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RESUMEN

La neoplasia intraepitelial de pene (PelN) y el carcinoma de pene invasivo presentan un perfil bimodal: VPH-independiente y VPH-
asociado. La PelN puede ocurrir como lesiéon aislada o asociada a carcinoma invasivo. Este estudio compara los subtipos
histolégicos y los genotipos de VPH entre ambos grupos. Se evaluaron 40 lesiones de PelN aisladas (17 pacientes) y 36 lesiones de
PelN asociadas a carcinoma invasivo (26 pacientes). Las lesiones se clasificaron como VPH-independientes (diferenciada), VPH-
asociadas (basaloide, warty-basaloide, warty) o mixtas. Se realizé microdiseccion por captura laser (LCM) y genotipificacion con el
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sistema SPF-10/DEIA/LiPA25. La PelN diferenciada fue significativamente mas frecuente en los casos con carcinoma invasivo,
mientras que la PeIN VPH-asociada predomind en las lesiones aisladas Se detecté mayor diversidad de genotipos VPH en PelN
aislada (15 vs 6 genotipos). Genotipos exclusivos de PelN aislada incluyeron VPH 30, 33, 35, 39, 44, 58, 66, 73, 84, 87, 51y 59; los
exclusivos de PelN con carcinoma invasivo fueron VPH 11, 18 y 74. VPH 16, 52 y 56 fueron comunes a ambos grupos. La falta de
correspondencia de los subtipos histoldgicos y genotipos detectados entre las PelN aisladas y las asociadas a carcinoma sugiere
que varias lesiones PelN aisladas no progresan a carcinoma invasivo.

Palabras clave: Neoplasia de pene; carcinoma de células escamosas; neoplasia intraepitelial de pene; virus del papiloma humano;
microdiseccion laser.

ABSTRACT

Penile intraepithelial neoplasia (PeIN) and invasive penile carcinoma present a bimodal profile: HPV-independent and HPV-
associated. PelN may occur as a solitary lesion or in association with invasive carcinoma. This study compares histological subtypes
and HPV genotypes across both groups. We evaluated PelN without invasion (40 lesions from 17 patients) and PelN associated
with invasive carcinoma (36 lesions from 26 patients). Lesions were classified as HPV-independent (differentiated), HPV-associated
(basaloid, warty-basaloid, and warty), or mixed. Each lesion was microdissected using the LCM and HPV genotyping was performed
with the SPF-10/DEIA/LiPA25 system. Differentiated PelN was significantly more frequent in PeIN with invasive SCC. Conversely,
HPV-associated PelN was more common in solitary PelIN. A greater diversity of HPV genotypes was detected in PeIN alone (15 vs
6 genotypes). Genotypes exclusive to solitary PelN included HPV 30, 33, 35, 39, 44, 58, 66, 73, 84, 87, 51, and 59. Genotypes
exclusive to PeIN with carcinoma were HPV 11, 18, and 74. HPV 16, 52, and 56 were detected in both groups. The lack of
correspondence between histological subtypes and HPV genotypes detected in PelN alone and PelN with invasive carcinoma
suggests that a number of solitary PelN lesions do not progress to invasive carcinoma.

Keywords: Penile neoplasia; penile squamous cell carcinoma; penile intraepithelial neoplasia; human papillomavirus, laser
microdissection.

INTRODUCCION

Desde 2016, las neoplasias precursoras e invasivas del pene se clasifican, de acuerdo con las recomendaciones
consensuadas por un grupo de expertos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en lesiones asociadas o
independientes del virus del papiloma humano (VPH)®?), Esta clasificacion reconoce que cada grupo tumoral presenta
caracteristicas morfoldgicas distintivas.

En 1995, un estudio seminal establecié por primera vez la estrecha relacion entre la presencia de VPH y la morfologia
de los carcinomas invasores de pene. En dicho trabajo se observé que los tumores con morfologia basaloide o
condilomatosa (warty) se asocian con mayor frecuencia al VPH, en comparacién con otros subtipos como el verrucoso,
papilar o sarcomatoide®. Posteriormente, esta asociacion se extendid a las lesiones precursoras del pene,
identificandose subtipos frecuentemente relacionados con el virus, como la neoplasia intraepitelial peneana (PelN) de
tipo basaloide y warty, y otros no relacionados con el VPH, como la PelN diferenciada'®.

A partir de estos hallazgos, se postuld la hipdtesis de una patogénesis bimodal del cancer peneano, dependiente o
independiente del VPH, concepto que en la actualidad es ampliamente aceptado®. Diversos estudios han investigado
la presencia de genotipos especificos de VPH en la neoplasia peneana, identificandose hasta 22 tipos virales, en su
mayoria de alto riesgo oncogénico®®. No obstante, en raras ocasiones, el cdncer peneano puede asociarse a genotipos
de bajo riesgo® 1%, Entre los genotipos mas frecuentemente reportados se encuentran los tipos 16, 18 y 31%12),

En contraste, existen pocos estudios enfocados en la deteccion de genotipos de VPH en lesiones precursoras
peneanas®3®), La PelN presenta una amplia variabilidad morfoldgica, lo cual se acompafia de una heterogeneidad en
su contenido viral® ®. Se han descrito diferencias geograficas en la distribucién de estos subtipos: en paises nérdicos
predominan las lesiones precursoras asociadas al VPH, mientras que en regiones tropicales o del sur son mas
frecuentes las formas no relacionadas con el virus!*”- 18,

Clinicamente, estas lesiones pueden manifestarse de diversas maneras: como lesiones aisladas, no asociadas a
carcinoma invasivo, o bien en coexistencia con carcinoma invasivo dentro de una misma pieza quirurgica®®.

El objetivo del presente estudio es comparar la distribucion de los subtipos histolégicos de PelN y, en particular, los
genotipos de VPH en casos de PelN sin carcinoma invasivos y en aquellos asociados a carcinoma invasivo.
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METODOLOGIA

Casos y lesiones estudiadas

Se realizé un trabajo retrospectivo a partir de archivos histéricos del Instituto de Patologia e Investigacién de Asuncidn.
Se estudiaron especimenes patolégicos diagnosticados como neoplasia intraepitelial peneana (PelN). Se identificaron
40 lesiones precancerosas correspondientes a 17 pacientes con presentacién aislada de PelN. En los casos de PelN
asociada a carcinoma escamoso invasivo, se analizaron 36 lesiones en 26 pacientes. Los datos patoldgicos de los
pacientes fueron verificados y desidentificados antes del andlisis, respetando los principios de bioética.

Clasificacion patoldgica

Cada lesion fue clasificada como PelN independiente del virus del papiloma humano (VPH) (variante diferenciada) o
como PelN asociada al VPH (variantes warty, warty-basaloide y basaloide) (Figura 1). Los carcinomas invasivos con
PelN asociado fueron categorizados genéricamente como carcinomas escamosos (Figura 2). Los criterios diagndsticos
utilizados fueron los propuestos por la Organizacién Mundial de la Salud*? y por el grupo de AFIP (2020)*°.

Los bloques de parafina fueron enviados al laboratorio molecular DDL Diagnostic Laboratory, en los Paises Bajos,
donde fueron procesados. Las preparaciones tefiidas con hematoxilina-eosina (H&E) fueron escaneadas en dicho
laboratorio y posteriormente visualizadas de forma digital en Asuncidn mediante la plataforma de visualizacién de
[dminas digitalizadas Aperio ImageScope®. En estas imagenes se identificaron los distintos tipos de lesiones y se
delimitaron las dreas de interés mediante marcacion especifica, para su posterior evaluacion de la presencia o ausencia
de VPH y la determinacidon de sus genotipos. En el laboratorio DDL, las dreas seleccionadas fueron sometidas a
microdiseccion mediante la técnica de captura por laser (Laser Capture Microdissection, LCM), con el fin de aislar el
tejido de interés para el analisis molecular.

Deteccidn y genotipificacion del VPH

Cada lesion fue sometida a microdiseccion por captura laser. La genotipificacion del VPH se realizé mediante el sistema
SPF-10/DEIA/LiPA25 (versidn 1). EI ADN de VPH se analizd mediante el sistema SPF10-LiPA25. Este sistema (SPF10 HPV
LiPA, version 1; fabricado por Labo Bio-Medical Products, Rijswijk, Paises Bajos) amplifica un fragmento de 65 pares
de bases de la regién L1 de al menos 54 genotipos de VPH. Los productos de amplificacion se detectaron mediante el
sistema HPV SPF10-DEIA y se genotipificaron mediante un ensayo de hibridacion reversa LiPA25 que contiene sondas
para 25 genotipos (VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 66, 68/73, 70 y
74), tal como se describié anteriormente(?® 2%,

Andlisis estadistico
La tabulacidn de los datos, el resumen, calculo de porcentajes y el analisis estadistico utilizando la prueba exacta de
Fisher se realizaron con el Software R, versién 4.4.1.

RESULTADOS

Comparacion de subtipos histolégicos de PelN
Se identificaron los mismos subtipos histolégicos de neoplasia peneana intraepitelial (PeIN) en ambos grupos, aunque
en diferentes proporciones significativas (Tabla 1).

En el grupo de pacientes con lesiones precancerosas sin carcinoma invasivo, las PelN VPH-asociadas fueron mas
frecuentes que las VPH-independientes (65% vs. 24%). Por el contrario, en las lesiones precancerosas asociadas a
carcinoma invasivo en el mismo espécimen, las PeIN VPH-independientes fueron significativamente mds frecuentes
que las VPH-asociadas (58% vs. 31%) (P = 0,04481, prueba exacta de Fisher, tabla 2).

Al comparar los pacientes con lesiones precancerosas aisladas versus aquellas asociadas a carcinoma invasivos, se
observd que en el primer grupo predominaron las lesiones VPH-asociadas (65% vs. 31%). En cambio, en los casos
asociados a carcinoma invasivos, las lesiones VPH-independientes fueron mas frecuentes que las VPH-asociadas (58%
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vs. 24%) (P = 0,04481, prueba exacta de Fisher, tabla 2). La coexistencia de lesiones VPH-asociadas y VPH-
independientes en un mismo espécimen fue poco frecuente (12% vs. 12%) (Tabla 2).

Comparacion de genotipos del VPH

En general, las lesiones precancerosas clasificadas como PelN diferenciadas fueron negativas para el virus del papiloma
humano, con excepcién de un caso positivo para VPH 74. Entre las lesiones positivas para el VPH se observé una mayor
diversidad genotipica del virus en las lesiones precancerosas aisladas en comparacion con aquellas asociadas a
carcinoma invasivo (15 vs. 6 genotipos) (Tabla 2). Los genotipos exclusivos de PelN aislada incluyeron VPH 30, 33, 35,
39,44,51, 58, 59, 66, 73, 84 y 87. En contraste, los genotipos exclusivos de PelN asociada a carcinoma invasivo fueron
VPH 11, 18 y 74. Los genotipos VPH 16, 52 y 56 se detectaron en ambos grupos. En las lesiones mixtas (VPH-asociadas
y VPH-independientes en un mismo espécimen), Unicamente el genotipo VPH 16 fue comun a ambas presentaciones
clinicas.

DISCUSION

La PeIN VPH-asociada fue mads prevalente en lesiones aisladas, mientras que la VPH-independiente predomind en los
casos asociados con carcinoma escamoso invasivo. Asimismo, se observé una mayor diversidad de genotipos de VPH
en las lesiones de PelN aisladas en comparacién con aquellas asociadas a carcinoma. Los genotipos VPH 16, 52 y 56
estuvieron presentes en ambos grupos. La falta de correspondencia entre algunos genotipos detectados sugiere que
una proporcion de las PelN aisladas no progresa a carcinoma invasivo.

El hallazgo mds relevante de este estudio fue la mayor frecuencia de subtipos de PelN VPH-asociados en
presentaciones clinicas aisladas, sin carcinoma invasivo, en contraste con la mayor frecuencia de PeIN VPH-
independiente (PelN diferenciada) en casos asociados a carcinoma invasivo. Este resultado es concordante, aunque
en un contexto distinto, con estudios comparativos geograficos entre Paraguay y Francia, donde se observé una mayor
prevalencia de lesiones precancerosas VPH-asociadas en pacientes europeos, mientras que en Paraguay predominan
las lesiones invasivas independientes del VPH®®. Una posible explicacién para esta diferencia radica en factores
socioculturales que condicionan el acceso tardio a la consulta médica en Paraguay, lo que implicaria que muchas
lesiones intraepiteliales no son diagnosticadas en fases tempranas y progresan a carcinoma invasivo. En contraste, en
paises europeos, la consulta precoz favorece el diagndstico en etapas in situ, su tratamiento, y curacion y consiguiente
disminucién de los casos invasivos??.

En un estudio previo, desarrollamos un modelo comparativo entre pacientes de un laboratorio privado y hospitales
publicos, observando que los estadios tempranos (in situ o pT1) eran mas frecuentes en el ambito privado, mientras
que los casos avanzados predominaban en hospitales publicos, lo cual refuerza el impacto del contexto
socioecondmico en el diagndstico temprano'?> 24, Cabe destacar que las estadisticas de incidencia del cancer de pene
generalmente no incluyen las lesiones precancerosas. La incorporacién de estas lesiones en los analisis
epidemioldgicos podria explicar mejor las diferencias geograficas observadas entre regiones tropicales y no tropicales.

Los hallazgos del presente estudio estdn en concordancia con investigaciones previas que han demostrado una alta
correlacién entre genotipos de VPH en lesiones precancerosas y los carcinomas invasivos dentro del mismo espécimen
quirdrgico?®. Sin embargo, en nuestro analisis, los genotipos detectados en PelN aislados fueron mas frecuentemente
multiples y diversos que aquellos asociados a carcinoma invasivo. Este hallazgo sugiere que un porcentaje de lesiones
precancerosas podria experimentar regresidon espontanea o eliminacién inmunoldgica.

Desde la perspectiva de la prevencidn, la vacunacion contra el VPH ha demostrado ser altamente eficaz en la reduccion
de cénceres asociados a este virus. La vacuna nonavalente (Gardasil 9) cubre los genotipos VPH 6 y 11 (bajo riesgo) y
VPH 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58 (alto riesgo). En nuestro estudio, se identificaron genotipos no incluidos en la vacuna,
tales como VPH 30, 39, 44, 51, 56, 59, 66, 73, 84 y 87 en lesiones precancerosas, mientras que en carcinomas invasores
solo el genotipo VPH 74 no esta cubierto. No obstante, el genotipo VPH 16 —el mas frecuente— esta incluido en todas
las formulaciones vacunales, lo que refuerza el impacto potencial de la vacunacién en la prevencion del cancer de
pene!?®),

|
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Las lesiones precancerosas VPH-asociadas fueron mas frecuentes en presentaciones aisladas, mientras que las lesiones
diferenciadas, VPH-independientes, predominaron en pacientes con carcinoma invasivos. Ademas, los genotipos de
VPH en lesiones aisladas fueron mas diversos y frecuentemente multiples, con escasa correspondencia con los
genotipos presentes en lesiones asociadas a carcinoma. Estos hallazgos sugieren que una proporcidn de las lesiones
precancerosas podria no progresar o resolverse espontaneamente.
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