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Este trabajo se realizd en el Laboratorio de Genética Molecular, Unidad de
Investigacion Médica del Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI,

IMSS, bajo la asesoria del Dr. Diego Julio Arenas Aranda.

El presente trabajo forma parte del trabajo de investigacion:

“‘Estudio de mutagénesis insercional de los genes env y gag del retrovirus
HMTV/MMTV en cancer de mama de mujeres mexicanas”, el cual fue aprobado
por la Comision Nacional de Investigacidon Cientifica con numero de registro 2008-
785-067 (Anexo I).



Agradecimientos

A mis Padres Rosendo Cano Estrada y Ma. Elena Suarez Paz, muchas gracias
por todo el apoyo incondicional, el sacrificio y esfuerzo que me brindaron, pues a
pesar de los errores nunca dejaron de creer en mi, este logro también es de

ustedes.

A mi Hermana Brenda Cano Suarez por ser un apoyo en los momentos dificiles y

alegres de mi vida.

A mi sobrino Fernando Armando Cano Suarez por que desde tu llegada le diste
luz y alegria a la casa, con una sonrisa nos haces olvidar todos los problemas y

nos das la fuerza necesaria para salir adelante.

A mi Abuelita Maria Estrada Ortega por ensefiarme a luchar en esta vida,
demostrarme que las cosas no son faciles pero tampoco imposibles, gracias por

todos los cuidados ademas del carifio y comprension que siempre me has dado.

Al Dr. Diego Julio Arenas Aranda por compartir sus conocimientos y darme la
oportunidad de aprender, ademas de brindarme todo su apoyo y ensefiarme dia

con dia que hay que trabajar con dedicacion y entrega.

Al Dr. Normand Garcia Hernandez gracias por su apoyo en la realizacién de esta
tesis, por sus consejos y revisiones, pero sobre todo por el apoyo brindado dentro

y fuera del laboratorio.

A mis sinodales por el tiempo dedicado a la revisién de esta tesis, por su paciencia

y sugerencias, pero sobre todo por sus sabios consejos, muchas gracias:

Dra. Marta Elena Hernandez Caballero
M. en C. Maria de JesuUs Laura Castafeda Partida
M. en C. Maria Eugenia Heres Pulido

Dr. Ramon Victor Moreno Torres



A Sionela ltzel Munoz Arellano, muchas gracias por todo el apoyo brindado en

este tiempo, eres una gran persona y siempre estaras en mi mente.

A David “munrra”, David “gasparin”, Héctor “pollo”, Enrique, Yosimar, Arturo,
Ricardo, muchas gracias por estar con migo en las buenas y en las malas, pero

sobre todo por su amistad.

A mis companeros de la FES: Ignacio, Fernando, Rubén Anibal, Isabel, Daniela,
Francisco “paco”, Tomas, Carlos Huicochea, Carlos “chachacharly”, Emilio,
Mireya, Sergio, Rodrigo, Erick, Carmen, Abraham “couch”, Martha, Mayra, José
Luis, Aardn, Carlos “chimbombo”; gracias por todos esos momentos que
compartimos, ya que ustedes fueron parte fundamental para mi desarrollo

profesional y social.

A mis companieros de laboratorio de Genética Humana por todos esos momentos
de alegria dentro y fuera del laboratorio: Ruben “ruso”, Ruben “gallo”, Luz,
Socrates, David, Susana, Araceli, Erick, Felipe, Reyna, Israel, Abraham, Jose
“pepin”, Nitzia.

Al COMECyT por el apoyo brindado para la terminacion de este proyecto, en
Diciembre del 2009.

A todos aquellos que directa e indirectamente me apoyaron muchas gracias.

Algun dia en cualquier parte, en cualquier lugar indefectiblemente te
encontrards a ti mismo, y ésa, sélo ésa, puede ser la mds feliz o la mds
amarga de tus horas.

Pablo Neruda



indice

Lista de abreviaturas

indice de figuras

indice de tablas

Resumen

1 Introduccion

1.1 Cancer de mama en México
1.2 Anatomia de la mama

1.3 Tipos de cancer de mama

1.4 Estadios del cancer de mama

1.5 Factores de riesgo de cancer de mama
1.5.1 Edad:
1.5.2 Menarquia:
1.5.3 Paridad

1.54 Lactancia
1.5.5 Estrégenos
1.5.6 Terapia Hormonal de Reemplazo (THR) en la menopausia
1.5.7 Dieta
1.5.8 Factores genéticos
1.6 Virus
1.6.1 Clasificacion de los virus

1.6.2 Replicacion

1.6.3 Adsorcion

1.6.4 Penetracion
Decapsidacion

Sintesis macromolecular

1.
1.
1. Maduracién y liberaciéon

[©)Ne)Ne]
~N O O

1.7 Virus y cancer

1.8 Retrovirus

10
10
10
10
10
11
11
11

13
14
16
17
17
17
18
19

20

20



1.9 Virus de Tumor Mamario Murino (MMTYV)
2 Antecedentes

3 Justificacion

o

Objetivos

(&)

Material y Métodos

5.1 Obtencién de las muestras de adenocarcinomas

5.2 Extraccion del ADN

5.3 Cuantificacién espectrofotométrica del ADN e integridad del ADN
5.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para el gen ENV
6 Resultados

6.1. Obtencion de muestras

6.2 Extraccion y cuantificaciéon de ADN

6.3 Localizacion de los oligonucleétidos para el gen ENV del MMTV
6.4 Integridad del ADN

6.5 Control Interno

6.6 Identificacién del gen EVN

7 Discusion

8 Conclusiones

9 Anexo |

10 Anexo |l

11 Bibliografia

23

27

29

30

31

31

31

32

33

36

36

38

39

40

42

43

48

52

53

54

56



Qeteccion del gen ENY del virus de tumor mamerio murino (ST en mugeres mevicanas

Lista de abreviaturas

AJC
ARN
ARNmM
ADN

bp
BRCA 1
BRCA 2
EBV
ENV
FeLV
GaLV
HER-2/neu

HERV
HMTV
HTLV
HTLV-1
IMSS
kDa
LTR
MMTV
OMS
PCR
p53
Rb
SRV-1
THR
VPH

American Joint Commite

Acido ribonucleico

ARN mensajero

Acido desoxirribonucleico

Pares de bases

Gen cancer de mama 1

Gen cancer de mama 2

Epstein-Barr virus

Gen de la envoltura

Virus de la leucemia felina

Virus de la leucemia en los gibones

Gen del factor de crecimiento epidermal
humano tipo 2

Retrovirus Endégeno Humano

Human mammary tumor virus

Virus linfotréfico de células T humanas
Virus linfotrépico de las células T tipo 1
Instituto Mexicano del Seguro Social
Kilodalton

Repeticiones terminales largas

Virus del tumor mamario de raton
Organizacion Mundial de la Salud
Reaccidon en cadena de la polimerasa
Gen p53

Gen de Retinoblastoma

Retrovirus de simio tipo 1

Terapia Hormonal de Reemplazo

Virus del papiloma humano


javascript:openPopWin('dictionary.cfm?lookup_id=gen&lang=spanish',%20650,%20250,%20'menubar,scrollbars,resizable,status')
http://www.asco.org/ASCOv2/Meetings/Abstracts?&vmview=abst_detail_view&confID=23&abstractID=101838

Qeteccion del gen ENY del virus de tumor mamerio murino (ST en mugeres mevicanas

indice de figuras

Figura 1.- Porcentaje de defunciones en mujeres debidas a tumores

malignos 1998-2008. 5
Figura 2.- Anatomia de la glandula mamaria 6
Figura 3.- Ciclo reproductivo de los virus 19
Figura 4.- Genes de los retrovirus. 21

Figura 5.- Ciclo de vida retroviral 22
Figura 6.- Ciclo del virus de tumor mamario de ratén 25
Figuras 7, 8, 9, 10 y 11.- Integridad del ADN extraido. 41

Figuras 12, 13 y 14.- Amplificacion del exén 28 del gen Von Wildebrand
como control interno. 42y 43

Figura 15, 16, 17 y 18.- Amplificacién del fragmento de 660pb del gen

ENV del MMTV. 43y 44
Figura 19, 20, 21, 22 y 23.- Amplificacion del fragmento de 250pb del gen
ENV del MMTV. 45y 46

indice de tablas

Tabla1.- Clasificacion de los virus. 16
Tabla 2.- Porcentaje de aparicion del MMTV en neoplasias mamarias en
diferentes paises 26

Tabla 3.- Muestras obtenidas de tumores mamarios y de tejido adyacente,

se muestra la edad del paciente y el diagnostico mismo. 36
Tabla 4.- Cuantificacion de DNA. 38
Tabla 5.- Relacion de las muestras obtenidas 47



eteccion del gen NN del virus de tumor mameario murino (CMCU TN en mugeres mevicanas

Resumen

El cancer de mama se presenta como la primera causa de defunciéon en las
mujeres mexicanas mayores de 30 afos. Se han estudiado las posibles causas de
su origen y alteracién a nivel molecular, sin establecer claramente lo que produce
dicha neoplasia. Sin embargo, se ha reportado que 15 al 20 % de los tumores
malignos que afectan al ser humano tienen un origen viral. El Virus de Tumor
Mamario Murino (MMTYV) causa adenocarcinomas en el epitelio mamario después
de un periodo de latencia en ratones y éste se puede transmitir de forma exdgena
y enddgena.

Por lo que el objetivo de este trabajo fue detectar el gen ENV del MMTV en
neoplasias mamarias de una muestra de mujeres mexicanas. Para alcanzar dicho
objetivo se obtuvo el ADN a 40 muestras tanto tumorales como de tejido mamario
no neoplasico de diferentes hospitales; se amplifico mediante PCR el gen ENV y el
producto fue visualizado mediante electroforesis en geles de agarosa
encontrando que 21 muestras de las 40 fueron positivas para MMTV vy de éstas,
sb6lo dos fueron positivas tanto para tejido neoplasico como para su tejido
adyacente. Lo que nos sugiere que las secuencias retrovirales semejantes al
MMTYV existen en baja proporcién en el genoma humano sano.

De acuerdo con los resultados de este trabajo es probable que el virus tenga algun

papel en el desarrollo de la neoplasia.
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1 Introduccidén

El cancer engloba una variedad de padecimientos y ha sido objeto de estudios
abordados desde distintas perspectivas, entre las que sobresalen la
caracterizacion de las formas que adopta, el tipo de individuos que afecta, el
comportamiento de sus células, los factores que lo originan y las modalidades mas
efectivas para su prevencion y tratamiento (Cortinas, 2003).

Las células cancerosas se pueden multiplicar con algunos factores estimuladores
de crecimiento, necesarios para la proliferacion de las células normales y son
resistentes a sefiales que normalmente inducen la muerte celular programada
(apoptosis). Estas células frecuentemente invaden tejidos circundantes,
atravesando la lamina basal que define los limites de los tejidos y diseminandose
en todo el organismo para establecer areas secundarias de crecimiento, un
proceso denominado metastasis. Es por eso que las formas mutantes de los
genes implicados en la regulacion del ciclo celular son candidatos obvios de genes
que dan lugar al cancer. El ciclo celular esta regulado por moléculas denominadas
ciclinas y cinasas. La actuacion de éstas y de los genes que ellas mismas
controlan son importantes para la regulacion de la division celular, y se esta
investigando la relacién entre estos genes y el proceso de formacién de tumores
(Lodish et al; 2005).

1.1 Cancer de mama en México

México cuenta con una poblacién un poco mayor de 105 millones de habitantes,
siendo el cancer de mama, hoy en dia, uno de los desafios mas importantes para

el sector salud en nuestro pais.

Las tasas de mortalidad por cancer de mama en México muestran un aumento
notorio en las ultimas cinco décadas. Entre 1955 y 1960, a partir de la disposicion
de los primeros datos confiables, la tasa era alrededor de dos a cuatro muertes

por 100,000 mujeres. Luego se elevd de manera sostenida en las mujeres adultas
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de todas las edades hasta alcanzar una cifra cercana a 9 por 100,000 mujeres
para la mitad de la década de 1990.

Para el afio 2005, el cancer de mama se habia convertido en la segunda causa de
muerte mas comun en México entre las mujeres de entre 30 a 54 afnos y la tercera
mas frecuente entre el grupo de 30 a 59 afos (después de la diabetes y las
cardiopatias).

Tan solé en el 2006 murieron 4,451 mujeres mexicanas, lo cual implica un
fallecimiento cada 2 horas. La tasa de mortalidad por cancer mamario se
incrementd 2.5 veces de 1992 al 2005, de tal forma que a partir del 2005 la tasa
de mortalidad de cancer de mama es superior a la de cancer cérvicouterino
(Lozano et al; 2008).

Por lo anterior, la tasa de mortalidad por cancer mamario en México ha registrado
un aumento importante de 1950 a 2005, pasando de una tasa de 2 por 100,000
mujeres a 9 por 100,000 mujeres y aumentando 2.5 veces de 1992 a 2005, por el
contrario, la mortalidad por cancer cérvico uterino ha ido descendiendo a partir de
1990, de tal forma que desde el 2005 la tasa de mortalidad de cancer de mama es
superior a la del cancer cérvicouterino (Knaul et al; 2008), como se muestra en la
Figura 1. En algunos estados como Jalisco la tasa de mortalidad es de 15.82% por
100,000 mujeres (Aceves, 2003). En el 2006 las mujeres mexicanas de entre 30
y 65 afnos presentaron un riesgo mayor de morir por cancer mamario que por
cancer cérvico uterino, mientras que en 1980 el riesgo de morir por cancer ceérvio
uterino era dos veces mayor que por cancer mamario (Knaul et al; 2008).

En América Latina y el Caribe, aproximadamente 35 mil mujeres fallecen de
cancer de mama al afo (Knaul et al; 2008).

Esta tendencia parece mantenerse en la mayoria de los estados, lo que permite
estimar que en muy poco tiempo sera ya la primera causa de muerte por cancer

en todo el pais (Aceves, 2003).
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Nota: El porcentaje esta en relacion con el total de defunciones por tumores registradas en cada afo, en general y por sexo.
Fuente: INEGI. Estadisticas Vitales, 1998-2008. Bases de datos.

Figura 1.- Porcentaje de defunciones en mujeres debidas a tumores malignos 1998-2008. Los
datos de defunciones ajustados por 100,000 mujeres muestran que a partir del 2005 la tasa de

mortalidad del cdncer de mama es superior a la del cancer cervicouterino (INEGI 2008).

1.2 Anatomia de la mama

La mama que contiene a la glandula mamaria (tejido secretor) se extiende
verticalmente desde la segunda a la sexta costilla inclusive y horizontalmente
desde el lado del esterndn a la linea axilar media. Cada glandula mamaria esta
constituida por un parénquima, conformado por el componente epitelial glandular y
el estroma formado por el tejido conjuntivo, que le da armazén de sostén. El
elemento glandular que se desarrolla en un solo conducto lactifero (conducto
galactoforo) se denomina Iébulo, y esta subdividido en lobulillos que corresponden
a las ramificaciones del sistema de conductos. Los conductos lactiferos varian
entre 16 y 24. Los conductos mamarios reciben nombres diferentes en sus
distintas partes, reconociéndose asi, desde el pezdén y en sentido distal para cada

I6bulo, el conducto colector, el seno galactéforo, el conducto galactéforo, los

5
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ductos mayores y las unidades terminales ductales, que constituyen los lobulillos
mamarios (Ordi J, 2003).

El tejido conjuntivo de sostén de la mama no forma una verdadera capsula y se
continua con el tejido subcutaneo adyacente. El tejido conjuntivo ademas contiene
acumulos de tejido adiposo relativamente grandes, excepto bajo el pezdn y la
areola (Arraztoa, 2004).

Los engrosamientos fibrosos del tejido conjuntivo se interdigitan entre el tejido
parenquimoso de la mama, se extienden desde la capa profunda de la
aponeurosis superficial (hipodermis) y se fijan a la dermis de la piel. Estas
estructuras suspensorias, que se denominan ligamentos de Cooper, se insertan en
forma perpendicular con respecto a las delicadas capas de la aponeurosis
superficial de la dermis y por ende permiten una notable movilidad de la mama a la

vez que proporcionan sostén (Ver Figura 2) (Kirby, 2000).

Figura 2.- Anatomia de la glandula mamaria (Avilés, 2010).

En la vida postnatal de los varones normalmente existe poco desarrollo adicional y
la glandula sigue siendo rudimentaria. En la mujer en cambio, las mamas
experimentan un desarrollo posterior importante que se correlaciona con la edad

esta regulado por hormonas que influyen en la funcion reproductora. Alrededor de
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los 20 afos de edad las mamas han alcanzado un desarrollo maximo y hacia los

40 comienzan los cambios atroficos (Arraztoa, 2004).

1.3  Tipos de cancer de mama

El cancer de mama se presenta con mayor frecuencia en células de la estirpe
epitelial (de tipo ductal en un 70-85% y en el lobulillar en un 5-15% de los casos),
aunque cualquiera de los tejidos que componen la mama puede albergar una
neoplasia (Ruiz, 1993). Cuando los canceres de mama son de tipo epitelial se
denominan mas propiamente carcinomas; al proceder de una glandula se
denominan adenocarcinomas. Siguiendo la clasificacion histolégica de la OMS,
para los tumores mamarios malignos, podemos dividir a los tumores epiteliales

segun la clasificacion siguiente:

Carcinoma ductal in situ: Se origina en las células de las paredes de los conductos
mamarios. Es un cancer muy localizado, que no se ha extendido a otras zonas no
ha producido metastasis. Este tipo de tumor se puede detectar a través de una

mamografia.

Carcinoma ductal infiltrate (o invasivo): Se inicia en el conducto mamario pero
logra atravesarlo, pasa al tejido adiposo de la mama luego puede extenderse a
otras partes del organismo. Es el mas frecuente de los carcinomas de mama, se

da en un 80% de los casos.

Carcinoma lobular in situ: Se produce en las glandulas mamarias (o l6bulos) y
aunque no es un verdadero cancer, aumenta el riego de que la mujer puede
desarrollar un tumor en el futuro. Suele presentarse antes de la menopausia, pero
una vez detectado es importante que la mujer se realice una mamografia de

control anual, para poder vigilar un posible desarrollo de cancer.

Carcinoma lobular infiltrante (o invasivo): Comienza en las glandulas mamarias

pero se puede diseminar y destruir otros tejidos del cuerpo. Del 10 — 15% de los
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tumores de mama son de este tipo. Este carcinoma es mas dificil de detectar a

través de una mamografia.

Carcinoma inflamatorio: Es un cancer poco comun, tan solo representa un 1% del
total de los tumores cancerosos de mama. Es agresivo y de rapido crecimiento.
Hace enrojecer la piel del seno y aumentar su temperatura. La apariencia de la
piel se vuelve gruesa y ahuecada, como la de una naranja y pueden aparecer
arrugas y protuberancias. Estos sintomas se deben al bloqueo que producen las

células cancerosas sobre los vasos linfaticos [NBCO, 2004].

14 Estadios del cancer de mama

Se emplean dos nomenclaturas bien conocidas para la estadificacion de los
pacientes, que si bien tienen algunas diferencias emplean los mismos conceptos.
Estas son AJC (American Joint Commite) y TNM (tumor (T), el grado de
diseminacién a los ganglios linfaticos (N), y la presencia de metastasis (M)).

Ambas con cuatro estados:
Estadio |

En el estadio |, el cancer se ha formado. El tumor mide dos centimetros o menos y

no se disemino fuera de la mama.
Estadio Il, este estadio se divide en lIAy |IB

En el estadio IlA el cancer se encuentra en los ganglios linfaticos axilares ademas

el tumor puede medir mas de dos centimetros pero no mas de cinco centimetros.

En el estadio IIB el tumor tiene alguna de las siguientes caracteristicas: Mide mas
de dos centimetros, pero no mas de cinco centimetros y se disemin6 hasta los
ganglios linfaticos axilares o mide mas de cinco centimetros, pero no se disemind

hasta los ganglios linfaticos axilares.
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El estadio Il se divide en IlIA, IlIB y llIC

En el estadio IlIA el cancer se encuentra en los ganglios linfaticos axilares que
estan unidos entre si 0 a otras estructuras; el cancer se puede encontrar en los
ganglios linfaticos cercanos al esternén; el tumor puede medir mas de cinco

centimetros.

En el estadio IlIB, el tumor puede tener cualquier tamafo y el cancer se diseminé
hasta la pared del pecho o a la piel de la mama y se puede haber diseminado
hasta los ganglios linfaticos axilares que estan unidos entre si o a otras
estructuras; por otro lado el cancer se puede haber expandido hasta los ganglios

linfaticos cercanos al esternon.

En el estadio IlIIC, el tumor puede tener cualquier tamafio y se puede haber
diseminado hasta la pared del pecho o a la piel de la mama. Asimismo, el cancer
se disemin6 hasta los ganglios linfaticos por arriba o debajo de la clavicula; y se
puede haber esparcido hasta los ganglios linfaticos axilares o hasta los ganglios

linfaticos cercanos al esternon.

En el estadio IV, el cancer se disemin6 hasta otros 6rganos del cuerpo, con mayor
frecuencia hasta los huesos, los pulmones, el higado o el cerebro (Arraztoa, 2004;
NCI).

1.5 Factores de riesgo de cancer de mama

Los estudios epidemioldgicos han mostrado la existencia de asociacion entre
diferentes atributos o exposiciones y una mayor frecuencia de la enfermedad. Los
factores de riesgo del cancer de mama que ha evidenciado la epidemiologia son
de diversos tipos incluyéndose componentes genéticos y familiares, endocrinos,
sexualidad, natalidad y dieta entre otros (Pike et al; 1981; Dupont et al; 1985)
éstos deben de ser tomados en cuenta en la valoracion del cancer de mama y a

continuacion se describen algunos de ellos:
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1.5.1 Edad:

La incidencia de cancer de mama aumenta rapidamente con la edad,
especialmente durante los afios reproductivos, y continda su incremento. El riesgo
de tener cancer de mama a los 50 afios se considera aproximadamente de 1 a
400, siendo 10 veces mayor que a los 30 afos de edad cuando el indice es de 1
en 4200.

1.5.2 Menarquia:

Diversos estudios han publicado que por cada dos afios de atraso en el comienzo
de la menarca, influyen sobre el riesgo disminuyéndolo un 10%. Por el contrario el

riesgo es dos veces mayor cuando la menopausia ocurre después de los 55 afnos.

1.5.3 Paridad

En la mujer cuyo primer embarazo ocurre antes de los 18 afos, se aprecia un
efecto protector del embarazo al estar asociado con una reduccion del 50% en el
riesgo de presentar cancer de mama, esto al compararlas con mujeres cuyo

primer embarazo ocurrié después de los 30 afos.

154 Lactancia

Cuando la lactancia es muy prolongada ella tiene un marcado efecto protector
sobre la mama, debido a que ésta es una etapa anovulatoria en la que los niveles
de estrogenos son reducidos y por lo tanto el desarrollo tumoral no es favorecido
(Avilés, 2010).

1.5.5 Estrogenos

La epidemiologia de la enfermedad muestra claramente que los factores

hormonales juegan un papel importante en la carcinogénesis mamaria.
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El estrogeno estimula la mitosis en las células epiteliales de la mama y este efecto
mitogénico puede verse aumentado por la progesterona. La menarquia precoz y
la menopausia tardia aumentan el riesgo relativo debido a un mayor tiempo de
exposicién a altas concentraciones de estrégeno a que estan sometidas las

mamas durante el periodo activo de la mujer.

1.5.6 Terapia Hormonal de Reemplazo (THR) en la menopausia

La THR es una de las terapias mas efectivas para corregir la deficiencia de los
estrogenos y mejorar la sintomatologia producida por la declinacion de la funcion
ovarica que se manifiesta en la menopausia. El riesgo va en aumento de 2% por
ano, cuando se usa el estrégeno solo y de 4% por afio cuando se emplea

estrogeno combinado con progesterona.

157 Dieta

El alcohol parece aumentar el riesgo, probablemente por el aumento de los
niveles de estradiol en la fase periovulatoria. Sin embargo, en cuanto a la ingesta
de grasa no hay estudios concluyentes, en la mayoria de los casos no parece
haber asociacion entre el riesgo de padecer cancer de mama y el consumo de
grasa en adultos. El consumo de tabaco parece aumentar el riesgo relativo e
incluso algunos trabajos describen el aumento de la agresividad del tumor, esto
quizas debido a la cantidad y calidad de los componentes como el benzopireno,

las nitrosaminas y las aminas aromaticas (Zamora et al; 2001).

1.5.8 Factores genéticos

Se estima que 15 a 20% de mujeres con cancer de mama tienen historia familiar
de la enfermedad, con un 5 al 10% de todos los casos de esta neoplasia atribuidos
a susceptibilidad de alelos dominantes, y se han encontrado varios genes

asociados a la enfermedad.
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El cancer de mama, al igual que otros canceres, se desarrolla en un proceso
complejo que involucra diversas etapas, en las cuales una célula normal sufre
cambios genéticos o mutaciones que afectan a conjuntos de genes denominados
como protoncogenes y genes supresores de tumores. Estos genes estan
relacionados con los controles de: proliferaciéon, diferenciacion y posicion, que
ocurren en las diversas células de nuestro organismo. Cuando ocurren mutaciones
en estos genes dichos controles se afectan y las células proliferan sin control
(hiperplasia), se alteran las caracteristicas de diferenciacion (anaplasia) y se
modifica la conducta social de las células permitiendo su invasion a otros tejidos u
organos para desarrollar nuevos eventos proliferativos (metastasis).

Dos genes principales han sido identificados para susceptibilidad a cancer de
mama BRCA1l y BRCA2. Las mutaciones heredadas de estos dos genes,
confieren un mayor riesgo de desarrollar cancer de mama. Tanto el gen BRCAL
como BRCAZ2 estan implicados en el mantenimiento de la estabilidad del genoma,
especificamente la via de recombinacién homdloga para la reparacién de ADN de
doble cadena. Estos genes se consideran genes supresores de tumores ( NCBI ).
Ademas de la alteracién de otra molécula como el gen p53 que esta localizado en
el cromosoma 17p13, este gen codifica para una fosfoproteina nuclear de 53kD,
que en condiciones normales regula la respuesta celular ante un dafio en el ADN.
La proteina p53 regula negativamente la progresion del ciclo celular debido al
efecto inhibitorio que realiza al inducir la produccién de la proteina p21 que incide
sobre diferentes complejos de cdk/ciclina en presencia de un dafo en el ADN,
produciendo una detencién en la transicion G1/S y en la G2/M (Herrera et al;
2004).

El gen del retinoblastoma (Rb): se localiza en el cromosoma 13q14 y codifica una
fosfoproteina nuclear de 105 kDa. El producto del gen supresor de tumores RbD,
ejerce su efecto durante la primera parte de la fase G1 del ciclo celular. En este
periodo o en las células quiescentes, esta proteina es unida al factor de la
transcripcion E2F. Este complejo tiene 2 funciones, en primer lugar, muchos de los

genes cuyos productos son esenciales para la fase S de dicho ciclo dependen de
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la actividad del factor E2F. Por tanto el Rb, mediante el secuestro de este factor de
la transcripcion garantiza que la fase S no pueda ser iniciada. En segundo lugar, el
complejo E2F-RB reprime la transcripcion de otros genes. En el punto de
restriccion de la fase G1 del ciclo celular o cerca del mismo el Rb es fosforilado
por el complejo quinasa/ dependiente de ciclinas y esta fosforilacion causa la
liberacion del factor E2F por el Rb, el cual entonces activa los genes cuyas
funciones son requeridas para la fase S, también reprime otros genes cuya funcién
estaba controlada por el mismo complejo.

Uno de los oncogenes mejor estudiados en los canceres mamarios es el
denominado HER-2/neu. Durante la oncogénesis de los tumores mamarios se
generan cambios genéticos en los cuales el gen HER-2/neu aumenta su numero
de copias en el ADN celular. Este proceso de amplificacion permite que el gen se
active y se exprese produciendo gran cantidad de RNAm y proteina receptora de
membrana. La secuencia usual de la transformacion oncogénica a la malignidad en
ciertos tumores parece iniciarse con la amplificacion de HER-2/neu. Esto genera un
aumento en el numero de copias superior a las dos que existen en las células
normales. Generalmente se suelen detectar 10 6 mas copias de HER-2/neu por
células en los tumores mamarios en que existe amplificacion y sobreexpresion.

Esta sobreexpresion del gen y el aumento de su proteina se detecta en el 25-30%
de los tumores mamarios, y en el 90 a 95% de estos casos esta desregulacion se

debe a la amplificacion del gen HER-2/neu (Arraztoa, 2004; Rios et al; 2001).

1.6 Virus

Otro factor a consideracion son los virus ya que algunos tipos de cancer estan
asociados a eéstos. Los virus son parasitos intracelulares obligados carecen de las
enzimas y organelos celulares necesarios para vivir y, en consecuencia, deben
utilizar los organelos de sus hospederos. Los virus contienen ADN o ARN; utilizan
los sistemas de sintesis de la célula para la duplicacion de la particula

infectante, llamada virion (Jean, 1977; Jensen et al; 1996).
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El virion esta formado por una molécula de acido nucleico rodeada de una capa de
proteinas llamada capside. Estas dos formaciones en conjunto se denominan
nucleocapside, que en los virus llamados envueltos esta rodeada de una proteina
matriz y de una membrana lipidica o envoltura, que suelen adquirir de la membrana
citoplasmatica de la célula infectada (Cobo, 2003).

Algunos virus constan unicamente de nucleocapsides desnudas, en tanto que
otros poseen una envoltura o peplos aparentemente formado por membrana
celular, hablandose entonces de virus "envueltos". Algunas envolturas estan
cubiertas de "espigas", que son proyecciones superficiales de distintas
longitudes, separadas por intervalos regulares. Las espigas obedecen a algun
codigo propio del virus y estan incorporadas en la membrana de la célula

huésped antes de que el virus madure y se libere (Jean, 1977).

1.6.1 Clasificacion de los virus

Los virus se clasifican segun criterios genéticos, fisico-quimicos y biolégicos. Entre
ellos, el tipo y estructura del acido nucleico (ARN o ADN monocatenario o
bicatenario), simetria de la nucleocapside, presencia de una envoltura, o su
ausencia, tamafo y forma del virion y numero de capsémeras en los virus
icosaédricos y diametro en la espiral de los virus helicoidales (Cobo, 2003;
Jean, 1977).

Las familias virales se organizan de acuerdo con la composicion gendémica en
siete grupos arbitrarios que se conocen como la clasificacién de Baltimore
(Ver tabla 1):

e Grupo I: Virus con genoma de tipo ADN de doble cadena (Poxviridae
Herpesviridae, Adenoviridae y Papovaviridae). De éstas, las familias
Adenoviridae y Herpesviridae se replican en el nucleo celular. La familia
Poxviridae se replica en el citoplasma.

e Grupo Il: Virus con genoma de tipo ADN de cadena unica (Parvoviridae). La

replicacion de esta familia viral se realiza en el nucleo. Se sintetiza la
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cadena (-) de ADN que a su vez sirve como molde para la sintesis de
cadenas ARNm y para la sintesis de genomas virales.

e Grupo llI: Virus con genoma de tipo ARN de doble cadena (Reoviridae). El
genoma de los miembros de esta familia viral es segmentado. Cada
segmento se transcribe en forma independiente para producir ARNm
monocistronico.

e Grupo IV: Virus con genoma de tipo ARN de cadena sencilla y sentido
positivo (+) (Caliciviridae, Picornaviridae, Togaviridae, Flaviviridae,
Coronaviridae). En el caso de los Picornaviridae el ARN es policistronico.

e Grupo V: Virus con genoma tipo ARN de cadena sencilla y sentido negativo
(-) (Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae, Bunyaviridae, Rhabdoviridae,
Filoviridae, Arenaviridae). Estos virus requieren de una ARN polimerasa
ARN dependiente. En caso de la familia Orthomyxoviridae se producen
ARNmM monocistrénicos que sirven de molde para la sintesis gendmica. En
los virus de cadena unica se producen también ARN monocistrénicos.

e Grupo VI: Virus con genoma de tipo ARN de cadena sencilla, sentido (+) y
ADN intermediario en su ciclo (Retroviridae). Son los uUnicos virus en los
que el ARN no codifica sino que sirve de molde para la transcripcion
inversa.

e Grupo VII: Virus con genoma tipo ADN con ARN intermediario
(Hepadnaviridae). Como los retrovirus, también hacen retrotranscripcion,
pero a diferencia de ellos se lleva a cabo durante el proceso de maduracion

viral.

Todos los virus, cualquiera que sea su genoma, confluyen por diferentes
mecanismos de transcripcién en la produccion a nivel intracelular con la formacién
de ARNm para la traduccién final a proteinas virales (Vargas, 2002; Raisman,
2007).
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Tabla1.- Clasificacion de los virus. Clasificacion de las particulas virales dependiendo su

tipo de genoma

Tipo de genoma Virus Virus tipo
ADN de doble cadena Poxviridae Viruela
Herpesviridae HSV1y 2, EBV, CMV
Adenoviridae Adenovirus
Papovaviridae HPV

ADN de cadena sencilla

Parvoviridae

Parvovirus B19

ARN de doble cadena

Reoviridae

Rotavirus

ARN de polaridad positiva

Caliciviridae
Picornaviridae
Togaviridae
Flaviviridae
Coronaviridae

Retroviridae

Calicivirus, agente Norwalk
Polio, HAV

Rubéola

YFV, Dengue, HCV
Coronavirus

VIH

ARN de polaridad negativa

Paramyxoviridae

Orthomyxoviridae

Parainfluenza, RSV

Influenza A,By C

Bunyaviridae Hantavirus
Rhabdoviridae Rabia
Filoviridae Ebola
Arenaviridae Junin, Machupo
ADN de doble cadena | Hepadnaviridae Hepatitis B
incompleta
1.6.2 Replicacion

La replicacidn de los virus varia dependiendo de la estructura del virus y del tipo de

material gendmico. En general, las etapas necesarias para la replicacion viral son

las siguientes:
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1.6.3 Adsorciéon

El virus se une a la superficie de la célula. La tasa de adsorcion esta determinada
por las concentraciones de viriones y células; el virus aporta las proteinas de union
(viral atachment units) y por otro lado las células aportan los receptores de
membrana.

En esta adsorcion intervienen unas proteinas situadas en la superficie del virion,
llamadas proteinas de unién del virion, y otras proteinas de la superficie celular,
llamadas proteinas receptoras.

En los virus envueltos, la proteina de adherencia viral es una de las espiculas
insertadas en la superficie externa de la envoltura viral. (Jean, 1977; Cobo,
2003, Passarge, 2004).

164 Penetracion

Una vez adherido, el viridn es transportado a través de la membrana citoplasmatica
de la célula. Esta penetracion puede realizarse por varios mecanismos:

Penetracion directa: la membrana solo permite la entrada del genoma
viral (se produce en algunos virus no envueltos).

Endocitosis o viropexia: es el utilizado sobre todo por los virus no
envueltos. Los viriones adsorbidos quedan rodeados por la membrana
citoplasmatica de la célula huésped, formandose un endosoma.

Fusion: se produce sobre todo en los virus envueltos. En algunos virus
(paramixovirus), la envoltura viral se fusiona directamente con la membrana
citoplasmica celular y la nucleocapside viral se libera hacia el citoplasma; en otros
virus (ortomixovirus, togavirus), la envoltura viral se fusiona con la membrana

endosomica para liberar la nucleocapside hacia el citoplasma.

1.6.5 Decapsidacion

Es la degradacion de toda o parte de la capside viral para liberar el genoma viral.
En la mayoria de los virus, la penetracién y decapsidacion se producen a la vez.

Las sefales que permiten este proceso estan causadas por la unién del viridon al
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receptor o la exposicion de la particula viral a un ambiente de pH bajo el que se

encuentra a nivel de los endosomas. (Jean, 1977; Passarge, 2004).

1.6.6 Sintesis macromolecular

Este paso requiere la formacion de un ARNm a partir de una molécula de ADN o la
formacion de una cadena de ARN complementario en caso de virus con genoma
en forma de ARN.

En los virus que poseen ARN de polaridad positiva (+) es decir que el genoma se
comporta como un ARNm, por lo tanto puede ser usado directamente para la
sintesis de proteinas, sin requerir la sintesis de acidos nucleicos complementarios.
En los virus con ARN de polaridad negativa (-), el material genético posee la
secuencia de nucledtidos necesaria para la sintesis del ARN complementario el
cual funciona como mensajero. Este ARN (-) requiere de una ARN polimerasa
ARN dependiente (transcriptasa) que es codificada por el virus.

Para la produccion de ARN mensajero o para la replicacion gendémica los virus
poseen unas enzimas que se denominan ARN polimerasas ARN dependientes.
Estas enzimas cumplen con funciones de replicacion cuando la funcion es la de
copiar el ARN viral para formar nuevos genomas. Cuando las enzimas producen
ARNmM se designa que tienen una funcion de transcripcién. La mayoria de los virus
ADN se multiplican en el nucleo y dependen de ARN polimerasas celulares ADN
dependientes.

Traduccion: En algunos sistemas el ARNm es de tipo monocistronico y permite la
sintesis de un gran péptido que sufrira los clivajes correspondientes por parte de
proteasas celulares o de origen viral (proceso autocatalitico) para dar lugar a las
diferentes proteinas.

Replicacion del material genético: durante esta fase tiene lugar la sintesis de ARN
o ADN viral que sigue el esquema de Watson y Crick de bases complementarias.
En el caso de virus con genoma de tipo ADN estos pueden utilizar durante esta
fase las ADN polimerasas de la célula presente en el nucleo celular. Los virus de
la familia Poxviridae poseen su propia ADN polimerasa, razon por la cual se

replican en el citoplasma de la célula hopedera. En el caso de virus cuyo genoma
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se encuentra en forma de ARN se utilizan replicasas que tienen como funcién la
formacion de ARN a partir de cadenas complementarias o intermediarios

replicativos que sirven de molde o templete. (Cobo, 2003, Passarge, 2004).

1.6.7 Maduracion y liberacion

Tras la replicacion del genoma viral y la sintesis de las proteinas virales, los viriones
intactos tienen que ensamblarse y ser liberados desde la célula huésped.

El proceso de maduracion o ensamblaje consiste en la unién espontanea y
ordenada del acido nucleico y las proteinas para formar la nucleocapside dando
lugar a un virion viable.

La liberacién de los virus de la célula infectada puede ocurrir de diferente manera
segun tenga o no envoltura:

En virus no envueltos, éstos carecen de mecanismos especificos para liberarlos, y
con la lisis celular se liberan particulas virales hacia el medio extracelular.

En virus envueltos, la salida es mediante gemacion; el sitio de la membrana donde
se producira la gemacion adquiere espiculas y proteinas de la matriz
primariamente, antes de formar la envoltura y liberarse al exterior (Ver figura 3)
(Jean, 1977; Cobo, 2003, Passarge, 2004).
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Figura 3.- Ciclo reproductivo de los virus. Diversas fases del ciclo de vida de los virus y

retrovirus (Passarge, 2004).

19



eteccion del gon ENCY ddl virus de tumor mamario murine (ST TCY) en MIJEres mexicanas

1.7 Virus y cancer

Entre los agentes causantes de la alteracion de los genes preexistentes a
oncogenes se encuentran los virus, tanto de ADN como de ARN. Un grupo de
virus ARN, los retrovirus, y muchos tipos de virus DNA pueden favorecer la
transformacion; a estos virus se les denomina virus oncogénicos.

Se calcula que 15% de todos los canceres humanos tienen un origen viral. Dentro
de los virus que provocan cancer uno de los mas importantes es el papilomavirus
(VPH), agente causal del cancer cervicouterino, responsable en mas del 80% de
los casos del cancer cervicouterino y anogenital, siendo asi la segunda causa de
muerte en mujeres mexicanas y la quinta causa por cancer en toda la poblacion
mexicana (Damin et al; 2004)( base de datos SSA, 2006). Los virus de la hepatitis
B y C se relacionan con el carcinoma hepatocelular, (Stuver et al; 1997); el virus
del herpes tipo 8 que se encuentra en los tejidos de las cuatro formas de sarcoma
de Kaposi, (Iscovich et al; 2000); el virus de Epstein-Barr (EBV) que
preferencialmente infecta a los linfocitos B se le ha relacionado con diferentes
carcinomas nasofaringeos y con el linfoma de Burkitt, (Young et al; 2004) y el
virus linfotrépico de las células T tipo 1 (HTLV-1) que por lo menos causa dos
tipos de enfermedad: los linfomas o leucemias y una variedad de sindromes

inflamatorios crénicos (Bangham, 2004).

1.8 Retrovirus

Los retrovirus tienen genomas de ARN de cadena sencilla que se replican a traves
de un intermediario de ADN de cadena doble. El ciclo vital del virus comprende
una fase obligatoria en la que el ADN de cadena doble se inserta en el genoma del
hospedero y genera repeticiones directas cortas del ADN diana (Lewin, 2004).

El genoma de todos los retrovirus esta integrado por tres genes principales y cada

gen genera diferentes proteinas (Figura 4).
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Cada gen genera diferentes productos proteicos

MA= Matriz (localizada entre la nucleocapside y la envuelta viral)
Gag CA= Capside (componente estructural principal)

NC= Nucleocapside (empaqueta el ARN)

PR= Proteasa (rompe Gag-Pol y Env)
Pol RT= Transcriptasa inversa (sintetiza el ADN)

INT= Integrasa (integra el ADN del provirus en el genoma)

SU= Proteina de la superficie (espinas sobre el virion que interactuan
Env con el huésped)

TM= Transmembrana (media la fusion virus-huésped)

Figura 4.- Genes de los retrovirus. Se muestran los tres genes principales y los

productos proteicos que codifican (Lewin, 2004).

La sintesis de ADN de un retrovirus se da gracias a la transcriptasa inversa del
ARN a ADN. Para esto se necesita que un cebador de ARNt de la célula huésped
se hibride al extremo 5°del genoma de ARN, después se sintetiza la primera
cadena y se remueve el cebador de ARNt, comenzando la sintesis de la segunda
cadena (cadena+) en la regién RU5. La cadena de ADN (cadena -) formada con
anterioridad sirve como primer. A medida en que continda la sintesis, el ARN
remanente se degrada (la transcriptasa inversa posee actividad de RNAasa) y la
cadena de ADN (+) se sintetiza por completo (Lewin, 2004).

La copia de ADN de cadena doble del virus, contiene repeticiones terminales
largas (long terminal repeats) en ambos extremos. Estos le permiten al
intermediario de ADN viral integrarse al ADN de la célula huésped y ellos
contienen las secuencias reguladoras necesarias para transcribir al provirus.

La integracion se produce en lugares aleatorios. Esto puede alterar genes

celulares (mutacién por insercion).
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Los genes virales de un ADN proviral son transcritos por la ARN polimerasa. El
ARNm resultante sirve tanto para la traduccidn como para la produccion de
genomas de ARN nuevos que se empaquetan dentro del virion. Algunos genomas
retrovirales pueden contener un oncogén viral adicional. Si éstos entran en la
célula con los virus pueden cambiar (transformar) la célula huésped de modo que
su ciclo celular se altere y la célula se convierta en el origen de un tumor.

Para la integracion del retrovirus en el ADN de la célula del huésped, el ADN de
cadena doble, producido a partir del ARN gendémico del virus, va a formar una
estructura anular, uniendo las LTR (long terminal repeats) o repeticiones
terminales largas. Esto es posible debido a que los LTR contienen secuencias
nucleotidicas complementarias; estas secuencias de reconocimiento en los LTR y
en el DNA celular permiten que se abra el ADN viral circular y una vez abierto en
un sitio especifico este ADN viral se integra al ADN celular del huésped. Los

genes virales luego pueden transcribirse a partir del provirus integrado (Figura 5)
(Passarge, 2004).

RNA= DNA = RNA
RNA
Transcripcion
inversa l
LTR LTR
DNA lineal

Circularization

Integracion

Provirus

Transcripcion I

RNA

Figura 5.- Ciclo de vida retroviral (Lewin, 2004).
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En el genoma también existen retrovirus endoégenos, los cuales son virus que se
encuentran en el genoma del hospedero, se trasmiten de manera vertical y no
tienen la capacidad de producir particulas virales. En los ratones, representaria
hasta un 0.5% del DNA total. En la actualidad se han distinguido y clasificado los
que se encuentran en los humanos HERV (Human endogenous retroviruses). La
clase | de HERV se relaciona con los retrovirus tipo C de los mamiferos, como el
virus de la leucemia felina (FeLV), el virus de la leucemia en los gibones (GaLV) y
el virus linfotréfico de células T humanas (HTLV). La clase Il de HERV es mas
similar a los retrovirus tipo B y D de los mamiferos, como los virus de la leucosis
en aves, el virus del tumor mamario de raton (MMTYV), el retrovirus de simio tipo 1
(SRV-1) y el virus del sarcoma de Rous en aves (Wilkinson et al; 1994; Boeke et
al; 1997).

El genoma humano contiene al menos 50 copias de los retrovirus enddgenos
humanos K (HERV-K), que estan relacionados con el virus del tumor mamario de
ratbn (MMTV). Se han encontrado transcritos de secuencias del gen ENV de
HERV-K en tejidos de cancer mamario y otros tipos de cancer (Barbulescu et al;
1999).

En los ultimos tiempos se ha hecho referencia a algunos retrovirus endégenos y
exdgenos que infectan a los mamiferos y que estan implicados en el origen del
cancer de mama en humanos. En la busqueda de una causa viral del cancer
mamario se han analizado algunos virus como posibles responsables, éstos son:
VPH, EBV y MMTV (virus de tumor mamario murino). Es posible que éstos actuen
como cofactores con la dieta, los estrégenos y otras hormonas en el inicio y
promocion de algunos tipos de cancer de mama en mujeres genéticamente
susceptibles (Bonnet et al; 1999; Liu et al; 2001; De Villiers et al; 2005).

1.9 Virus de Tumor Mamario Murino (MMTYV)

El virus del tumor mamario murino (MMTYV) es el causante del cancer de mama y
de la leucemia en algunas cepas de ratones. Es un retrovirus de tipo B

descubierto por Bittner hace mas de medio siglo (1936) que se transmite por la
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leche de una ratona a sus crias. Por lo general, causa adenocarcinomas en el
epitelio mamario después de un largo periodo de latencia (Jonkers et al; 1996;
Matzuzaka et al; 1995). Su trasmision puede ser por via endégena y exdégena.

En la via enddgena los ratones heredan la secuencia viral a través de la via
germinal e infectan a todas las células del cuerpo. El MMTV es un virus que
reacciona al estrogeno durante la lactaciéon con la influencia de las hormonas
esteroides y aumenta su expresion en las glandulas mamarias, lo que da como
resultado que se secreten las particulas virales por medio de la leche y se trasmita
a la progenie en forma exdgena (Jonkers et al; 1996; Mant et al; 2004).

El virus entra al aparato digestivo de los lactantes e infecta a las células B que
estan en las placas de Peyer. La region 3’ del genoma viral (LTR) codifica a un
super antigeno (Sags) que estimula la respuesta de las células T, lo que produce
la proliferacion de estas células y la susceptibilidad para ser infectadas por MMTV
(Jonkers et al; 1996; Choi et al; 1991).

Al cabo de tres o cuatro semanas del nacimiento de las crias del raton, la infeccion
del virus se eleva y es mas facil que pueda infectar a las glandulas mamarias
(Brandt et al; 1993) (Figura 6). EI mecanismo de transformacion viral de MMTV es
por mutagénesis insercional y la insercion del ADN proviral en el ADN del
hospedero activa protooncogenes o inactiva los genes supresores de tumor
(Jonkers et al; 1996). En los ultimos afos se han acumulado importantes pruebas
que indican las posibilidades de que este retrovirus (MMTV) o uno de sus
homdlogos (HMTV) desempefian un papel importante en la manifestacion del
cancer de mama en humanos. Existe la hipétesis de que este virus esta implicado
en el origen del cancer mamario en humanos. Los estudios realizados
demuestran: 1) particulas virales semejantes a MMTV en biopsias de cancer
mamario, lineas celulares y leche materna; 2) hallazgos serolégicos en mujeres
con cancer de mama, y 3) secuencias de ADN o ARN semejantes a MMTV (Mant
et al; 2004). Se cree que el MMTV puede trasmitirse de forma zoondtica a las
personas por medio del raton doméstico Mus domesticus, pues se ha observado
una relacion entre la incidencia del cancer de mama en humanos y la incidencia
elevada del ratén (Stewart et al; 2000).
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CICLO DE VIDA DEL MMTV

MMTV Endogeno
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Transmision por
via germinal

Transmision del MMTV
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El virus codifica a un saper antigeno que \
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célulasBy T

Figura 6.- Ciclo del virus de tumor mamario de ratén (Dudley, 2004)
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En la Tabla 2 se muestra la localizacion de los lugares en donde se han realizado
estudios de la relacion de MMTV con el cancer de mama en humanos y el

porcentaje de aparicion.

Tabla 2.- Porcentaje de aparicion del MMTV en neoplasias mamarias en diferentes

paises

Estados Unidos 36% Wang et al; 1998
Argentina 31% Melana et al; 2002
Australia 42% Ford et al; 2003

Reino Unido 0 % Mant, et al; 2004

Italia 38% Levine et al; 2004

Tunez 74% Levine et al; 2004

Suecia 0% Bindra et al; 2007
Japon 0% Fukuoka et al; 2008
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2 Antecedentes

A partir del trabajo publicado por Bittner (1936) en donde encontré que el virus de
tumor mamario murino (MMTV) genera adenocarcinomas en el epitelio mamario
de ratones, muchos estudios se han enfocado en la relacién de este virus con el
cancer de mama en humanos; uno de los primeros trabajos realizados en
humanos fue el trabajo de Yue Wang y colaboradores (1995), que encuentran la
secuencia del gen ENV en un 30% de tejidos cancerosos y en solo dos muestras
de 107 de tejidos sanos, por lo que sugieren que estas secuencias tienen un

origen exogeno.

Etkind y colaboradores (2000) analizaron un grupo de tumores mamarios y de
tejido normal para detectar la presencia de secuencias de MMTV. Amplificaron dos
secuencias una de 660pb y una mas de 250pb y detectaron estas secuencias en
un 37% de los tumores de mama; estas secuencias presentaron un 99% de
homologia a las secuencias de cepas de MMTV extraidas de raton, ademas de
que no se detectaron éstas en tejido mamario normal; sin embargo si se
detectaron por medio de PCR en un paciente con linfoma de células T que
también presentaba cancer de mama. Con sus resultados apoyan la posibilidad de
una etiologia retroviral exdgena para un determinado porcentaje de tumores de
mama y también sugieren que un retrovirus similar puede existir para algunos

linfomas de células T humanas (Etkind et al; 2000).

Lawson y colaboradores (2005) compararon muestras de cancer de mama
humanas en donde se ha detectado el gen ENV con muestras de cancer de mama
en raton y demostraron que tienen caracteristicas histolégicas (morfologia)
similares. Ellos concluyen que estas observaciones demuestran que existe una
relacion, pero no son definitivas para asegurar una asociacién ya que los autores
especulan que la morfologia heterogénea del cancer de mama humano pude
deberse a la influencia de diferentes virus oncogénicos como lo puede ser MMTV,
Virus de Epstein-Barr y el VPH (Lawson et al; 2005).
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En 2007, Theodorou y colaboradores identificaron 33 sitios de insercion para
MMTYV, de los cuales 17 genes no estaban asociados con cancer mamario y 13
no habian sido relacionados con cancer en general. Aunque los miembros de las
familias Wnt y FGF fueron encontradas frecuentemente, validaron otros genes
como Rspo3 como un oncogén debido a la sobreexpresion que causo en p53 en
una mama con deficiencia de células epiteliales; también mostraron mediante
analisis bioinformaticos una gran proporcién de proteinas, dominios y vias de
senalizacion asociadas principalmente con factores de crecimiento (Theodorou et
al; 2007).

Zapata y colaboradores (2007) encontraron una frecuencia del 4.2% en muestras
mamarias relacionadas con MMTV en mujeres mexicanas. Sometieron 119
muestras de cancer a una PCR anidada de las cuales para el primer par de
oligonucledtidos todas las muestras amplificaron un fragmento debido a que los
oligonucledtidos flanqueaban una parte del cromosoma 3; sin embargo s6lo cinco
de esas muestras dieron positivo cuando se les realiz6 el segundo PCR,
mostrando éstas, una homologia del 98-99% a la secuencia del MMTV (Zapata et
al; 2007).
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3 Justificacion

El cancer es una de las enfermedades mas complejas y dificiles de entender
debido a todos los mecanismos que se ven involucrados. Varios investigadores
han desarrollado métodos y formas diferentes de abordar esta enfermedad con la
finalidad de explicar su origen y permitir la deteccién en fases tempranas de la
enfermedad.

El cancer de mama es considerado una de las enfermedades de mayor
importancia en nuestro pais ya que ocupa el primer lugar como causa de muerte
en mujeres mayores de 35 afos. El estudio de esta neoplasia se ha dificultado
debido a la gran heterogeneidad presente. Aunque se conocen factores
relacionados con el cancer de mama existe la posibilidad de que tenga un origen
viral teniendo como referencia que las infecciones virales contribuyen al 15-20%
de todos los canceres humanos como lo son el cancer cervicouterino y
hepatocarcionomas entre otros.

Ademas esta reportado que el Virus de Tumor Mamario Murino (MMTV) causa
adenocarcinomas en el epitelio mamario después de un periodo de latencia en
ratones y éste se puede transmitir de forma exdégena y enddgena.

Con base a lo anterior consideramos que el estudio de estas secuencias en
neoplasias mamarias es de suma importancia, ya que cualquier aportacion que
nos lleve a comprender esta enfermedad, nos podra servir como un marcador
temprano para el diagnostico de cancer de mama en humanos y su posterior
tratamiento; por ello consideramos de suma importancia establecer una asociacion

entre MMTV y dicha neoplasia.
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4 Objetivos

Objetivo General:

e Detectar el gen ENV del MMTV en neoplasias mamarias de una muestra de

mujeres mexicanas.

Objetivos Particulares:

e Determinar la presencia de secuencias virales en los diferentes estadios de

tumorales.

e Amplificar el exén 28 del gen von Willebrand como control interno.

o Amplificar el gen ENV del MMTV en una muestra de raton afectada.
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5 Material y Métodos

51 Obtencion de las muestras de adenocarcinomas

Las muestras de adenocarcinomas mamarios fueron obtenidas de mujeres
atendidas en tres diferentes hospitales: Hospital Juarez, Hospital Troncoso y

Hospital de Oncologia del CMN S-XXI, bajo los siguientes criterios:

¢ Pacientes sin tratamiento previo.
e Con datos clinicos tales como: Nombre, edad, sexo, diagndstico del tumor,

fecha de obtencion de las muestras, etc.

De acuerdo a lo establecido en el Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion, este estudio se clasifico como una investigacion de
riesgo minimo. Se utilizo la carta de consentimiento informado del proyecto titulado
Estudio de mutagénesis insercional de los genes env y gag del retrovirus
HMTV/MMTYV en cancer de mama de mujeres mexicanas (Anexo ).

Se obtuvieron 40 muestras, de las cuales se consiguieron tres parejas de tejido
neoplasico con su tejido adyacente. Los tejidos fueron transportados al laboratorio
en un contenedor de nitrégeno liquido. Las muestras se mantuvieron almacenadas

a -70°C hasta su uso.
5.2 Extraccion del ADN

Para la extraccion del ADN se utilizé el método de extraccion con fenol-cloroformo-
isoamilico (Sambrook et al; 1989). Las muestras de aproximadamente 200 mg
fueron cortadas en fragmentos y maceradas en un mortero con nitrégeno liquido,

previamente enfriado y esterilizado.

A la muestra macerada se le agrego 1.2 ml del buffer de digestion que contenia:
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Buffer de Digestion
100mM de NaCl

100mM de Tris —HCL, pH 8.0

25mM de EDTA
0.5% de SDS
0.1 mg de proteinasa K por cada 100 mg de tejido

Después las muestras se incubaron en tubos eppendorf de 1.5ml durante 18 h, a
una temperatura de 50 ° C con agitacién constante; se le adicion6 la mezcla de
fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) volumen/volumen, se agitd y centrifugé 15min
a 13 000 rpm (revoluciones por minuto), se recupero el sobrenadante y se
adiciond otra vez el fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) v/v  centrifugandolo
15min a 13 000 rpm, posteriormente se recuper6 el sobrenadante y se
resuspendio en alcohol absoluto 2:1 y se centrifugé durante 3 minutos a 15,000
rpm, se descartd el sobrenadante y la pastilla se lavo 2 veces mas con etanol al
70%; se centrifugd durante 3 minutos a 15,000 rpm, se descarto el etanol y se
permitid la evaporacion del etanol residual; la pastilla de ADN se resuspendio en
50pl de ddH,0 y se almaceno a -30° C.

5.3  Cuantificacion espectrofotométrica del ADN e integridad del ADN

La cuantificacion del ADN fue realizada mediante espectrofotometria con la ayuda
de un espectrofotometro (NanoDrop Technologies, ND-1000).

En el espectrofotometro se selecciond la opcion acidos desoxirribonucleicos en el
menu de inicio, se calibré el blanco con 1 uL de agua destilada y se selecciono el
factor para ADN; se coloco 1 uL de la muestra, se llenaron los campos de datos y
se contabilizo el ADN; los datos obtenidos del NanoDrop son la cantidad de ADN
en ng/uL y el cociente de 260/280 como parametro de la pureza de la muestra.

La integridad del ADN se verificO mediantes electroforesis en geles de agarosa al

2% teRidos con bromuro de etidio. El gel de agarosa se colocé en una camara de
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electroforesis y se sumergié en una solucién amortiguadora con pH neutro (TBE
1X) a la que se aplicaron 90 volts durante 1 hora y el ADN (colocado en los pozos
en el gel) comenzé a migrar en direccion al anodo, debido a que posee una carga
negativa facilitada por los grupos fosfatos de las cadenas. Posteriormente se

obtuvo la imagen en un trasluminador de luz ultravioleta (Geldoc de BIORAD).

5.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para el gen ENV

Los oligonucledtidos asi como las condiciones de la reaccion se tomaron de
acuerdo a Yue Wang (1995).

Se buscaron las secuencias reportadas en el GenBank para el gen ENV con el
numero de acceso M15122, se utilizé el software Oligo 4.1 para el disefio de las
secuencias; se calculo la Tm (Melting temperature) de cada par de
oligonucledtidos.

Para la amplificacion del control positivo del gen ENV se ocuparon los
oligonucledtidos reportados por Wang (1995). Primero se ocuparon los iniciadores
reportados como p1 y p4 esperando un fragmento de 686pb posteriormente se
purificé el producto y se realizo una PCR con el segundo par de oligonucleétidos
(p2 y p3) esperando un fragmento de 250pb.

La reaccion de PCR se llevé a un volumen final de 25 pyL a cada tubo se le

agregaron los siguientes reactivos:

REACTIVO CONCENTRACION FINAL VOLUMEN
Buffer 1X 2.5ul
DNTPs 10 mM 1.5ul

Oligonucleotido 1 10 pmol Tul

Oligonucleotido 2 10 pmol Tul
MgCl, 1.5 mM 0.75ul

Taq polimerasa 1.5u 0.3ul
DNA 100 ng 1ul
Agua 16.95ul
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Posteriormente se colocaron en un termociclador Gene Amp® PCR System 9700

y se llevod acabo la PCR bajo las siguientes condiciones:

94° 5

94° 30”

60° 25 | 36 CICLOS
68° 45’

72° 7

Una vez terminada la reaccién de PCR el producto se verific6 en geles de
agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio incluyendo un marcador de peso
molecular en escalera de 1 Kb; se realizdé la separacion a 90volts durante 45
minutos, y se tomaron fotografias en un trasluminador uv Geldoc de BIORAD

utilizando el software Quantity One.

Para la segunda reaccion se utilizd 1 yL del producto de la primera reaccién

teniendo un volumen final de 25 L a cada tubo se le agregaron:

REACTIVOS CONCENTRACION FINAL VOLUMEN
Buffer 1X 2.5ul
DNTPs 10 mM 1.5ul

Oligonucleotido 1 10 pmol 1l

Oligonucleotido 2 10 pmol Tul
MgCl, 1.5 mM 0.75ul

Taq polimerasa 1.5u 0.3ul
DNA 100 ng Tul
Agua 16.95pl

y se colocaron en un termociclador Gene Amp® PCR System 9700. En la

segunda reaccion las condiciones fueron las mismas.

Una vez terminada la reaccién se verificd el producto en geles de agarosa al 2%

para un volumen de 40ml, este se tifd con bromuro de etidio, la solucion se colocé
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y se dejé polimerizar, se agregd6 TBE 1X (amortiguador), hasta cubrir el gel y
posteriormente se cargaron 4uL de muestra mezclada con 1uL de azul de
bromofenol junto con azul xileno, con un marcador de peso molecular de una Kb,
un control positivo (muestra afectada de ratén) y un control negativo (sin molde)
enseguida se separaron los acidos nucleicos mediante 90 volts durante 1 hora y
posteriormente se tomaron las respectivas fotografias a través de luz ultravioleta
en un transluminador Geldoc de BIORAD utilizando el software Quantity One.

Por ultimo se verificd la presencia del amplificado del gen ENV del MMTV, por

medio del porcentaje de aparicion con respecto al total de tejidos.
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6 Resultados

6.1. Obtencidon de muestras

Se obtuvieron 40 muestras tumorales mamarias de mujeres mexicanas sin
tratamiento previo, atendidas en tres diferentes hospitales Hospital Juarez,
Hospital Troncoso y Hospital de Oncologia del CMN S-XXI. De los expedientes de
cada paciente se obtuvieron sus datos clinicos tales como: edad, diagndstico,
clasificacion del tumor; por razones éticas se omite el nombre del paciente (Tabla

3). A cada muestra se le asigné un numero para clasificarlos:

Tabla 3.- Muestras obtenidas de tumores mamarios y de tejido adyacente. Se observa la
edad del paciente y el diagndstico. *extension del tumor (T), diseminacién a los ganglios

linfaticos (N) y metastasis (M)

Edad (anos) Datos relacionados con la muestra*

38 ANOS T3 N1MXx
2 51 ANOS Adyacente
3 SIN DATOS T2N1MO
4 49 ANOS T2N2Mx
5 42 ANOS T3N1M1

3 Ca de conductos canalicular infiltrante GH3

6 55 ANOS (MDerCM Vs. Phyloides)
7 55 ANOS Adyacente
8 63 ANOS T2NOMO
9 65 ANOS Ca Conductos infiltrantes SRB 4
10 41 anos Adyacente
11 41 ANOS Adyacente
12 40 ANOS Fibroadenoma mamario
13 31 ANOS T3N1MXx
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14 17 ANOS Fibroadenoma mamario (CA Vs. Absceso)
carcinoma ductal infiltrante poco diferenciado grado

15 41 anos 3, por confirmar

16 41 afos Adyacente

17 64 ANOS Adyacente

18 64 ANOS T2NOMO

19 SIN DATOS T2N1MO

20 SIN DATOS T2N1MO

21 51 ANOS T4b N2MO

22 41 ANOS Ca diferenciado(M lzq tumor no clasificable)

23 45 ANOS T4B N2 M1

24 52 ANOS Cancer de mama

25 62 ANOS Fibroadenoma mamario (MDer Fibroadenoma)

26 34 ANOS T3N1Mx

27 48 ANOS T3NOMx

28 48 ANOS T3NOMx

29 48 ANOS Adyacente

30 48 ANOS Adyacente

31 56 ANOS Adyacente

32 64 ANOS Adyacente

33 64 ANOS T3N1Mx

34 55 ANOS Ca ductal in situ SBR 7

35 17 ANOS Fibroadenoma mamario (CA Vs. Absceso)

36 42 ANOS T3NOMx

37 26 ANOS T4B N2 Mx

38 37 ANOS Fibrosis quistica

39 26 ANOS T2 N1 Mx

40 60 ANOS CM-Negativo Absceso
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6.2. Extraccion y cuantificacién de ADN

La obtencion del ADN se realizd de acuerdo al método de
fenol:cloroformo:isoamilico, después se procedid a la cuantificacion por

espectrometria y los resultados se muestran en la Tabla 4:

Tabla 4.- Cuantificacién de DNA. Concentraciones obtenidas en ng/ul y los cocientes de
pureza 260/280.

Clave ngl/ul 260/280 Clave ng/ul 260/280
1 554.64 1.81 21 5990.08 1.7
2 131 2.07 22 1016.3 1.84
3 1265.99 1.84 23 3197.39 1.81
4 1930.78 1.86 24 61.31 1.86
5 51.87 1.88 25 224 .62 1.90
6 2065.15 1.84 26 762.46 1.75
7 530.19 1.85 27 2478.58 1.89
8 43.9 1.43 28 240.18 1.90
9 3361.99 1.41 29 5672.34 1.43
10 870.78 1.79 30 1023.15 1.82
11 1827.01 1.86 31 868.63 1.76
12 972.15 1.8 32 382.51 1.80
13 426.83 0.19 33 3674.73 1.82
14 2472.92 1.78 34 158.02 1.69
15 1954.21 1.76 35 1867.72 1.77
16 1786.47 1.66 36 204.16 1.87
17 3922.32 1.8 37 1785.39 1.56
18 1863.38 1.77 38 1982.71 1.77
19 885.26 1.84 39 4060.03 1.82
20 1286.35 1.84 40 1136.95 1.55
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6.3. Localizacion de los oligonucleoétidos para el gen ENV del MMTV

Con ayuda del software Oligo 4.1 se corrobor6 el diseno de los dos pares de
oligonucledtidos reportados por Yue Wang (1995) de acuerdo a la secuencia
reportada en el GenBank, numero de acceso: M15122.

A continuacién se presenta la secuencia codificante para el gen ENV vy los sitios

de unién para los dos pares de oligonucledtidos:

TTCCTTCTCCTTTTCTACCCCCACGGGCTGCTTTCAAGTAGACAAGCAAGTATTTCTTTCT
GATACACCCACGGTGATAATAATAAACCTGGGGGAAAGGGTGATAAAAGGCGTATGTGGGA
ACTTTGGTTGACTACCTTGGGGAACTCAGGGGATAAAAAAGAAGTTGCCCCCCAAATATCC
TCACTGCCAGATCGCCTTTAAGAAGGACGCCTTCTGGGAGGGAGACGAGTCTGCTCCTCCA
CGGTGGTTGCCTTGCGCCTTCCCTGACCAGGGGGTGAGTTTTTCTCCAAAAGGGGCCCTTG
GGTTACTTTGGGATTTCTCCCTTCCCTCGCCTAGTGTAGATCAGTCAGATCAGATTAAAAG
CAAAAAGAATCTATTTGGAAATTATACTCCCCCTGTCAATAAAGAGGTTCATCGATGGTAT
GAAGCAGGATGGGTAGAACCTACTTGGTTCTGGGAAAATTCTCCTAAGGATCCCAATGATA
GAGATTTCACTGCACTAGTCCCCCATACAGAATTGTTTCGCTTAGTCGCAGCCTCAAGACA
TCTTATTCTCAAAAGGCCAGGATTTCAAGAACATGAGATGATTCCTACATCTGCCTGTGTT
ACTTACCCTTATGCCATATTATTAGGATTACCTCAGTTAATAGATATAGAGAAAAGAGGAT
CTACTTTTCATATTTCCTGTTCTTCTTGTAGATTGACTAATTGTTTAGACTCTTCTGCCTA
CGACTATGCAGCGATCATAGTCAAGAGGCCGCCATATGTGCTGCTACCTGTAGATATTGGT
GATGAACCATGGTTTGATGATTCTGCCATTCAAACCTTTAGGTATGCCACAGATTTAATTC
GAGCTAAGCGATTCGTCGCAGCCATTATCC

Bl Secuencia del primer par de oligonucleétidos

B | Secuencia del segundo par de oligonucleétidos
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Las secuencias de los oligonucledtidos fueron las siguientes:

Secuencia Rétulo
CCTCACTGCCAGATC P1
GAATCGCTTGGCTCG P4
TACATCTGCCTGTGTTAC P2
ATCTGTGGCATACCT P3

La Tm para los dos pares de oligonuclettidos fue de 50 °C como reporta Yue
Wang (1995).

Los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de la region C del exdn 28 del
gen Von Willebrand, que se ocuparon como control interno en la reaccion, fueron
proporcionados por la Dr. Rosenda Pefialosa del Centro Medico Nacional Siglo
XXI'y amplificaron un fragmento de 525pb a una Tm de 60 °C, cuyas secuencias

son las siguientes:

e Sentido 5 AGCCGACTTCAACAGGAGCA 3’
e Antisentido 5" CCAGGTGCAGGGGAGAGG 3’

6.4. Integridad del ADN

La integridad del ADN se determiné por electroforesis en un gel de agarosa al 2%
tefido con bromuro de etidio. Las figuras 7, 8, 9, 10 y 11 muestran las 40
extracciones de ADN; se puede observar que la mayoria de las muestras estan un

poco degradadas.

Se obtuvo las siguientes imagenes con ayuda del transluminador Geldoc de
BIORAD vy el software Quatity One.
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Figuras 7 y 8.- Integridad del ADN extraido. Extraccion de ADN por el método de
fenol:cloroformo:isoamilico; colocado en geles de agarosa al 2 % tefiido con BrEt. Carriles

1-20 muestras de tejido mamario.
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

Figuras 9 y 10.- Integridad del ADN extraido. Extraccion de ADN por el método de
fenol:cloroformo:isoamilico; colocado en geles de agarosa al 2 % tefido con BrEt. Carriles

21-36 muestras de tejido mamario.
37 38 39 40

Figura 11.- Integridad del ADN extraido. Extraccion de ADN por el método de
fenol:cloroformo:isoamilico; colocado en geles de agarosa al 2 % tefiido con BrEt. Carriles

21-36 muestras de tejido mamario.

41



Qeteccion del gen ENY del virus de tumor mamerio murino (ST en mugeres mevicanas

6.5. Control Interno

Una vez extraido el ADN fue necesario amplificar el control interno para verificar
la presencia de inhibidores o ausencia de ADN proveniente de los extractos

celulares. El control tiene un tamafo de 525 pb. y contiene el exén 28 del gen Von

Wildebrand, como se puede observar en las figuras 12, 13 y 14.
M C-1 2 3 4 56 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17

525pb

Figura 12.- Amplificacion del exén 28 del gen Von Wildebrand como control interno.
Gel de agarosa al 2 % tenido con BrEt, M: marcador de peso molecular 1Kb, C-: control

negativo, carril 1-17 muestras de pacientes.

M 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

525pb

Figura 13.- Amplificacion del exén 28 del gen Von Wildebrand como control interno.
Gel de agarosa al 2 % tefiido con BrEt, M: marcador de peso molecular 1Kb, carril 18-31

muestras de pacientes.
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M 32 33 34 35 36 37 38 39 40

500pb

Figura 14.- Amplificacién del exén 28 del gen Von Wildebrand como control interno.
Gel de agarosa al 2 % tefido con BrEt, M: marcador de peso molecular 1Kb, carril 32-40

muestras de pacientes.

6.6. ldentificacion del gen EVN

Una vez realizada la PCR del primer par de cebadores el producto se sometio a
electroforesis en un gel de agarosa al 2% tefiidos con bromuro de etidio, para la
identificacion del fragmento del gen ENV de 660pb en las 40 muestras, utilizando
un marcador de peso de 1Kb y un control positivo. Se utilizaron 4 uL del volumen
total de la reaccién y un colorante de corrida a una concentracion final de 1x.

Como se puede observar en las figuras 15, 16, 17 y 18 no hubo fragmentos como

producto de la PCR en ninguna de las 40 muestras.
M C-C+ 1 2 3 4 5 6 7 8 M 9 10 11 12 13 14 15

660pb

Figuras 15 y 16.- Amplificacion del fragmento de 660pb del gen ENV del MMTV.
Geles de agarosa al 2 % tefido con BrEt, M: marcador de peso molecular 1Kb, C-: control
negativo, C+: control positivo (muestra afectada de ratdn), carrii 1-15 muestras de

pacientes.
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M16 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 27 28293031 C+ M

660pb
500pb

Figura 17.- Amplificaciéon del fragmento de 660pb del gen ENV del MMTV. Gel de
agarosa al 2 % tefiido con BrEt, M: marcador de peso molecular 1Kb, C+: control positivo

(muestra afectada de ratén), carril 16-31 muestras de pacientes.

M323334353637383940C+C-M

660pb
500pb

Figura 18.- Amplificacion del fragmento de 660pb del gen ENV del MMTV. Gel de
agarosa al 2 % tenido con BrEt, M: marcador de peso molecular 1Kb, C-: control negativo,

C+: control positivo (muestra afectada de raton), carril 32-40 muestras de pacientes.

Finalmente se realizé una PCR anidada con la finalidad de corroborar la presencia
0 ausencia de las secuencias del gen ENV en las 40 muestras; se tomé 1pl del
producto final de la primera PCR y se reamplific6 ahora esperando un fragmento

de 250pb. Para observar los fragmentos, se realizé un gel de agarosa al 2% tefido
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con bromuro de etidio, posteriormente se utilizaron 4 ul del volumen de reaccion

de la PCR y colorante de corrida a una concentracion final de 1X.

Como se puede observar en las figuras 19, 20, 21, 22 y 23, de las 40 muestras

mamarias sometidas a PCR 21 dieron positivas al fragmento de 250pb.
MCC+1 2 3 45 6 7 8 M C- C+ 910 11 12 13 14 15 16

Figura 19 y 20.- Amplificaciéon del fragmento de 250pb del gen ENV del MMTV. Geles
de agarosa al 2 % tefiido con BrEt, M: marcador de peso molecular 1Kb, C-: control
negativo, C+: control positivo (muestra afectada de ratéon), carril 1-16 muestras de

pacientes.
M C- C+ 17 18 1920 21 22 23 24 25 M C- C+ 26 27 28 29 30 31

250pb

200pb—

Figura 21 y 22.- Amplificacion del fragmento de 250pb del gen ENV del MMTV. Geles
de agarosa al 2 % tefiido con BrEt, M: marcador de peso molecular 1Kb, C-: control
negativo, C+: control positivo (muestra afectada de ratén), carril 17-31 muestras de

pacientes.
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M C- C+ 3233 34 35 36 37 38 39 40

200pb

Figura 23.- Amplificacion del fragmento de 250pb del gen ENV del MMTV. Gel de
agarosa al 2 % tefiido con BrEt, M: marcador de peso molecular 1Kb, C-: control negativo,

C+: control positivo (muestra afectada de ratén), carril 32-40 muestras de pacientes.

En la Tabla 5 se presentan las 40 muestras de tejido mamario, como se aprecia 21
dieron positivo para la amplificaciéon del gen ENV, de los cuales sdélo en cinco se
obtuvo tejido adyacente (muestras sefaladas con rojo), de los cuales tres dieron
positivos al virus y en uno de los casos tanto en tejido adyacente como en la

muestra de tumor se amplificé la secuencia del virus.
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Tabla 5.- Relacién de las muestras obtenidas. Se observa que 21 de las muestras son positivas.

Edad (afos) Clasificacion TNM
1 38 ANOS T3 N1Mx POSITIVO
2 51 ANOS Adyacente NEGATIVO
3 SIN DATOS T2N1MO POSITIVO
4 49 ANOS T2N2Mx POSITIVO
5 42 ANOS T3N1M1 POSITIVO
; Ca de conductos canalicular infiltrante GH3 (MDerCM
6 55 ANOS Vs. Phyloides) NEGATIVO
7 55 ANOS Adyacente NEGATIVO
8 63 ANOS T2NOMO POSITIVO
9 65 ANOS Ca Conductos infiltrantes SRB 4 POSITIVO
10 41 afos Adyacente NEGATIVO
11 41 ANOS Adyacente NEGATIVO
12 40 ANOS Fibroadenoma mamario POSITIVO
13 31 ANOS T3N1Mx NEGATIVO
14 17 ANOS Fibroadenoma mamario (CA Vs. Absceso) NEGATIVO
carcinoma ductal infiltrante poco diferenciado grado 3,

15 41 afos por confirmar POSITIVO
16 41 afos Adyacente POSITIVO
17 64 ANOS Adyacente NEGATIVO
18 64 ANOS T2NOMO POSITIVO
19 SIN DATOS T2N1MO POSITIVO
20 SIN DATOS T2N1MO POSITIVO
21 51 ANOS T4b N2MO NEGATIVO
22 41 ANOS Ca diferenciado(M Izq tumor no clasificable) POSITIVO
23 45 ANOS T4B N2 M1 POSITIVO
24 52 ANOS Cancer de mama POSITIVO
25 62 ANOS Fibroadenoma mamario (MDer Fibroadenoma) POSITIVO
26 34 ANOS T3N1Mx POSITIVO
27 48 ANOS T3NOMx NEGATIVO
28 48 ANOS T3NOMx NEGATIVO
29 48 ANOS Adyacente NEGATIVO
30 48 ANOS Adyacente NEGATIVO
31 56 ANOS Adyacente NEGATIVO
32 64 ANOS Adyacente NEGATIVO
33 64 ANOS T3N1Mx POSITIVO
34 55 ANOS Ca ductal in situ SBR 7, NEGATIVO
35 17 ANOS Fibroadenoma mamario (CA Vs. Absceso) NEGATIVO
36 42 ANOS T3NOMx NEGATIVO
37 26 ANOS T4B N2 Mx POSITIVO
38 37 ANOS Fibrosis quistica POSITIVO
39 26 ANOS T2 N1 Mx POSITIVO
40 60 ANOS CM-Negativo Absceso NEGATIVO
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7 Discusion

El cancer se considera una entidad heterogénea tanto clinica como
histolégicamente, dificultdndose con ello la prediccion certera de los factores
prondsticos y por tanto de su tratamiento. Nuevos farmacos y estrategias
terapéuticas podrian ser mas exitosos si se entiende la heterogeneidad del cancer
de mama, para lo cual se han realizado avances en los métodos moleculares para
comprender mejor los mecanismos implicados en esta enfermedad (Bertucci y
Birnbaum, 2008); una de estas técnicas es la reaccidon de cadena de la polimerasa

(PCR) que ha contribuido a poder amplificar secuencias virales en los tumores.

Se ha reportado que el cancer de mama es la neoplasia maligna mas frecuente en
las mujeres y en los ultimos afios se ha buscado una posible asociacion a
secuencias retrovirales. Este trabajo es uno de los primeros realizados en México
en donde se buscan secuencias retrovirales en tumomes mamarios de mujeres
mexicanas, siendo importante la busqueda intencionada de los retrovirus como un
posible factor de riesgo, ademas de que estas secuencias ya se han encontrado

en diferentes poblaciones del mundo [Mant, 2004].

De las muestras analizadas en el presente estudio, todas fueron verificadas por el
Departamento de Patologia del CMNSXXI y de ahi fueron recopilados sus datos,
se ocuparon 40 muestras de diferentes pacientes sin tratamiento al momento de la

toma de la muestra, esto para evitar que proporcionaran falsos negativos.

En lo que se refiere a la extraccion del ADN, los valores obtenidos en 22 de las 40
muestras en la medicion espectrofotométrica del cociente 260/280 (parametro
relativo de pureza en acidos nucleicos) estan dentro del rango 1.8 hasta 2.0, lo
que esta de acuerdo con los parametros reportados en el manual de laboratorio de
“Molecurar Cloning” de J. Sambrook, esto nos indica que hay poca o nula

contaminacion por la presencia de otras moléculas organicas; sin embargo 17 de
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las muestras estuvieron por debajo del rango de 1.8, estos valores menores
indican contaminacién con proteinas y sélo una por arriba del 2.0, teniendo una

probable contaminacion con fenol.

La validacion de las extracciones de DNA se realizaron mediante la amplificacion
de un gen control (gen Von Willebrand) que fue detectado en las 40 muestras,
ademas de un control negativo (sin DNA), este gen sirve como control interno de
la reaccion de amplificacién, ya que nos permite verificar la presencia de
inhibidores o ausencia de DNA proveniente de extractos celulares (Aguayo et al;
2002). A pesar de los valores anteriores de pureza, esta validacién nos permitio
afirmar que el método utilizado para la extraccion del ADN fue adecuado y

correctamente realizado.

Una vez obtenido el control interno que nos indicé que nuestras muestras podian
ser amplificadas, se evalu6 mediante una PCR anidada la presencia del gen ENV
del MMTV. Cabe mencionar que en las muestras analizadas con el primer par de
cebadores, no se encontrdé ningun amplificado, s6lo en el control positivo que es
de una cepa infectada de ratén, esto ocurri6 ya que las condiciones reportadas
para la primera PCR han sido alteradas y permitid que se produjeran falsos
resultados en la primera amplificacion (Zapata et al; 2007; Mant, 2004); también
estos resultados pudieran mostrar la falta de secuencias virales o a la poca

cantidad de ellas en los tejidos.

Aun cuando en la primera PCR no encontramos la presencia de ningun
amplificado, esto no afectd a la realizacidon de la segunda PCR vy a la identificacion
de los amplificados de interés. En las figuras 19, 20, 21, 22 y 23 se observan las
40 muestras analizadas, 21 de ellas presentaron las bandas esperadas con un
peso molecular de 250pb y de éstas, solo dos dieron positivo tanto para tejido
neoplasico como para su tejido adyacente, lo cual nos sugiere que las secuencias
retrovirales semejantes al MMTV estan presentes en un porcentaje bajo en el

genoma humano sano. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la
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frecuencia de aparicion de secuencias retrovirales homologas al gen ENV del
MMTV en pacientes mexicanas alcanzan un 52%, estos datos obtenidos son
comparables con los cifras que reportan diversos paises, como en Australia que
se encontré una incidencia del 42% (Ford et al; 2003); también se ha reportado la
aparicién de estas secuencias en EE.UU. con un 38% (Wang et al; 1995) y en
Argentina con el 31.8% (Melena et al; 2002). Estos resultados presentan un alto
porcentaje si se compara con el estudio realizado en Vietnam donde se reporta
que sélo el 1% de las neoplasias mamarias han demostrado ser positivas por
medio de PCR a este virus (Mant et al, 2004). Por el contrario, una ausencia de
MMTYV ha sido reportado en 17 carcinomas ductales (Zangen et al; 2002) y en 50
tejidos mamarios en pacientes austriacos con cancer (Witt et al; 2003); entre otros.
En México se ha encontrado un porcentaje del 4.2% para el noreste de la
poblacién mestiza (78,5% espafoles, 21,5% mexicanos nativos) (Cerda et al;
1991; Zapata et al; 2007). La fuente y el modo de transmision del MMTV no ha
sido identificado, pero muchas hipétesis sugieren que es un retrovirus exdégeno
trasmitido del ratdn a los humanos; una razén que sustenta esta hipotesis son las
diferencias en el porcentaje de deteccion de secuencias homodlogas del gen ENV
del MMTYV, las cuales puede ser relacionados a la distribucion geografica de las
diferentes especies de ratones, ya que se reporta la presencia del MMTV exdgeno
en el género de raton Mus domesticus mejor conocido como raton comun, el cual
tiene una amplia distribucion (Europa Occidental, América, Australia y Nueva
Zelanda), ellos observan que la incidencia del cancer de mama es mas alta en
areas donde el raton tiene una mayor presencia (Stewart et al; 2000), ademas de
que se han utilizando lineas celulares humanas para comprobar que el MMTV
tiene la capacidad de infectarlas (Indik et al; 2005), aunque esto no demuestra
contundentemente que exista una correlacion positiva entre la existencia del

MMTV vy la generacion de la enfermedad.

Para los tejidos de mama no neoplasicos en los que se detectaron las secuencias
retrovirales, éstas podrian representar un factor de riesgo para el desarrollo de la

neoplasia; ya que algunos estudios han hecho un seguimiento a estos pacientes y
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se ha encontrado que desarrollaron tumores mamarios posteriores a la extraccion
del tejido (Ford et al; 2003).

Esto refuerza aun mas las implicaciones de este tipo de trabajos, ya que se han
acumulado importantes pruebas que indican las posibilidades de que este
retrovirus (MMTV) o uno de sus homodlogos (HMTV) desempefien un papel
importante en la manifestacion del cancer de mama en humanos. Actualmente se
han encontrado 33 sitios comunes de insercion, 17 de estos genes no se les tenia
un conocimiento a su asociacion con el cancer mamario y 13 genes con el cancer
en general. Estas investigaciones sobre el MMTV muestran a nuevos genes

candidatos en el cancer de mama en humanos (Theodorou et al; 2007).
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8 Conclusiones

Se observo la presencia del exén 28 del gen Von Willebrand en las muestras

analizadas

El amplificado de 250pb del gen ENV se encontré presente en el 52% de las
neoplasias mamarias, estos resultados indican que las secuencias del MMTV se

encuentran en la poblacion mexicana analizada.

Los resultados obtenidos muestran que los amplificados del gen ENV se

encuentran en baja proporcion en el tejido adyacente sano.

No se pudo encontrar una relacion entre las secuencias virales y el estadio del

cancer ya que las secuencias aparecieron en todos los estadios.

Se recomienda hacer un estudio posterior analizando mas muestras tumorales y
de tejido adyacente, ya que de acuerdo con los resultados de este trabajo es

probable que el virus tenga algun papel en el desarrollo de la neoplasia.
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INSTITUTO MEX SEGURO SOCIAL
DIRECCION DE P ACIONES MEDICAS
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD
“2008, Ao de la Educacion Fisica y el Deporte”

COMISION NACIONAL DE INVESTIGACION CIENTIFICA

Ref. 09-B5-61-2800/200800 1898

Noviembre 10, 2008

DOCTOR NORMAND GARCIA HERNANDEZ
Unidad de Investigacién Médica en Genética Humana
UMAE Hospital de Pediatria

Centro Médico Nacional Siglo XXI

México, D. F.

Informo a usted que el protocolo titulado: “Estudio de mutagénesis insercional del
retrovirus MMTV/HMTV y el efecto de los genes env y gag en cancer de mama de
mujeres mexicanas”, fue sometido a la consideracion de esta Comision Nacional de
Investigacion Cientifica.

Los procedimientos propuestos en el protocolo cumplen con los requerimientos de las
normas éticas vigentes y la carta de consentimiento informado es suficientemente
explicita, por lo cual tengo el agrado de hacerle saber que con base en las opiniones de
los vocales de esta Comisién, se ha emitido dictamen de AUTORIZADO, con nimero de
registro: 2008-785-067.

Atentamente
DOCTOR CES . CRUZ SANTIAGO
Presidente

Comision Nacional de Investigacion Cientifica

Con copia:
e Dr. Hermilo de la Cruz Yafez, Director de la UMAE Hospital de Pediatria, C.M.N.
Siglo XXI.

e Dra. Carolina Sepulveda Vildosola, Encargada de la Direccién de Educacién e
Ipvestigacion en Salud, UMAE Pediatria, C.M.N. Siglo XXI.

@M‘ |

IMSS T

SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL
4° piso Bloue “B” de la Unidad de Congresos Av. Cuauhtémoc 330 Col. Doctores México 06720
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL PROTOCOLO DE INVESTIGACION:

“Estudio de mutagénesis insercional de los genes env y gag.del retrovirus
HMTV/MMTYV en cancer de mama de mujeres mexicanas”

1. Informacién sobre el estudio.

Se me ha invitado a participar en un estudio de investigacion, éste involucra a
personas afectadas con Cancer de mama en diferentes etapas de su enfermedad.
Actualmente se ha propuesto que algunos tipos de virus pueden infectar células
mamarias humanas y participar en el desarrollo de tumores, por lo que en este
estudio pretendemos analizar células de sangre periférica; y una muestra de tejido
mamario tumoral y de tejido no afectado obtenidas durante la cirugia que me
efectuaran como parte de mi tratamiento.

Por este conducto se solicita mi consentimiento para realizar la identificacion y
determinacién del namero de copias de dos genes del retrovirus HMTV/MMTV, y
ubicar las secuencias LTRs del retrovirus, asi como para crear un banco de
tejidos, en el que se almacenaran hasta por 5 afios para efectuar estudios
genéticos o genomicos mas profundos posteriores relacionados al protocolo.

2. Procedimiento.
Se tomaran 6 mL de sangre periférica antes del procedimiento quirdrgico. Y se
tomara un fragmento de tejido neoplasico y no afectado del tejido resultante de la
reseccion quirtrgica realizada; siempre y cuando cumplan con las caracteristicas
necesarias para participar en el estudio.

a. Riesgos:
Son exclusivos de la puncién venosa y se refiere a la necesidad de puncion en
mas de una ocasién en casos excepcionales. También puede desarrollarse
hematoma, mismo que se resuelve espontaneamente. En cuanto a la muestra
sera tomada posteriormente de la pieza resultante a la reseccion quirargica, no
tiene mayor implicacion de riesgo que la informada por su médico oncélogo
respecto a su tratamiento.

b. Beneficios.
Aunque directamente los resultados de este estudio no benefician mi diagnéstico y
tratamiento, podran aportar informacion util a futuro para mejorar el entendimiento
de esta enfermedad.

3. Confidencialidad.
La informacion que se obtenga de este estudio, incluyendo registros clinicos y/o
de hospital sera tratada como privilegiada y confidencial y no sera divulgada o
revelada a ninguna persona sin mi consentimiento por escrito.

IMSS

SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL
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4, Participacion / suspension.
Mi participacion en este estudio es voluntaria. Estoy en libertad de decidir no
participar en el mismo al no autorizar el andlisis molecular de la muestra de tejido
tumoral obtenido en la biopsia. El rehusarme a participar en este proyecto de
investigacion no afectara mi atencion médica.

5. Contacto Comité de ética
En caso de requerir mas informacién o duda respecto a su participacion y
derechos, se puede contactar al Comité de ética del IMSS al teléfono 56276900
extension 21216 o al correo electrénico conise@cis.gob.mx.

6. Consentimiento.

El Dr. Normand Garcia Hernandez, investigador responsable del proyecto y el Dr.
Diego Julio Arenas Aranda, investigador responsable del proyecto, los cuales
reconocen el compromiso que implica solicitar y aplicar la carta de consentimiento
informado, se han encargado de explicarme los pormenores del mismo. He tenido
la oportunidad de hacer preguntas. Si tengo alguna duda deberé comunicarme con
ellos al teléfono 56 27 69 41 o acudir personalmente a la Unidad de Investigacion
Médica en Genética Humana en el Hospital de Pediatria del CMN SXXI del IMSS.

Al firmar este documento, yo accedo voluntariamente a participar en este estudio.

Lugar:

Fecha:

Nombre del paciente:

Firma del paciente:

Nombre del testigo:

Firma del testigo:

Nombre del testigo:

Firma del testigo:

Laboratorio de Genética Molecular, Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana, Centro Médico
Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social, Av. Cuauhtémoc 330, Col. Doctores, 06725
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