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RESUMO 
 

 

Condiloma acuminado (CA) ou verrugas genitais são lesões proliferativas 

benignas epidérmicas ou mucosas. O condiloma é causado pela infecção 

pelo papilomavírus humano (HPV), principalmente os tipos de baixo-risco 

6 e 11, mas também pode ocorrer coinfecção com os HPVs de alto-risco. 

As variantes dos HPVs são definidas como sequências virais que 

compartilham identidade na sequência nucleotídica do gene L1 maior que 

98%. Baseado nesse critério, linhagens de variantes de HPV6 e 11 têm 

sido estudadas e ainda há uma tentativa de correlacionar essas variações 

genéticas com os resultados clínicos diferenciais da infecção. Dessa 

forma, o objetivo do estudo foi detectar as variantes e alterações 

nucleotídicas presentes em E6 do HPV dos tipos 6 e 11 presentes em 

amostras de condiloma acuminado, correlacionar a presença de HPV com 

os dados clínico-patológicos das pacientes e determinar as relações 

filogenéticas das variantes encontradas com variantes de outras partes do 

mundo. A região E6 de 32 amostras de condiloma acuminado foi 

sequenciada, sendo dessas 25 positivas para HPV6 e sete para HPV11. 

Entre as amostras HPV6, 12 foram identificadas como a variante HPV6a, 

apresentando a mutação nucleotídica G474A, sendo uma delas também 

apresentando a mutação T369G no genoma. As 13 pacientes restantes 

foram positivas para a variante HPV6vc, não apresentando alterações 

nucleotídicas. Na análise das amostras HPV11, observou-se que todas as 

pacientes mostraram as mutações T137C e C380T. Além disso, uma 

paciente também apresentou a alteração nucleotídica T410C. Nenhuma 

das alterações nucleotídicas encontradas apresentou troca de 

aminoácido. Na análise estatística, foi possível observar uma associação 

significante entre a coinfecção de HPV com HIV e também foi observada 

uma associação significante entre a infecção por HPV11 e o consumo de 

bebida alcoólica. Os demais dados analisados não mostraram associação 



significante. Na análise filogenética foi possível observar o agrupamento 

das amostras de acordo com suas variantes, não mostrando relação com 

a região geográfica as quais foram isoladas. 

 

Palavras-chave: Alteração nucleotídica, HPV6, HPV11, condiloma 

acuminado. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 
 

 

Condyloma acuminatum (CA) or genital warts are benign proliferative 

lesions that can be epidermal or mucous. Condyloma is caused by 

infection with human papillomavirus (HPV), mainly the low-risk types 6 and 

11, but can also occur coinfection with high-risk HPVs. Human 

papillomaviruses have the capacity to infect the skin, oral and genital 

mucosa, and induce benign or malignant proliferative lesions. The variants 

of HPVs are defined as viral sequences that share identity in the 

nucleotide sequence of the L1 gene greater than 98%. Based on this 

criterion, HPV6 and 11 variants lineages have been studied and there is 

still an attempt to correlate these genetic variants with different clinical 

findings of infection. In this way, the aim of this study was to detect 

variants and nucleotide alterations presents in E6 region of HPV types 6 

and 11 detected in condyloma acuminatum samples, to correlate the HPV 

presence with the clinical-pathological data of the patients and to 

determine phylogenetic relations of variants found with variants of others 

places of the world. The E6 region of 32 samples of condyloma were 

sequenced, being 25 positive to HPV6 and seven diagnosed HPV11. 

Twelve samples were identified as the HPV6a variant, and presented the 

mutation G474A, and one of these also showed the mutation T369G. The 

others 13 patients were positive to HPV6vc without nucleotide alterations. 

In the analysis of the seven HPV11 samples, it was observed that all 

patients showed the mutations T137C and C380T. Besides that, one 

patient also present the nucleotide alteration T410C. None of the 

mutations showed amino acid change. In the statistical analysis, it was 

observed a significant association between the HPV and HIV coinfection, 

and it was also found a significant association between HPV11 and 

alcohol consumption. Others data analyzed did not show significant 

association. In the phylogenetic analysis, it was observed that the samples 



were grouped according to variants, showing no relation to the 

geographical region that they were isolated. 

 

Keywords: Nucleotide alteration, HPV6, HPV11, condyloma acuminatum. 
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1. Introdução 

1.1. Condiloma acuminado 

Condiloma acuminado (CA) ou verrugas genitais são lesões 

proliferativas benignas epidérmicas ou mucosas, as quais podem se 

desenvolver em massas anogenitais, sendo, nesses casos, mais difíceis 

de serem tratadas com as terapias comuns (AKHAVIZADEGAN, 2015; 

PETRÁˇ, 2015). As verrugas genitais não são graves como os 

carcinomas, mas podem causar sintomas desagradáveis, como prurido e 

dor. Tais sintomas ocasionam constrangimento considerável e sequelas 

psicossexuais nas pacientes (PETRÁˇ, 2015).  

O condiloma é uma das doenças sexualmente transmissíveis mais 

comuns e é causado pela infecção pelo papilomavírus humano (HPV), 

principalmente os tipos de baixo-risco 6 e 11, mas também pode ocorrer 

coinfecção com os HPVs de alto-risco, como o 16 e o 18 (GARLAND et 

al., 2009; LÉONARD et al., 2014; SUZUKI et al., 2016). As lesões 

relacionadas aos tipos 6 e 11 do HPV tem menor risco de transformação 

maligna, enquanto as infecções pelos tipos 16 e 18 apresentam maior 

chance de desenvolver câncer anal ou cervical (HEMPER et al., 2016).  

Embora os dois principais tipos de HPV associados às verrugas 

genitais sejam de baixo risco e, por isso, não estão relacionados ao 

câncer, a infecção por tipos de alto risco em mulheres com histórico de 

condiloma aumenta o risco das mesmas desenvolverem neoplasia 

intraepitelial cervical e câncer (KJÆR et al., 2007). O câncer cervical está 

entre os tipos mais comuns que afetam as mulheres do mundo todo. 

Estima-se que ocorram 528.000 novos casos por ano, sendo 266.000 

casos de morte em 2012 relacionados ao carcinoma cervical (TAYLOR et 

al., 2016).  

Mulheres infectadas com o vírus da imunodeficiência humana (HIV) 

são mais susceptíveis à infecção pelo HPV. A deficiência nas células da 

imunidade devido à infecção por HIV resulta na instabilidade dos 



18 
 

anticorpos que combatem os papilomavírus humanos de alto risco, 

levando à persistência do vírus e a progressão das lesões (BARROSO, 

2013; EZECHI et al., 2014). Apesar da maior probabilidade de 

persistência viral nas mulheres HIV positivas, foi observado que, assim 

como as mulheres HIV-negativas, as positivas para o HIV também 

mostraram regressão das verrugas no primeiro ano após o diagnóstico, 

embora em menor porcentagem (PARK et al., 2015). 

A transmissão do condiloma é considerada sexual, devido à 

relação com a infecção por HPV, a qual é transmitida via contato pele com 

pele. Dessa forma, as lesões são mais comumente encontradas na região 

perianal, porém, podendo ocorrer também nas regiões vaginal, cervical, 

oral e laringeal (LÉONARD et al., 2014; HEMPER et al., 2016). A maior 

prevalência de condiloma ocorre nos anos iniciais da atividade sexual, 

sendo o tempo entre a infecção pelo HPV e o desenvolvimento da doença 

variando entre dois e seis meses (GARLAND et al., 2009; LÉONARD et 

al., 2014).  

Pelo fato da infecção ser caracterizada pelo desenvolvimento de 

verrugas genitais, os condilomas acuminados são diagnosticados por 

meio da inspeção visual em busca de lesões características (SUZUKI et 

al., 2016). No entanto, também pode ser utilizado o ácido acético 2-5% a 

fim de detectar potenciais múltiplos sítios envolvidos (LÉONARD et al., 

2014).  

A fim de determinar o risco de transformação maligna, é necessário 

obter uma biópsia da lesão antes de iniciar o tratamento (HEMPER et al., 

2016). O tratamento utilizado para os condilomas acuminados pode 

divergir. Podem ser utilizadas técnicas de remoção da verruga, como a 

eletrocirurgia, excisão cirúrgica, crioterapia, curetagem e laser, além de 

métodos de tratamento com agentes citotóxicos tópicos, como por 

exemplo o creme imiquimod 5%, solução podophyllotoxin 0.5% e ácido 

tricloroacético, os quais podem ser aplicados pelas pacientes ou por 

profissionais (BRAUN; GERBER, 2016; YANG et al., 2016). Independente 
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do tratamento escolhido, a resposta pode ser variável (de 60% a 90% de 

sucesso), podendo causar efeitos adversos, como ulceração, dor, 

cicatrizes e, no caso de mulheres grávidas, pode potencializar 

malformação fetal  e contração do útero (HILLEMANNS et al., 2008; 

BRAUN; GERBER, 2016; YANG et al., 2016).  

Alguns pacientes apresentam alta susceptibilidade para o 

desenvolvimento de lesão e rápida progressão, além de uma alta taxa de 

recorrência do condiloma (NIAZY et al., 2015). Além disso, os indivíduos 

imunodeficientes também apresentam dificuldades na validação de uma 

terapia eficiente (NIAZY et al., 2015). Nesses casos mais graves, os 

agentes citotóxicos não são suficientes para o tratamento. Assim, podem 

ser necessárias estratégias como cirurgia e radiação (NIAZY et al., 2015; 

HEMPER et al., 2016).  

As verrugas genitais ocasionadas pelos HPVs dos tipos 6 e 11 

podem resultar em um crescimento descontrolado em raras ocasiões, 

podendo levar ao desenvolvimento do condiloma gigante, conhecido 

como Buschke-Lowenstein (PIM; BANKS, 2010). Tanto os condilomas 

gigantes, como as simples verrugas genitais não são letais, porém, 

implicam em um custo significante para os sistemas de saúde do mundo, 

sendo assim, tornam-se cada vez mais importantes os estudos para a 

prevenção dessa doença (PIM; BANKS, 2010).  

 

1.2. Papilomavírus  

Os papilomavírus possuem um capsídeo icosaédrico de 52–55 nm 

de diâmetro e possuem DNA circular dupla fita com genoma contendo 

aproximadamente 8 kb (DUNOWSKA et al., 2013). Estes organismos são 

agrupados na família Papillomaviridae, a qual possui uma enorme 

diversidade genética, sendo identificados até o presente momento mais 

de 200 tipos de papilomavírus em uma grande variedade de espécies, 
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sendo que muitos deles infectam humanos (BERNARD et al., 2010; 

LANGE et al., 2013). 

Os vírus dessa família tem a capacidade de infectar o epitélio 

escamoso, tanto da pele quanto da mucosa oral e genital, e induzir lesões 

proliferativas benignas ou malignas, como por exemplo as verrugas e o 

câncer, e só completam seu ciclo de vida nesses tecidos (STANLEY, 

2010; BATISTA et al., 2011; DUNOWSKA et al., 2013). Além disso, são 

vírus espécie-específicos, ou seja, os papilomavírus humanos (HPV) 

infectam apenas humanos, os papilomavírus bovinos, apenas bois e 

vacas, e assim por diante (STANLEY, 2010).  

 

1.2.1. Papilomavírus Humano (HPV) 

Atualmente já foram identificados mais de 200 genótipos de HPV, 

que estão categorizados dentro de cinco gêneros (alpha, beta, gamma, 

mu e nu), baseado nas suas sequências genômicas (WANG; RODEN, 

2013). Os tipos de HPV são estabelecidos quando a sequência de DNA 

da L1 do genoma viral clonado difere de qualquer outro tipo caracterizado 

por pelo menos 10% (Figura 1) (VILLIERS, DE et al., 2004; BERNARD et 

al., 2010).  
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Figura 1. Representação do genoma completo do papilomavírus humano 16, 

representando os genes iniciais e tardios. Fonte: (MUÑOZ et al., 2006). 

 

 

Diferentes tipos de HPV infectam o epitélio mucoso ou a pele, 

sendo divididos em HPV cutâneo e HPV mucoso. Os primeiros 

normalmente persistem por muitos anos na pele de indivíduos saudáveis 

ou podem estar relacionados com lesões benignas na pele e câncer de 

pele não-melanoma (HAZARD et al., 2007; PINO, DEL et al., 2012). Já os 

tipos de HPV mucosos são encontrados no epitélio do trato anogenital e 

outras áreas mucosas do corpo, como o trato respiratório, e pertencem ao 

gênero Alphapapillomavirus (PINO, DEL et al., 2012). Estes HPVs são 

classificados de acordo com seu potencial oncogênico, podendo ser de 

baixo-risco, sendo os tipos 6 e 11 os mais comuns, os quais são 

encontrados principalmente em verrugas genitais e em papilomatoses de 

laringe; ou de alto-risco, como por exemplo os tipos 16, 18, 31, 33, 35, os 

quais estão frequentemente associados ao câncer (SUTHIPINTAWONG 

et al., 2011; TORRENTE et al., 2011; PINO, DEL et al., 2012; MAKIYAMA 

et al., 2013).  

Estima-se que, aproximadamente, 14 milhões de pessoas por ano 

adquirem o papillomavírus humano (PARK et al., 2015). No entanto, nem 

toda infecção por HPV irá desenvolver algum tipo de lesão. 
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Aproximadamente 90% dos indivíduos infectados não irão apresentar 

sintomas, mas ainda poderão transmitir o vírus (STANLEY, 2006; NIAZY 

et al., 2015). Tal fator se deve à ação do sistema imunológico, o qual irá 

eliminar a maioria das infecções por HPV. Apesar de sua ação, 10% das 

pessoas irão apresentar infecção permanente pelo vírus, podendo, então, 

desenvolver lesões proliferativas benignas, lesões precursoras de alto 

grau e carcinomas invasivos (STANLEY, 2006; NIAZY et al., 2015).  

O genoma do HPV compreende três regiões funcionais: uma região 

não codificante, chamada de região longa de controle (LCR ou URR – 

“upstream regulatory region”), a qual está envolvida na regulação da 

transcrição e replicação do HPV; região codificadora dos genes iniciais 

(E1, E2, E4, E5, E6 e E7), que regulam as fases vegetativas e produtivas 

do ciclo viral; e a região codificadora dos genes tardios, L1 e L2, que 

codificam as proteínas do capsídeo principal e secundária, 

respectivamente (Figura 1) (BOCCARDO; LEPIQUE; VILLA, 2010; 

FERENCZI et al., 2013).  

As proteínas E6 e E7 dos HPVs de alto-risco são as responsáveis 

pela carcinogênese. A primeira se liga à ubiquitina ligase (E6AP) celular e 

este complexo degrada a proteína p53 e bloqueia a apoptose celular, 

enquanto a E7 desregula o ciclo celular por meio da ligação à proteína 

retinoblastoma (pRb), inativando sua função devido ao fato de impedir sua 

ligação com um fator de transcrição (E2F), o qual deveria prevenir a 

entrada na fase S do ciclo celular (GANGULY;  PARIHAR, 2009; 

MARTINEZ-ZAPIEN et al., 2016). Além de bloquear a apoptose, a 

proteína E6 do HPV de alto-risco pode ativar a telomerase, afetar a 

adesão celular, diferenciação do epitélio e polaridade, alterar a 

transcrição, além de reduzir o reconhecimento imune das células 

infectadas pelo vírus (PANG; THIERRY, 2013; ILLIANO et al., 2016). 

Esses fatores resultam na proliferação celular, perda da regulação do 

ciclo celular, diferenciação celular descontrolada, aumento de mutações e 
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instabilidade cromossomal, levando a formação de tumores  

(SUBRAMANIAN;  CHINNAPPAN, 2013).  

As proteínas E6 dos HPVs de baixo-risco não são capazes de 

desempenhar com eficiência as funções das proteínas dos papilomavírus 

humanos de alto risco. Por exemplo, tais proteínas não são capazes de 

degradar a p53, mas podem aprisioná-la no citoplasma (WALLACE; 

GALLOWAY, 2015). Em vez disso, a E6 dos HPVs de baixo-risco interage 

com a p300 a fim de reduzir a acetilação e ativação de p53, inibindo, 

assim, a apoptose em resposta ao dano no DNA e não tem a capacidade 

de ativar a telomerase (WALLACE; GALLOWAY, 2015). Tais fatores 

diminuem o potencial de agente transformante dessa proteína nos HPVs 

de baixo-risco (WALLACE; GALLOWAY, 2015). 

A proteína E7 dos HPVs de baixo-risco também apresenta 

diferenças se comparada aos HPVs de alto-risco. Ao contrário do que se 

observa nos últimos tipos, em HPV de baixo-risco a E7 se liga fracamente 

à pRb e não provoca a sua degradação. Dessa forma não há o 

descontrole da replicação celular como na formação de um carcinoma e, 

além disso, essa proteína não consegue estimular a instabilidade do 

genoma, como no caso dos HPVs de alto-risco (DOORBAR et al., 2015; 

PICCIOLI et al., 2010).  

Essas características das proteínas dos HPVs de baixo-risco fazem 

com que ocorra uma maior proliferação celular com o genoma viral, mas 

não de forma descontrolada como na formação de um carcinoma. Apesar 

das diferenças em relação aos potenciais neoplásicos, ambas as 

proteínas de HPV de alto e baixo-risco tem funções comuns durante o 

ciclo de infecção viral: manutenção e replicação do genoma viral 

(GENOVESE et al., 2011).  

1.3. Ciclo de vida 

O ciclo de vida do papilomavírus humano se inicia quando 

partículas infecciosas atingem as células da camada basal do epitélio. A 
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partir da infecção viral, a replicação pode ser dividida em duas partes: a 

replicação basal do DNA viral e a diferenciação e liberação da partícula 

viral (Figura 2) (DOORBAR, 2005; MUÑOZ et al., 2006; WALLACE; 

GALLOWAY, 2015). 

 

Figura 2. Representação do ciclo de vida do papilomavírus humano nas células do 

hospedeiro. A infecção pelo HPV requer a disponibilidade da camada basal, a qual 

ocorre normalmente em microlesões da pele ou mucosa. As células infectadas dividem e 

espalham. Algumas células migram para a camada suprabasal, onde os genes virais são 

ativados. Nesse local, o DNA viral é replicado e as proteínas do capsídeo são formadas. 

As partículas virais são formadas e liberadas na superfície, podendo infectar novos 

tecidos. Fonte: Modificado de Moody; Laimins, 2010.  

 

 

 Inicialmente, o genoma viral é replicado a um número de cópias 

próximo de 100 e mantido por um período de tempo com um baixo 

número de cópias dentro das células infectadas, as quais continuam 

replicando e, assim, repassando o genoma viral para as células-filhas. 

Nesse processo de replicação basal do DNA, as proteínas virais E1 e E2 

são essenciais. Posteriormente, uma vez que as células basais passam 

para o compartimento suprabasal, elas perdem a habilidade de se dividir e 

iniciam a diferenciação. Nessa etapa, o vírus replica e, para sua liberação 

no ambiente, aproveitam a desintegração das células epiteliais nas 
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camadas superficiais da pele (DOORBAR, 2005; MUÑOZ et al., 2006; 

WALLACE; GALLOWAY, 2015).  

No processo de replicação do vírus, as proteínas E6 e E7 são de 

extrema importância, pois interagem com proteínas celulares. Essas 

interações se mostraram responsáveis pela indução da proliferação e 

imortalização e transformação maligna das células. A constante atividade 

dessas proteínas virais leva a um aumento da instabilidade genômica, 

acúmulo de mutações, perda do controle de crescimento e, 

consequentemente o desenvolvimento do câncer. Durante a progressão 

do tumor, o DNA viral se integra no cromossomo da célula hospedeira, 

resultando em um constante nível das oncoproteínas virais (DOORBAR, 

2005; MUÑOZ et al., 2006). 

A fim de montar as partículas virais infecciosas do papilomavírus, 

ocorre a expressão das proteínas estruturais L1 e L2. Tais proteínas irão 

compor o capsídeo viral e são transcritas durante a fase tardia da 

amplificação do vírus (WALLACE; GALLOWAY, 2015).  

 

1.4. Transmissão 

A transmissão do papilomavírus humano ocorre por meio do 

contato direto com a pele ou mucosa infectada. A principal forma é pela 

via sexual, que inclui contato oral-genital, genital-genital ou mesmo 

manual-genital. Ainda não está comprovada a possibilidade de 

contaminação por meio de objetos, do uso de vaso sanitário e piscina ou 

pelo compartilhamento de toalhas e roupas íntimas. A transmissão pode 

ser facilitada quando as lesões clínicas estão presentes, já que foi 

demonstrado que 64% dos parceiros sexuais de indivíduos portadores de 

condilomas genitais desenvolveram lesões semelhantes (INCA). 

A transmissão em crianças pode ser durante o nascimento, por 

meio da exposição enquanto atravessa o canal vaginal de uma mãe 

infectada, exposição ao vírus no fluido amniótico ou abuso infantil 
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(KNEPPER; EKLUND, 2014; WILCOX, et al., 2014). Um estudo mostrou 

que a presença persistente de HPV no colo do útero e na cavidade oral 

da mãe está associada ao risco de infecção por HPV na infância (TAI et 

al., 2012).  

 

1.5. Prevenção 

Além do tratamento das lesões, tem-se investido muito no 

desenvolvimento de vacinas contra os principais tipos de HPV. 

Atualmente, existem três vacinas utilizadas na prevenção do 

papilomavírus humano. A vacina bivalente protege contra os HPVs 16 e 

18 (Cervarix), enquanto a vacina tetravalente atinge os HPVs 16, 18, 6 e 

11 (Gardasil) (HOULIHAN et al., 2013; WIERZBICKA et al., 2014). Além 

das duas vacinas mais comuns contra o papilomavírus humano, foi 

aprovada a vacina 9-valente (Gardasil 9), a qual inclui mais cinco tipos de 

HPV (tipos 31, 33, 45, 52 e 58), os quais tem sido encontrados em lesões 

neoplásicas associadas a esse vírus (CASTELLSAGUÉ et al., 2016).   

As vacinas disponíveis atualmente contra HPV são do tipo “virus-

like particles” – VLPs, que consiste em partículas virais da proteína maior 

do envelope (L1) dos HPVs dos tipos 6, 11, 16 e 18 (no caso da vacina 

tetravalente), sem DNA, as quais são estruturas não infecciosas que 

simulam a infecção natural do HPV (GONÇALVES et al., 2014). A vacina 

9-valente tem uma composição similar à tetravalente, consistindo em 

partículas virais da proteína L1, a fim de induzir a resposta imune contra o 

HPV (YANG; BRACKEN, 2016).   

A vacina tetravalente, a qual é utilizada no sistema de saúde 

atualmente, previne, aproximadamente, 82% dos condilomas, além de 

eliminar os tipos de alto risco que são comumente encontrados em 

coinfecções (GARLAND et al., 2009).  Por esse motivo, os condilomas 

têm sido utilizados no monitoramento da eficiência dos programas de 

vacinação contra o HPV (STUREGÅRD et al., 2013). Com relação a 
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vacina mais recente aprovada, foi observado em um estudo abrangendo o 

Brasil, México, Índia e China, que a inclusão desses tipos de HPV na 

vacina aumentou a prevenção de carcinoma cervical invasivo em 12 a 

19% das mulheres. Juntos, os tipos de HPV presentes na vacina 9-

valente representam 90% dos casos de carcinoma cervical invasivo 

(SERRANO et al., 2014). 

Dessa forma, ainda são necessários muitos estudos visando o 

tratamento e a prevenção do HPV, devido ao grande problema de saúde 

pública que esses vírus acarretam. De acordo com a Organização 

Mundial da Saúde, uma maior redução de ocorrência de doenças 

relacionadas ao HPV seria atingida com a combinação de estratégias a 

fim de aumentar a cobertura contra o HPV associadas a ferramentas de 

monitoramento mais apropriadas (KURY et al., 2013). 

 

1.6. Variantes de HPV 

As variantes do papilomavírus humano são definidas como 

sequências virais que compartilham identidade na sequência nucleotídica 

do gene L1 maior que 98%. Baseado nesse critério, linhagens de 

variantes de HPV6 e 11 têm sido estudadas e ainda há uma tentativa de 

correlacionar essas variações genéticas com os resultados clínicos 

diferenciais da infecção (GODÍNEZ et al., 2013).   

As diferenças na agressividade entre os HPVs 6 e 11 e entre 

diferentes casos do mesmo genótipo podem ser devido às variantes 

genéticas intratípicas. As regiões menos conservadas, como a região 

longa de controle (LCR) e as regiões dos genes E6 e E7, são úteis para 

determinar as variantes genéticas. Até os dias atuais, a associação entre 

variação genética e as diferenças na doença clínica permanece incerta. 

As variantes do HPV16 são as mais estudadas até o momento, 

devido ao alto grau oncogênico desse genótipo de HPV. Tem-se 

observado que variações na sequência da LCR do HPV16 podem 
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modular o potencial oncogênico desse tipo de HPV, como por exemplo as 

mudanças nucleotídicas dentro da região reguladora que influenciam a 

replicação e transcrição por meio do seu efeito na formação do complexo 

da proteína no DNA. Diversas variações nas sequências nucleotídicas 

foram encontradas na LCR do HPV16, contribuindo para o mecanismo 

alternativo envolvido na oncogênese do HPV16. Nesses casos, observou-

se uma correlação entre a infecção por HPV16 e progressão do câncer 

cervical (PIENTONG et al., 2013).  

As variações estudadas nos HPVs de alto-risco também podem ser 

encontradas nas sequências dos HPVs de baixo-risco, incluindo os HPVs 

6 e 11, podendo estar associadas às diferenças no potencial patogênico. 

No entanto, esta questão ainda não é bem estabelecida fora dos tipos de 

HPV de alto-risco (GALL et al., 2013). 

Com os estudos realizados a fim de determinar as variantes dos 

HPVs de baixo-risco, os isolados de HPV6 podem ser caracterizados 

dentro de três variantes: HPV6a, HPV6b e HPV6vc. Diferente do HPV6, o 

HPV11 possui uma sequência protótipo (M14119) e uma variante bem 

descrita do banco de dados (EU918768) (CHANSAENROJ et al., 2012; 

DANIELEWSKI et al., 2013). Essas variantes podem estar relacionadas 

ao maior ou menor grau de agressividade das doenças ocasionadas por 

esses tipos. 

  

2. Justificativa 

As variantes dos HPVs podem apresentar diferenças na história 

natural e na patogenicidade, pois podem ser funcionalmente diversas nas 

propriedades biológicas, moleculares e químicas. A diversidade genômica 

pode ocasionar diferentes interações com mecanismos celulares do 

hospedeiro, podendo ter um significante impacto no curso clínico de 

diferentes doenças associadas ao HPV (MAMMAS et al., 2014). Dessa 

forma, cada variante genômica pode apresentar manifestação e curso 



29 
 

clínico da doença específicos. A análise dessa diversidade pode ser 

utilizada nas estratégias futuras de vacinas, para que se possa estimar 

sua eficácia em indivíduos imunocomprometidos e para monitorar o curso 

clínico da doença (MAMMAS et al., 2014).  

As alterações nucleotídicas no genoma do vírus podem gerar 

substituições de aminoácidos e, consequentemente, possíveis alterações 

das características bioquímicas de suas proteínas. Essas variações 

podem alterar a montagem viral, o potencial carcinogênico e afetar a 

resposta imunológica do hospedeiro. Além disso, ainda não se sabe se a 

imunidade para uma variante de HPV pode proteger o hospedeiro contra 

a infecção por uma outra variante do vírus. Dessa forma, a identificação 

das alterações nucleotídicas em alguns casos clínicos pode ser 

importante para o diagnóstico, a terapia e estratégias de vacinação 

(SICHERO; VILLA, 2006; MINOSSE et al., 2010).  

Os estudos de diversidade genômica do papilomavírus humano 

também são importantes para o estabelecimento de uma base de dados 

com a finalidade de diagnóstico, estudos genótipo-fenótipo e análise 

filogenética (FUJINAGA et al., 1995). 

Estudos tem observado que as variações nas sequências da 

proteína E6 de HPVs de alto-risco, como o HPV16 e 31, podem ser 

parcialmente responsáveis pelas diferenças no potencial oncogênico 

(FERENCZI et al., 2016; ZACAPALA-GÓMEZ et al., 2015). Embora os 

HPVs de baixo-risco, principalmente os tipos 6 e 11, sejam comumente 

relacionados a doenças não malignas, esses tipos também tem sido 

associados a lesões epiteliais que podem progredir para patologias mais 

agressivas (DANIELEWSKI et al., 2013). Por esse motivo, também estão 

sendo estudadas as variações nas regiões E6 e E7 dos HPVs de baixo-

risco, pois podem estar relacionadas à maior agressividade da doença em 

alguns pacientes.  

O estudo de Danielewski e colaboradores (2013), identificou 

alterações nucleotídicas nas regiões LCR, E6 e E7 dos HPVs dos tipos 6 



30 
 

e 11 presentes em amostras epiteliais orais e anogenitais da Austrália, as 

quais podem estar relacionadas com a progressão das lesões 

(DANIELEWSKI et al., 2013). Além disso, também já foram descritas 

variações nas sequências de E6 dos HPVs 6 e 11 em amostras de 

papilomatose respiratória recorrente (MATOS, DE et al., 2013). 

Por serem de extrema importância no descontrole da proliferação 

celular ocasionada pelo HPV, as sequências dos oncogenes E6 e E7 têm 

sido cada vez mais estudadas, devido às alterações nucleotídicas que 

podem ocorrer no genoma do papilomavírus humano. Essas mutações 

podem resultar em uma alteração na expressão das proteínas, podendo 

aumentar ou diminuir os danos causados por esses vírus.  

 

3. Objetivos 

Detectar as variantes e alterações nucleotídicas presentes em E6 

do papilomavírus humano dos tipos 6 e 11 presentes em amostras de 

condiloma acuminado, correlacionar a presença de HPV com os dados 

clínico-patológicos das pacientes e determinar as relações filogenéticas 

das variantes encontradas com variantes de outras partes do mundo.  

 

4. Material e Métodos 

4.1. Casuística 

Foram utilizadas 25 amostras positivas para HPV6 e sete amostras 

positivas para HPV11, provenientes de biópsias obtidas por secção 

cirúrgica de lesões genitais, assim como amostras de esfregaço 

citológico, de pacientes atendidas no Hospital das Clínicas da Faculdade 

de Medicina da Universidade de São Paulo, em Ribeirão Preto. Um Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido foi obtido de todas as pacientes do 

estudo pelo médico responsável pelo procedimento no momento da 

retirada da lesão. O projeto foi submetido ao Comitê de Ética em 
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Pesquisa do IBILCE/UNESP na cidade de São José do Rio Preto, tendo o 

parecer nº1.529.236. 

 

4.2. Amplificação da região E6 

O DNA das amostras foi extraído utilizando a metodologia do 

fenol/clorofórmio (ISOLA et al., 1994) e a integridade do DNA foi avaliada 

por reação em cadeia da polimerase amplificando o gene da β-globina. A 

genotipagem do HPV foi realizada por sequenciamento pelo método de 

Sanger (SANGER et al., 1977) utilizando os oligonucleotídeos iniciadores 

PGMy09/11 e GP5+/6+ (FUESSEL et al., 2004). 

Para a detecção das mutações nos HPVs dos tipos 6 e 11 

presentes nas amostras de condiloma acuminado, foi amplificada a região 

inteira do gene E6 utilizando oligonucleotídeos iniciadores específicos 

para essa região (HPV6: F: 5’ 

GGGGGATCCGAATTCATGGAAAGTGCAAATGC 3‘ e R: 3’ 

GTGAAGCTTGGATCCTAGGGTAACATGTCTTCC 5‘; HPV11: F: 5’ 

AAAATTAGCAGACGAGGCATT 3‘ e R: 3’ CCACCTTGTCCACCTCATCT 

5‘), por meio da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). A reação para 

amplificação da E6 compreendeu em 50 µL, contendo Tampão 1X, MgCl2 

(1,5 mM), dNTP mix (0,256 mM), oligonucleotídeos iniciadores (0,48 mM), 

2,4 U Phusion Hot Start II High Fidelity DNA Polymerase (Thermo 

Scientific) e 600 ng de DNA extraído das amostras de condiloma 

acuminado. Todas as reações foram realizadas com um controle negativo 

(sem DNA) e um controle positivo, utilizando DNA de amostras de 

papilomatose de laringe positivas para os HPVs dos tipos 6 ou 11.   

As ciclagens para amplificação do HPV6 compreenderam um 

passo inicial de 30 segundos a 98°C para a ativação da enzima, seguido 

de 35 ciclos de: dez segundos a 98°C, 30 segundos a 55°C, que é a 

temperatura de anelamento dos oligonucleotídeos iniciadores e 30 

segundos a 72°C. Após os 35 ciclos, seguiu-se um passo final de oito 
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minutos a 72°C, para a extensão final. As ciclagens para amplificação do 

HPV11 compreenderam um passo inicial de 30 segundos a 98°C para a 

ativação da enzima, seguido de 35 ciclos de: dez segundos a 98°C, 30 

segundos a 52°C, que é a temperatura de anelamento do 

oligonucleotídeo iniciador e 30 segundos a 72°C. Após os 35 ciclos, 

seguiu-se um passo final de oito minutos a 72°C, para a extensão final.  

Os produtos das amplificações foram submetidos à corrida eletroforética 

em gel de agarose 1% para a visualização das bandas, com tamanho 

correspondente a aproximadamente 500 pb. 

A purificação do DNA amplificado na reação de PCR foi realizada 

utilizando o Kit de Purificação QIAquick PCR Purification (Qiagen), 

seguindo as instruções do fabricante. Algumas amostras apresentaram 

bandas inespecíficas na reação de amplificação. Por esse motivo, todo o 

volume da reação foi submetido à corrida eletroforética em gel de agarose 

1%, sendo a banda de interesse excisada e o DNA purificado utilizando o 

Kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery, seguindo as instruções do 

fabricante. Posteriormente, o DNA dos produtos purificados foi 

quantificado no NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific). 

 

4.3. Clonagem 

A fim de obter maior confiabilidade nos dados obtidos no 

sequenciamento, a E6 amplificada de cada paciente foi ligada ao vetor de 

clonagem pJET1.2/blunt do kit CloneJET PCR Cloning (Thermo Scientific) 

seguindo as instruções do fabricante. A concentração de purificado 

utilizada para as reações foi de 50 ng/µL. Brevemente, foram adicionados 

10 µL de Tampão 2X, 50 ng do vetor de clonagem pJET1.2/blunt, 50 ng 

de purificado e 5 U de T4 DNA ligase. A reação foi misturada e 

centrifugada de 3 a 5 segundos. Em seguida, foi incubada por 20 minutos 

a temperatura ambiente e, posteriormente, transformada em bactérias 

competentes.   
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Foram utilizados 2 µL dos produtos clonados para transformar 

bactérias quimicamente competentes Escherichia coli da linhagem DH5α 

Z, pelo método de choque térmico, permanecendo cinco minutos no gelo 

após a inoculação do plasmídeo. Posteriormente as amostras foram 

plaqueadas em placas de petri contendo meio LB sólido e 0,1 mg/mL do 

antibiótico Ampicilina, ao qual as bactérias transformadas são resistentes. 

As amostras plaqueadas foram incubadas a 37ºC por 16 horas. 

Após o crescimento das bactérias, foram selecionadas cinco 

colônias de cada amostra, as quais foram incubadas em meio LB líquido 

contendo 0,1 mg/mL de Ampicilina, a 37ºC, por 16 horas, a 250 rpm.  

Após o crescimento das bactérias, o DNA plasmidial foi extraído 

utilizando-se o GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas Life 

Sciences, Canadá) seguindo as instruções do fabricante. 

 

4.4. Detecção das alterações nucleotídicas 

Os produtos purificados foram sequenciados pelo método dideoxi-

terminal fluorescente utilizando-se o BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems/Life Technologies, Foster City, CA, 

USA). As amostras foram sequenciadas em um sequenciador 3130xl 

Genetic Analyser (Applied Biosystems), utilizando os oligonucleotídeos 

iniciadores do vetor de clonagem (F: 5’ 

CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 3’ e R: 3’ 

AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG 5’), a fim de evitar perda da 

sequência de interesse.  

Anterior à reação de sequenciamento, os clones das amostras 

foram submetidos a uma temperatura de 95ºC por 10 minutos, para a 

desnaturação do DNA plasmidial. A reação de sequenciamento foi 

processada em 10 µL contendo: 2 µL de Big Dye Terminator, 2 µL de 

Tampão de Sequenciamento (5X), 1 µL de cada oligonucleotídeo iniciador 

a 10 pmol, 1 µL de água milli-Q autoclavada e 4 µL de amostra. 
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Inicialmente as amostras foram submetidas a uma desnaturação inicial a 

96°C por 1 minuto. Em seguida, a ciclagem compreendeu 25 ciclos de 15 

segundos a 96ºC, 15 segundos para anelamento dos oligonucleotídeos 

iniciadores em temperatura de 50ºC e 4 minutos a 60ºC, para extensão 

das cadeias. 

A precipitação dos produtos da reação de sequenciamento 

consistiu inicialmente, na adição de 2 µL EDTA 125 mM, 2 µL de acetato 

de sódio 3M e 50 µL de etanol 100%. Em seguida, uma breve agitação foi 

dada na placa e esta foi incubada a temperatura ambiente por 15 minutos 

ao abrigo da luz. Logo após, a placa foi centrifugada a 4.000 rpm por 30 

minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido por inversão e a placa 

centrifugada invertida por 1 minuto a 1.000 rpm. Em seguida, foram 

adicionados 70 µL de etanol 70% às amostras, que foram centrifugadas a 

4.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Novamente o sobrenadante foi 

desprezado por inversão da placa e esta centrifugada invertida por 1 

minuto a 1.000 rpm. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente 

e ao abrigo da luz por aproximadamente 30 minutos. Em seguida, foram 

adicionados 10 µL de formamida às amostras, que foram centrifugadas 

por 1 minuto a 1.000 rpm, desnaturadas a 95°C por 5 minutos e 

imediatamente transferidas para o gelo no qual foram mantidas por 2 

minutos. As amostras foram sequenciadas em um sequenciador 

automático ABI 3130 XL (Applied Biosystems Inc/Life Technologies, 

Foster City, CA, USA). 

  

4.5. Análise das sequências 

Para a análise das sequências, utilizou-se o programa 

computacional BioEdit (HALL, 1999), a fim de recortar a sequência de E6. 

Também foi utilizado o programa Phred/Phap/consed disponível no site 

http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/, a fim de verificar a qualidade 

das sequências obtidas (EWING et al., 1998). Além disso, as sequências 

http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/


35 
 

foram analisadas quanto às divergências nucleotídicas em relação às 

sequências protótipos dos HPVs 6 [HPV6a (L42216), HPV6b (X00203) e 

HPV6vc (AF092932)] e 11 (M14119). O alinhamento dessas sequências 

protótipos e das amostras em ambas as orientações foi realizado pelo 

programa CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994). 

A fim de confirmar as alterações nucleotídicas obtidas nos clones 

das amostras, foi estabelecido um número de cinco clones idênticos de 

cada paciente.  

4.6. Análise Estatística 

O teste Kruskal-Wallis foi usado para identificar se havia 

associação significante entre a presença de HPV e a carga viral de HIV, e 

entre a presença de HPV e a idade das pacientes. Os valores de p<0,05 

foram considerados estatisticamente significantes.  

Os testes de Pearson Chi-Square, Likelihood Ratio Chi-Square e 

Fisher's exact test, foram utilizados para identificar a associação da 

infecção por HPV com os fatores de risco (presença de HIV, consumo de 

álcool e tabaco). Os valores de p<0,05 foram considerações 

estatisticamente significantes.  

 

4.7. Análise Filogenética 

A árvore filogenética foi reconstruída pelo método de Maximum 

Likelihood utilizando o programa PhyML através da plataforma ATGC – 

South of France Bioinformatics Laboratories (http://www.atgc-

montpellier.fr/phyml/) (GUINDON et al., 2010). O modelo de substituição 

foi calculado para cada tipo de HPV (6 e 11) utilizando o software 

jModelTest (POSADA, 2008). O cálculo de sustentação de ramo, 

Bootstrap, foi realizado com 1000 réplicas e valores acima de 70% foram 

considerados significantes. 

 

http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/
http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/
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Abstract 

Condyloma acuminatum (CA) or genital warts are benign 

proliferative epidermal or mucous lesions that are caused by infection with 

human papillomavirus (HPV), mainly the low-risk types 6 and 11. The 

variants of HPVs are defined as viral sequences that share identity in the 

nucleotide sequence of the L1 gene greater than 98%. Based on this 

criterion, HPV6 and 11 variants lineages have been studied and there is 

still an attempt to correlate these genetic variants with different clinical 

findings of infection. In this way, the aim of this study was to detect 

variants and nucleotide alterations presents in HPV types 6 and 11 E6 

found in condyloma acuminatum samples, to correlate the HPV presence 

with the clinical-pathological data of the patients and to determine 

phylogenetic relations with variants of others places of the world. The E6 

region of 25 HPV6 samples and 7 HPV11 samples of condyloma were 

sequenced. Twelve samples were identified as the HPV6a variant, 

presenting the mutation G474A, and one of them also showed the 

mutation T369G. The other 13 patients were positive to HPV6vc without 

nucleotide alterations. In the analysis of the HPV11 samples, all patients 

showed the mutations T137C and C380T. Besides that, one patient also 

presents the nucleotide alteration T410C. None of the mutations found in 

the 32 analyzed samples showed amino acids changes. In the statistical 

analysis, it was observed a significant association between the HPV and 

HIV coinfection, and it was also found a significant association between 

HPV11 and alcohol consumption. Others data analyzed did not show 

significant association. In the phylogenetic analysis, it was not observed 

relation with the geographical region that they were isolated. 

 

Keywords: Condyloma acuminatum, HPV6, HPV11, nucleotide 

alterations.  
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1. Introduction 

Condyloma acuminatum (CA) or genital warts are benign 

proliferative epidermal or mucous lesions. Cases that the growth is more 

aggressive are more difficult to be treated with common therapies, for 

example laser therapy and topical cytotoxic agents (Akhavizadegan, 2015; 

Petráˇ, 2015). Condyloma is one of the most common sexually transmitted 

diseases and it is caused by the infection with human papillomavirus 

(HPV), mainly the low-risk types 6 and 11 (Garland et al., 2009; Léonard et 

al., 2014; Suzuki et al., 2016). However, the coinfection with high-risk HPV 

types also could happens (Garland et al., 2009; Léonard et al., 2014; 

Suzuki et al., 2016). 

Mucosal human papillomaviruses are classified according to their 

oncogenic potential. They could be low-risk, for example types 6 and 11 

that are present in genital and anal warts and recurrent respiratory 

papillomatosis, or high-risk, for example the genotypes 16 and 18, that are 

found in carcinomas (del Pino et al., 2012; Makiyama et al., 2013; 

Suthipintawong et al., 2011; Torrente et al., 2011). In lesions related to the 

HPV types 6 and 11 are more difficult to occur malignant transformation, 

while in the coinfections by the types 16 and 18, there are higher chance 

to develop anal or cervical cancer (Hemper et al., 2016). 

The HPV infection could be associated to some risk factors like high 

number of sexual partners, early age at start of sexual activity, tobacco 

smoking, number of pregnancies, alcohol, and previous sexually 

transmitted diseases (Marcellusi et al., 2015). 

The immune response has an important role in the elimination of 

many HPV infections. However, some infections could not be eliminated 

and persist for many years, being an additional risk factor for cancer 

development (Amador-Molina et al., 2013). 

Women infected with the human immunodeficiency virus (HIV) are 

more susceptible to HPV infection. Deficiency in the immunity cells 

because the HIV infection results in the antibodies instability that should 
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combat high-risk human papillomavirus. This event facilitates the virus 

persistence and lesion progression (Barroso, 2013; Ezechi et al., 2014).  

Tobacco smoking could modify systemic and local immunity by 

suppressing both cell-mediated and humoral immune responses (Tamer et 

al., 2016). Alcohol consumption also could change the inflammatory 

process and suppress immune response (Kumar et al., 2015). These 

events may lead to the increase of HPV infection and condyloma 

development (Tamer et al., 2016). 

Human papillomavirus is a double strand DNA virus, composed to 

an icosahedral capsid of 52-55 nm and genome length of 8 kb (Dunowska 

et al., 2013). These viruses are classified in Papillomaviridae family, that 

are composed by a large genetic diversity (Bernard et al., 2010; Lange et 

al., 2013). Until the present, there are more than 200 HPV types identified 

and they are capable to infect the squamous epithelium of the skin or the 

genital and oral mucosa (Batista et al., 2011; Dunowska et al., 2013; 

Stanley, 2010).  

The HPV genes E6 and E7 are responsible to the uncontrolled 

proliferation on the infected epithelium. Mutations in these regions may 

cause difference in the oncogenic potential of the virus (Mammas et al., 

2014). This event could occur due to the different interaction of the virus 

with host cellular mechanisms that may modulate clinical course (Mammas 

et al., 2014). The analysis of the HPV diversity are important to future 

vaccines strategies and to estimate the vaccines success in 

immunocompromised individuals (Mammas et al., 2014).  

In this way, the aims of the study were to detect variants and 

nucleotide alterations present in the region E6 of human papillomavirus 

types 6 and 11 found in condyloma acuminatum lesions, to correlate the 

HPV presence with the patient’s clinical-pathological data and to 

determine phylogenetic relations between obtained HPV variants and the 

HPV variants of others regions of the world.  
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2. Methods 

2.1. Clinical samples 

Ethical permission was obtained from the Research Ethics 

Committee of the Institute of Biosciences, Letters and Exact Sciences of 

São Paulo State University, in the city of São José do Rio Preto, with the 

license number 1.529.236.  

This study evaluated 25 samples that were positive to HPV6 and 7 

HPV11 positive samples. The 32 samples were from biopsies obtained by 

surgical section of genital and anal lesions, as well as cytological smear 

samples, from patients attended at the Clinical Hospital of the University of 

São Paulo Medical School in Ribeirão Preto. 

The DNA of these samples was extracted using the methodology of 

phenol chloroform (Isola et al., 1994) and the DNA integrity was evaluated 

by the β-globin gene amplification. The HPV genotyping was performed by 

sequencing with the primers PGMy09/11 and GP5+/6+ (Fuessel et al., 

2004). 

 

2.2. E6 Amplification 

To amplify the HPV E6 region present in the samples, it was used 

the polymerase chain reaction methodology. The reactions were 

processed using specific primers (HPV6: F: 5’ 

GGGGGATCCGAATTCATGGAAAGTGCAAATGC 3‘ and R: 3’ 

GTGAAGCTTGGATCCTAGGGTAACATGTCTTCC 5‘; HPV11: F: 5’ 

AAAATTAGCAGACGAGGCATT 3‘ and R: 3’ 

CCACCTTGTCCACCTCATCT 5‘). 

 

2.3. Cloning 

In order to obtain more reliability of sequencing data, the amplified 

E6 of each patient was ligated to the pJET1.2/blunt cloning vector of the 
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Clone JET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific) following the 

manufacturer's instructions. The cloned products were transformed into 

Escherichia coli chemically competent of lineage DH5α Z, by thermal 

shock method. After transformation, bacteria were overspread in petri 

plates containing solid LB medium and 0.1 mg/mL of Ampicillin. Samples 

were incubated at 37ºC for 16 hours. Subsequently, five colonies of each 

sample were selected and they were incubated into liquid LB medium with 

0.1 mg/mL of Ampicillin at 37ºC for 16 hours and 250 rpm. After bacterial 

growth, the plasmidial DNA was extracted using the GeneJET™ Plasmid 

Miniprep Kit (Fermentas Life Sciences, Canada), following the 

manufacturer's instructions. 

 

2.4. Nucleotide alterations detection  

Purified products were sequenced by dideoxi-terminal fluorescent 

method using BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems/Life Technologies, Foster City, CA, USA) (Sanger et al., 

1977). Samples were sequenced in a 3130xl Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems) with the cloning vector primers (F: 5’ 

CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 3’ and R: 3’ 

AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG 5’). 

 

2.5. Sequence analysis 

The BioEdit computer program (Hall, 1999) was used to cut the E6 

sequence for the alignment. The Phred/Phap/consed program, available in 

http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/, was also used to verify the 

sequences quality (Ewing et al., 1998). Furthermore, the sequences were 

analyzed for nucleotide divergences comparing to the prototype 

sequences of HPVs 6 (HPV6a, HPV6b and HPV6vc) and 11 (M14119). 

The CUSTAL W program was used to the alignment in both directions 

http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
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(Thompson et al., 1994). It was established five identical clones of each 

patient to confirm the nucleotide alterations.  

 

2.6. Statistical analysis 

The Kruskal-Wallis test was used to identify if there were significant 

association between HPV presence and HIV viral load, and between HPV 

presence and patient’s age. P-values <0.05 were considered as 

statistically significant.  

The Pearson Chi-Square, Likelihood Ratio Chi-Square and Fisher's 

exact tests were employed to identify the association of the HPV infection 

with the risk factors (HIV presence, alcohol consumption and tobacco 

smoking). P-values <0.05 were considered as statistically significant. 

 

2.7. Phylogenetic analysis 

Phylogenetic trees were reconstructed by Maximum Likelihood 

method using the PhyML program through the ATGC platform - South of 

France Bioinformatics Laboratories (http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/) 

(Guindon et al., 2010). Substitution model was calculated to each HPV (6 

and 11) type using jModel Test software (Posada, 2008). Branch support 

calculation, Bootstrap, was realized with 1000 replicas and values above 

70% were significant.  

 

3. Results 

3.1. Casuistic 

Thirty-two samples were used to the analysis of the study and the 

collected clinical-pathological data could be observed on Table 1. The 

mean age of patients was 31.77 years old. The local occurrence 

percentages of lesions in the analyzed patients were 46.9% in genital 

http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/
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region, 34.4% in anogenital region, 3.1% in cervix and 15.6% of samples 

showed lack of information.  

The analysis using the Kruskal-Wallis test showed a significant 

association between HIV viral load and HPV infection (p=0.016). When we 

considered the age factor, 61.3% of patients showed age between 16 and 

29 years and 38.7% were more than 30 years old. However, age of 

patients was not significantly associated with HPV presence (p=0.17). 

Related to the risk factors, the human immunodeficiency virus (HIV) 

was found in 19.35% of patients and it was observed a significant 

association between HPV and HIV coinfection (p=0.034). A significant 

association was also found between HPV11 infection and a higher alcohol 

consumption (p=0.05). However, in the present study, there was no 

significant association between HPV presence and tobacco smoking 

(p=0.30). 

 

3.2. Nucleotide alterations detection 

After sequences analysis of the 25 HPV6 samples, it was observed 

that 12 (48%) samples were positive to HPV6a (L42216) variant and all of 

these samples presented the G474A mutation. Moreover, sample 16 

showed one more nucleotide alteration in the position 369 of the genome, 

consisting of a change of T to G (Figure 1A). The other 13 (52%) HPV6 

samples were positive to HPV6vc (AF092932) variant and they did not 

show additional nucleotide alterations.   

The analysis of seven HPV11 samples showed that all patients 

presented the T137C and C380T mutations comparing to the prototype 

sequence M14119 in this study. Furthermore, the patient 8 also showed 

the nucleotide alteration T410C (Figure 1B). None of the mutations in the 

32 analyzed samples presented amino acid change.  
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3.3. Phylogenetic analysis 

Phylogenetic trees were reconstructed using the Jukes-Cantor 

(JC69) substitution model, using PhyML software.  

 

3.3.1. HPV6 

The HPV samples phylogenetic analysis were performed using the 

25 E6 sequences of this study, 45 Slovenian E6 sequences (Kocjan et al., 

2009) and 33 Australian E6 sequences (Danielewski et al., 2013). 

The phylogenetic tree obtained from analysis divided in two main 

branches (Figure 2). One monophyletic branch grouped HPV6b prototype 

sequence and five isolates related with this variant. The other branch was 

divided in two: in one of them, could be observed the HPV6a sequences 

together with your reference sequence; and in the second branch could be 

observed the HPV6vc reference sequence and the same variant isolates. 

In this way, the sequences did not group according geographical regions 

where they were isolated.  

 

3.3.2. HPV11 

The HPV samples phylogenetic analysis were realized using the 

seven E6 sequences of this study, 11 Slovenian E6 sequences (Kocjan et 

al., 2009) and 10 Australian E6 sequences (Danielewski et al., 2013). 

Phylogenetic tree segregated in two main branches, one of them 

covering the prototype sequence (M14119), the EU918768 variant and 

one Australian isolate (Figure 3). The other branch grouped sequences of 

this study and the Slovenian and Australian isolates. In this way, it was 

observed that sequences did not group according to the geographical 

region that they were isolated.  
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4. Discussion 

The genetic variability study based in the E6 gene sequence of 

human papillomavirus is related to the possibility of mutation occurrence in 

critical regions to p53 proteins degradation and in the regions involved 

with host immune response (Chagas et al., 2011). The E6 gene is 

extremely important to the tumor formation, so nucleotide variations in this 

region could cause amino acid changes that are related to the different 

transformation risk and disease progression (Lavezzo et al., 2016). 

In this study, it was observed 12 condyloma acuminatum samples 

positive to the HPV6a variant and all of them showed the nucleotide 

alteration in the 474 position of HPV genome. This mutation was also 

found in Australian anogenital samples (Danielewski et al., 2013) and 

Brazilian recurrent respiratory papillomatosis samples (Matos et al., 2013). 

Contrary to the nucleotide alteration in the position 369 of the virus 

genome observed in our study, this nucleotide change was not observed 

in both studies. Besides the nucleotides substitution in E6 sequence, 

amino acid changes were not observed in our study. 

Although the difference between the variants has been small, the 

HPV6vc variant was more frequent in this study. This data corroborates 

the literature, once HPV6vc is the most common variant in recurrent 

respiratory papillomatosis and genital warts (Danielewski et al., 2013; 

Matos et al., 2013; Godínez et al., 2014). This variant was highly 

conserved in genital lesions analyzed in this study since it did not show 

any nucleotide alteration.  

Condyloma acuminatum samples of this study that were HPV11 

positive showed mutations in relation to the prototype sequence (M14119). 

The nucleotide alteration in the position 380 of the virus genome was also 

observed in anogenital samples and the other mutations in positions 137 

and 410 were found in recurrent respiratory papillomatosis (Danielewski et 

al., 2013; Matos et al., 2013). However, none of these alterations results in 

amino acid change. The prevalence of HPV11 variants instead of 
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prototype sequence was also observed in other studies (Matos et al., 

2013; Godínez et al., 2014). Specific lineages within the same HPV 

genotype could change the viral infection persistence and precursors 

lesions progression, and also could affect the viral assembly, immune 

response, pathogenicity and p53 degradation (Mosmann et al., 2015).  

The HPV11 E6 and E7 proteins play an important role in productive 

life cycle facilitating episomal maintenance of viral genome and could act 

similar to high-risk HPV proteins (Kocjan et al., 2009). In this way, any 

nucleotide alteration in E6 sequence protein could change its function.  

Risk factors for HPV infections could include genital contact, age, 

number of lifetime sexual partners, low socioeconomic status, previous 

sexually transmitted diseases, tobacco smoking and alcohol consumption 

(Tamer et al., 2016).  

Evasion of the immune response to HPV is critical for a successful 

infection (Amador-Molina et al., 2013). Women infected with the human 

immunodeficiency virus (HIV) have a higher risk to facilitate HPV 

persistence and they have a reduced ability to control the oncogenic viral 

processes (Wang et al., 2017). These factors increase the chance of 

lesions development and could explain the significant association of HPV 

and HIV coinfection observed in the present study (Wang et al., 2017). 

In the present study, 61.3 % of the patients were between 16 and 

29 years old. The other patients were more than 30 years old. The lower 

occurrence of HPV in older women could be due the infection elimination 

and natural immunity. However, this decrease also could be related to the 

increase of safe sexual behavior of oldest women (Soohoo et al., 2013). 

The statistical analysis of the study showed no association between HPV 

persistence and patient’s age. This result was also observed in cervical 

samples (Elmi et al., 2017).  

Alcohol consumption and tobacco smoking are also risk factors to 

carcinogenic due their important roles in immune suppression, as 

observed in head and neck cancer development (Koshiol et al., 2006; 
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Kumar et al., 2015). This characteristic may result in an alteration of the 

inflammatory response to infection (Kumar et al., 2015). The modification 

of immune response could facilitate the HPV infection persistence and the 

lesions development caused by alcohol and tobacco consumption (Koshiol 

et al., 2006; Kumar et al., 2015). 

In the present study, it was not observed a significant association 

between HPV presence and tobacco smoking. This result was also seen in 

oral mucosa samples that were HPV positive (Pattanshetty et al., 2016).  

However, HPV infected cells could be more susceptible to tobacco effects 

(Pattanshetty et al., 2016). This influence could be seen in head and neck 

cancer samples, where it was observed a significant association between 

the p53 overexpression and smoking (Jamaly and Khanehkenari, 2012). 

The statistical analysis to observe the relationship of HPV infection 

and alcohol consumption showed a significant association between 

patients infected by HPV11 and a higher consumption of alcohol. The 

relationship between alcohol and HPV infection also could be seen in 

head and neck cancer samples  (Kumar et al., 2015). In these lesions, the 

high-risk HPV persistence was observed to be significantly associated with 

alcohol consumption (Kumar et al., 2015). The lower consumption of 

alcohol and tobacco in women positive to high-risk HPV could reduce the 

risk of HPV persistence and the lesions progression to severe stages (Oh 

et al., 2014). 

In the phylogenetic analysis, it was not possible to observe the 

genomic variants distribution according to the geographical region that the 

virus was isolated, as observed with HPVs 16 and 18. These two types of 

HPV had their origin and speciation in Africa and, then, spread and 

diversified through human migrations. In this way, the variants are different 

in several places  (Ho et al., 1993; Ong et al., 1993). On the contrary of 16 

and 18 genotypes, previous studies and this study observed that genomic 

diversity of HPV 6 and 11 isolated from several anatomical sites are not 
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correlated to the place that sample is isolated (Matos et al., 2013; Godínez 

et al., 2014; Heinzel et al., 1995; Kocjan et al., 2009). 

Human papillomaviruses are conserved viruses, because they 

present mutation rate too low. This factor is probably due the HPV 

capacity to exploit the host replication machinery and change their activity 

to replicate their own genome (Lavezzo et al., 2016). The host machinery 

maintains a low rate of mutation. In this way, the HPV genetic variation 

could be resulted of nucleotide polymorphisms, insertions or deletions that 

become fixed over time (Harari et al., 2014). Due this characteristic, 

genetic diversity of these microorganisms may be the result of a long 

evolutionary history with genetic alterations accumulation over millions of 

years (Lavezzo et al., 2016). 

Currently, it is still necessary more studies to analyze the influence 

of HPV intratypical genetic variants in the increased risk of carcinogenic 

development (Lavezzo et al., 2016). Data observed in the present study 

and in the literature, indicate that types and variants papillomavirus 

identification, and risk factors correlations could be useful to risk analysis 

and lesion management strategies. 

 

5. Conclusion 

In the present study, it was possible to observe 12 HPV6a variants 

and all of them presented G474A mutation. One HPV6a sample also 

showed the T369G mutation. The other HPV6 samples were diagnosed 

HPV6vc variant and they did not present nucleotide alteration. In all of the 

HPV11 samples were found T137C and C380T mutations and one of them 

also showed the T410C nucleotide alteration. In the statistical analysis, it 

was also found an association of HPV and HIV coinfection. No association 

was observed between HPV infection and the risk factors age and tobacco 

smoking. Related to the alcohol consumption, it was observed an 

association between HPV11 and a higher alcohol consumption. The 
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phylogenetic analysis showed no geographical association between 

variants of HPV6 or HPV11. 
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Table 1. Characterization of the 32 samples regarding to Age, Lesion, HIV coinfection, 

Alcohol consumption and tobacco smoking (“-“: lack of information; “Neg”: Negative; 

“Pos”: Positive). 

Sample 
Age 

(Years) 
Condyloma HIV 

Alcohol 

consumption 

Tobacco 

smoking 

1 51 - Neg - No 

2 26 Anogenital Neg No No 

3 42 - Neg No Yes 

4 49 Genital Pos Yes Yes 

5 22 Genital Neg - No 

6 50 Anogenital Neg No Yes 

7 20 Anogenital Neg Yes No 

8 39 Genital Neg No No 

9 37 Anogenital Neg No No 

10 24 - Neg - - 

11 26 Cervical Pos Yes Yes 

12 42 Genital Neg No No 

13 78 - Neg No No 

14 21 Genital Neg No No 

15 21 Genital Neg No No 

16 45 Genital Pos No Yes 

17 29 Genital Pos - Yes 

18 29 Genital Pos - Yes 

19 - - Pos - - 

20 39 Anogenital Pos - - 

21 22 Anogenital Neg -  

22 16 Genital Neg No No 

23 23 Genital Neg No Yes 

24 21 Genital Neg - - 

25 53 Anogenital Neg - Yes 

26 24 Anogenital Neg - - 

27 21 Genital Neg No No 

28 33 Genital Neg  - 

29 19 Genital Neg No No 

30 19 Anogenital Neg No No 

31 27 Anogenital Neg - - 

32 17 Anogenital Neg No No 
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Figure 1. Nucleotide alterations in E6 gene of HPV6 (A) and HPV11 (B) isolates. In the 

superior part of figure are indicated genomic positions and the mutations are vertically 

indicated. In gray, conserved nucleotides in relation to prototype sequence. In the column 

“samples number” is indicated the number of patients that the isolates are identical to the 

specified variants. 
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Figure 2. Unrooted phylogenetic tree of HPV6 variants of condyloma acuminatum or 

genital warts samples from Brazil (red), Slovenia (blue), Australia (green) and reference 

sequences (black). The tree was reconstructed by the Maximum Likelihood method, 

using JC60 model. Bootstrap was performed with 1,000 replicates. Values above 70% 

were considered significant. 
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Figure 3. Unrooted phylogenetic tree of HPV11 variants of condyloma acuminatum or 

genital warts samples from Brazil (red), Slovenia (blue), Australia (green) and reference 

sequences (black). The tree was reconstructed by the Maximum Likelihood method, 

using JC60 model. Bootstrap was performed with 1,000 replicates. Values above 70% 

were considered significant. 
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1. Conclusões 

• No grupo amostral utilizado, foram observadas 12 variantes 

HPV6a e 13 variantes HPV6vc; 

• As amostras HPV11 não se mostraram idênticas à 

sequência protótipo e a variante do banco de dados; 

•  Entre as amostras positivas para HPV6a, todas 

apresentaram a mutação G474A, sendo que uma das amostras 

apresentou a mutação T369G a mais no genoma; 

• As pacientes HPV6vc não apresentaram alterações 

nucleotídicas; 

• As amostras HPV11 apresentaram as alterações 

nucleotídicas T137C e C380T. Além disso, uma paciente mostrou a 

mutação T410C a mais; 

• Foi observada associação entre a presença de HPV e a 

coinfecção por HIV; 

• No grupo amostral do estudo, foi observada associação 

entre o consumo de bebida alcoólica e a presença de HPV11; 

• Não houve associação entre a presença de HPV e os fatores 

de risco consumo de tabaco e idade; 

• As amostras de condiloma positivas para HPV6 e 11 não 

agruparam de acordo com a região geográfica nas quais foram isoladas. 

 
 


