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Expresion inmunohistoquimica de la via del blanco
de rapamicina en mamiferos en carcinomas
escamosos del pene: Un estudio de 112 casos
usando microarrays tisulares, con implicancias para
terapias dirigidas

RESUMEN

Antecedentes: El cancer de pene es un tumor infrecuente en paises desarrollados de Norteamérica y Europa pero frecuente en
otras regiones del mundo como Sudamérica, Africa, y Asia. Los indices de cancer de pene son particularmente altos en paises
como Brasil y Paraguay, con incidencias hasta 4 veces mayores que en los paises desarrollados. Actualmente, no se cuentan
con opciones terapéuticas consensuadas y validadas para pacientes con tumores diseminados. Por el otro lado, se han
descrito alteraciones la via del blanco de rapamicina en mamiferos (mTOR, por sus siglas en inglés: “mammalian target of
rapamycin”) en varios tumores malignos, lo que resulta de interés clinico dada la existencia de inhibidores especificos de la via
del mTOR. Sin embargo, la via del mTOR no ha sido suficientemente evaluada en carcinomas peneanos. Objetivos: Evaluar la
expresion inmunohistoquimica de biomarcadores que forman parte de la via del mTOR en carcinomas peneanos, y evaluar la
asociacién con el subtipo histoldgico, grado histoldgico, e infeccién por el virus del papiloma humano (HPV, por sus siglas en
inglés: “human papillomavirus”). Materiales y métodos: Se construyeron 4 microarrays tisulares (TMA, por sus siglas en inglés:
“tissue microarray”) utilizando 112 casos de carcinomas escamosos invasivos del pene. Se evaludé la expresion
inmunohistoquimica de los siguientes marcadores: PTEN, p-AKT, p-mTOR, y p-S6. Resultados: Se detecté disminucion o
pérdida de la expresion de PTEN en 87% de los casos. Los carcinomas condilomatosos y/o basaloides presentaron una mayor
proporcion de pérdida de PTEN (P = 0.02) mientras que los carcinomas queratinizantes mostraron niveles mayores de p-S6 (P
= 0.009). Los niveles de p-AKT y de p-mTOR no fueron significativamente diferentes entre los carcinomas
condilomatosos/basaloides y los carcinomas queratinizantes (P = 0.75 y P = 0.77, respectivamente). PTEN no se asocid con el
grado histoldgico (P = 0.18). Los niveles de expresion de p-S6 fueron significativamente mayores en tumores de bajo grado (P
=0.001) mientras que los niveles de expresion de p-AKT y p-mTOR fueron ligeramente mayores en tumores de alto grado (P =
0.01 y P = 0.35, respectivamente). No se detectd asociacién significativa entre la presencia de infeccién por HPV y los
biomarcadores evaluados (P = 0.2 en todos los casos). Conclusiones: Estos resultados proveen evidencia de una alteracién en
la via del mTOR en carcinomas escamosos del pene, independiente de la infeccion por HPV. La expresién de PTEN estuvo
frecuentemente disminuida y no se asocié con el grado histolégico. Los niveles de p-S6 fueron significativamente mayores en
tumores de bajo grado, mientras que los niveles de p-AKT y p-mTOR fueron ligeramente mayores en tumores de alto grado.
Este estudio provee de bases para la evaluacién mas exhaustiva de inhibidores de la via del mTOR (v.g., everolimus,
temsirolimus) en pacientes con cancer de pene diseminado, tumor que presenta una alta incidencia en paises como Brasil y
Paraguay.

Palabras claves: cancer de pene; carcinoma escamoso; blanco de rapamicina en mamiferos; virus del papiloma humano;
PTEN; mTOR.

|NTRODUCC|ON este tumor representa un serio problema de salud
pUblica en Africa, Asia y Sudamérica (Siegel, Miller, y
Jemal). La incidencia es particularmente alta en paises
como Brasil y Paraguay, donde las tasas son de hasta

El céncer de pene es un tumor infrecuente en paises
desarrollados de Norteamérica y Europa. Sin embargo,



4 veces mayores a la observadas en paises del primer
mundo (Ferlay et al.). No existen explicaciones satisfac-
torias para estas variaciones geograficas, pero factores
de riesgo tales como la falta de circuncision, fimosis,
tabaquismo, antecedentes de desgarros peneanos, en-
fermedades inflamatorias crénicas, pobre higiene geni-
tal, y ciertas infecciones virales podrian tener alguna in-
fluencia en las regiones con mayor incidencia (Chaux,
Netto, et al.).

La mayoria de los canceres peneanos son
carcinomas escamosos, reconociéndose un variado es-
pectro de 12 subtipos histolégicos distintos, cada uno
con caracteristicas clinicopatoldgicas y prondsticas par-
ticulares (Chaux y Cubilla). Al igual que lo que ocurre
con los carcinomas vulvares y los de cabeza y cuello el
desarrollo del cancer de pene sigue una via patogénica
himodal, una asociada con la infeccion por el virus del
papiloma humano (HPV, por sus siglas en inglés: “hu-
man papillomavirus”) y otra independiente de la infec-
cion viral. La infeccién por HPV se ha asociado con el
desarrollo de carcinomas escamosos en aproximada-
mente la mitad de los casos (Cubilla et al.). A pesar de
que el cancer de pene es mas frecuentemente una en-
fermedad loco-regional, se observa diseminacion
sistémica y metastasis a distancia en hasta el 40% de
los pacientes. En este contexto, la muerte por cancer
diseminado aparece habitualmente dentro de los 2 a 3
afios del diagndstico inicial (Pizzocaro et al.). Mientras
que la cirugia y la radioterapia son las opciones de
eleccién en pacientes con tumores localizados, la
quimioterapia es la opcién principal para aquellos con
enfermedad diseminada. Desafortunadamente, las
tasas de respuesta al tratamiento quimioterapéutico es-
tan lejos de ser aceptables (Sonpavde et al.). Por lo
tanto, se requieren de otros enfoques, especialmente
aquellos que involucran el uso de terapias dirigidas
(Gerber).

Las terapias dirigidas, que incluyen anticuer-
pos monoclonales e inhibidores moleculares pequefios,
han cambiado significativamente el tratamiento del
cancer durante los Ultimos 10 afios. Las terapias dirigi-
das, al involucrar mecanismos de accion distintos a los
de la quimioterapia citotéxica tradicional, suelen ser
mejor tolerados, asociandose con menos efectos se-
cundarios adversos. Estos farmacos son parte hoy en
dia del tratamiento de muchos tumores malignos, in-
cluyendo canceres de mama, colon-recto, pulmén, y
pancreas, asi como de linfomas, leucemias, y mielomas
mdltiples (Gerber). Sin embargo, no existen protocolos
de tratamiento dirigido para pacientes con cancer de
pene diseminado, principalmente por dos razones. La
primera esta relacionada con la rareza de estos tu-
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mores en paises desarrollados en los que estos farma-
cos estan en evaluacion o aprobados para su uso
clinico. La segunda se relaciona con la escases de re-
portes de investigacion estudiando la biologia molecu-
lar del céncer de pene, buscando identificar al-
teraciones en vias metabdlicas que sean de interés
para el desarrollo de terapias dirigidas.

Dentro de las vias metabdlicas que con mas
interés se han estado evaluado en el contexto de posi-
bles terapias dirigidas se encuentra la via del blanco de
rapamicina en mamiferos (mTOR, por sus siglas en in-
glés: “mammalian target of rapamycin”). La via del
mTOR juega un papel central en la regulacion del crec-
imiento celular y participa del control de numerosos
procesos celulares, incluyendo la iniciacion de la tran-
scripcion del ARNm y la traduccidn proteica. El primer
miembro de la via es PI3K, el que puede ser directa-
mente activado mediante receptores de tirosina-
quinasa, lo que conduce a la fosforilacion de AKT. A su
vez, la activacion de AKT esta negativamente contro-
lada por PTEN. AKT fosforilado (p-AKT) ejerce sus
efectos “cuesta abajo” mediante la fosforilacion de ya
sean proteinas relacionadas con los genes de la escle-
rosis tuberosa (TSC1/TSC2) o sobre un substrato de
AKT rico en prolina (PRAS40). Un complejo sensible a
la rapamicina (mTORC1) es entonces fosforilado por
cualquiera de estas proteinas, o que a su vez activa
dos vias de sefializacién “cuesta abajo”, S6 y 4EBP1.
La forma activada de 4EBP1 (p-4EBP1) se disocia de
elF4E, permitiendo que éste Ultimo forme un completo
que facilita la traduccién de proteinas relacionadas al
ciclo celular (v.g., c-MYC y ciclina-D1) y factores induci-
dos por hipoxia (v.g., HIF-1a). Por el otro lado, la acti-
vacion de S6 (p-S6) conduce en dltima instancia a la
traduccion de proteinas y biogénesis ribosomal.

Alteraciones en la via del mTOR se han obser-
vado en varios tumores sdlidos, incluyendo tumores de
las vias genitourinarias (Knowles et al.; Chaux, Com-
pérat, et al.; Qian et al.; Garcia y Danielpour). La utili-
dad de los inhibidores del mTOR de primera gen-
eracion  (v.g., everolimus, tensirolimus) en el
tratamiento de pacientes con carcinoma diseminado de
células renales ya ha sido firmemente establecida (Gar-
cia y Danielpour). Actualmente, inhibidores del mTOR
de segunda generacion han también entrado ya a la
arena clinica para su evaluacién (Engelman). Sin em-
bargo, los datos sobre la expresion de la via del mTOR
en el cancer de pene se limitan a solo algunos estudios
aislados (Ferrandiz-Pulido et al.; Stankiewicz et al.).
Mas aun, no existen ensayos clinicos registrados ni en
la base de datos de los U.S. National Health Institutes
(http:/iclinicaltrials.gov) ni en la International Clinical



Trials Registry Platform de la Organizacién Mundial de
la Salud (http://www.who.int/ictrp) evaluando la utilidad
de inhibidores del mTOR en pacientes con cancer de
pene.

Tomando en cuenta los puntos previamente
establecidos se ha disefiado la presente investigacion
con el fin de evaluar el estado de la via del mTOR me-
diante inmunohistoquimica en una muestra grande de
pacientes con cancer de pene, provenientes de una
region de alta incidencia (Paraguay). Los objetivos de
la presente investigacion son determinar la expresion
inmunohistoquimica de miembros claves de la via del
mTOR en carcinomas peneanos, evaluando la inter-
relacién y asociacion con el subtipo histoldgico, grado
histoldgico, e infeccion por HPV.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de Pacientes, Construccion de Microarrays
Tisulares, Evaluacion Morfoldgica, y Deteccidn de HPV
El presente estudio incluye muestras tisulares de 112
pacientes con carcinoma escamoso invasivo del pene
que fueron diagnosticados en el Instituto de Patologia e
Investigacion (Asuncion, Paraguay) entre los afios 2000
y 2011. Los casos correspondieron a especimenes
quirirgicos de penectomias parciales o totales en los
que las muestras de tejido fueron fijadas en formol al
10% e incluidas en parafina. De cada caso se selec-
cionaron 1-4 bloques en los que la representacion del
tejido tumoral era significativa. Utilizando estos bloques
se construyeron 4 microarrays tisulares (TMA, por sus
siglas en inglés: “tissue microarrays”) en el Johns Hop-
kins TMA Lab Core (Baltimore, MD), utilizando un pro-
cedimiento previamente descrito (Fedor y De Marzo).
Por cada bloque se obtuvieron 3 cilindros tisulares de 1
mm cada uno de las areas tumorales, brindando una
representacion de 3-12 cilindros tumorales por caso.

La clasificacion por subtipos histoldgicos se
llevé a cabo en cortes completos de tejidos utilizando
criterios morfolGgicos previamente descritos (Chaux
and Cubilla). La distribucién por subtipos histoldgicos
fue como sigue: carcinoma escamoso usual, 48 casos;
carcinoma condilomatoso-basaloide, 24 casos; carci-
noma condilomatoso, 17 casos; carcinoma basaloide,
11 casos; carcinoma papilar, 9 casos; carcinoma verru-
€0s0, 2 casos; Yy carcinoma sarcomatoide, 1 caso. Los
carcinomas basaloides, condilomatosos, y condilo-
matoso-hasaloides (52 casos) fueron agrupados como
“carcinomas con caracteristicas condilomatosas/basa-
loides”.
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La asignacion de grados histoldgicos se real-

iz6 en cada cilindro de TMA utilizando criterios previa-
mente publicados y validados. Los carcinomas es-
camosos de grado 1y grado 2 fueron clasificados como
tumores de bajo grado mientras que los carcinomas de
grado 3 fueron clasificados como tumores de alto
grado. Para los analisis estadisticos el mas alto grado
histoldgico de los cilindros tisulares fue utilizado como
representativo del caso.
En 52 casos se realizd la deteccion de HPV mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés: “polymerase chain reaction”) con
SPF10 utilizando DEIA, un ADN inmunoensayo para la
deteccion general de HPV, segun un protocolo descrito
previamente (Cubilla et al.). Como controles de la reac-
cién se utilizaron muestras tisulares (5% del total) en
las que la presencia de HPV no era esperable.

Inmunohistoquimica y Sistema de Puntuacicn

Se realizd inmunohistoquimica para las siguientes pro-
teinas: PTEN, p-AKT, p-mTOR, and p-S6. Las tinciones
se realizaron en cortes de tejido fijados con formol y
embebidos en parafina utilizando el PowerVision Poly-
HRP IHC Detection System (Leica Microsystems, Ban-
nockburn, IL). Los cortes fueron deparafinados, re-
hidratados, y sometidos a recuperacion de antigenos
inducida por calor en una solucién tamponada uti-
lizando un vaporizador. Los cortes fueron luego incuba-
dos con el anticuerpo primario apropiado, segun se es-
pecifica a continuacion: PTEN, clon D4.3, dilucién
1:100; p-AKT, clon 736E11 (sitio de fosforilacion en
Ser*®), dilucién 1:50; p-mTOR, clon 49F9, dilucién 1:50;
y p-S6, anticuerpo policlonal (sitio de fosforilacién en
Ser®¥4) "dilucién 1:2000. Todos los anticuerpos fueron
adquiridos de Cell Signaling (Cell Signaling Technology
Inc., Danvers, MA). Tras la aplicacidn de un anticuerpo
poli-HRP secundario anti-conejo o anti-ratén las lami-
nas fueron incubadas utilizando 3-3' diaminobencedina
como cromogeno y contratefiidas con hematoxilina.
Lineas celulares apropiadas fueron utilizadas como
controles externos, y los controles internos fueron eval-
uados para la expresion inmunohistoquimica positiva y
negativa, segln se ha descrito previamente (Schultz et
al.; Lotan et al.).

Cada cilindro de TMA fue escaneado uti-
lizando el sistema APERIO (Aperio Technologies, Inc.,
Vista, CA) y subido a TMAJ, una plataforma de acceso
gratuito (disponible en http://tmaj.pathology.jhmi.edu)
para la evaluacion online de las imagenes de los TMA.
Las imagenes fueron escaneadas a una resolucion de
20x, brindando una imagen a escala de 2.65
micrones/mm. A partir de los 4 TMA fueron escaneados



732 cilindros, los que fueron evaluados en la pantalla
de una computadora personal.

La expresion de PTEN fue estimada utilizando
criterios previamente descritos (Schultz et al.). Breve-
mente, cada cilindro de TMA fue evaluado independien-
temente y clasificado en una de las siguientes cate-
gorias: 1) expresion normal de PTEN; 2) expresion dis-
minuida de PTEN; 3) pérdida de expresion de PTEN. Si
todos los cilindros mostraron expresion normal de
PTEN el caso fue clasificado como “PTEN normal”. Si
todos los cilindros mostraron pérdida de expresion de
PTEN el caso fue clasificado como “PTEN perdido”. En
todas las otras instancias el caso fue clasificado como
“PTEN disminuido”.

Para la evaluacion de p-AKT, p-mTOR, y p-S6
el porcentaje de células positivas (tincion nuclear para
p-AKT y p-mTOR vy tincidn citoplasmica para p-S6) fue
estimado cilindro por cilindro. Cualquier intensidad de
tincion fue considerada como positive. Para los analisis
estadisticos se utilizé la mediana ponderada de las
células positivas de cada caso.

Anélisis Estadisticos

La expresion de los biomarcadores se compard contra
el subtipo histoldgico, grado histoldgico, y estado de
HPV. Para las categorias de expresion de PTEN se uti-
lizé la prueba exacta de Fisher. Para los porcentajes de
p-AKT, p-mTOR, y p-S6 se utiliz6 la prueba de Kruskal-
Wallis para el rango de igualdad de poblaciones. La
prueba de Cuzick para la tendencia a través de grupos
ordenados se utilizé como un complemento a la prueba
de Kruskal-Wallis. Para controlar las tasas de error por
familia (4 variables evaluadas simultdneamente) el nivel
de significancia de a = 0.05 se ajustd utilizando la cor-
reccion de Sidak a P < 0.01 con dos colas de distribu-
cion. Los datos fueron analizados utilizando Stata/SE
12.0 (StataCorp LP, College Station, TX).

RESULTADOS

La Tabla 1 resume los resultados de los niveles de ex-
presion de PTEN, p-AKT, p-mTOR, y p-S6 con re-
specto al subtipo histolégico, grado histoldgico, y es-
tado de HPV. Los patrones de expresién inmunohisto-
quimica de estos biomarcadores se muestra en la
Figura 1 (PTEN) y Figura 2 (p-AKT, p-mTOR, y p-S6).

Expresion de Biomarcadores por Subtipos Histoldgicos
La expresion de PTEN fue normal en 13 casos (12%),
disminuida en 84 casos (75%), y se perdié en 15 casos
(13%). Aungue los subtipos histoldgicos no se aso-
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ciacion con la expresion de PTEN independientemente
(P de Fisher = 0.14) los tumores con caracteristicas
condilomatosas/basaloides presentaron una proporcién
mayor de pérdida de PTEN que los tumores sin estas
caracteristicas (23% vs. 5%, P de Fisher = 0.02), com-
parados con las otras categorias de expresion de
PTEN. Las diferencias en la proporcion de tumores con
y sin caracteristicas condilomatosas/basaloides no
fueron significativamente diferentes (P de Fisher =
0.46) en los casos con expresion disminuida de PTEN
(40% vs. 60%) y con expresion normal de PTEN (46%
vs. 54%).

Los subtipos histoldgicos no se asociaron in-
dependientemente con los niveles de expresion de p-
AKT (P de Kruskal-Wallis = 0.36), p-mTOR (P de
Kruskal-Wallis = 0.95) o p-S6 (P de Kruskal-Wallis =
0.11). Cuando los tumores fueron agrupados, los nive-
les de p-AKT y p-mTOR no fueron significativamente
diferentes dependiendo de la presencia o ausencia de
caracteristicas  condilomatosas/basaloides (P de
Kruskal-Wallis = 0.75 y 0.77, respectivamente). Sin em-
bargo, los tumores sin caracteristicas
condilomatosas/basaloides mostraron un porcentaje
medio mayor de células p-S6 positivas (50%) com-
parado con tumores con caracteristicas condilo-
matosas/basaloides (18%) y la diferencia fue estadisti-
camente significativa (P de Kruskal-Wallis = 0.009).

Expresion de Biomarcadores por Grados Histoldgicos
La distribucién por grados histoldgicos fue como sigue:
tumores de bajo grado, 46 casos (41%); tumores de
alto grado, 66 casos (59%). El grado histoldgico se aso-
cig significativamente con la presencia de caracteristi-
cas condilomatosas/basaloides (P de Fisher < 0.001),
con el 79% de los carcinomas condilomatosos/basa-
loides mostrando algo grado histoldgico contra 42% de
tumores sin caracteristicas condilomatosas/basaloides.

La Tabla 1 muestra los niveles de expresion
de PTEN, p-AKT, p-mTOR, y p-S6 por grados histoldgi-
cos. Brevemente, PTEN y p-AKT no se asociaron signi-
ficativamente con el grado histoldgico, aunque en el dl-
timo se observaron porcentajes mayores de células
positivas en tumores de alto grado histoldgico (P de
Cuzick = 0.16). Los porcentajes de células p-mTOR
positivas también fueron mayores en tumores de alto
grado histoldgico (P de Cuzick = 0.01). Los incrementos
en porcentajes fueron similares en valores absolutos a
los observados para p-AKT. La tendencia opuesta fue
observada para p-S6, con un menor porcentaje de célu-
las p-S6 positivas en tumores de alto grado (P de Cuz-
ick =0.001).



Expresion de Biomarcadores por Estado de HPV

De las 52 muestras analizadas se encontré HPV en 20
casos (39%). El estado de HPV se asocid significativa-
mente con el subtipo histoldgico: 65% de los tumores
HPV positivos mostraron caracteristicas condilo-
matosas/basaloides mientras sélo el 31% de los carci-
nomas condilomatosos/basaloides fueron HPV nega-
tivos (P de Fisher = 0.02). El estado de HPV también
se asocid significativamente con el grado histoldgico:
85% de los tumores HPV positivos fueron de alto grado
mientras que solo el 47% de los tumores HPV nega-
tivos fueron de alto grado (P de Fisher = 0.008).

La Tabla 1 muestra la asociacion entre el es-
tado de HPV y la expresion de biomarcadores. Breve-
mente, el estado de HPV no se asocid con la expresion
de PTEN, p-AKT, p-mTOR, o0 p-S6.

DISCUSION

En este estudio se evalud la expresién inmunohisto-
quimica de miembros de la via del mTOR, incluyendo
PTEN, p-AKT, p-mTOR, and p-S6, en 112 casos de
carcinomas escamosos del pene. Los hallazgos sug-
ieren que la disminucion de la expresion de PTEN es
un evento comin (75% de los casos) en carcinomas
peneanos, con pérdida de la expresion de PTEN en
13% de los casos. En general, los niveles de expresion
de p-mTOR y p-AKT fueron bajos, con porcentajes
mayores de células p-S6 positivas. También se observo
una tendencia de pérdida de expresion de PTEN en tu-
mores con caracteristicas condilomatosas/basaloides
(i.e., carcinoma condilomatoso, carcinoma basaloide, y
carcinoma condilomatoso-basaloide). Al contrario, tu-
mores sin caracteristicas condilomatosas/basaloides
(carcinoma usual, carcinoma papilar, carcinoma verru-
€0s0, y carcinoma sarcomatoide) mostraron una expre-
sion mayor de p-S6. Sin embargo, los niveles de expre-
sién de los biomarcadores estudiados no difirieron sig-
nificativamente dependiendo del estado de HPV, su-
giriendo que la activacion de la via del mTOR ocurre in-
dependientemente de la infeccién por HPV. Ademas, la
expresion de PTEN no se asocié con el grado his-
tolégico, mientras que se observaron ligeros incremen-
tos en la expresién inmunohistoquimica para p-AKT y
p-mTOR con grados histoldgicos crecientes. A pesar de
estos hallazgos, los porcentajes crudos de células posi-
tivas fueron bajos para p-AKT y p-mTOR (hasta el
10%) y los incrementos fueron pequefios en valores ab-
solutos. Finalmente, se observd una asociacion fuerte e
inversa entre la expresion de p-S6 y los grados his-
toldgicos, con una tendencia positiva para tumores de
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hajo grado. Tomando en cuenta todos estos hallazgos,
estos resultados indican una activacion de la via del
mTOR en carcinomas escamosos, principalmente a
través de la inactivacion de PTEN y la activacion de p-
S6.

La activacion de la via del mTOR usualmente
es el resultado de la inactivacion del gen supresor de
tumores PTEN. Recientemente se ha descrito que la
pérdida de expresion inmunohistoquimica de PTEN en
el cancer de prostata se asocia en la mayoria de los ca-
sos con la pérdida genomica de PTEN (Lotan et al.).
Queda aln por determinar si es que las mismas al-
teraciones genéticas son las responsables de la pér-
dida de la expresion de PTEN en el cancer de pene. En
un estudio previo Anderson y col. investigaron el estado
mutacional de PTEN en 28 carcinomas peneanos y no
encontraron mutaciones en los puntos calientes (ex-
ones 5 al 8) examinados (Andersson et al.). En otro es-
tudio, Stankiewicz y col. evaluaron el estado de PTEN
por inmunohistoquimica y por hibridacién in situ por in-
munofluorescencia en pacientes con cancer de pene
(Stankiewicz et al.). Estos investigadores encontraron
expresién inmunohistoquimica disminuida o pérdida de
PTEN en el 62% de los casos pero pérdida del ndmero
de copias génicas de PTEN en s6lo el 4% de los casos.
Pareciera ser que, a diferencia de lo que se observa en
el cancer de prdstata, en el cancer de pene la disminu-
cion o pérdida de la expresion inmunohistoquimica de
PTEN no se asocia frecuentemente con la pérdida
génica de PTEN. Estudios futuros deberan evaluar si
ademas de la pérdida génica otros mecanismos de in-
activacion de PTEN estan involucrados en la patogéne-
sis del cancer de pene.

Con respecto a la asociacion entre el subtipo
histologico y la activacion de la via del mTOR, a pesar
de que se encontrd una asociacion entre las caracteris-
ticas condilomatosas/basaloides, PTEN, y p-S6,
ninguna de estas asociaciones permanecio significativa
una vez que el estado de HPV se tuvo en cuenta. Por
lo tanto, a pesar de pudieran existir diferencias depen-
diendo del subtipo histoldgico, pareciera que la acti-
vacion de la via del mTOR no es afectada por la infec-
cion por HPV, como lo indican éste y otros estudios
(Molinolo et al.; Stankiewicz et al.). Sin embargo, al-
gunos reportes recientes afirman que la activacion de la
via del mTOR es mas frecuentemente observada en
carcinomas peneanos HPV negativos (Ferrandiz-Pulido
et al.). Claramente, se requieren estudios adicionales
para dilucidar la controversia con respecto a la aso-
ciacién entre la infeccion por HPV y la activacion de la
via del mTOR.



Con respecto a la asociacion entre el grado
histoldgico y la activacion de la via del mTOR, no se
encontraron asociaciones significativas entre el grado
histolégico y PTEN y p-AKT, una asociacion marginal-
mente significativa con p-mTOR, y una fuerte (e in-
versa) asociacion con p-S6. Dos estudios previos han
evaluado la expression de biomarcadores de la via del
mTOR en carcinomas peneanos en relacién con el
grado histoldgico. En el estudio de Stankiewicz y col.
PTEN pero no p-AKT (expresion nuclear) se asocié con
el grado histoldgico (Stankiewicz et al.), mientras que
en el estudio de Ferrandiz-Pulido y col. p-mTOR no se
asocid con el grado histoldgico (Ferrandiz-Pulido et al.).
Las diferencias entre estos estudios previos y los resul-
tados del presente estudio pueden explicarse tomando
en cuenta diferencias en los protocolos de inmunohisto-
quimica, sistemas de puntuacidn, y el uso de criterios
morfoldgicos distintos para la gradacion histoldgica.
Ademas, la presenta investigacion es la primera en re-
portar la asociacion entre p-S6 y el grado histoldgico en
cancer de pene. La asociacion significativa que se ob-
servd entre estos miembros “cuesta abajo” de la via del
mTOR y el grado histolégico sugiere que la activacion
de esta via participa de alguna manera en la oncogene-
sis y progresion tumoral de los carcinomas peneanos.
Sobre este tema, los resultados observados con re-
specto a la expresion de p-S6 son algo intrigantes, con-
siderando la asociacion inversa entre p-S6 y el grado
histoldgico. Teniendo en cuenta que la activacion de S6
es catalizada por p-mTOR se podria esperar que am-
bos biomarcadores muestren niveles similares de ex-
presion. Los resultados de esta investigacion sugieren
que en los carcinomas podria haber una via alternativa
de regulacion de S6 aparte de la via del mTOR, como
se ha demostrado para 4EBP1 (otro miembro “cuesta
abajo” de la via del mTOR) en los carcinomas
uroteliales (Nawroth et al.).

Se ha reportado una asociacién entre la ex-
presion de mTOR y el prondstico para varios tumores,
incluyendo canceres de esofago, glandulas salivales,
higado, estémago, mama, vias biliares, vejiga urinaria,
y cancer de pulmodn. Se ha reportado también que una
expresion mayor de mTOR se correlaciona con un
prongstico peor en carcinomas escamosos de cabeza y
cuello, una enfermedad similar en su patologia al
cancer de pene (Monteiro et al.). Considerando la
fuerte asociacion que se observo en el presente estudio
entre p-S6 y el grado histologico, el valor prondstico de
la expresion de p-S6 en el cancer de pene deberia
asimismo evaluarse. Recientemente, Ferrandiz-Pullido
y col. evaluaron la via del mTOR en 67 pacientes con
cancer de pene y encontraron que la sobreexpresion de
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p-mTOR se asocié con el desarrollo de metéstasis a
ganglios linfaticos (Ferrandiz-Pulido et al.). Claramente,
se necesita investigar mas el papel de la via del mTOR
como un factor prondstico en los carcinomas es-
camosos del pene. Mas aun, ademas de su valor puta-
tivo como un pronosticador clinico, los resultados de la
presente investigacion sugieren que los inhibidores de
la via del mTOR podrian ser beneficiosos en pacientes
con cancer de pene diseminado.

Dos limitaciones deben ser reconocidas en el
presente estudio. Primero, la ausencia de informacion
de seguimiento de los pacientes. Segundo, el uso de
TMA en vez de cortes completos de tejidos. Con re-
specto a la primera, esta limitacion esta determinada
por la naturaleza de la base de datos, dado que los ca-
sos fueron seleccionados de un centro privado de refer-
encia en el cual habitualmente no se realiza
seguimiento de los pacientes. El objetivo del presente
estudio fue el obtener una muestra razonablemente
grande de carcinomas peneanos con el fin de determi-
nar el perfil inmunohistoquimico de la via del mTOR en
estos tumores. Ahora que éste y otros estudios han es-
tablecido que la activacion de la via del mTOR sucede
en el cancer de pene, las investigaciones futuras de-
beran estar orientadas a incorporar mas datos clinicos
dentro de este marco teorético. Con respecto a la se-
gunda limitacion, referida al uso de TMA en vez de
cortes completos, se reconoce que la heterogeneidad
en el tefiido de algunos biomarcadores podria tener al-
gun impacto en la evaluacién de los niveles de expre-
sién. Sin embargo, varios estudios han dado apoyo al
valor del TMA en la evaluacién inmunohistoquimica de
marcados asi como a la adecuada representacién de
los niveles de expresion global mediante la utilizacion
de mdltiples cilindros de TMA con muestras de tejido
normal y tumoral (Camp, Neumeister, y Rimm). Mas
aun, la utilizacion de la técnica del TMA ayuda a elimi-
nar la variabilidad interexperimental debido a que cien-
tos de casos pueden ser tefiidos en condiciones simi-
lares.

CONCLUSIONES

Los resultados de la presente investigacion proveen ev-
idencia de la existencia de alteraciones en la via del
mTOR en los carcinomas escamosos del pene, inde-
pendientes de la infeccion por HPV. La expresion de
PTEN estuvo frecuentemente disminuida, con pérdida
de la expresién de PTEN en 13% de los casos. Los
niveles de PTEN no se asociaron con el grado his-
toldgico. Los niveles de expresion de p-S6 fueron signi-



ficativamente mayores en tumores de bajo grado mien-
tras que los niveles de expresion de p-AKT y p-mTOR
fueron ligeramente mayores en tumores de alto grado.
Estos resultados dan apoyo a la nocion de que los in-
hibidores de la via del mTOR podrian ser clinicamente
beneficiosos en pacientes con carcinomas peneanos
diseminados.
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