ARTICULO ORIGINAL

Rev Venez Oncol 2015;27(1):22-29

EVALUACION DE LA INFECCION POR VIRUS DE PAPILOMA
HUMANO EN PACIENTES CON CANCER DE MAMA

ANDREINA FERNANDES, ADRIANA PESCI-FELTRI, ISABEL GARCIA FLEURY, VINCENT
GUIDA, JOSE MANUEL SALAZAR, CARYNA RODRIGUEZ, ELIAS KASR, RICARDO BLANCH,

MARIA CORRENTI

LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR. INSTITUTO DE ONCOLOGIA Y HEMATOLOGIA, MPPS UNIDAD DE
PATOLOGIA MAMARIA, SERVICIO DE GINECOLOGIA HOSPITAL UNIVERSITARIO DE CARACAS

RESUMEN

OBJETIVO: El cancer de mama representa 16 % de todos
los canceres femeninos a nivel mundial, en Venezuela es
la primera causa de muerte entre la poblacion femenina.
Recientemente se ha demostrado la presencia de genotipos
de virus de papiloma humano de alto riesgo, como el
16, 18 y 33, en muestras de cancer de mama de distintas
poblaciones alrededor del mundo, siendo reportada una
frecuencia variable de infeccion viral entre un 20 %- 85 %.
En Venezuelano existe ningtin tipo de estudio que determine
la asociacion entre la infeccion por VPH y el cancer de
mama, por lo que el presente trabajo busca evaluar el papel
etiologico del virus de papiloma humano como agente
infeccioso potencialmente oncogénico en el desarrollo
de esta patologia. METODO: Se evalu6 la presencia del
genoma de VPH en 15 muestras de cancer de mama con
diagnostico de carcinoma ductal infiltrante, mediante el
estuche INNO-LIPA Genotyping Extra. RESULTADOS:
Genoma viral fue encontrado en un 33,33 % del total de
muestras, siendo los genotipos mas frecuentes el 33 y
51 con 40 %, respectivamente, seguidos del tipo 18, con
20 %. CONCLUSIONES: Se encontr6 una asociacion
estadisticamente significativa entre la infeccion viral y la
edad de las pacientes. Sin embargo, son necesarios otros
estudios para poder establecer una relacion directa entre
la infeccion por VPH y el desarrollo del cancer de mama.
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SUMMARY

OBJECTIVE: The breast cancer accounts for 16 % of
all female cancers in the worldwide and in Venezuela is
the leading cause of death among the women. Recently
was demonstrated the presence of high risk genotypes of
the Human Papillomavirus, such as 16, 18 and 33 in the
breast cancer samples from different populations around
the world, and being reported a variable frequency of the
viral infection between a 20 % -85 %. In Venezuela there
is no type of study to determine the association between
the Human Papillomavirus infection and the breast cancer,
so in this paper seeks to evaluate the etiological role of
the Human Papillomavirus how a potentially oncogenic
infectious agent, in the development of the breast cancer.
METHOD: To do this work, we assessed the presence
of Human Papillomavirus genome in 15 breast cancer
samples diagnosed with infiltrating ductal carcinoma
by the INNO-LIPA Genotyping Extra kit. RESULTS:
The viral genome was found in a 33.33 % of the total
number of samples, being the most frequent genotypes
33 and 51 with 40 %, respectively, followed by the type
18, with 20 %. CONCLUSIONS: We found in our work
statistically significant association between the viral
infection and the age of the patients. However, further
studies are needed to establish a direct relationship among
the Human Papillomavirus infection and the development
of the breast cancer.

KEY WORDS: Breast, cancer, HPV, carcinogenesis, risk
factor.
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INTRODUCCION

I cancer de mama es la patologia

oncogénica mas frecuente en

las mujeres tanto en los paises

desarrollados como en los paises
en desarrollo, representando el 16 % de todos
los canceres femeninos. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en el 2004 murieron
519 000 mujeres por esta enfermedad y, aunque
se le considera como una afeccién del mundo
desarrollado,un 69 % de las defunciones por esa
causa se registran en los paises en desarrollo V.
La incidencia de la enfermedad varia dentro de
lasregiones y los paises, probablemente debido a
las diferencias raciales y étnicas, en los recursos
para los programas de salud y en el estilo de
vida, ademads de la accesibilidad de las mujeres
a dichos programas @.

En Venezuela, segtin el Ministerio del Poder
Popular para la Salud (MPPS), para el afio 2008
el cancer de mama fue la primera causa de muerte
porcanceren lapoblacién femenina,reportandose
1 510 muertes anuales, sobrepasando al ciancer
de cuello uterino .

Actualmente se conocen varios factores
de riesgo del cancer de mama, sin embargo,
en la mayoria de las mujeres que sufren esta
enfermedad no es posible identificar factores
de riesgo especificos . El ambiente, los genes
y el estilo de vida se conjugan para incrementar
o disminuir la probabilidad de desarrollar este
cancer. Distintos eventos tempranos o tardios en
la vida de la paciente pueden influenciar sobre el
riesgo de padecer cancer de mama, sin embargo,
es complicado explicar por qué algunas mujeres
desarrollan la enfermedad y otras no ©.

Los factores reproductivos que incrementan
el riesgo de desarrollar cidncer de mama se
pueden dividir en aquellos que involucran la
exposicion prolongada a estrégenos endégenos
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y los que involucran la exposicién prolongada a
estrogenos exdgenos. Dentro del primer grupo
encontramos menarquia precoz, menopausia
tardia, nuliparidad y primer parto posterior a los
40 afios. En el segundo grupo encontramos el
uso de anticonceptivos orales y de tratamientos
de sustitucién hormonal. Dentro de los factores
fisicos se encuentran el sobrepeso u obesidad
en la menopausia, el sedentarismo y habitos
tabaquicos y alcohdlicos “-.

Por otra parte, existen factores genéticos
y biolégicos que también pueden afectar el
desarrollo de estaenfermedad. Los antecedentes
familiares de cancer de mama y la condicion
genética del paciente multiplican el riesgo de
desarrollarlo. Algunas mutaciones, sobre todo
en los genes BRCAI, BRCA2 y p53 se asocian
a un riesgo elevado de ese tipo de cancer. Sin
embargo, esas mutaciones son raras y explican
solo entre un 5 % - 10 % de la carga total de
cancer mamario. Por otro lado, la presencia o
ausenciade laexpresion del receptor estrogénico
(ER) en tumores de mama es fundamental para
el tratamiento y la sobrevida del paciente ¢,

Desde hace unos 20 afios, con la creacion
y aplicacién de métodos moleculares, se ha
encontrado evidencia sobre la participacién
de agentes infecciosos en el desarrollo de
distintos tipos de cdncer y se ha estimado que
aproximadamente el 25 % de los canceres tienen
un origen infeccioso, principalmente de virus
y bacterias . Recientemente se comenzd a
estudiar el papel del virus de papiloma humano
(VPH) en el desarrollo del cdncer de mama y se
ha propuesto como un posible factor de riesgo,
sin embargo, son pocos los estudios que se han
realizado al respecto y la evidencia es débil. En
este sentido, son importantes los trabajos que
incluyan métodos de deteccién viral con una
alta sensibilidad.

A pesar de su potencial oncogénico, la
infeccién por VPH es un fenémeno transitorio que
puede revertirse espontdneamente o permanecer
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en estado latente en el 80 % de casos detectados,
por lo que se le considera como una causa
necesaria pero insuficiente para el desarrollo
de malignidad. Asi, en una pequeiia proporcion
de los casos, las infecciones asociadas con
VPH de alto riesgo pueden persistir en lesiones
tipicas con una alta carga viral durante afios, y
una fraccién de estas lesiones puede progresar
eventualmente a tumores invasivos. Aunque
existen varios cofactores asociados para que
ocurra este proceso, el tipo de VPH implicado y
laincapacidad del sistema inmune para eliminar
la infeccidn son los factores més importantes en
determinar la prevalencia y/o evolucién de las
manifestaciones clinicas asociadas al VPH &9,

Este virus es una causa importante en la
morbi-mortalidad por cancer. Los genotipos de
alto riesgo oncogénico 16 y 18 causan el 70 %
de todos los canceres cervicales invasivos ‘9.
Aunque la relacion entre el VPH y los diversos
canceres epiteliales es desconocida, este virus
contribuye con el desarrollo de cancerde cavidad
oral,orofaringeo,peneano,anal, vulvary vaginal
(ll)‘

Los reportes acerca de la distribucién de la
infeccién por VPH en cancer de mama no solo
son limitados, sino también muy controversiales.
Varios autores no han encontrado ninguna
relacién entre la presencia de secuencias
gendmicas del VPH y el desarrollo de cancer
de mama “>9 Pero por otro lado, ha sido
reportada una frecuencia moderada de infeccién
por VPH en pacientes de cancer de mama, que
oscila entre un 20 %- 48 %, mientras que otros
autores reportan una frecuencia elevada entre
60 %- 85 %o (1529,

Estas evidencias permiten establecer una
posible relaciéon entre el cdncer de mama y
la infeccién por VPH, a partir de la cual se
pudiera considerar a la infeccién viral como
un posible factor de riesgo en el desarrollo de
una enfermedad que actualmente causa tantas
muertes a nivel mundial entre la poblacién

femenina. Es por ello que en este trabajo nos
planteamos evaluar la presencia del VPH como
agente infeccioso potencialmente oncogénico,
en el desarrollo de cdncer de mama.

METODO

Se evaluaron biopsias frescas de cancer de
mama, de pacientes de la Unidad de Patologia
Mamaria del Servicio de Ginecologia, del
Hospital Universitario de Caracas,quienes fueron
intervenidas quirdrgicamente entre febrero de
2011 y marzo de 2012. La muestra total para
el estudio fue de 15 pacientes con diagndstico
de carcinoma ductal infiltrante (CDI) en los
distintos estadios, segun la clasificaciéon TNM.
Elpromedio de edad de las pacientes fuede 55,27
anos (Rango: 37 - 84). Los estadios de cancer se
distribuyeron de la siguiente forma: 2 EO, 2 EI,
8 Ell y 3 EIll. A cada paciente se le realiz6 una
encuesta para recolectar datos clinicos y socio-
culturales,y seles hizo firmar un consentimiento
informado. Este protocolo fue aprobado por el
Comité de Bioética del Hospital Universitario
de Caracas.

Criterios de seleccion

Inclusién

- Pacientes atendidas en la Unidad de Patologia
Mamaria del Hospital Universitario de
Caracas, con diagnéstico de CDI en estadios
O, I, Iy IV.

Exclusion

- Pacientes con diagndstico de enfermedad
autoinmune u otro tipo de cancer no
relacionado con el tumor primario, objetivo
de este estudio.

- Mujeres embarazadas.

- Haber recibido quimioterapia o radioterapia
0 inmunosupresores.

- Negacidn a participar en el estudio.
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EXTRACCION Y EVALUACION DE LA
CALIDAD DEL MATERIAL GENETICO

Para realizar la extraccion de DNA a partir
de las biopsias mamarias se utiliz6 el estuche
de extraccion QIAMP DNA mini kit (250)
(QIAGEN. Hilden, Alemania®), siguiendo las
indicaciones de lacasacomercial. Laevaluacion
de la calidad del DNA se llevé a cabo con el
protocolo BIOMED-2 @9 el cual consta de
5 pares de iniciadores de genes control, que
amplifican productos de 100, 200, 300, 400 y
600 pb (Cuadro 1).

En el Cuadro 1 se muestran las secuencias
para los iniciadores de cada uno de los genes
seleccionados. Lamezcladereaccién se prepard
utilizando 0,4 uLL de DNTP’s (100 mM), 5 uLL
de cada iniciador (100 pM), 6,5 uL. de Buffer
10X, 5 uL. de MgCl, (50 mM), 0,5 uL de Taq
Pol y 27,6 uL. de H,0 libre de nucleasas, para
un volumen final de 50 L. Las condiciones de
amplificacion fueron 7 min a 95 °C, 35 ciclos de
30sa45°C,40sa60°Cy40sa’70°Cyuna
amplificacién final de 15 s a 70 °C.

DETECCION DE VPH
La deteccién y genotipificaciéon de las

secuencias de VPH, a partir de las biopsias de
mama, se realizé utilizando el estuche INNO-
LIPA HPV Genotyping Extra (Innogenetics,
Bélgica®), siguiendo las recomendaciones de la
casa comercial. Para la amplificacién por PCR
seutilizé el estuche de amplificacion (INNO-Lipa
HPV Genotyping Extra Amp, Innogenetics®)
con iniciadores SPF10 biotinilados de amplio
espectro.

ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar diferencias entre los grupos
se realizé un estadistico exacto de Fisher. Un
valorde P<0,05 fue considerado estadisticamente
significativo.

RESULTADOS

De las 15 pacientes seleccionadas con cancer
de mama, todas mostraron integridad en el DNA
delamuestra,evaluado mediante laamplificacion
de los genes control (Dato no mostrado). El
promedio de la edad de la menarquia fue de 12 .4
anos (Rango 9-16), el 46,67 % de las pacientes
tenia antecedentes de cancer en su familia, el
53,33 % y el 60 % afirmaron el uso de tabaco
y alcohol, respectivamente, y el 53,33 % de las

Cuadro 1. Secuencias de iniciadores para la estandarizacién del protocolo de calidad de DNA, BIOMED-2.

GEN FOWARD

TAMANO
(pb)

REVERSE

AF4/ex6n 3a
AF4/ex6n 11a
PLZF/ex6n 1b
RAG1/exén 2¢

5"GGAGCAGCATTCCATCCAGC3”
5'CCGCAGCAAGCAACGAACC3”
5"TGCGATGTGGTCATCATGGTG3” 5 CGTGTCATTGTCGTCTGAGGC3” 300
5" TGTTGACTCGATCCACCCCA3”
TBXAS1/ex6n 9d 5" GCCCGACATTCTGCAAGTCC3”

5"CATCCATGGGCCGGACATAA3” 600
5'GCTTTCCTCTGGCGGCTCC3” 400

5"TGAGCTGCAAGTTTGGCTGAA3” 200
5'"GGTGTTGCCGGGAAGGGTT3” 100

a: gen AF4 humano (AF4, ex6n 3, nimero de entrada en el GenBank: Z83679, ex6n 11, nimero de entrada en
el GenBank: Z83687); b: gen de la leucemia promielocitica humana (PLZF, ex6n 1, nimero de entrada en el
GenBank: AF060568); c: gen de activacién de la recombinacién humana (RAG1, ex6n 2, nimero de entrada
en el GenBank: M29474); d: gen de la tromboxina sintetasa humana (TBXAS1, exén 9, nimero de entrada en

el GeneBank: D34621).
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pacientes utilizé anticonceptivos orales.
Luegoderealizarladeteccidony genotipificacion
mediante el usodel INNOLIPA Genotyping Extra,
5delas 15 muestras de cdncerde mama (33,33 %)
fueron positivas parala presenciade VPH. Las 5
muestras presentaron infecciones tnicas con los
genotipos de altoriesgo oncogénico33y 51 enun
40 %, cada uno, seguidos por el 18 en un 20 %.
En el Cuadro 2 se presenta la frecuencia
de VPH de acuerdo a varias caracteristicas
clinico-patolédgicas. De todas las caracteristicas
estudiadas, la edad fue la Unica que presentd
asociacion estadisticamente significativa (P =
0,014) conlainfeccion de VPH. Sin embargo, el
numerode partos y el tamafio del tumor estuvieron
muy cerca del valor predictivo (P = 0,086; P =
0,070, respectivamente). Enel casodeedaddela
menarquia,nimero de parejas y usode tabaco,no
hubo asociacién estadisticamente significativa,
reportando valores intermediosde P(P=0,112; P
=0,178;P=0,163,respectivamente),al igual que
para el uso de alcohol, el uso de anticonceptivos
orales y los antecedentes familiares de céancer,
variables que presentaron valores mayores (P =
0,252; P=0,392; P = 0,326, respectivamente).
Finalmente, aunque la infecciéon por VPH fue
detectada con mayor frecuenciaen pacientes con
ganglios linfaticos positivos paraenfermedad, no
fue estadisticamente significativo (P = 0,252).

DISCUSION

El papel etiolégico del VPH en algunos
tipos de céancer extra-genitales es un tema muy
controversial, particularmente, en el caso del
cancer de mama donde existen dos grupos que
aportan datos, tanto a favor como en contra de
un posible rol de la infeccién viral como factor
de riesgo oncogénico en el desarrollo de la
enfermedad.

Dentro del grupo de investigadores que
afirman la presencia del genoma de VPH en
muestras de cdncer de mama, reportan una

frecuencia entre un 20 %- 85 % ©%. En este
trabajo encontramos una frecuencia intermedia
de infeccidn viral de 33,33 % para las muestras
de cancer de mama de pacientes del Hospital
Universitario de Caracas, estableciendo un
primer punto de comparacion dentro de la
poblacién venezolana. Todos los genotipos
reportados son de alto riesgo oncogénico, siendo
los mas frecuentes el 33 y 51, con un 40 % cada
uno, y el tipo 18 con 20 %; dichos genotipos
estdn asociados con el cdncer de cuello uterino.

Aunque los trabajos realizados en Italia,
Noruega,Brasil,Estados Unidos,Japon,México
y Chile reporta al VPH-16 como el genotipo mas
frecuentemente asociado con lesiones de cancer
de mama 141516182122, estudios realizados en
China, Siria y Australia reportan a los genotipos
33y 18 como los més frecuentes encontrados en
tejido de pacientes con dicha patologia (17:19:2023)
En base a estos reportes, se puede sugerir que la
distribuciénde lainfeccion por VPH en pacientes
con cancer de mama presenta un patrén similar al
observado en cuello uterino, el cual depende de
factores como las diferencias geograficas,étnicas
yraciales, segtin lo reportado por Correntiy col.,
{1 quienes realizaron un estudio retrospectivo y
reportaron que el patrén de infeccién por VPH en
los casos de cancer de cuello uterino en mujeres
venezolanas presentaba ciertas variaciones con
respecto alos patrones reportados en otros paises.

Sinembargo,lapresenciade secuencias virales
en las biopsias de cancer de mama no es una
condicién suficiente paraestablecer unarelacion
causal en el desarrollo de la malignidad. En
lesiones malignas de cuello uterino, laintegracién
del DNA de VPH de altoriesgo en el genoma del
hospedero es un paso importante, porque permite
lainterrupciéndel gen E2,unregulador negativo
delos genes oncogénicos E6/E7, resultandoenla
desregulacion de latranscripcion de dichos genes
@Y Deigual forma,estudios epidemiolégicos han
demostrado una asociacion entre la carga viral
y la progresiéon de neoplasias intra-epiteliales
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Cuadro 2. Frecuencia de casos positivos para VPH, segtin caracteristicas clinico-patolégicas.

Casos Vph Vph Valor Pa
Totales Negativo Positivo
N N (%) N (%)
Numero
de casos 15 10 (66,67) 5(33,33)
Edad <40 3 2 (66,67) 1(33,33) 0,014
41 - 50 5 4 (80) 1 (20)
51-60 3 1(33,33) 2 (66,67)
61> 4 3(75) 1(25)
Edad de la
menarquia 9-12 10 7 (70) 3 (30) 0,112
13-16 5 3 (60) 2 (40)
Numero
de partos 0 1 1 (100) 0 0,086
1-3 8 4 (50) 4 (50)
4-6 5 4 (80) 1 (20)
>7 1 1 (100) 0
Numero
de parejas 0 1 1 (100) 0 0,178
1 5 4 (80) 1 (20)
2 6 3 (50) 3 (50)
3 3 2 (66,67) 1(33,33)
Anticonceptivos
orales Si 8 5(62,5) 3 (37,5 0,392
No 7 5(71,43) 2 (28,57)
Tamafo del
tumor Tis 2 2 (100) 0 0,070
Tl 2 1 (50) 1 (50)
T2 7 4 (57,14) 3 (42,86)
T3 2 1 (50) 1 (50)
T4 2 2 (100) 0
Ganglios
linfaticos Positivo 8 4 (50) 4 (50) 0,252
Negativo 7 6 (85,71) 1(14,29)
Antecedentes
de cancer Si 8 6 (75) 2 (25) 0,326
No 7 4 (57,14) 3 (42,86)
Tabaco Si 8 4 (50) 4 (50) 0,163
No 7 6 (85,71) 1(14,29)
Alcohol Si 9 5 (55,56) 4 (44 44) 0,252
No 6 5(83,33) 1(16,67)

VPH: Virus de papiloma humano. aValor P calculado con el estadistico exacto de Fisher (P<0,05).
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cervicales (NIC) II y IIT ©@”. Debido a esto, se
realizaran estudios de integracion del genomade
VPH y de cuantificacién de la carga viral para
obtener nuevos pardmetros de comparacién y
que permitan establecer si existe una relacion
directaentre lainfeccién por VPH y el desarrollo
de cancer de mama. En este sentido, Khan y
col., y Aguayo y col., @' reportan una carga
viral promedio de 54 y 9,2 copias/célula,
respectivamente, siendo valores muy bajos en
comparacion a los reportados en cuello uterino;
sin embargo, es conocido que una sola copia del
genoma de VPH por célula es suficiente para
que ocurra la transformacion neopldsica, como
es el caso de las células SiHa, las cuales portan
1 - 2 copias del genoma de VPH 16 por célula.
También hay que tomar en cuenta que se trata
de patologias diferentes en las que puede variar
la infeccién del virus.

Como ya se menciond, la prevalencia
reportada de la infeccién por VPH en muestras
de cancer de mama muestra una gran variacion
a nivel mundial. Ademads de las caracteristicas
geogréficas, étnicas y la carga genética, esta
variabilidad puede deberse al nlimero de muestras
evaluadas, a las diferencias metodoldgicas,
especialmente en cuanto a la sensibilidad y a la
carga viral presente @". Por ello recomendamos
incrementar el tamafio de la poblacién estudiada,
estandarizar métodos adecuados paraladeteccion
viral en este tipo de muestras y considerar nuevas
variables, como la carga viral, la integracién
genética y la condicién inmunolégica de la
paciente.

El genoma de VPH fue encontrado en un
33,33 % de las muestras de cancer de mama de
pacientes venezolanas, reportando infecciones
unicas con los genotipos de alto riesgo 33,51 y
18. Estafrecuencia se encuentra dentro del rango
reportado a nivel mundial por otros autores. Sin
embargo, son requeridos estudios adicionales
para elucidar el papel del VPH en el desarrollo
del cdncer de mama.
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