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Resumen

La infeccion con VPH afecta tanto a hombres como a mujeres por lo que al igual que
con el cancer de cérvix (CaCu), se ha observado que existe una relacion del virus con
el desarrollo del Cancer de Pene (CaPe). Sin embargo, la infeccion con el virus no se
considera suficiente para el desarrollo de una neoplasia, ya que se ha visto en
pacientes con lesiones precursoras del cérvix que solo una pequefia fraccion de estas
lesiones progresa a cancer, sugiriendo que algunas alteraciones genéticas puedan
estar jugando un papel muy importante en el desarrollo de la neoplasia. De esta forma,
se ha reportado la frecuente adquisicion de copias extra del cromosoma 3q,
especificamente del gen TERC, en lesiones premalignas del carcinoma cervical, en las
cuales siempre esta presente el VPH; debido a que es consistente con el dafio a la
funcion de p53 y pRb mediado por las proteinas virales E6 y E7, ya que los genes de
telomerasa son transcripcionalmente activados por la proteina E6 de VPH. Por tal
motivo, debido a que el CaPe también se encuentra relacionado a la infeccion por
VPH, la ganancia de 3q de igual forma podria ser observada en esta neoplasia,
excepto en los casos donde no se detecte la presencia del virus. Se analizaron 76
tejidos muestras de CaPe de las cuales el 75% presento secuencias virales siendo el
VPH tipo 16 variante Europea (E) el mas frecuente. Asimismo, se tomaron 34
muestras y fueron sometidas a PCR en Tiempo Real para determinar si el gen TERC
se encontraba amplificado. De estas solo 5 mostraron resultados indicativos de la
amplificaciéon del gen por lo que se sugiere que podrian analizarse otras regiones
dentro de 3q en donde podrian encontrarse otros genes candidatos a marcadores de

progresion.



Abstract

HPV infection affects both men and women and as in Cervical Cancer (CC) it has been
observed a relationship of the virus with the development of Penile Carcinoma (PC).
However, single infection is not enough to develop a neoplasia, since it has been seen
that just a minor fraction of patients with precursor lesions progress to CC, suggesting
that some genetics aberrations can play a very important role in the development of a
neoplasia. In this way, it has been reported the frequent acquisition of 3q extra copies,
specifically TERC gene, in precursor lesions, in which, HPV is always present. This is
consistent with injuries to p53 and pRb functions induced by viral proteins E6 and E7,
because telomerase genes are transcripcionally activated by E6 protein of HPV. By
such reason, due to PC is related to HPV infection, the 3q gain could be observed in
this neoplasia, except for the cases where the presence of the virus is not detected. 76
PC samples were examinated and 75% were HPV positive being HPV 16 European
(E) variant the most common. Also, 34 samples were analyzed by Real Time PCR to
determinate if TERC gene was amplified. Of these, only 5 samples showed gene

amplification, reason why it is suggested that other regions of 3q could be considerate

to find other candidates genes that can function like markers for progression.



Introduccién

El Cancer de Pene (CaPe) es un tumor que se presenta con mayor frecuencia en
paises en vias de desarrollo. Asociado a este enfermedad se encuentra el Virus del
Papiloma Humano (VPH); el cual es transmitido por via sexual y es considerado como
el factor etiolégico mas importante para el desarrollo de Cancer cérvico-uterino (CaCu)
(Stoler, 2003), por lo que el CaPe es considerado como la contraparte masculina al
CaCu (lwasawa, 1993). No obstante, los VPH que estan involucrados en la infeccion y
asociacion con esta neoplasia han sido muy poco estudiados (Sarkar, 1992) 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 Sudamérica, Africa y Asia, el cancer de pene es mucho mas comun,
representando del 10-20% de los tumores malignos que se presentan en la poblacién
masculina (Stoler, 2003), por lo que parece el CaPe presenta una variacion
geografica.

Para el afo 2001 los reportes de Registro Histopatologico de Neoplasias Malignas en
nuestro pais, registraron para una incidencia de CaPe del 1.3%
(http://www.dgepi.salud.gob.mx/diveent/html), 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 CaPe y la relacion que existe con VPH. En el
2002 Lazcano y cols., (Lazcano-Ponce, 2002) 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 infeccion por el virus.

Sin embargo la infeccién con el virus no se considera suficiente para el desarrollo de
una neoplasia, ya que se ha visto en pacientes con lesiones precursoras del cérvix
que solo una pequeia fraccion de estas lesiones progresa a cancer (Zur-Huasen,
2000), por lo que se ha sugerido que algunas alteraciones genéticas puedan estar

jugando un papel muy importante en el desarrollo de la neoplasia. La adquisicion de



cambios especificos en el nUmero de copias del DNA y el mantenimiento de esas
aneuploidias, son comunmente observadas en los tumores sdlidos (Reid, 1997)
Mediante estudios de Hibridacién Genomica Comparativa (HGC) se ha reportado que
la adquisicion de copias extra del cromosoma 3q, es una alteracidon genética muy
frecuente en las lesiones premalignas del carcinoma cervical, en las cuales siempre

esta presente el VPH (Heselmeyer-Hadad, 1996, 2003, 2005).

Recientemente Heselmeyer-Hadad y cols., (2005), propusieron que la ganancia de 3q,
especificamente del gen TERC, puede representar un evento temprano en la
transformaciéon maligna presente en lesiones premalignas de cérvix, pudiendo
utilizarse como un biomarcador en el proceso de carcinogénesis cervical, ya que
mencionan que la ganancia de la regidon 3q es consistente con el dafio a la funcién de
p53 y pRb mediado por las proteinas virales E6 y E7 por lo que podria indicar que los
casos que presenten esta alteracién progresarian a CaCu. Esto debido a que los
genes de telomerasa son transcripcionalmente activados por la proteina E6 de VPH,
por lo que la ganancia de este gen podria brindar una ventaja a las células epiteliales
(Heselmeyer-Hadad, 2005).

Por tal motivo, debido a que el CaPe también se encuentra relacionado a la infeccion
por VPH, la ganancia de 3q de igual forma podria ser observada en esta neoplasia,

excepto en los casos donde no se detecte la presencia del virus.



Cancer de Pene

Las alteraciones histolégicas observadas en el cérvix también se pueden encontrar en
los hombres, siendo descritas como neoplasias intraepiteliales (NIP) in situ y
carcinoma invasor de pene (Picconi, 2000).

El CaPe es un tumor epitelial maligno del tipo epidermoide o de células escamosas,
que se presenta con mayor frecuencia entre los 70 y los 90 anos de edad (Picconi,
2000) Clinicamente las lesiones son indoloras y no sangran hasta que la neoplasia se
ulcera e infecta; suele originarse en el glande del pene o en una superficie del
prepucio cerca del surco coronal (Walter, 1994). Este tumor puede ocultarse bajo un
prepucio redundante o fimaético; es decir cuando existe una dificultad para retraer el

prepucio sobre el glande produciendo inflamacion.

Cubilla y col. dividieron al CaPe en carcinoma escamosa superficialmente extendido,
carcinoma vertical, carcinoma verrucoso y carcinoma multicéntrico (Cubilla, 1993).

El carcinoma superficialmente extendido es el mas frecuente y tiene un patrén de
crecimiento radial, puede extenderse a la mucosa del glande, el prepucio y surco
coronal y la uretra, es infiltrante y poco o moderadamente diferenciado (Abeloff, 2000).
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 (Schellhammer, 1992) el
cual se encuentra relacionado etioldgicamente con infeccién de VPH tipos 6 y 11; ya
que se han encontrado en el 85% de estos (Cubilla, 1993).

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

predominantemente por células fusiformes y a veces células gigantes.

El CaPe 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 circuncision desde el nacimiento. No obstante la falta de circuncisién no ayuda al
desarrollo de la enfermedad sino que otros factores tales como socioeconémicos y
genéticos asi como una higiene adecuada son determinantes, ya que es concebible
asociar la practica de la circuncisién con hombres que tienen un nivel de vida mas alto,
por lo tanto cuentan con una mejor alimentaciéon asi como con mayor acceso a los

servicios de salud (Pukkala, 2002).



Por otra parte la proteccién que puede conferir la circuncisién se ha atribuido en forma
tradicional a su eficacia para evitar la acumulacion de carcinégenos no identificados
que contiene al esmegma (Kumar, 1999), (acumulacion de células epiteliales
descamadas y sudor). La fimosis (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 (Katelaris, 1998).

Virus del Papiloma Humano (VPH)

La familia de los papiloma virus emerge como la familia mas compleja de virus
patégenos para el hombre, la informacion genética del HPV esta en forma de una
doble cadena de ADN circular cubierto por una capside y su genoma consta 8000 pb
aproximadamente (Kiseljov, 1999).

Toda la informacién 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 /ate)
debido a que se expresan tardiamente en el proceso infeccioso, contiene
aproximadamente 2500 pb y codifican para las proteinas de la estructura viral.

Otros siete marcos de lectura abierta, llamados early, (de expresion temprana) de
aproximadamente 4500 pb, estan implicados en el control y reproduccién viral y la
manifestacién del potencial patégeno (Kiseljov, 1999). Las 1000 pb restantes estan
dentro de una region llamada LCR (regién 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 y la replicacion, la transcripcion ocurre en
una sola direccion (Stoler, 2003).

La transcripcion y la replicacién estan ligadas al estado de diferenciacion de la célula
infectada (Stoler 2003). El resultado de los eventos infecciosos depende
principalmente de tres factores: 1) la multiplicidad de la infeccion, 2) la interaccién con

carcinégenos quimicos o fisicos, 3) la respuesta inmune (Sarkar, 1992)



La proteina E2 funciona como represor de E6 y E7 debido a su localizacién cercana a
la region de control; por el contrario, la falta de expresion de E2 se relaciona con la
expresion de E6 y E7 y su integracién al genoma de la célula (lwasawa, 1993) 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 funcidn de esos dos genes y una desregulacion de los genes E6/E7, resultando en
la transformacion celular (Stoler, 2003).

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 funcidon normal y
promoviendo asi su degradacion.

La mayor funcién de E7 es la desregulacion de la maquinaria del ciclo celular por la
induccion de la fase de transicion de Gy a S. Esto acompafado por la activacién de
varios genes celulares por E7 y por la interaccién directa de E7 con proteinas
reguladoras del ciclo celular; como pRb (Picconi, 2000).

Variantes VPH

Los virus se clasifican de acuerdo a su secuencia nucleotidica y hasta la fecha se han
detectado mas de 80 tipos virales (Munoz, 2003). Los VPH presentan variacion no
solo entre tipos sino entre un mismo tipo viral, a esta variacion se le considera como
variante. Las variantes virales se definen como tipos virales que varien en menos del
2% en regiones especificas del genoma viral (Yamada, 1997), mientras que para
considerar un tipo viral debe de haber una variacion nuleotidica de mas del 2%.
Debido a al alta prevalencia del VPH tipo 16, las variantes de este tipo viral son las
mas ampliamente estudiadas, y se dividen en 5 grandes grupos que son europea (E),
Asiatica (As), Asiatico-Americana (A), Africanal (Af1), Africana2 (Af2) (Giannoudis,
2001). A estas variantes se les han atribuido diferentes capacidades oncogénicas

resultando ser mas o menos agresivas dependiendo de cual se trate, esto en base a la



capacidad que presentan sus oncoproteinas de interactuar con genes como pRb o

p53.

Gen TERC

La telomerasa es un ribonucleoproteina que depende de un templado de ARN por
medio del cual va adicionando hexanucleétidos a los extremos de los cromosomas
para asi formar los teldmeros (Nakano, 1998). La telomerasa depende de dos
componentes esenciales: una proteina catalitica con actividad de transcriptasa reversa
llamada hTERT y el componente de ARN, el cual sirve de templado telomérico y es
llamado hTERC o hTR. En humanos TERC es transcrito por una RNA polimerasa tipo
Il y es procesada en su extremo 3'para producir un transcrito maduro de 451
nucledtidos, el templado para la transcripcidn reversa comienza cerca del extremo 5°el
cual especifica la sintesis de la secuencia telomérica (Cong, 2002). Muchos
experimentos han mostrado que este gen es ampliamente expresado en tejidos
tumorales y no tumorales, por lo que se concluyo que no es esencial para al
reactivacion de la telomerasa. Sin embargo, la examinacion de tumores mediante
hibridacion in situ reveld que existia una sobreregulacion de la expresion de este gen
en tejidos tumorales (Guilleret, 2002). Asi mismo, se ha visto que mutaciones en este
gen causan disqueratosis congénita autosémica dominante y también puede ser
asociada con algunos casos de anemia aplastica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez).
Ademas, de servir como un templado para la transcripcion reversa en la sintesis
telomérica, esta subunidad esta involucrada también en la actividad de la enzima
probablemente con nucleétidos especificos que interactian con componentes
estructurales del sustrato de ADN y las subunidades de la proteina. La remocién o la
sub-regulacion de este componente de ARN conduce a la inhibicién de la telomerasa,
erosion de los telébmeros, compromete la capacidad de crecimiento de células

embrionarias altamente proliferativas, células testiculares, células hematopoyéticas en



ratén y la muerte de células HelLa y de células malignas humanas derivadas de glioma

(Liu 1999).

Antecedentes

Han sido varios los técnicas utilizadas para detectar la presencia del virus en
carcinoma de pene: por métodos histolégicos y por analisis moleculares. Los métodos
histolégicos 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 coilociticas;
caracteristicas de la infeccion por VPH.

En cuanto a las técnicas moleculares estos resultan ser mucho mas sensibles. Puede
realizarse la deteccién de proteinas virales mediante el uso de anticuerpos especificos
del virus, deteccién de ADN viral mediante hibridaciones y mediante la amplificacion
de secuencias virales con la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
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 infeccién de VPH o lesiones asociadas a este.
Ambos pertenecian a poblaciones judias, donde es comun la practica de la
circuncision al momento de nacer. Maymon solo encontré en el 24% de los sujetos
estudiados, evidencia histolégica de condiloma, sin presentarse casos de lesiones
malignas o premalignas. Una explicacion que dan es el posible efecto protector de la
circuncisioén, la posible presencia de otros tipos virales en la poblacién judia y ciertos
factores socioecondmicos que podrian limitar la diseminacion de enfermedades de

transmision sexual (Maymon 1995).

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 subdeteccién debido a la pequefia cantidad
de tejido examinado, y proponen al VPH como importante en la etiologia del CaPe
(McCance 1986).

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 lesion neoplasica. Varma y cols. 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 lesion aparente. Realizaron PCR con
oligonucledtidos 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 cancer cervical escamoso (CCE),
siendo todos controles negativos para VPH. Esto les sugiere que el CaPe esta

relacionado con el VPH de transmisién sexual.

Asi también, Scinicariello y cols., y Sarkar y cols., en 1992, determinaron la asociacion
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 invasores 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 etiolégico en el desarrollo de la neoplasia.

Iwasawa y cols., en 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 comunmente
asociado a este tipo de lesiones, y que el ADN del virus se encontraba en el nucleo 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, 18,31y



33. Ellos utilizaron la técnica de Southern Blot y por PCR en base a secuencias
virales altamente conservadas. Encontraron secuencias virales en todas las muestras.
Mediante 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 (Tornesello 1992).
Levi y cols., (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 (Cubilla 1998).

Uno de los pocos estudios comparativos que existen es el realizado por Castellsague
y cols., en Colombia y Espana. 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 Life Technologies, Bethesda Research
Labs, Gaithersburg, MD) y PCR con oligonucleétidos generales para L1. El estudio
mostré que hay 8 veces mas incidencia de cancer cérvico-uterino en Colombia que en
Espafa, asi como mayor frecuencia de infeccién 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 Colombia, pero si en Espafa.
Ademas encontraron que la promiscuidad sexual es el factor de riesgo mas importante

para las infecciones en pene con VPH (Castellsague 1999).



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 lesién 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 detect6 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 (Bleeker 2002).

En 2001 Bezerra y cols., analizaron las caracteristicas clinicopatolégicas 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 muri6 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 (45.5%) que con el
escamoso (26.7%). Los resultados sugieren que el carcinoma verrugoso €s menos
agresivo y confiere un mejor prondstico que el carcinoma tipico escamoso del pene
(Bezerra 2001).

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 asociacién geografica o al tamano de la muestra en este estudio (Villa

1986).

En el aino 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 (Picconi 2000).
Por otra parte, como ya se menciond se ha visto que los virus presentan variantes y
que estas pueden resultar ser mas o menos agresivas dependiendo de cual se
encuentre presente. En CaPe solo existe un trabajo para determinar las variantes
virales presentes en este tipo de tumor, el cual fue realizado por Tornesello y cols., en
1997. En este trabajo solo se analizaron 5 muestras provenientes de pacientes de
Uganda por medio de PCR y secuenciacion, determinandose que en todas las
muestras estaba presente la variante Af1, asimismo, en 4 de las muestras se
encontraron cambios nucleotidicos no reportados anteriormente, por lo que las
consideraron como una subclase de Af1 y la clasificaron como Af1-u (Tornesello,

1997).

Por otra parte, como ya se menciono la sola infeccién con el virus no es suficiente
para el desarrollo de una neoplasia, por lo que se han realizado estudios para

determinar otros factores que estuvieran involucrados. Mediante estudios de HGC se



determiné que un evento recurrente en CaCu era la ganancia de 3q (Rao, 1996,
Heselmeyer-Hadddad, 2004, Hidalgo, 2006).

De igual forma esta ganancia de 3q se ha observado en otro tipo de tumores como los
de cabeza y cuello. En 2002 Singh y cols., mediante construcciones hechas en
cromosomas artificiales de levadura (YACS), e hibridacién in situ fluorescente (FISH,
por sus siglas en inglés), determinaron que de igual forma la ganancia de esta regién
podia ser observada en este tipo de tumores y que podria servir como un marcador de
progresion y prondstico, ya que se presentd en el 70% de los pacientes estudiados y

que habian fallecido a causa del tumor (Singh, 2002).

En el afio 2003 Heselmeyer-Haddad, propusieron al gen componente de RNA de la
telomerasa, ubicado en la banda 3926 como el posible gen candidato para marcador
de progresion tumoral en lesiones cervicales. Construyeron cromosomas artificiales de
bacterias (BACS) los cuales contenian este gen y mediante experimentos de FISH.
determinaron que en el 63% de lesiones de alto grado se observaban copias extra de
3g (Heselmeyer-Haddad, 2003). Posteriormente este mismo autor pero en el afo
2005, utilizando muestras de citologias cervicales que tenian seguimiento clinico,
determiné que en el 33% de muestras citolégicas normales que progresaron hacia una
lesion de alto grado, podia ser observada la ganancia de este gen, asimismo, sefalan
que esta ganancia se presento en el 100% de las lesiones de bajo grado que

progresaron hacia alto grado (Heselmeyer-Haddad, 2005).

Anteriormente, Reesink-Peters en el afio 2003, realizé un estudio para ver si la
detectacion de la telomerasa y sus componentes, podrian servir como indicadores de
la presencia de lesiones cervicales de alto o bajo grado; esto mediante ensayos de
repeticion de amplificaciones teloméricas, y PCR de transcripcion reversa (RT-PCR).
De igual forma también realizaron la determinacion de VPH por PCR convencional. De

las 28 muestras que tenian encontraron que en el 88% de ellas se detectd actividad de



hTERC y en el 23% de hTERT, asi como en el 79% se encontraron secuencias virales
pertenecientes a virus de alto riesgo, sin embargo, ellos concluyen que ninguno de
estos resultados por separado o en conjunto servian como prueba diagnéstica para
mujeres que se encontraban en frontera entre discariosis citolégica media y moderada

(Reesink-Peters, 2003).

Finalmente en el afio 2006 Hopman y cols., evaluaron la correlacién entre el niumero
de copias del gen hTERC y el estado fisico de VPH durante la progresién en
neoplasias cervicales, por medio de experimentos de FISH, ellos concluyen que la
ganancia y aneusomias de hTERC correlacionan fuertemente con la transicion de una
lesion de alto grado a carcinoma microinvasor, y ademas puede asociado con la
integracién viral, por lo que estos dos eventos parecen estar asociados con la

progresion (Hopman A.H. y cols., 2006).



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
etiolégico 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. Asimismo, también se ha visto la asociacién 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.

Se ha visto que la simple infeccion con VPH no es suficiente para el desarrollo de un
tumor, por lo que otros eventos deben de estar involucrados en el proceso
tumorigénico. Se ha mencionado que uno de estos es precisamente la ganancia de
3q, y especificamente la ganancia del gen hTERC, el cual se encuentra dentro de esta
region. A este gen se le ha atribuido la capacidad de servir como un marcador de
progresion tumoral, ya que se menciona que su ganancia coincide con el compromiso
de los genes TP53 y RB1 mediado por VPH, lo que promueve la tumorigénesis y la
adquisicion de aneuploidias presentes en muchos carcinomas (Heselmeyer-Haddad,
2003). Por tal motivo, debido a su presunta asociacion del mismo virus con CaPe esta
misma ganancia podria ser observada en las muestras que resultaran positivas para la

presencia del virus, y no asi en las que no presentan secuencias virales.

Hipotesis
En muestras de CaPe donde se encuentre presencia viral se podra observar la
amplificacién del gen hTERC.

OBJETIVOS

General

Determinar la amplificacion génica del gen hTERC en muestras de Cancer de Pene.



Particulares

-Detectar presencia de VPH en muestras de CaPe por medio de la técnica de

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

-Determinar el tipo y/o variante viral presente, mediante secuenciacion automatizada.

-Determinar la amplificacion de 3q mediante PCR en Tiempo Real.



Material y Métodos

Obtencidén de las muestras

Se utilizaron 76 tejidos de cancer de pene incluidos en parafina, obtenidos del registro
histopatologico del Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI y del
Hospital General de México que comprenden del periodo de 1988 al 2005. De cada
muestra se hizo un corte de S5um para tefiirlo con Hematoxilina y Eosina con la
finalidad de obtener el diagndstico, y sefalar el area del tumor de donde se obtendria

el ADN.
Extraccion de ADN

Mediante una aguja de extracciéon de médula dsea se obtuvo un cilindro del tumor de
2mm de diametro que se colocé en un tubo de 1.5 ul 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 solucién de lisis nuclear y 4ul de proteinasa K (1mg/ml) durante
24 horas. Posteriormente se les agregd 3ul de RNAsa (10ug/ml), y se incubd durante
30 minutos a 37°C. Después de esto, las proteinas fueron removidas por una solucion
de precipitacion de sales, la cual precipita las proteinas dejando el ADN gendémico de
alto peso molecular en solucion. 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. Todas
las muestras fueron sometidas a amplificacion del gen RET para determinar la calidad

del ADN antes de comenzar con la tipificacién de las muestras.

Deteccion de ADN de VPH

La amplificacion del ADN se realizé mediante la utilizacion de oligonucleétidos
especificos para una region del gen E6 de VPH16, E6VPH16 (Terris,1997) los cuales
amplifican un fragmento de 126 pb, las muestras que resultaran negativas fueron

sometidas a un segundo analisis con los oligonucleétidos Gp5+ y Gp6+ (Snijders,



1990), 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 1). Como templado se utilizaron 100 ng de
ADN. La mezcla de reaccion se llevo a cabo en un volumen total de 50ul que contenia
MgCl, 1.5 Mm, buffer de PCR 10x, 10mM de cada dNTP, 50 pmoles de
oligonucledtido y 1U de Taq polimerasa (Promega, Madison WI, USA). Los tubos de
reaccion fueron colocados en un termociclador (MJ Research Minicycler) y la reaccién
se llevd a cabo en 35 ciclos de amplificacion con el siguiente programa:
desnaturalizacion 94°C por 30 seg, alineamiento 55°C por 1.5min y extensién 72°C por
1.5 min. con una extension final a 72°C por 7 min. La PCR para Gp5+/6+ se llevd
acabo de la siguiente manera: el ADN fue desnaturalizado a 94° durante 4 minutos y la
reaccion se llevo a cabo en 40 ciclos, cada ciclo incluyé 1 minuto de desnaturalizaciéon
a 94°, la alineacién a 40° durante 2 minutos, y finalmente la extension a 72° durante
1.5 minutos. Como control positivo se utilizé ADN de lineas celulares derivadas de
cancer de cérvix. Los productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa al 1.5%

tefidos con bromuro de etidio en el equipo EagleEye 2 Strategene.

Secuenciacion

Los productos obtenidos fueron purificados con el kit Wizard Gel Clean (Promega
Madison WI, USA), el cual consta de columnas con una membrana de silica la cual
deja libres los productos de cualquier residuo de sales u oligonucleétidos no
incorporados, dejando solamente el producto de PCR. Posteriormente estos fueron
cuantificados en un gel de agarosa al 2% mediante el sistema Low Mass (Fermentas,
Ontario, Canada). Se realiz6 el marcaje de los mismos mediante una reaccion de PCR
con el kit BigDye Terminador Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer
Aplied Biosystems, Foster City CA, USA) utilizando los oligonucleétidos E6/VPH16+
para determinar la variante de VPH16 presente, y GP5+ para determinar el tipo viral.

La mezcla de reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 20ul que contenia 2.5l



de Terminador Ready Mix, 3 ng del producto, 3.2pmol del oligonucledtido utilizado y
agua. La reaccién de marcaje se llevé a cabo durante 25 ciclos. Cada ciclo consistio
de desnaturalizacion a 96° por 1 minuto, 95° 30 segundos, alineamiento del
oligonucledtido a 55° 10 segundos, elongacién 60° por 4 minutos y por ultimo 1 ciclo
de extensiéon a 72° por 1 minuto. Posteriormente las muestras fueron purificadas con el
kit DyeEx (Quiagen, California USA) y liofilizadas. La secuenciacion se realizé el
secuenciador automatico de Applied Biosystems 373.

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

viral se trataba (http://ncbi.nhim.nih.Gov/PubMed/gov/gorf/gorf.html).

PCR cuantitativa en Tiempo Real

Para determinar si el gen hTERC se encontraba amplificado en las muestras se realizé
una cuantificacién relativa mediante PCR en Tiempo Real, en el equipo LightCycler 2.0
(Roche). Se utilizd el sistema de oligonucledtidos D-LUX (Invitrogen, Carlsbad
California USA), este sistema consiste de un par de oligonucleétidos de los cuales solo
uno de ellos tiene un fluoréforo unido al extremo 3'. Este oligonucledtido marcado
contiene una pequefa secuencia de 4-6 nucledtidos en el extremo 5 que es
complementario al extremo 3’ del oligonucledtido. Esto da como resultado una
estructura de tallo y burbuja que sirve para apagar (quench) la fluorescencia. Cuando
el oligonucleotido es incorporado al ADN, el fluoréforo es liberado y se observa que al
amplificarse el ADN la sefal se incrementa. Se disefiaron oligonucleétidos mediante el
programa D-Lux designer (https://orf.invitrogen.com/lux/?cid=fl-DLUXDESIGNER) para
el gen hTERC asi como para 3,-M, el cual se utiliz6 como gen de referencia. Se
amplificaron productos de 112 y 68 pb para hTERC y R,-M respectivamente (Tabla 1),
ambos oligonucleétidos fueron marcados con el fluoréforo FAM. Se utilizaron 25ng de
ADN gendmico como templado y la reaccién se llevé a cabo en un volumen final de

10ul que contenia 2mM de cada oligonucleétido, 5ul de gPCR Supermix UDG



(Invitrogen Carlsbad California USA), 0.4ul de MgCl, 50Mm, 1ul de BSA 5mg/mly 0.3
U Taq polimerasa Platinum (Invitrogen Carlsbad California USA), utilizandose el
siguiente programa: activacion de le enzima 2min 50°C, desnaturalizacion 94° 2 min, y
45 ciclos de desnaturalizacion 95°C por 10 seg, alineamiento 62°C por 5 seg y
extensién 72°C por 10 seg, adquiriéndose la fluorescencia una sola vez durante el
ciclo de alineamiento. Asi mismo, se llevé a cabo un ciclo adicional para obtener una
curva de fusién, esto con la finalidad de verificar que no se estuvieran amplificando
productos inespecificos. Este consistié de un ciclo de 95°C , 70°C por 10 segundos y
finalmente 95°C realizandose la adquisicion continua de la fluorescencia durante esta
ultima temperatura. Algunos productos fueron corridos en un gel de agarosa al 2%
para verificar que solo se obtuviera el producto deseado. Las muestras fueron
analizadas en duplicados y los resultados fueron examinados con el Software
LightCycler 4.2 dentro de Cuantificacion Relativa, tomandose como amplificado un

resultado gene/referencia igual o mayor de 2.

Oligonucleétido Secuencia Gen |Fragmento
Sentido 5-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’

Antisentido 5.GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3’ E6 126pb
Sentido 5-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’ - 50 oh
Antisentido 5.GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3’ Ps S0p
Sentido 5 _cggttTTAAGGTAGTCGAGGTGAACCG-3' 112 pb
Anfisentido 5.TGCGTCTTTACTTCCGACCTTC-3’ TERC

Sentido 5" ACATACCTTGGTTGATCCACTT-3" 660D
Antisentido 5- catctgTTGCTCTATACGTGGCAGATG-3’ B2-M

Tabla 1. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados.

Analisis Estadistico

Se realizaron pruebas de Chi cuadrada para determinar si existia alguna relacién entre

los resultados obtenidos con los datos clinicos obtenidos, mediante el paquete




estadistico SPSS 12.0 para MacOS. Estas pruebas fueron consideradas como

significantes cuando los valores de P fueron menores de 0.05.



Resultados

Con la finalidad de determinar la posible relaciéon de hTERC y CaPe se determind la
amplificacién de este gen por medio de experimentos de PCR en Tiempo Real.
Asimismo, se realizd la busqueda de secuencias de VPH en las muestras y se
recolectaron datos clinicos e histopatolégicos de las mismas.

Presencia de tipos Virales

Se procesaron un total de 76 muestras de las cuales el 75% (57/76) resultaron
positivas para VPH. (Fig. 2). Los productos de PCR obtenidos fueron secuenciados

para determinar el tipo y/o variante de VPH16.(Figura 2)
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Fig' ra 1. Amplificaciones del de Virus de Papiloma Humano en muestras de
Cancer de Pene en parafina, a) oligonucleétidos E6/VPH16 (126pb) C+ Control
positivo, C- Control negativo, B5-A2 muestras b) oligonucleétidos Gps (150 pb)

C+ Control positivo B7-H1 muestras.
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Figura 2. Electroferograma de la secuencia de un fragmento del gen L1 de VPH
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Frecuencia de VPH en CaPe

Tal como sucede en CaCu, se detectaron diferentes tipos virales. ElI VPH tipo 16, fue
el mas frecuente (82%), seguido por los tipos 31 y 11 (5% cada uno) asi como por los
tipos 18, 33, 58 y 59 (2% cada uno). Interesantemente, se detectd la presencia de
VPH 16 en muestras que en un principio habian salido negativas a este tipo (15%); por
lo que la frecuencia total de VPH16 aumenté al considerar estos nuevos resultados

(Figura 3).
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Figura 3. Frecuencia de VPH detectados en muestras de CaPe VPH16 negativas,

incluidas en parafina

Variantes de VPH16

Las muestras positivas para VPH 16 fueran secuenciadas con la finalidad de
determinar de que tipo de variante viral se trataba. Los resultados nos muestran que la
variante Europea prototipo fue la mas comun en las muestras presentandose en el
65%, seguida por la variante EC188T en el 27% y por ultimo las variantes Asiatico-
Americanas se presentaron en el 8% de las muestras. Cabe mencionar que las dos
primera variantes son de tipo europeo por lo que mas del 90% de las muestras
pertenecen a este grupo. Se detectaron cambios nucleotidicos presentes en dos
muestras que anteriormente no se han reportado, estos son en el nucleétido 153, G a
C, codificando para Arg > Thr en la posicién 24, y G a A en el nucledtido 204,
resultando en un cambio de Lys = Arg en la posicion 41.

Datos Clinicos e histopatolégicos

La edad de los pacientes fluctué entre los 24 y 94 afos de edad, siendo la media de
58 anos. La distribucién por grupos de edad fue 43% (24) eran mayores de 65 afios,
39% (22) estaban entre los 41 y 65 afios, y solo 7% eran menores de 41 afos. 33% de
los pacientes VPH16 positivos fueron mayores de 65 afos, 19% tenian entre 41 a 65

afios y 5.2% fueron mas jévenes de 41 anos. Por otra parte el 75% de los pacientes



positivos para VPH31 fueron mayores de 65 afos, lo cual fue similar a los casos
positivos para VPH11 y VPH18. Los tipos 59 y 33 estuvieron presentes en pacientes
entre los 41 y 65 afos. El 40% de todos los pacientes VPH16 positivos se encontraban
entre los 54 y 73 afos, representando ligeramente mas de un tercio del total de las
muestras positivos.

Los mayores picos de incidencia de presencia viral se presentaron entre los 61 y 70
afos, asi como, entre los 81 y 90 afos, sin embargo, se puede ver que la presencia
del virus se mantuvo aproximadamente en la mitad de los casos.

Respecto a los datos histopatolégicos se pudo observar que el 68% de los casos
(52/76) correspondian al subtipo histologico tipico, el 19% (15/76) fueron mixtos, el 5%
condilomatosos (4/76), el 3% (2/76) papilares, 2% verrugosos (2/76) y también se
presenté un caso de tipo sarcomatoide (1%). El tipo de crecimiento vertical, se
presento en todos los casos.

En cuanto al grado de diferenciacion el 61% (46/76) de los casos fueron
moderadamente diferenciados, el 21% (16/76) fueron bien diferenciados y el 17%
(13/76) fueron poco diferenciados. Por ultimo, el 63% (47/76) de las muestras
presentaban lesiones morfolégicas asociadas a al infeccion por VPH, en tanto que
10% (7/76) mostraban una morfologia que sugeria la infeccion y un 27% (20/57) no
presentaban este tipo de lesiones.

Por otra parte, el 90% de los pacientes no presentaban la circuncision, y para el resto
de los casos no se contdé con esta informacion. De igual forma el niumero de parejas
sexuales, fue la variable para la que se obtuvo menor informacion, por lo que estos

datos no se tomaron en cuenta.
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Figura 5. Porcentaje de muestras positivas para de VPH en los diferentes

grupos de edad de los pacientes con CaPe.

Datos moleculares y variables histopatolégicas

Todos los casos verrugosos y condilomatosos resultaron positivos para VPH, mientras
que los casos tipicos y papilares el 88 y 50% de las muestras respectivamente,
presentaron secuencias virales. Por otra parte, todos los casos bien diferenciados, asi
como el 77% de los moderadamente diferenciados, y el 80% de los poco diferenciados
presentaron secuencias virales. En cuanto a la morfologia citoldgica, la referida como
positiva a VPH fue la que presento el mayor nimero de casos positivos asociada a

infeccién por VPH.

Se realizaron pruebas estadisticas para determinar si habia una relacién entre tipo
viral subtipo histolégico del tumor, patréon de crecimiento o grado de diferenciacion, sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas (P > 0.05). No obstante, el
analisis histopatologico mostré que las muestras que presentaban el tipo escamoso
(68%) con patréon de crecimiento vertical (88%), moderadamente diferenciado 59%

fueron las mas comunes.



Ampilificacién del gen hTERC

Mediante el uso de PCR en tiempo Real se midié la amplificacion del gen hTERC
tomando el gen de una sola copia 3,-M como gen de referencia. Utilizando el software
de LightCycler 4.0 las muestras fueron examinadas mediante el analisis de
Cuantificacién Relativa. Con este se obtiene una tasa entre el gen de referencia y el
gen problema en la muestra problema y la referencia, una tasa gen/referencia igual o

mayor a dos fue tomada como amplificacion.

Se analizaron un total de 34 muestras para determinar el estado del gen hTERC, solo
en 5 muestras los datos que se obtuvieron fueron indicativos de la amplificacion del
gen, en las muestras restantes la tasa gen/referencia resulto por debajo de 2 (Tabla
2).

Se analizaron 26 muestras positivas para VPH y 8 negativas, en ninguna de las
muestras negativas se obtuvieron resultados de amplificacién del gen. Debido a que
solo resultaron 5 las muestras amplificadas no se realizaron pruebas estadisticas para

ver si existia correlacion entre la presencia /ausencia del virus y el estado del gen.



Muestra HPV Tasa gen/referencia

1 A8 16 4.48
2 E5 16 4.47
3 H9 16 3.31
4 A3 16 2.50
5 H7 16 2.41
6 E6 16 1.87
7 F4 16 1.62
8 J4 16 1.04
9 A5 0.91
10 D8 59 1.14
11 C1 0.19
12 J7 1.28
13 D6 16 0.13
14 16 0.13
15 G5 16 0.12
16 J6 16 1.41
17 A9 0.64
18 A1 0.34
19 H8 16 1.80
20 H6 16 0.47
21 A6 0.31
22 C5 16/31 0.66
23 H3 16 0.56
24 B6 18 0.21
25 D2 16 0.52
26 B7 16/31 0.87
27 B3 16/31 0.28
28 B4 16 1.43
29 J5 16 0.55
30 12 11 4.84
31 D7 0.43
32 C3 16 0.42
33 E3 16 0.19
34 G7 16 1.27

Tabla 2: Muestras analizadas para la determinacion de la amplificacion de hTERC. La

tasa se refiere a la tasa normalizada entre hTERC y el gen de referencia 3,M.



Discusién

En este trabajo se analizaron muestras de cancer de pene con la finalidad de detectar
la amplificacion del gen hTERC, a estas mismas se les realizaron pruebas de PCR
para determinar si eran VPH+ y determinar si existia alguna correlacion.

Se utilizaron oligonucleétidos generales que reconocen una gran cantidad de tipos
virales, y asi tener un espectro de deteccion mas amplio. De igual forma por tratarse
de muestras que habian sido fijadas en parafina se decidié utilizar oligonucledtidos
que producen pequefos fragmentos con la finalidad de no obtener falsos negativos

debido al la pobre calidad del ADN.

El porcentaje de muestras que contenian secuencias virales en este estudio fue de
75%. Este resultado es similar a lo reportado por otros autores (Cupp, 1996; Iwasawa,
1993; McCance, 1986; Villa, 1896; Senba M. 2006)

En cuanto a la edad, la media encontrada en los pacientes con CaPe, no difiere a la
encontrada en otros paises (Cupp,1996, Levi, 1998, Amin,). Por otra parte la literatura
se reporta al VPH 18 en segundo lugar de frecuencia (Cupp, 1996, Tornesello, 1992,
Becerra, 2001), después del VPH 16, sin embargo en este trabajo se observd una
mayor presencia de VPH 31. La presencia de VPH 11 en las muestras analizadas es
un dato que resulta interesante, ya que este es considerado como un virus de bajo
riesgo, sin embargo, anteriormente se ha reportado a este virus presente en otros
tumores incluyendo CaPe (Dianzani, 1998), asimismo, Senba y cols., en 2006 reportd
haber encontrado al VPH 6, un virus que de igual forma es considerado como de bajo
riesgo, en segundo lugar de frecuencias en un trabajo que se realiz6 con muestras de
CaPe de pacientes tailandeses. No obstante, no se descarta la posibilidad de
infecciones multiples con virus de alto riesgo pero en un nimero de copias menor.

Los resultados obtenidos en este trabajo, muestran que el 65% de las muestras
resultaron positivas para VPH, siendo el VPH 16 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 epidemiologicos (Poblet, 1998). Sin
embargo, hay que tomar en cuenta que hay estudios de cancer de pene y VPH, donde
se han reportado porcentajes cercanos al 100% de muestras positivas para VPH
(Cupp, 1996; Tornesello,1992); esto se ha visto dependiendo de la técnica empleada o

la poblacién estudiada.

Respecto a las variantes de VPH16 encontradas, interesantemente, se observa una
alta frecuencia de variantes Europeas (92%), similar a lo reportado para CaCu en
Centro, Sudamérica y Espafia (Berumen, 2001). Se ha propuesto que las distintas
variantes de VPH correlacionan con la etnicidad de las poblaciones mas que con la
distribucion geografica (Lichtig, 2006) sin embargo, la frecuencia de variantes AA
encontrada en este estudio fue mas baja que la reportada en CaCu en otros estudios
en México, en los cuales la frecuencia de AA es igual o incluso mas alta que la de
variante E (Calleja-Macias, 2004, Thompson, 1990). Este hecho puede simplemente
reflejar la baja incidencia de CaPe comparado con CaCu, aunado a esto, podria existir
una preferente asociacion de este tipo de variantes con el epitelio de pene, asi como a
su microambiente. No obstante, en un trabajo publicado recientemente de México la
variante de tipo E fue mas prevalerte sobre las de tipo AA (Lizano, 2006) en CaCu por
lo que estos datos concuerdan con nuestros resultados.

Por otra parte, la media de edad fue de 58 afos, y el pico de mas alto de muestras
positivas se encontré dentro del grupo de 61-70 anos y 81-90 anos, esos datos
difieren de las prevalencias de VPH reportadas en hombres sanos en México, donde
el pico mas alton se encontré en hombres menores de 25 afos (13.6%) y disminuye

hasta los 40 afos o mas (6%) (Vaccarella, 2006). Este hecho resulta interesante



debido a que podria ser similar a lo que ocurre en cérvix, donde la frecuencia de VPH
es mas alta en casos que en mujeres sanas, habiendo un claro aumento en la

prevalencia de VPH conforme el grado de la lesién va aumentando.

Por ultimo, al observar la baja incidencia de CaPe en comparaciéon con CaCu, se
piensa en las diferencias de infeccion viral en pene y cérvix. Algunos autores han
mencionado que tal vez en CaPe el periodo de incubacién del virus puede ser mas
largo que para CaCu, por lo que el CaPe podria desarrollarse en una etapa mas
tardia, que el cancer de cérvix(lversen, 1997). Sin embargo, no se sabe si el
desarrollo de una lesion 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 otra parte, la infeccion con el virus no se considera suficiente para el desarrollo de
alguna neoplasia, ya que solo un pequefio porcentaje de las lesiones provocadas por
este virus, avanzan hacia etapas posteriores, por lo que ademas de la integracion del
virus dentro del genoma celular, otras alteraciones genéticas pueden estar jugando un
importante papel en el desarrollo de la neoplasia. Dentro de estas se han apuntado la
acumulacion de aberraciones cromosomicas y el desarrollo de inestabilidad gendmica,
como por ejemplo, la ganancia del brazo largo del cromosoma 3, un evento que se ha
reportado muy recurrente en CaCu. Dentro de esta region se encuentra el gen hTERC
el cual es el componente de RNA de la telomerasa, y se le ha atribuido el papel de
marcador de progresion en lesiones cervicales debido a su relevancia biolégica
apuntandose que la ganancia de este gen es consistente con el dafio a la funcion de
p53 y pRb mediado por las proteinas virales E6 y E7 (Heselmeyer-Haddad, 2005,

2006) . En este contexto muestras de CaPe resultarian ser un buen modelo, ya que de



igual forma existe una asociacion del virus con el desarrollo de la neoplasia, y ademas
se cuenta con aquellas muestras que resultan negativas a la busqueda de secuencias
virales por lo que se podria pensar que en este tipo de lesiones la amplificacion del
gen no existiria. Los resultados que se obtuvieron en el presente trabajo nos muestran
que el porcentaje de muestras con amplificacion de hTERC resulta ser muy bajo no
importando si se tratan de muestras positivas o negativas al virus demostrando que la
amplificacion de hTERC no es un evento comun en CaPe. Por otra parte, se
obtuvieron resultados con valoresm por debajo de 0.5, por lo que esto podria indicar
que se trata de la pérdida de esas region cromosomica, sin embargo esto también
podria ser atribuible a circunstancias experimentales. Por lo anterior, aunque la
ganancia de 3q de igual forma a CaCu es un evento que ocurre en CaPe no lo es asi
la amplificacién de hTERC, por lo que este no se asocia con CaPe, por lo tanto se
deben de considerar otros genes que se encuentren en esa misma regién como
posibles marcadores.

Recientemente, se realizd un estudio para determinar la asociacién entre el estado de
integracién del virus y la amplificacion de este gen en CaCu, en el estudio se sefiala
que estos dos eventos se encuentran fuertemente asociados en la progresion de una
lesion premaligna hacia lesiones invasoras. Sin embargo, se sefiala que no todas las
muestras analizadas presentan esta ganancia, por lo que esos datos apoyaban datos
previos en donde se sugeria que en el desarrollo neoplasias escamosas existian dos
vias diferentes, una de las cuales no estaba asociada a la totalidad de las
anormalidades cromosomicas (Hopman 2006, Gram, 1998). En el presente trabajo se
obtuvieron un porcentaje muy alto de muestras positivas para VPH, colocandolo
incluso como uno de los que presenta porcentajes mas altos de presencia viral, junto
con otros dos trabajos (Senba, 2006; Poblet, 2006). Sin embargo, aun existen
diferencias con CaCu, en donde practicamente todos los casos presentan secuencias

virales, y aunado esto a la baja frecuencia de la enfermedad, se ha apuntado que tal



vez en CaPe realmente existan dos vias para el desarrollo de la misma: una asociada
a VPH y la otra independiente de la infeccién.

Esto resulta muy interesante ya que podria coincidir con lo anteriormente senalado de
que existan dos vias para el desarrollo de las neoplasias en una de la cuales no estan
implicadas estas anormalidades genéticas que pudieran estar asociadas a integracion
viral, lo cual también coincide con el hecho de que aunque se ha a puntado la
ganancia de hTERC como un evento que marcaria la progresion de una lesién hacia
un cancer esto no es cierto al 100% por lo que hay algunas otras lesiones que de igual
forma progresan sin mostrar estos eventos. Este tipo de lesiones podrian compartir la
misma ruta de desarrollo de CaPe y por esto podria ser la baja incidencia de la

enfermedad.



Conclusiones

De el total de las muestras analizadas el 75% resultaron positivas para VPH siendo el
VPH 16 el mas comun, encontrandose en el 82% de las muestras positivas para el
virus. Asi mismo, se detectaron otros tipos virales cuya frecuencia es parecida a lo que

se observa en CaCu.

Respecto a las variantes virales de VPH16, el 90% correspondieron a variantes de tipo
europeo Yy el resto a variantes Asiatico-americanas, lo cual es similar a lo reportado en

otros trabajos realizados en CaCu en nuestro pais.

Por ultimo, la amplificacién del gen hTERC se ha sefialado como posible marcador de
progresién tumoral, debido a que se encuentra en una regidén frecuentemente
amplificada en tumores de cérvix, y a su relacion con VPH. Sin embargo, en este
trabajo solo se encontré en un minimo porcentaje de muestras analizadas, por lo que
se sugiere que podrian analizarse otras regiones dentro de 3q en donde podrian

encontrarse otros genes candidatos a marcadores de progresion.
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