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Resumen

La infeccion con VPH afecta tanto a hombres como a mujeres por lo que de igual
manera que con el CaCu, se ha observado que existe una relacion del virus con el
desarrollo del Cancer de Pene (CaPe), al cual se le ha considerado como la
contraparte del CaCu. Actualmente se considera que la infeccion con VPH es una de
las mas comunes, ya que el virus se ha detectado no solo en parejas de mujeres que
presentan alguna lesion si no que también ha sido detectada entre hombres la
poblacion abierta en un alto porcentaje. Al igual que ocurre en CaCu, se ha observado
gue dependiendo de la técnica empleada, la distribucion geogréfica asi como la
poblacion estudiada pueden variar las frecuencias encontradas de VPH en CaPe. Sin
embargo en la mayor parte de los trabajos reportados hasta el momento se ha podido
detectar el VPH16 como el mas frecuente. De este modo en este trabajo se
detectaron vy tipificaron secuencias del virus de papiloma humano en muestras de
pacientes con cancer de pene. que fueron negativas a VPH 16 en un primer estudio.
Se analizaron 20 muestras de Cancer de Pene (CaPe) mediante PCR
oligonucledtidos generales Gp5+/6+, y secuenciacion para su tipificacion, comparando
la secuencia onbtenida con las ya reportadas en GeneBank Se detectaron
secuencias de VPH en el 65% de las muestras (13/20), siendo el VPH 31 el mas
frecuente. El grado de diferenciacion que se presento la mayor positividad a VPH fue
el bien diferenciado, lo que podria atribuirse a que los tipos encontrados en este
trabajo resultan ser menos agresivos que el tipo 16. Con estos resultados apoyan la
idea de que al menos el 50% de los casos de CaPe pueden ser atribuidos a la

infeccion por VPH.



Introduccioén

El papel de los virus en el proceso de carcinogénesis parece ser uno de los
problemas mas interesantes no solo para la oncologia sino para la biologia en
general.*

El Virus del Papiloma Humano (VPH); es transmitido por via sexual y es
considerado como el factor etiolégico mas importante para el desarrollo de Cancer
Cérvico-uterino.? Este virus estd asociado con una gran variedad de procesos
patolégicos afectando primariamente la mucosa escamosa. >

Asi mismo, el virus también se ha detectado en tejidos de carcinoma de pene
(CaPe), por lo que se ha sugerido que de manera similar al carcinoma cervical, el
VPH también esta involucrado en la etiologia del CaPe, el cual es considerado como
la contraparte masculina al CaCu. *

Del mismo modo se ha demostrado que del 50-60% de hombres cuyas parejas
presentaban VPH asociado con neoplasias intraepiteliales presentaban lesiones
asociadas al VPH. Ademas la neoplasia intraepitelial de pene es mucho mas comun
en parejas de mujeres con neoplasia cervicales.”

Sin embargo, los VPH que estan involucrados en la infeccién y asociacion con la
neoplasia en los genitales externos masculinos han sido muy poco estudiados®
debido a la poca presencia de la enfermedad. En Europa y Norteamérica se ha
reportado una baja incidencia de esta enfermedad (1 por cada 100 000), mientras
que en algunas regiones de Sudameérica, Africa y Asia, el cancer de pene es mucho
mas comun, representando del 10-20% de los tumores malignos que se presentan

en la poblaciéon masculina?, por lo que resulta obvio que el CaPe presenta una



invariable incidencia geogréfica. Asi mismo la deteccidon de este virus también
depende de la técnica que se utilice.

En México los reportes de la Secretaria de Salud registraron en el afio de 1998 una
incidencia de CaPe del 1.1%, por lo que resulta ser una enfermedad con una baja
incidencia en comparacién con el CaCu, el cual representa la primera causa de
muerte en mujeres en nuestro pais.

En México no existen trabajos acerca del Cancer de Pene y la relacion que existe
con el VPH. Solo en el 2002 Lazcano y cols., ° realizaron un trabajo en poblacién
abierta para detectar secuencias de VPH en hombres de entre 20 y 50 afios
encontrando que una gran cantidad de estos presentaban infeccién por el virus.

Por esto resulta de vital importancia realizar este tipo de estudios para conocer mas
acerca de la relacion que existe entre ambos asi como conocer la prevalencia del
virus en este tipo de enfermedad y las diferencias que existen en la infeccion en

hombres y mujeres.



Cancer de Pene

Las alteraciones histologicas observadas en el cérvix también se pueden
encontrar en los hombres, siendo descritas como neoplasias intraepiteliales (NIP)
in situ y carcinoma invasivo de pene.’

El CaPe es un tumor epitelial maligno del tipo epidermoide o de células
escamosas, que se presenta con mayor frecuencia entre los 40 y los 70 afios de
edad’ Clinicamente las lesiones son indoloras y no sangran hasta que la neoplasia
se ulcera e infectas; suele originarse en el glande del pene o en una superficie del
prepucio cerca del surco coronal.” Este tumor puede ocultarse bajo un prepucio
redundante o fimotico; es decir cuando existe una dificultad para retraer el
prepucio sobre el glande produciendo inflamacion.

Macroscoépicamente se presenta de dos formas, como una masa papilar exofitica
o como una lesi6n ulcerosa.®’*® Histolégicamente el carcinoma de células
escamoso es clasificado usando el sistema Broders para definir el nivel de
diferenciacién. Las lesiones de bajo grado (grados | a Il) constituyen el 50% de los

casos reportados™™.



Grado Caracteristicas histoldgicas

I Células bien diferenciadas con
gueratinizacion.

Puentes intercelulares
prominentes

Perlas de keratina

[-11 Atipia nuclear

Incremento de la actividad mitética
Pocas perlas de keratina
Pleomorfismo nuclear marcado

v Numerosas mitosis

Necrosis

Invasion linfatica y perineural

No hay perlas de keratina

Invasion profunda

Tabla 1. Clasificacion de CaPe segun el sistema Broders.

Figura 1. Imagen de Carcinoma de pene encontradndose todo el cuerpo del pene
comprometido.

Cubilla y col. dividieron al CaPe en carcinoma escamosa superficialmente

extendido, carcinoma vertical, carcinoma verrucoso y carcinoma multicéntrico. *°



El carcinoma de expansion superficial es el mas frecuente y tiene un patron de
crecimiento radial, puede extenderse a la mucosa del glande, el prepucio y surco

coronal y la uretra, es infiltrativo y poco o moderadamente diferenciado.**

El carcinoma vertical presenta una gran tendencia a metastasis a nodos linfaticos,
son lesiones fungantes y ulceradas, invade profundamente el cuerpo cavernoso,

son tumores moderadamente o poco diferenciados.

El carcinoma de tipo verrucoso se presenta como una masa vegetante en el

glande y microscOpicamente se encuentra extremadamente diferenciado. Se

considera que el condiloma acuminado gigante es un carcinoma de este tipo® el

cual se encuentra relacionado etiolégicamente con infeccion de VPH tipos 6 y 11,
0 12

ya que se han encontrado en el 85% de estos .

El carcinoma multicéntrico representa hasta el 5% de los casos, se presentan dos

0 mas focos de carcinoma separados por tejido benigno, afectando mas de un

compartimiento epitelial, generalmente son de expansion superficial.

El CaPe también se puede clasificar de acuerdo a su histologia en 6 tipos.
Carcinoma tipico: se encuentran bien o moderadamente diferenciados, se

encuentran nidos de células irregulares con citoplasma eosindfilo.



Carcinoma basaloide: abarca cerca del 10% de todos los casos, es de invasion
profunda, con nidos de pequefias células poco diferenciadas. Tienen una alta

frecuencia de recurrencia y metastasis a ganglios linfaticos y mal pronéstico.

Carcinoma condilomatoso: son lesiones de crecimiento lento generalmente en el
glande; forman largas papilas y presenta células coilociticas caracteristicas de

infeccion por VPH.

Carcinoma verrugoso: se encuentran muy bien diferenciados exofiticos y
papilares se presentan en el glande y a veces en el prepucio 0 surco coronal, son

de crecimiento lento.

Carcinoma papilar: carcinomas exofiticos con papilas revestidas por células
atipicas sin cambios coilociticos, son bien o moderadamente diferenciados y se
presentan zonas irregulares amplias de queratinizacion entre las papilas.

Carcinoma sarcomatoide: son muy pocO comunes, agresivos y compuestos

predominantemente por células fusiformes y a veces células gigantes.

El Cancer de Pene ha sido relacionado con diferentes factores como son la falta
de circuncision, la fimosis o la falta de higiene. La falta de circuncision se ha
asociado con el desarrollo de la enfermedad ya que ésta casi no se presenta en
varones que han sido sometidos a la circuncisibn desde el nacimiento. No

obstante la falta de circuncision no ayuda al desarrollo de la enfermedad sino que



otros factores tales como socioecondmicos y genéticos asi como una higiene
adecuada son determinantes, ya que es concebible asociar la practica de la
circuncision con hombres que tienen un nivel de vida mas alto, por lo tanto
cuentan con una mejor alimentacion asi como con mayor acceso a los servicios de
salud. Asi, las clases sociales se han descrito con un marcador de riesgo para

ciertos tipos de cancer en diferentes ciudades. **

Por otra parte la proteccién que puede conferir la circuncision se ha atribuido en
forma tradicional a su eficacia para evitar la acumulacion de carcinégenos no
identificados que contiene al esmegma®®, (acumulacién de células epiteliales
descamadas y sudor). La fimosis (que es la dificultad de retraer el prepucio sobre
el glande) es otro factor que se ha relacionado con el CaPe esto debido a que,
puede darse una acumulacion de esmegma, aunado a que el tumor puede
ocultarse bajo esta condicion de fimosis favoreciendo asi el desarrollo de la
enfermedad. *°

Por ultimo al CaPe también se le ha asociado con la infeccién con el Virus del
Papiloma Humano, especialmente con el tipo 16,** al igual que ocurre con el

cancer cérvico-uterino.
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Virus del Papiloma Humano

La familia de los papiloma virus emerge como la mas compleja familia de virus
patdgenos para el hombre, la informacion genética del HPV esta en forma de una
doble cadena de ADN circular envuelta en una cubierta capside, su genoma
consta 8000 pb aproximadamente.®

Toda la informacion codificante del virus se encuentra en una sola hebra, la cual la
constituyen nueve marcos de lectura abierta, dos de ellos L1 y L2, (del inglés late)
contiene aproximadamente 2500 pb y codifican para las proteinas de la estructura
viral.

Otros siete marcos de lectura abierta, llamados early, de aproximadamente 4500
pb, estan implicados en el control y reproduccion viral y la manifestacién del
potencial patdgeno.' Las 1000 pb restantes estan dentro de una regién llamada
LCR (region larga de control), la cual esta localizada rio arriba de los genes E6 y
E7, esta contiene el origen viral de la replicacion y los elementos de control para la
transcripcion vy la replicacion, la transcripcién ocurre en una sola direccién.?

La transcripcion y la replicacion estan ligadas al estado de diferenciacion de la
célula infectada ? El resultado de los eventos infecciosos depende principalmente
de tres factores: 1) la multiplicidad de la infeccién, 2) la interaccién con

carcinégenos quimicos o fisicos, 3) la respuesta inmune.

La proteina E2 funciona como represor de E6 y E7 debido a su localizaciéon

cercana a la regiéon de control; por el contrario la falta de expresion de E2 se
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relaciona con la expresién de E6 y E7 y su integracién al genoma de la célula.*

Para integrarse al ADN de la célula hospedera, debe ocurrir un rompimiento en el
genoma viral. Esta separacion no ocurre al azar, muchos rompimientos son
encontrados en la region E1/E2 del virus. El resultado de este rompimiento
aparece como una pérdida de la funcion de esos dos genes y una desregulacion
de los genes E6/E7, resultando en la transformacion celular.?

El producto del gen p53 (gen supresor de tumor) es uno de los principales blancos
de este gen E6 forma un complejo con p53 bloqueando su funcién normal y
promoviendo asi su degradacion.

La mayor funcion de E7 es la desregulacion de la maquinaria del ciclo celular por
la induccion de la fase de transicion de Go a S. Esto acompafiado por la
activacion de varios genes celulares por E7 y por la interaccion directa de E7 con

proteinas reguladoras del ciclo celular; como pRb’
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Antecedentes

Han sido varios los métodos utilizados para detectar la presencia del virus en
carcinoma de pene: por métodos histologicos y por métodos moleculares. En estos
trabajos se ha encontrado que si existe una asociacion del virus a este tipo de
neoplasia. Los métodos histologicos eran los mas usados antes del surgimiento de
las técnicas moleculares. Sin embargo, actualmente se siguen utilizando en
combinacién con técnicas moleculares. Consisten principalmente en la observacion
de células colociticas; caracteristicas de la infeccion por VPH.

En cuanto a las técnicas moleculares estos resultan ser mucho méas sensibles.
Puede realizarse la deteccion de proteinas virales mediante el uso de anticuerpos
especificos del virus, deteccion de ADN viral mediante hibridaciones y mediante la
amplificacién de secuencias virales con la técnica de Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR).

En 1984 Levine y cols., realizaron colposcopias y biopsias de pene en 34 hombres
cuyas parejas sexuales presentaban condiloma y NIC. Encontraron lesiones
externas en el 53% de los examinados por colposcopia, recalcando la importancia
de un examen clinico profundo para la deteccién de lesiones que posiblemente
podrian asociarse a VPH™.

Por su parte Sand, en 1986 utiliz6 la misma técnica para estudiar a 90 hombres
cuyas parejas presentaban condiloma. El 88.2% presentd evidencias histologicas de
condiloma de pene después de la revisibn completa, en comparacion a 8 que

presentaban lesiones a simple vista®’
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Ya en 1987, Krebs y Schneider, estudiaron mediante colposcopia, citologia e
histologia, a 127 hombres cuyas parejas presentaban NIC de diferentes grados. De
estos el 65% presentaban lesiones asociadas a VPH. Sin embargo las lesiones en
cada uno de los sujetos y en su respectiva pareja diferian clinica e histolégicamente
en muchos de los casos. Estas diferencias podrian ser debido a infecciones con

diferentes tipos de VPH. *®

El hecho de que se considere al virus como un agente transmitido sexualmente,
también se ha apoyado en estudios de este tipo. En 1995 Maymon y cols.,
estudiaron 63 hombres parejas de mujeres con infeccion de VPH o lesiones
asociadas a este. Ambos pertenecian a poblaciones judias, donde es comun la
practica de la circuncisiéon al momento de nacer. Maymon solo encontré en el 24%
de los sujetos estudiados, evidencia histologica de condiloma, sin presentarse casos
de lesiones malignas o premalignas. Una explicacién que dan es el posible efecto
protector de la circuncision, la posible presencia de otros tipos virales en la poblacion
judia y ciertos factores socioeconémicos que podrian limitar la diseminacion de

enfermedades de transmision sexual.*®

Respecto a estudios con técnicas moleculares, en 1986 McCance y cols., estudiaron
53 carcinomas de pene en Brasil, en una comunidad con alta incidencia de CaPe,
detectando el VPH 16 en el 49% de los casos y el VPH 18 en el 9% utilizando

Southern Blot. Ellos sugieren una posible subdeteccion debido a la pequeia
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cantidad de tejido examinado, y proponen al VPH como importante en la etiologia
del CaPe.?

Una dificultad que surge en los estudios de VPH en pene es la dificultad de obtener
muestras de pacientes aparentemente sanos. Una fuente de estas muestras son las
circuncisiones de hombres adultos sin lesién neoplasica. Varma y col.?* en 1991,
estudiaron dos series de muestras en parafina, una de 23 casos de neoplasias
escamosas de pene, y otra de 20 controles, utilizando prepucios de circuncisiones
por fimosis o postitis en adultos, sin ninguna lesién aparente. Realizaron PCR con
oligonucleétidos especificos para VPH 16 y 6/11. Detectaron VPH 16 en el 65%,
VPH 31/33/35 en 13% y VPH 6/11 en 9% de los casos de CCE, siendo todos
controles negativos para VPH. Esto les sugiere que el CaPe esta relacionado con el

VPH de transmision sexual.

Asi también, Scinicariello® y Sarkar® en 1992, determinaron la asociacién del VPH
con carcinoma de pene, por medio de hibridacion in situ y PCR. Concluyendo que el
tipo 16 era el mas frecuente en neoplasias intraepiteliales y en muchos carcinomas
invasivos habia secuencias del genoma del tipo 16; asi mismo el ADN de este tipo
se encontraba integrado al ADN de la célula hospedero, asociandolo como un factor

etiologico en el desarrollo de la neoplasia.
lwasawa y cols.,* (1993), investigaron la frecuencia de VPH tipo 16, 18 y 33 por PCR

y la localizacion de ADN de HPV por hibridacion in situ usando especimenes de

tejido en parafina de carcinoma de pene. Obteniendo que el tipo 16 era el mas

15



comunmente asociado a este tipo de lesiones, y que el ADN del virus se encontraba

en el ndcleo de las células.

Uganda es una de las regiones del mundo con alta incidencia de CaPe y CaCu. En
1992 Tornesello y cols, estudiaron 13 biopsias de pacientes de varias regiones de
Uganda para determinar la presencia de ADN de VPH, de los tipos 6, 11, 16, 18,31
y33. Ellos utilizaron la técnica de Southern Blot y por PCR en base a secuencias
virales altamente conservadas. Encontraron secuencias virales en todas las
muestras. Por Dot Blot encontraron VPH 16 en 31% y por PCR este mismo en 62%.
Los datos sugieren un posible papel del VPH en CaPe en esta regién. %

14 (1994), evaluaron la

En base a estudios morfologicos y Southern blot, Aynaud y co
existencia de caracteristicas morfologicas especificas para la Neoplasia Intraepitelial
en Pene (NIP), en parejas de mujeres con condilomas o neoplasia intraepiteliales. El

ADN del virus fue detectado en 75% de los pacientes con PIN grado I, en 93% de

pacientes con grado Il y en todos los pacientes con grado lll.

Por su parte Cupp y cols., en 1995, en EUA, obtienen muestras en parafina de
CaPe, carcinoma in situ y NIP y prepucios de circuncisiones en adultos. Realizan
PCR con oligonucleotidos especificos para VPH 16 y 18, asi como con
oligonucledtidos generales para L1; encuentran VPH en 55% de los casos de CaPe,
en 92% de los carcinoma in situ, en 92% de las NIP y en 9% de las circuncisiones en
adultos. Siendo VPH 16 el mas frecuente con 40% en CaPe, 84% en carcinoma in

situ y 75% en NIP. Concluyen que a la diferencia significativa de infeccion con VPH
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entre los tejidos sanos y los neoplasicos, se sostiene un papel etiolégico para el
VPH.?

Levi y col.?®

(1998), evaluaron la presencia de VPH en muestras de carcinoma de
pene, asi como la presencia de mutaciones en p53. En su trabajo reportan
prevalencia de VPH tipo 16 en el 53% de las muestras analizadas, asi como

mutaciones puntuales en varios exones de p53, mostrando que los VPH de alto

riesgo y p53 mutado pueden coexistir en esos tumores.

Un subtipo poco comun es el carcinoma de células escamosas basaloides. Cubilla y
cols., en 1998 analizaron 20 casos de CaPe con esta histologia. Utilizaron PCR para
buscar ADN de VPH en 11 de los casos y encontraron VPH 16 en 9 de ellos. Los
autores plantean que este tipo de neoplasia que suele tener un mal prondstico se

encuentra mas frecuentemente asociada con VPH.?’

Uno de los pocos estudios comparados que existen es el realizado por Castellsague
y cols., en Colombia y Espafia. El primero es un pais con alta incidencia de CaCu,
en tanto que el segundo presenta baja incidencia de la neoplasia. Analizaron la
prevalencia de ADN de VPH en pene en esposos de mujeres con y sin neoplasias
cervicales, utilizando un kit comercial (Virapap) y PCR con oligonucleétidos
generales para L1. El estudio mostr6 que hay 8 veces mas incidencia de cancer
cérvico-uterino en Colombia que en Espafia, asi como mayor frecuencia de infeccion
por VPH en pene en este pais latinoamericano. Las diferencias entre la frecuencia

de VPH en esposos de mujeres sanas y mujeres con CaCu no fue significativa en
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Colombia, pero si en Espafia. Ademas encontraron que la promiscuidad sexual es el

factor de riesgo méas importante para las infecciones en pene con VPH.?

Otro estudio de este tipo es el realizado por Bleeker y cols., en 2002. Ellos
identificaron la presencia de lesiones en el pene y VPH en raspados de hombres
cuya pareja presentaba una lesion cervical. En este estudio participaron 175
hombres analizados mediante penescopia para identificar VPH. En el 68% de los
hombres se observaron lesiones. Mas de un tipo de lesién (planas, papulas o
condilomas) fue diagnosticada en el 15% de los sujetos. El VPH fue detectado en
59% de los raspados de pene, conteniendo principalmente VPH oncogénicos.
Cuando las lesiones eran visibles se detecté 67% de VPH mientraS un 37% fue en
muestras donde no se veian las lesiones a simple vista. Ellos concluyen que las
lesiones en el pene son muy frecuentes en parejas sexuales de mujeres con
lesiones cervicales, y que muchas de estas lesiones son subclinicas y estan
frecuentemente asociadas con la presencia de VPH de alto riesgo, indicando que

estos hombres pueden constituir un reservorio para este tipo de virus.?

En 2001 Bezerra y cols., analizaron las caracteristicas clinicopatologicas y el estado
del ADN viral en 60 carcinomas escamosos de pene y 11 carcinomas verrugosos.
No se encontraron diferencias significativas en edad y etapa clinica entre los dos
grupos de tumores. Ningun paciente de carcinoma verrugoso murid de la
enfermedad comparado con 19 de 60, en el grupo de carcinoma escamoso. En

cuanto al ADN viral, este se encontr6 mas asociado con carcinoma verrugoso
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(45.5%) que con el escamoso (26.7%). Los resultados sugieren que el carcinoma
Verrugoso es menos agresivo y confiere un mejor prondstico que el carcinoma tipico
escamoso del pene.*

Todos estos estudios indican que el VPH mas frecuente en CaPe resulta ser el VPH
16, por lo que este puede tener un papel potencial en la neoplasia. Sin embargo,

también se ha visto que el virus presenta una alta incidencia geografica.

En este mismo contexto Villa y cols., en 1986 detectaron la presencia de VPH en
CaPe. Se estudiaron 18 carcinomas escamosos provenientes de pacientes de Brasil,
mediante Southern Blot. Encontraron en 44% de las muestras presencia viral,
(8/18), y 7 de estas muestras presentaban VPH tipo 18. En este estudio no se
encontraron secuencias virales del tipo 16. Ellos concluyen que la ausencia de VPH
16 podria indicar alguna asociacion geografica o al tamafio de la muestra en este
estudio.**

Por ultimo, en el afio 2000 Picconi y su equipo investigaron las relaciones entre el
VPH y el cancer de pene en Argentina por medio de PCR combinada con estudios
de Single Strand Conformational Polymorphisms (SSCP). Encontrando al tipo 18
como el mas frecuente. Sugiriendo un potencial papel viral a la progresion del
tumor’.

Esto dltimo resulta interesante, ya que los datos muestran que en muchas ciudades
el tipo 16 es mas predominante, sin embargo, en Sudamérica ha encontrado que el
mas frecuente es el tipo 18. Tales contrastes pueden ser atribuidos a la diferencias

en la distribucion geografica del VPH. Es por esto que es de gran importancia

19



evaluar la prevalencia de este tipo de virus en paises latinoamericanos como el
nuestro y conocer las relaciones de este, con el CaPe, asi como las diferencias con

otras ciudades del mundo.
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Justificacion

En nuestro pais existe una gran incidencia de CaCu, y representa la primer causa de
muerte por neoplasia entre la poblacion femenina. Debido a que el principal agente
etiologico de esta enfermedad es el VPH, se puede suponer que una gran cantidad
de hombres se encuentra infectada con este virus ya que se trata de un virus de
transmision sexual. Asi mismo, también se ha visto la asociacion de este virus con el
cancer de pene, sin embargo, la incidencia de esta neoplasia es muy baja. No
obstante se pueden presentar lesiones premalignas en el pene, sin que estas sean
detectadas, por lo que podrian representar una poblacion de alto riesgo.

Asi, resulta de gran importancia realizar estudios sobre el virus y su relacion con el
CaPe. Se ha visto que el porcentaje de deteccion del virus en estos estudios es
variable, lo cual podria deberse a una subdeteccién, ya que la mayoria de estos
estudios estan proyectados para la detecciéon de los tipos 16,18 o 6/11 por lo que al
ampliar el rango y la sensibilidad del método utilizado para la deteccion de otros
tipos virales aumentaria el porcentaje de muestras positivas, sobre todo en regiones
como la nuestra en donde se ha visto que otros tipos virales diferentes al 16 o 18
tienen una fuerte incidencia en CaCu, lo cual podria estar ocurriendo del mismo
modo en CaPe. En el presente trabajo se utilizaron muestras que fueron evaluadas
previamente para detectar la presencia viral mediante PCR con oligonucledtidos
especificos para el tipo 16%%. En este estudio preliminar se detectaron secuencias del
VPH16 en el 65% de las muestras (37/57). De esta manera las muestras que
resultaron negativas fueron sujetas a un nuevo analisis para determinar la presencia

de otros tipos de VPH diferentes al tipo 16; mediante oligonucleotidos generales.
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Hipotesis
Dado que el VPH es un agente de transmision sexual se espera encontrar
frecuencias virales similares a lo reportado para cancer cérvico-uterino.
OBJETIVOS

General
Detectar la presencia de secuencias de Virus de Papiloma Humano en muestras
de cancer de pene.
Particulares
Detectar la presencia viral por medio de la técnica de Reaccién en Cadena de
la Polimerasa (PCR), utilizando oligonucleétidos generales para el gen L1 viral
en muestras negativas para.
Determinar el tipo viral presente, mediante secuenciacién automatizada, y la

utilizacién del programa BLAST.
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Material y Métodos

Obtencion de las muestras

Se utilizaron 20 tejidos de cancer de pene incluidos en parafina VPH 16 negativas,
obtenidos del registro histopatolégico del Hospital de Oncologia del Centro Médico
Nacional Siglo XXI; que comprenden del periodo de 1988 al 2002. De cada muestra
se hizo un corte de 5um para tefirlo con Hematoxilina y Eosina con la finalidad de

obtener el diagnéstico, y sefialar el area del tumor de donde se obtendria el ADN.
Extraccién del ADN

Mediante una aguja de extraccion de médula 6sea se obtuvo un cilindro del tumor de
2mm de diametro que se colocé en un tubo de 1.5 pl con 150 pl de xilol y fueron
incubados durante 20 minutos a 56°C o hasta que se eliminara la parafina, se
centrifugaron y decantaron, y finalmente se dejaron secar. Las muestras fueron
digeridas con 150ul de solucion de lisis nuclear y 4ul de proteinasa K (1mg/ml)
durante 24 horas. Posteriormente se les agreg6 3ul de RNAsa (10ug/ml), y se incubo
durante 30 minutos a 37°C. Después de esto, las proteinas fueron removidas por
una solucién de precipitacion de sales, la cual precipita las proteinas dejando el ADN
genomico de alto peso molecular en solucién. Finalmente el ADN fue concentrado y
lavado mediante precipitacion por isopropanol y se resuspendié en 50 ul de agua
destilada. La aguja fue limpiada y esterilizada mediante calor después de cada

extraccion.
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Deteccion del ADN de VPH

La amplificacion del ADN se realiz6 mediante la utilizacion de los oligonucledtidos
Gp5+ y Gp6+>, los cuales reconocen una gran cantidad de tipos virales (11, 16, 18,
30,31, 33, 35, 39, 40, 43, 45, 51, 52, 54, 55, 56, 58, 59, 66 etc.); y amplifican un
fragmento de 150 pb de la region L1 del virus (Tabla 2). Como templado se utilizaron
200ng de ADN. La mezcla de reaccion se llevé a cabo en un volumen total de 50l
gue contenia MgCl, 3.5 Mm, buffer de PCR 10x, 10mM de cada dNTP, 50 pmoles
de oligonucleotido y 1U de Taq polimerasa (Promega). EI ADN fue desnaturalizado
a 94° durante 4 minutos y la reaccion se llevo acabo en 40 ciclos, cada ciclo incluy6
1 minuto de desnaturalizacion a 94°, la alineacion a 40° durante 2 minutos, y
finalmente la extensién a 72° durante 1.5 minutos. Como control positivo se utilizd
ADN de papiloma laringeo. Los productos de PCR se visualizaron en un gel de

agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio en el equipo EagleEye 2 Strategene.

Primer | Tamafio Secuencia Posicién | Fragmento
GP5+ |23 pb 5-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3 6624-6646 | 150 pb
GP6+ |25 pb 5'-GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3'|6719-6746

Tabla 2. Secuencia de los oligonucle6tidos utilizados. La posicion esta dada en
base al VPH16.
Secuenciacion
Los productos obtenidos fueron purificados con el kit Wizard Gel Clean (Promega), el
cual consta de unas columnas con una membrana de silica que no permite pasar
deja libres los productos de cualquier residuo de sales u oligonucledtidos, asi como

nucleétidos no incorporados, dejando solamente el producto de PCR.
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Posteriormente estos fueron cuantificados en un gel de agarosa al 2% mediante el
sistema Low Mass (Fermentas). Se realizo el marcaje de los mismos mediante una
reaccion de PCR con los oligonucleétidos GP5+ o Gp6+ para los fragmentos del
gen L1, con el kit BigDye Terminador Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin
Elmer Aplied Biosystems). La mezcla de reaccion se llevd a cabo en un volumen
final de 20ul que contenia 2.5yl de Terminador Ready Mix, 3 ng del producto,
3.2pmol del oligonucledtido utilizado y agua. La reaccion de marcaje se llevo a cabo
durante 25 ciclos. Cada ciclo consistid de desnaturalizacion a 96° por 1 minuto, 95°
30 segundos, alineamiento del oligonucleétido a 55° 10 segundos, elongacién 60°
por 4 minutos y por ultimo 1 ciclo de extension a 72° por 1 minuto. Posteriormente
las muestras fueron purificadas con el kit DyeEx (Quiagen) y liofilizadas. La
secuenciacion se realizo el secuenciador automético de Applied Biosystems 373.

Una vez obtenidas las secuencias se compararon con las reportadas anteriormente
en GeneBank mediante el programa BLAST para determinar de qué tipo de VPH se

trataba.3
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Resultados

Con la finalidad de detectar presencia de VPH en muestras de CaPe, se llevaron a
cabo experimentos de PCR y secuenciacion. Asi mismo, se recolectaron datos
clinicos e histopatologicos de las muestras. Las muestras estudiadas fueron
evaluadas anteriormente con oligonucleétidos especificos para el VPH tipo 16
resultando negativas. Por esta razén, se decidié analizarlas con un nuevo juego de
oligonucleétidos, Gp5+ y Gp6+, que generan un amplificado de 150 pb, los cuales
detectan una gran cantidad de tipos virales (11, 16, 18, 30,31, 33, 35, 39, 40, 43, 45,

51, 52, 54, 55, 56, 58, 59, 66 etc.)*.

Presencia de tipos Virales

Se procesaron un total de 20 muestras de las cuales el 65% (13/20) resultaron
positivas para VPH. (Fig. 2). Posteriormente los productos de PCR fueron purificadas
y marcadas para su secuenciacion y asi determinar el tipo viral presente,
comparando la secuencia obtenida con las ya reportadas en el GeneBank mediante

la utilizacidén del programa BLAST httpp://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (Figuras 3-5)
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Figura 2. Amplificaciones del de Virus de Papiloma Humano en muestras de
Céancer de Pene en parafina, obtenidas con los oligonucledétidos Gps
(150 pb).
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Figura 3. Electroferograma de la secuencia de un fragmento del gen L1 de VPH
59.
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Figura 4. Electroferograma de la secuencia de un fragmento del gen L1 de VPH
11.
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Figura 5. Electroferograma de la secuencia de un fragmento del gen L1 de VPH
16.
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Tal como sucede en CaCu diferentes tipos virales fueron detectados. El VPH tipo 31,
asi como el tipo 11 fueron los mas frecuentes (4/13, 30%) detectados en las
muestras. Interesantemente, se detecto la presencia de VPH 16 en 2 de 13 muestras

(15%). Por ultimo, también se detectaron los tipos 59,18 y 33 (1/13, 7% cada uno).

8%

8%

30%

OVPH 31 mVPH11 mVPH 16 OVPH 59 mVPH 18 OVPH 33

Figura 6. Tipos de VPH detectados en muestras de Cancer de Pene VPH 16

negativas, incluidas en parafina.

2%2%2% 8% 8%

78%

OVPH 3180VPH 11mVPH 160VPH 598 VPH180O VPH 33

Figura 7. Total de tipos de VPH detectados en muestras de Cancer de Pene

incluidas en parafina®’.
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Datos Clinicos e histopatoldgicos

La edad de los pacientes fluctud entre los 37 y 94 afios de edad, siendo la media de
63.3 afos. De todos los pacientes, solo 2 eran menores de 40 afios (10%). El 40%
se encontraban entre los 41 y 60 afios (8/20), y por ultimo el 50% eran mayores de
61 afios (10/20). Asi mismo, el 90% de los pacientes no presentaban la circuncision,

y para el resto de los casos no se contd con esta informacion.

O menos de 40 O041-60 Omas de 60

Figura 8. Edades de los pacientes con CaPe (n=20)

Un dato importante resulta ser el nimero de parejas sexuales, sin embargo, fue la
variable para la que se obtuvo menor informacién. Dos pacientes reportaron haber
tenido 4 parejas sexuales (10%), 3 reportaron que habian tenido 3 parejas sexuales
(15%), y un paciente dijo haber tenido de 3 a 6 parejas (5%). Para el resto de los

casos (70%), no se contd con esta informacion.
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En cuanto a los datos histopatologicos se pudo observar que el 65% de los casos
(13/20) correspondian al subtipo histoldgico tipico, el 15 % (3/20)) fueron mixtos, el
10% (2/20) fueron papilares y también se presentaron un caso verrugoso y 1

condilomatoso (5% cada uno).

El tipo de crecimiento que se presentd con mayor frecuencia fue el vertical,
representando el 80% (16/20) de los casos, asi mismo, se presentaron 2 casos de
crecimiento mixto (10%), 1 caso de crecimiento verruciforme, y uno de diseminacién
superficial (5% cada uno).

En cuanto al grado de diferenciacion el 65% (13/20) de los casos fueron
moderadamente diferenciados, el 25% (5/20) fueron bien diferenciados y el 10%
(2/20) fueron poco diferenciados. Por ultimo, el 55% (11/20) de las muestras
presentaban lesiones morfologicas asociadas a al infeccion por VPH, en tanto que
5% (1/20) mostraban una morfologia que sugeria la infeccion y un 40% (8/20) no

presentaban este tipo de lesiones.

Datos moleculares y variables histopatoldgicas

Como ya se mencion0 el carcinoma tipico fue el mas frecuente presente en las
muestras, sin embargo, los tipos condilomatoso y verrugoso fueron los que
presentaron la mas alta positividad a VPH (Tabla 3). Asi mismo, el carcinoma de
crecimiento vertical solo se pudo detectar presencia viral en el 50% de los casos,
mientras que para los otros tipos de crecimiento se logro la amplificacion del ADN

viral en todos los casos presentados (Tabla 4). De igual forma todos los casos de
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carcinoma bien diferenciado presentaron secuencias virales (Tabla 5). En cuanto a la
morfologia citologica, la referida como positiva a VPH fue la que presento el mayor

namero de casos positivos asociada a infecciéon por VPH (Tabla 6).
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Tipo histolégico | n | VPH + (%) | VPH16 (%) | VPH18 (%) | VPH31 (%) | VPH33 (%) | VPH59 (%) | VPH11 (%)
Tipico 13| 8(61.5) 2 (25) 1 (12.5) 3 (37.5) 1 (12.5) 0 1 (12.5)
Mixto 3| 2(66.6) 0 0 0 0 0 2 (100)
Papilar 2 1 (50) 0 0 1 (100) 0 0 0

Condilomatoso | 1 1 (100) 0 0 0 0 0 1 (100)
Verrugoso 1 1 (100) 0 0 0 0 1 0

Tabla 3. Tipos de VPH identificados en muestras de CaPe y su correspondiente subtipo histoldgico.

Tipo de Crecimiento | n | VPH+ (%) | VPH16(%) | VPH18(%) | VPH31(%) | VPH33(%) | VPH11 (%) | VPH59(%)
Vertical 16 | 9(56.2) | 2(22.2) 0 4(44.4) | 1(11.1) 2(22.2) 0
verruciforme 1 1 (100) 0 0 0 0 1 (100) 0
Dis. Superficial 1 1 (100) 0 1 (100) 0 0 0 0
Mixto 2 | 2(100) 0 0 0 0 1 (50) 1 (50)

Tabla 4. Tipos de crecimiento de CaPe y su correspondiente tipo de VPH.
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Grado de Diferenciacién N | VPH+ | VPH16(%) | VPH18(%) | VPH31(%) | VPH33(%) | VPH59(%) | VPH11(%)
Moderadamente diferenciado | 13 | 7 (53.8) | 1 (14.2) 0 3(42.8) 1(14.2) 0 2 (28.5)
Bien diferenciado 5 | 5(100) 0 1 (20) 1(20) 0 1(20) 2 (40)
Poco diferenciado 2 | 1(50) 1(100) 0 0 0 0 0
Tabla 5. Grados de diferenciacion en CaPe y su correspondiente tipo de VPH.

Morfologia | n | VPH+ (%) | VPH16(%) | VPH18(%) | VPH31(%) | VPH33(%) | VPH59(%) | VPH11(%)

VPH positivo | 12 | 10 (83.3) | 2(22.2) 1(11.1) 2 (201) 1(11.1) 0 4 (44.4)

VPH negativo | 8 | 3(37.5) 0 0 2 (66.6) 0 1(33.3) 0

Tabla 6. Deteccion morfoldgica de infeccion por VPH y su correspondiente tipo de VPH.
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Porcentaje de muestras

positivas

Por otra parte, se puede ver que el mayor porcentaje de muestras positivas se

encuentra entre los grupos de edad mas jovenes (Figura 5).

Figura 5. Porcentaje de muestras positivas para de VPH en los diferentes

grupos de edad de los pacientes con CaPe.
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Discusion

En este trabajo se analizaron muestras de cancer de pene con la finalidad de
detectar secuencias génicas del Virus de Papiloma Humano, mediante PCR y
secuenciacion. Las muestras que aqui se utilizaron anteriormente habian sido
evaluadas para determinar si existia presencia viral, pero solo del VPH tipo 16,
dejando de lado a las muestras que presentaran un tipo viral distinto a 16. Por esta
razon fue que se decidid realizar las muestras que resultaron negativas en ese
primer andlisis. Se utilizaron oligonucleétidos generales que reconocen una gran
cantidad de tipos virales, y asi tener un espectro de deteccion mas amplio.

De este modo se decidi6 utilizar a los oligonucledtidos Gp5+ y Gp6+, los cuales
reconocen un fragmento del gen L1 de una gran cantidad de tipos virales y se
obtienen un producto de 150 pb. Al obtener productos pequefios como este, se
pueden evitar problemas en la amplificacién, debido a la pobre calidad del ADN,
ya que se trata de muestras incluidas en parafina. Asi mismo, al tratarse de un
fragmento pequefio se puede evitar el problema de la subdeteccion de VPH
debido a la degradacion del ADN. De igual forma se ha planteado que la
integracion del ADN viral dentro del genoma de la célula puede resultar en la
ruptura o pérdida del gen L1, por lo que el amplificado tampoco se ve afectado

debida a esta fragmentacién o pérdida de ADN durante la integracion viral.

El porcentaje de muestras que contenian secuencias virales en este estudio fue de

65%. Este resultado es similar a lo reportado por otros autores* ?°?*, Sin embargo,

debe considerarse que en este trabajo solo se tomaron en cuenta las muestras
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gue resultaron negativas para VPH16, por lo que al considerar el total de las
muestras positivas para VPH, el porcentaje aumentaria®.

En cuanto a la edad, la media encontrada en los pacientes con CaPe, no difiere a
la encontrada en otros paises *%* ** Sin embargo, se pudo observar una ligera
tendencia de un mayor nimero de muestras positivas para VPH en los grupos de
pacientes mas jovenes. Por otra parte la literatura se reporta al VPH 18 en
segundo lugar de frecuencia,* ?* 3% 3¢ después del VPH 16, sin embargo en este
trabajo se observdé una mayor presencia de VPH 31. Esta diferencia puede
deberse a diferencias geogréficas resultando en una diferente distribucién del
virus. Asi mismo, cabe mencionar que anteriormente el VPH31, era considerado
como virus de mediano riesgo, sin embargo, recientemente en base a datos
epidemiolégicos ya se considera a este como un virus de alto riesgo®’. Asi mismo,
nuestros datos apoyan que el VPH 31 es un VPH de alto riesgo.

Un dato interesante que se encontr6 fue la presencia de VPH 11 en los tumores.
ya que en cérvix causa lesiones benignas, por lo que es considerado como un
virus de bajo riesgo. Sin embargo la asociacion entre VPH de bajo riesgo y otras
lesiones ha sido reportada. Dianzani C, y cols., previamente detectaron VPH 11 en
un caso de carcinoma de pene invasivo del tipo verrucoso®. Heinzel P. y cols.,
encontraron un paciente con lesiones benignas en cérvix y lesiones malignas en
laringe, ambas provocadas por VPH 11%°. De igual forma Rubin y cols., detectan
en 8.3% de muestras de cancer de pene positivas para VPH 6, otro tipo viral de

igual forma considerado como de bajo riesgo.*® Sin embargo, no descartamos una
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posible coinfeccion con un virus de alto riesgo presente en un namero de copias
muy bajo.

En la deteccion de VPH vy la circuncision, no se pudo establecer una relacion, ya
que el 90% de los pacientes no presentaba la circuncision, y para el resto no se
contdé con esta informacién. Sin embargo, respecto a esto, Aynaud y cols., %
encontraron que no hay diferencia significativa entre las lesiones asociadas a VPH
y la circuncision. Por otro lado Fleiss P, opina que la circuncision es en realidad un
indicador de la clase social y no un factor de asociacién por si mismo en la
etiologia del CaPe u otras enfermedades sexualmente transmisibles *. Se ha
manejado que la falta de circuncisién es comun en hombres de estratos sociales
mas bajos y escasa educacion con historia de mdultiples parejas sexuales,
infecciones venéreas y dificil acceso a servicios médicos, entre otras cosas. Por lo

tanto, estos hombres, tienen mayores posibilidades de contraer VPH y desarrollar

cancer de pene.

Sin embargo, Maymon y cols. Realizaron un estudio en una poblacion judia,
reportando una tasa muy baja (2.4%) de lesiones asociadas a VPH en hombres no
circuncidados, cuyas parejas sexuales tenian NIC.'° Es probable que la falta de
circuncision se encuentre asociada en muchos casos a una mala higiene,
multiples contactos sexuales y a la falta de asistencia médica, sobre todo en
paises en vias de desarrollo como el nuestro. En este contexto es coherente
pensar en una correlacion entre la falta de circuncision y el desarrollo de cancer de

pene, ya que debido una mala higiene se podria favorecer una infeccién con VPH.
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Es por esto que se ha considerado que la circuncision, lo que representa en
realidad no es un efecto profilactico, sino un riesgo reducido para el desarrollo del
CaPe. De igual forma en el caso de hombres con historia de mdultiples parejas
sexuales, puede representar un riesgo reducido de desarrollar cancer cervical en

su pareja.'®*?

Por otra parte, Castellsague y cols., encuentra una fuerte asociacion entre la
presencia de ADN de VPH en pene y el aumento del niumero de parejas
sexuales?® Desgraciadamente, para la variable del nimero de parejas sexuales en
este estudio no se contd con mucha informacion. Por lo que la falta de estos datos
representan un importante no nos permitieron realizar una correlacion entre el

namero de parejas sexuales y el riesgo a desarrollar CaPe

El subtipo histoldgico tipico fue el mas frecuente con un 65%. El cual se encuentra
un poco por debajo de lo reportado en la literatura que es del 70%%. Asi mismo,
en la literatura el tipo basaloide es el segundo tipo mas comun, con un 10% de
incidencia *, sin embargo en este estudio no se presento ningln caso de este
tipo. Respecto a los otros tipos nuestros resultados concuerda con los reportados
anteriormente por Amin y cols, con un 10% de carcinoma papilar. En cuanto a los
tipos verrugoso y condilomatoso encontramos 5% de cada uno, muy parecido a lo
reportado por ellos con un 6 y 3% respectivamente.

El tipo de crecimiento mas frecuente fue el vertical (80%), seguido por el de

crecimiento mixto (10%). En contraposicion a Cubilla y cols.'?, que encuentra el de
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expansion superficial como mas comun (42%). Estas diferencias podrian deberse
a diferentes etiologias en zonas geograficas en estudio. Asi mismo, tal vez las
infecciones con distintos tipos de VPH en las dos zonas podria estar influenciando
este tipo de diferencias. Desafortunadamente, hasta el momento no se han podido
encontrar asociaciones entre tipos de VPH y ciertos tipos de crecimiento. Sin
embargo, si se ha mencionado que existe una mayor frecuencia de VPH 16/18 en
carcinomas de crecimiento vertical, considerados de alto grado y profundamente
invasivos, comparado con tumores de bajo grado, como los de crecimiento
verruciforme, que son frecuentemente negativos para VPH.'?> Cabe mencionar que
en este estudio si se pudo detectar secuencias virales de VPH en este tipo de
tumor, sin embargo se tratd de VPH 11 el cual es considerado como un tipo de
bajo riesgo.

En cuanto al grado de diferenciacion el carcinoma bien diferenciado presento el
porcentaje mas alto de positividad a VPH (100%) seguido por el moderadamente
(53.3%) y el poco diferenciado (53%). Lo cual difiere a lo encontrado en el estudio
anterior donde se tomaron en cuenta solo muestras VPH16 positivas, donde el
poco diferenciado fue el que presentd el porcentaje mas alto de positividad. Asi
mismo, los casos identificados en el presente trabajo como VPH 16, se registraron
como moderada y poco diferenciados. De este modo, podria considerarse el grado
de diferenciacién del tumor, asociado mayormente a ciertos tipos virales.

Respecto a la morfologia caracteristica de la infecciébn con VPH, se encontré que
el 37.5% de muestras considerada como negativas presentaban secuencias

virales. En este respecto, Schultz y cols., mediante Southern blot, encuentran 16%
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de positividad a VPH, en muestras clasificadas como morfologicamente
negativas®’. Con esto se puede ver que para la deteccién de VPH, el método de
morfologia histopatoldgica no resulta del todo confiable, y algunas de las muestras
gue no presentan cambios morfolégicos caracteristicos, pueden contener

secuencias virales.

Los resultados obtenidos aqui muestran que el 65% de las muestras resultaron
positivas para VPH, siendo el VPH 31 el mas frecuente. Es posible que en
distintas regiones geograficas se presenten distintos porcentajes de tipos de VPH,
lo cual podria estar relacionado con factores genéticos o ambientales. Sin
embargo, puede mencionarse que al menos el 50% de los casos de CaPe se
relacionan a VPH. Poblet y cols., sugieren que podria haber dos grupos de casos
de CaPe, uno involucrado con VPH y otro en el que los VPH no estén
relacionados, en ambos casos podrian estar implicados factores geograficos o
epidemioldgicos. Sin embargo, hay que tomar en cuenta que hay estudios de
cancer de pene y VPH, donde se han reportado porcentajes cercanos al 100%2>%
de muestras positivas para VPH; esto se ha visto dependiendo de la técnica

empleada o la poblacion estudiada.

Por ultimo, al observar la baja incidencia de CaPe en comparacién con CaCu, se
piensa en las diferencias de infeccion viral en pene y cérvix. Se sugiere que otros
factores ademés de VPH pueden jugar un papel importante en el desarrollo de una

neoplasia. Se ha mencionado que la zona de transicion en cérvix es
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particularmente vulnerable a la infeccion y al desarrollo de una lesién premaligna.
Asi mismo, algunos autores han mencionado que tal vez en CaPe el periodo de
incubacion del virus puede ser mas largo que para el cancer cérvico-uterino. Por lo
gue el CaPe podria desarrollarse en una etapa mas tardia, que el cancer de
cérvix®® Sin embargo, no se sabe si el desarrollo de una lesién premaligna del
pene se da en una etapa temprana de la vida, ya que a diferencia de las mujeres,
para los hombres no existen métodos de deteccion temprana de este tipo de
lesiones; por lo que podria no existir una diferencia real en el periodo de
incubacion del virus entre hombres y mujeres, sino que las diferencias observadas
se pueden deber al mejoramiento de los métodos de diagndstico de lesiones
premalignas en las mujeres.

Por ultimo, no habiendo duda de la transmision sexual del VPH se debe reconocer
la importancia del tratamiento de los hombres con lesiones premalignas o cancer
de pene como un mecanismo de control de la infeccion con VPH y sus

repercusiones en CaCu en nuestro pais.
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Conclusiones

0 EI65% de las muestras estudiadas resultaron positivas para VPH.

o Al igual que sucede en cancer cérvico-uterino, una gran cantidad de tipos
virales fueron detectados, siendo el VPH 31 el mas frecuente presente en
las muestras.

o0 La falta de circuncision asociada a otros factores puede conferir un riesgo
reducido al desarrollo de cancer de pene.

o El grado de diferenciaciéon que mostré la mayor positividad a VPH fue el
bien diferenciado con el total de las muestras positivas.

o No se pudo encontro relacion entre el subtipo histolégico del tumor y algin
tipo viral.

0 Mas de la mitad de los casos de cancer de pene pueden ser atribuidos a la

infeccion con VPH.
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