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EXPRESION DE VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH) DE RIESGO ALTO
EN CARCINOMAS DE LA GLANDULA MAMARIA

ANTECEDENTES

El cancer de de mama es la segunda neoplasia mas comun a nivel mundial en la
poblacién general y la mas comun en pacientes de sexo femenino,! reportandose
mas de medio millén de muertes anuales.  En México ocupa el segundo lugar en
incidencia y mortalidad en pacientes del sexo femenino con 12 433 casos
(17.29%) y 3 889 muertes (12.72%). 3

En el tratado de medicina mas antiguo, el Nei Jing, Huang Di (2698 AC) describe
por primera vez este tumor. Los grabados egipcios en piedra, el papiro de Edwin
Smith, el cédigo de Hammurabi y los escritos de Hipécrates y Galeno son solo
algunos de los registros de las hipotesis acerca del origen de esta enfermedad y
de las diversas formas en que trataba en las civilizaciones antiguas. En la edad
media se desarrollaron diversas teorias y se perfecciond el conocimiento
anatomico y las técnicas quirdrgicas, pero no es hasta el siglo XIX con la
introduccién de la anestesia por William Morton y los principios de antisepsia por
Joseph Lister que el tratamiento quirtrgico fue exitoso en algunos casos. En el
siglo XX se demostro el beneficio del uso de quimioterapia, radioterapia y
hormonoterapia y se desarrollaron técnicas quirirgicas mas conservadoras. En las
tltimas décadas se han enfocado gran parte de los esfuerzos en investigacion
biomolecular y los hallazgos son prometedores. Sin embargo a pesar del progreso
que se ha logrado a mas de 4500 afios de haberse descrito por primera vez esta
enfermedad, las diversas etiologias aun son inciertas, la enfermedad
diagnosticada en etapas avanzadas es devastadora y aun pacientes tratadas en
estadios tempranos tienen riesgo de presentar recurrencia y morir por la

enfermedad.



La identificacion de las causas del cancer de mama es un tema crucial en la
investigacion para el desarrollo de estrategias efectivas de prevencion vy

tratamiento.

Se han identificado diversos factores de riesgo y la edad media del diagnostico es
de 61 afios, con un incrementd vertiginoso en incidencia de los 45 a los 50 afios
de edad. El cancer de mama es cien veces mas frecuente en mujeres que en
hombres. Es mas comun en la raza Blanca y Negra y menos en la Asiética, Indio -

Americana y Nativos de Alaska. *

En cuanto al riesgo que confieren las enfermedades mamarias benignas se
informa que las lesiones no proliferativas como los cambios fibrogiusticos,
apocrinos, ectasia ductal y las calcificaciones epiteliales, no representan un
incremento en el riesgo para cancer de mama. Las lesiones proliferativas sin atipia
como lo son el fiboroadenoma complejo, la hiperplasia moderada florida, la
adenosis esclerosante, el papiloma intraductal y la cicatriz radial se presentan con
un riesgo relativo (RR) de 1.6 a 1.9 y las lesiones proliferativa con atipia como la
hiperplasia lobulillar o ductal atipicas representan un RR de 4 a 6 y de hasta 10 en

caso de lesiones multifocales. °

Los factores reproductivos y hormonales en relacion con la presencia de
estrogenos han demostrado papel critico en relacion a la etiologia del cancer de
mama, encontrando mayor riesgo pacientes con menarca antes de los 12 afos,
con disminucion del 5% del riesgo por cada afio de retraso. El inicio de la
menopausia antes de los 45 afios de edad representa 50% menos resto que
después de los 55 afios. La salpingooforectomia bilateral antes de los 40 afios de
edad disminuye el riesgo en 50%. La nuliparidad representa un RR de 1.2 a 1.7
con disminucion del 20% del riesgo con la edad del primer parto antes de los 20

afios. ©



En cuanto al uso de terapia hormonal de reemplazo se encontré6 una relacion
causal con el uso de la misma y el cAncer de mama con receptores hormonales
(RH) positivos con un RR de 1.8 a 2.1, con mayor riesgo a mayor duracion de la

THR. 7 El uso de anticonceptivos orales represento un RR de 1. 8

Respecto a factores dietéticos y estilo de vida se ha encontrado que la paciente
postmenopausica con indice de masa corporal (IMC) arriba de 25 tiene un RR de
1.2 a 1.4 y pacientes con talla mayor a 1.75 metros tienen un RR de 1.22. ° La
ingesta de alcohol ha demostrado ser un factor de riesgo y es dosis dependiente
con RR de 1.31 para pacientes que consumen 4 bebidas diarias.*® EI consumo de
grasas ha presentado asociacion positiva con impacto modesto en algunos

estudios, sin embargo no se ha encontrado aumento el riesgo en otros. ** *2

La historia personal de cancer de mama representa un riesgo para desarrollar
enfermedad contralateral del 0.5 % anual en premenopausicas y 1% anual en
postmenopausicas en caso de neoplasias invasoras, con un riesgo del 5% a 10
afios en pacientes con enfermedad in situ.® El pacientes con antecedentes
familiares el RR es de 1.8 con familiar en primer grado, 2.9 con dos familiares de
primer grado, 2.9 si el familiar afectado es menor de 30 afios y 1.5 si es mayor de
60 afios.'* Se han identificado mutaciones genéticas especificas que confieren
riesgo elevado de desarrollar esta neoplasia, siendo responsables solo del 5% de
los casos, estas mutaciones son: BRCA 1 con un riesgo de 57%, BRCA 2 con un

riesgo de 49% ™

, Se reportan ademas altos indices de cancer de mama en
pacientes con sindromes genéticos como el Li-Fraumeni , Ataxia Telangiectasia,
Cowden y el sindrome de Peutz-Jeghers, representando en conjunto menos del

3% de los casos de cancer de mama.'® ¥’

A pesar de haberse identificado factores de riesgo bien definidos y los patrones de
susceptibilidad genética previamente mencionados, la Unica causa conocida
especifica para cancer de mama es la exposicion a radiacion como en el caso de

las victimas Japonesas de las explosiones de bombas atémicas. *°



De esta gran cantidad de factores de riesgo que se han establecido®®, estos no

son identificados en el 50 a 80 % de los casos. %°

Siendo que en la mayoria de las pacientes no es posible identificar un factor de
riesgo, se ha planteado la hipétesis de una posible etiologia viral para el cancer
de mama, que relacionada con los factores de riesgo previamente mencionados

pudiera explicar la heterogeneidad histolégica de esta neoplasia.*

La posibilidad de que los virus pudieran tener un rol en esta neoplasia fue
postulada por primera vez por Birrner y col.?? en 1937 cuando observaron que la
leche de ratén contenia un factor que producia tumores mamarios en las crias al
convertirse estas en adultos, identificandose posteriormente como el virus del
tumor mamario del ratbn (MMTYV). Otros virus también relacionados al cancer de
mama son el virus de Epstein-Barr (EBV) reportado por Horiuchi y cols. en 1994,
el virus de leucemia bovina (BLV) estudiado ampliamente por Buehring y cols vy el
virus del papiloma humano (VPH).

Esta bien establecido que el VPH un factor de riesgo para diversos canceres
humanos, en el cancer cervicouterino hasta el 96% de las pacientes son positivas
para algun tipo de VPH de alto riesgo, en otras neoplasias relacionadas a esta
infeccibn como el cancer colorrectal o los cancer de cabeza y cuello se puede
identificar la presencia de este virus en un 80 y 28 % respectivamente. * % El que
el VPH se sea considerado probable factor causal de carcinogénesis en estos
sitios, abre la posibilidad de que lo sea también en otras localizaciones en donde

se corrobore su presencia.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢, Se puede sefalar al VPH como factor de riesgo para cancer de la glandula
mamaria, disminuyendo con la prevencion de su contagio la incidencia de dicha

neoplasia?

JUSTIFICACION

En México, hay una tendencia marcada al aumento en la frecuencia del carcinoma
de la glandula mamaria, tanto en mujeres posmenopausicas como en edad
reproductiva. Desafortunadamente, la mayoria de los casos se diagnostican en
etapas avanzadas de la enfermedad, lo que disminuye las posibilidades de
supervivencia e impide disefiar estrategias terapéuticas con intento curativo. En el
intento de buscar factores causales de cancer de mama se ha identificado que
algunos casos de carcinomas de la glandula mamaria estan asociados con VPH.
Sabemos que en México la incidencia de infecciones genitales por VPH es
elevada. Es necesario investigar la asociacion entre el VPH y el cancer de mama,
ya que de demostrarse un papel del VPH en la carcinogénesis de la glandula
mamaria podrian diseflarse esquemas de prevencion asi como estrategias de
diagnéstico y tratamiento oportunos, lo que podria disminuir la incidencia,
aumentar la supervivencia de las pacientes y reduciria considerablemente el gasto
por tratamientos onerosos muchas de las veces ineficaces a mediano y largo

plazos.



HIPOTESIS

El carcinoma de la glandula mamaria, esta asociado con la infeccion por virus del

papiloma humano de riesgo alto.

OBJETIVOS

Principal

Conocer la frecuencia de VPH en carcinomas de la glandula mamaria de mujeres

atendidas en el Instituto Nacional de Cancerologia.
Secundarios

e Determinar los genotipos de VPH asociados con mayor frecuencia carcinoma

de la glandula mamaria.

e Establecer las caracteristicas clinico-patolégicas de los carcinomas de la

glandula mamaria asociados con VPH.

e Determinar la presencia de infeccion genital por VPH, en pacientes con

carcinoma de la glandula mamaria.

e Determinar la expresion de receptores de estrogenos y progesterona, y Her, en

carcinomas de la glandula mamaria asociados con VPH.

e Determinar por reaccion en cadena de la polimerasa (RCP), la presencia del
VPH en la piel del pezon y en el tejido mamario no neoplasico, en los casos de

carcinoma de la glandula mamaria.



MATERIAL Y METODOS

Disefio (tipo de estudio)

Prospectivo, Descriptivo, Observacional.

Poblacién en estudio

Pacientes de sexo femenino con cancer de la gldndula mamaria atendidas en el

departamento de Tumores Mamarios del Instituto Nacional de Cancerolégica.

Lugar de realizacién del estudio

El presente estudio se llevo a cabo en el Instituto Nacional de Cancerologia. En
donde participaron el Departamento de Tumores Mamarios, el de Ginecologia
Oncoldgica y el Departamento de Patologia asi como el Laboratorio de Virus y

Cancer de la misma institucion.

Criterios de inclusién

1. Mujeres adultas de cualquier edad, pacientes del Instituto Nacional de
Cancerologia, con diagnéstico de carcinoma de la glandula mamaria, de

cualquier tipo histolégico.

2. Pacientes con carcinoma de glandula mamaria en cualquier etapa clinica y
en quienes se realizo mastectomia, con o sin tratamiento neoadyuvante con

quimioterapia.



3. Pacientes con carcinoma de glandula mamaria en quienes que se realizo
frotis cérvico-vaginal, para la busqueda de lesiones epiteliales asociadas
con VPH.

4. Pacientes con carcinoma de glandula mamaria en quienes se realizo toma

cérvico-vaginal, para la determinacion de VPH mediante la técnica de RCP.

Criterios de eliminacion
1. Pacientes que no aceptaron alguno de los procedimientos diagnosticos.
2. Pacientes que no firmaron la carta de consentimiento informado.

3. Pacientes en las que después del tratamiento neoadyuvante

(quimioterapia), hubo ausencia total de neoplasia residual.
4. Pacientes que recibieron radioterapia adyuvante.

5. Pacientes en las que se realizo cirugia conservadora.

Descripcion del estudio

Se incluyeron a 40 pacientes con cancer de mama, en forma prospectiva y
consecutiva, operadas en el Instituto Nacional de Cancerologia de México, de
Junio del 2009 a Marzo del 2010.

Se realizaron estudios citolégicos con la técnica de Papanicolaou y molecular con
la técnica de RPC, del exudado cérvico-vaginal obtenido por exploracion
ginecoldgica, para determinar la presencia o ausencia de infeccidon genital con

VPH, asi como el genotipo en caso de estar presente la infeccion.



Una vez escindida la pieza quirargica y antes de su fijaciéon en formol al 10%
amortiguado, se obtuvo en fresco 5mm? de la neoplasia, de la piel del pezén y
areola, asi como del tejido mamario no neoplasico, ipsilaterales; posteriormente,
se colocaron por separado en viales con solucion salina o amortiguador de
fosfatos de sodio y fueron enviados al laboratorio de biologia molecular, para la

determinacion y genotipificaciéon de VPH mediante la técnica de RPC.

Extraccién del Acido Desoxirribonucleico (ADN) del Tejido Fresco

Reactivos

Buffer de Lisis (Tris.HClI 10mM pH 8.0; EDTA .1 M pH 8.0; SDS .5%) a

temperatura ambiente.

RNAsa 20 ug/ ml a-20°C

Cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) vol/vol a 4°C

Mezcla de Fenol / cloroformo-isoamilico (25:24:1) vol/vol a 4°C
Etanol al 70% a -20°C

Etanol absoluto a -20°C

Acetato de Amonio 7.5M mantener a -20°C

Técnica utilizada para la Extraccion

Con la ayuda de una hoja de bisturi esteril se corto el espécimen hasta

practicamente deshacer el tejido.

1.-La muestra se digirié (en tubo eppendorf) en 400-500 ul de buffer de lisis y 10-
15ul de proteinasa K (20 mg/ ml) en un thermomixer (temperatura y agitacion) a

55°C toda una noche.



2.-Al dia siguiente se agrego un volumen igual de una preparacion de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (400-500 ul), se agito para mezclar bien, por un

minuto.

3.-Se centrifugo a 13000 rpm (revoluciones por minuto) por 15 min. (formandose
dos fases)

4.-Se recupero la fase de arriba (acuosa) con pipeta sin llevarse la interfase y se
puso en un nuevo tubo eppendorf. El tubo donde quedan los restos de mezcla se

desecho.

5.-En el nuevo tubo con la fase recuperada, se coloco un volumen igual (400-500

ul) de cloroformo-isoamilico, se agito para mezclar bien, por un minuto
6.-Se centrifugo 13000 rpm por 15 min (se formaron dos fases)

7.-Se recupero la fase de arriba (acuosa) con pipeta sin llevarse la interfase y se
coloco en un nuevo tubo eppendorf. El tubo donde quedan los restos de mezclase
va desecho.

8.-En el nuevo tubo con la fase recuperada, se agregaron 2 volimenes de etanol
absoluto (1 ml) frio y 1/10 vol. (40-50 ul) acetato de amonio 7.5M frio se mezclo

agitando manualmente. En este paso se busco la formacién de la hebra de ADN.

9.-Se colocaron los tubos a -70°C durante 1-2 hr para precipitar, 0 se dejaron

precipitando durante una noche a —20°C.

10.-Pasado el tiempo, se centrifugo a 13000 rpm a 4°C durante 30 min y se

desecho sobrenadante.

11.-Después de desechar el sobrenadante y se agrego al pellet 300-400 ul de

etanol al 70% frio lavando una o dos veces, y se agito suavemente.

12.-Se centrifugo a 13000 rpm por 15 min. a 4°C, se desecho el sobrenadante y
se dejo secar el pellet o muestra de ADN que se obtuvo.
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13.-Una vez seco (al ponerse de color blanquecino) se resuspendio en 40-100 ul

de agua estéril inyectable segun el tamafio de la pastilla.

14.-Se realizo la cuantificacién en espectrofotometro a 260/280 nm

Deteccién Y Tipificacion De VPH

La deteccion de VPH se realiz6 mediante la técnica de RPC, utilizando tres
diferentes juegos de oligonucleétidos universales que amplifican fragmentos de
diferente tamafio de la region L1 de VPH (MY09/MY11l/HMBOL1,
L1C1/L1C2.1/L1C2.2, GP5+/GP6+). Para corroborar que el ADN obtenido fuera de
buena calidad y estuviera en cantidad suficiente para la amplificacion por PCR, se
utilizaron oligonucleétidos que amplifican un fragmento del gen B-globina. Los
oligonucledtidos utilizados fueron GH20 vy PCO04 (GH20 5'-
GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3"; PC04 5-CAACTTCATCCACGTTCACC-3")
que amplifican un fragmento de 268pb (Resnick et al; 1990).

Cada reaccion de amplificacion se llevo a cabo en un volumen de 20 ul
conteniendo dNTPs 2mM, .5U de Amplitag Gold ADN polimerasa, 1.5-3.0 mM de
MgCl,, Buffer 10X, 10pM de cada sonda y 200 ng de cada muestra. Los controles
positivos para VPH fueron ADN extraido de las lineas celulares de cancer
cervicouterino, SiHa y CasKi. El control negativo consistiéo en agua estéril sin ADN

de ningun tipo.

Condiciones de amplificacion para cada oligonucleétido

Las temperaturas de desnaturalizacion, alineamiento y extension fueron diferentes

dependiendo del oligonucledtido utilizado en cada amplificacion.
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PC04/GH20 y MY09/MY11/HMBO1

94°C por 10 minutos, 94°C 50 segundos, 55°C 50 segundos, 72°C 55
segundos, a estas condiciones se sometieron por 38 ciclos; y un ultimo ciclo de

extension a 72°C por 7 minutos, y al final se mantuvo la reaccion a 4°C.

L1C1/L1C2.1/L1C2.2

94°C por 10 minutos, 92°C 30 segundos, 53°C 30 segundos, 72°C 30
segundos, a estas condiciones se sometieron por 30 ciclos; y un ultimo ciclo de
extension a 72°C por 4 minutos, y al final se mantuvo la reaccion a 4°C.

GP5'/GP6"

95°C por 10 minutos, 95°C 1 minuto, 40°C 2 minutos, 72°C 1.30 minutos, a
estas condiciones se sometieron por 40 ciclos; y un ultimo ciclo de extension a

72°C por 10 minutos, y al final se mantuvo la reaccion a 4°C.

El resultado de la amplificacién se visualizdé por medio de electroforesis en gel de
agarosa al 1.5%, comparando con un marcador de peso molecular para ADN. Las
muestras positivas para VPH fueron secuenciadas por medio de un secuenciador
automatico, ABI PRISM 3100 AVANT, con el uso del equipo Big Dye terminator
V3.1 (Applied Biosystems). Las secuencias obtenidas se compararon con la base
de datos contenida en el programa BLAST para su analisis y determinar el tipo de
VPH especifico. ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov NCBI GenBank ).

12



Analisis de datos

Se planeo de acuerdo con el caso, realizar las comparaciones entre la infeccion
por VPH y las variables clinico-patolégicas con la prueba de y?o la prueba exacta
de Fisher, asi como con la razon de momios, con intervalos de confianza del 95%,
asi como realizar comparaciones mdultiples con el modelo de riesgos
proporcionales de Cox, con el nivel de significacion estadistica igual o menor de
0.05 en ambos casos. Sin embargo, dados los resultados, solo fue necesario el

andlisis descriptivo.

ORGANIZACION DE LA INVESTIGACION

Aspectos éticos

Proceso de obtencion de muestras: la obtencién de las muestras no represento

ningun riesgo para las pacientes.

Proceso de obtencion del consentimiento informado: El consentimiento informado
se solicito mediante la entrevista directa con las pacientes elegibles para el

estudio.

Acuerdos para indemnizacién a los pacientes participantes por dafios potenciales

derivados del estudio: No aplican para el estudio.

Aspectos financieros

El trabajo fue apoyado por el Departamento de Investigacion del Instituto Nacional
de Cancerologia de México, con el sustento del departamento de Patologia y del
Laboratorio de Virus y Céancer del Departamento de Investigacion del mismo

Instituto.
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Actividades realizadas por el alumno

Reclutamiento de las pacientes: se invito a participar a todas las
pacientes que reunieran los criterios de inclusion que estuvieran
programadas para mastectomia en el Instituto Nacional de

Canceroldgica.

Se recabaron los consentimientos informados de todas las pacientes
que participaron en el estudio. Se anexa el formato del mismo

(Anexo I).

Toma de citologia cervical y exudado cérvico-vaginal para citologia y
determinacion de infeccion por VPH.

Se recolectaron las piezas quirargicas inmediatamente posterior a la
escision de las mismas, y fueron llevadas al laboratorio de Patologia,
para obtencién del tejido neoplésico, tejido sano y piel del pezon.

Recoleccion de datos clinico-patologicos del expediente.

Asistencia en el laboratorio de biologia molecular para la extraccion

del ADN y genatipificacion del VPH.
Andlisis de los resultados clinicos, patolégicos y moleculares.

Escritura del trabajo.
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Cronograma de actividades

Periodo

Febrero — Marzo 2009

Actividad

Elaboracién del protocolo

Abril 2009 — Mayo 2009

Aprobacion por comité cientifico

Junio 2009 -Marzo 2010

Reclutamiento de pacientes

Recoleccion de consentimiento

informado

Toma de citologias y muestras

cérvico-vaginales

Recoleccién de especimenes
guirdargicos y entrega en el

Departamento de Patologia

Obtencién de tejido neoplasico,
tejido sano y tejido de pezon del
espécimen quirurgico y entrega en
el Departamento de Biologia

Molecular

Abril 2010- Junio 2010

Procesamiento de las muestras y

realizacién de la base de datos

Julio 2010

Andlisis de resultados

Agosto 2010

Elaboracion del informe final y

entrega de la tesis
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RESULTADOS

Se estudiaron 40 pacientes y se identificaron dos pacientes (5%) positivas para
VPH en el tumor, la primera con infeccion de VPH 53 vy la segunda con VPH 45.
No se encontro evidencia por RPC de infeccién por VPH en ninguno de los 40

casos en las muestras de tejido mamario sano, ni en el pezon.

La paciente infectada con VPH-53 en el tejido neoplasico tenia 69 afios de edad,
era posmenopausica, sin antecedentes familiares y sin factores de riesgo, con EC
I (TINOMO). Esta paciente fue tratada con mastectomia y ganglio centinela. El
informe histopatoldgico fue de carcinoma canalicular Infiltrante (CCI) con SBR de 8
en el 80% mas carcinoma ductal in situ de grado alto con necrosis en el 20%
(Figura 1), con tumor de 1.5 cm y sin afeccion ganglionar, receptores de
estrogenos (RE) positivos receptores de progesterona (RP) positivos y Her2 neu

negativo. (Figura 2)

La paciente infectada con VPH 43 en el tejido neoplasico, fue una paciente de 48
aflos de edad, perimenopausica, sin antecedentes familiares y sin factores de
riesgo, con EC IllIA. (TIN1MO). Fue tratada con mastectomia y ganglio centinela.
El informe histopatolégico fue de carcinoma mixto con CCIl con SBR de 6 en el
40% y carcinoma lobulillar infiltrante (CLI) en el 60% en un tumor de 1.2 cm y sin

afeccion ganglionar, con RE y RP positivos y Her2 negativos.

La infeccion por VPH se demostré también en las muestras de cérvix, con
coinfeccién en el caso de la primera paciente con VPH 58 (Figura 3). Las citologias
con técnica de Papanicolau fueron informadas como lesién Intraepitelial de bajo
grado (Infeccion por VPH) en la primera paciente (Figura 4) y cambios celulares

reactivos asociados a inflamacion en la segunda.
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A B

Figura 1. A). Carcinoma canalicular (ductal) in situ (izquierda) e infiltrante
(derecha) de la glandula mamaria. (Hematoxilina y eosina, 4X). B). Las

células neoplasicas obliteran la luz de un conducto. (Hematoxilina y eosina,
10X)

A B C

Figura 2. A). Las células neoplasicas son negativas con la inmunoreaccion
para HER-2 (Herceptest, 10X). B). La inmunoreaccion para receptores de
estrogenos es positiva en los nucleos de las células neoplasicas (color café
tabaco, 10X). C). La inmunoreaccidon para receptores de progesterona es
positiva en los nucleos de las células neoplasicas (color café tabaco, 10X)
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A B

Figura 3. A). Amplificacion por PCR del gen B-globina, con oligos
GH20/PC04. M: marcador de peso molecular 100pb. Neg: control negativo.
HelLa: control positivo. A partir del tercer carril: Muestras de cérvix. B).
Amplificaciéon por PCR del gen L1 de VPH, con Oligos MY09/MY11/HMBO1.
M: marcador de peso molecular 100pb. Neg: control negativo. HelLa: control
positivo. A partir del tercer carril: Muestras de cérvix

A B

Figura 4. A). Area de exudado cervico-vaginal, con una célula con dafio
citopatico por virus del papiloma humano. (Papanicolaou, 10X). B).
Acercamiento del exudado cérvix donde se visualiza una célula infectada por

el virus del papiloma humano presenta crecimiento e hipercromatismo
nucleares. (Papanicolaou, 40X).
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La edad promedio en el grupo de pacientes sin evidencia de VPH en el tumor fue
de 52.3 afios (34 a 81 afos). El promedio de edad entre las pacientes infectadas
fue de 58.5. La mitad de las pacientes se encontré en la posmenopausia en
ambos grupos. Entre las 40 pacientes se encontraron 5 casos en etapa clinica
(EC) I, 17 casos en EC IIA, 10 casos en EC IIB, 4 casos en EC IlIAy 4 casos EC
lIB. El promedio del tamafio tumoral fue de 3.55cm (0.4 cmm a 20 cm). Los RE
fueron negativos en 16 casos, y los RP en 17 casos, con el Her2 neu positivo en 7

casos.

En la Tabla 1 se listan las variables clinico-patologicas en forma comparativa entre
las pacientes en las que se encontrd evidencia de infeccion por VPH en el tejido

neoplasico y en las que no.

Se administro tratamiento con quimioterapia neoadyuvante en 11 casos, incluidos
los 8 casos en EC IlIAy 1lIB, y 3 casos en EC 1IB, hubo respuesta parcial en todos
ellos. Ninguno de los casos en los que se identifico ADN de VPH recibio

tratamiento adyuvante.

Se identifico evidencia de infeccion por VPH en 3/40 (7.5%) por citologiay en
7140 casos (17.5%) por PCR. Los genotipos identificados fueron VPH 43, -45, -51
como mono-infeccion y VPH 53 y-58, VPH 53 y-52, y VPH 56 y 61 en pacientes
poli-infectadas, en una paciente se encontrd positiva la p-globina 'y MY’s, mas no

fue posible realizar la genotipificacion del virus en este caso.
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Tabla 1. Caracteristicas Clinico-patoldgicas

del Carcinoma de la Glandula Mamaria

VPH (+) n=2 VPH (-) n=38

n(%) N(%)
Edad 58.5 52.3
Histologia
-Ductal 2 (100%) 27 (71%)
-Lobulillar 0 3 (7.8%)
-Mixto 0 12 (31.5%)
EC Temprana 2 (100%) 31 (81.5%)
EC Avanzada 0 7 (18.4%)
RH Positivos 2 (100%) 22 (58%)
RH Negativos 0 16 (42%)
Her 2 Positivos 0 7 (18.4%)
Her 2 Negativos 2 (100%) 31 (81.6%)
Tamafio Tumoral <2 cm 2 (100%) 13 (34.2%)
Tamafio Tumoral 2-4 cm 0 18 (47.3%)
Tamafio Tumoral >4 cm 0 7 (18.4%)
Citologia Cervical con VPH 1 (50%) 2(5.2%)
RPC Cervical con VPH 2 (100%) 5 (13.2%)
Tipos de VPH en Cérvix 45,53y 58 43,51,53y52,y56y 61, *

EC: Etapa Clinica, RH: Receptores Hormonales, PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa. VPH: Virus del
Papiloma Humano. * Una paciente positiva la B-globina y MY’s, no fue posible realizar la genotipificacion
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DISCUSION

El origen de la hipoétesis de que el VPH pudiera estar involucrado en el cancer de
la glandula mamaria surge a principios de la década de los 90°s cuando Ban y col.
describieron la inmortalizacion de células normales de epitelio mamario humano
por plasmidos de VPH 16 o 18. En 1992 Di Lonardo y col. % informan la
asociacion del VPH con el cancer de la glandula mamaria, en su analisis utilizaron
RPC y encontraron evidencia de VPH 16 en el 29.4 % de los casos. Para 1995
Wazer y col. 2’ demostraron la capacidad de las proteinas E6 y E7 de VPH 16 de
inmortalizar células de epitelio mamario abriendo la posibilidad de que el VPH este
implicado en la patogénesis de algunos tipos de cancer de mama. A finales de esa
década Hennig y col ? encuentran ADN de VPH 16 por RPC en el 46% de los
casos de un grupo de pacientes con antecedente de neoplasia Intraepitelial
cervical grado Il (NIC Ill), y sugirieron que la via de diseminacion del VPH pudiera
ser hematdgena o linfatica y ser un posible factor para el desarrollo de cancer de

mama.

Durante los ultimos 20 afos, con la disponibilidad y estandarizacién de técnicas de
biologia molecular la presencia del VPH en tejido neoplasico de pacientes con
cancer de mama ha sido estudiada en poblacion de paises como Australia,
Austria, Brasil, China, Corea, Estados Unidos, Grecia, India, Inglaterra, lItalia,
Hungria, México, Noruega, Siria, Taiwan y Turquia, y se han encontrado
prevalencias del 0% hasta 86.2%. En la Tabla 2 y Tabla 3 se listan los mas

importantes.
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Tabla 2. Estudios que muestran presencia de VPH en Carcinoma de la

Glandula Mamaria

EEURTE Prevalencia de VPH Asociacion
Hennig y Noruega Parafina 46% Positiva
col
Yuy col China/Japo6n 1999 Parafina 44.1%/16.6% Positiva
Andreay Brasil 2004 Parafina 24.75% en carcinoma Positiva
col
0% en tejido sano
Kany Australia 2005 Congelado 48% Positiva
col
Tsaiy Taiwan 2005 Congelado 12.9% Positiva
col
Akil 'y Siria 2008 Parafina 61.06% Positiva
col
Hengy Inglaterra 2009 Parafina 39% CDIS Positiva
col
23% CDI
Cantu de México 2009 Parafina 29.4% Positiva
Ledny
col

Tabla 3. Estudios sin evidencia, poca frecuencia o carga viral baja

Analisis Prevalencia Asociacién
de VPH
Brattahauer y EU 1992 - 0% Sin relacion
col
Wrede y col Inglaterra 1992 - 0% Sin relacion
Golpalkrishna India 1996 Congelado 0% Sin relacion
de Cremoux y Francia 2008 Parafina 0% Sin relacion
col
Khany col Japén 2008 Congelado 21% Dudosa por
carga viral
baja
Mendizabal- México 2009 Parafina 4.4% No importante
Ruiz y col
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Andrea y col. de Brasil, % publican en el 2004 la prevalencia de VPH en tumores
de mama en pacientes Brasilefias realizando una correlacién con factores
prondsticos. Su analisis se realizo en tejido incluido en parafina por RPC y
secuenciacion de el gen E6 del VPH, se incluyeron también 20 especimenes de
mamoplastia y 21 fibroadenomas como control no maligno. Se detecto ADN de
VPH en el 24.75% de los especimenes de carcinomas y no se detecto en ninguna
muestra de lesiones benignas con una p<0.001. De los casos positivos, el 56% fue
VPH 16 y el 40% VPH 18, y en el 4% se identifico ADN de VPH de ambos tipos.
No se encontré correlacion entre la presencia de VPH y factores predictores
especificos. Concluyendo que la presencia de VPH pudiera relacionarse con el

desarrollo de fenotipo maligno

En el 2005 Kan y col. Publican el analisis por RPC de 50 especimenes congelados
de mujeres australianas con cancer de mama, encontrando positivas para VPH a
48 (24%). No hubo correlaciéon con el grado, supervivencia, estado de los RH,
ERB-2, expresion de p53 y mutaciones. Con sus resultados sugieren que el VPH
pudiera tener un rol en la etiologia del cancer de mama y especulan que la

transmision del mismo pudiera ser via mano desde el perineo de la paciente. *

En el 2008 Akil y col,.** Estudiaron el efecto de las oncoproteinas E6/E7 de VPH
de alto riesgo 16 en dos lineas celulares no invasoras, BT20 y MCF7, encontrando
que E6/E7 convierten estas lineas celulares en invasoras, esto acompafado de
sobre expresion de Id-1, que se sabe es un importante regulador de metastasis en
cancer de mama, se dan a la tarea de investigar la presencia de VPH de alto
riesgo, la expresion de la oncoproteina E6 y si correlacion con la expresion del gen
Id-1. Encontraron positividad para VPH en el 61.06% de las pacientes, con 34.78%
co-infectadas con mas de un tipo de VPH. Ademas encontraron que la expresion
de E6 correlaciono con la sobre expresion de Id-1 el la mayoria de los canceres
invasores. En su conclusion sugirieron que la infeccion por VPH pudiera estar

asociada con la progresion del cancer de mama.
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Heng y col.**de la Universidad de Nee South Wales en el 2009, Criticaron la RPC
por su propensidad a la contaminacion y utilizaron , RPC in situ y estdndar e
histologia basada en microscopia de luz. Ellos demostraron la presencia de VPH
de alto riesgo en especimenes de cancer de mama Yy encontraron que
caracteristicas oncogénicas del VPH asociado a cancer de mama son muy
similares a las del VPH asociado a cancer de cérvix, especialmente la presencia
de koilocitos encontrados en algunos especimenes asociados a VPH. Concluyeron
un posible rol causal del VPH en el cancer de mama y la posibilidad de prevencion

primaria de algunos canceres de mama con la vacunacion en contra del VPH

Los estudios que generan polémica respecto a la hipotesis de que el VPH pudiera
ser factor causal del cAncer de mama ya que no encontraron presencia de ADN de
VPH en las muestras analizadas, lo encontraron en un porcentaje minimo, o

encontraron cargas virales muy bajas. Tabla 3.

|.33 l. 34

Bratthauer y co en Estados Unidos y Wrede y co en Inglaterra publicaron
en 1992 una frecuencia del 0% en los estudios que realizaron en busqueda de
VPH en carcinoma de la glandula mamaria. Posteriormente en 1996, Gopalkrishna
y col ** de la India tampoco encontraron evidencia de VPH en relacién con

carcinoma de la glandula mamaria.

De Cremoux y col.*® del Instituto Curie reportaron en el 2008 su experiencia,
analizaron por RPC 50 muestras de pacientes con cancer de mama. No
detectaron ADN de VPH en ninguna paciente por lo que sus resultados se oponen
a la teoria del rol del VPH en la patogénesis del cancer de mama. Khan y col.*’
reportaron en el 2008 el analisis realizado en 124 pacientes Japonesas con cancer
de mama donde estudiaron la presencia, el genotipo, la carga viral y el estado
fisico del VPH. Se detecto ADN de VPH en el 21%, VPH-16 en el 92% de los
casos, seguido de HPV-6 (46%), HPV-18 (12%) y HPV-33 (4%). El analisis por

RPC sugirio la presencia de la forma integrada del DNA viral, pero con carga viral
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muy baja, por lo que concluyeron que es poco probable que el VPH este
etiolégicamente involucrado en el desarrollo de carcinoma de la glandula mamaria.
En el 2008 Cazzaniga y col. *® Reportaron un estudio en el que se analizo por una
técnica de RPC altamente sensible la prevalencia de VPH alfa en mucosas y VPH
beta en piel. Utilizan el ADN obtenido de 90 lavados ductales, calostro o leche. Se
encontraron multiples tipos de VPH beta en el 14% de los lavados, mientras que
solo se encontrd VPH alfa de alto riesgo en 1/70 muestras. Concluyeron que dada
la baja prevalencia de VPH en los fluidos de la mama el rol del VPH en la

carcinogénesis de la glandula mamaria es poco probable.

Los autores que han publicado estudios realizados en pacientes Mexicanas son

Cantu de Leoén y col y Mendizabal-Ruiz y col.

En el 2009 Cantli de Leén y col®® publicaron su experiencia en pacientes
mexicanas, ellos investigaron la prevalencia de ADN de VPH en especimenes de
43 pacientes con lesiones no malignas como fibroadenoma, enfermedad
fibroquistica y tumor phyllodes , y 51 casos de pacientes con cancer de mama. El
tejido embebido en parafina fue analizado por RPC y en caso de ser positivo se
busco el tipo de VPH asociado. En las pacientes con carcinoma se encontro
evidencia de infeccién por VPH en el tejido neoplasico en el 29.4%, siendo el mas
comun el VPH 16 (66.6%), seguido del 18 (20%), y en el 13.4% de los casos se
encontro la coinfeccion de estos de tipos. No se encontré ADN de VPH asociado a
los especimenes de enfermedades no malignas. Ellos sugirieron andlisis en un
mayor numero de casos para determinar el rol exacto de este virus en la

patogénesis del cancer de mama.

En el 2009 Mendizébal-Ruiz y col.*® Publicaron su experiencia reportando una baja
frecuencia de ADN de VPH en pacientes con cancer de mama mexicanas. Ellos
analizaron 67 especimenes de pacientes con cancer de mama y 40 de pacientes

con enfermedad no maligna con RPC. Encontraron una incidencia de 4.4% con 3
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de las 67 muestras positivas con genotipos VPH-16, -18 y -33 Concluyeron que el

VPH no tiene un papel importante en la carcinogénesis de la glandula mamaria.

La publicacion de un estudio realizado por el Instituto Nacional de Canceroldgica
de México en conjunto con la Universidad de Kagoshima, Japdén esta pendiente,
Herrera-Goepfert y col. Analizaron especimenes de pacientes con carcinoma de la
glandula mamaria, pezon y tejido adyacente no neoplésico. Se identifico ADN de
HPV en 6 de 60 carcinomas (10%), en dos de ellos se identifico también en el
tejido no neoplasico adyacente. En 7 casos de identifico ADN de VPH solo en
tejido no neoplasico, 4 en pezon y 3 en tejido adyacente no neoplasico. Se
analizaron también 10 casos con terapia neoadyuvante en los cuales se encontrd
respuesta patolégica completa identificando ADN de HPV en el area de fibrosis
residual en 4 casos, y en dos de ellos también en tejido no neoplasico adyacente
y/lo en el pezén. Se identifico que el ADN del VPH-16 estaba integrado, sin
embargo la carga viral detectada fue muy baja por lo que los autores concluyen
que no puede excluirse la posibilidad de que la infeccion haya sido adquirida en

etapas tardias de la carcinogénesis.

La integridad del ADN en especimenes fijados en parafina es baja lo que puede
explicar la falta de deteccion en algunos estudios. Por otro lado la técnica de PCR
puede presentar falsos positivos en forma importante principalmente por
problemas de contaminaciéon, pudiendo ser la causa de reportes con incidencias

muy altas.

En este estudio se realizo por primera vez la busqueda de VPH en tejido
neoplasico de pacientes Mexicanas con cancer de mama en especimenes frescos,
extrayéndose el tejido previo a su fijacion en formol. Se analizo tejido neoplésico,
tejido sano y piel del pezon Se realizo también citologia cervical con técnica de
Papanicolaou y deteccion vy tipificacion de VPH en muestra cervical. Encontramos
una incidencia de ADN de VPH en tejido neoplasico de pacientes con cancer de

mama del 5%, similar a la encontrada por Mendizabal-Ruiz y col.*°(4.4%)
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Los tipos de VPH identificados en tejido neoplasico de la mama fueron el 53 y el
43 a diferencia de Cantl de Leén y col. * quienes encontraron VPH 16 y -18,
Mendizabal-Ruiz y col. *° encontraron VPH 16, -18 y -33.

Lazcano-Ponce y col.**
poblacién Mexicana son HPV 16, HPV 53, HPV 31 y HPV 18, Si bien en nuestro
estudio identificamos dos casos con infeccion cérvico-vaginal por VPH 53 el resto

reportaron que los tipos mas comunmente identificados en

de los genotipos identificados ( 43, 45, 41, 52, 56, 58 y 61,) no son los mas

frecuentes.

La incidencia de infeccién por VPH en muestras cervicales identificada por RPC
fue del 17.5%, similar a la reportada por Lazcano-Ponce y col. en el 2001 del
14.4%.

Existe la interrogante respecto a los mecanismos de transmision del VPH al tejido
de la glandula mamaria, postulandose como una de las probables vias contagio el
contacto durante la relacion sexual o por la mano de la paciente desde su perineo
infectado, se ha sugerido también diseminacion hematdgena y linfatica como

probables opciones. #? 43

Lawson y col ** sugirieron que si la hipétesis de trasmision via sexual es correcta
entonces los canceres asociados a VPH se encontrarian mas frecuentemente
entre mujeres jévenes ya que la infeccidén genital por VPH es mucho mas comun

en este grupo de pacientes. Cantt de Leén y col*®

reportaron una edad media de
48.13 en el grupo de pacientes con VPH asociado a carcinoma de la glandula
mamaria contra 55.36 afios de edad en el grupo sin evidencia de VPH. La
frecuencia de VPH en carcinoma de la glandula mamaria en este estudio fue muy
baja como para emitir un juicio, sin embargo el no tener evidencia de infeccién por
VPH en el pezén y en el tejido sano de las pacientes positivas para VPH en la

neoplasia nos orienta mas a apoyar la hipétesis de diseminacion hematégena.
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El estudio de Cant( y col *, el tamafio tumoral fue el tnico valor con significado
estadistico (p0.008), encontrando que a mayor el tumor, mayor la posibilidad de
encontrar VPH, siempre y que el tumor no exceda los 4 cm. En nuestro estudio
encontramos que las tumoraciones de las dos pacientes con VPH son menores de

4 cm.
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CONCLUSIONES

En este estudio encontramos que a presencia de VPH en carcinomas de la
glandula mamaria en mujeres Mexicanas es baja y la menor encontrada en

pacientes atendidas en el Instituto Nacional de Canceroldgica (5%).

Las pacientes con VPH en el tejido neoplasico de la mama tuvieron infeccion
cérvico-vaginal simultanea con el mismo genotipo de VPH lo que sugiere que via
de diseminacion mas probable es la sanguinea, en apoyo de esta hipétesis; las
muestras del pezon y el tejido normal resultaron negativas para cualquier tipo de
VPH.

Nuestros hallazgos concuerdan con las series Mexicanas de pacientes con VPH y
cancer de mama previas, en las que se informa menor tamafio en las neoplasias

asociadas a VPH.

Es necesario aumentar el numero de casos y analizar las cargas virales para

estudiar una relaciéon causal.

El estudio de la asociacion del cancer de la glandula mamaria y el VPH, requiere
la utilizacion de otras técnicas moleculares como cargas virales y anticuerpos anti-

VPH en sangre periférica para poder obtener colusiones validas.

Es necesario estudiar la relaciéon del VPH con la constitucibn genética de las
pacientes para demostrar que la presencia del VPH en tejido mamario puede
favorecer la transformacion del tejido sano a tejido neoplasico.
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ANEXO 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Queremos invitarla a participar en el estudio de investigacion titulado “Expresion de virus del
papiloma humano (VPH) de riesgo alto en carcinomas de glandula mamaria”. Para que usted
pueda decidir si desea o0 no colaborar, es necesario que conozca el tipo de proyecto al que se le
invita. Su decision serd con base en la informacion aqui contenida. Una vez que haya comprendido
el proposito del estudio y acepte participar, podra firmar esta carta de consentimiento informado. Si
hay algo que no comprenda o si tiene alguna pregunta, pidale a su médico que se lo explique.

El propésito de este estudio es determinar la presencia y el tipo de virus del papiloma humano en
cancer de mama. El virus del papiloma humano es el principal agente causal del cancer cérvico-
uterino pero en los Ultimos afios, también se ha encontrado en otros tipos de cancer, entre ellos, en
algunos casos de cancer de la mama.

Si acepta participar en este estudio, le serd tomada una muestra cérvico-vaginal (estudio de
Papanicolaou), lo que permite buscar intencionadamente en el cuello uterino (cérvix) lesiones
epiteliales premalignas asociadas con la infeccion por el virus del papiloma humano. El estudio se
complementara con el analisis del tipo viral que se encuentre. El resultado de su Papanicolaou se
le dara a conocer posteriormente.

Su participacion en este estudio no implica la administracion gratuita de medicamentos ni la
prestacién gratuita de otros servicios por parte del Instituto Nacional de Cancerologia.

Los resultados del estudio no repercutirdn en el tratamiento que usted recibira. Toda informacién
gue se obtenga permanecera confidencial y serd consignada al expediente correspondiente. Usted
no sera identificada en ninguna publicacion o presentacion que parta del mismo.

Su participacion es voluntaria. Puede negarse a participar si asi lo decide. En caso de que asi lo
desee, la atencion que como paciente reciba de la Instituciéon no se vera afectada.

He leido la informaciéon anterior y comprendo el propdsito del protocolo. He tenido la oportunidad

para preguntar mis dudas y todas mis preguntas han sido aclaradas. Por tanto, DOY MI LIBRE
CONSENTIMIENTO, para ser participante.

NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE

Edad: No. Expediente provisional o definitivo

NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO

NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO

NOMBRE Y FIRMA DEL MEDICO

Fecha
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