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VPH: Virus del papiloma humano.

VSCC: Carcinoma escamoso de lavulva (por sus siglas en inglés, vulvar squamous cell
carcinoma).
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1. Carcinoma escamoso de pene

1.1. Aspectos generales

El carcinoma escamoso de pene (PSSC por sus siglas en inglés, penile squamous cell
carcinoma) representa mas del 95% de las neoplasias del pene, correspondiendo el resto
a neoplasias muy poco frecuentes en esta localizacion como melanoma, sarcomas,
enfermedad de Paget extramamario y otros carcinomas como el adenoescamoso,

mucoepidermoide o adenocarcinoma, entre otros [1].

En Europa y los paises de renta alta el carcinoma escamoso de pene constituye
aproximadamente el 0.5% de las neoplasias malignas en el hombre y presenta una gran
variabilidad geografica con incidencias que oscilan entre 0.5 y 1.6/100.000 habitantes [2].
En cambio, en algunas regiones de Africa, Asia y Sud América la incidencia es mucho mayor,

pudiendo llegar incluso a constituir hasta el 10% de las neoplasias de los hombres.

En la Figura 1 se muestra la incidencia mundial del carcinoma de pene.
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Figura 1. Incidencia mundial del carcinoma de pene (3).
21



CAROLINA MANZOTTI. CANCER DE PENE Y VULVA EN AFRICA Y EUROPA

Este tumor afecta especialmente a hombres de entre 50 y 70 afos. Las localizaciones mas
frecuentes son las superficies mucosas del pene con especial incidencia en el glande,
seguido de la mucosa del prepucio y del surco balano-prepucial. El origen cutdneo, en el

cuerpo del pene, es la localizacion mas infrecuente [1].

1.2. Carcinoma escamoso de pene asociado e independiente del virus del papiloma

humano

De acuerdo con la literatura, los principales factores de riesgo relacionados con los
carcinomas escamosos de pene son la ausencia de circuncisién en la primera infancia, unos
habitos higiénicos genitales deficientes, la fimosis, cuadros de inflamacion crénica como el
liguen escleroso o el liguen simple crénico, el tabaquismo, la inmunosupresion y el
antecedente de infeccién por el virus papiloma humano (VPH) [1,3]. Este ultimo factor
reviste especial interés dado que se considera que alrededor de una tercera parte de los
carcinomas escamosos de pene se relacionan con la presencia de este virus [4], un
porcentaje similar a lo que ocurre en los carcinomas escamosos de la vulva y de la cabeza
y el cuello [5,6]. Por estos motivos la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda
clasificar los carcinomas escamosos de pene en funcién de la presencia o ausencia de VPH
ademas de catalogarlos segun el tipo histoldgico [1,7]. Asi se ha descrito que las variantes
basaloides, condilomatosas (warty), los carcinomas de células claras y los linfoepitelioma-
like son mas frecuentemente VPH-positivos, mientras que los subtipos como el usual
(incluyendo el pseudohiperplasico, pseudoglandular y acantolitico), el verrucoso
(incluyendo el cunniculatum), el papilar y el sarcomatoide, suelen ser independientes de la
infeccidn por VPH [8], aunque no hay una correlacion exacta. Por este motivo se aconseja
el uso de alguna técnica que determine la existencia de VPH en todos los carcinomas
escamosos de pene. En este sentido la sobreexpresion de p16 detectada con técnicas
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inmunohistoquimicas es un método aceptado como marcador subrogado de la presencia
de VPH de alto riesgo puesto que su concordancia con la infeccién de estos virus alcanza
el 84% [2]. Dada la elevada especificidad y sensibilidad de la p16, la International Society
of Urological Pathology (ISUP) y la OMS recomiendan su uso en la clasificacion de los
carcinomas escamosos de pene. Ademas, la tincion para p53 se muestra frecuentemente
sobreexpresada en los carcinomas escamosos de pene VPH-independientes, mientras que
la tincion para pl6 suele ser negativa [9] con lo que el uso de los dos marcadores podria
ayudar a categorizar los carcinomas escamosos de pene de manera mas objetiva en la

rutina diaria.

1.3. Lesiones precursoras del carcinoma escamoso de pene

lgual que ocurre en la vulva, en el pene existen lesiones precursoras consideradas
neoplasias intraepiteliales (PelN por sus siglas en inglés, penile intraepithelial neoplasia)

gue también se clasifican en funcidn de su relacién con el VPH.

Se define como PelN de tipo diferenciado (dPelN por sus siglas en inglés, differentiated
penile intraepithelial neoplasia) a las lesiones precursoras independientes de VPH,
frecuentemente asociadas a un carcinoma escamoso invasor ya presente al momento del
diagnodstico. Microscopicamente el dPelN se caracteriza por un epitelio acantdsico e
hiperplasico con hiperortoqueratosis y paraqueratosis, acompafiado de elongacién y
conexidn de las crestas interpapilares creando una arquitectura epitelial reticulada. A bajo
aumento, hay una impresién de epitelio que conserva la maduracién con hipergranulosis
y células atipicas hipercromaticas limitadas a las capas basal y parabasal. Sin embargo, a
mayor aumento se pueden observar queratinocitos atipicos con abundante citoplasma
eosinodfilo, nucleo vesicular y ocasionales nucléolos prominentes. Asimismo, es posible

identificar perlas corneas intraepiteliales y espongiosis y, en hasta un tercio de los casos,
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puede haber atipia franca con pleomorfismo [10,11]. La atipia coilocitica esta
generalmente ausente y es posible observar cambios de liquen escleroso concomitante
[10,12]. El dPelN puede ser dificil de distinguir de condiciones reactivas como hiperplasia
escamosa, hiperplasia pseudoepiteliomatosa, liquen simple crénico y liquen escleroso y
atrofico con epitelio hiperplasico y no existe ningun biomarcador fiable para confirmar el
diagndstico [13]. Aunque los indices de progresidon de dPelN a carcinoma invasor son
desconocidos [14], se ha descrito que entre un 2 y un 8% de los casos de dPelN relacionados
con liquen escleroso y atréfico, pueden progresar a carcinoma invasor con un periodo de

latencia de 12 a 17 anos [15-18].

Los PelN asociados a VPH, al igual que sucede con el dPelN, se pueden encontrar tanto en
proximidad a un carcinoma escamoso infiltrante como de forma aislada. Histolégicamente,
los PelN relacionados con VPH se caracterizan por la presencia de atipia intraepitelial
evidente con membrana basal conservada y muestran diferentes patrones histoldgicos,
incluidos el subtipo basaloide (indiferenciado) y el condilomatoso (bowenoide o warty)
entre los mas frecuentes. El PeIN basaloide, que es el mas frecuente en Europa [19],
muestra un epitelio mondtono con células pequefas e inmaduras (aspecto basaloide), alto
ratio nucleo- citoplasma, frecuentes figuras de apoptosis y numerosas mitosis. Por su parte
el PelN condilomatoso (bowenoide o warty) adopta una configuracién papilomatosa con
un epitelio constituido por células pleomdérficas con atipia coilocitica, citoplasma algo mas
abundante y numerosas figuras de mitosis. Ambos subtipos se relacionan sobre todo con
las cepas 16 y 18 del VPH. Con frecuencia existen formas mixtas, basaloide-condilomatosas,
gue combinan caracteristicas basaloides en la base de la lesidn y células mas diferenciadas

con caracteristicas condilomatosas y atipia coilocitica en los estratos mas superficiales [8].

Cuando el PeIN se presenta adyacente a un carcinoma invasivo ambas lesiones suelen
presentar caracteristicas similares: el PeIN diferenciado se localiza mas habitualmente en

el prepucio y asociado a un carcinoma escamoso queratinizante y en cambio los subtipos
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de PelN condilomatoso o basaloide se ubican mas frecuentemente en el glande y en
relacion con carcinomas condilomatosos, basaloides o mixtos basaloide-condilomatosos

[10].

1.4. Alteraciones gendmicas en el carcinoma escamoso de pene y sus lesiones

precursoras

Dado que la clasificacion de las neoplasias de pene y sus lesiones precursoras se hace en
funcidn de su relacion con el VPH debido a su correlacidon prondstica, cabe esperar que la

patogénesis molecular de ambas entidades sea distinta [20—-22].

En el carcinoma escamoso de pene asociado al VPH, la infeccion epitelial persistente
conlleva la integracion del ADN virico en el genoma de la célula huésped. Con las cepas de
VPH de alto riesgo esta integracion da como resultado una inestabilidad genémica con
sobreexpresidon de las oncoproteinas virales E6 y E7 que ejercen un efecto desregulador
sobre el control del ciclo celular. La oncoproteina E7 del VPH de alto riesgo se une e inactiva
la proteina de retinoblastoma (pRB) y da como resultado una progresién incontrolada del
ciclo celular [20-22]. Este proceso conduce a la sobreexpresion de pl6, debido a la
interrupcion del ciclo de retroalimentacion negativa entre p16 y pRB [23]. Esto permite que
la sobreexpresion de p16 se utilice como marcador de infeccién activa por VPH. La
oncoproteina E6 del VPH de alto riesgo se dirige a la proteina supresora de tumores p53.
La unidn de E6 a p53 provoca la supresion de la funcién inhibidora normal de p53 en la
primera fase de sintesis del ADN (G1/S) del ciclo celular, lo que provoca una proliferacién
celular descontrolada, pérdida de diferenciacién celular y disminucién del control

apoptotico [21].

En el caso de los tumores VPH-independientes existen grandes lagunas en el conocimiento

de las vias oncogénicas. Se sabe que la ciclooxigenasa-2 (mediador clave en procesos
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inflamatorios) se encuentra sobreexpresada en el PelN, en el carcinoma invasor y en las
metastasis ganglionares de estos tumores [24]. Esta sobreexpresion se relaciona con la
activacion de multiples vias relacionadas con la invasion y la angiogénesis, una de las cuales
PI3K-AKT. Por otra parte, se han identificado muchas alteraciones somaticas como pérdida
de heterocigosidad (/oss of heterozygosity), mutaciones, deleciones, alteraciones de copias
numeéricas (copy number alterations) y modificaciones epigenéticas implicadas en distintas
vias moleculares [2,20]. También se han descrito expresiones aberrantes de microARN
con implicaciones en distintas vias carcinogénicas como MAPK, PI3K-AKT y p53.
Recientemente estudios de secuenciacién masiva con whole exome sequencing [25] han
demostrado que una de las mutaciones mads prevalentes en el carcinoma escamoso de
pene es la de TP53, seguida de CSN1, asi como NOTCH-1 y PIK3CA [26]. Se han descrito
distintos tipos de mutaciones del gen TP53 (hasta 32 mutaciones somaticas diferentes en
una serie) [20,26], y todas ellas acaban inactivando p53, con lo que se produce una

sobreexpresidon que puede ser detectada con técnicas inmunohistoquimicas.

En conjunto, parece que la via oncogénica de los carcinomas escamosos de pene asociados
a VPH estd mas estudiada y es diferente de los VPH- independientes y que, en estos
ultimos, las mutaciones de TP53 son mas frecuentes, aunque no es la Unica via molecular

implicada.

1.5. Presentacion clinica, tratamiento y pronéstico del carcinoma escamoso de pene

Los pacientes con cancer de pene se suelen presentar con alteraciones cutaneas o con
lesiones palpables, muchas veces indoloras, que en la inmensa mayoria de los casos se
encuentran en el glande, surco balano-prepucial o en el prepucio y con menor frecuencia
en el cuerpo del pene. En la valoracidn clinica inicial es esencial la evaluacién de la zona

inguinal para descartar la presencia de adenopatias patolégicas, que se detectan
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clinicamente en alrededor del 50% de los casos al momento del diagndstico [27].

El diagndstico del cancer de pene requiere la toma de biopsias para la confirmacion
histolégica del tumor y la estratificacion del riesgo de acuerdo con las caracteristicas
microscopicas de la lesidon. Los factores histolégicos mas importantes por su valor
prondstico son la profundidad de la invasidn, el grado tumoral y la invasién linfovascular o
perineural. El informe histopatolégico deberia incluir las distintas caracteristicas tumorales
como son: el tipo de muestra remitida (biopsia, circuncisién, penectomia parcial o total),
la ubicacién del tumor primario (glande, surco coronal, prepucio o piel del cuerpo del
pene), tamafio tumoral, subtipo y grado histoldgico (incluyendo G1, G2 y G3 para tumores
bien, moderadamente opobremente diferenciados, respectivamente), espesor del tumor
en profundidad, nivel de invasidn (ldamina propia, cuerpo esponjoso, cuerpo cavernoso) y
la presencia o ausencia de invasion perineural y/o linfovascular. Asi mismo se deberia
incluir en el informe si se identifica la presencia de lesiones asociadas como PelN o liquen
escleroso. Si se realiza estudio inmunohistoquimico para p16 como marcador subrogado
de infeccion por VPH o estudio del ADN de VPH deberia también incluirse el resultado en
el informe. Si se hubieran remitido ganglios linfaticos para su estudio histolégico se debe
informar el sitio de la extirpacion, numero total de ganglios linfaticos identificados vy
numero de ganglios positivos, asi como la presencia de extensidn extracapsular en caso de

haberla [3,27].

El prondstico del carcinoma escamoso de pene depende del grado y estadio en el momento
del diagndstico. Asi, los casos diagnosticados en estadios precoces pueden ser controlados
guirdrgicamente. Sin embargo, en estadios mas avanzados el comportamiento puede ser
muy agresivo y requieren terapias multimodales [28]. Los datos morfoldgicos actualmente
implicados en el prondstico son el tipo de crecimiento invasor (invasion superficial versus
vertical), subtipo histolégico, grado, nivel de invasion, presencia o no de invasion

perineural o vascular, estado de los mdargenes de reseccién y, sobre todo, el estadio. En
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este sentido la presencia de metastasis ganglionares es el dato clinico-patoldgico de mayor
peso para el prondstico del paciente [29]. Hoy en dia no existen diferencias en el manejo
clinico en relacién a la presencia o ausencia del VPH, aunque los pacientes con carcinoma
escamoso de pene relacionados con VPH parecen tener un mejor prondstico. Tampoco
existen actualmente biomarcadores con utilidad diagndstica, prondstica y/o terapéutica

en el carcinoma escamoso de pene.

Una vez confirmado el diagndstico se debe realizar el estudio de extension basdndose en
los hallazgos clinicos y patoldgicos y realizando pruebas de imagen y biopsias quirargicas

de ganglios linfaticos en casos seleccionados.

La clasificacién TNM del American Joint Committee on Cancer (AJCC), cuya 82 edicion fue
actualizada en el 2017, es la mas utilizada para el estadiaje tumoral. Esta estadificacion
permite establecer prondsticos y planificar estrategias terapéuticas segun el riesgo (Tabla
1) [30-32].

La evaluacidon de metastasis a distancia se expresa como cMO y cM1 para sospecha clinica
de ausencia o presencia de éstas, respectivamente, y como pM1 si se confirma

histoldégicamente la presencia de metastasis a distancia [30—32].

La afectacién de ganglios linfaticos es el principal predictor de supervivencia, con tasas de
supervivencia libres de enfermedad para los pacientes con estadio pNO, pN1, pN2 y pN3

de 96%, 80%, 66%, and 37% respectivamente [27].

Debido a la tendencia de los carcinomas escamosos del pene a dar metdstasis tempranas
en los ganglios linfaticos regionales (inguinales y pélvicos), su diagndstico y tratamiento
son criticos para el prondstico. La valoracidn inicial de las adenopatias regionales se suele
limitar a la exploracién fisica ya que la resolucion de las pruebas de imagen como
tomografia computarizada (TAC), resonancia magnética (RMN) o tomografia por emisién
de positrones (PET/TAC) no permiten detectar lesiones de menos de 2mm, pasando

entonces por alto las micrometastasis. El estudio ecografico inicial solo seria recomendable
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en aquellos pacientes en los cuales la exploracién fisica puede ser dificultosa, como en el
caso de hombres obesos o que ya hayan pasado por cirugias o lesiones inguinales que

modifiquen la anatomia [3,27,33].

En aquellos pacientes en los que no se palpan adenopatias inguinales patoldgicas pero que
presentan tumores primarios con alto riesgo de desarrollar metdastasis ganglionares se
recomienda la evaluacion quirudrgica de los ganglios linfaticos mediante biopsia dindmica
del ganglio centinela (Dynamic sentinel node biopsy, DSNB por sus siglas en inglés) o
mediante la diseccidn superficial de ganglios linfaticos inguinales. Estas técnicas son menos
agresivas que la linfadenectomia inguinal tradicional y presentan menor tasa de
complicaciones y de efectos secundarios a largo término. Se consideran grupo de alto
riesgo de desarrollar metastasis ganglionares los tumores T2 o mayores, los que presentan
alto grado histoldgico y/o invasién linfovascular o perineural. En estos casos, si tras el
estudio histoldgico no se identifican metdastasis ganglionares se recomienda realizar
seguimiento activo. Por el contrario, si se detecta metdstasis en algun ganglio sin extension
extranodal se debe realizarla linfadenectomia inguinal ipsilateral completa vy
linfadenectomia ipsilateral terapéutica con linfadenectomia pélvica uni o bilateral si se

identifican 2 0 mas ganglios metastasicos o al menos uno con extensién extranodal [27,33].

En los casos en los que clinicamente se palpan adenopatias se deben realizar pruebas de
imagen como TAC, RMN o PET-TAC para evaluar la extension de la enfermedad, asi como
puncién por aguja fina (PAAF) de la adenopatia para su estudio patoldgico. Si la PAAF
resulta positiva se recomienda el tratamiento quirdrgico, si por el contrario resulta
negativa y el riesgo de metdstasis es bajo se aconseja realizar biopsia excisional para
estudio definitivo del ganglio. En el caso de PAAF negativa y alto riesgo de metastasis lo
aconsejable seria realizar el estudio del ganglio por linfadenectomia inguinal superficial o

modificada [3,27,33].
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Tabla 1: Estadiaje TNM de los carcinomas del pene.

Tumor primario (pT)

pTO Sin evidencia de tumor primario

pTis Carcinoma in situ, equivalente al PeIlN

pTa Carcinoma escamoso localizado no invasivo
pT1l Glande: tumor que invade la ldmina propia

Prepucio: tumor con invasion de la dermis, la ldmina propia o el dartos

Cuerpo: tumor con invasion del tejido conectivo entre la epidermis y los cuerpos
Cavernosos 0 esponjoso

pTla Ausencia de invasion linfovascular, perineural o alto grado histoldgico

pT1lb Presencia de invasién linfovascular, perineural o alto grado histoldgico

pT2 Tumor que invade el cuerpo esponjoso, con o sin invasion uretral

pT3 Tumor que invade el cuerpo cavernoso, con o sin invasion uretral

pT4 Tumor que invade estructuras adyacentes (por ejemplo, escroto, prdstata o hueso
pubico)

Ganglio linfatico (N)

cNO Ausencia de ganglios aumentados de tamafio

pNO Ausencia de metastasis

cN1 Un ganglio unilateral movil palpable

pN1 <2 metdstasis ganglionares unilaterales sin extension extranodal

cN2 > 2 ganglios unilaterales moviles palpables o ndédulos bilaterales

pN2 >3 metastasis unilaterales o metastasis bilaterales, sin extension extranodal

cN3 Masa ganglionar fija palpable uni o bilateral o linfadenopatias pélvicas

pN3 Metastasis ganglionares con extension extranodal o metdastasis en ganglios linfaticos
pélvicos

Adaptado de Sanchez DF et al. Urologic Oncology: Seminars and Original Investigations 2022;40:215-22 (31).
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En aquellos pacientes que clinicamente se presentan como estadio cN2 (linfadenopatias
inguinales palpables méviles, multiples o bilaterales) o cN3 (masas adenopaticas inguinales
fijas o linfadenopatias pélvicas uni o bilaterales) también se realiza linfadenectomia

pélvica, frecuentemente tras realizar quimioterapia neoadyuvante [3,27,33].

El uso de quimioterapia adyuvante luego de una linfadenectomia radical mejora la

supervivencia especifica [33,34].

El objetivo principal del tratamiento del tumor primario es una completa extirpacion del
tumor tratando de preservar el érgano todo lo que sea posible sin comprometer el

posterior control oncoldgico.

Para tratar las lesiones superficiales no invasivas (Peln, Ta) se puede optar por realizar
circuncision si estan limitadas al prepucio o realizar una escision local amplia o intervencion
de resurfacing parcial del glande. Se prefieren las intervenciones de reseccion en lugar de
tratamientos topicos o ablativos porque permiten realizar un estadiaje histopatoldgico
correcto y descartar la existencia de focos de neoplasia infiltrantes. Si se opta por
tratamiento no invasivo la terapia tépica con imiquimod o 5-fluorouracilo son una

alternativa efectiva [33,35-37].

Los carcinomas invasivos localizados son tratados con intencidn curativa mediante diversas
técnicas quirdrgicas, como escision local amplia o reseccién parcial o total del glande con
0 sin reconstruccion de un neoglande. Para asegurar la extirpacion completa del tumor
con margenes quirudrgicos histolégicamente negativos la escisiéon debe incluir un margen
de piel de aspecto clinicamente normal alrededor del tumor y del eritema periférico,
pudiéndose en los casos dudosos, realizar una cirugia de Mohs para control de margenes
durante el acto quirurgico [27,33,35,38]. Las recomendaciones actuales con respecto a los
margenes de reseccion han dejado obsoletos los 2cm que se exigian antiguamente,
considerandose que las tasas de recurrencia local solo se incrementan de forma

significativa cuando el margen quirdrgico es menor de 1mm [35,39].
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Los tumores mayores con invasion del cuerpo cavernoso y esponjoso requeriran
intervenciones mayores como amputaciéon del glande o amputacién parcial o radical del
pene. Para los tumores no resecables, la induccidn con quimioterapia permitiria disminuir
el estadio de la enfermedad vy facilitar la cirugia posterior en los pacientes respondedores
y en aquellos que no responden, o en quienes no aceptan una cirugia extensa la (quimio-)

radioterapia es una opcidn [35].

Los carcinomas de células escamosas son generalmente tumores radiosensibles y el uso de
radioterapia como parte del tratamiento esta indicada en carcinomas escamosos tanto de
la region anogenital como de la regidon de cabeza y cuello. Sin embargo, el rol de la
radioterapia en estos tumores en el pene se sigue debatiendo y las diferentes guias difieren
entre si, mientras que la National Comprehensive Cancer Network (NCCN) apoya su uso
como tratamiento definitivo [40], la European Association of Urology (EAU) solo la

recomienda como tratamiento paliativo [35].

En aquellos pacientes que presentan metdstasis a distancia, mas frecuentemente
afectando pulmones, higado o cerebro, la utilizacion de quimioterapia paliativa puede
conseguir beneficios limitados sobre la supervivencia [3,33]. Adicionalmente, la
radioterapia pude ralentizar la progresiéon y se puede emplear para control de los sintomas

locales o de las metastasis [3,35,40].

Para aquellos pacientes en los que fracasa la quimio-(radio)-terapia las opciones son
reducidas y las nuevas terapias sistémicas como la inmunoterapia y las terapias dirigidas,
de momento solo han demostrado un éxito limitado, si bien se las sigue estudiando en

diversos ensayos clinicos en marcha [27,33,35,40,41].
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2. Carcinoma escamoso de vulva

2.1. Aspectos generales

El carcinoma escamoso de vulva es una neoplasia genital poco comun, con una incidencia
global de 1.2 casos por 100.000 mujeres/afio [42]. Tipicamente se diagnostica en mujeres
de edad avanzada, aunque en las ultimas décadas se ha observado una mayor incidencia
en mujeres jovenes [43]. Ademads, con el aumento de la esperanza de vida, se prevé una
mayor incidencia de esta neoplasia en los préximos afos. El carcinoma escamoso es el tipo
histolégico mas prevalente y representa el 90% de los tumores malignos de la vulva, siendo

el segundo en frecuencia el melanoma [44,45].

En la Figura 2 se muestra la incidencia mundial del carcinoma de vulva.
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Figura 2. Incidencia mundial del carcinoma de vulva en 2022 [42].
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El carcinoma escamoso de vulva ha sido clasificado clasicamente en diferentes variantes
en base a las caracteristicas histoldgicas de la neoplasia, destacando principalmente los
subtipos basaloide, condilomatoso y el queratinizante. La OMS publicé en septiembre de
2022 una nueva clasificacién de las neoplasias [44], basada en las dos vias de
carcinogénesis claramente identificadas en estos tumores: una via asociada al VPH y una
via independiente de este virus. En parte, el fundamento de esta nueva clasificacion estriba
en que, mientras la clasificacién histolégica no siempre se correlaciona con las
caracteristicas clinicas y el comportamiento del tumor, los tumores asociados al VPH y los
independientes del mismo si que han mostrado caracteristicas clinicas e historia natural
claramente diferentes entre si. El carcinoma escamoso de vulva suele ir precedido durante
un periodo de tiempo variable por una lesién intraepitelial premaligna, que se considera
precursora del carcinoma invasivo. Dependiendo de si los tumores estan asociados o no al

VPH se asocian a un tipo particular de lesion precursora diferente.

Desafortunadamente, aun existen muchos aspectos poco conocidos de la historia natural
del carcinoma escamoso de vulva y sus lesiones precursoras, particularmente de los
tumores VPH-independientes. Gran parte de este desconocimiento se debe a la baja
incidencia de estos tumores y a las limitaciones inherentes a la clasificacién clasica del
carcinoma escamoso de vulva. Ademas, las lesiones precursoras del carcinoma escamoso
de wvulva VPH-independiente son dificiles de caracterizar tanto clinica como
histoldgicamente. Actualmente, tal y como ocurre con el carcinoma de células escamosas
del pene, la conducta clinica y el tratamiento del carcinoma escamoso de la vulva es
homogéneo, independientemente de su asociacion o no al VPH o de su tipo histoldgico
especifico [46,47]. Ademas, practicamente no existe disponibilidad de terapias dirigidas
especificas para el carcinoma escamoso de vulva [46,47], y hay un niUmero muy limitado

de ensayos clinicos publicados en este campo [48,49].
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2.2. Carcinoma escamoso de vulva asociado e independiente del virus del papiloma

humano

La prevalencia de VPH como agente etiopatogénico del carcinoma escamoso de vulva varia
entre el 9% y el 100% en las diferentes series publicadas [50-53]. EI mayor estudio
internacional acerca de la implicacién de VPH en el carcinoma escamoso de vulva describe
una prevalencia del 25% entre los 1709 casos de carcinoma escamoso de vulva evaluados
[51]. En Europa, América del Norte y Oceania, la mayoria de los carcinomas escamosos de
la vulva se desarrollan a través de la via independiente de VPH. Datos de nuestro grupo
indican que menos del 20% de los carcinomas escamosos de vulva tratados en el Hospital
Clinic de Barcelona estan asociados al VPH [54]. En cambio, en otros paises en vias de
desarrollo en los que existe ademds una elevada prevalencia global de infeccién por VPH,
los carcinomas escamosos de vulva predominantes son aquellos asociados al virus [51,52].
Ademads de las variaciones en la prevalencia de la infeccién por VPH en las distintas
regiones geograficas, otro factor responsable de esta variabilidad entre la proporcion de
carcinomas escamosos de vulva asociados e independientes del VPH es el uso de diferentes
técnicas de deteccion del virus, su precisidon diagndstica, o la posibilidad de contaminacién
de las muestras, que pueden resultar en una subestimacion o sobreestimacién del papel

etiopatogénico del VPH [53].

Desde el punto de vista histolédgico, los carcinomas escamosos de vulva asociados al VPH
se han caracterizado tradicionalmente como basaloides o condilomatosos, mientras que
los tumores independientes de VPH se han caracterizado como queratinizantes [55,56].
Los tumores de tipo basaloide presentan células pequefas, basaloides, con escaso
citoplasma y poca queratinizacion; mientras que los de tipo condilomatoso suelen
presentar una apariencia condilomatosa y cambios coilociticos [53]. Los tumores
gueratinizantes se conforman por células diferenciadas en ausencia de coilocitosis y

frecuentemente muestran perlas de queratina [53]. La anterior clasificaciéon de la OMS del
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carcinoma escamoso de vulva [57] basada en los tres tipos histolégicos principales
(basaloide, condilomatoso y queratinizante) se veia limitada por una cierta superposicién
entre algunas de las caracteristicas histolégicas de estos subtipos, por lo que la
clasificacién de estas lesiones no siempre era clara. Ademads, se ha descrito también una
considerable superposicion entre los tipos histoldgicos y su relacién con el VPH: se ha visto
gue aproximadamente un tercio de los tumores asociados al VPH son queratinizantes,
mientras que una quinta parte de los carcinomas escamosos de vulva VPH-independientes
muestran caracteristicas histoldgicas basaloides o condilomatosas [50,56]. En los ultimos
anos, se ha demostrado que desde el punto de vista clinico y prondstico es mas relevante
la asociacion o no con el VPH que el tipo histolégico de los tumores [58,59]. Los carcinomas
escamosos de vulva asociados a VPH se presentan a edades mds tempranas que los
independientes de VPH (59 versus 72 afios) [58], y hay estudios que sugieren que tienen
mejor pronodstico que los tumores independientes de VPH [58]. Asi pues, la nueva
clasificacién de la OMS se fundamenta en la caracterizacidn etiopatogénica del carcinoma
escamoso de vulva, estableciendo como prioridad el status VPH frente a la clasificacion

puramente morfoldgica.

En los ultimos afios, se ha propuesto una subclasificacién de los tumores VPH-
independientes en funcién de p53 (patrén mutado o wild type) [59—-61]. Los tumores VPH-
independientes p53 wild type tienen frecuentemente lesiones precursoras asociadas
especificas, llamadas acantosis vulvar con diferenciacién alterada (VAAD por sus siglas en
inglés, vulvar acantosis with altered differentiation) [62] y lesidn intraepitelial exofitica
vulvar diferenciada (DEVIL por sus siglas en inglés, differentiated exophytic vulvar
intraepithelial lesion) [49]. En cambio, los tumores con alteraciones en p53 son
habitualmente de tipo queratinizante y su lesidén precursora es frecuentemente una
neoplasia intraepitelial vulvar de tipo diferenciado (dVIN por sus siglas en inglés,
differentiated vulvar intraepithelial neoplasia). Hay estudios que demuestran que la tincién

inmunohistoquimica para p53 tiene una buena correlacidn con el status del gen TP53 [59—
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61]: los patrones inmunohistoquimicos de tipo basal o sobreexpresion difusa
corresponden a TP53-mutado, mientras que el patrdon disperso (scattered) y el medio-
epitelial corresponden a TP53 wild type [63,64]. Sin embargo, existe poca evidencia entre
las diferencias clinicas y prondsticas de estos dos subtipos de tumores VPH-independientes

[61].

2.3. Lesiones precursoras del carcinoma escamoso de vulva

Los distintos tipos etiopatogénicos de carcinoma escamoso de vulva (asociado a VPH o
VPH-independiente) se asocian a lesiones intraepiteliales precursoras diferentes. La
clasificacién de las lesiones intraepiteliales asociadas a VPH se realiza mediante la
terminologia LAST (Lower Anogenital Squamous Terminology) propuesta en 2012 vy
reconocida en la clasificacion de la OMS 2020. Esta terminologia unifica la nomenclatura
utilizada para denominar las lesiones asociadas al VPH en todo el tracto anogenital [65].
De esta manera, las lesiones precursoras asociadas a VPH se denominan "lesiones
intraepiteliales escamosas de alto grado” (HSIL por sus siglas en inglés, high grade
squamous intraepithelial lesion). El término HSIL vulvar reemplaza las antiguas
denominaciones de uVIN (neoplasia vulvar intraepitelial de tipo usual) y VIN 2-3. Las
lesiones HSIL se caracterizan por una marcada atipia citoldgica, ausencia de maduracién
celular que afecta a todo el espesor del epitelio, un elevado ratio nucleo-citoplasma con
hipercromasia y presencia de mitosis en todo el grosor de la epidermis, que estd engrosada
y suele mostrar hiper- y/o paraqueratosis [66]. En este tipo de lesiones es relativamente
frecuente la afectacion de los anejos cutaneos [67]. Se han descrito dos variantes
morfolégicas de HSIL, una denominada basaloide y otra denominada condilomatosa. La
variante basaloide muestra una marcada inmadurez de las células en todo el grosor del
epitelio, con atipia citolégica mas prominente y marcados cambios coilociticos. Por su

parte, la variante condilomatosa se caracteriza por presentar crestas anchas y profundas
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gue resultan en una apariencia condilomatosa, con un marcado pleomorfismo,
agrandamiento nuclear y figuras mitéticas atipicas, siendo facilmente reconocibles los
signos de la infeccién por VPH (coilocitosis, multinucleacién, granulos gruesos de
cromatina). Sin embargo, muchas lesiones HSIL tienen caracteristicas mixtas, con patrones
gue recuerdan a ambas variantes [53]. La asociacion de estas lesiones con otras lesiones
premalignas en distintas dreas del tracto anogenital, como el cuello uterino, ano o vagina
es frecuente [68]. El riesgo de progresion a carcinoma invasivo a partir de las lesiones
precursoras asociadas a VPH es relativamente bajo, entre el 9 y el 16% segun las series en

pacientes no tratadas [69,70], y alrededor del 3% en las pacientes tratadas [70].

Las lesiones precursoras independientes de VPH se denominan dVIN y se originan
frecuentemente sobre piel vulvar previamente afecta por dermatosis inflamatorias
cronicas (liquen escleroso, liquen plano u otras). Se caracterizan por presentar
gueratinocitos atipicos en un epitelio bien diferenciado, en el cual la atipia se limita a los
estratos basales y parabasales y donde las células presentan un citoplasma amplio y forman
las llamadas “perlas abortivas”. Las crestas papilares suelen mostrarse elongadas y
ramificadas. A diferencia de las lesiones asociadas al VPH, la extensién a anejos cutaneos
es poco habitual en este tipo de lesiones [71]. El reconocimiento histoldgico del dVIN
resulta muchas veces complicado a causa del alto grado de diferenciacion celular que
muestran estas lesiones y de la dificultad que presentan para diferenciarlos de las lesiones
inflamatorias. Como consecuencia de ello esta entidad es frecuentemente
infradiagnosticada por la sutileza de sus caracteristicas histolégicas, que suponen un
desafio para la mayoria de los patélogos [72]. La tasa de progresién de dVIN a carcinoma
invasivo es mas alta que la de las lesiones asociadas al VPH (32-41%) y el proceso de
progresién es mas rapido [53,71,73,74]. Si bien la mayoria de los carcinomas escamosos de
la vulva en los paises de renta alta son independientes de VPH, las lesiones dVIN de forma

aislada son raramente diagnosticadas en la practica asistencial, siendo mas frecuente el
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diagnodstico de estas lesiones en asociacion con los carcinomas escamosos de vulva. Este
hecho se explica, en parte, por la dificultad en su diagndstico para los clinicos y los
patélogos, y en parte por su rdpida progresién desde lesion premaligna a carcinoma

invasivo [72,75].

Igual que ocurre con el carcinoma escamoso invasivo de vulva, se ha descrito un cierto
grado de solapamiento entre las caracteristicas histoldgicas de las lesiones precursoras
asociadas a VPH (HSIL) y las VPH-independientes (dVIN). Varios estudios muestran que una
proporcién pequeiia de lesiones dVIN pueden tener caracteristicas morfoldgicas de HSIL
[76,77], y a la inversa, lesiones asociadas a VPH que pueden parecer histolégicamente
lesiones dVIN [78]. Un trabajo reciente describe que el 6% de tumores VPH-independientes
surgen de una lesidon precursora morfolégicamente indistinguible de una lesién HSIL
[76,79]. En semejanza al HSIL asociado a VPH, este precursor VPH independiente presenta
una maduracion celular anormal en todo el grosor del epitelio, con células de morfologia
basaloide y cambios coilociticos. Estas lesiones han recibido el nombre de dVIN basaloide
o lesiones HSIL-like [76,79]. A diferencia del HSIL asociado a VPH, estas lesiones no
presentan positividad para pl6 y son negativas para VPH de alto riesgo; en cambio,
frecuentemente presentan alteraciones en p53, de forma similar al dVIN convencional.
Estudios recientes han mostrado que los carcinomas invasores originados sobre estas

lesiones de HSIL-like presentan un comportamiento mds agresivo [80].

Las lesiones premalignas VPH-asociadas con caracteristicas de dVIN son muy infrecuentes
y escasamente descritas en la literatura. En 2018, en un estudio de nuestro grupo se
identificaron lesiones con caracteristicas dVIN o de liquen simple adyacentes a carcinoma
escamoso de vulva asociado a VPH de forma concluyente; puesto que un resultado falso
positivo en la determinacion de VPH podria haber alterado de forma sustancial los
resultados de este estudio, en dicho estudio se defini6 como tumor asociado a VPH de
forma concluyente aquel que presentaba positividad para ADN y ARN de VPH de alto riesgo
y positividad también para p16 [78].
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De esta manera, en una proporcion de pacientes con lesiones premalignas de vulva, los
criterios puramente histolégicos no son suficientes para un diagndstico exacto, y por
consiguiente algunos casos de dVIN con caracteristicas HSIL-like pueden ser
incorrectamente diagnosticados y/o, infratratados. A la inversa, las pacientes con HSIL
vulvar y caracteristicas de dVIN-like, probablemente sean tratadas de forma mas agresiva
de lo que seria necesario. Desafortunadamente, aln no hay estudios suficientes y se
desconoce si estas lesiones con caracteristicas histoldgicas inusuales y los carcinomas que
se originan sobre ellas presentan distinto prondstico y, por lo tanto, si debieran tratarse de

forma diferente.

Las lesiones inflamatorias de la vulva (liquen escleroso, el liquen simple crénico y el liquen
plano principalmente), a pesar de no mostrar signos de displasia, se consideran el sustrato
para el desarrollo de los carcinomas escamosos de vulva VPH-independientes. Aunque su
prevalencia es elevada en pacientes postmenopausicas, su etiologia y patogénesis es
incierta y su potencial oncoldgico constituye un campo particularmente complejo y poco
explorado [81]. Mientras que algunos autores reportan que una proporcion significativa de
estas lesiones inflamatorias pueden progresar a carcinoma escamoso de vulva [82], otros

autores observan lo contrario [83].

2.4. Clasificacion del carcinoma escamoso de vulva y sus precursores: determinacion

del virus del papiloma humano y estudio inmunohistoquimico

Dado que los criterios puramente histoldgicos carecen de precisidn a la hora de distinguir
los carcinomas y lesiones precursoras asociados o independientes del VPH, para realizar
esta distincion se utilizan test moleculares que detectan secuencias de ADN del VPH,
generalmente basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en

inglés, polymerase chain reaction). Las técnicas basadas en PCR tienen una sensibilidad

muy alta, pero por el contrario la contaminacion y la ubicuidad del VPH, son causa de
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ocasionales resultados falsamente positivos. Ademas, dado que la deteccidon de VPH en
lesiones vulvares habitualmente se realiza en tejidos fijados en formol y parafinados, la
fragmentacion del ADN secundaria a la fijacion del tejido puede causar falsos negativos

[50].

Ademas de las pruebas moleculares de VPH, la deteccién de pl6 mediante estudio
inmunohistoquimico se ha usado como biomarcador subrogado de la infeccion por el virus
[84]. La p16 es una proteina de las células humanas que se encuentra sobreexpresada de
forma selectiva en células infectadas por VPH. Se ha propuesto que, para clasificar de
manera concluyente un tumor como asociado a VPH, se requiere la deteccién de ADN de
VPH y una tincidn inmunohistoquimica positiva para p16, mientras que lo contrario (VPH
negativo en pruebas moleculares y tincién inmunohistoquimica negativa para p16) seria el
requisito para clasificar una lesion como independiente del virus. De hecho, en un estudio
publicado por nuestro grupo, la mayoria de los carcinomas escamosos de la vulva se

incluyeron en una de estas dos categorias [50].

Desafortunadamente, no existe un marcador subrogado para las lesiones VPH-
independientes. Sin embargo, el carcinoma escamoso de la vulva VPH-independiente y las
lesiones dVIN muestran a menudo un patréon de expresion anormal para p53 en el estudio
inmunohistoquimico, lo que sugiere mutacién en el gen TP53. Se considera expresion
anormal tanto una marcada sobreexpresion de p53 como una ausencia completa de
expresion de la proteina (expresion nula). Las alteraciones de p53 se presentan en
aproximadamente dos tercios de los tumores VPH-independientes [85]. Por tanto, existe
un tercio de los carcinomas escamosos de la vulva VPH-independientes que presentan una
expresion normal de p53 (perfil inmunohistoquimico wild-type). Este subgrupo de
carcinomas escamosos de vulva p16 y p53 negativos suele presentar un diagndstico dificil
y un comportamiento poco conocido. Por todo esto, la inmunohistoquimica para p53
presenta limitaciones importantes para diferenciar las lesiones premalignas VPH-
independientes de otras lesiones inflamatorias benignas [86]. Asi pues, son necesarios
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estudios moleculares que identifiguen marcadores subrogados de las lesiones VPH-

independientes, permitiendo un diagndstico mas exacto de estas lesiones.

2.5. Alteraciones gendmicas en el carcinoma escamoso de vulva y sus lesiones

precursoras

La via carcinogénica del carcinoma escamoso de vulva asociado a VPH se conoce
relativamente bien, dado que tiene muchos puntos en comun con la carcinogénesis del
cancer de cuello de utero, que es el tumor por antonomasia asociado a VPH. Por el
contrario, los mecanismos moleculares de los carcinomas escamosos de vulva VPH-
independientes son, en gran parte, desconocidos. Dichos mecanismos parecen ser mas
complejos que los de la via de carcinogénesis asociada a VPH [87]. Los pocos estudios
moleculares publicados incluyen un numero pequeiio de casos y se centran en la
evaluacion de genes implicados en la carcinogénesis de los tumores de cabeza y cuello,
mucho mas prevalentes [61]. Extrapolar esta informacidn a los carcinomas escamosos de
vulva puede ser inexacto ya que se trata de tumores muy diferentes. Las mutaciones mas
frecuentemente reportadas en carcinoma escamoso de vulva incluyen TP53, PTEN y
CDKN2A, independientemente del status VPH. Los pocos estudios que comparan los
perfiles gendmicos del carcinoma escamoso de vulva asociado e independiente de VPH
presentan resultados discordantes. Algunos trabajos describen que los carcinomas
escamosos de vulva VPH-independientes presentan mas mutaciones que los asociados a
VPH [88], mientras que otros encuentran una proporcion similar de mutaciones en ambos
grupos [61]. La mayoria de los estudios sugieren que las mutaciones identificadas con mas
frecuencia en el carcinoma escamoso de vulva independiente de VPH y sus lesiones
precursoras son en TP53, seguidas por NOTCH-1, PICK3CA, y HRAS [89]. Diferentes estudios
recientes concluyen que el carcinoma escamoso de vulva VPH-independiente con un perfil

de TP53 mutado se asocia a peor prondstico que el carcinoma escamoso de vulva VPH-
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independiente con perfil TP53 wild type [59,61,90].

En cuanto a las lesiones precursoras independientes de VPH, la mayoria de los estudios se
han centrado en evaluar las mutaciones de TP53, con resultados variables. Los estudios
moleculares mas completos demostraron que al menos un tercio de las lesiones
premalignas VPH-independientes presentan mutaciones en TP53 [91]. Frecuentemente, se
han observado mutaciones en los genes NOTCH-1, HRAS y PICK3CA [61,91] No obstante, la
principal limitacién de estos estudios es que se han basado en paneles de genes evaluados
en los carcinomas de cabeza y cuello. Son escasos los estudios que exploran los perfiles
moleculares de las lesiones inflamatorias de la vulva asociadas a lesiones premalignas y

carcinoma invasor [92].

2.6. Presentacion de las lesiones precursoras de carcinoma escamoso de vulva

La presentacion clinica de las lesiones premalignas de la vulva (dVIN y HSIL vulvar) es muy
heterogénea. El 50% de las pacientes son asintomaticas realizandose el diagndstico de
forma incidental en un examen ginecoldgico rutinario, lo cual destaca la importancia de
realizar una exploracion vulvar sistematica. El sintoma mds frecuente del dVIN y del HSIL

es el prurito vulvar, seguido por el dolor, escozor, dispareunia o disuria [93,94].

Las lesiones HSIL presentan una apariencia macroscopica variable, suelen ser bien
delimitadas, sobreelevades o papilomatosas y muchas veces pigmentadas [53].
Clinicamente, las lesiones dVIN son mas dificiles de reconocer, y se presentan en forma de
placas blanquecinas mal definidas, tipicamente menos voluminosas que las lesiones tipo
HSIL [53]. Estas lesiones se suelen asociar a procesos dermatoldgicos inflamatorios,
principalmente el liquen escleroso y el liquen simple crénico, y pueden tener
manifestaciones clinicas como irritacién local o dolor [53].

El diagndstico definitivo de las lesiones premalignas de la vulva es histolégico.
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Habitualmente la toma de biopsia en estos casos se realiza en la consulta con anestesia
local [95,96]. En el caso de las lesiones inflamatorias de la vulva, como el liquen plano o
escleroso, no es necesario realizar confirmacién diagndstica histoldgica sistematica a
menos que existan dudas diagndsticas, sospecha de lesidn invasiva o preinvasiva, falta de
respuesta al tratamiento topico, o en caso de antecedente de patologia maligna o

premaligna vulvar o en otras areas de tracto anogenital [95].

El tratamiento de las lesiones inflamatorias de la vulva (liquen plano y liquen escleroso) se
realiza con la aplicacién de corticoides tépicos de alta potencia. En los casos de liquen
escleroso muy evolucionado con distorsidon anatdmica de los genitales externos y secuelas
asociadas a la fibrosis y esclerosis, se puede plantear un tratamiento quirdrgico para
restaurar la funcionalidad y anatomia del area genital. El tratamiento de segunda linea del
liguen plano consiste en uso de corticoides sistémicos, antipaludicos o farmacos
inmunosupresores [97]. El tratamiento de eleccidon de las lesiones dVIN es la exéresis,
principalmente por el riesgo asociado de enfermedad microinvasiva oculta y el mayor
riesgo de progresion a carcinoma invasor. El tratamiento de HSIL puede realizarse con
procedimientos escisionales, o en caso de que se disponga de biopsias previas y bajo riesgo
de invasion oculta, también puede realizarse con terapias destructivas (vaporizacion con

ldser CO2) o tdépicas (imiquimod, 5-fluorouracilo). Cabe destacar que, en general, estas

lesiones presentan un elevado porcentaje de recurrencias y riesgo de progresion a lesiones

invasivas, por lo que es esencial un seguimiento estrecho de las pacientes tratadas [95].

2.7. Presentacion clinica, tratamiento y prondstico del cancer escamoso de vulva

El principal motivo de consulta de las pacientes con cancer de vulva es la presencia de una
lesién ulcerada en genitales externos, unifocal o multifocal, en ocasiones asociada a

sangrado o a secrecidn serosa o purulenta. Es frecuente la historia previa de molestias o
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prurito vulvar crénico [98]. En la exploracion fisica es importante delimitar correctamente
la extension de la lesion, evaluando la posible afectacién de la vagina, uretra o ano, asi
como la presencia y extension de lesién premaligna adyacente [99]. En estas pacientes, es
frecuente identificar la presencia de lesiones inflamatorias asociadas en la periferia de la
lesion [82,99]. También es importante examinar el area inguinal para descartar la presencia
de adenopatias patoldgicas. El diagndstico de confirmacidon del cancer de vulva es

histoldgico, por lo que debe realizarse una biopsia con aplicacion de anestésico local [99].

En las pacientes con cédncer de vulva, es necesario realizar un estudio de extension
mediante resonancia magnética, ecografia inguinal, y en casos seleccionados tomografia
por emisidn de positrones para evaluar la presencia de metdstasis. En caso de objetivar en
la exploraciéon fisica o con las pruebas de imagen la existencia de ganglios linfaticos
inguinales sospechosos debe realizarse una biopsia dirigida. Ademas, si existe sospecha
clinica, radioldgica o patoldgica de enfermedad ganglionar o a distancia, se recomienda
realizar un TC toracoabdominal o PET/TC [46]. También se recomienda una exploracién del
cuello del utero, vagina y ano, especialmente en pacientes con patologia asociada a VPH

[46].

Las clasificaciones TNM y de la FIGO (International Federation of Gynecology and
Obstetrics), permiten clasificar a las pacientes con cancer de vulva en base al tamafio de la
lesién y la presencia o no de metdstasis ganglionares o a distancia. En 2021, se publicé la
ultima clasificacién de la FIGO del cancer de vulva, basada en el analisis de supervivencia

de 12.063 pacientes con cancer de vulva [100] (Tabla 2).
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Tabla 2: Clasificacion de la FIGO 2021 para el carcinoma vulvar. Adaptada de Olawaiye AB et al. FIGO

staging for carcinoma of the vulva: 2021 revision. Int J Gynaecol Obstet. 2021

Estadio Descripcidn

| Tumor limitado a la vulva

IA Tamafio tumoral < 2cm con invasion estromal £ 1mm @

IB Tamafio tumoral > 2cm con invasion estromal > 1mm 2

Il Tumor de cualquier tamafio con extension al tercio inferior de la uretra, tercio

inferior de la vagina o del ano y sin metastasis ganglionares

1] Tumor de cualquier tamaio, con diseminacién a la parte superior de las estructuras
perineales adyacentes o con cualquier nimero de ganglios linfaticos no fijos ni

ulcerados

1A Extensidn a los dos tercios superiores de la uretra, o los dos tercios superiores
de la vagina, o a la mucosa vesical, o la mucosa rectal, o con metastasis en los

ganglios linfaticos regionales <5 mm
[lIB Metastasis en ganglios linfaticos regionales (inguinales o femorales) >5 mm

[IC Metdstasis en los ganglios linfaticos regionales (inguinales o femorales) con

diseminacién extracapsular

\Y, Tumor de cualquier tamafio fijo al hueso o con metastasis linfaticas fijas o ulceradas

0 metastasis a distancia

IVA Tumor fijado al hueso de la pelvis o con metastasis en ganglios linfaticos

regionales (inguinales o femorales) fijos o ulcerados

IVB Metastasis a distancia

@ La profundidad de la invasidn se mide desde la membrana basal de la cresta papilar mas profunda

libre de tumor al punto de invasidn mds profundo.
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Las principales caracteristicas de esta nueva clasificacidén son:

a) Recomienda describir la afectacién ganglionar de forma andloga a la utilizada en el
cancer de cuello de utero, distinguiendo entre micrometdstasis y macrometastasis
(las células tumorales aisladas no contabilizan como metdstasis ganglionares).
Ademas del tamano de la metastasis ganglionar, se contempla la presencia de
invasion extracapsular.

b) Incorpora el uso de técnicas de imagen para la estadificacién, de forma similar a la
clasificacién del cancer de cuello de utero.

c) Es aplicable a todos los tipos morfolégicos de cancer de vulva, no solo el cancer
escamoso (excluyendo unicamente al melanoma vulvar).

d) Recomienda documentar la asociacion o no al VPH de la neoplasia, basada en el
resultado del estudio inmunohistoquimico para p16 y/o de los test moleculares

para VPH [100].

El tratamiento principal del carcinoma escamoso de la vulva es quirdrgico. Se recomienda
la escision completa de la lesion con margenes libres (margenes clinicos de 1 cm,
aceptandose margenes mas estrechos en las areas en las que el tumor es préximo a las
estructuras de la linea media como clitoris, uretra, ano, con el objetivo de preservar su
funcion). Es importante incluir las lesiones sugestivas de lesidén preinvasiva dentro del area
de reseccion (pudiendo realizarse una reseccion mas superficial a este nivel). Si es
necesario, se pueden emplear técnicas reconstructivas para facilitar el cierre primario de
la herida. En caso de presentar margenes quirurgicos en contacto con la lesidn, se
recomienda realizar una ampliacién de margenes como tratamiento de eleccién (siendo la

radioterapia la segunda opcién de tratamiento) [46,47].

En las pacientes con tumores en estadio FIGO mayor a IA, se recomienda realizar una
estadificacion ganglionar inguinal [101]. Los tumores unifocales menores a 4 cm, sin

ganglios sospechosos en el estudio de extension, se pueden estadificar mediante la técnica
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del ganglio centinela, que se debera realizar de forma uni o bilateral segun la distancia del
borde medial del tumor a la linea media (mayor o menor de 1 cm). En caso de ganglio
centinela positivo o imposibilidad de identificacidon del ganglio centinela, se debe realizar
una linfadenectomia inguino-femoral homolateral. En el caso de tumores multifocales o
mayores o iguales de 4 centimetros, se recomienda realizar una linfadenectomia inguino-
femoral de los ganglios superficiales y profundos (unilateral si el margen medial dista mas
de 1 cm de la linea media o bilateral en caso contrario). Se puede valorar la realizacion de
una linfadenectomia inguino-femoral contralateral en presencia de metastasis

ganglionares ipsilaterales [46,47].

El tratamiento adyuvante con radioterapia estd indicado en casos con presencia de
madrgenes quirdrgicos afectos e imposibilidad de ampliacién quirdrgica de los mismos y se
puede considerar cuando el margen quirurgico se encuentra préximo al tumor, aunque no
existe consenso sobre la distancia minima al margen para su indicacién. Otra indicacion de
la radioterapia adyuvante es en aquellas pacientes que presentan en la estadificacion mas
de un ganglio inguino-femoral metastasico, en las que ademas de aconseja realizar
radioterapia adyuvante sobre la ingle y valorar la posibilidad de afiadir tratamiento

guimioterdpico sensibilizante [46,47].

Las pacientes con enfermedad avanzada no resecable se tratan con quimio-radioterapia,
que en algunas ocasiones puede ser neoadyuvante y realizar posteriormente tratamiento

quirurgico con el objetivo de evitar una cirugia exenterativa de entrada [46,47].

La supervivencia a 5 afos en las pacientes con cancer de vulva es superior al 60-70% en
estadios iniciales (I-1l), pero disminuye ostensiblemente ante la presencia de enfermedad
metastdsica ganglionar (30-60%) o a distancia (<25%). Tanto en pacientes con enfermedad
en estadio inicial como en aquellas con metdstasis ganglionares, la mayoria de las recidivas
son locales o ganglionares. La tasa de recurrencia local es del 24-36% en pacientes sin

metastasis ganglionar y del 36-46% cuando existen metastasis ganglionares. La recidiva
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ganglionar aislada ocurre en menos de un 3% de pacientes con ganglios negativos al
diagndstico y en un 8% de pacientes con ganglios positivos al diagndstico [102,103]. Los
principales factores prondsticos descritos en el carcinoma escamoso de la vulva son
la presencia de metdstasis ganglionares, el nUmero y extensidn de éstas, el estadio FIGO,
la presencia de invasion linfovascular, el tamafio tumoral inicial y la edad de la paciente

[102-108].
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La incidencia de los carcinomas escamosos de pene y vulva muestra una marcada
variabilidad geogréfica, con una incidencia mas alta en los paises de renta baja y media,
especialmente en el Africa subsahariana, el sur de Asia y Sudamérica, y una incidencia

menor, aunque en aumento, en la mayoria de los paises europeos y norteamericanos.

La epidemiologia de estos carcinomas en las dreas de altos ingresos es relativamente bien
conocida, pero la de aquellas zonas con mayor incidencia cuenta con muy pocos datos
dado que la mayoria de los estudios publicados se basa en poblaciones europeas o

norteamericanas.

En los paises con menos recursos, la alta prevalencia de infeccion por VPH puede tener un
impacto significativo en cuanto a la proporcién de tumores asociados o independientes del
virus. Asi mismo, la alta prevalencia de infeccion por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) en esas areas geograficas podria tener también un alto impacto ya que esta
infeccion multiplica el riesgo de infecciones persistentes por VPH y consecuentemente,
conduce a un aumento de la incidencia de lesiones premalignas y carcinomas asociados al

VPH.

La hipotesis principal de la presente tesis doctoral es que las notables diferencias
epidemioldgicas existentes en cuanto a la incidencia de cancer de pene y vulva entre paises
de alta y baja renta estarian relacionadas con la diferente epidemiologia de la infeccién
VPH entre unas zonas geograficas y otras. Nuestra hipdtesis es que en los paises de renta
alta la mayoria de los carcinomas de pene y de vulva se originaria a través de vias no
relacionadas con el VPH mientras que, en los paises de renta baja, y particularmente en el
Africa Subsahariana, la mayoria de los tumores de ambas localizaciones debe tener
relacién con dicha infeccidon. La confirmacidon de esta hipdtesis podria tener un gran
impacto para la prevencién y el tratamiento de la enfermedad, puesto que implicaria que
la vacuna para VPH podria prevenir un importante nimero de carcinomas de pene y vulva

en estos paises en los que las dos enfermedades son mds frecuentes y en los que existe, asi
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mismo, mayor dificultad de acceso a recursos para diagndstico precoz y tratamiento.

Para ello se presentan en esta tesis dos trabajos que comparan las caracteristicas
etiopatogénicas de estos tumores en Mozambique, un pais sub-Sahariano del Sudeste de
Africa con una alta prevalencia de VPH y VIH, con los de Espafia, un pais europeo con baja
tasa de ambas infecciones. El primero de los trabajos estudia los carcinomas escamosos

del pene y el segundo se centra en los carcinomas escamosos de la vulva.
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Objetivos
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El objetivo general de la presente tesis doctoral es analizar las diferencias
etiopatogénicas existentes entre los carcinomas de células escamosas del pene y de la
vulva diagnosticados en Mozambique, un pais africano con una alta prevalencia de VPH y
de VIH, y las de los mismos tumores diagnosticados en Espafia, un pais europeo con baja

prevalencia de ambas infecciones.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Analizar la contribucion del VPH al desarrollo de los carcinomas de pene en
Mozambique y Espafia (estudio numero 1).

2. Analizar las posibles diferencias entre Mozambique y Espafia en cuanto a contribucion
de los diferentes genotipos de VPH, asi como de infecciones por multiples genotipos
del virus, en el cancer de pene (estudio nimero 1).

3. Estudiar las posibles diferencias demograficas entre los pacientes con tumores de pene
de ambos paises (estudio nimero 1).

4. Analizar la contribucién del VPH al desarrollo de carcinomas de vulva en Mozambique
y Espaiia (estudio nimero 2).

5. Analizar las posibles diferencias entre Mozambique y Espafia en cuanto a contribucion
de los diferentes genotipos, asi como de infecciones multiples en cancer de vulva
(estudio numero 2).

6. Estudiar las posibles diferencias demograficas entre los tumores de vulva de
Mozambique y Espafia (estudio nimero 2).

7. Estudiar la relacién entre la positividad del ADN-VPH por PCR y la de la p16 por
inmunohistoquimica (estudios numeros 1y 2).

8. Analizar la contribucién de las mutaciones de p53 en el desarrollo de los carcinomas de
pene y vulva de ambos paises (estudios nimeros 1y 2).

9. Determinar las consecuencias de las posibles diferencias epidemioldgicas para los

programas de prevencion de cancer de pene y vulva (estudios nimeros 1y 2).
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La presente tesis doctoral estd conformada por dos estudios, que se detallan a

continuacion:

Articulo nimero 1

Autores: Manzotti C, Chulo L, Lépez Del Campo R, Trias |, Del Pino M, Saude O, Basilio |,
Tchamo N, Lovane L, Lorenzoni C, Fernandes F, Saco A, Rodrigo-Calvo MT, Marimon L,

Ismail MR, Carrilho C, Ribera-Cortada |, Ordi J, Rakislova N.

Titulo: Penile Squamous Cell Carcinomas in Sub-Saharan Africa and Europe: Differential

Etiopathogenesis.

Revista: Cancers (Basel). 2022 Oct 27;14(21):5284. doi: 10.3390/cancers14215284. PMID:
36358704; PMCID: PM(C9654935.

Factor de impacto: 5,200

Cuartil, drea: Q2 Oncologia

Articulo nimero 2

Autores: Rakislova N, Carreras-Dieguez N, Manzotti C, Saude O, Del Pino M, Chulo L,
Rangeiro R, Lovane L, Lorenzoni C, Fernandes F, Rodrigo-Calvo MT, Diaz-Mercedes S,
Ribera-Cortada I, Sanfeliu E, Del Campo RL, Marimon L, Alés S, Vega N, Pérez FM, Trias |,
Carrilho C, Ordi J.

Titulo: Differential etiopathogenic features of vulvar squamous cell carcinomas in sub-

Saharan Africa and Europe.

Revista: Int J Cancer. 2023 Feb 1;152(3):496-503. doi: 10.1002/ijc.34314. Epub 2022 Oct 31.
PMID: 36214794.

Factor de impacto: 6,400

Cuartil, drea: Q1 Oncologia

61



CAROLINA MANZOTTI. CANCER DE PENE Y VULVA EN AFRICA Y EUROPA

La metodologia y los resultados de los tres estudios se encuentran detalladamente
descritas en las secciones correspondientes de cada trabajo, que se incluyen a

continuacion tal y como han sido publicados en la literatura cientifica.
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Articulo numero 1

Manzotti C, Chulo L, Lépez Del Campo R, Trias |, Del Pino M, Saude O, Basilio I, Tchamo N,
Lovane L, Lorenzoni C, Fernandes F, Saco A, Rodrigo-Calvo MT, Marimon L, Ismail MR,
Carrilho C, Ribera-Cortada I, Ordi J, Rakislova N. Penile Squamous Cell Carcinomas in Sub-
Saharan Africa and Europe: Differential Etiopathogenesis. Cancers (Basel). 2022 Oct

27;14(21):5284.

RESUMEN

Los carcinomas escamosos de pene son clasificados por la OMS en dos categorias en funcién
de su relacion con el VPH: asociados al VPH e independientes del VPH. En este estudio
comparamos una cohorte de carcinomas escamosos de pene de Mozambique, un pais
subsahariano del sudeste de Africa con una alta prevalencia de infeccién por VPH y VIH, y otra
de Espafia, un pais del suroeste de Europa con baja prevalencia de infeccidén por dichos virus,
para estudiar la distribucién de las categorias etiopatogénicas de estos tumores en ambos
sitios. En el estudio se incluyé un total de 79 carcinomas escamosos de pene (28 de
Mozambique y 51 de Espaiia). Todos los casos se sometieron a pruebas de PCR para deteccion
y genotipado de VPH y estudio inmunohistoquimico para p16 y p53. Cualquier carcinoma
escamoso de pene que mostrara sobreexpresion de p16 o ADN del VPH en el andlisis por PCR

se consideré como asociado al VPH.

En total, 40/79 (50,6 %) tumores fueron clasificados como asociados al VPH y 39 (49,4 %) se
clasificaron como VPH independientes. Las neoplasias de los dos sitios mostraron marcadas
diferencias entre si: 25/28 (89,3 %) de los tumores procedentes de Mozambique y solo 15/51
(29,4 %) de los procedentes de Espafa estaban asociados al VPH (p < 0.001). El VPH16 fue el
genotipo de VPH mas frecuente en ambos paises, identificado en el 64,0 % (16/25) de los
tumores asociados al VPH de Mozambique, y en el 60,0 % (9/15) de Espaifa (p = 0.8). Por

término medio, los pacientes de Mozambique eran casi dos décadas menores que los de
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Espana (edad media en afios 50.9 + 14.9y 69.2 + 13.3, respectivamente [p < 0.001].

En conclusién, en el presente estudio se observaron diferencias etiopatogénicas significativas
entre los carcinomas escamosos de pene de Mozambique y los de Espafia, con una prevalencia
notablemente alta de tumores asociados al VPH en Mozambique y una prevalencia relativamente

baja en Espaiia.

Estos datos pueden tener consecuencias importantes para la prevencion primaria de los PSCC en
todo el mundo, sugiriendo que la ampliacion de los programas de vacunacién contra el VPH a los
hombres en los paises de renta baja y media podria reducir una proporcion significativa de los

canceres de pene en esta poblacién, donde se presenta la mayor incidencia de estos tumores.
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Simple Summary: We aimed to compare etiopathogenic features of 28 penile squamous cell carcino-
mas (PSCC) from Mozambique, an African country with a high prevalence of human papillomavirus
(HPV) and HIV, with 51 PSCC from Spain, a European country with a low prevalence of HPV and HIV.
All tumors underwent HPV testing and p16 and p53 immunohistochemistry. PSCC with either p16
overexpression and/or positivity for HPV were considered HPV-associated. The two sites showed
striking etiopathogenic differences. Patients from Mozambique were significantly younger than those
from Spain and showed mostly HPV-associated, p53-wild-type PSCC, contrary to older patients
from Spain showing mostly HPV-independent, p53-altered tumors. These data may be valuable for
primary prevention of PSCC worldwide.

Abstract: Penile squamous cell carcinomas (PSCC) are classified by the World Health Organization into
two categories based on their relationship with the human papillomavirus (HPV): HPV-associated and
HPV-independent. We compared a cohort of PSCC from Mozambique, a sub-Saharan country in
southeast Africa with a high prevalence of HPV and HIV infection, and Spain, a country in southwestern
Europe with a low prevalence of HPV and HIV, to study the distribution of the etiopathogenic categories
of these tumors in both sites. A total of 79 PSCC were included in the study (28 from Mozambique
and 51 from Spain). All cases underwent HPV-DNA polymerase chain reaction (PCR) testing,
genotyping, and immunohistochemistry for p16 and p53. Any PSCC showing either p16 overexpression
or HPV-DNA in PCR analysis was considered HPV-associated. Overall, 40/79 (50.6%) tumors were
classified as HPV-associated and 39 (49.4%) as HPV-independent. The two sites showed marked
differences: 25/28 (89.3%) tumors from Mozambique and only 15/51 (29.4%) from Spain were HPV-
associated (p < 0.001). HPV16 was the most frequent HPV type identified in 64.0% (16/25) of the HPV-
associated tumors from Mozambique, and 60.0% (9/15) from Spain (p = 0.8). On average, patients
from Mozambique were almost two decades younger than those from Spain (mean age 50.9 + 14.9
and 69.2 = 13.3, respectively [p < 0.001]).
between PSCC in Mozambique and Spain were observed, with a remarkably high prevalence of

In conclusion, significant etiopathogenic differences

HPV-associated tumors in Mozambique and a relatively low prevalence in Spain. These data may
have important consequences for primary prevention of PSCC worldwide.

Keywords: penile cancer; Mozambique; Spain; HPV; p16; p53
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1. Introduction

Penile cancer is an uncommon malignancy with an estimated age-standardized inci-
dence worldwide of 0.80 per 100,000 person-year in 2018 [1] that typically affects men in
their fifth to seventh decades of life. Over 95% of penile cancers are penile squamous cell
carcinomas (PSCC) [2]. Several risk factors for PSCC have been identified, including sexual
behavior, history of warts/condylomas/human papillomavirus (HPV) infection, lack of
circumcision, phimosis, poor penile hygiene, smoking and chronic inflammatory condi-
tions such aslichen sclerosus [3]. In its 2016 classification, the World Health Organization
(WHO) recommended separating PSCC based on their HPV status into HPV-associated
and HPV-independent tumors [4,5], with this categorization having been maintained in
the recent WHO 2022 revision [6]. This WHO classification recognizes a clear association
between histological types and their relationship with HPV, with several histological vari-
ants of PSCC that are typically HPV-associated and other histological variants known as
HPV-independent [6].

HPV-associated PSCC frequently arise on an intraepithelial precursor named HPV-
associated penile intraepithelial neoplasia (PelIN), a lesion with a basaloid, warty, or warty-
basaloid morphology [7], also called high-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL)
according to the consensus of the Lower Anogenital Squamous Terminology standardiza- tion
project [8]. HPV-associated PelN is characterized by immature basal-appearing cells involving
the whole thickness of the epithelium. Both HPV-associated PSCC and PelN show strong,
block type staining for pl6 immunohistochemistry (IHC) [7,9-11]. Contrarily, HPV-
independent PSCC frequently arise on a precursor lesion named non-HPV-related PelN or
differentiated PelN, a lesion characterized by atypical basal cells with normal maturation in
the superficial layers that usually develops in a context of inflammatory conditions of the
penis, such as lichen sclerosus [7,9,10]. Both HPV-independent PSCC and its precursor lesion
show no overexpression of p16 and frequently display an abnormal pattern of p53 [7,9,10].

The incidence of PSCC has marked geographical variability, with the highest incidence
centered in low- and middle-income countries (LMIC), especially in southern Africa, South
Asia, and South America, and a significantly lower, albeit rising, incidence in most European
countries [12]. Unfortunately, while the epidemiology of PSCC in high-income areas is
relatively well known, data on PSCC in LMIC, particularly in sub-Saharan Africa, are very
sparse. The largest published study encompassing 1010 PSCC, involved only 19 tumors
(1.8%) from sub-Saharan African countries [13]. The high prevalence of HPV infection
may have a significant impact in terms of the proportion of HPV-associated and HPV-
independent tumors. In addition, the high prevalence of HIV in these areas [14] may have
also a significant impact in the rates of HPV-associated and -independent PSCC, as this
condition multiplies the risk of persistent HPV infection and, consequently, leads to
increased incidence of HPV-associated premalignant lesions and carcinomas [15].

The aim of this study was to compare the differential etiopathogenic characteristics of
PSCC in Mozambique, a sub-Saharan country in South-East Africa with high prevalence of HPV
and HIV and Spain, a European country with low ratesof HPV and HIV [16].

2. Methods
2.1. Case Selection

The computer records of the Department of Pathology of the Maputo Central Hospital
(MCH) and the Hospital Clinic of Barcelona (HCB)-two tertiary referral health institutions
in Mozambique and Spain, respectively, were revised looking for all the cases diagnosed
with PSCC. The period revised in the MCH was from January 2018 to December 2020, being
from January 2000 to December 2020 in the HCB.

All PSCC identified during these periods were retrieved, and the material available
was histologically reviewed. The inclusion criteria for the study were: (1) the presence
of invasive PSCC and (2) the material available for HPV detection by polymerase chain
reaction (PCR), and p16 and p53 IHC.
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The ethics committees of both the Faculty of Medicine of the Eduardo Mondlane
University & MCH and HCB approved the study (refs. CIBS FM&HCM/071/2017 and
HCB/2020/1207, respectively).

2.2. Histological Review

Sections of all the tumors stained with hematoxylin and eosin were reviewed by
two pathologists (CM, NR) to confirm the presence of invasive carcinoma. Following the
WHO criteria, several histological types were considered as probably related to HPV (basaloid,
papillary-basaloid, warty, wart-basaloid, clear cell, and lymphoepithelioma-like) and other
histological variants were considered as not related to HPV infection (usual type
[keratinizing], verrucous [including cuniculatum], papillary and sarcomatoid) [4,6]. After
revision, the most representative and well-preserved paraffin block, containing the most
obvious pathological findings of each case, was selected for HPV detection and IHC
staining.

2.3. Tissue Preparation, Nucleic-Acid Isolation and HPV-DNA Detection

DNA extraction was performed on 10pm whole sections of formalin-fixed paraffin-
embedded tissue from surgical specimens or penile biopsies. The microtome blade was
replaced between cases. No microdissection was performed but, in all cases, the tissue
analyzed included the invasive tumor. The highest safety measures were carried out while
sectioning and performing sample preparation to avoid cross-contamination. DNA was
extracted after overnight incubation in 20 pL of proteinase K solution at 56 °C. Subsequently,
the DNA was isolated using a commercial kit (QIAamp DNA FFPE Tissue Kit; Qiagen,
Hilden, Germany) according to the manufacturing instructions. Samples were quantified
using the NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) to determine
DNA concentrations for the genotyping test. Samples with less than 10 pL of isolated DNA
were excluded from the study.

The SPF10 PCR and LiPA25 system were used for HPV-DNA detection and typing
(version 1, Labo Biomedical Products, Rijswijk, The Netherlands). A volume of 10 pL
of isolated DNA was PCR-amplified using the INNO-LiPA HPV Genotyping Extra II kit
(Fujirebio, Gent, Belgium). The same kit was used for HPV genotyping. This system allows
the genotyping of HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 26, 53, 66, 70, 73,82, 6,
11,40,42,43,44,54,61,62,67,81,83 and 89. HPV DNA-positive samples not hybridizing
with any of the 32 probes were classified as HPV type X (HPV X or undetermined type).Each
run was performed with positive and negative controls to monitor the efficiency of DNA
isolation, PCR amplification, hybridization, and genotyping procedures.

2.4. p16 IHC

All tumors were stained with a p16 monoclonal antibody using the CINtec Histology
Kit (clone E6H4; Roche-mtm-Laboratories, Heidelberg, Germany). The tumors were con-
sidered as p16 positive if they showed strong and diffuse block-like staining, and were
considered as negative when the staining was patchy or completely negative.

All THC stains were conducted at the department of Pathology of the HCB, employing
the BenchMark ULTRA platform (Roche-Ventana, Tucson, AZ, USA).

2.5. Criteria for Classifying a Tumor as HPV-Associated or HPV-Independent

In this study any PSCC showing either p16 IHC overexpression and/or HPV-DNA in
the PCR analysis were considered as HPV-associated. All PSCC showing a negative result for
the two techniques (pl6 IHC and HPV-DNA PCR) were considered as
HPV-independent.

As it has recently been proposed that a second biomarker, such as p16 or E6*] mRNA,
should also be used to consider a tumor as etiologically associated with HPV [13], a second,
more restrictive scenario was also calculated, including only tumors showing both HPV- DNA
in the PCR analysis and p16 IHC overexpression as HPV-associated. In this restrictive
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scenario, tumors showing a discrepant result (HPV-DNA negative and p16 positive or
HPV-DNA positive and p16 negative) were considered as HPV-independent.

2.6. p53 THC

A monoclonal antibody was used for p53 staining (clone DO-7, Dako, Carpinteria,
CA, USA). The interpretation of staining was conducted in the invasive tumor following
the pattern-based framework recently developed for vulvar carcinomas [17,18]. This
framework includes two normal (wild-type) and four abnormal (suggestive of mutant
protein) patterns. Normal patterns included (a) scattered basal nuclear positivity (b) staining
in cells in the mid-epithelial layers, with absent basal staining. Abnormal p53 patterns
comprised: (1) basal overexpression (strong and continuous staining of the basal cells), (2)
diffuse overexpression (strong and continuous staining of the basal and suprabasal cells (3)
cytoplasmic staining (with or without nuclear positivity), and (4) null pattern (absence of
staining in the tumoral cells with conserved staining in the normal skin, stromal or
inflammatory cells).

2.7. Statistical Analysis

The SPSS 28.0 statistical package (SPSS, Chicago, IL, USA) was used to perform the
data analyses. Categorical variables are shown as absolute numbers and percentages. And
were analyzed with the chi-square or Fisher exact test. Quantitative variables are shown
as mean * standard deviation, and were compared with Student’s t test or analysis of
variance test.

3. Results
3.1. General Features

Overall, 79 tumors were included in the study, 28 from the MCH (Mozambique) and
51 from the HCB (Spain). The age, HIV status, histological variant, p16 IHC, HPV- DNA
PCR, and p53 IHC results of the PSCC from Mozambique and Spain are shown in Tables 1
and 2, respectively.

Table 1. Age, HIV status, histological variant, Human Papillomavirus (HPV)-DNA result, p16 and
p53 immunohistochemical features of the tumors from Mozambique.

HPV-DNA Detection

Case Age HIV Status Histological Variant pl6 IHC and Type p53IHC
HPV-associated ¢ rcinomas
M2 40 NA Warty/basaloid + 70 Normal
M3 40 + Usual type + 45,51,70 Normal
M5 98 NA Warty/basaloid + 16 Normal
M7 44 NA Basaloid + 16 Normal
M8 38 NA Warty/basaloid + 18,39 Normal
M10 62 — Warty + 16 Normal
M11 38 NA Warty/basaloid + 16 Normal
M12 39 NA Warty/basaloid + 16 Normal
M14 51 NA Warty + 18,31,44,6 Normal
M15 41 NA Warty/basaloid + 16 Normal
M16 34 NA Warty/basaloid + 16 Normal
M17 30 NA Basaloid + 16 Normal
M18 39 NA Warty/basaloid + 16 Normal
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Case Age HIV Status Histological Variant pl6 IHC HPV-DNA Detection p53 IHC
and Type
M20 43 + Basaloid + 16 Abnormal
M22 66 NA Basaloid + 68 Normal
M23 45 + Warty/basaloid + 16,68 Normal
M24 51 + Basaloid + 16 Normal
M25 43 + Warty + 16 Normal
M27 68 + Basaloid + 16,52,82,11 Normal
M28 52 — Basaloid + 16 Normal
M6 56 NA Warty + Negative Normal
M26 59 NA Basaloid + Negative Normal
M1 68 NA Warty/basaloid — 16,11 Abnormal
M9 51 NA Usual type — X Normal
M13 53 NA Basaloid — 18,31,52 Normal
HPV-independent carcinomas
M4 65 NA Warty — Negative Abnormal
M19 74 NA Warty — Negative Abnormal
M21 38 NA Usual type — Negative Abnormal
NA: not available: + positive; — negative; X: undetermined HPV genotype.
Table 2. Age, HIV status, histological variant, Human Papillomavirus (HPV)-DNA result, p16 and
p53 immunohistochemical features of the tumors from Spain.
Case Age HIV Status Histological Variant pl6 HPV-Dl\fiA Detection p53
and Type
HPV-associated carcinomas
S3 51 — Basaloid + 16 Abnormal
S9 61 — Warty + 16 Normal
S14 58 - Basaloid + 16 Normal
S21 52 — Usual type + 16,18 Normal
$22 81 — Lympho;‘l’:;hehoma' + 16 Normal
S38 45 + Warty-basaloid + 16 Normal
$45 67 — Warty + 6 Normal
S46 87 — Warty-basaloid + 16 Normal
S51 59 — Basaloid + 16 Normal
S12 60 — Warty + — Abnormal
S29 94 — Basaloid + — Normal
S30 63 — Basaloid + — Normal
S31 64 — Basaloid + — Normal
S13 60 — Usual type — 16 Abnormal
S49 76 — Basaloid - X Normal
HPV-independent carcinomas
S1 62 — Verrucous — — Normal
S2 65 — Usual type — — Normal
S4 59 — Usual type — — Abnormal
S5 53 — Usual type - — Abnormal
S6 53 — Usual type — — Abnormal
S7 78 — Usual type — — Abnormal
S8 54 — Usual type — — Abnormal
S10 81 — Usual type — — Abnormal
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Table 2. Cont.

HPV-DNA Detection

Case Age HIV Status Histological Variant plé and Type p53
S11 83 — Usual type - - Normal
S15 74 — Basaloid — — Abnormal
S16 70 — Usual type - — Abnormal
S17 81 — Usual type — — Abnormal
S18 85 — Warty-basaloid — — Normal
S19 63 — Usual type - — Normal
S20 59 — Usual type — — Abnormal
S23 80 — Usual type — — Normal
S24 72 - Basaloid - - Abnormal
S25 74 — Usual type — — Normal
S26 73 — Usual type — — Normal
S27 77 — Usual type — — Abnormal
S28 65 — Usual type — — Abnormal
S32 85 - Verrucous - - Normal
S33 79 — Usual type — — Abnormal
S34 75 — Usual type — — Normal
S35 86 — Usual type — — Abnormal
S36 70 — Verrucous - - Normal
(cuniculatum)

S37 56 — Usual type — — Abnormal
S39 59 — Usual type — — Abnormal
S40 40 — Usual type — — Abnormal
S41 83 - Verrucous - - Normal
S42 75 — Usual type — — Abnormal
S$43 44 — Usual type — — Abnormal
S44 67 — Warty-basaloid — — Abnormal
S47 96 — Usual type — — Normal
S48 85 — Usual type — — Normal
S50 89 — Usual type — — Normal

NA: not available: + positive; — negative; X: undetermined HPV genotype.

The clinical presentation of PSCC was markedly different in the two sites, with the
patients from Mozambique being on average almost two decades younger than patients from
Spain (mean age of the patients from Mozambique 50.9 *+ 14.9 years and mean age in Spain
69.2 £ 13.3 years [p < 0.001]). HIV status was available in 8 cases from Mozambique and in
all cases from Spain. Six out of 8 (75.0%) of the Mozambican patients were HIV positive in
contrast with 1/51 (1.9%) of the Spanish patients.

3.2. Association with HPV

Overall 40/79 (50.6%) tumors were classified as HPV-associated and 39 (49.4%) as
HPV-independent. However, marked differences were observed between the two sites:
25/28 (89.3%) tumors from Mozambique vs. only 15/51 (29.4%) from Spain were HPV-
associated. Using stricter criteria (restrictive scenario, i.e, HPV-DNA identified by PCR
and p16 IHC overexpression) 20/28 PSCC (71.4%) from Mozambique and 9/51 (17.6%)
from Spain were considered as HPV-associated. In both scenarios the differences were
statistically significant (p < 0.001).

HPV16 was the most frequent HPV type identified in 64.0% (16/25) of the HPV-
associated tumors from Mozambique and in 60.0% (9/15) of the tumors from Spain (p
= 0.8). No differences in the distribution of HPV type were identified between the two
sites in any of the scenarios (p = 1). The prevalence of infection by multiple HPV types was
slightly higher in Mozambique than in Spain, although the differences did not reach statistical
significance (28.0% [7/25] vs. 6.7% [1/15], respectively; p = 0.219).
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3.3. Histological Subtypes

Of the 40 tumors associated with infection by HPV, 36 (90.0%) were of the histological
variants defined as related to HPV according to the WHO (16 [40.0%] basaloid, 7 [17.5%]
warty, 12 [30.0%] mixed basaloid/warty, and 1 [2.5%] lymphoepithelioma-like), but four
(10.0%) were of the usual type, one of the variants considered as not related to HPV by the
WHO. Contrarily, 33/39 (84.6%) of the HPV-independent PSCC were of the histological
variants defined as not related to HPV according to the WHO (29 [74.4%] usual type,
3 [7.6%] verrucous, 1 [2.4%] cuniculatum), but 6 (15.4%) were variants classified as HPV-
related by the WHO (2 [5.1%] basaloid, 2 [5.1%] warty, and 2 [5.1%] mixed warty/basaloid).

3.4. p53 IHC Results

p53 IHC showed a normal staining pattern suggestive of wild-type protein in 35/40
(87.5%) of the HPV-associated tumors, and only 5/40 (12.5%) showed an abnormal pattern
suggestive of a mutated p53. No differences were observed between Mozambique and
Spain (p = 0.38). Contrarily, the HPV-independent PSCC showed an abnormal pattern of
p53 IHC staining in 24/39 (61.5%) and a normal pattern in 15/39 (38.5%) (p < 0.0001).

Figure 1 shows an example of the histological and IHC features of the HPV-associated
and HPV-independent types of PSCC.

Figure 1. Histological and immunohistochemical features of a representative example of Human
Papillomavirus (HPV)-associated (A,A’,A”) and HPV-independent [B,B',B") penile squamous cell
carcinoma (PSCC). (A,B, hematoxylin and eosin, 200 x), p16 (A’ B/) and p53 (A”,B”), HPV-associated
PSCC, the most frequent type in Mozambique, is characterized by diffuse positive p16 staining and
scattered irregular nuclear positivity for p53. HPV-independent PSCC, the most frequent type in
Spain, is characterized by keratinizing histology, negative p16 staining and marked overexpression
of p53.

4, Discussion

In this study we provide relevant information in relation to the epidemiology of PSCC
in sub-Saharan Africa, a geographical area in which these data are particularly scant. Our
series of PSCC from sub-Saharan Africa and Europe shows relevant etiopathogenic
differences between the two sites and highlights the extremely high prevalence of HPV-
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associated PSCC in Mozambique compared with the low prevalence in Spain. Over 89%
of the PSCC in Mozambique but only 29% of the PSCC from Spain were HPV-associated (p
< 0.001). Using the restrictive scenario (i.e., p16 IHC overexpression and HPV-DNA
identified by PCR), the proportion of HPV-associated tumors from Mozambique was still
extremely high (71.4%), whereas the percentage of HPV-associated tumors in Spain dropped
to 17.6% (p < 0.001). HPV16 was the most frequent HPV type identified in both sites (64.0%
and 60.0% HPV-associated tumors from Mozambique and Spain, respectively), similar to
what has been reported in other studies [13,19].

The results of our Spanish cohort are in keeping with most studies from high-income
countries. In these sites, PSCC is typically a disease of old men, and a significant proportion
arise independently from HPV, frequently within the background of inflammatory condi-
tions of the penile skin, such as lichen sclerosus and lichen simplex chronicus [13,14,20].
Contrarily, information from LMIC sites is very scant [21], but existing data suggest that
PSCC may have a distinctive epidemiological background, with most tumors arising via
an HPV-associated pathway [22]. A high prevalence of HPV infections has been reported
in many LMIC, with Mozambique showing an incidence as high as 63% [23]. As HPV-
associated tumors tend to affect younger individuals, patients from Spain were almost
two decades older in average than patients from Mozambique, a pattern also observed in
vulvar squamous cell carcinomas [24].

Although the high prevalence of HPV infection should be considered the main factor
the high prevalence of HPV-associated PSCC in the Mozambican cohort, the high prevalence
of HIV in Mozambique [25] has been suggested as a relevant contributor to the rise in
HPV-associated carcinomas in Mozambique and also in other sub-Saharan countries [26].
A community-based study in a rural district of Maputo Province (Mozambique) showed a
37% prevalence of HIV in men 28-47 years old [25]. A high risk of developing HPV-related
cancers [27] has been observed in people living with HIV, and the two viruses (HPV and
HIV type 1) have been categorized as carcinogens by the International Agency for Research
on Cancer [28]. Nevertheless, whereas the association between HIV and cervical cancer
has been well established [29], the link between HPV-associated PSCC and HIV has not
been evaluated. Interestingly, 75% of the Mozambican patients for whom clinical data
were available were HIV positive. In contrast, the prevalence of HIV-positive patients in
the Spanish series was 1.9%. Finally, the limited access to the health system might also
contribute to this high incidence, as a large part of population in Mozambique lives in rural
areas where access to health care is poor.

Interestingly, although 90% of the HPV-associated tumors were basaloid, warty, mixed
basaloid/warty, or lymphoepithelioma-like, the types of PSCC considered, following the
WHO classification, as tumors related to HPV [4,6], 10% of the HPV-associated PSCC in our
series were of the usual type. Similarly, whereas 85% of the HPV-independent tumors were
of the usual type or verrucous, 15% were basaloid, warty, or mixed warty/basaloid, in other
words, the histological types considered in this classification as related to HPV. Similar re-
sults have been reported in the largest study on penile tumors [13]. These findings suggest
that diagnosis based on pure morphological criteria may be misleading in a small but signif-
icant proportion of tumors and indicate that p16 IHC and/or HPV-DNA testing should be
required to properly classify PSCC as HPV-associated or HPV-independent. In this regard,
we recently reported that a small proportion of HPV-independent intraepithelial precursors
of penile cancer may be indistinguishable from the HPV-associated precursors [30]. This
overlap between HPV-associated and -independent tumors is a well-known phenomenon
in vulvar tumors [31] and head and neck tumors, and the WHO classification of both types
of neoplasms stresses the need for p16 IHC and/or HPV-DNA testing to adequately classify
these tumors because of the better prognosis of HPV-associated compared with HPV-
independenttumorsinall these sites [32,33]. Growing evidence suggesting that this better
behavior of HPV-associated tumors also applies to PSCC [34,35] stresses the need for
these ancillary studies to properly classify PSCC. Nevertheless, ancillary studies to detect
HPV in the tumor are probably not necessary in sub-Saharan countries, as most
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PSCC are HPV-associated given that HPV-independent tumors are extremely infrequent
and laboratory capacities are low [36].

Interestingly, abnormal p53 IHC-mutant patterns were identified in a high percentage
of HPV-independent PSCC and in only a small percentage of HPV-associated tumors, a
phenomenon already reported in studies based on IHC, in addition to studies analyzing TP53
mutations [37-39].

A subset of tumors showed discrepant p16 IHC and HPV-DNA results. It is difficult
to draw conclusions on the significance of these findings and on whether these cases are or
are not etiologically related to HPV with the data of the present study. It has recently been
proposed that in addition to the identification of the DNA of the HPV, a second biomarker,
such as p16 or E6 mRNA, should also be required to consider a tumor as etiologically
associated with HPV [13]. On the other hand, studies conducted in vulvar squamous cell
carcinoma suggest that p16 IHC is more reliable than HPV-DNA detection tests using formalin-
fixed, paraffin-embedded material [31].

5. Conclusions

Most PSCC in Mozambique, a country in southeastern Africa, which probably reflects
the epidemiological picture of many sub-Saharan African countries, are HPV-associated
and arise in young men. In contrast, most PSCC diagnosed in Europe are HPV-independent
and affect old men. These data suggest that extending HPV vaccination programs to males
in LMIC could, in addition to the benefits of tackling the cervical cancer burden, reduce a
significant proportion of penile cancer.
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RESUMEN

Se han descrito dos vias patogénicas para los carcinomas de células escamosas vulvares, una
asociada al virus del papiloma humano y otra independiente del virus. Comparamos las
caracteristicas etiopatogénicas de una serie de carcinomas de células escamosas vulvares de
Mozambique, un pais subsahariano con alta prevalencia de VPH y VIH, con las de Espafia, un pais
europeo con baja prevalencia de estos virus. Se incluyeron todos los carcinomas de células
escamosas vulvares diagnosticados en las dos instituciones entre enero de 2018 y diciembre de
2020 (n =35y n =41, respectivamente). En todos los casos se realizé deteccidén y genotipado del
ADN del VPH y estudio inmunohistoquimico para p16 y p53. Los tumores que presentaban tincidn
inmunohistoquimica positiva para p16 o positividad de ADN del VPH en el estudio por PCR se

consideraron asociados al VPH.

34/35 tumores (97 %) procedentes de Mozambique y 8/41 (19 %) de Espafia estaban asociados al
VPH (p < 0.001). La edad media de los pacientes de Mozambique y Espafia fue de 45 £ 12 aios vy
de 72 * 14, respectivamente (p <0.001). No se encontraron diferencias en términos de genotipos
del VPH ni de tasas de infeccién por multiples genotipos de VPH. 1/35 tumores (3 %) procedentes
de Mozambique y 29/41 (70 %) de Espafia presentaban inmunotinciéon para p53 con un patrén

anormal (p < 0.001).

A diferencia del predominio de carcinomas de células escamosas vulvares VPH-independiente que

afecta a mujeres de edad avanzada en Europa, la mayor parte de los carcinomas de células
77
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escamosas vulvares en el Africa subsahariana estd asociada al VPH y se produce en mujeres

jovenes.

Estos datos pueden tener consecuencias importantes para la prevencion primaria del carcinoma
escamoso vulvar en todo el mundo, sugiriendo que la aplicacién de programas de vacunacion
contra el VPH podria proteger a la mayoria de las mujeres del Africa sub-Sahariana de la mayoria

de los canceres de vulva.
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Abstract

Two pathways have been described for vulvar squamous cell carcinomas (VSCC), one
associated with human papillomavirus (HPV), and the other HPV-independent. We
compared the etiopathogenic features of a series of VSCC from Mozambique, a sub-
Saharan country with high prevalence of HPV and HIV, with those of Spain, a
European country with low prevalence of HPV and HIV. All VSCC diagnosed at the
two institutions from January 2018 to December 2020 were included (n = 35 and
n = 41, respectively). HPV DNA detection and genotyping, and immunohistochemis-
try for p16 and p53 were performed. Tumors showing p16 positive staining and/or
HPV DNA positivity were considered HPV-associated. 34/35 tumors (97%) from
Mozambique and 8/41 (19%) from Spain were HPV-associated (P <.001). Mean age
of the patients from Mozambique and Spain was 45 + 12 and 72 + 14, respectively
(P < .001). No differences were found in terms of HPV genotypes or multiple HPV
infection rates. 1/35 tumors (3%) from Mozambique and 29/41 (70%) from Spain
showed abnormal p53 immunostaining (P < .001). In contrast with the predominance
of HPV-independent VSCC affecting old women in Europe, most VSCC in sub-
Saharan Africa are HPV-associated and arise in young women. This data may have
important consequences for primary prevention of VSCC worldwide.
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1 | INTRODUCTION
Human papillomavirus (HPV) is a well-established cause of a variety of
human cancers, which include anogenital neoplasms (cervix, anal
canal, vulva, vagina and penis) as well as head and neck tumors." In
contrast with the uterine cervix, where HPV is etiologically involved in
the vast majority of cancers, in other anatomical sites, such as the
head and neck, the penis or the vulva, a second, HPV-independent,
etiopathogenic pathway is responsible of a significant proportion of
tumors. In all these sites, both HPV-associated and HPV-independent
tumors are squamous cell carcinomas (SCCs), and this histological type
represents over 90% of the malignant neoplasms. In vulvar squamous
cell carcinomas (VSCC), it is traditionally accepted that basaloid or
warty subtypes are associated with HPV,? while keratinizing variants
tend to arise independently of HPV infection.® However, pure histo-
logical criteria have shown limitations in classifying a VSCC as HPV-
associated or independent. Interestingly, a number of studies have
consistently shown that, in practically all the anatomical sites, HPV-
associated tumors have better prognosis than HPV-independent car-
cinomas.>® Due to this prognostic relevance and the consequences in
terms of possible prevention related to HPV vaccination programs, the
last revisions of the WHO classifications of cancers of the vulva,’
vagina,’ the penis,® or the head and neck® separate SCCs into two
main categories, HPV-associated and HPV-independent. Due to the
limitations of pure histological criteria and the assumed sensitivity and
specificity of molecular techniques of HPV detection'® and p16
immunohistochemical (IHC) staining, a surrogate biomarker of HPV
status,'" HPV detection and/or p16 IHC are considered by the World
Health Organization (WHO) as essential diagnostic criteria for VSCC.
The proportion of HPV-associated and -independent VSCC is var-
iable depending on the geographic area.'® Several studies, mainly con-
ducted in Europe and USA have shown that most vulvar tumors arise
independently of HPV. These studies show percentages of HPV-
associated VSCC that range from 15% to 20% in Europe to 40% to
50% in the USA.*'® However, in contrast with the relatively well-
known epidemiology of vulvar cancer in these high-income sites,
there is very scant information on the etiopathogenic features of
VSCC in many low-income areas and particularly, in sub-Saharan
Africa. Indeed, the pivotal study published by de Sanjose et al com-
prising over 1700 carcinomas of the vulva included only a very minor
subset of tumors from sub-Saharan Africa.'” Remarkably, these
regions have marked differences in terms of HPV prevalence, which

: ()|
JOURNAL oF CANCER

Vulvar squamous cell carcinoma (VSCC) can arise from HPV or non-HPV causes, and that affects
prognosis. Here, the authors compared VSCC samples from a population in Mozambique, where
HPV prevalence is high, with those from Spain, where it is low. In Mozambique, 97% of VSCC
were HPV-associated, based on p16 staining and HPV DNA positivity, compared with only 19%
of VSCC in Spain. Mean age of patients in Mozambique was 45, vs 72 in Spain. Vaccination pro-
grams, the authors suggest, could therefore help prevent the majority of VSCC in sub-Saharan

may result in pronounced variations in the proportion of HPV-
associated and -independent tumors. Moreover, some of these
regions have a high proportion of people living with HIV frequently
associated with severe acquired immunodeficiency syndrome
(AIDS),™ a condition that increases the risk of persistent HPV-
infections and HPV-associated carcinomas.®

In this study, we compared the etiopathogenic features of a series
of VSCC from Mozambique, a sub-Saharan country in South-East
Africa with high prevalence of HPV and HIV/AIDS, with those of Spain,
a country in South-Western Europe with relatively low preva- lence of
HPV and HIV.

2 | METHODS

2.1 | Case selection

The files of the departments of Pathology and the hospital-based can-
cer registry of the Maputo Central Hospital, a 1500-bed hospital that
is the only quaternary care center in Mozambique and a national
referral center in Maputo, Mozambique, and the Hospital Clinic of
Barcelona, a 700-bed tertiary referral center in Barcelona, Spain, from
January 2018 to December 2020 were reviewed. All cases diagnosed
as VSCC during this period were retrieved, and the avail- able
material was reviewed. All cases fulfilling the following inclu- sion
criteria were included in the study: (1) presence of invasive VSCC in
the vulva and (2) available material for histological revision and HPV
detection by polymerase chain reaction (PCR) and p16 IHC in the
invasive tumor.

2.2 |
charts

Histological revision and review of the clinical

Hematoxylin and eosin sections of all tumors were reviewed. In the
histological revision, the presence of invasive carcinoma was con-
firmed, the histological variant of the tumor was assessed (keratiniz-
ing, nonkeratinizing, basaloid, warty, verrucous, etc.) and the most
representative and well-preserved paraffin-embedded block was
selected for HPV detection and IHC staining.

All the histological slides were evaluated by two gynecological
pathologists with expertise in vulvar pathology (NR, JO). The
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observers were aware of the geographical origin of the cases but were
blind to the HPV testing results.
The clinical charts form all patients were reviewed.

2.3 | Tissue preparation, nucleic-acid isolation and
HPV-DNA detection

DNA extraction was performed on whole sections of formalin-fixed
paraffin-embedded tissue from surgical specimens or vulvar biopsies
as previously described. In all cases, the analyzed tissue included the
invasive tumor, but no microdissection was performed. Sectioning and
sample preparation were carried out with the highest safety measures
to avoid cross-contamination.

HPV DNA detection and typing were performed using SPF10
PCR and the LiPA25 system (version 1, Labo Biomedical Products,
Rijswijk, The Netherlands). A volume of 10 ul of isolated DNA was
used for PCR amplification through the SPF10-LiPA system (Fuijirebio,
Gent, Belgium). HPV genotyping was conducted using INNO-LiPA
HPV Genotyping Extra Il kit (Fujirebio, Gent, Belgium). This system
allows the amplification and genotyping of high-risk HPV 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 and 68; of the probable high-risk
HPV 26, 53, 66, 70, 73 and 82; and of low-risk HPVs 6, 11, 40, 42,
43, 44, 54, 61, 62, 67, 81, 83 and 89. Quality in each run was con-
firmed with both positive and negative controls for DNA isolation,
amplification, hybridization and genotyping.

2.4 | pl6andp53IHC

All cases were stained with a p16 monoclonal antibody using the
CINtec Histology Kit (clone E6H4; Roche-mtm-Laboratories, Hei-
delberg, Germany). Tumors showing strong and diffuse block-like
staining were considered as positive (p16 upregulation), whereas
patchy or completely negative p16 staining was considered as p16
negative.'"'*

All cases were stained for p53 with the monoclonal antibody
(clone DO-7; Dako, Carpinteria, CA). The IHC staining was evaluated
in the invasive tumor following the recent p53 pattern-based interpre-
tation framework,'>'® which includes six major categories: two nor-
mal (wild-type) and four abnormal (mutant) patterns.

Normal patterns, suggestive of wild-type p53 protein included:
(1) scattered (occasional positive nuclei in the basal and/or parabasal
layer) and (2) mid-epithelial staining with basal sparing (moderate to
strong nuclear p53 staining in the parabasal layers staining, with spar-
ing of the basal cells).

Abnormal p53 staining patterns, suggestive of mutant protein
included: (1) basal overexpression (continuous, strong staining of the
nuclei in the basal layer), (2) diffuse (parabasal) overexpression (contin-
uous, strong staining of the nuclei in the basal layer with suprabasal
extension of the positive cells), (3) cytoplasmic (cytoplasmic staining
with or without nuclear expression) and (4) null patterns (complete

absence of staining in the tumor, with evidence of intrinsic positive
control in the adjacent skin, stromal or inflammatory cells).'>®

All IHC stains were performed using the automated BenchMark
ULTRA platform (Ventana, Tucson, AZ). All IHC and molecular analysis
were performed at the pathology department of the Hospital Clinic in
Barcelona.

2.5 | Criteria for classifying a tumor as HPV-
associated or HPV-independent

All tumors showing positive p16 IHC staining, independently of the
results of the HPV detection and typing, or positive result of the HPV
detection, independently of the results of p16 IHC, were considered
as HPV-associated, whereas cases negative for both techniques were
considered as HPV-independent. Histological features and p53 IHC
staining were not considered for classifying a tumor as HPV-
associated or independent.

2.6 | Statistical analysis

Data analyses were performed with the SPSS 23.0 statistical package
(SPSS, Chicago, IL). Categorical variables were expressed as absolute
numbers and percentages. The chi-square exact test was used to com-
pare qualitative variables. Quantitative variables were expressed as
mean + SD, and the Student's t or analysis of variance tests were used

for comparisons.
3 | RESULTS
3.1 | General features

From January 2018 to December 2020, 41 VSCC were diagnosed at
the Maputo Central Hospital (Mozambique) and 41 at the Hospital
Clinic of Barcelona (Spain). From the 41 cases initially diagnosed in
Mozambique, four were excluded because of the absence of invasive
carcinoma, and two because of the absence of sufficient material for
further analysis. None of the cases from Spain were excluded. Thus,
finally 35 patients from Mozambique and 41 from Spain fulfilled the
inclusion criteria. Mean age of the patients from Mozambique and Spain
was 45+ 12 and 72+ 14, respectively (P <.001). Tables 1 and 2 show
the age and HIV status of the patients form Mozambique and Spain,
respectively. The information of the HIV status was available in only nine
out of the 35 patients form Mozambique, but seven of them (78%) were
positive. All patients from Spain were HIV negative. Histologically, 12
tumors from Mozambique were basaloid, six were nonkeratinizing, four
were warty and 13 keratinizing. In the Spanish series, seven were
basaloid, one were nonkeratinizing, three were warty and 30 keratinizing
(including a verrucous carcinoma). The distribution of histological variants

was significantly different between the countries (P = .008).
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TABL E1 Age, histological variant,

HPV-DNA result, p16 and p53 IHC of Case Age Fv

the tumors from Mozambique M1 43 -
M2 28 NA
M3 50 NA
M4 43 NA
M5 51 +
M6 39 NA
M7 32 NA
M8 38 NA
M9 60 NA
M10 58 —
M11 75 NA
M12 40 NA
M13 37 NA
M14 88 NA
M15 49 +
M16 66 NA
M17 44 +
M18 41 NA
M19 26 NA
M20 39 +
M21 33 NA
M22 45 NA
M23 50 NA
M24 45 NA
M25 42 NA
M26 32 NA
M27 80 NA
M28 52 NA
M29 38 NA
M30 54 NA
M31 41 +
M32 28 NA
M33 44
M34 45
M35 49 NA

: ()|
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Histological variant pl6 HPV-DNA p53
Keratinizing + Negative Wild type
Basaloid + 16 Wild type
Nonkeratinizing + X Wild type
Nonkeratinizing + 31-33-52-58-70 Wild type
Basaloid + 16 Wild type
Keratinizing F Negative Wild type
Nonkeratinizing + Negative Wild type
Warty = 6 Wild type
Basaloid + 16-58 Wild type
Keratinizing + 16 Wild type
Warty + 18 Wild type
Basaloid + 18-52-56-58-82 Wild type
Keratinizing + 16 Wild type
Keratinizing + 89 Wild type
Keratinizing + 16-51 Mutated
Keratinizing ap 18 Wild type
Keratinizing + Negative Wild type
Basaloid + Negative Wild type
Keratinizing + 16 Wild type
Basaloid + Negative Wild type
Keratinizing + 16 Wild type
Warty + 33-58-68-82 Wild type
Basaloid + 33 Wild type
Nonkeratinizing + Negative Wild type
Basaloid + 33 Wild type
Nonkeratinizing aF Negative Wild type
Keratinizing — Negative Wild type
Keratinizing + Negative Wild type
Basaloid + Negative Wild type
Basaloid + 89 Wild type
Keratinizing + X Wild type
Basaloid + 31-58 Wild type
Warty + 16-52 Wild type
Nonkeratinizing + Negative Wild type
Basaloid + Negative Wild type

Abbreviation: NA, not available.

3.2 |
results

Association with HPV-DNA and p16 IHC

Thirty-four out of 35 tumors (97.1%) from Mozambique and 8/41
(19.5%) from Spain were HPV-associated (P < .001).

In the series from Mozambique HPV-DNA was positive in 22
(62.9%) of the tumors. p16 IHC was positive in 33/35 tumors (94.3%),
12 (36.4%) of whom had negative HPV-DNA. Only one tumor positive
for HPV-DNA showed negative p16 IHC. In this tumor HPV6 was
identified. HPV16 (43%), HPV33 (29%), HPV58 (24%) and HPV18
(14%) were the HPV types more frequently identified in

Mozambique. Seven tumors showed infection by multiple HPV types.
Table 1 shows the histological variant, HPV-DNA result, as well as
p16 and p53 IHC staining of the tumors from Mozambique.

In the series from Spain HPV-DNA was positive in 7 (17.1%) of
the tumors. p16 IHC was positive in 8/41 tumors (19.5%), and only
one of them (12.5%) had negative HPV-DNA. No tumors were nega-
tive for p16 and positive for HPV-DNA. HPV16 (50%), HPV33 (25%),
HPV53 (7%) and HPV56 (7%) were the HPV types more frequently
identified in Spain. Two tumors showed infection by multiple HPV
types. Table 2 shows the histological variant, HPV-DNA result, p16
and p53 IHC of the tumors from Spain. Figure 1 illustrates histological
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and HPV-independent.

No significant differences were found in terms of percentage of
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Histological variant
Basaloid

Keratinizing

Keratinizing
Keratinizing
Keratinizing
Keratinizing
Verrucous
Basaloid
Keratinizing
Keratinizing
Keratinizing
Keratinizing
Basaloid
Warty
Keratinizing
Keratinizing
Keratinizing
Keratinizing
Warty
Keratinizing
Keratinizing
Keratinizing
Basaloid
Warty
Basaloid
Keratinizing
Keratinizing
Keratinizing
Keratinizing
Keratinizing
Keratinizing
Keratinizing
Nonkeratinizing
Keratinizing
Keratinizing
Basaloid
Keratinizing
Keratinizing
Keratinizing
Keratinizing

Keratinizing

HPV genotypes between the two countries.

p16

+

HPV-DNA
Negative

Negative

Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
33
Negative
56
Negative
Negative
16

16-53
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
16
Negative
6,16
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
33
Negative

Negative

3.3

TA BL E2 Age, histological variant,
HPV-DNA result, p16 and p53 IHC of
the tumors from Spain

p53
Wild type
Wild type

Mutated
Wild type
Mutated
Mutated
Wild type
Wild type
Wild type
Wild type
Mutated
Mutated
Wild type
Wild type
Mutated
Mutated
Mutated
Mutated
Mutated
Mutated
Wild type
Mutated
Wild type
Mutated
Mutated
Mutated
Mutated
Mutated
Mutated
Mutated
Mutated
Mutated
Mutated
Mutated
Mutated
Mutated
Mutated
Mutated
Wild type
Mutated
Mutated

p53 IHC results

One out of 35 tumors (3%) from Mozambique and 29/41 (70%) from
Spain showed abnormal pattern of p53 immunostaining (P < .001).
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FIGURE 1 A characteristic example of each of the two types of vulvar squamous cell carcinoma (VSCC), HPV-associated and HPV-
independent. The former being predominant in sub-Saharan countries such as Mozambique and the latter in European countries such as Spain.
(A) HPV-associated invasive VSCC (H&E %x200) with basaloid histology, positive p16 staining (A') and wild-type p53 staining showing mid-
epithelial pattern (A"). (B) HPV-independent invasive VSCC (H&E x200) with keratinizing histology, negative p16 staining (B') and abnormal p53
staining showing overexpression pattern (B")

4 | DISCUSSION

Our study provides relevant data on the epidemiology of VSCC in sub-
Saharan Africa, a geographical region where this information is
almost nonexistent. Our series highlight the exceptionally high preva-
lence of HPV in VSCC in Mozambique and confirms that marked etio-
pathogenic differences exist between VSCC in sub-Saharan Africa and
Europe. Thus, over 95% of the VSCC in Mozambique but only 19% of
the VSCC from Spain were HPV-associated. In accordance with these
etiopathogenic differences, the clinical presentation was also mark-
edly different, with patients from Spain being almost three decades
older in average than patients from Mozambique.

The findings observed in our series from Spain are in keeping with
most series reported from high-income countries,%'%'* where VSCC
is typically a disease of older women, and arise indepen- dently from
HPV, in association with inflammatory and reactive lesions of the
vulvar skin, such as lichen sclerosus and lichen sim- plex chronicus.

Contrarily, the sub-Saharan African series showed a completely
different epidemiological pattern, with almost all tumors arising via an
HPV-associated pathway. A high prevalence of ano-genital HPV infec-
tions has been reported in sub-Saharan African women.'”'® Indeed,

cancer of the uterine cervix, the most frequent malignant tumor asso-
ciated with HPV, is the most common cancer in women in sub-
Saharan Africa, with the highest incidence in Eastern and Southern
Africa’®?" and an extremely high prevalence has been reported by our
group in Southern Mozambique.?? Our results show that, although the
current WHO 2020 classification separates VSCC into HPV-
associated and HPV-independent tumors and recommends the use of
HPV testing and/or p16 IHC for the proper classification, this require-
ment should probably be considered unnecessary in many sub-
Saharan countries, where the number of HPV-independent tumors is
likely to be extremely low, and the resources and laboratory capacities
are, in general, particularly limited.?

In addition to the high prevalence of HPV infection, the high
prevalence of HIV infection in Mozambique?* has been proposed as
the most likely explanation for the increase in the incidence in cancer
of the uterine cervix observed in Mozambique and several sub-
Saharan countries.?? According to the UNAIDS Global Report, the
prevalence of HIV in Mozambique was as high as 45% in women aged
28 to 47 in a community-based study in a rural district of Maputo
province,? with a high number of patients not receiving antiretroviral
treatment and presenting with AIDS.?® People living with HIV are at a
high risk of developing HPV-related cancers,?” and both HPV and HIV
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type 1 are classified as carcinogens by the International Agency for
Research on Cancer (IARC).2 However, in contrast to the relatively
well-known association between HIV and cervical cancer, studies
assessing the risk of developing VSCC among people living with HIV
are missing. Remarkably, 78% of the patients from Mozambique in
whom the information was available were HIV positive, which was in
contrast with the 0% of HIV-positive patients in the Spanish cohort.

The results of our study, showing a relatively high proportion of
tumors strongly positive for p16 but negative for HPV-DNA, suggest
that p16 IHC is more robust and reliable than HPV-DNA detection in
formalin-fixed, paraffin-embedded material, which is the type of sam-
ple usually available for many solid tumors such as VSCC.* The finding
of wild-type p53 IHC staining, the usual pattern in HPV-associated
VSCC,™ in all tumors from Mozambique contrasts with the high pro-
portion of VSCC from Spain with an abnormal p53 IHC staining, the
commonest IHC staining in HPV-independent carcinomas.®? These
results support a strong association with HPV in Mozambican cohort,
despite negative results for HPV testing. This data is also in keeping
with previous work by our group on a large series of VSCC showing
that, although in most cases p16 IHC and HPV PCR testing results
were concordant (ie, both negative or both positive), in a small per-
centage of VSCC discordant p16/HPV testing results were observed.
Interestingly, the subset of tumors showing p16 positive IHC staining
but negative HPV PCR testing result shared marked similarities with
the tumors positive for both p16 and HPV, in terms of mean age
(younger patients) and histological distribution of the tumors (high
percentage of basaloid/warty tumors), whereas the subset of tumors
showing p16 negative IHC staining and positive HPV PCR testing
result shared marked similarities with the tumors negative for both p16
and HPV, in terms of mean age (older patients) and histological
distribution of the tumors (marked predominance of keratinizing
tumors), indicating that p16 is more robust than HPV detection in for-
malin fixed, paraffin embedded tissues.*

Although most of the cases showing p53 IHC abnormal patterns
of staining suggestive of mutation were HPV-independent VSCC, a
small subset of HPV-associated tumors showed these abnormal pat-
terns of p53 staining. This finding has already been reported in studies
based on IHC, as well as in studies analyzing genetic mutations.* 16
Indeed, almost all the mutational differences between HPV-associated
and HPV-independent VSCC are quantitative and not qualitative, as
almost all mutations have been described in the two types of tumors,
but with different frequencies.

In conclusion, the majority of VSCC in Mozambique, a country in
South-Eastern Africa probably representative of the situation of many
sub-Saharan African countries, are HPV-associated and arise in young
women, which markedly contrasts with the predominance of HPV-
independent VSCC affecting old women observed in Europe. This
data may have important consequences for primary prevention poli-
cies of VSCC worldwide, and suggest that, whereas vaccination pro-
grams could prevent a small proportion of VSCC in many western
countries, they can protect sub-Saharan African women of the vast
majority of VSCC.
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La presente tesis estd compuesta por dos articulos que estudian las caracteristicas
etiopatogénicas de los carcinomas escamosos del pene y de la vulva en Mozambique y
Espafia respectivamente, destacando las diferencias de estos tumores entre ambas

regiones.

En el primer estudio presentado proporcionamos informacién relevante en relacién con
la epidemiologia del carcinoma escamoso de pene en el Africa subsahariana, una region
geografica en la que estos datos son especialmente escasos, dado que la mayor parte de

la bibliografia publicada corresponde a series de paises de renta alta [4,109].

Las dos series de carcinoma escamoso de pene incluidas en el estudio, una del
Mozambique, un pais del Africa subsahariana, situado en la regién sur-oriental del
continente, y la otra de Espafia, un pais del sur de Europa, muestran diferencias
etiopatogénicas relevantes. Los estudios ponen de relieve la prevalencia
extremadamente alta de carcinomas escamosos de pene asociados al VPH en
Mozambique en comparacion con la baja prevalencia de éstos en Espafia. Considerando
como VPH-asociados a todos aquellos carcinomas escamosos que mostraban
sobreexpresién de p16 o ADN del VPH en el analisis por PCR, encontramos que mas del
89 % de los carcinomas escamosos de pene de Mozambique, pero solo el 29 % de los de
Espafia, estaban asociados al VPH. Utilizando un escenario mds restrictivo para asumir
un tumor como relacionado con el VPH, es decir, exigiendo tanto la sobreexpresion
inmunohistoquimica de p16 como la identificacién de ADN de VPH por PCR, la proporcion
de estos tumores en Mozambique seguia siendo extremadamente elevada (71,4 %),

mientras que en Espafia disminuyd hasta el 17,6 %.

Al realizar el estudio de los genotipos del virus del papiloma asociados a estos tumores
hallamos que el VPH16 fue el tipo de VPH mas frecuentemente identificado en ambos

sitios (64 % y 60 % de los tumores relacionados con el VPH de Mozambique y Espania,
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respectivamente), resultados similares a los reportados en diversos estudios [4,109], que
muestran que, VPH16 es el virus mas frecuentemente asociado a cdncer en todos
los 6rganos en los que VPH estd involucrado en la carcinogénesis, e independientemente
de la region geografica. No se hallaron diferencias en cuanto a la distribucion de otros
tipos de VPH entre ambos paises. La Unica diferencia detectada fue una prevalencia de
infeccion por cepas multiples de VPH ligeramente superior en Mozambique, en

comparacion con la observada en Espafia.

Los resultados de nuestra cohorte espafiola coinciden con la mayoria de los estudios
publicados de paises de renta alta. En estas regiones, el carcinoma escamoso de pene es
tipicamente una enfermedad de hombres mayores, y una proporcion significativa de
estos tumores surge independientemente del VPH, frecuentemente en el contexto de
afecciones inflamatorias cronicas de la piel del pene, como el liquen escleroso y el liquen
simple crénico [4,110,111]. Por el contrario, la informacién procedente de sitios de
rentas bajas es muy escasa [112]. Los pocos datos existentes sugieren que el carcinoma
escamoso de pene en estas regiones puede tener un contexto epidemioldgico distintivo,

y que la mayoria de los tumores surgirian por una via asociada al VPH [113].

Esta alta prevalencia de tumores asociados a la infeccidn por VPH se pone en relaciéon
con la alta prevalencia de infecciones por VPH reportada en muchos paises de renta baja
y media, particularmente en la regién del Caribe y en el Africa sur-oriental, zona en la
gue estd situada Mozambique. En efecto, la prevalencia de la infeccidon por VPH en
Mozambique alcanza en los estudios publicados el 63 % [114]. Dado que los tumores
asociados al VPH tienden a afectar a individuos mads jévenes, los pacientes de
Mozambique eran casi dos décadas menores en promedio que los pacientes de Espafia,

un patrén observado también en los carcinomas de células escamosas de vulva [52].
Aunque la alta prevalencia de infecciones por VPH deberia considerarse el principal
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factor de la alta prevalencia de carcinomas escamosos del pene asociados a este virus en
la cohorte mozambiquefia, también se ha sugerido la elevada prevalencia de VIH en
Mozambique [115] como un factor importante para el aumento de estos carcinomas
asociados al VPH, al igual que sucederia en otros paises subsaharianos [116]. Un estudio
comunitario realizado en un distrito rural de la provincia de Maputo (Mozambique)
mostrd una prevalencia de VIH del 37 % en hombres de entre 28 y 47 anos [115]. Se ha
observado un alto riesgo de desarrollar canceres relacionados con el VPH en personas
que viven con el VIH [117], y los dos virus (VPH y VIH tipo 1) han sido clasificados como
carcinégenos por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (International
Agency for Research on Cancer (IARC)) [118]. No obstante, aunque la asociacién entre el
VIH y el cancer de cérvix estd bien establecida [119], la relacidén entre el carcinoma
escamoso de pene asociado al VPH y el VIH no ha sido aun estudiada. Curiosamente, el
75 % de los pacientes mozambiquenos de los que se disponia de datos clinicos eran VIH
positivos. En cambio, la prevalencia de pacientes VIH positivos en la serie espafiola fue
de solo el 1,9 %. Por ultimo, el acceso limitado al sistema de salud también podria
contribuir a esta elevada incidencia de infeccidon por VIH, ya que una gran parte de la
poblacién de Mozambique vive en zonas rurales donde el acceso a la atencién de la salud

es deficiente.

Con respecto a las caracteristicas histoldgicas de las neoplasias llama la atencién que,
aunque el 90 % de los tumores asociados al VPH eran de tipos basaloides,
condilomatosos, mixtos basaloides/ condilomatosos, o linfoepitelioma-like, los tipos de
carcinoma escamoso de pene considerados como tumores relacionados con el VPH
siguiendo la clasificaciéon de la OMS [120,121], el 10 % de estos tumores en nuestra serie
eran del tipo usual. Del mismo modo, mientras que el 85 % de los tumores
independientes del VPH eran del tipo usual o verrucoso, se identificé un 15 % de tumores
con morfologia basaloide, condilomatosa o mixtos de tipo condilomatoso/basaloide, es

decir, los tipos histologicos considerados en esta clasificacién como relacionados con el
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VPH. En el mayor estudio publicado sobre tumores del pene se han notificado resultados
similares [4]. Estos hallazgos sugieren que el diagndstico basado exclusivamente en
criterios morfolégicos puede inducir a error en una proporcion pequefia pero
significativa de tumores e indican que deberia requerirse el estudio inmunohistoquimico
para pl6 o estudio molecular del ADN del VPH para clasificar adecuadamente el
carcinoma escamoso de pene como asociado o independiente del VPH. A este respecto,
nuestro grupo ya reportd que una pequefia proporcion de lesiones precursoras
intraepiteliales VPH-independientes puede ser indistinguible de los precursores
asociados al VPH [76]. Esta superposicion morfoldgica entre tumores asociados e
independientes del VPH es un fendmeno bien conocido en los tumores de vulva [50] y
en los de cabeza y cuello, y la clasificacién seglin la OMS de ambos tipos de neoplasias
subraya la necesidad de realizar pruebas inmunohistoquimicas para p1l6 o estudio de
ADN del VPH para clasificar adecuadamente estos tumores debido al mejor prondstico
de ambos tipos de neoplasias en comparacién con los tumores independientes del VPH
[44,122]. Creciente evidencia sugiere que este mejor comportamiento de los tumores
relacionados con el VPH se aplica también al carcinoma escamoso de pene [123,124]
subrayando la necesidad de realizar estudios auxiliares para clasificar adecuadamente
estas neoplasias. Sin embargo, los estudios complementarios para detectar el VPH en
estos tumores probablemente no serian necesarios en los paises subsaharianos teniendo
en cuenta que alli la gran mayoria de los carcinomas escamosos de pene estan asociados
al VPH, siendo los tumores VPH-independientes extremadamente infrecuentes y las

capacidades de los laboratorios escasas [125].

Resulta interesante que con el estudio inmunohistoquimico para p53 se identificaron
patrones anormales en un alto porcentaje de los carcinomas escamosos de pene
independientes del VPH, pero también en un pequefio porcentaje de tumores asociados
al virus, un fendmeno ya notificado en estudios basados en inmunohistoquimica, asi

como en estudios que analizaron las mutaciones en TP53 [25,126-128].
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Un subgrupo de tumores mostro resultados discrepantes entre la inmunohistoquimica
de p16 vy el estudio de ADN del VPH. Es dificil extraer conclusiones sobre el significado de
estos hallazgos y sobre si estos casos estan o no relacionados con el VPH con los datos
del presente estudio. Recientemente se ha propuesto que, ademads de la identificacion
del ADN del VPH, también deberia exigirse un segundo biomarcador, como p16 o el
ARNm E6, para considerar que un tumor esta etioldgicamente asociado con el VPH [4].
Por otro lado, los estudios realizados en carcinomas de células escamosas de vulva
sugieren que el estudio inmunohistoquimico para p16 seria mas fiable que los test de
deteccion del ADN del VPH que utilizan material fijado de formol e incluido en parafina

[50].

En conclusidn, la mayoria de los carcinomas escamosos de pene de Mozambique, un pais
del sudeste de Africa, que probablemente refleja el panorama epidemiolégico de
muchos paises del Africa subsahariana, estan asociados al VPH y surgen en hombres
jovenes. En cambio, la mayoria de los carcinomas escamosos de pene diagnosticados en
Europa son independientes del VPH y afectan a hombres mayores. Estos datos sugieren
que la extensién de los programas de vacunacion contra el VPH a los varones en paises
de baja renta podria, ademds de los beneficios conocidos sobre el cadncer de cérvix,

reducir una proporcién significativa de los casos de canceres de pene.

El segundo estudio presentado en esta tesis proporciona datos relevantes sobre la
epidemiologia del carcinoma escamoso de vulva en el Africa subsahariana, una regién
geografica en la que esta informacidn es casi inexistente y la compara con la de Espana.
Nuestra serie pone de relieve la prevalencia excepcionalmente elevada del VPH en los
carcinomas escamosos de la vulva en Mozambique y confirma que existen marcadas

diferencias etiopatogénicas entre las neoplasias del Africa subsahariana y las de Europa.
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De esta manera, mas del 95 % de carcinomas escamosos de vulva de Mozambique, pero
solo el 19 % de los de Espafia, estaban asociados al VPH. De acuerdo con estas diferencias
etiopatogénicas, la presentacion clinica también fue notablemente diferente, siendo las

pacientes de Espafia casi tres décadas mayores en promedio que las de Mozambique.

Los hallazgos observados en nuestra serie de Espafia concuerdan con la mayoria de las
series publicadas de paises de renta alta [51,56,59,90] en los que el carcinoma escamoso
de vulva es una enfermedad tipicamente de mujeres de edad avanzada que
surge independiente del VPH, generalmente en asociacidén con lesiones inflamatorias y

reactivas cronicas de la piel vulvar, como el liquen escleroso y el liquen simple crénico.

En cambio, la serie del Africa subsahariana mostré un patrén epidemiolégico
completamente diferente, con casi todos los tumores originados a través de una via
asociada al VPH. Se ha notificado una alta prevalencia de infecciones anogenitales por
VPH en mujeres del Africa Subsahariana [129,130]. De hecho, el cancer de cérvix uterino,
el tumor maligno mas frecuentemente asociado al VPH, es el cdncer mas frecuente en
mujeres del Africa subsahariana, con la mayor incidencia en Africa oriental y Africa del
Sur [131-133] y una prevalencia extremadamente alta reportada por nuestro grupo en
el sur de Mozambique [116]. Nuestros resultados muestran que, aunque la clasificacidon
actual de la OMS de 2020 separa los carcinomas escamosos de vulva en tumores
asociados o independientes del VPH y recomienda el uso de pruebas del VPH y/o de
inmunohistoquimica para pl6 para una clasificaciéon adecuada, este requisito, al igual
gue ocurre con las neoplasias del pene, podria considerarse innecesario en muchos
paises subsaharianos, donde el numero de tumores independientes del VPH es
extremadamente bajo y los recursos y las capacidades de los laboratorios son, en

general, particularmente limitados [125].
Ademas de la alta prevalencia de la infeccion por VPH, se ha propuesto que la también
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alta prevalencia de infeccién por VIH en Mozambique [114] sea la explicacién mas
probable del aumento de la incidencia en el cancer de cérvix uterino observado en este
pais y en varios paises subsaharianos [116]. Segun el UNAIDS Global Report, la
prevalencia del VIH en Mozambique fue del 45 % en las mujeres de entre 28 y 47 aios
en un estudio comunitario en un distrito rural de la provincia de Maputo [115], con un
elevado numero de pacientes que no reciben tratamiento antirretroviral y que se
presentan al momento del diagndstico con SIDA. Las personas que viven con VIH
presentan un alto riesgo de desarrollar canceres relacionados con el VPH [117] y tanto
VPH y VIH tipo 1 son considerados como carcinégenos por la IARC [134]. De todos
modos, en contraste con la asociacidn relativamente bien conocida entre VIH y cancer
cervical, faltan estudios que establezcan el riesgo de desarrollar carcinoma escamoso de
vulva en personas que viven con infeccion por VIH. Cabe destacar que el 78 % de las
pacientes de Mozambique en las que se disponia de la informacién eran VIH positivas, lo

que contrasta con el 0 % de pacientes VIH positivas en la cohorte espafiola.

Los resultados de nuestro estudio, que mostraron una proporcion relativamente elevada
de tumores fuertemente positivos para pl6, pero negativos para el ADN del VPH,
sugieren que la inmunohistoquimica para p16 es mas sélida y fiable que la deteccién de
ADN del VPH en material fijado en parafina, que es el tipo de muestra normalmente
disponible para muchos tumores sélidos, como el carcinoma escamoso de vulva [50]. El
hallazgo inmunohistoquimico de p53 con patron wild type, el patron habitual en
carcinomas escamosos de vulva asociados al VPH [64,90], en todos los tumores de
Mozambique contrasta con la elevada proporcidn de carcinomas escamosos de vulva con
tincién anémala en la inmunohistoquimica para p53 en Espaia, lo mas comun en
carcinomas independientes del VPH [64,90,134]. Estos resultados respaldan una fuerte
asociacion con el VPH en la cohorte mozambiquefia, a pesar de los resultados negativos
en las pruebas del VPH. Estos datos concuerdan también con los trabajos anteriores de

nuestro grupo sobre una amplia serie de carcinomas escamosos de vulva, que muestran
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gue, aunque en la mayoria de los casos los resultados de las pruebas de
inmunohistoquimica para p16 y PCR para VPH eran concordantes (es decir, ambos
negativos o ambos positivos), en un pequeiio porcentaje de carcinomas escamosos de

vulva se observaban resultados discordantes en el estudio p16/VPH.

Resulta interesante que el subconjunto de tumores que mostraban tincion
inmunohistoquimica positiva para p16, pero resultado negativo de la prueba PCR del
VPH, compartia marcadas similitudes con los tumores positivos tanto para p1l6 como
para el VPH, en términos de edad media (pacientes mas jovenes) y caracteristicas
histoldgicas de los tumores (alto porcentaje de tumores basaloides/condilomatosos).
Por su parte, el subconjunto de tumores que mostraban tincidon negativa para pl6y
resultado positivo en las pruebas PCR del VPH compartian similitudes marcadas con los
tumores negativos tanto para pl6 como para el VPH, en términos de edad media
(pacientes mayores) y distribucion histolédgica de los tumores (marcada preponderancia
de tumores queratinizantes), lo que indica que la p16 es mas robusta que la deteccién

del VPH en tejido fijado en formol y embebido en parafina [50].

Aunque la mayoria de los casos que mostraban patrones inmunohistoquimicos
anormales para p53, sugerentes de mutacidn, eran carcinomas escamosos de vulva
independientes del VPH, un pequefio subconjunto de tumores asociados al virus
mostraba patrones anormales de p53. Estos hallazgos ya se habian comunicado en
estudios basados en inmunohistoquimica, asi como en estudios de analisis de
mutaciones genéticas [50,60,64]. De hecho, casi todas las diferencias mutacionales entre
el carcinoma escamoso de vulva asociado al VPH y el VPH-independiente son
cuantitativas y no cualitativas, ya que casi todas las mutaciones se han descrito en los

dos tipos de tumores, pero con frecuencias diferentes.
En conclusidn, la mayoria de los carcinomas escamosos de vulva de Mozambique, un pais
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del sudeste africano probablemente representativo de la situacién de muchos paises del
Africa subsahariana, estd asociada al VPH y se produce en mujeres jévenes, lo que
contrasta notablemente con el predominio de carcinomas escamosos de vulva

independientes del VPH que afecta a mujeres mayores observado en Espaiia.

Estos datos pueden tener importantes consecuencias para las politicas de prevencién
primaria del carcinoma escamoso de vulva en todo el mundo, y sugieren que, si bien los
programas de vacunacién podrian impedir una pequefa proporcién de carcinomas
escamosos de vulva en muchos paises occidentales, pueden proteger a las mujeres

subsaharianas de la gran mayoria de estos tumores.

Considerando los hallazgos de ambos articulos vemos que los cdnceres de vulva y pene
presentan caracteristicas etiopatogénicas similares entre si y que en cambio ambos
muestran diferencias marcadas teniendo en cuenta si surgen en pacientes de paises de

alta o baja renta.

Los casos de carcinomas escamosos, tanto de pene como de vulva, de pacientes de
Mozambique, se relacionan en su gran mayoria con el VPH y se diagnostican en pacientes
entre dos y tres décadas mas jévenes que en Espana, en donde la mayoria de los casos

son VPH-independientes.

En ambos sitios los carcinomas VPH-asociados mostraron mayoritariamente resultados
positivos para pl6 y para ADN del VPH por PCR. Aldn y asi una proporcién de ellos
presentaba resultados discordantes entre estas dos técnicas. En estos casos el resultado
de la p16 parece mas eficaz en la deteccidon de las neoplasias asociadas VPH sobre
muestras fijadas en formol y conservadas en parafina, dado que estos casos compartian

las caracteristicas histoldgicas (tumores con patrén basaloide/condilomatoso),
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inmunohistoquimicas (patron wild-type de p53) y el rango de edad con los casos que

eran positivos para p16 y para ADN del virus por PCR.

Estos hallazgos hacen suponer que la aplicacién de una buena politica de vacunacion
contra el VPH en el Africa Subsahariana podria prevenir la inmensa mayoria de los

carcinomas escamosos de vulva y pene en dicha region.

Los hallazgos de estos estudios son marcadamente consistentes entre si y amplian los
conocimientos sobre el tema existentes en la bibliografia previa, adn y asi presenta
alguna limitacion relacionada con la cantidad de pacientes incluidos en los estudios,
sobre todo en las muestras de Mozambique, esto es debido en primer lugar a que ambas
neoplasias son raras y su incidencia es relativamente baja y a la dificultad de recoleccién
de casos. Aun y asi se incluyeron todos los casos diagnosticados en hospitales de
referencia durante un periodo de aproximadamente 2 afios. Préximas lineas de estudio
podrian intentar ampliar el niUmero de casos considerando la posibilidad de incluir otros
centros/ paises en el estudio y establecer colaboraciones y registros internacionales para
recopilar datos sobre los carcinomas escamosos de pene y vulva, mejorando la capacidad

de realizar estudios a gran escala y ensayos clinicos.

Por otro lado, futuras lineas de investigacion en relacion con estas patologias deberian

intentar:

Evaluar el impacto real de los programas de vacunacion contra el VPH sobre la

incidencia de estas neoplasias.

- Establecer el riesgo de desarrollar carcinomas escamosos de vulva o pene en
aquellas personas que viven con VIH y su relacién con el VPH.

- ldentificar mutaciones genéticas y vias moleculares involucradas en el desarrollo y

progresion de estos carcinomas para encontrar posibles dianas terapéuticas y

marcadores para su deteccién temprana.

- Evaluar el papel de la inmunoterapia y tratamientos dirigidos para estos canceres,
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asi como estudiar el microambiente tumoral para identificar a los pacientes que
puedan beneficiarse de estos enfoques.

- Desarrollar y validar métodos no invasivos para la deteccion temprana y el cribado,
particularmente para poblaciones de alto riesgo, para diagnosticar estos carcinomas

en etapas mds tempranas y tratables con menores secuelas fisicas y psicolégicas.
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Conclusiones
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Como resultado de la investigacion realizada y a partir del analisis exhaustivo de la
evidencia recopilada en los articulos que forman esta tesis a continuacién se enumeran

las principales conclusiones:

1. Se observaron diferencias etiopatogénicas significativas entre los carcinomas
escamosos de pene de Mozambique y Espafia, con una prevalencia notablemente alta
de tumores asociados al VPH en Mozambique (89%) y una prevalencia relativamente
baja en Espafia (29%) (estudio nimero 1).

2. Entrelos carcinomas de pene asociados a virus del papiloma humano, VPH16 fue el tipo
de VPH mds frecuentemente identificado (64% de los tumores de Mozambique, y 60%
de Espaia). Se evidencié un numero mayor de infecciones por multiples tipos de VPH
en los tumores de Mozambique (estudio nimero 1).

3. Los pacientes con cancer de pene en Mozambique eran casi dos décadas mds jovenes
que los de Espafia (edad media 50 vs. 69 afios, respectivamente) (estudio nimero 1).

4. Se observaron diferencias etiopatogénicas significativas entre los carcinomas
escamosos de vulva de Mozambique vy Espafia, con wuna prevalencia
extraordinariamente alta de tumores asociados al VPH en Mozambique (97%) y una
prevalencia muy baja en Espafia (19%) (estudio niumero 2).

5. Entre los carcinomas de vulva asociados a virus del papiloma humano, VPH16 fue el
tipo de VPH mas frecuentemente identificado (43% de los tumores de Mozambique y
50% de Espafiia) sin hallarse diferencias significativas entre ambas cohortes en cuanto
a casos con infecciones por multiples genotipos de VPH (estudio niumero 2).

6. Las pacientes con cancer de vulva en Mozambique eran casi tres décadas mas jovenes
que las de Espaiia (edad media 45 vs. 72 afios, respectivamente) (estudio niumero 2).

7. La correlacion entre la determinacion molecular del ADN de VPH y la expresion de p16
fue muy buena tanto para los tumores de pene y vulva de Mozambique como para los

de Espafia (estudios numeros 1y 2).
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8. Un porcentaje elevado de los tumores de pene y vulva VPH-independientes
presentaron un patron de tincion de p53 anormal, sugestivo de mutacién del gen TP53
(estudios numeros 1y 2).

9. En conclusidn, los datos obtenidos con estos estudios pueden tener consecuencias
importantes para la prevencion primaria de cancer de pene y vulva en el mundo: la
vacunacion contra el VPH puede tener un impacto muy alto en cuanto a reduccién
global de incidencia de cancer de pene y vulva en Africa Subsahariana, y un impacto

bajo en Europa (estudios numeros 1y 2).
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