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EXPRESION DE p53, KI 67, p16 Y p63 COMO FACTORES PR EDICTIVOS DE
METASTASIS GANGLIONAR EN PACIENTES CON CARCINOMA EP IDERMOIDE
DE PENE
INSTITUTO DE ONCOLOGIA “DR MIGUEL PEREZ CARRENO”

Autor: Dr. Valmy Goitia  Tutor: Dr. Humberto Pontillo

RESUMEN

El carcinoma epidermoide de pene, esta caracterizada por un crecimiento tumoral lento
con frecuentes metastasis linfaticas a regiones inguinales. En la busqueda de un factor
gue prediga el riesgo de metastasis a ganglios linfaticos, se determind por
inmunohistoquimica la expresién de p53, p63, pl6 y Ki67 en el tumor primario y sus
valores se relacionaron con la frecuencia de metastasis linfatica. Se estudiaron 26
casos de carcinoma epidermoide de pene. Se prepararon las matrices de tejidos
(tissue arrays, TMA) asi como las técnicas de inmunohistoquimica. Los resultados
reportaron la mayor frecuencia entre los 41 a 59 afios de edad, grado histolégico Il
(46,15%), la profundidad de invasion T3 (50%), 73% de las biopsias definitivas
reportaron ausencia de invasion angio-linfatica, el estadio con mayor incidencia fue el
Il (50%), 11 casos (42%) presentaron metastasis ganglionar; por otro lado, el 75% de
los grado histologico lll, el 100% de los T4, el 86% de los p53 positivos presentaron
metastasis ganglionar, 25 casos p63 resultaron positivos (100%), 67% de los p16 vy el
50% de los casos con Ki67 <15%, presentd metastasis ganglionar positiva. El p53 en
conjunto con los factores anatomo-patoldgicos podria ser de utilidad para establecer
protocolos de tratamiento; el p16 y p63 impresiona no tener relacion con las metastasis
ganglionar, la inmunoexpresion débil del Ki67 impresiona podria aumentar el riesgo de
metastasis ganglionar, aunque los resultados son controvertidos.

Palabras claves: carcinoma de pene, factores pronosticos, inmunohistoquimica.



EXPRESSION OF P53, P63, P16 AND KI67 AS PREDICTIVE FACTORS NODE
METASTASIS IN PATIENTS WITH SQUAMOUS CELL CARCINOMA OF PENIS
INSTITUTO DE ONCOLOGIA “DR MIGUEL PEREZ CARRENO”

Author: Dr. Valmy Goitia  Tutor: Dr. Humberto Pontillo
ABSTRACT

Penile squamous cell carcinoma, is characterized by a slow tumor growth with frequent
lymphatic metastases to inguinal regions. In finding a factor to predict the risk of lymph
node metastases was determined by immunohistochemical expression of p53, p63, p16
and Ki67 in the primary tumor and values related to the frequency of lymphatic
metastases. 26 cases of squamous cell carcinoma of the penis were studied. Tissue
arrays (tissue arrays, TMA) and immunohistochemical techniques were prepared. The
results reported most frequently between 41-59 years of age, histological grade I
(46.15%), depth of invasion T3 (50%), 73% of the final biopsies reported absence of
angio-lymphatic invasion, stadium was the third highest incidence (50%), 11 cases
(42%) had lymph node metastasis; on the other hand, 75% of histological grade IlI,
100% of the T4, 86% had positive lymph node metastasis p53, p63 25 cases were
positive (100%), 67% of pl6, 50% cases with Ki67 <15%, had positive lymph node
metastasis. The p53 in conjunction with the pathological factors may be helpful in
establishing treatment protocols; p16 and p63 impresses unrelated to the lymph node
metastasis , weak immune expression of Ki67 impresses could increase the risk of
nodal metastases , although the results are controversial.

Keyword: penile carcinoma , prognosis factors, immunohistochemistry.



INTRODUCCION
El carcinoma epidermoide de pene (CE), se define como el proceso proliferativo y
desordenado de las células epiteliales escamosas del pene’.
El cancer de pene es una enfermedad maligna poco frecuente; corresponde al 2% de
las neoplasias del sistema genitourinario del hombre y su distribucion a nivel mundial
es muy variable; poco comun en la mayoria de los paises desarrollados, incluyendo
Estados Unidos donde la tasa es menor de 1 por cada 100 mil hombres al afio. En
México durante el afio 2003, se reportaron 346 casos, lo que representa una tasa de
0,91 por cada 100.000 hombres y 0,31% del total de las neoplasias malignas; la muerte
ocurrié en 103 casos™.
Por el contrario, en el mundo no occidental, la incidencia de cancer de pene es mucho
mayor, y puede suponer el 10-20% de las neoplasias malignas en el hombre, con una
incidencia ajustada por la edad de 0,3-2/100.000 hombres en la India, de 8,3/100.000
hombres en Brasil®.
En Venezuela, al igual que con muchas otras patologias de baja frecuencia, no existen
datos estadisticos acerca de la incidencia y morbimortalidad de esta enfermedad.
El pene es un 6rgano recubierto por piel y la patologia tumoral se desarrolla a partir de
dicho epitelio, por lo tanto el 96% de los tumores son de estirpe epitelial (escamosos)*.
Los factores de riesgo mas importantes son la edad, el tabaquismo, fimosis, mala
higiene, Virus de Papiloma Humano (VPH), lesiones premalignas y neoplasias
intraepiteliales de pene®.
El cancer de pene es raro en las comunidades que practican la circuncision en los

recién nacidos o antes de la pubertad (judios, musulmanes e ibos de Nigeria). La



circuncision precoz reduce el riesgo de cancer de pene en 3-5 veces; es un factor
protector (44-90% de los pacientes con céancer de pene presentan fimosis)®>’. La
circuncision en la edad adulta no protege frente al cancer de pene®”’.

Se presenta en hombres de aproximadamente 50 afios de edad. Los antecedentes
sexuales (mdultiples parejas, edad joven de la primera relacion sexual) y los
antecedentes reconocidos del paciente de condilomas, se asocian a un aumento de
riesgo. El tabaquismo también es un factor de riesgo. La Asociacion Europea de
Urologia, excluye el esmegma como agente carcinégeno®.

De los cénceres del pene, el 95% de ellos son carcinomas epidermoide.
Histologicamente, la lesion contiene una cantidad considerable de queratina,
incremento en la actividad mitética, hipercromatismo y nucleos elongados. Es una
enfermedad de los adultos mayores, por ende es muy raro en jévenes’®.

El melanoma maligno, las neoplasias mesenquimales y el carcinoma basocelular son
mucho menos habituales. Se desconoce la frecuencia con que el CE se ve precedido
de lesiones premalignas (cuerno cutaneo del pene, papulomatosis bowenoide y

balanitis xerética obliterante: liquen escleroso y atréfico)*®1°,

Las neoplasias
intraepiteliales de pene 6 carcinoma in situ (Ca in situ), aumentan el riesgo de aparicion
de un CE hasta en un tercio de los casos, y dichas lesiones son la eritroplasia de
Queyrat y/o la enfermedad de Bowen®.

Asimismo, pueden debutar estos pacientes con una adenopatia inguinal producto de
reactividad inflamatoria 0 metastasis. Las adenopatias pueden ser, Unicas, multiples,

libres o fijas, pueden formar conglomerados o afectar la piel; asimismo se pueden

complicar con infecciones sobre-agregadas, con la presencia de necrosis, infeccion del



sitio tumoral y presencia de material purulento. En este caso, los pacientes pueden
tener dolor local, fiebre, mal estado general, pérdida de peso y anorexia™®.

Los factores pronosticos, son todos aquellos parametros clinico-patologicos que nos
ayuda a determinar el comportamiento biolégico de una enfermedad, en este caso, el
carcinoma epidermoide de pene. Los factores pronésticos, deben ser presentados en el
reporte de anatomia patoldgica, y estos son: tipo histologico, patrén de crecimiento,
grado de diferenciacion, invasion linfovascular y perineural, profundidad de invasion
tumoral, margenes de reseccién, y compromiso ganglionar.®*8

Dichos factores prondsticos determinan el comportamiento tumoral, la probabilidad de
metastasis regional y a distancia, el intervalo libre de enfermedad (ILE), y el indice de
recaidas®.

Las vias de diseminacion del cancer de pene son por contiglidad, linfatica y
hematégena’. La diseminacién linfatica ocurre desde el prepucio a los ganglios
inguinales superficiales y profundos. La diseminacion desde el glande, cuerpo y uretra
se dirige a los ganglios inguinales profundos e iliacos externos. La diseminacion
hematogena ocurre en menos del 10% de los casos. Afecta sobre todo los pulmones,
higado y hueso”*.

La muerte resulta del crecimiento local y ganglionar con colonizacion bacteriana, que
conduce a sepsis y hemorragia’.

El carcinoma de pene, estd asociado con ganglios inguinales palpables de un 35 a un
50 % de los pacientes en la presentacion inicial, pero solo la mitad seran positivos en el
examen histologico. Por otro lado, 20% de los pacientes con ganglios clinicamente

negativos tendran enfermedad metastasica subclinica’. Por lo tanto, el aumento de



tamafo moderado de ganglios linfaticos inguinales no fijos, puede no significar
enfermedad metastasica; la tasa de falsos positivos ha sido reportada entre un 30 y
50%:®,

Varios reportes han demostrado las ventajas terapéuticas de la linfadenectomia
inmediata sobre la diferida*®'’. En pacientes con ganglios linfaticos no palpables, una
completa estadificacion quirdrgica puede ser realizada mediante la diseccidn inguinal.
Hay suficiente evidencia de que una temprana linfadenectomia en pacientes con
nodulos no palpables pero positivos histolégicamente, mejora significativamente la
supervivencia cancer especifica®®?!,

La posibilidad estadistica de micrometastasis puede ser estimada mediante la
estratificacion en grupos de riesgo; en un estudio, se reportd una supervivencia libre de
enfermedad a 5 afios de 93,4%, 89,7%, 30,9% y 0% para estadios ganglionares pNO a
pPN3 respectivamente, y concluye, que la sobrevida es pobre en aquellos pacientes con
méas de 2 ganglios linfaticos metastasicos, recomendando evaluar protocolos de
quimioterapia o de quimioterapia y cirugia en estos casos?’.

Otro estudio con 50 pacientes, demostro que no hay casos de enfermedad metastasica
inguinal profunda sin infiltracion de nodulos superficiales, asi como tampoco
enfermedad pélvica sin enfermedad inguinal, recomendando como procedimiento de
eleccion la linfadenectomia inguinal superficial en pacientes con ganglios linfaticos
clinicamente negativos y factores de alto riesgo®.

Los predictores patoldgicos de afeccion ganglionar pélvica son el nimero de ganglios
inguinales afectos y la extensién extracapsular®®, ademés la linfadenectomia pélvica

puede ser practicada como un procedimiento secundario; la tasa de ganglios positivos



reportados es de 23% en casos con menos de 2 ganglios inguinales positivos y 56%
con mas de 3 ganglios inguinales positivos®. Sin embargo, la linfadenectomia estandar
esta asociada con un 30 a 50% de incidencia de complicaciones mayores y ademas
con un 3% de mortalidad"’.
El riesgo de afectacion ganglionar puede evaluarse mediante la profundidad de
invasion del tumor (T) y grado histolégico (G), entre otras caracteristicas del tumor,
siendo Tis: carcinoma in situ, Ta: carcinoma verrugoso no invasivo, Tla: invasion de
tejido conjuntivo subepitelial sin invasion vascular-linfatica, y no es pobremente
diferenciado, T1b: invasion de tejido conjuntivo subepitelial con invasién vascular-
linfatica, 6 pobremente diferenciado, T2: invasion de cuerpo esponjoso O cavernoso,
T3: invasion de la uretra y T4: invasidon de estructuras adyacentes; G1: bien
diferenciado, G2: moderadamente diferenciado y G3: indiferenciado 6 poco
diferenciado®*°.
Existen manuales propedéuticos que buscan agrupar a los pacientes en grupos de
riesgo para metéstasis ganglionares, y de esta manera ofrecer un adecuado
tratamiento local y regional solo en aquellos pacientes que estadisticamente se ha
demostrado que lo ameritan, y que reciben un beneficio con un procedimiento que esta
relacionado con un alto indice de complicaciones, como lo es la linfadenectomia
inguinal. Dichos grupos de riesgos estan divididos de acuerdo a la profundidad de
invasion y grado histologico tumoral; teniendo asi:

1. Bajo riesgo: (PTis, PTa 6 PT1G1); posibilidad de micrometastasis menor al

16,5%".

2. Moderado riesgo: (PT1 a-b G2); posibilidad se ubica entre 13 y 29%°°.



3. Alto riesgo: (>PT2 6 G3); presencia de metastasis oculta varia de 68-
73%%°,

La evaluacion de la extension regional se debe practicar mediante la palpacion de las
regiones inguinales, recordando que hasta un 50% de los ganglios palpables al
momento del diagndstico son reactivos y no metastasicos'®, sin embargo, aquellas
adenomegalias palpables que se presentan en pacientes de bajo 0 moderado riesgo
para metastasis ganglionares, podrian ser evaluadas por puncién aspiracién con aguja
fina (PAAF) con o sin guia ecografica para establecer diagndstico preciso, ya que
aguéllos que se encuentran en el grupo de alto riesgo tienen indicacién precisa de
linfadenectomia con O sin ganglios palpables por la alta posibilidad de
micrometastasis®**>*’.
Un diagnéstico histolégico exacto y la estadificacion del tumor primario y ganglios
linfaticos regionales, son necesarios para adoptar una conducta terapéutica adecuada.
El tumor primario y los ganglios linfaticos regionales suelen tratarse por separado. La
estadificacion correcta es crucial para un tratamiento preciso, en los casos de bajo
riesgo, tumores Ta, Tis y T1, hay que considerar el tratamiento conservador, donde la
glandectomia y la escision local amplia son las cirugias estandar con mayor grado de
recomendacion. Aunqgue la cirugia conservadora mejora la calidad de vida, el riesgo de
recidiva local es mayor que el observado con cirugia ablativa 27% vs 5%. La
glandectomia mas fimosectomia depara la tasa de recidivas mas baja entre las
modalidades de tratamiento conservador de las lesiones pequefias del pene®. En
cuanto a las categorias T1G3, 6 >T2: De acuerdo con la extensién del tumor, la

amputacion parcial 6 total y la emasculacion pueden considerarse terapéuticas



estandar; en caso de falectomia total o emasculacion se debe confeccionar un meato 0
uretrostomia perineal. Como alternativa se puede optar por un tratamiento mas
conservador en pacientes rigurosamente seleccionados cuyos tumores involucran
menos de la mitad del glande o para aquéllos en quienes el seguimiento puede
realizarse de cerca®"®.

El gen p53, es un gen supresor que se encuentra en el brazo corto del cromosoma 17
banda 13, y codifica una proteina nuclear. La funcion del p53 en estado normal es la de
regulacion del ciclo celular ante un dafio del ADN, por lo que se le ha denominado
"guardian del genoma". Cuando el ADN se dafia, el p53 se acumula en el nicleo, y es
capaz de detener el ciclo celular en G1 (check point) antes que se duplique el ADN e
iniciar su reparacion. El p53 va a inducir la sintesis de proteinas inhibidoras de los
complejos ciclina dependiente de kinasas (ciclina-CDKs), bloqueando el ciclo celular.
Si se repara la lesidn el ciclo continda, pero si no se repara se induce la apoptosis de la
célula mediante la expresion de genes como bax. La alteracién de la proteina p53
produce inestabilidad gendémica, siendo las células incapaces de evitar la proliferacion
o activar la apoptosis, cuando esta comprometida la integridad del ADN, de manera
que son capaces de acumular las mutaciones para completar la carcinogénesis®*.

La proteina p63, pertenece a la familia de genes supresores tumorales. Esta proteina
tiene la capacidad de actuar como factor de transcripcion regulando la progresion del
ciclo celular, manteniendo la capacidad proliferativa, o induciendo apoptosis, en funcion
del estimulo ambiental recibido por la célula. Se encuentra principalmente en la capa

basal del epitelio escamoso estratificado y del epitelio de transicion®* .



El p63, se expresa intensamente en el nucleo de células basales de epidermis, cuello
uterino, vagina, urotelio, mucosa bronquial, glandulas prostéticas, y células
mioepiteliales de glandulas seromucinosas; por o que se expresa en carcinomas de
células escamosas de piel, cérvix, pulmén, y en el carcinoma papilar de tiroides®*%°.

La expresion del ki67 esta relacionada con la tasa de proliferacion celular, usado con
mayor frecuencia para estudio de los tumores solidos y algunos hematoldgicos
malignos®.

Se ha demostrado la correlacién entre los niveles de ki67 y el grado histopatolégico de
los tumores, asi como con la progresiéon de la enfermedad. Durante la interfase, el gen
puede ser detectado exclusivamente dentro del ndcleo, por lo que durante la mitosis la
mayoria de la proteina esta ubicada en la superficie de los cromosomas. El hecho de
que el ki67 esta presente durante todas las fases activas del ciclo celular (G4, S, Gy, ¥y
la mitosis) y ausente durante el reposo celular (Go), hace de esta proteina un excelente
marcador para determinar lo que se conoce como fraccidbn de crecimiento de una
poblacién celular especifica®®.

El p16 ¢ inhibidor 2A de quinasa dependiente de ciclina (CDKN2A), es una proteina
supresora de tumores codificada en humanos por el gen CDKN2A'3. El p16 tiene un
papel importante en la regulacion del ciclo celular. Las mutaciones en p16 aumentan el
riesgo de desarrollar diversos canceres, especialmente melanomas?®.

Este producto génico funciona como un estabilizador de la proteina supresora de
tumores p53 cuando interacciona y secuestra a Mdm2, una proteina responsable de la
degradacién de p53*. A pesar de las diferencias estructurales y funcionales, las

isoformas inhibidoras de CDK y el producto génico alternativo de este gen, por medio



de sus papeles como reguladores de CDK4 y p53 en la progresion del ciclo celular,
comparten una funcionalidad comun en el control de la fase G1 del ciclo celular. Este
gen se encuentra frecuentemente mutado o delecionado en una amplia variedad de
tumores, y es conocido por ser un importante gen supresor de tumores®.

El aumento de la expresion de pl6 cuando un organismo envejece, reduce la
proliferacion de células madre. Esta reduccion en la divisién y produccion de células
madre ejerce de proteccion contra el cadncer mientras incrementa los riesgos asociados
con la senescencia celular®>%,

Existen pocos trabajos acerca del estudio por inmunohistoquimica de expresion de
factores que predigan la afectacion ganglionar metastasica en pacientes con carcinoma
de pene como lo son el ki67, p53, p16 y p63; el p63 ha sido ampliamente estudiado en
carcinoma de cuello uterino, laringe, entre otros, mas no en carcinomas de pene. Sin
embargo y a efectos de la relacién con este trabajo se pueden destacar los siguientes
estudios:

En junio 2013, fue publicado en The Journal Urology un estudio realizado por Ferrandiz
Pulido C. y cols., que llevdé como titulo “Via de sefalizacion mTOR en Carcinoma
espinocelular de pene: sobre-expresion de mTOR, pelF4E y p53 se correlacionan con
comportamiento agresivo del tumor”; en el Hospital Vall d’Hebron de la Universidad
Auténoma de Barcelona, Espafia; con una muestra de 67 pacientes con diagnéstico de
carcinoma epidermoide de pene invasor entre 1987 y 2010. Los resultados de este
estudio fueron que la sobreexpresion de pmTOR, pelF4E y p53 se asocio
significativamente con enfermedad ganglionar linfatica. El pelF4E y p53 también se

correlacionaron con mal pronéstico, incluyendo recurrencia, metastasis y muerte



enfermedad especifica. EIl pmTOR y la expresion de p53 intensa se asocio con tumores
VPH negativo y concluyeron que la activacion de la via de sefializacion mTOR puede
contribuir a la progresion del carcinoma de células escamosas del pene y el
comportamiento agresivo.

Otro estudio fue el realizado por C. Protzel, J. Knoedel, U. Zimmermann, y cols., del
Departamento de Urologia de Ernst Moritz Arndt University of Greifswald, Alemania;
publicado en el 2007, titulado “Expresion del marcador de proliferacion Ki67 y su
correlacion con el subtipos histologicos, prondstico, presencia de metéstasis, y
deteccién de VPH en el ADN en carcinomas de pene”.; estudiaron a 28 pacientes,
encontrando que en 4 de 28 pacientes presentaron una débil expresion de Ki67 (menor
a 15% de nucleos positivos), sin mostrar metastasis en los ganglios linfaticos; 17
pacientes reportaron un indice Ki67 intermedio (15-60% de ndcleos positivos), 8 de los
cuales presentaron metastasis, y 7 siete pacientes restantes presentaron fuerte
expresion de Ki67 (mayor a 60% de nucleos positivos), todos ellos con metastasis
ganglionar; y concluyen que la expresion de Ki67 en carcinoma de células escamosa
de pene tiene un impacto significativo en la prediccion de metastasis en los ganglios
linfaticos por lo que puede ayudar a identificar a los pacientes con alto riesgo de
metastasis.

En julio del 2007, fue publicado en la Revista Urology de Estados Unidos, un estudio el
cual llevdé como titulo “Antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) y MIB1/Ki67,
tienen valor prondstico en el carcinoma epidermoide de pene?”, realizado por Gustavo
Cardoso Guimaraes, Marcos Lima de Oliveira Lea y cols.; cuyo objetivo fue el evaluar

el papel del PCNA y MIB1/Ki67 para predecir la metastasis a ganglios linfaticos y la



supervivencia en el carcinoma epidermoide de pene en 125 pacientes; los resultados
fueron en el analisis univariante, la baja expresion MIB-1/Ki67, la presencia de
permeacion linfovascular, ganglios linfaticos clinicamente positivos, profundidad del
tumor mayor de 5 mm, y la infiltracion de los cuerpos cavernosos se correlacionaron
con metastasis en los ganglios linfaticos.

La conclusion del trabajo fue que se observd una correlacion entre la expresion
inmunohistoquimica de PCNA y MIB1/Ki-67, y la presencia de metastasis en los
ganglios linfaticos.

En el 2002, Martins A C., y cols., realizaron un trabajo que estudi6 la expresién de p53
y Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular (PCNA), en carcinoma epidermoide de
pene, en 50 pacientes; y concluyen que el PCNA no tuvo valor prondéstico para la
progresion de la enfermedad; por otro lado, la expresion de p53 se asocidé con
progresion tumoral y muerte causa especifica, por lo que tal vez deberia ser evaluado
en la estadificacion y la planificacién terapéutica para los pacientes con carcinoma
epidermoide de pene.

“Virus de papiloma humano (VPH) y expresion inmunohistoquimica de pl6 como
predictores de comportamiento en carcinoma epidermoide de pene”; evaluaron la
expresion de pl6 y VPH con las caracteristicas clinico-patolégicas y el comportamiento
en pacientes con carcinoma epidermoide de pene. Los analisis de los resultados,
demostraron que ni la infeccion por el VPH, ni la expresion de pl6 predijeron

significativamente la supervivencia global o la supervivencia especifica del cancer.



Los genes pl6 y p63 han sido ampliamente estudiados en carcinomas de cuello
uterino, laringe, entre otros; sin embargo, no se encontraron estudios del gen p63 en
carcinoma epidermoide de pene.

El carcinoma epidermoide de pene, es una enfermedad agresiva, de comportamiento
metastasico ganglionar incierto, debido a que el 50% de los pacientes al momento del
diagnostico presenta adenopatias clinicamente palpables, siendo el 25% negativos en
el examen histoldgico definitivo™; por otro lado, el 20% de los pacientes con ganglios
clinicamente negativos al examen fisico y estudios de imagenes presentan enfermedad
metastésica subclinica, describiendo la bibliografia hasta un 50% de falsos positivos al
examen fisico®®,

De este modo, la investigacion presenta relevancia desde el punto de vista de la
especialidad, en vista de que intenta determinar si la expresion por inmunohistoquimica
de p53, p63, pl6 y Ki67, son de utilidad para predecir la probabilidad de metastasis
ganglionar; y en conjunto con los factores clinicos-patologicos, podrian ayudar a la
toma de decisiones acerca del vaciamiento ganglionar regional terapéutico en
pacientes con enfermedad ganglionar subclinica y/o en casos de alto riesgo en los que
se podria evitar el vaciamiento profilactico, procedimiento que no estad exento de

morbilidad y/o mortalidad.



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Determinar la expresion de p53, p63, pl6 y Ki67 como factores predictivos de
metastasis ganglionar.

Objetivos Especificos

1. Determinar la frecuencia de carcinoma epidermoide de pene.

2. Clasificar la frecuencia de carcinomas epidermoides de pene segun los factores
clinico-patolégicos (edad, grado histoldgico, profundidad de invasion tumoral, invasion
angiolinfatica y estadio).

3. Verificar la frecuencia de metastasis a ganglios linfaticos.

4. Determinar la expresién de p53, p63, pl6 y Ki67, en la biopsia del tumor
primario.

5. Relacionar los resultados de expresion de p53, p63, pl6 y Ki67, con la

incidencia de metastasis a ganglios linfaticos.



MARCO METODOLOGICO
Se realiz6 un estudio descriptivo, transversal, retrospectivo, en pacientes con
diagndstico de carcinoma epidermoide de pene tratado en el Instituto de Oncologia “Dr.
Miguel Pérez Carrefo”, en el periodo comprendido desde enero del 2000 hasta agosto
2013, conforme a la disponibilidad de las preparaciones histologicas y bloques de

parafina respectivos, en el archivo del Servicio de Anatomia Patoldgica del Instituto.

Criterios de inclusion
1. Pacientes con diagnéstico de carcinoma epidermoide invasor de pene tratados
en el Instituto de Oncologia “Dr. Miguel Pérez Carrefio”.
2. Pacientes que hayan firmado el consentimiento informado.
3. Disponibilidad de las preparaciones histolégicas y bloques de parafina

respectivos, en el archivo del Servicio de Anatomia Patologica del Instituto.

Criterios de exclusion

Todo paciente que no cumpla con los criterios de inclusion.

Materiales y Métodos

El presente estudio se realizé en pacientes diagnosticados de carcinoma epidermoide
de pene y en seguimiento en el Instituto de Oncologia “Dr. Miguel Pérez Carrefio”
(IOMPC) de Valencia (Venezuela). Se analizaron las variables clinico-patolégicas
recogidas (edad, profundidad de invasién tumoral, invasion angiolinfatica, grado

histologico, metastasis linfatica y el estadio), la expresion por inmunohistoquimica de 4



genes (p53, p63, pl6 y Ki67) y se relacionaron los resultados de la expresion genética
con la frecuencia de metastasis ganglionar.

Desde enero del afio 2000 hasta agosto 2013 se trataron en el Instituto de Oncologia
“Dr. Miguel Pérez Carrefio” (IOMPC) de Valencia (Venezuela) 66 pacientes con
carcinoma epidermoide de pene. De éstos, fueron seleccionados para el estudio los
pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion. Se seleccionaron inicialmente
28 pacientes. Tras realizar las matrices de tejidos, se descartaron 2 casos, por no
presentar suficiente tejido tumoral para el estudio; quedando la serie constituida
definitivamente por un total de 26 casos.

Este estudio cuenta con la aprobacion del Comité de Etica y de la Comision de
Investigacién del Instituto de Oncologia “Dr. Miguel Pérez Carrefio”.

De los blogues de parafina se obtuvieron secciones histolégicas de 4 ym de espesor
gue posteriormente se tifieron con hematoxilina-eosina. Se revisaron las preparaciones
histolégicas y se seleccionaron cuidadosamente las zonas con tumor, marcando esas
mismas areas en el blogque de parafina, para mas adelante tomar muestra del tumor y
preparar las matrices de tejido, lo cual fue realizado en el servicio de Anatomia
Patoldgica del Instituto de Oncologia “Dr. Miguel Pérez Carrefio”.

Las matrices de tejidos (tissue arrays, TMA) asi como las técnicas de
inmunohistoquimica, fueron realizadas en el Servicio de Anatomia Patolégica del
Hospital Metropolitano del Norte, y en el Centro de Investigaciones Medicas y
Biotecnologicas de la Universidad de Carabobo (CIMBUC) de Valencia, Estado
Carabobo. Para realizar los TMA se prepararon los blogues receptores o bloques

Gnicamente de parafina, de un tamafio aproximado de 5x4 cms. La serie completa de



blogues donantes se dividié en grupos de 4 bloques. En cada tumor se seleccionaron
dos zonas diferentes en el bloque de tejido (donante). Se establecio el orden de estos
blogues en una plantilla que sirvié después para su lectura en el microscopio.

El procedimiento consta de dos agujas de distintos calibre con las que se realiza el
troquelado de los blogues. Con la aguja de mayor calibre se extrae un cilindro de
parafina del bloque receptor dejando el espacio donde se introducen los cilindros
obtenidos de los bloques donantes. Con la aguja de menor calibre se obtiene el cilindro
con el material de la zona marcada del bloque donante que se introduce en el bloque
receptor. Para asegurar la zona elegida a estudio se realiza un duplicado de la plantilla
en el mismo bloque, obteniéndose asi dos cilindros de 1 mm de diametro de cada caso

(Figura 1).

Se identificay marca el érea tumoral de | &
interés en la preparacidn histoldgica

g
\:N
-’ 4
i
Se marca el area tumoral correspondiente -
en bloque de parafina Ensamblaje de matriz de tejidos: Se extrae un segmento de tejido

del blogue donante y se inserta en bloque receptor

Figura 1. Representacion esquematica de la construccion de matrices de tejidos.

Una vez terminado el proceso de troquelado, se introdujo el nuevo bloque en la estufa
a una temperatura de 45° durante 5 minutos, para que la parafina de los cilindros y del

blogue receptor se amolde y la superficie se alise.



Los cortes de los bloques se realizaron de 4 um en un micrétomo de rotacién (Microm
HM350S) en cristales tratados para evitar el desprendimiento de los cortes y se
introdujeron durante 30 minutos a 65° en estufa para secarlos. Inicialmente se
construyeron 2 bloques (1 con 17 casos y uno con 11 casos) y luego se construyo uno
adicional con casos sin celularidad neoplasica representativa en las dos muestras
obtenidas previamente del caso. Dos casos tuvieron que ser desechados por no
presentar suficiente tejido tumoral, por lo que finalmente se analizaron 26 tumores de
los 28 casos inicialmente incluidos en el estudio.

Cada cilindro de los TMA fue analizado en dos ocasiones y los datos recogidos se
anotaron en tablas disefiadas para tal fin. Se consider6 como valor definitivo el
promedio de las observaciones.

En este sentido, para la mayoria de los marcadores se considerd positivo cualquier tipo
de inmunoexpresion, refiriendo el resultado como positivo 0 negativo a efectos del
andlisis estadistico. Para la cuantificacion de Ki67 (indice de proliferacion), se tomaron
cuatro microfotografias de cada caso, dos de cada cilindro, en un microscopio Zeiss
Axiostar plus, con camara Canon incorporada y conectada a ordenador con el
programa Axiovision.

Luego se contaron los ndcleos positivos y negativos en cada imagen utilizando el
programa Bronce, elaborado por el ingeniero Victor Barrios de la Universidad de
Carabobo. Finalmente se sumaron las cifras de los cuatro contajes y se obtuvo el
indice de proliferacibn como promedio del porcentaje de positividad para cada caso.

El indice de proliferacion (Ki67) se interpreto de igual manera como fue interpretado en

el trabajo de C. Protzel, J. Knoedel, U. Zimmermann, y cols., descrito anteriormente :



Débil: porcentaje de nacleos positivos de las células tumorales <15%.
Moderado: porcentaje de nucleos positivos de las células tumorales >15% vy
<60%.

Fuerte: porcentaje de nucleos positivos de las células tumorales >60%.



RESULTADOS

Gréfico 1. Distribucién segun total casuistica de pacientes con carcinoma epidermoide
de pene
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Se identificaron un total de 66 pacientes, de los cuales 26 cumplieron con los criterios
de inclusién. Los aflos con mayor frecuencia de casos fue 2007 y 2008 con 10 casos

cada uno.



Gréfico 2. Distribucion segun edad de pacientes
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El rango de edad de los pacientes en total fue de 38 a 81 afios; el mayor nimero de
casos se presentd entre la década de 41-502 y 51-592, con 16 casos cada uno
(24,61%).



Gréfico 3. Distribucién segun grado histologico
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En el siguiente grafico en relacion al grado histologico, se observa que de los 26 casos

en total, el 46,15% (12 casos) correspondieron al grado histoldgico Il.



Grafico 4. Distribucién segun la profundidad de invasion
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Atendiendo a los resultados del gréafico anterior en relacién a la profundidad de invasion
tumoral segun el TNM de la AJCC, la mayor frecuencia de casos se presentaron con
tumores T3 con 13 (50%), seguidos del T2 con 7 casos (26,92%).



Grafico 5. Distribucidon segun frecuencia de invasién angiolinfatica

Atendiendo a los resultados del grafico anterior, se observa que en el mayor numero de
los casos 19 (73,08%) la biopsia definitiva reporté la ausencia de invasion

angiolinfatica.



Gréfico 6. Distribucion segun estadio
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En cuanto al estadio, se observa que el de mayor frecuencia fue el Ill con 13 casos
(50%).



Gréafico 7. Distribucion segun frecuencia de metastasis ganglionar

Atendiendo a los resultados del grafico anterior, se evidencia que en el 42% (11 casos),

se confirmd la presencia de metastasis ganglionar.



Cuadro 1. Relacién del grado histolégico y metéstasis a ganglios linfaticos.

Grado Histologico

METASTASIS A GANGLIOS

POSITIVA NEGATIVA TOTAL
N° % N° % N° %
I 2 20 8 80 10 100
Il 7 58 5 42 12 100
Il 3 75 1 25 4 100
TOTAL 12 46 14 54 26 100.0

Chi2: 4.80 p: 0.09.

Atendiendo a los resultados del cuadro anterior, se observa como 2 de los 10 casos

(20%) con grado histolégico I, 7 de los 12 casos grado histoldgico 1l (58%) y 3 de 4

casos con grado histolégico Il (75%) presentaron metastasis ganglionar positiva.



Cuadro 2. Relacién de la profundidad de invasién del tumor (T) y la metastasis a
ganglios linfaticos.

Invasion METASTASIS A GANGLIOS
POSITIVA NEGATIVA TOTAL
Ne % Ne % N° %

T1 0 0.0 4 100 4 100
T2 3 43.0 4 57.0 7 100
T3 7 53.0 6 47.0 13 100
T4 2 100.0 0 0.0 2 100
TOTAL 12 14 26 100.0

Chi2: 6.10 p: 0.10

En cuanto a la relacién de la profundidad de invasion del tumor (T segin TNM) y la
metéstasis ganglionar, los hallazgos mas relevantes fueron que el 100% de los casos
T1 (4) no presentd metéastasis ganglionar, y el 100% de los T4 (2 casos) presentaron

metéstasis ganglionar.



Cuadro 3. Relacion de los resultados de p53 con la incidencia de metastasis a ganglios
linfaticos.

p53 METASTASIS A GANGLIOS
POSITIVA NEGATIVA TOTAL
N° % N° % N° %
Negativo 6 33 12 67 18 100
Positivo 6 86 1 14 7 100
TOTAL 12 13 25

Chi2: 6.45 p: 0.04 (s) * 1 p53 CAIDO.

En el siguiente cuadro se puede ver como el total de casos que presentaron p53
positivo fue de 7, de los cuales 6 (86%) presentd metastasis ganglionar, mientras que

el total de casos p53 negativos fue 18, de los cuales 12 (67%) no presentaron

metastasis ganglionar.



Grafico 8. Distribucién segun p63
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Atendiendo a los resultados del grafico anterior en relacién al p63, se observa que 25

casos resultaron positivos (100%).



Cuadro 4. Relacién de los resultados de pl6 con la frecuencia de metastasis a
ganglios linfaticos.

p16 METASTASIS A GANGLIOS
POSITIVA NEGATIVA TOTAL
N° % N° % N° %
Negativo 8 42 11 58 19 100
Positivo 4 67 2 33 6 100
TOTAL 12 13 25

Chi%: 1.10 p: 0.29 *1 P16 CAIDO.

En cuanto a los resultados del cuadro anterior, se observa que el total de casos pl16
positivo fue 6, de los cuales 4 (67%) presentd metastasis ganglionar, mientras que el

total de casos p16 negativo fue 19; 8 de ellos (42%) con metastasis ganglionar.



Cuadro 5. Relacién de Ki67 con la frecuencia de metastasis a ganglios linfaticos.

Ki67 METASTASIS A GANGLIOS
POSITIVA NEGATIVA TOTAL
N° % Ne % N° %
< 15% 7 50 7 50 14 100
15-60% 4 36 7 64 11 100
>60% 0 0 0 0 0 0
TOTAL 11 14 25

Chiz: 1.07 p: 0.30. *1 Ki67 CAIDO

En cuanto a los resultados del cuadro anterior en relacion al Ki67, los 14 casos con

Ki67 <15%, 50% (7) presentd metastasis ganglionar positiva, mientras que el total de
casos Ki67>15 y <60% fue de 11, de los cuales 4 (36%) mostraron metastasis

ganglionar positiva, no se presentaron casos con Ki67 mayor a 60%.



DISCUSION

La realizacion de este trabajo permitié conocer la alta incidencia de pacientes con
carcinoma epidermoide de pene que acuden a la institucion, siendo este un centro de
referencia a nivel centro-occidental, teniendo un total de 66 casos en 13 afos.
Lamentablemente no se cuenta con estadisticas actualizadas a nivel regional y
nacional, que permitan tener un conocimiento mas amplio y exacto de la incidencia y
morbi-mortalidad en el pais; en Norteamérica y Europa se describe una incidencia de
1/100.000)*, siendo més frecuente en paises en vias de desarrollo, llegando a ser
hasta de 8,3/100.000 en brasil°.

El carcinoma epidermoide de pene se presenta en hombres de aproximadamente 50
afios de edad®. En base a la distribucién de pacientes segn grupo etario en este
estudio, se observd una mayor frecuencia entre los 41 a 59 afos; y el rango de edad
fue de los 38 a 81 afios, con una edad media de 59 afos.

Protzel, C., y cols.; en su estudio en el 2007, en un grupo de pacientes similar al
nuestro, tuvo una edad media de 69,4 afios con un rango entre los 35 y 89 afios®.

En el 2004, fue publicada en la revista peruana de urologia, un trabajo realizado por
Pow-San M. y cols.; titulado: Carcinoma epidermoide de pene: Estudio retrospectivo en
pacientes sometidos a diseccion ilioinguinocrural bilateral; trabajo realizado entre junio
de 1953 hasta julio 2001 y que conté con 170 pacientes, siendo el T con mayor
frecuencia encontrado el T2 en 86 casos (54%), T3 en 25 casos (16%), T1 con 27
casos (17%) y por ultimo el T4; 100 casos (63%) fueron clasificados como bien
diferenciados; 45 (28%), moderadamente diferenciados; y 8 (5%) tumores no pudieron
ser clasificados de acuerdo al grado; 68 pacientes no presentaron adenopatia palpable
y de 91 pacientes con ganglios palpables, 66 (72%) tuvieron metastasis ganglionar®®.
En el afio 2009 fue publicado un trabajo realizado por Di Capua Sacoto C., y cols.; en
Valencia, Espafia, titulado “cancer de pene. Nuestra experiencia en 15 afios”, y en la
cual estudiaron un total de 47 casos encontrando que la mayoria de los pacientes
presentaron un estadio clinico localizado: TLNOMO 23%, T2NOMO 27%%°.



Segun la bibliografia®®, aproximadamente 50% de los casos de carcinoma epidermoide
son bien diferenciados 6 Grado 1, 30% de ellos son moderadamente diferenciados o
Grado 2 y 20% son pobremente diferenciados, indiferenciados o Grado 3.

De acuerdo a los resultados obtenidos del analisis de los factores anatomo-patologicos,
se puede evidenciar como el 46,15% (12 casos) correspondieron al grado histologico II,
la profundidad de invasién (T) con mayor frecuencia fue el T3 con 13 casos (50%),
73,08% la biopsia definitiva reporté ausencia de invasion angiolinfatica, el 42% (11
casos) confirm6 la presencia de metastasis ganglionar y el estadio con mayor
frecuencia fue el Il con 13 casos (50%). Cuando se compara este estudio, con los

reportados por otros autores'®?%%

, Se evidencia la mayor frecuencia de tumores
localmente avanzados que acuden a nuestro centro, estadios mayores, similar
porcentaje de tumores bien y/o moderadamente diferenciados, y menor frecuencia de

metastasis ganglionar.

Expresion de p53, p63, p16 y ki67 con la frecuencia  de metastasis
a ganglios linfaticos.

En cuanto a los resultados de expresion de p53 y frecuencia de metastasis ganglionar,
se determiné que el 86% de los p53 positivos presentd metastasis ganglionar, mientras
que el 67% de los casos p53 negativos no presentaron metastasis ganglionar;
correspondiéndose con los resultados y conclusiones reportados en los trabajos de
Ferrandiz Pulido C., y cols®® donde sus resultados les permiti6 asociar la
sobreexpresion del p53 con enfermedad ganglionar linfatica, mal prondstico, aumento
de la recurrencia/metastasis y muerte enfermedad especifica. En otro estudio en los
cuales obtuvieron resultados muy similares proponen que tal vez el p53 deberia ser
evaluado en la estadificacion y la planificacion terapéutica para los pacientes con
carcinoma epidermoide de pene®!.

En cuanto al p63 y pl6 impresiona no tener relacion con el riesgo de metastasis
ganglionar, y los mismos no pudieron ser comparados con estudios similares ya que no
fue posible encontrar antecedentes bibliograficos publicados, sin embargo, existen
trabajos donde se determina la relacion del p16 con la presencia de VPH de alto riesgo,

y el p63 en carcinoma de cuello uterino.



Romus |., y cols.; en su trabajo en el 2013, no encuentra relacion de la expresion del
p63 en mujeres con carcinoma de cuello uterino, con la edad, ni con el estadio®.

Tang DH.; y cols.; encontraron que la sobreexpresién del p16 esta asociado con el VPH
de alto riesgo, pero no encontraron relacion con el estadio, grado histolégico, invasion
angiolinfatica, ni metéstasis a ganglios linfaticos*?,

Varios autores?®?’

, aseguran que la expresion de Ki67 en carcinoma de células
escamosa de pene, tiene un impacto significativo en la prediccion de metéstasis a
ganglios linfaticos, por lo que puede ayudar a identificar a los pacientes con alto riesgo
de metastasis.

Sin embargo, en nuestro trabajo se observa que del total de casos estudiados, 14
casos presentaron Ki67 con inmunoexpresion débil (<15%), de los cuales 7 (50%)
presentd metastasis ganglionar positiva, mientras que los casos con inmunoexpresion
moderada (>15 y <60%) fue de 11, de los cuales 4 (36%) mostraron metastasis
ganglionar positiva, no se presentaron casos con Ki67 mayor a 60%; estos resultados
al igual que el trabajo de Gustavo Cardoso Guimarades, Marcos Lima de Oliveira Lea,
parece demostrar que la baja expresion de este marcador pudiese estar relacionado

con el riesgo a producir metastasis ganglionar®*.



CONCLUSIONES

1. Se encontré6 un universo de 66 pacientes en 13 afios en el Instituto de
Oncologia “Dr. Miguel Pérez Carrefio”.

2. La frecuencia de carcinoma de pene aumenta a partir de los 40 afos; y los
parametros anatomo-patologicos siguen siendo los factores prondsticos mas
importantes. Con respecto al estadio, la mayoria de los casos que acuden a este centro
son casos avanzados, estadios Il y IV superando estos el 65% de los casos en total.

3. El porcentaje de pacientes con metastasis a ganglios linfaticos que acuden a
este centro oncolégico de referencia es alto, mayor al 40% de los casos en total,
evidenciando asi, la necesidad de realizar un estudio/diagnostico preciso acerca de la
enfermedad ganglionar inguino-pelvica y permita realizar tratamiento adecuado, en el
momento adecuado.

4. Al determinar la expresion de p53, p63, pl6 y Ki67, en la biopsia del tumor
primario en pacientes con carcinoma epidermoide de pene, se llegé a la conclusion que
la utilidad de los mismos para esta patologia puede ser muy variable de acuerdo al
parametro a investigar, y amerita la realizacion de estudios con mayor cantidad de
casos Y tiempo de investigacion que permita ampliar estos conocimientos.

5. Al correlacionar los resultados de la expresion de p53, p63, pl6 y Ki67 con la
frecuencia de metastasis a ganglios linfaticos, se observo que el p53 es el factor con
mayor utilidad pronostica para el riesgo de metastasis ganglionar en el cancer de pene;
aportando su positividad hasta un 86% de probabilidad de presentar enfermedad en
region inguino-pelvica y su negatividad demostrd hasta un 67% de posibilidad de que la
enfermedad este confinada al érgano, y este, en conjunto con los factores anatomo-
patologicos podrian ser utilizados para establecer protocolos de tratamiento. Con
respecto al Ki67, impresiona que una baja expresién esta relacionada con mayor
frecuencia de metéstasis a ganglios linfaticos; sin embargo, los resultados son
controvertidos, con respecto a otros estudios y amerita estudios mas amplios con

mayores numeros de casos; el p63 y p16 demostraron no tener utilidad en este trabajo



como factor pronéstico para determinar el riesgo de enfermedad ganglionar

metastasica.
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