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Deteccion y tipificacion de virus del papiloma humano en biopsias
de carcinoma ductal infiltrante y lesiones benignas de mama en
mujeres venezolanas
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RESUMEN

Objetivo: Realizar la deteccion y tipificacion del virus del papiloma humano (VPH) en muestras de biopsias de
tejido mamario con carcinoma ductal infiltrante.

Métodos: Estudio descriptivo de corte transversal de 57 biopsias de carcinoma ductal infiltrante, y 41 biopsias
de lesiones benignas de mama de pacientes venezolanas, estas fueron evaluadas utilizando la técnica PCR-RFLP
en busca de la presencia del genoma del virus de papiloma humano. El riesgo OR fue evaluado mediante analisis
estadistico con el paquete SPSS 12.0.

Resultados: Treinta y tres (57,9 %) de las muestras de carcinoma ductal infiltrante tuvieron un resultado positivo
para virus de papiloma humano, 19 de ellas pudieron ser tipificadas como: VPH-6b 15,15 %, VPH-11 3,03 %;
VPH-18 12,12 %; VPH-33 27,27 %, VPH-45 3,03 % y VPH-58 3,03 %, de este grupo el 42,4 % fueron positivas
no determinadas para la presencia de ADN del virus. Seis biopsias de lesiones benignas (14,6 %), presentaron
infeccion por virus de papiloma humano, determindndose para ellas los tipos VPH-6b 33,33 %, VPH-11 16,67%,
VPH-33 16,67% y 33,33 % positivas no determinadas. Se determiné estadisticamente que la presencia de virus de
papiloma humano en tejido mamario aumenta 10,77 veces la posibilidad de desarrollar carcinoma ductal infiltrante.
Conclusiones: Los hallazgos corroboran los resultados de otros investigadores, colocando al virus de papiloma
humano como posible agente involucrado en la inmortalizacion de las células epiteliales de la mama.

Palabras clave: Carcinoma de mama, Carcinoma ductal infiltrante, Virus de papiloma humano, Tipificacion de
VPH, PCR-RFLP.

SUMMARY

Objective: To perform the detection and typing of human papilloma (HPV) virus in biopsy samples of breast tissue
invasive ductal cancer.

Methods: Cross-sectional study of 57 biopsies of invasive ductal carcinoma, and 41 biopsies of benign breast lesions
of Venezuelan patients were evaluated using the PCR-RFLP technique for the presence of the human papillomavirus
genome. The OR risk was evaluated by statistical analysis using SPSS package.

Results: Thirty-three (57.9%) of invasive ductal carcinoma samples had a positive result for human papillomavirus,
19 of them could be classified as: HPV-6b 15.15%; HPV-11 3.03%; HPV-18 12.12%, HPV-33 27.27%, HPV-45
3.03% and HPV-58 3.03%. This group 42.4% were positive not determined for the presence of virus DNA. Six
biopsies of benign lesions (14.6%) had human papillomavirus infection, determining for themselves the types HPV-
6b 33.33%, 16.67% HPV-11, HPV-33 16.67% and 33.33% not determined positive. It is statistically determined that
the presence of human papillomavirus in breast tissue 10.77 times increases the possibility of developing invasive
ductal carcinoma.

Conclusions: These findings corroborate the results of other researchers, placing human papillomavirus as a
possible agent involved in the immortalization of epithelial cells of the breast.

Keywords: Breast cancer, Infiltrating ductal carcinoma, HPV, HPV typing, PCR-RFLP.

INTRODUCCION

Laasociacion de algunos virus con tejidos neoplasicos ha
'Laboratorio de Biologia y Medicina Experimental de la Universidad de Los aportado, en las ultimas décadas, argumentos decisivos
Andes. *Laboratorio de Histopatologia e Inmunohistoquimica Domingo Stea . . sy
Mérida - Venezuela.’> Universidad Central de Venezuela. Caracas — Vene- para la identificacion de los factores desencadenantes de
zuela. “Centro Clinico de Estereotéxia (CECLINES). Caracas — Venezuela, la transformacion celular. Esto ha permitido establecer
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las bases genéticas del cancer, validas también para
aquellas neoplasias no inducidas por virus (1). A nivel
mundial, el carcinoma de mama presenta una incidencia
del 43,1 % siendo la primera causa de muerte por cancer
en mujeres, seguido del carcinoma colorectal (14,3 %)
y del carcinoma cervicouterino (14,0 %). En paises en
vias de desarrollo la incidencia del carcinoma de mama
es del 31,3 % seguido del carcinoma cervicouterino con
una incidencia del 15,4 %. En paises desarrollados el
carcinoma de mama presenta una incidencia del 73,4 %
mientras que el carcinoma de cuello uterino presenta una
incidencia de solo el 9,9 % (2 - 4). Las infecciones con el
virus del papiloma humano (VPH) estan estrechamente
ligadas al desarrollo de carcinoma cervical y
representan una de las enfermedades de transmision
sexual mas comunes a nivel mundial (5, 6). Desde los
reportes iniciales realizados por Harald ziir Hausen
(7), en los afios setenta, sugiriendo la participacion del
VPH en el desarrollo de carcinoma cervical, han sido
numerosos los estudios moleculares, epidemioldgicos
y clinicos que claramente implican al VPH como uno
de los agentes etioldgicos en diversos tipos de cancer
tales como: carcinoma anogenital, cervical, de pene, de
vejiga y mas recientemente, carcinomas mamarios (4,
8,9). El desarrollo del carcinoma mamario se encuentra
asociado a factores tanto ambientales como genéticos.
Se ha propuesto recientemente que el VPH puede
ser un factor importante en la aparicion y desarrollo
de carcinoma de mama (10). El VPH representa un
problema de salud publica, encontrandose en mas del
70 % de la poblacion venezolana (11). Este virus ha
sido recientemente identificado en tejido neoplasico de
mama en diferentes laboratorios alrededor del mundo,
indicando que posiblemente exista un vinculo entre
la presencia de VPH y el inicio de la enfermedad.
Existen diferentes tipos de cancer de mama, dentro de
las mas comunes estan: el carcinoma ductal infiltrante,
el carcinoma lobulillar infiltrante y sus contrapartes
neoplasicas intraepiteliales (12, 13). El carcinoma ductal
infiltrante (CDI), representa 80 % de los carcinomas de
mama; el carcinoma lobulillar infiltrante el 15 % (10).
La via molecular que relaciona el papiloma virus con
el carcinoma de mama es aun incierta, aunque existen
varios estudios que han reportado VPH de alto riesgo
en mas del 50 % de biopsias de carcinoma de mama
en diferentes paises (14 - 22). Incluso, se ha reportado
en una misma paciente, un Unico tipo de VPH tanto en
carcinoma de mama como en carcinoma cervical (23,
24). Cifras del Ministerio del Poder Popular para la
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Salud, publicadas en el Anuario de Mortalidad de 2010
(25), revelan que, de las 21 185 personas fallecidas por
cancer, 10 269 fueron mujeres con carcinoma de mama,
representando la primera causa de muerte por cancer
en la mujer venezolana y el mayor nimero de muertes
se registro en edades comprendidas entre 45 y 64 afios.
En Venezuela, ¢l 80 % de los casos de carcinoma
de mama se detecta en etapa avanzada y el 20 % en
etapa temprana, mientras en el mundo la proporcion
es inversa (25). Debido a esto, el presente trabajo se
enfoca en realizar la deteccion de VPH y su tipificacion
en biopsias de tejido mamario neoplasico de pacientes
venezolanas.

METODOS

Se realizd un estudio de casos y controles, descriptivo,
de corte transversal, de 98 biopsias de lesiones de
tejido mamario embebido en parafina, colectadas
aleatoriamente del Laboratorio de Histopatologia
e Inmuno-histoquimica Domingo Stea (M¢érida-
Venezuela) y del Centro Clinico de Estereotaxia
(Caracas-Venezuela). Las biopsias incluyeron 57
muestras de carcinoma ductal infiltrante y 41 muestras
de lesiones benignas de mama (fibroadenoma y
cambios fibroquisticos). Para cada una de ellas se
hicieron diez cortes histologicos de 10 pm de espesor
a partir del bloque de parafina. La extraccion de ADN
se inici6 con el desparafinado mediante el método de
Mirshahabi y col. (26). La purificacion de ADN se
realizé por el método de la precipitacion fenolica (27).
El pellet de ADN fue resuspendido en 50 pl de buffer
TE 10 mM pH 8. La pureza y concentracion del ADN
obtenido fue determinada por espectrofotometria con el
cociente 260/280 nm (27). La integridad del ADN total
extraido se comprobd mediante la amplificacion por
PCR de un fragmento de 268 pb del gen de B-globina
humana, utilizando los oligonucledtidos PC04 y GH20
(28). La deteccion y tipificacion se realizé utilizando
los oligonucleodtidos degenerados MY09 y MY11 y el
analisis por RFLP de estos amplificados de 450 pb del
gen viral L1, con la enzima HpyCH4V (29). Se realizo
una segunda amplificacion anidada al primer amplicon
de MY09/ MY11 (L1) con los oligonucle6tidos GP5+/
GP6+, la cual tiene como propdsito la deteccion de
ADN del virus en muestras que fueron negativas para el
amplificado MY09/ MY11 (30) Todos los amplicones
y productos de digestion fueron separados mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida horizontal al
6 % (31), y tefiidos con bromuro de Etidio (10 mg/ml)
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para su visualizacion bajo luz ultravioleta. Se realizo
analisis genético utilizando el programa estadistico
SPSS 12.0.

RESULTADOS

Todas las muestras arrojaron resultados positivos para
la amplificacion del gen B-globina, indicando que la
extraccion fue satisfactoria y el ADN conservaba su
integridad. Espectrofotométricamente se determino
un promedio de concentraciéon de ADN de 378 ng/ul
y una pureza promedio de 1,9. Las muestras fueron
sometidas a dos reacciones de PCR (reaccion en cadena
de polimerasa) especificas para el virus del papiloma
humano. La primera de ellas amplifica parte del gen L1
del VPH con oligonucledtidos consenso MY09/MY 11,
los fragmentos obtenidos fueron sometidos a digestion
con la enzima de restriccion HpyCH4V resultando en
patrones de bandas caracteristicos para cada tipo viral
(31). El mayor porcentaje de positividad para ADN
de VPH en los grupos en estudio, corresponde a 33
muestras de las 57 con CDI (57,89 %), los tipos virales
detectados en las muestras con CDI fueron: VPH-6b
15,15 %; VPH-11 3,03 %; VPH-18 12,12 %; VPH-33
27,27 %; VPH-45 3,03 % y VPH-58 3,03 % (Figura 1).
Catorce muestras resultaron positivas no determinadas
para el sistema GP5+/GP6+.

De las 41 lesiones benignas de mama, 6 muestras (14,63
%) presentaban infeccion por VPH, los tipos virales
detectados fueron: VPH-6b 33,33 %, VPH-11 16,67 %,
VPH-33 16,67 % y 33,33 % positivas no determinadas
(Figura 1).

m(CDIl mSanas

Porcentaje (%)

VPHeEb VPH11 VPH18 VPH33 VPH45 VPH58 ND
Tipo Viral

Figura 1.

Porcentaje de los distintos tipos de VPH encontrados en las
muestras analizadas con cancer ductal infiltrante (CDI) y
muestras sanas. Las muestras seflaladas como no determinadas
(ND) fueron detectadas por el sistema GP5+/ GP6+.
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En la tabla 1 se agrupan los resultados de diagnostico de
todas las muestras en estudio, mostrando el porcentaje
de biopsias positivas y negativas para ADN viral en cada
grupo de estudio. El analisis de Chi-cuadrado arrojé un
valor de y2 =26,335 (valor minimo esperado: 4,29),
para evaluar en qué medida se relaciona la presencia del
VPH con el desarrollo de carcinoma de mamas. El valor
obtenido, es considerablemente mayor al valor minimo
esperado, indicando que la presencia del VPH debe
estar vinculada con el desarrollo de tumores mamarios
malignos. Ademas de esto, se obtuvo un OR de 10,77.
Esto significa que hay un 91,5 % de probabilidades de
desarrollar carcinoma de mamas si se tiene infeccion
por VPH.

Tabla 1.

Distribucién de la presencia de ADN de VPH en las muestras
estudiadas. Las muestras con carcinoma ductal infiltrante (CDI),
son comparadas con muestras con lesiones de mama benignas
de etiologia variada.

Presencia de ADN de
Virus de Papiloma Humano
Positivo N (%) Negativo N (%)

Lesion de mama

Carcinoma ductal

infiltrante (N=57) 33 (57,8) 24 (42,11)
Lesiones
benignas (N=41) 6 (14,63) 35 (85,37)

¥2=26,335 OR 10,77

DISCUSION

En el presente estudio fue posible la extraccion y
purificacion de acidos nucleicos de buena calidad a
partir de las muestras de tejido embebido en parafina,
provenientes de pacientes con lesiones mamarias.
Para la tipificacion, los amplificados generados en la
reaccion MY09/MY 11, fueron sometidos a RFLP segun
se mencion6é en la metodologia. Entre los patrones
obtenidos, pudo identificarse claramente los tipos VPH-
6, VHP-11, VPH-18, VPH-33, VPH-45 y VPH-58§; el
tipo viral encontrado con mayor frecuencia fue VPH-
33 (30,3 %). En otros casos, la identificacion fue mas
complicada debido a la presencia de mas de un tipo viral
en la misma muestra, por lo que el resultado asignado
a estos casos resulto “Positivo VPH No Determinado”
(ND). En ocasiones, en los patrones mezclados pudo
identificarse uno o ambos de los tipos virales presentes.
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Reportes anteriores, varian ampliamente en el
porcentaje de prevalencia de las infecciones por VPH
en lesiones mamarias, abarcando desde un 4,4 %
(32), hasta un 86,2 % (8). Sin embargo, algunos de
ellos fallan en la deteccion de este virus y generan
controversia en relacion al papel oncogénico del VPH
en la patogénesis del carcinoma de mama (33-35). Esta
controversia puede ser explicada, de acuerdo al origen
de las muestras, p.ej. puncion con aguja fina (35), o
debido al método utilizado para la deteccion viral; como
es el caso del método de hibridaciéon con sondas tipo
especificas para uno o dos tipos de VPH, lo cual puede
excluir otros tipos virales infectantes que, por lo tanto,
no son detectados en las muestras en estudio.

Estos resultados confirmaron, que el VPH puede tener
algun papel en el desarrollo de la malignidad del tejido
mamario, y corrobora lo publicado a nivel mundial,
indicando que una infeccion con VPH de alto riesgo hace
a un individuo mas propenso al desarrollo de lesiones
malignas, en este caso, carcinoma mamario. Es decir,
aquellas pacientes infectadas con VPH de alto riesgo
son mas susceptibles a la inmortalizacion celular, debido
a que las oncoproteinas virales E6 y E7, a diferencia
de las de bajo riesgo, modulan vias celulares y por lo
tanto regulan la proliferacion y supervivencia celular.
Soélo el 14,63 % de las lesiones benignas se encontraban
infectadas con VPH, en su mayoria, con tipos virales de
bajo riesgo y aquellas lesiones malignas positivas para
VPH de bajo riesgo, presentaban en ocasiones, infeccion
mixta con tipos virales de alto riesgo (Figura 1). Al
agrupar las muestras positivas, de acuerdo al riesgo
del tipo de VPH, se obtuvo que en 39,5 % se detectd
VPH de alto riesgo. Sin embargo, el alto nimero de
muestras sin tipificar (ND=16), no permite una correcta
apreciacion de este resultado. Se ha reportado que el
VPH-18 de alto riesgo, ademas de presentar tropismo
por epitelio mucoso, también tiene tropismo glandular
(36). Esto coincide con reportes que relacionan a este
tipo de VPH con carcinomas mamarios. El segundo tipo
de VPH encontrado con mayor incidencia en el presente
estudio fue VPH-18. Esta observacion, concuerda con
lo mencionado anteriormente y coincide con previos
reportes donde el mismo tipo viral fue encontrado con
mayor frecuencia en biopsias de carcinoma de mama
(36 - 38).

Al evaluar estadisticamente los resultados obtenidos,
con la prueba de Chi-cuadrado, se encontr6 una
diferencia altamente significativa, que indic6 un
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vinculo real entre el desarrollo de carcinoma mamario
y la presencia del VPH. Segtin la razén de las ventajas
(OR), la relacion entre estas dos variables es de 10,77:1,
indicando que es 10,77 veces mas probable desarrollar
carcinoma si se tiene VPH, a padecer de este mal si el
virus no esta presente; esto indicd que hay un 91,5 %
de probabilidades de desarrollar carcinoma de mamas
en presencia de este virus. Asi, una posible explicacion
para la inmortalizacion de las células de tejido mamario
infectado, seria la presencia de las oncoproteinas virales
de los VPH de alto riesgo.

Se concluye que en el presente estudio fue posible
detectar ADN de VPH en biopsias de tejido mamario.
Ademas, pudo demostrarse que 57,89 % de las muestras
de carcinoma de mama presentaban infeccion por VPH,
principalmente del tipo VPH-33 de alto riesgo. Las
muestras de CDI presentaron un porcentaje de infeccion
con VPH considerablemente mayor que las muestras
de tumores benignos, indicando que posiblemente
este virus esté relacionado con la inmortalizacion de
las células mamarias. En algunos casos la carga viral
de la muestra se mostro insuficiente para proporcionar
un amplificado tipificable, de modo que se realizd
la deteccion de ADN viral con los oligonucledtidos
GP5+/GP6+. En estos casos, el diagnodstico final para
estas muestras fue “ND”, es decir, VPH positivo, tipo
viral no determinado y se recomienda secuenciacion de
ADN. De acuerdo a la fisiologia del VPH y a reportes
previos, en este estudio se considera muy probable que
este virus inmortalice células de tejido mamario de la
misma manera que lo hace en cérvix.

Este trabajo fue financiado con recursos propios del
Laboratorio de Biologia y Medicina Experimental de la
Universidad de Los Andes (LABIOMEX-ULA).

Los autores expresan su agradecimiento al personal
técnico y administrativo de LABIOMEX-ULA por su
colaboracion en el desarrollo de este proyecto.
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10 datos sobre la salud de la mujer

La cifra de embarazo en adolescentes es alarmante. Segiin la OMS, 14 millones de adolescentes se convierten en madres
anualmente. La proporcion es mas elevada en paises en desarrollo.

Ligado al punto anterior, la razon de muerte materna también es elevada. Diariamente, seglin la OMS, 1600 mujeres y mas
de 10 000 recién nacidos mueren por complicaciones prevenibles del embarazo y del parto. Al igual que la tasa de embarazo
en adolescentes, casi la totalidad de la mortalidad materna (99 %) ocurre en paises en desarrollo.

Los mosquiteros tratados con insecticida reducen los casos de paludismo en las embarazadas y sus hijos. Esto podria ser
una medida importante también para la prevencion de otras enfermedades como dengue, chikungunya y zika. Sin embargo,
el uso de los mosquiteros esta relacionado con pautas de suefio que a veces impiden su uso a las mujeres.

En la mayoria de los paises la cocina suele ser una ocupacion femenina. Cuando cocinan en fuego o en cocinas tradicionales,

respiran una mezcla de contaminantes que son causas de 500 mil a mas de un milléon de muertes anuales por neumopatias
obstructivas. Solo 12 % de las muertes en hombres por neumopatias obstructivas, estd relacionado con esta causa.

Contniia en pag. 302.
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