Inclusion criteria were studies that identified HPV-16 positive
male subjects, HPV-16 variants (lineages), and must have indicated the
anatomical region of sample collection. Exclusion criteria were case
reports, conference proceedings, other reviews/meta-analyses, ani-
mal/in vitro studies, duplicate literature, and duplicate data (when
multiple reports describing the same population were published, only
the most recent or complete report were included). Also, samples that
did not distinguish between male and female samples, or between two
lineages were not included. Any conflicts were resolved with the
participation of a third reviewer (LS). Once the articles were selected,
these were read in their entirety by MTF and MGG and were further
selected according to the inclusion and exclusion criteria. Any conflicts
were resolved by a third reviewer (LS).

2.3. Data extraction/assessment of risk of bias

Relevant data concerning included studies’ populations, methodol-
ogies and findings were extracted. Study prevalence was pooled using a
random-effects meta-analysis. The following data were extracted:
author name, year of publication, study population, specimen collection
method, anatomic region from which samples were obtained, HPV
variant characterization methodology, genomic region used for variant
assessment, number of specimens for which HPV-16 variant data was
available, and HPV-16 variant lineages/sublineages detected. The
methodological quality of the studies included was measured using an
adapted version of the NIH ‘Quality Assessment Tool for Observational
Cohort and Cross-Sectional Studies’ (Healthof. Quality Ass, 2014) and
the Risk of Bias in Systematic Reviews (ROBIS) program (Whiting et al.,
2016).

We found some variation in the nomenclature used for HPV-16
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variant attribution across selected manuscripts, including genome re-
gion used for variant assignment. We manually standardize the
nomenclature of the variants based on the complete genome sequences
of the variants available in the Papillomavirus Episteme database
(https://pave.niaid.nih.gov/). This was possible because HPV-16 vari-
ants display evolutionarily stable and conserved lineages, and lineage/
sublineage-specific single nucleotide polymorphisms (SNPs) can be
imputed with a high degree of accuracy from limited viral polymorphic
positions (Smith et al., 2011).

2.4. Statistical analysis

Prevalence values and confidence intervals were calculated using the
Wilson method for small samples. In the meta-analysis, the heteroge-
neity of the studies was assessed by the Cochran’s Q test under the null
hypothesis that there is no heterogeneity within the studies. The I-square
value (1) was also calculated, which describes the percentage of vari-
ation between studies due to heterogeneity. Statistical analyses were
performed using the statistical software Stata/MP 14.0 for Windows.

3. Results

The process of the systematic review of articles concerning the
identification and prevalence of HPV-16 lineages and sublineages in
different anatomical region in men is summarized in Fig. 1. The initial
search strategy produced 2138 articles after duplicates were removed.
Next, 2096 articles were screened by reviewing their titles, abstracts
and/or keywords. The remaining 42 articles were then read in their
entirety, resulting in 14 eligible articles composed of 13 cross-sectional
studies and one prospective study, of which variants at the baseline visit
were used for our analyses. There was an overall low risk of bias among
the studies.

Table 1 describes the data extracted from each study selected. Five
studies included material from patient biopsies (confirmed or suspected
of cancer), one study examined a population of husbands whose wives
had abnormal Pap smears, two studies exclusively examined men who
have sex with men (MSM), one study examined HIV + men, one study
examined HIV + MSM/MSMW (men who have sex with men and
women), and one was restricted to kidney transplant recipients. Con-
cerning the sample types among the included articles, 6 studies used
formalin fixed paraffin embedded (FFPE) tumor samples, 3 used frozen
samples, 4 used swabs, and 1 used urine. All studies reported using
polymerase chain reactions (PCR) followed by DNA sequencing using
the Sanger method, with the exception of one study that employed a
pyrosequencing method. In four studies, authors reported amplifying
the LCR region exclusively (21.5%) and five studies amplified the E6 or
E6/E7 region exclusively (35.7%) for determining the variants. Mean-
while only one study used the L1 region alone (7.1%) and five studies
used some combination of these regions to determine the variants
(35.7%). Finally, a total of 445 HPV-16 positive samples had been
sequenced considering all the studies.

3.1. Overall prevalence

The overall prevalence of HPV-16 variants was determined inde-
pendent of anatomical/geographical locations. Table 2 highlights the
anatomical sites and their respective lineages/sub-lineages from the
different studies. Lineage A variants were found in 390 samples from 13
studies. The overall prevalence of lineage A variants was 88.32% (95%
CI = 82.51-94.12%; I = 67.6%; p < 0.0001; Fig. 2), although high
heterogeneity was observed across studies. The lineage B variants was
identified in 10 samples from five studies with a homogenous distribu-
tion among the studies T = 94.8%; p < 0.0001) and a prevalence of
30.84% (95%CI = 4.89-56.79%; Fig. 3). Since the lineage C variant was
distinctly identified in only 2 samples from one study (Tanzi et al.,
2009), an analysis could not be performed. Lineage D variants were


http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO
http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO
https://pave.niaid.nih.gov/

M.T. Ferreira et al.

PRISMA 2009 Flow Diagram

Virology 558 (2021) 134-144

PUDMED = 842
PUBMED CENTRAL =171
VIRTUAL HEALTH LIBRARY (BVS) =25
SCOPUS = 1138
5 WEB OF SCIENCE = 381
'ig EMBASE = 1395
Q COCHRANE LIBRARY = 14
b= TOTAL = 3966
g
=
[
— Records removed due to Duplicity
—» | TOTAL =1828
2
= : Records excluded (Title/ Abstract)
§ Records Screened I}‘EIPV-I 6 ;/arilant\?vnot CXBII;I;]gd =1363
[>) = xamined onty omen =
@ (n =2138) | Review Article = 300
Case Report/Conference Proceedings/Animal
study =36
— v TOTAL = 2096
Full-text articles
for .
af_s es;?‘i - Full-text articles excluded:
z cligibrity Did Not Distinguish Male Population = 15
= (n=42) HPV-16 Variants Not Classified/Interpretable= 9
.:3” Case Report/Conference Proceedings =2
= l Repeated Study Population =2
= TOTAL =28
Studies included
in qualitative
N4 s
synthesis
— (n=14)
51 Y
t . . .
% Studies included in
= quantitative synthesis (meta-
analysis)
(n=14)

L J

Fig. 1. PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) flow diagram of the literature search concerning the prevalence of HPV-16

variant lineages and sublineages in different anatomical region of men.

identified in 43 samples across 7 studies with a homogeneous distribu-
tion (I = 67.4%; p = 0.005) and a mean prevalence of 14.56% (95%CI
=7.51-21.60%; Fig. 4). In one study, reported sequence data precluded
the distinction between lineages C or D variants among 9 samples, which
we subsequently excluded (Kalantari et al., 2008).

3.2. Anatomical prevalence — lineage A

Lineage A variants were the most prevalent across all anatomical
regions evaluated (Fig. 5A). Concerning all samples from the genital
region (n = 276), data from 7 studies demonstrated a heterogeneous
distribution of lineage A variants (n = 230) with an average prevalence
of 81.83% (95%CI = 71.87-91.79%; I = 82.8%; p < 0.0001). Only the
articles by Kalantari et al. (Kalantari et al., 2008) (n = 8) and Tornesello
etal. (Tornesello et al., 2008) (n = 17) showed a prevalence of lineage A
variants below 50%, which were 47.06% (95%CI = 26.17-69.04%) and
44.44% (95%CI = 24.56-66.28%), respectively. The prevalence of
lineage A variants in the anal canal (n = 118/131) demonstrated a
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heterogeneous distribution with a prevalence of 90.65% (95%CI =
80.33-100.97%j; = 77.7%; p = 0.001) between 5 studies. Only the
study by Xi et al. (Xi et al., 1993) showed a prevalence of 50% (95%CI =
9.45-90.55%) of lineage A variants in the anal canal of men. Concerning
the head and neck (H&N) region, 3 studies were analyzed (n = 46
samples), which showed an average heterogeneous distribution of the
lineage A variants (n = 42) at 84.87% (95%CI = 59.46-110.27%; =
67.9%; p = 0.044). Of these H&N samples, only the study by Joseph
etal. (Joseph et al., 2013) found a 50% prevalence of this lineage among
their population studied (95%CI = 15-85%).

3.3. Anatomical prevalence — lineage D

Lineage D variants were the second most prevalent HPV-16 lineage
(Fig. 5B). In genital samples (n = 276), data analysis of 5 studies
demonstrated a heterogenous prevalence of lineage D variants (n = 30)
at 13.29% (95%CI = 5.56-21.01%; I = 63.3%; p = 0.028). Anal canal
samples positive for lineage D variants (n = 9) were obtained from only
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Table 1
Characteristics of 14 studies selected according to the search criteria.
Author and Year City Country Population Anatomical Collection Sample Methodology Genomic N= Lineages Sublineage
Region Method Type Used Region HPV16+ Detected Detected
seq’d

Buonaguro FM. Kanpala, Penile Penis Biopsy Frozen PCR/Sanger E6/E7/ 5 B=5 Bl=5
et al. (2000) ( Uganda Cancer L1/LCR
Buonaguro et al.,

2000)

Ho L. etal. (1993) (  Singapore, MSW Penis Smear/ Frozen PCR/Sanger LCR 13 A=12;D Al =11;A4=

Ho et al., 1993) Singapore Punch = 1;D3=1
Biopsy

Joseph AW. et al. Baltimore, HNC H&N Ressection FFPE PCR E6 4 A=2D= Al=1;A2=
(2013) (Joseph USA 2 1;D=N/R
et al., 2013)

Kalantari M. et al. Sao Paulo, Penile Penis Ressection FFPE PCR/Sanger LCR 8 A=8 N/R
(2008) (Kalantari Brazil Cancer
et al., 2008)

Lopez-Romero R. Mexico City, Penile Penis Ressection FFPE PCR/Sanger E6 57 A =52;D N/R
et al. (2013) ( MX Cancer =
Lopez-Romero
et al., 2013)

Mendez-Martinez Mexico City, HIV + MSM  Anal Canal Swab Swab PCR/Sanger E6/LCR Anal Anal Anal Canal:

R. et al. (2020) ( MX and H&N Canal: 40 Canal: A = Al =25;A2 =

Méndez-Martinez H&N: 40 30; B=1; 2; A4 = 3; Bl

et al., 2020) D= =1;D2=3;
9H&N: A D3 = 6H&N:
=38;,D= Al = 36; A4 =
2 2; D =N/R

Nicolas-Parraga S. 16 different Penile and Penis and Ressection FFPE PCR/Sanger E6/L2/ Penis: Penis: A = Penis: A1-3 =
et al. (2016) ( countries in Anal Canal Anal Canal LCR 115 Anal 103; D = 103; D = N/R
Nicolas-Parraga Asia, Central Cancer Canal: 38 12 Anal Anal Canal:
et al., 2016) and South Canal: A= Al-3=38

America OR 38
Europe

Pham TTT. et al. Hanoi, Penile Penis Ressection Frozen PCR/Sanger E6/E7 29 A =25;D Al1-3=12; A4
(2018) (Pham Vietnam Cancer =4 =13; D=N/R
et al., 2018)

Steinau M. et al. (Multiple HIV + Men Anal Canal Swab Swab PCR/ E6/E7 5 A=5 Al1=3;A2=2
(2010) (Steinau cities), USA Pyrosequencing/
et al., 2010) Sanger

Tanzi E. et al. Milan, Italy HIV + Anal Canal Swab Swab PCR/Sanger LCR 46 A=44;C Al =44;Cl =
(2009) (Tanzi MSM/ =2 2
et al., 2009) MSMW

Tornesello ML. Milan/ Penile Penis Biopsy FFPE PCR/Sanger E6/E7/ 18 A=8B= Al=8;Bl=
et al. (2008) ( Naples, Italy Cancer LCR 2;,D=38 2;D3=8
Tornesello et al.,

2008)

Tornesello ML. Naples, Italy Renal Penis/ Urine Urine PCR/Sanger L1 23 A=22;B Al = 22; B=
et al. (2010) ( Transplant Bladder = N/R
Tornesello et al., Patients
2010)

WuE. etal. (2020) ( Tong-Liao, HNC H&N Biopsy FFPE Nested PCR/ E6 2 A=2 A4 =2
Wu et al., 2020) Mongolia Sanger

XiLF. et al. (1993) ( Seattle, USA HIV + MSM Anal Canal Swab and Swab PCR/Sanger LCR 2 A=1;B= Al =1;B=N/
Xi et al., 1993) Biopsy 1 R

MSM = Men who have sex with Men; MSW = Men who have sex with Women; MSWM = Men who have sex with Men and Women; H&N= Head and Neck; HNC= Head
and Neck Cancer; HIV+= Positive for Human Immunodeficiency Virus; FFPE= Formalin-Fixed Paraffin-Embedded; LCR = Long Control Region; HPV16+ seq’d = HPV-

16 Positive samples that were sequenced; N/R = Not reported.

one study (Mendez-Martinez et al. (Méndez-Martinez et al., 2020)),
where the prevalence was 22.50% (95%CI = 9.91-35.09%). Finally,
H&N samples (n = 46) with lineage D variants (n = 4) had a hetero-
geneous prevalence at 24.12% (95%CI = —19.48-67.72%; 2= 83.5%;
p = 0.014). The analysis included 2 articles, and the study by Joseph
et al. (Joseph et al., 2013) demonstrated a 50% (95%CI = 15-85%)
prevalence, while the study by Mendez-Martinez et al.
(Méndez-Martinez et al., 2020) was 5% (95%CI = 1.38-16.5%), yet the
latter carried more weight in the analysis since the number of samples
evaluated was much higher.

3.4. Variant analysis by geographical region

Another segment of the analyses was the relationship between the
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HPV-16 lineages and their distribution in different geographic regions
independent of the anatomical site examined (Fig. 6). Among the 14
included studies displayed in Table 1, Africa (Buonaguro et al., 2000),
Asia (Ho et al., 1993; Pham et al., 2018; Wu et al., 2020), North America
(Joseph et al., 2013; Lopez-Romero et al., 2013; Méndez-Martinez et al.,
2020; Steinau et al., 2010; Xi et al., 1993), Central/South America
(Kalantari et al., 2008), and Europe (Tanzi et al., 2009; Tornesello et al.,
2008, 2010) were represented. One study, by Nicolds-Parraga et al.
(Nicolas-Parraga et al., 2016), was a multinational study that included
samples from 16 countries in Asia, Central/South America, and Europe.

A distribution pattern was observed in 4 geographical regions: Asia,
North America, South and Central America, and Europe for lineages A
and D. The overall prevalence of lineage A variants (Fig. 6A) was het-
erogeneously distributed at 84.78% (95%CI = 78.23-91.34%; 1> =



M.T. Ferreira et al.

Table 2
Characteristics of 14 studies selected according to the search criteria.

Virology 558 (2021) 134-144

Author and Year Anatomical Neoplasm  N= HPV16+ Lineages Detected Sublineage Detected
Region seq’d
Buonaguro FM. et al. (2000) ( Penis Yes 5 B=5 Bl1=5
Buonaguro et al., 2000)
Ho L. et al. (1993) (Ho et al., 1993) Penis No 13 A=12;D=1 Al =11;A4=1;D3=1
Joseph AW. et al. (2013) (Joseph et al., H&N Yes 4 A=2;D=2 Al =1;A2=1;D=N/R
2013)
Kalantari M. et al. (2008) (Kalantari Penis No 8 A=8 N/R
et al., 2008)
Lopez-Romero R. et al. (2013) ( Penis No 57 A=52;D=5 N/R
Lopez-Romero et al., 2013)
Mendez-Martinez R. et al. (2020) ( Anal Canal and Yes Anal Canal: Anal Canal: A=30;B=1;D Anal Canal: A1 = 25; A2 = 2; A4 =3;B1 = 1; D2
Méndez-Martinez et al., 2020) H&N 40H&N: 40 =9H&N: A=38;D =2 = 3; D3 = 6H&N: Al = 36; A4 =2; D = N/R
Nicolas-Parraga S. et al. (2016) ( Penis and Anal Yes Penis: 115 Anal Penis: A = 103; D = 12 Anal Penis: A1-3 = 103; D = N/R Anal Canal: A1-3 =
Nicolds-Parraga et al., 2016) Canal Canal: 38 Canal: A = 38 38
Pham TTT. et al. (2018) (Pham et al., Penis Yes 29 A=25D=4 Al1-3=12; A4 =13; D=N/R
2018)
Steinau M. et al. (2010) (Steinau et al., Anal Canal No 5 A=5 Al =3;A2=2
2010)
Tanzi E. et al. (2009) (Tanzi et al., Anal Canal No 46 A=44,C=2 Al =44;Cl1 =2
2009)
Tornesello ML. et al. (2008) ( Penis Yes 18 A=8B=2;D=8 Al =8;B1 =2;D3=8
Tornesello et al., 2008)
Tornesello ML. et al. (2010) ( Penis/Bladder No 23 A=22;B=1 Al = 22; B= N/R
Tornesello et al., 2010)
Wu E. et al. (2020) (Wu et al., 2020) H&N Yes 2 A=2 A4 =2
Xi LF. et al. (1993) (Xi et al., 1993) Anal Canal No 2 A=1;B=1 Al =1; B=N/R
HPV16+ seq’d = HPV-16 Positive samples that were sequenced; N/R = Not reported.
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73.4%; p < 0.0001) among 13 studies from these four different
geographic regions. Meanwhile, the overall prevalence of lineage D
variants (Fig. 6B) found in 7 studies was homogenously distributed at
14.62% (95%CI = 8.15-21.09%; 12 = 62.6%; p = 0.009).

The prevalence of lineage A variants (Fig. 6A) in Asia (n = 39) was
homogeneously distributed at 90.28% (95%CI = 81.20-99.36%; 12 =
0.0%; p = 0.768). The Nicolas-Parraga et al. (Nicolas-Parraga et al.,
2016) study did not distinguish the 38 male anal canal samples in their
study according to geographical region. Regarding the 39 samples from
the other three articles, 23 (58.97%) were sublineages Al-3, and 16
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samples (41.02%) were identified as A4. Furthermore, lineage D vari-
ants (Fig. 6B) in Asia (n = 5) had a homogeneous distribution and
prevalence of 11.47% (95%CI = 1.16-21.32%j; 2= 0.0%; p = 0.556);
unfortunately, the sublineages of the D variants detected were only
available from the Ho et al. (Ho et al., 1993) study (1 sample of sub-
lineage D3) and the other studies did not examine sublineages of D
variants.

Concerning North America, five studies possessed a heterogeneous
distribution (I? = 61.1%; p = 0.036) of lineage A variants (Fig. 6A) with
a prevalence of 84.59% (95%CI = 73.59-95.58%). Only Xi et al.‘s (Xi
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Fig. 3. Forest Plot of the overall prevalence of HPV-16 Lineage B variants. The horizontal axis represents the CI of risk difference. The points represent the risk
difference in each study. The dots located to the right of the median line indicate higher prevalence of lineage B variants in the studied population; the size of the dots
represents the relative weight of each study in the final outcome. The diamond indicates the final outcome of the meta-analysis with random effects. ES = Effect Size;

CI, confidence interval (95%).
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et al.,, 1993) and Joseph et al.’s (Joseph et al., 2013) studies had a
lineage A prevalences of 50% (95%CI = 9.45-90.55%; 95%CI
15-85%, respectively). Data available from both Lopez-Romero et al.
(Lopez-Romero et al., 2013) and Nicolas-Parraga et al. (Nicolas-Parraga
et al., 2016) did not allow for sublineage classification. The sublineages
detected in the remaining studies were Al (n = 66, 86.84%), A2 (n =5,
6.58%), and A4 (n = 5, 6.58%). The prevalence of lineage D variants
(Fig. 6B) were also heterogeneously distributed at 14.31% (95%CI =
3.78-24.84%j; 2 63.2%; p 0.066). Only samples from
Mendez-Martinez et al. (Méndez-Martinez et al., 2020) described line-
age D variants at the sublineage levels: 3 and 6 anal canal samples were
D2 and D3 sublineages, respectively. Only two samples were identified
as sublineage B1: one from Xi et al. (Xi et al., 1993) and one from
Mendez-Martinez et al. (Méndez-Martinez et al., 2020).

80
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Examining South and Central American samples, two studies had a
prevalence with a heterogenous distribution of lineage A variants at
65.97% (95%CI = 31.32-100.62%; 2= 87.7%; p = 0.004) (Fig. 6A).
The prevalence of lineage D variants (Fig. 6B) was 17.50% (95%CI =
5.90-29.10%) obtained from one article (Nicolas-Parraga et al., 2016).
The sublineages were not examined from the sample pools of these two
studies. Moreover, the Kalantari et al. (Kalantari et al., 2008) study
possessed 9 samples of lineages C/D variants that could not be distin-
guished from one another.

Concerning European samples, lineage A variants (Fig. 6A) demon-
strated a heterogeneous distribution from four studies at a prevalence of
86.59% (95%CI = 74.48-98.70%; 12 = 86.2%; p < 0.0001). Only the
study by Tornesello et al. (Tornesello et al., 2008) showed a prevalence
of 44.44% (95%CI = 24.56-66.28%). Concerning lineage D variants
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Fig. 5. Forest Plot of the overall prevalence of HPV-16 variants from different anatomical sites. The horizontal axis represents the CI of risk difference. The
points represent the risk difference in each study. The dots located to the right of the median line indicate higher prevalence of lineage A variants (A) and lineage D
variants (B) in the studied population; the size of the dots represents the relative weight of each study in the final outcome. The diamond indicates the final outcome
of the meta-analysis with random effects. ES = Effect Size; CI, confidence interval (95%).
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Fig. 6. Forest Plot of the overall prevalence of HPV-16 variants from different geographical locations. The horizontal axis represents the CI of risk difference.
The points represent the risk difference in each study. The dots located to the right of the median line indicate higher prevalence of lineage A variants (A) and lineage
D variants (B) in the studied population; the size of the dots represents the relative weight of each study in the final outcome. The diamond indicates the final
outcome of the meta-analysis with random effects. ES = Effect Size; CI, confidence interval (95%).
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(Fig. 6B) there was heterogenous distribution and prevalence of 24.29%
(95%CI = —12.47-61.00%; = 91.3%; p = 0.001) among European
samples. The sublineages identified were A1-3 (n = 74), B1 (n = 2), C1
(n = 2), and D3 (n = 8).

Finally, the article by Buonaguro et al. (Buonaguro et al., 2000) was
the only study with data from Africa that could be properly interpreted
and included in this review. However, being the only study at the time of
the search and including only 5 samples (all sublineage B1 variants),
meta-analyses could not be performed concerning prevalence and dis-
tribution as pertains to geography.

4. Discussion

Based upon nucleotide sequence analysis of the viral genome frag-
ments, several studies have depicted the prevalence of the different
HPV-16 variants within different populations, revealing the uneven
distribution patterns of these isolates globally (Cornet et al., 2012; Ho
et al., 1993; Yamada et al., 1997). Nevertheless, the majority of studies
conducted have relied on cervical samples, whereas to date the preva-
lence of HPV-16 variants in other HPV-related neoplasms such as penile,
anal, and oropharyngeal cancers in men is far less reported.

Similar to the cervix, data summarized in this metanalysis revealed
that at the male genitals, lineage A variants were the most commonly
detected followed by lineage D variants. Moreover, lineage A variants
where the most prevalent independent of the anatomical site assessed
and were detected among 81.83%, 90.65%, and 84.87% of penile, anal
canal and H&N samples, respectively. Although HPV-16 lineage D var-
iants were detected in approximately 14% of penile and H&N samples,
the prevalence of these variants in anal canal samples was 22.5% from
one study (Méndez-Martinez et al., 2020). Overall, HPV-16 lineage B
variants were detected only in 10 samples (8 penile, 2 anal canal) from 5
studies (Buonaguro et al., 2000; Méndez-Martinez et al., 2020; Torne-
sello et al., 2008, 2010; Xi et al., 1993), and lineage C variants in only 2
anal canal samples from one study (Tanzi et al., 2009).

Among HIV + women a high diversity of HPV-16 variants are
detected in anal canal samples (Volpini et al., 2017), as well as in the
cervix in comparison to HIV- women (Mayrand et al., 2000). It is now
clear that those who are HIV + MSM are the highest at-risk group for
both anal cancer (Clifford et al., 2021) and HPV-16 infection at this
anatomical region when compared to HIV- men (Machalek et al., 2012).
In the present meta-analysis, four studies sequenced non-tumoral anal
canal samples of HIV + MSM populations in the USA, Italy, and Mexico
(Méndez-Martinez et al., 2020; Steinau et al., 2010; Tanzi et al., 2009; Xi
et al., 1993) and only one study (Nicolas-Parraga et al., 2016) examined
confirmed anal cancer samples from HIV- men. Although extensive
considerations are hindered by the small number of studies, a higher
variability of HPV-16 lineage variants were detected among HIV -+ MSM
(lineages A, B, C, and D) compared to those identified among HIV- MSM
(lineages A and D) (Table 1). Interestingly, the analysis of HPV-16
variants in 40 paired anal canal and oral samples obtained from HIV
+ MSM revealed matching variants in only 8 (20%) individuals
(Méndez-Martinez et al., 2020).

We, and others, have previously demonstrated that, among multi-
ethnic populations, HPV-16 infections with lineage D and sublineage A4

Table 3
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variants confer increased risk for cervical infection persistence and
lesion development (Berumen et al., 2001; Hildesheim et al., 2001;
Mirabello et al., 2016; Sichero et al., 2007). Specific HPV-16 variants
seem also to be associated with histopathological features of cervical
tumors, where variants of sublineages A1-A3 are associated only to
squamous cell carcinomas (SCC), and those of lineage D are associated
with both SCC and adenocarcinomas (ADC), which are often more
aggressive than SCC (Berumen et al., 2001; Lou et al., 2020; Mirabello
etal., 2016). A summary of tumor vs. nontumor samples may be found in
Table 3. Regarding men, nearly all the studies exploring the HPV-16
prevalence at the genitals, involved cancers samples, while only two
studies investigated non-cancerous tissues (Ho et al., 1993; Xi et al.,
1993) (Table 2). Among the 36 normal penile specimens, 34 (94.4%)
harbored lineage A variants, whereas lineage D variants were detected
in a single specimen (2.8%). On the other hand, among the 232 penile
cancer tissue samples, 196 (84.5%) possessed HPV-16 lineage A vari-
ants, and 29 (12.5%) harbored lineage D variants, indicating that
HPV-16 lineage D variants could also confer to men an increased risk for
penile cancer.

Within H&N samples, a higher prevalence of HPV-16 lineage D
variants was also observed among cancer samples (33.3%) in compari-
son with non-tumoral samples. However, only one study included herein
characterized HPV-16 variants among samples obtained from normal
oral mucosa (Méndez-Martinez et al., 2020), precluding any further
considerations (Table 3). Furthermore, because it was not possible to
distinguish between male and female HPV-16 lineage D anal canal
cancer samples analyzed in the study of Nicolas-Parraga, it was not
possible to compare the distribution of HPV-16 variants between normal
and cancer samples in this anatomical region. However, as seen in
Table 3, we were able to make some observations. We observed that
there were more HPV-16+ tumor samples than HPV-16+ non-tumor
samples. Moreover, of the HPV-16+ tumor samples, lineages A and D
appear to be the most prevalent. Looking at just the lineage D positive
samples 31/43 (72%) were tumor samples, while considering lineage A
samples 238/390 (61%) were also tumor samples. The apparently
higher prevalence of lineage D positive tumor samples observed,
prompted our hypothesis that lineage D variants may be more carcino-
genic — as is observed in cervical carcinomas.

Lopez-Romero et al., Kalantari et al., and Tornesello et al. (2008)
provided some insight as to the histopathology of their tumor samples.
However, the other studies only referred to their samples as penile
cancers (Buonaguro et al., Pham et al.) or at most squamous cell carci-
nomas with no specificities of grade or sub-type (Nicolas-Parraga et al.).
Lopez-Romero et al.‘s study described 52 penile SCC, 1 sarcomatoid, 4
condylomatous, 2 papillary, 2 verrucous, 10 carcinomas in situ, and 15
mixed carcinomas. Unfortunately, they did not distinguish these sam-
ples with the sequencing data, therefore, we cannot associate the vari-
ants with the histopathology. As for the histopathological characteristics
of Kalantari et al.‘s samples, they were described in another paper
(Bezerra et al., 2001). Based upon that other paper, the 24 samples likely
used for the article included herein were HPV-16, HPV-18, and
HPV-6/-11 positive samples. For our current review and analysis, the
HPV-16 samples were of interest. Unfortunately, the authors of this
previous paper did not describe the histopathological characteristics of

HPV-16 lineage variants distribution in tumoral and non-tumoral samples of different anatomical regions in men.

Anatomical Distribution of HPV-16 Lineages

Anat. Region (N) Lineage A Lineage B

Lineage C Lineage D

(Total N = 445) Tumor % (N) Non-tumor % (N) Tumor % (N)

Non-tumor % (N)

Tumor % (N) Non-tumor % (N) Tumor % (N) Non-tumor % (N)

Penis (268) 84.5% (196) 94.4% (34) 3% (7) 2.8% (1)
Anal Canal (131) 100% (38) 86% (80) 0% 2.2% (2)
Head & Neck (46) 66.7% (4) 95% (38) 0% (0) 0% (0)

0% 0% 12.5% (29) 2.8% (1)
0% 2.2% (2) 0% 9.7% (9)
0% (0) 0% (0) 33.3% (2) 5% (2)

# The distinction between lineage D variants of male and female anal canal samples could not be interpreted. Anat. = Anatomical; Percentages were calculated based
upon the total number of tumor samples, or the total number of non-tumor samples available for each anatomical region and lineage.
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the HPV-16 positive samples alone, but rather they pooled the
HPV-16/-18/-6/-11 samples as HPV+. On the other hand, Tornesello
et al.‘s (2008) study reported that 17 keratinizing SCC and 1 basaloid
SCC were sequenced. Two keratinizing SCC were lineage B variants,
while 7 keratinizing SCC samples and 1 basaloid SCC sample were
lineage D variants. The remaining 8 samples of keratinizing SCC were
lineage A variants (reported as not prototype). This furthers our hy-
pothesis that lineage D may have a more carcinogenic tendency.
Although SCC types were reported, there were no reports of ADCs.
However, based on these small numbers we cannot extrapolate any
general conclusions, thus, warranting further investigation.

The distribution of HPV-16 variants characterized in cervical sam-
ples in different geographical areas varies significantly and correlates
with the intrinsic admixture level of each population (Cornet et al.,
2012; Ho et al., 1993; Yamada et al., 1997). Sublineages A1-A3 variants
are most frequently detected worldwide, and also respond for almost all
HPV-16 positive cervical samples within Europe (Cornet et al., 2012;
Zehbe et al., 1998). In Africa, lineages B and C variants are the most
prevalent, in Southeast Asia sublineage A4 variants prevail, whereas
lineage D variants are prevalent in the Americas and are the second most
frequently identified variant globally in cervical samples (Cornet et al.,
2012; Yamada et al., 1997). In our analyses considering all the samples
herein, similar patterns of HPV-16 variant distributions associated with
geography were observed among men. Overall, HPV-16 lineage A var-
iants were the most commonly detected independent of the country
where samples were obtained, and the highest prevalences were
observed in Europe (86.59%) and Asia (90.28%) in comparison with
North (84.59%) and Central/South (65.97%) Americas. Furthermore, as
expected, all samples of lineage A variants were of sublineages A1-A3
among samples obtained from European populations, while in Asia
sublineage A4 variants were found in 36% of the samples. It is note-
worthy that sublineage A4 variants were more prevalent among penile
cancer samples (44.8%) (Pham et al., 2018) compared to penile swabs
obtained from healthy men (7.7%) (Ho et al., 1993) in Asia. Although
further studies regarding the distribution of these variants are warranted
among men, in women it has been shown that sublineage A4 variants are
associated with a higher risk of cervical cancer in comparison with
sublineage Al variants infection (Mirabello et al., 2016).

Lineage D variants were identified in samples from every geographic
region, except Africa, and as expected, higher prevalences of these
variants were observed within the Americas. Nevertheless, the raw data
of most studies included did not allow for a distinction between variants
of HPV-16 sublineages D2 and D3.

There were a few limitations in this study that should be addressed.
One of the greatest obstacles in identifying eligible articles was the use
of different systems of nomenclature for variant assignment. Although a
standardized A, B, C, D system was proposed in 2012 (Cornet et al.,
2012), many recent studies continue using geographical nomenclature,
or E6 gene-based nomenclature to classify HPV-16 variants (Boldrini
et al., 2018; de la Garza-Ramos et al., 2020). The problem with these
systems is that, often, not enough SNPs were described that could
distinguish variant lineages, and the samples were excluded from
analysis. In fact, 10 of the 14 studies examined herein were subject to a
detailed manual “translation” of the nomenclature into the current
classification system based upon the raw sequences presented in the
data, supplementary data, and text. We recognize the usefulness of the
former classification systems in certain contexts, but recommend that
future studies concerning HPV-16 variants consider applying the
nomenclature system proposed by Cornet et al. (Cornet et al., 2012).

Another important limitation of this study was the lack of data
coming from the African continent likely influenced the prevalence
values of lineage B and C variants identified. Furthermore, 5 out of the
14 studies included in this review had <5 HPV-16 positive samples.
Finally, our analyses were unable to address, in a detailed way, the
possibility/prevalence of multisite infections or persistence of
infections.
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5. Conclusion

This systematic review with meta-analysis presents a prevalence and
distribution of the lineages and sublineages of HPV-16 variants among
men as currently reported in the literature. Examining 14 articles, which
included 445 samples of clearly defined HPV-16 lineages, derived from
the anogenital region and/or oral cavities of male participants in North
America, Central/South America, Asia, Europe or Africa, our findings
corroborate and extend the broad literature obtained from women
regarding the global distribution and prevalence HPV-16 lineages and
sublineages and further suggest that specific variants may be associated
with increased genital cancer risk among males. Nevertheless, well-
designed, large-scale studies are required to better understand the nat-
ural history of HPV-16 infections in different anatomical sites of men.
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