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RESUMEN

El cancer de mama es la patologia oncologica mas frecuente en mujeres a nivel
mundial. En Venezuela representa la primera causa de muerte oncoldgica en la
poblacion femenina. Siendo esta enfermedad de origen multifactorial, actualmente se
han reportado muchos factores de riesgo que favorecen su desarrollo, en los cuales se
incluyen factores hormonales, ambientales, fisicos y genéticos, sin embargo, en la
mayoria de los casos de pacientes con carcinoma mamario no es posible identificar
alguno en particular. Otros factores de riesgo asociados a esta patologia han sido un
grupo de agentes virales con potencial oncogénico asociados a distintos tipos de
cancer, destacando el Virus Papiloma Humano (VPH) y el Virus Epstein-Barr (VEB)
como posibles factores de riesgo en el desarrollo de esta malignidad. Por ello, el
objetivo de este estudio fue detectar la presencia del genoma de VPH y de VEB en
biopsias de cancer de mama, para establecer una posible relacién entre la infeccion
por estos agentes virales y el desarrollo de esta patologia, asi como también
correlacionar la presencia de los agentes virales con los datos demograficos de las
pacientes Venezolanas en estudio. Para ello, se recolectaron 22 biopsias frescas de
pacientes con diagnéstico de carcinoma mamario y 22 biopsias de pacientes con
diagnodstico de patologia benigna que asistieron a cirugia en el Servicio de Ginecologia,
del Hospital Universitario de Caracas. Se detect6 la presencia del genoma de VPH y se
realizo6 el genotipaje viral mediante el estuche comercial INNOLIPA HPV Genotyping
Extra (Innogenetics) y la deteccion del genoma de VEB se realizé mediante una PCR
convencional. E1 63,6% y 13,6% de los casos de cancer de mama fueron positivos para
el ADN de VPH y VEB, respectivamente, mientras que las muestras de patologia
benigna presentaron 4,5% de positividad para cada uno de los virus. El porcentaje de
coinfeccion viral en las muestras de cancer fue de 13,6%. El genotipo de alto riesgo
oncogénico de VPH mas frecuente fue el tipo 16, con 21,21%. La region Capital fue la
que presentd mayor frecuencia de infeccion por VPH y VEB, con 43% y 66,7%,
respectivamente. Con base en los resultados encontrados, podemos decir que los
agentes virales oncogénicos estudiados estadn asociados con algunos parametros del
cancer de mama, sin embargo, son necesarios estudios que permitan dilucidar mejor
el papel viral en el desarrollo de la enfermedad.

xii



1. INTRODUCCION

El cancer, en sus diferentes localizaciones, es un importante problema de salud
publica a nivel mundial. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que cada
afio hay aproximadamente 14,1 millones de casos nuevos de cancer. En el 2012, de las
55 millones de muertes registradas a nivel mundial 8,2 millones se debieron al cancer
(OMS, 2014). En Venezuela, segin el Ministerio del Poder Popular para la Salud
(MPPS, 2014), para el afio 2012, se registraron 22.815 casos de muertes por cancer,
representando la segunda causa de muerte en la poblacién venezolana, con un

porcentaje de 15,4% del total de la mortalidad registrada.

El cancer es un proceso descontrolado de crecimiento y diseminacion en las células
normales, que puede aparecer en cualquier parte del cuerpo (OMS, 2014), por tanto el
tipo de cancer va a depender del tipo de célula que crece anormalmente y en qué parte
del cuerpo ocurre dicho crecimiento. La pérdida generalizada del control de
crecimiento presentado en células cancerigenas es el resultado neto de anormalidades
acumuladas en multiples sistemas de control celular y es reflejada en muchos
aspectos en el comportamiento celular. Algunos de los procesos fisiologicos criticos,
de los cuales pierden el control las células cancerigenas son: auto-suficiencia
proliferativa, evasion de apoptosis, angiogénesis, mecanismos de diferenciacion, entre
otros (Hanahan y Weinberg, 2000). En consecuencia, como el cdncer puede resultar de
la proliferacién anormal de cualquier tipo de célula en el cuerpo, existen mas de cien
tipos distintos de cancer, siendo los mas comunes: el cancer de piel, de pulmoén, de

mama, de prostata, entre otros (Cooper, 2000; AAFP, 2002).



Debido a que el desarrollo de malignidad es un proceso complejo de multiples pasos,
muchos factores pueden afectar las probabilidades de que el cancer avance, lo que
conlleva a que su proliferaciéon esté dictada por la interaccion de los genes del
organismo con todos aquellos agentes, intrinsecos o extrinsecos, capaces de modificar,
directa o indirectamente, el genoma del individuo. Asi que seria demasiado simplista
hablar de causas individuales en la mayoria de los canceres, tal es el caso del cancer de
mama, ya que su etiologia sigue siendo desconocida, y esta influenciada por distintos

factores (Cooper, 2000; de Villiers y col., 2005).

1.1. Cancer de mama

La mama esta situada dentro de la fascia superficial (tejido conectivo) de la pared
toracica anterior, ubiciAndose sobre la fascia profunda que recubre los musculos
pectorales mayor, extendiéndose verticalmente desde la segunda a la sexta costilla
inclusive, y horizontalmente desde el esternén a la linea axilar media. La mayor parte
de la masa de la mama estad constituida por tejido glandular y adiposo. La glandula
mamaria esta formada por tres tipos de tejidos: 1) glandular, de tipo tubulo-alveolar,
2) conjuntivo, que conecta los lobulos y 3) adiposo, que ocupa los espacios inter-
lobulares. Ademas un conjunto de 15 a 20 l6bulos mamarios conforman la glandula
mamaria, subdivididos en numerosos lobulillos que irradian la mama unidos entre si
por tejido conectivo, vasos sanguineos y por su sistema excretor (Figura 1). Cada
l6bulo termina en un conducto galactéforo que se abre a través de un orificio estrecho

en el pezdén. Debajo de la aréola cada conducto posee una porcién dilatada



denominada seno galactéforo. El revestimiento epitelial del conducto muestra una
transicion gradual hasta que se convierte en dos capas de células cubicas en el seno
galactéforo y luego se transforma en una capa de células cilindricas o cubicas en el
resto del sistema ductal. Bajo el microscopio las células epiteliales se observan
adheridas a una capa subyacente denominada membrana basal. La integridad de esta
capa de sostén es importante en la evaluacidn de las muestras de biopsias ya que los
cambios presentes tiene implicaciones en la transformaciéon, diferenciaciéon y
metastasis (Bland, 2007).

Seno galactéforo —

Tejido adiposo superficial —
Glandula mamaria — |
Lig. suspensorio de la mama — ===

- Pezon

- Areola mamaria
-~ (Glandula mamaria

Esterndn — P A

\ r— Fascia pectoral
H

-~ Capa membranosa
S Al del tejido subcutaneo

- Glandula mamaria
- M. pectoral mayor

-=Pulmon

Figura 1. Vista horizontal de la mama y la pared toracica asociada. Tomado de: Ruiz y Latajert,
2008.

El cancer de mama no es una enfermedad tUnica, sino que representa un amplio
espectro de enfermedades que incluyen diversos subtipos morfologicos y moleculares

diferentes. Estos subtipos estan asociados con caracteristicas histolégicas especificas

y diferentes resultados clinicos. Las sefiales moleculares de estos tipos de cancer no



solo reflejan las distintas caracteristicas bioldgicas de estas neoplasias malignas, sino
que también predice el comportamiento clinico y la respuesta a quimioterapias, con

ciertos subtipos se tiene mejores resultados que otros (Sandhu y col., 2010)

Los tumores mamarios se pueden clasificar de acuerdo a su comportamiento en:
tumores benignos, tumores malignos, in situ, invasivos o de comportamiento
desconocido. Entre los tumores benignos se encuentran: los de origen no epitelial
como lipomas, fibromas, angiomas, neurofibromas, y los de origen epitelial o mixto,
como adenomas y fibroadenomas, respectivamente. Los tumores malignos mas
frecuentes en el tejido mamario, clasificados segin su morfologia son: carcinoma
ductal, el cual se inicia en los conductos lactiferos de la mama y el carcinoma lobulillar
originado en los lébulos mamarios. Otros subtipos de cancer de mama menos
comunes incluyen mucinoso, papilar, tubular cribiforme, micropapilar, medular,

metaplasico y carcinomas inflamatorios (Sandhu y col., 2010; Forman y col., 2014).

Ademas de su comportamiento y morfologia los tumores mamarios son clinicamente
clasificados segun su estadio (Tabla 1). Con el uso de pruebas de diagndstico se
determina el estadio del tumor segun el sistema de clasificacion TNM, en el cual se
evalla el tamafio y ubicaciéon del tumor primario (Tumor, T), si el tumor se ha
diseminado a los ganglios linfaticos y cuantos ganglios estan comprometidos (Ganglio,
N) y por ultimo se evalua si el cancer ha metastizado hacia otras partes del cuerpo
(Metastasis, M). Los resultados se combinan para determinar el estadio del cancer de

cada paciente, pudiéndose encontrar cinco estadios diferentes: estadio 0 denominado



cancer in situ o no invasivo, y los estadios I a IV, que representan cancer de mama

invasivo (Arce y col,, 2011).

Tabla 1. Agrupacion TNM, segun el Instituto Nacional de Cancerologia. Tomado de Arce y col,,
2011.

Estadio T N M
(tamaiio del tumor) (ganglios) (metastasis)

0 Tis NO MO
IA T1 NO MO
TO N1 MO

IB
T1 N1 MO
TO N1 MO
ITA T1 N1 MO
T2 NO MO
T2 N1 MO

IIB
T3 NO MO
TO N2 MO
T1 N2 MO
1A T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
T4 NO MO
[1IB T4 N1 MO
T4 N2 MO
I1IC Cualquier T N3 MO
1\Y Cualquier T Cualquier N M1

T: Tamario tumoral. Tis: carcinoma in situ; T1: tumor <20 mm; T2: Tumor >20 mm pero <50 mm en su didametro
mayor; T3: Tumor >50 mm pero <50 mm en su didmetro mayor; T4: Tumor de cualquier tamafio con extension
directa a la pared toracica y/o dermis (ulceracién o nédulos cutaneos). N: Ganglios. NO: no hay metastasis en los
ganglios regionales; N1: metastasis méviles en ganglios ipsilaterales, del nivel I o II de la axila; N2: metéstasis en
ganglios ipsilaterales en el nivel I o II de la axila, que estan fijos o en conglomerado. Ganglios positivos en la cadena
mamaria interna, en ausencia de ganglios clinicamente palpables; N3: metéstasis en ganglios infraclaviculares
(nivel III) ipsilaterales con o sin involucrar ganglios de los niveles I o II. Ganglios en la cadena mamaria interna con
afeccién de los ganglios del nivel 1 o II axilar. M: Metastasis. M0O: no hay evidencia clinica o radiografica de
metdastasis a distancia; M1: metastasis a distancia detectables.



El cdncer de mama es el segundo cancer mas frecuente en el mundo, y la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC), en el 2012, estim6 1,6 millones
de casos nuevos de cancer de mama, representando el 25% de todos los tipos de
cancer diagnosticados en ese afio, siendo la primera causa de muerte en la poblacion
femenina de paises subdesarrollados (14,3%) y la segunda causa de muerte en paises
desarrollados (15,4%) (GLOBOCAN, 2015). Las bajas tasas de supervivencia en paises
poco desarrollados pueden deberse a la falta de programas de deteccién temprana y
servicios adecuados de diagndstico y tratamiento precoz (Coleman y col., 2008). En
Venezuela, segin el MPPS, para el afno 2012, el cAncer de mama fue la primera causa
de muerte oncolégica en la poblacion femenina, reportandose 2.067 muertes,
convirtiéndose esta patologia en un alarmante problema de Salud Publica, que esta
afectando a la poblaciéon femenina actualmente; que si bien puede afectar a los
hombres, las cifras vigentes de mortalidad masculina en el pais no supera los 10 casos

anuales.

Ahora bien, las probabilidades de desarrollar cancer de mama aumentan o
disminuyen segin el nimero de factores de riesgo que se conjugan, entre los cuales se
incluye el ambiente, los genes y el estilo de vida (Lacey y col., 2009). Actualmente se
conocen bien varios factores de riesgo asociados con el cancer de mama, sin embargo,
en la mayoria de las mujeres afectadas no es posible identificar a los factores de riesgo

especificos que originaron la enfermedad (Porter, 2009).



1.2. Factores de riesgo asociados al desarrollo de cancer de mama

Diversos estudios han demostrado la existencia de variables que aumentan el riesgo
de desarrollar cancer de mama en mujeres que las poseen. Entre estas variables se
encuentran: 1) factores reproductivos, 2) factores fisicos y 3) factores genéticos y
biolégicos, que también pueden afectar el desarrollo de esta enfermedad (Lacey y col.,

2009; Porter, 2009).

Los factores reproductivos que incrementan el riesgo de transformar la células del
tejido mamario a cancer de mama se pueden dividir en aquellos que: a) involucran la
exposiciéon prolongada a estrégenos endogenos, tales como: menarquia precoz,
menopausia tardia, nuliparidad y primer parto posterior a los 40 afios y los que b)
involucran la exposicién prolongada a estrégenos exdgenos, como son: el uso de
anticonceptivos orales y tratamientos de sustitucién hormonal (Longnecker y col,
1996; Lacey y col., 2009; Porter, 2009). Dentro de los factores fisicos se encuentran el
sobrepeso u obesidad en la menopausia, el sedentarismo y habitos tabaquicos y/o

alcoholicos (Longnecker y col,, 1996; Garciay col., 2004).

En cuanto a los factores genéticos y biologicos, que también pueden influir en el
desarrollo del cancer, se considera que los antecedentes familiares de cancer de mama
y la condicién genética del paciente aumentan el riesgo de desarrollarlo. Por ejemplo,
mutaciones en algunos genes como BRCA1, BRCA2 y p53 se asocian a un riesgo

elevado de este tipo de cancer (Porter, 2009).

La expresion de receptores hormonales, como los Receptores de Estrogeno (RE) y los

Receptores de Progesterona (RP), asi como la sobre expresion del Receptor del Factor
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de Crecimiento Epidérmico Humano 2 (HER-2), han sido identificados como factores
predictivos entre las pacientes con cancer de mama. Actualmente, estos marcadores
son comunmente usados para definir el tratamiento y establecer el pronéstico de la
enfermedad asociados con las variables clinicas y patoldgicas, metastasis ganglionar
axilar, tamafio del tumor, tipo histoldgico, grado del tumor y margenes quirtrgicos,
por lo tanto se han establecido cinco perfiles o subtipos moleculares de carcinoma
mamario basados en la evaluacion de la expresion de los receptores RE, RP, HER-2 y el
indice de proliferacién celular a partir de la deteccién del anticuerpo monoclonal Ki-

67 (Duarte y col., 2011).

Multiples estudios preliminares utilizando, inmunohistoquimica y microarreglos de
ADN, han identificado diferentes perfiles de expresién o subtipos moleculares de
cancer de mama, basados en su morfologia, el comportamiento clinico y sensibilidad a
agentes terapéuticos de los tumores, asi como también en la positividad para el
receptor de estrogeno. En este estudio empleamos la clasificacion planteada por
Goldhirsch y colaboradores en el 2011, quienes de acuerdo a la decisiéon planteada en
la Conferencia Internacional de Cancer de Mama realizada en el 2011, agruparon los
carcinomas mamarios en cinco subtipos moleculares: luminal A, luminal B HER2-,
luminal B HER2+, sobreexpresion de HER2+, basal o triple negativo (TN), de acuerdo
al fenotipo obtenido mediante analisis inmunohistoquimico (Tabla 2). En la
clasificacion propuesta, el indice de Ki-67 es importante para distinguir entre los
subtipos luminal A y luminal B (HER2 negativo), ya que los tumores luminal B tienen

mayor proliferacion y pobre prondstico que los luminal A. Si el indice de Ki-67 no esta



disponible, medidas de proliferacion alternativas son utilizadas, tales como el grado

histolégico (Cheangy col., 2009; Duarte y col., 2011; Goldhirsch y col.,, 2011).

Tabla 2. Definiciones de los subtipos moleculares de cancer de mama. Tomado de: Goldhirsch y

col,, 2011.

SUBTIPO INTRINSECO

DEFINICION CLINICO-
PATOLOGICA

Luminal A

Luminal A

RE y/o RP positivo
HER?2 negativo
Ki-67 bajo (<14%)

Luminal B

Luminal B (HER2 negativo)
RE y/o RP positivo

HER?2 negativo

Ki-67 alto (>14%)

Luminal B (HER2 positivo)
RE y/o RP positivo

HER2 positivo

Ki-67 alto o bajo

HER2

HER2 positivo (no Luminal)
HER2 positivo
RE y RP negativo

Basal o triple negativo

Triple negativo (TN)
HER2 negativo

RE y RP negativo

Los tumores luminales han sido asociados con prondsticos mas favorables, mientras

que los subtipos triple negativos y la sobreexpresion de HER2 han sido asociados con

pronésticos menos favorables. Los tumores triple negativos (TN) tienen un alto riesgo



de recurrencia dentro de tres afos y alta tasa de mortalidad dentro de cinco afios,

cuando se compara con otros subgrupos (Sandhu y col., 2009; Duarte y col., 2011).

Finalmente, en las ultimas décadas, se ha considerado como factor importante en el
desarrollo de cancer, la acciéon de un grupo de virus que provocan tumores tanto en
modelos experimentales, como en humanos (Bonnet y col., 1999; Lawson y col., 2010).
Tales como el Virus de Papiloma Humano (VPH), el cual es el agente etiologico del
cancer de cuello uterino y el Virus Epstein-Barr (VEB) asociado con el carcinoma
nasofaringeo, linfoma de Burkitts y otros tipos de cancer (Andujar, 2004). Desde hace
unos 20 afios se ha venido estudiando el papel de estos virus en el desarrollo del
cancer de mama y las estrategias virales responsables de la transformacién de las
células hospederas, bien sea por la expresion de genes virales similares a genes
celulares, o por la expresién de proteinas con capacidad de alterar el ciclo celular

(Navas, 2008).

Algunos estudios han planteado la posibilidad de que la infeccion de células del tejido
mamario por agentes virales como VPH y VEB influye en el nivel de expresion de los
receptores hormonales en las pacientes con cancer de mama (Lin y col,, 2007; Piana y

col,, 2014; Fernandes y col., 2015b).
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1.3.Virus de Papiloma Humano (VPH)

El Virus de Papiloma Humano (VPH) es un virus de transmision sexual, miembro de la
familia Papillomaviridae, su genoma se compone de ADN bicatenario, con un virion de
52 a 55 nm de diametro y una capside icosaédrica de 72 capsomeros, donde se
encuentra el ADN circular de aproximadamente 8.000 pares de bases (pb); este tipo
de virus no presenta envoltura proteica sobre la nucleocapside por lo que se

considera un virus desnudo (Figura 2) (Shors, 2009; Navarro, 2004).

Microfotografia

Céapside proteica,
sin envoliura

Genoma: ADN
circular (8.000 pb)

Figura 2. Modelo tridimensional del Virus Papiloma Humano. Modificado de: Picconi, 2013.

El genoma de VPH codifica ocho proteinas y esta organizado en 3 regiones funcionales
denominadas temprana (Early, E), tardia (Late, L) y no codificante (LCR/URR), de
acuerdo al momento en que son expresadas en el ciclo viral, su estructura se

esquematiza en la figura 3.
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L1

E1

L2

Figura 3. Representacion esquematica del genoma del Virus de Papiloma Humano. Tomado de:
Riveray col., 2006.

La region temprana contiene seis secuencias (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) que codifican las
proteinas estructurales tempranas requeridas en la replicaciéon extracromosémica del
ADN viral, tales como: E1, E2, E4 y E5; y las oncoproteinas E6 y E7, que estan
asociadas con la maduracion y proliferacion del virus, favoreciendo la divisién de la
célula huésped (células basales, parabasales e intermedias). La regién tardia contiene
los genes que codifican las proteinas estructurales L1 y L2, que se expresan en las
células superficiales y forman la capside viral. Y por ultimo, la regiéon no codificante o
reguladora Long Control Region (LCR), también conocida como regiéon reguladora
ascendente (Upstream Regulatory Regién, URR), que consta de 400 a 1000 pares de
bases, donde contiene el origen de replicacién, una regiéon promotora (p97 en VPH-
16) y una secuencia intensificadora que controlan la trascripcion de los genes virales

(Lopez y Aristizabal, 2006; De Guglielmo y col., 2010).

Es importante sefialar que los genes tempranos (E) difieren notablemente en su

secuencia entre los diferentes tipos de VPH, mientras que los genes de expresion
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tardia (L) presentan secuencias conservadas entre ellos. Siendo estos ultimos
utilizados como diana, especialmente LI, para la deteccion de VPH por métodos
consenso, mientras que los genes de expresidn temprana son utilizados para la

deteccion por métodos tipo especificos (Puig y col.,, 2002).

Los genotipos y subtipos de VPH estadn clasificados taxon6micamente segin la
secuencia nucleotidica del gen L1, una de las regiones mas conservadas dentro del
genoma viral. Un nuevo genotipo viral se define cuando se identifica un nivel de
variacién mayor al 10% en la secuencia de L1, respecto a la secuencia de los tipos
previamente clasificados, y un subtipo entre el 2 y 10% de variacién; de la misma
manera, miembros de diferentes géneros comparten menos del 60% de homologia en

el marco abierto de lectura L1 (de Villiers y col., 2004).

Los tipos virales encontrados en los humanos se encuentran clasificados dentro de 5
géneros, algunos de ellos son los virus que pertenecen a los géneros Gamma y Beta, los
cuales so6lo causan infecciones asintomaticas en individuos inmunocompetentes,
detectados en hisopados de piel y para algunos Gamma, en hisopados de mucosas. Los
virus del género Alpha, en cambio, producen lesiones cutaneas y mucoso/genitales,
asociados al desarrollo de cancer de cuello uterino y la formacién de verrugas

(Chouhy y col., 2012; Doorbar y col., 2012).

Los genotipos de VPH mucoso/genitales del género Alpha pueden clasificarse segtn el
riesgo potencial que confieren de desarrollar lesiones de alto grado o lesiones
invasivas (Tabla 3). Los tipos de VPH de bajo riesgo oncogénico (VPH-BR) (6 y 11)

suelen asociarse con condilomas y/o lesiones intraepiteliales de bajo grado (LiEBg), y
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aquellos de alto riesgo (VPH-AR) (16, 18, 31, 33, entre otros) asociados a lesiones
intraepiteliales de alto grado (LiEAg), carcinoma in situ (CIS) y con carcinomas

invasivos, en cuello uterino (Lacruz y col., 2003).

Tabla 3. Tipos de VPH, segin el riesgo de desarrollar cancer. Tomado de Puig y col., 2002.

Bajo riesgo oncogénico (VPH- | Alto riesgo oncogénico (VPH-
BR) AR)

6,11, 16, 18,
40,42, 43,44, 54,61,70,72,81 31, 33, 35, 39, 45,
51,52,56,58,59, 68, 73,82

La infeccién por VPH tiene lugar en los queratinocitos (células epiteliales) de la
membrana basal del epitelio estratificado escamoso, a través de lesiones en la piel, lo
cual permite la entrada del virus a estas células. Sin embargo, la replicacién y la
expresion de los genes virales, que tiene lugar en el nucleo celular, es dependiente de
la diferenciaciéon y maduraciéon normal del epitelio (Zheng y Baker, 2006; Shors,
2009). Esto se debe a que este virus carece de dos proteinas esenciales para completar
su ciclo viral, la ADN y ARN polimerasa, las cuales si se encuentran en la célula
hospedera y son utilizadas por el virus para llevar a cabo su replicacién y expresar las
proteinas necesarias para completar su ciclo de vida. Esta dependencia del virus a la
célula hospedera junto a la expresion de oncoproteinas virales conduce a la célula a un

estado proliferativo sin que ocurra lisis celular (De Guglielmo y col., 2010).

El ciclo de vida del VPH inicia cuando las particulas virales entran a través de
microlesiones a la membrana basal del epitelio escamoso estratificado, donde pueden

permanecer de forma episomal, en estado latente, o salir de esa latencia y aprovechar
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la diferenciacién celular normal del epitelio cervical (Figura 4). De esta manera,
paralelamente a la maduracion del epitelio, el virus expresa sus genes en forma
secuencial, en primer lugar los genes tempranos (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) en las capas
basales, y posteriormente en capas superficiales del epitelio mas diferenciado
expresan sus genes tardios (L1 y L2) que forman la cipside de las nuevas particulas
virales que repetiran el ciclo. En determinadas circunstancias fisioldgicas de
permisividad inmunolégica y tras un periodo largo de persistencia de la infeccién, las
particulas de ADN viral que se encuentran en forma episomal pueden integrarse
dentro del genoma celular por eventos de recombinacién no homoéloga, proceso
empleado frecuentemente por las células en la reparacion de dafios genéticos (Lopez y

Aristizabal, 2006).
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Figura 4. Esquema de la replicacion del Virus de Papiloma Humano a nivel del epitelio escamoso
estratificado. Modificado de: Frazer, 2004.

La integraciéon de ADN VPH interrumpe y elimina el marco abierto de lectura de EZ,
perdiéndose la expresidn de este gen. De esta manera, la integracién del genoma viral
y la pérdida concomitante de la expresion de EZ podria ser un paso importante en el
proceso carcinogénico que resulta en la expresion alterada de los genes virales E6 y
E7, debido a que la proteina E2 funciona como control negativo de la replicacidn viral

(Puigy col., 2002; Lopez y Aristizabal, 2006).

Aunque los marcos abiertos de lectura de las proteinas E6 y E7 estan presente en los
genotipos virales de bajo riesgo, como VPH 6 y 11, al igual que en los de alto riesgo,
estas proteinas, en los genotipos de bajo riesgo, no se unen a p53 o si lo hacen es con

baja afinidad. Ademas, los genotipos de VPH de bajo riesgo no integran su genoma al
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de la célula hospedera, lo que hace que se mantenga la integridad del gen E2 y se
regule la expresion de los oncogenes virales E6 y E7, impidiendo asi que estos tipos

virales generen lesiones malignas (Navas, 2008).

El caracter oncogénico de VPH se debe a que tiene la capacidad de producir una
infeccion persistente en el epitelio, ya que no produce lisis celular porque depende de
la maquinaria replicativa de la célula para completar su ciclo viral, esto conlleva a la
expresion de oncogenes virales que alteran la integridad del genoma celular vy,
consecuentemente se activan sistemas de reparacion celular que facilitan la
integracion del genoma del ADN del virus, lo que a su vez conduce a la sobreexpresion
de los oncogenes E6 y E7. Estas proteinas son capaces de interactuar con las proteinas
celulares p53 y pRb, respectivamente, afectando sus funciones en la regulacion del
ciclo celular y conduciendo a la inmortalizacion celular permanente (Lopez y

Aristizabal, 2006; Navas, 2008).

La proteina p53 en condiciones basales, permite detener el ciclo celular en fase G1 por
inhibiciéon de quinasas dependientes de ciclinas, o activar el mecanismo de apoptosis,
mediante la activacion del gen bax, procesos desencadenados frente a una carga viral
elevada o ante mutaciones del ADN celular. Sin embargo, su funcién protectora del
genoma celular puede verse afectada por la oncoproteina E6 y conducir a la
transformacion de la célula hospedera. Para ello, se debe formar un complejo dimérico
entre la proteina viral E6 y E6-AP (Figura 5), el cual se une a la region central de la
proteina p53. E6AP actia como una proteina ubiquitin ligasa (E3), permitiendo asi

que p53 sea rapidamente ubiquitinada y degradada por el proteasoma. Otras
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funciones de esta proteina viral, corresponden a la amplificacion de la actividad
telomerasa, inducir sintesis de ADN mutado y aumentar la integracion del ADN viral al

de la célula hospedera (Rivera y col., 2006).

E6

Degradacion de p53

Figura 5. Representacion del proceso de ubiquitinacién de p53 por acciéon de la proteina viral
E6. Modificado de: Ghittoni y col., 2010.

Por otro lado, en condiciones basales, la proteina del retinoblastoma (pRb)
interacciona con el factor de transcripcion celular E2F en la fase G1 del ciclo celular,
inhibiendo la expresion de genes relacionados a la replicacion del ADN y proliferacion
celular. La proteina viral E7 es una proteina ligante de Zinc, que experimenta
fosforilacidn, permitiéndole unirse a través de su extremo N-terminal a pRb, alterando
su funcién (Rivera y col., 2006). De esta forma, las proteinas E6 y E7 favorecen la

proliferacién e inmortalizacion celular con una mayor carga de ADN mutado.
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1.4.Virus Epstein-Barr (VEB)
La familia Herpesviridae contiene unicamente el género Herpesvirus, los cuales son
virus constituidos por ADN doble cadena, que compone el nicleo central en forma de
toroide, una capside icosaédrica, formada por 162 capsdmeros que rodean el genoma,
una capa proteica o tegumento, situada alrededor de la nucleocapside, que contiene al
menos veinte proteinas diferentes, y un manto lipoproteico, del cual emergen 600 a
750 glicoproteinas, de diverso tamafio y funcion (Figura 6) (Fidel y col., 2012).

Manto lipoproteico

Tegumento

Capsula icosaédrica

Toroide de ADN

Glicoproteinas

Figura 6. Representacion esquematica de un Herpesvirus. Modificado de: Bascones y Pousa,

2011.

Dentro del género Herpesvirus se describen tres subgrupos: alfa, beta y gamma (a, £,
y Y, respectivamente). El subgrupo alfa, incluye los Virus del Herpes Simple tipo 1y 2
(VHS-1, VHS-2) y el Virus de Varicela Zoster (VVZ). El grupo beta, incluye a los
Citomegalovirus (CMV) y los Herpesvirus tipo 6 y 7 (HHV 6 y 7). El grupo Gamma
incluye el Virus Epstein-Barr (VEB) y el Herpes Virus tipo 8 (HHV 8) (Bascones y

Pousa, 2011).

VEB es un herpesvirus trasmitido por medio de secreciones orales (saliva) y es el
responsable de producir la mononucleosis infecciosa, siendo ademas frecuentemente

asociado con el desarrollo de diversas malignidades, tales como: Linfoma de Burkitt,
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Linfoma de Hodgkin, carcinoma nasofaringeo, carcinoma gastrico y carcinoma

mamario (Andujar, 2004; Odumade y col., 2011).

El genoma de VEB es ADN lineal doble cadena de aproximadamente 172.000 pb,
constituido por regiones de 500 pb, que por su ubicaciéon en el genoma lineal se
denominan secuencias terminales repetitivas (TR), internas repetitivas (IR) y
dominios de secuencias unicas (U) (Straus y col., 1993; Tao y col.,, 2006). Dentro de
cada una de estas secuencias se encuentran codificados tres tipos de genes,
clasificados segiin el momento en que se expresan durante el ciclo productivo en:
genes de expresion temprana inmediata (ZEBRA o BZLF1, BRLF-1, BMLF-1), de
expresion temprana (BNFL-2) y de expresion tardia (proteinas de la envoltura
glicoproteica del virus, VCA y gp350). Asi como también se encuentran codificados los
genes expresados durante el ciclo de latencia, los cuales codifican para seis antigenos
nucleares o Epstein-Barr nuclear antigens (EBNA1, EBNA2, EBNA3A, B, C y EBNA-LP),
tres proteinas latentes de membrana o Latent Membrane Protein (LMP1, 2A'y 2B) y
RNAs conocidos como EBV-encoded small RNA (EBER1 y EBER2) y non-transcribed

(BART) (Figura 7) (Young y Murray, 2003; Kang y Kieff, 2015).
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Figura 7. Representacion esquematica de la estructura del genoma de VEB. Modificado de:
Straus y col., 1993.

El ciclo de vida de VEB esta dividido en un ciclo productivo y un ciclo de latencia,
donde no hay produccién de nuevas particulas virales (Fidel y col., 2012). VEB es
capaz de infectar células epiteliales de la faringe y linfocitos B, al interactuar con
receptores celulares. En el caso de infeccion en células epiteliales, el virus se une a la
integrina 1 por medio de la proteina de la capside viral BMRF-2, y en los linfocitos B
la infeccion esta mediada por la interaccion del ligando gp350/220 de la envoltura

viral, con el receptor del complemento, CD21 (Odumade y col., 2011).

Se piensa que su ciclo de vida comienza cuando particulas virales presentes en la
saliva infectan el epitelio oral (Figura 8), donde se comienzan a expresar los genes de
expresion temprana inmediata del virus, como BZLF1 o ZEBRA (Z EBV replication
activador). La proteina ZEBRA actiia como activador de la replicacién viral, asi como
también transactiva la expresién de otras proteinas tempranas inmediatas, que a su

vez regulan la expresion de los genes tempranos, responsables de producir la ADN
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polimerasa viral y la timidina quinasa, importantes para la replicacién viral, asi como
también BNFLZ, responsable del bloqueo del procesamiento de antigenos. Finalmente,
los productos génicos tardios son sintetizados, incluyendo los componentes
estructurales del viridn, tales como VCA (viral capsid antigen) y gp350, los cuales
componen la envoltura glicoproteica del virus; seguidamente liberando su progenie
de las células infectadas por gemacion, haciendo que VEB se disperse por el epitelio
sin destruir la célula hospedera, y hacia tejidos epiteliales cercanos (lengua, glandulas
salivales), saliva y linfocitos B, donde inicia también su ciclo productivo (Wolf y col.,

1984; Straus y col., 1993; Pérez, 2014).
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Figura 8. Infeccién y ciclo de vida de VEB en células epiteliales y linfocitos B. Modificado de:
Odumadey col,, 2011

Una vez que las particulas virales reconocen las glicoproteinas especificas en la

superficie celular de linfocitos B, entran al citoplasma por gemacion, lo que resulta en
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el transporte del genoma de VEB dentro del nucleo celular, donde se produce la
replicacién viral mediada por las ADN polimerasas viral y de la célula. Los productos
génicos del virus activan el programa de crecimiento de las células B, resultando en la
proliferacion de los linfocitos B (centroblastos). Las células T reconocen los antigenos
presentados por las células B, y finalmente estos linfocitos B son destruidos por
linfocitos T citotéxicos (Odumade y col,, 2011). Por efecto de la respuesta inmunitaria
contra las células infectas por VEB, bien sea en linfocitos B o células epiteliales, el
virus detiene el ciclo productivo y recirculariza su ADN viral por unién de las
secuencias terminales repetitivas (TR), permitiéndole permanecer en el nicleo en
forma episomal (o en forma extracromosémica) durante su estado de latencia, aunque
se ha planteado la posibilidad de que el ADN viral se pueda encontrar integrado al

genoma celular (Odumade y col,, 2011).

El virus una vez en fase latente expresa sus genes en uno de los tres patrones o
programas de latencia (latencia I, II y III), donde cada programa conduce a la
produccion de un conjunto limitado de proteinas y ARN virales, tal como EBNA 1, la
cual es capaz de evadir la respuesta inmune contra la infeccién, permitiendo ademas
la replicacién del ADN viral en la célula hospedera en division (latencia I). EBNA 1y
LMP1/2A son expresadas durante el programa de latencia II, induciendo la
diferenciacion celular. Durante el programa de latencia III son expresadas las
proteinas LMP1 y LMP2, las cuales son las responsables de activar e inducir el
crecimiento celular. El virus también puede dejar de expresar todas sus proteinas
permitiéndole mantener la infeccion persistente y evadir el sistema inmune (Thorley
y Gross, 2004; Odumade y col., 2011). Las infecciones por VEB en estado de latencia
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pueden dar lugar al desarrollo de malignidades, ya que sus proteinas de latencia
tienen la capacidad de transformar las células, caracterizadas por la presencia

uniforme del genoma del virus y expresion génica (Pérez, 2014).

El virus puede ser reactivado de su infeccion latente en los linfocitos B por ciertos
quimicos o anticuerpos. Este estimulo conlleva a la expresiéon de productos génicos
inmediatos tempranos de VEB, como es la proteina ZEBRA, la cual actia como
activador de la replicacion viral en las células B de infeccidn latente (Straus, 1993;

Odumadey col, 2011).

Durante el ciclo productivo se producen viriones infecciosos y la ADN polimerasa viral
es responsable de la copia del genoma viral. Esto contrasta con el ciclo de latencia, en
la que la ADN polimerasa de la célula hospedera copia el genoma viral (Odumade y

col,, 2011; Pérez, 2014).

Tugizov y colaboradores en el 2003, plantearon un modelo de infeccidn de las células
epiteliales de la mucosa de la orofaringe, donde se proponen dos rutas
independientes: el contacto célula a célula en la superficie apical del epitelio con
células de la saliva infectadas por VEB, o la infeccidon de la superficie basolateral del
epitelio por viriones de VEB libres. La infeccion basolateral del epitelio podria estar
mediada por la interaccion de las particulas virales con integrinas de la superficie
celular. La salida de las particulas virales ocurre por gemacidn, tanto de la superficie
apical como la basal, permitiendo la secrecién del virus a la saliva y el tejido,

respectivamente. Ademas, la progenie viral de las células infectadas podria
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dispersarse a células vecinas no infectadas a través de las membranas pudiéndose

diseminar asi el virus dentro del epitelio (Figura 9).
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Figura 9. Mecanismos de infeccion de VEB. Modificado de: Tugizov y col., 2003.

En cuanto a la capacidad oncogénica de las proteinas de latencia de VEB, algunos
autores han demostrado que el principal mecanismo de transformacién celular de
VEB, tanto en linfocitos B como en células epiteliales, corresponde a la expresion de
una proteina integral de membrana (LMP1) capaz de causar la inmortalizacion celular
y que eventualmente, conducira a la transformacion de la célula hospedera (Young y
Murray, 2003). Pero también muchos reportes concluyen que el programa de latencia
activado en el carcinoma nasofaringeo es la Latencia II, en la cual se expresan los
transcritos EBERs, BARTSs, la proteina EBNA1 y proteinas latente de membrana

(LMP1, LMP2A and LMP2B), el cual se presume que puede activarse en el carcinoma
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mamario, ya que se ha encontrado la expresion de alguna de esta proteinas en el tejido
tumoral de la mama (Lorenzetti y col,, 2010). Siendo de gran importancia oncogénica
las proteinas EBNA1, LMP1 y LMPZ2A, donde EBNA1l es capaz de suprimir la
reactivacion del ciclo litico, manteniendo asi la expresién del genoma viral en un
estado silente, asi como también evita la activacion de p53 y la apoptosis como
respuesta al dafio gendmico de la células huésped. Por su parte LMP1 y LMP2A
mimetizan las sefializacion del receptor CD40 y los receptores de las células B (BCR),
respectivamente, estas proteinas son capaces de inhibir la apoptosis mediante la
activacion de factores de transcripcion NF-kB (Young y Murray 2003; Odumade y col.,
2011; Kang y Kieff, 2015). LMP1 ademas, es capaz de inducir la expresion de la
proteina celular A20, la cual es capaz de unirse e inhibir la actividad de TRAF2 (factor
asociado al receptor del factor de necrosis tumoral), conduciendo a la inmortalizacion
celular (Laherty, 1992). Por otra parte, Miller y colaboradores en 1995 demostraron
que LMP1 es capaz de inducir la sobreexpresion del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) en células epiteliales, conduciendo a la replicaciéon descontrolada

del ADN.
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2. ANTECEDENTES

2.1.Agentes virales y el desarrollo de cancer

El cancer ha sido reconocido como una enfermedad desde hace muchos afios, sin
embargo la causa especifica que conduce al desarrollo de la carcinogénesis ain no ha
sido clarificada. Desde el siglo XX se ha venido considerando a algunas infecciones

virales como posibles factores etiolégicos en el desarrollo de la carcinogénesis.

En 1911, Peyton Rous descubrid el primer virus asociado con el desarrollo de cancer,
demostrando que al inocular gallinas sanas con filtrados de extractos de células
tumorales (que contenian agentes filtrables), provenientes de gallinas con sarcoma de
células fusiformes, las gallinas sanas desarrollaban el mismo tumor en 4 semanas, este
virus fue denominado Virus del Sarcoma de Rous (RSV) (Rous, 1911). Sin embargo, en

ese tiempo no se reconocio este hallazgo, sino hasta 50 afios después.

A pesar de la reticencia de muchos cientificos ante el posible rol de los virus en el
cancer, investigadores continuaron identificando nuevos virus tumorales en las
siguientes décadas, luego del descubrimiento de RSV. En 1933, Richard Shope y E.
Weston Hurst, demostraron la presencia de agentes filtrables, en verrugas de conejos
de rabo blanco, responsables del desarrollo de esta enfermedad, los cuales
correspondian a papilomavirus. Peyton Rous y colaboradores en 1935, basados en
estos estudios, revelaron el potencial tumorogénico del primer virus de ADN, ahora
llamado Virus de Papiloma del Conejo cola de algodén (CRPV). Rous encontré que

estos virus no pueden replicarse y producir verrugas en el conejo doméstico, una
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especie diferente al conejo de rabo blanco, en su lugar induce a la formacion de

carcinomas de piel después de un periodo prolongado (Ronald y Janet, 2008).

De esta manera, las investigaciones acerca de los virus y su papel fundamental en el
desarrollo de tumores en animales crearon cierto interés en la posible asociacion de
los virus en el desarrollo de malignidades en los humanos también. Tony Epstein e
Yvonne Barr en 1965, estudiaron lineas celulares provenientes del linfoma de Burkitt
basado en la hipdtesis de que el agente etioldgico de este linfoma era un virus,
encontrando particulas virales de tipo herpesvirus, al que denominaron virus Epstein-
Barr. En 1975, Blumberg y colaboradores, descubrieron una relacién entre la
infeccion croénica del virus de la hepatitis B (VHB) y el carcinoma hepatico. Sobre la
base de que las infecciones por VPH estaban asociadas al cancer en humanos y
pruebas que relacionan la infeccion por VPH a las verrugas genitales emergentes,
Harald zurHausen propuso por primera vez en 1974 que el VPH podia representar el
agente etiologico de cancer de cuello uterino de la mujer, a pesar de la creencia
general, en aquel tiempo, de que el virus de transmision sexual, el Virus Herpes Simple

tipo 2 (VHS-2) era la causa probable de esta enfermedad (Ronald y Janet, 2008).

Por otro lado, la teoria de Howard Temin a partir de modelos virales, con genes de
potencial oncogénico, como los rotavirus, planteaba que en el ADN normal se
encontraban genes con capacidad de transformar la célula, denominados protovirus,
que por interaccion con diversos factores se convertian en agentes oncogénicos
(Temin, 1976). Mas adelante se supo que los virus asociados con el desarrollo de

algunas malignidades tenian un caracter oncogénico, capaz de integrarse en el
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genoma celular y trasformar las células normales, conduciéndolas a un crecimiento
descontrolado. Por lo tanto, en los ultimos 30 anos se ha encontrado considerable
evidencia del rol que cumplen diferentes agentes infecciosos, particularmente los
virus, en el desarrollo de canceres humanos. Existen seis grandes familias de virus que
pueden causar cancer, denominados oncogénicos: cinco familias corresponden a virus
de ADN (Papilomavirus, Herpesvirus, Poliomavirus, Adenovirus, Hepadnavirus), y con
contenido de ARN estan los retrovirus. Entre los carcinomas asociados a algunos de
estos virus son: hepatocarcinoma asociado al VHB, leucemia a los retrovirus, el cancer
de cuello uterino al VPH, carcinoma nasofaringeo al virus Herpes y VEB, sarcoma de
Kaposi al virus Herpes 8 (Andujar, 2004; Parkin, 2006). En este sentido, desde los
afios 90 se ha venido planteando también la posible asociacion de las infecciones por

VPH y/o VEB con el desarrollo de cancer de mama.

2.2.VPH y cancer de mama

Se ha demostrado que VPH es el agente causal del cancer de cuello uterino, asi como
también un importante factor de riesgo para desarrollar cancer de cabeza y cuello, y
en estudios recientes ha sido asociado con el desarrollo de cancer de mama.
Asimismo, zurHausen, en su revision, sefiala que mas del 50% de todos los tipos de
cancer que afectan a las mujeres estan asociados a infecciones causado por VPH

(zurHausen, 2009).

Sin embargo, la frecuencia con que se encuentra este virus en carcinomas mamarios
varia segun el tipo de estudio realizado, por lo que los resultados son ain una
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controversia. Algunos autores no han encontraron evidencia de la presencia del
genoma de VPH en carcinomas mamarios que soporte la hipétesis de la relacion entre
la infeccién viral y la carcinogénesis mamaria, entre ellos se encuentra el trabajo
realizado por Wrede y colaboradores en el 1992, quienes trabajaron con 80 muestras
de cancer de mama en pacientes del Reino Unido, para detectar secuencias de ADN de
VPH genital en el tejido mamario, mediante PCR. Lindel y colaboradores, en el 2007,
buscaron la presencia del genoma de VPH mediante PCR en 81 biopsias de cancer de
mama embebidas en bloques de parafina, de una poblacién Suiza. Hachana y
colaboradores, en el 2010, realizaron la deteccion de VPH mediante PCR e hibridacion
in situ, en biopsias congeladas de 123 pacientes de Tunez con cancer de mama,
diagnosticado entre 1995-2006, particularmente de los genotipos virales 16, 18, 31y
33.En el 2011, Hedau y colaboradores, utilizaron 228 biopsias de cancer de mama de
pacientes de la India, para detectar secuencias genomicas de VPH mediante PCR.
Ademas en el 2015, Vernet y colaboradores, también evaluaron la presencia de VPH
en biopsias embebidas en parafina de cancer de mama mediante PCR, en Espafia. Sin
embargo, al igual que en los estudios antes mencionados tampoco fue encontrado el

genoma de VPH en ninguna de las muestras de cancer de mama evaluadas.

A la par con las investigaciones mencionadas anteriormente, se han venido realizando
estudios que sugieren una asociacion entre las infecciones por VPH de alto riesgo y la
progresion de carcinomas mamarios, siendo los VPH tipo 16 y 18 los principales
genotipos capaces de inmortalizar las células epiteliales de la mama y cambiar sus
propiedades de proliferacion, demostrando mediante diferentes técnicas la presencia
del genoma de VPH en muestras de cancer de mama (Band y col, 1990; Akil y col,
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2008). Entre ellos se encuentran el trabajo realizado en 1999, por Henning y
colaboradores, quienes seleccionaron 41 pacientes femeninas con diagndstico de
cancer de mama, provenientes de Italia y Noruega, con antecedentes de neoplasia
intraepitelial cervical III (NICIII), para estudiar la presencia de VPH en las células
tumorales de la mama. Esas muestras fueron examinadas mediante PCR, detectando
46% de positividad para VPH. Widschwendter y colaboradores, en el 2004, evaluaron
la presencia de ADN de VPH en 13 muestras de cancer cervical y cancer de mama
embebidas en parafina de pacientes provenientes de Austria, mediante PCR.
Encontrando que el 100% de las pacientes fueron positivas para VPH en las muestras
de cancer cervical y 67,63% de las pacientes con cancer de mama presentaron ADN de

VPH, identificando el mismo genotipo en ambas localizaciones.

En el 2005, de Villiers y colaboradores, demostraron la presencia del genoma de VPH
mediante PCR, en 29 biopsias frescas de carcinomas mamarios y en las
correspondientes 29 biopsias de pezon, reportando 86% (25/29) y 69% (20/29) de
positividad, respectivamente. En el 2008, Akil y colaboradores, evaluaron 113
biopsias de cancer de mama embebidas en parafina para reconocer los tipos de VPH
de alto riesgo en mujeres Sirias, reportando 61,06% de positividad, y la deteccion de
los genotipos 33 y 35 en mayor proporcion. Mou y colaboradores, en el 2011,
detectaron la presencia de secuencias del genoma de VPH en 62 biopsias de tumores
de cancer de mama y 62 biopsias de tejido sano adyacente, ademas de 46 biopsias de
tejido sano de otras pacientes. La deteccion se realiz6 mediante una PCR anidada y la
tipificacion con una hibridacién reversa por dot blot. Reportaron 6,5% de positividad
para las muestras tumorales, identificando los tipos 16 y 18. No hubo muestras
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positivas para ninguno de los tejidos sanos evaluados. En estudios mds recientes,
como el realizado por Manzouri y colaboradores, en el 2014, quienes evaluaron 55
casos de cancer de mama y 51 casos de muestras de lesiones benignas de la mama,
utilizando PCR convencional para la deteccién de VPH, realizaron la tipificacién viral
mediante una hibridacién reversa, y reportaron una frecuencia de positividad de
18,2% para los casos de cancer de mama y de un 13,7% para lesiones benignas,
encontrando en el primer grupo los genotipos 16, 11, 18, 33, 35, 45 y 55; y los
genotipos 31, 43, 33, 44 y 55 en el segundo grupo. En el 2015, Fu y colaboradores,
también evaluaron la presencia de VPH tipo 58 en 169 biopsias de pacientes con
carcinoma mamario invasor y 83 biopsias de lesiones benignas de la mama, utilizando
una PCR convencional con iniciadores tipo especificos para detectar el ADN de VPH-
58. Estos autores obtuvieron 14,79% de positividad de ADN de VPH-58 en las

pacientes con cancery 1,20% de positividad en las muestras benignas.

2.3.VPHy cancer de mama en América latina

En América Latina también se han venido realizando algunos estudios que evaluan la
relacion entre la infeccion por VPH y el desarrollo de carcinoma mamario. Cantu de
Leon y colaboradores, en el 2009, evaluaron 51 biopsias de cancer de mama
embebidas en parafina, de una poblacién de México, de las cuales 29,4% fueron
positivas, encontrando infecciones tinicas con los genotipos 16 y 18 con 66,6% y 20%,
respectivamente, y 13,4% de infeccion mixta. Un trabajo mas reciente en

Latinoamérica fue realizado por Herrera-Goepfert y colaboradores, en el 2013,
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quienes evaluaron la presencia de VPH en 20 casos de cancer de mama metaplasico,
de mujeres mexicanas. La deteccion se realiz6 mediante PCR con los iniciadores
L1C1/L1C2, MY09/MY11, GP5/GP6; para la tipificacion utilizaron una secuencia
especifica de E6 para los genotipos 16 y 18, de alto riesgo oncogénico. Reportaron una
frecuencia de positividad de 40%, encontrando al genotipo 16 en 87,5% y al 18 en
12,5%. Para la cuantificacion de la carga viral realizaron una PCR en tiempo real (q-
RT-PCR), encontrando una carga viral baja respecto al control positivo (Células SiHa),

con un promedio de 0,208 copias/célula.

2.4.VPH y cancer de mama en Venezuela

En Venezuela, a pesar de que la tasa de mortalidad por cadncer de mama en la
poblacién femenina es relativamente alta, no se han realizado muchos estudios que
planteen esta relacion. Los unicos estudios reportados actualmente en el pais,
realizados por Fernandes y colaboradores, en 2015 evaldan la presencia del genoma
de VPH en muestras de cancer de mama de pacientes con diagndstico de carcinoma
ductal infiltrante, mediante el estuche INNO-LIPA Genotyping Extra, reportando
valores de positividad para el genoma de VPH del total demuestras evaluadas dentro
del rango mundial, siendo los genotipos mas frecuentes el 18, 33, 51 de alto riesgo
oncogénico. Ademas relacionan la presencia de VPH con los subtipos de cancer de
mama, encontrando relacién con los triples negativos (Fernandes y col., 2015a;

Fernandes y col., 2015b).
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2.5.VEBy cancer de mama
De esta misma manera, otro virus que ha sido asociado con el desarrollo de cancer de
mama es VEB, el cual fue el primer virus humano claramente asociado con el
desarrollo de cancer humano, a partir de esta evidencia se ha demostrado que tiene
un rol importante en el desarrollo de numerosas malignidades humanas, incluidas
Linfoma Africano de Burkitt, enfermedad de Hodgkin, desérdenes linfoproliferativos
post-trasplantes, carcinoma nasofaringeo y carcinoma gastrico. Los canceres
asociados a VEB varian marcadamente desde 100% con el carcinoma nasofaringeo a
10% con el carcinoma gastrico. Asi como también los datos reportados de VEB en
muestras de cancer de mama son limitados y controversiales, variando desde 0% a
100%. Algunos autores no han encontrado relacion entre la presencia de secuencias
genoémicas de VEB y el desarrollo de cancer de mama. En el 2000, Brink y
colaboradores evaluaron 24 muestras de biopsias de cancer de mama congeladas para
detectar la presencia del genoma de VEB. Sin embargo, no encontraron evidencia
significativa que asocie la presencia de VEB con el cancer de mama, ya que no
detectaron la transcripcion activa de EBNA1, EBER1/2, ni la region BamHI-A. Aunque
encontraron 20% de positividad de ADN de VEB, lo atribuyeron a la presencia de un
infiltrado linfocitario en el tumor, infectado por el virus. En el 2001, Chu y
colaboradores estudiaron 48 biopsias de casos de carcinoma mamario, en Estados
Unidos, para evidenciar mediante hibridacién in situ cromogénica (CISH) e
inmunohistoquimica (IHQ) la presencia del ARN no codificante EBER1 y las proteinas
de latencia EBNA1, LMP1 y ZEBRA, respectivamente. Para detectar la presencia del

ADN viral utilizaron los iniciadores especificos para los genes EBNA4 y LMP1. Sin
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embargo, encontraron baja frecuencia de infeccién (10%), ausencia de expresion de
algunos genes en la mayoria de los casos y baja positividad para EBER1 (10%).

De esta misma manera, Kadivar y colaboradores, en el 2011, utilizaron 100 biopsias
de cancer de mama de pacientes de Iran, usando IHQ para identificar las células
infectadas y PCR para detectarla presencia del genoma de VEB. Otro estudio en el
mismo pais, realizado por Fadavi y colaboradores, en el 2013, midi6 la carga viral de
VEB en células de 18 biopsias de cancer de mama embebidas en parafina, y no
detectaron ningun virus por célula. Estos autores no encontraron ninguna célula
infectada por VEB, por ninguna de las metodologias utilizadas. Con estos trabajos no
se logro establecer una relacion entre la infeccion viral y el cancer de mama.

Por otro lado, también se ha reportado la infecciéon por VEB en pacientes de cancer de
mama. Una de las primeras investigaciones que sugieren la posible asociacién de este
virus al cancer de mama fue realizada en 1995, por Labrecque y colaboradores,
quienes evaluaron 91 biopsias frescas de pacientes con cancer de mama primario
mediante PCR, encontrando 21% de positividad. Fina y colaboradores, en el 2001,
investigaron la frecuencia y carga viral de ADN de VEB en varios casos de cancer de
mama utilizando PCR, junto con la influencia de distintas areas geograficas. Para ello
tomaron 509 muestras de carcinomas ductales invasivos, en regiones geograficas con
alto riesgo de carcinoma nasofaringeo. Encontraron que 31,8% de los tumores
contenian el genoma viral, sin embargo no se observaron diferencias significativas
entre cada una de las regiones estudiadas (norte de Africa, sur de Francia y norte de
Europa). Xue y colaboradores, en 2003, detectaron la presencia, mediante PCR, y la

expresion transcripcional de genes codificados por VEB en 15 biopsias de cancer de
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mama, de origen ductal. Los genes virales, incluidos el EBNA1, fueron encontrados en

40% de los tumores.

En Argentina, Lorenzetti y colaboradores, en el 2010, evaluaron la presencia de ADN
de VEB en 71 biopsias de carcinoma de mama mediante PCR, encontrando 31% de
positividad de ADN de VEB y 0% de positividad para los casos de tejido mamario no
neoplasico. En el 2013, Nidal analizé la presencia del genoma de VEB mediante una
PCR multiple y por IHQ identificé sus productos proteicos en biopsias de cancer de
mama, de 92 en pacientes de Jordania, reportando 26% de muestras positivas para el
genoma viral, y demostré la presencia de células infectadas por VEB y la expresion
viral de la proteina EBNA1. En el 2014, Yahia y colaboradores, evaluaron 92 biopsias
de cancer de mama en pacientes de Sudan. Utilizaron PCR con dos juegos de
iniciadores especificos para los genes EBNA1 y LMP1, para detectar la presencia del
genoma de VEB en las células tumorales, encontrando 53,3% y 11% de positividad en
las pacientes evaluadas, respectivamente. Ademas confirmaron la presencia del
genoma viral mediante hibridacidon fluorescente in situ (FISH). En el mismo afio,
Marrao y colaboradores realizaron un estudio prospectivo en el que evaluaron la
infeccion por VEB en 85 biopsias frescas de pacientes con cancer de mama de
Portugal. Para ello, detectaron el ADN de VEB mediante PCR en tiempo real en
biopsias de tumor mamario embebido en parafina, encontrando 25,8% de positividad
para VEB y las copias de ADN viral oscilaban entre 10 y 2950 copias/pg. En el 2015,
Mazouni y colaboradores evaluaron la presencia del ADN de VEB en 117 biopsias de
cancer de mama mediante PCR cuantitativa, y encontraron 32,5% de casos positivos
para VEB.

36



2.6.VPH y VEB asociados al cancer de mama

Algunos estudios han planteado la coexistencia de VEB y VPH en tejidos tumorales de
la mama. En Chile, Aguayo y colaboradores (2011), evaluaron la presencia del genoma
de VPH mediante PCR convencional y el genoma de VEB lo evaluaron usando qRT-
PCR, en 55 muestras de pacientes con cancer de mama. Estos autores reportaron un
8,7% de positividad para VPH, con 100% para el genotipo 16, de alto riesgo
oncogénico, y 6,5% de positividad para VEB. La coinfeccién de ambos virus fue
detectada solo en 2,1% de los casos. Asimismo, Glenn y colaboradores, en el 2012,
trabajaron con 50 biopsias de cancer de mama, para detectar la coexistencia de VEB,
VPH y el virus del tumor mamario en ratones (MMTV) en pacientes Australianas.
Como casos control utilizaron células epiteliales extraidas de la leche de mujeres en
periodo de lactancia. Identificaron en 68% de la muestras secuencias del genoma de
VEB, en 50% secuencias de VPH de alto riesgo y en 78% secuencias de MMTYV en las
biopsias. Ademas, estos mismos virus fueron identificados por PCR in situ,
encontrando en 72% de las muestras de cancer de mama la presencia de mas de un

virus.

Estas evidencias permiten plantear una posible relacién entre el cancer de mama y la
infeccion, bien sea por VEB o VPH, a partir de lo cual se pueden considerar estos virus
como factores de riesgo en el desarrollo de esta enfermedad, que causa muchas

muertes en la poblaciéon femenina a nivel mundial.
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3. JUSTIFICACION

El cancer de mama es una patologia muy frecuente en la poblaciéon femenina a nivel
mundial y la tasa de mortalidad por esta causa ha venido aumentando en los ultimos
afios. Actualmente, el desarrollo de este carcinoma se ha relacionado con multiples
factores de riesgo intrinsecos y extrinsecos, tales como, menopausia tardia, menarquia
temprana, el uso prolongado de anticonceptivos orales, la obesidad, la edad, presencia
de habitos tabaquicos y/o alcohélicos, predisposicidon genética, entre otros. A pesar de
varios estudios realizados que evaldan la dependencia de algunos de estos factores y
la carcinogénesis, alin no se ha encontrado el agente etiolégico de esta enfermedad, de
esta manera es de gran importancia identificar la causa del desarrollo del cancer de
mama y de esta manera, crear programas de prevencion y tratamientos tempranos

que permitan controlar el incremento de la mortalidad por esta patologia oncolégica.

Es por esto que durante las dltimas décadas también se han venido planteando como
posible factor de riesgo, virus con caracter oncogénico, relacionados ademas con otros
carcinomas, tales como son VEB y VPH. Aunque esta hipoétesis esta en discusion,
investigadores en distintas poblaciones a nivel mundial han obtenido resultados que
evidencian la presencia del genoma de uno o ambos virus en células de carcinomas
mamarios, asi como también la expresion de algunas proteinas de estos virus, entre
ellos destacan India, Estados Unidos, Jordania, Australia, Italia, Gran Bretafia,
incluyendo algunas poblaciones de Latinoamérica, como Brasil, México, Argentina y
Chile, reportando un porcentaje de positividad variable, que va desde 10% a 68% para
VEB y desde 8,7% a 86% para VPH, aproximadamente, lo cual depende del tipo de
muestra y técnicas utilizadas para la deteccién. En Venezuela, se registra un
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considerable nimero de muertes por cancer de mama cada afo y hasta la fecha sélo se
han reportado dos trabajos que evaltuan la posible relaciéon de VPH con esta patologia.
Sin embargo, no se ha realizado ningliin trabajo que evalie la presencia de ambos

agentes virales en las pacientes con cancer de mama.

Por esta razén, con el desarrollo de este trabajo se pretende dar inicio a la realizacién
de estudios que evalien esta asociacién, y de esta manera abrir la oportunidad de
crear estrategias de prevencidén temprana y seguimiento de las pacientes con esta
patologia en Venezuela, que afecta en gran manera a la poblaciéon femenina,

representando un problema de Salud Publica.
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4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo General:

Evaluar la presencia de Virus de Papiloma Humano (VPH) y de Virus Epstein-Barr
(VEB) en biopsias frescas de cancer de mama como posibles factores de riesgo

asociados a esta patologia.

4.2.0bjetivos Especificos:

o Extraer el material genético de las biopsias frescas de las pacientes de los grupos
de estudio.

e Evaluar la calidad del ADN extraido de las muestras de las pacientes de los
grupos de estudio.

e Detectar y tipificar la presencia de Virus de Papiloma Humano en las biopsias
frescas de las pacientes de los grupos de estudio.

e Detectar la presencia del Virus Epstein-Barr en las biopsias frescas de las
pacientes de los grupos de estudio.

e Correlacionar la presencia de los agentes virales con los datos demograficos de

las pacientes en estudio.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Poblacion de estudio:

Se evalu6 de forma prospectiva desde abril de 2014 hasta mayo de 2015, pacientes
que asistieron a consulta en el Servicio de Ginecologia, Unidad de patologia mamaria
(UPM); del Hospital Universitario de Caracas (HUC), situado en la Ciudad Universitaria
de Caracas y fueron seleccionadas aquellas pacientes que cumplian los criterios de

inclusién propuestos en este trabajo, descritos mas adelante.

5.2. Muestra:

Se incluyeron un total de 44 mujeres de distintas edades, de las cuales 22 muestras
fueron pacientes con diagnédstico de cancer de mama y 22 pacientes con diagndstico
de patologia benigna, que asistieron a cirugia en el Servicio de Ginecologia, Unidad de
Patologia Mamaria (UPM) del HUC. A cada una de las pacientes se les invito a
participar en el estudio, con previa informacion del disefio y protocolo, seguidamente
se les realiz6 una encuesta para la recoleccion de datos clinicos y cada una firm6 un

consentimiento informado, aprobado por el Comité de Bioética del HUC (ver Anexo 2).

5.3.Descripcion del material biolédgico:
Luego de que los médicos especialistas realizaron la intervencién quirtrgica, se tomé
una biopsia fresca del tumor extraido, de aproximadamente 5 mm de didmetro, a las
pacientes con diagndstico de cancer de mama. Y se tomaron biopsias de tejido

mamario sano de las pacientes con diagndstico de patologia benigna. Todas las
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muestras fueron recolectadas en tubos estériles e identificados con el nombre de cada
paciente, el mismo dia de la cirugia en los quiréfanos del HUC, y preservadas a -80°C
en el Laboratorio de Genética Molecular del Instituto de Oncologia y Hematologia

(IOH) del MPPS, hasta el momento de su analisis.

5.4.Reactivos:
Todas las soluciones que se utilizaron en este trabajo se prepararon con reactivos
Grado Biologia Molecular, siguiendo las especificaciones de la casa comercial

correspondiente.

5.5.Criterios de Seleccion:

Inclusion:

e Grupo 1: Pacientes atendidas en el Servicio de Ginecologia, del Hospital
Universitario de Caracas, con diagnostico de carcinoma mamario en estadios 0, |,
Il y aquellas pacientes con diagnostico de carcinoma mamario en estadios Il y
IV, quienes por motivos intrinsecos, no recibieron terapia neoadyuvante.

e Grupo 2: Pacientes atendidas en el Servicio de Ginecologia, del Hospital

Universitario de Caracas, con diagndstico de patologia mamaria benigna.

Se consideraron como patologia benigna a aquellos diagndsticos que incluian

fibroadenomas, abscesos mamarios, mamas supernumerarias.
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Exclusion:

Pacientes con diagnostico de enfermedad autoinmune u otro tipo de cancer no
relacionado con el tumor primario, objetivo del estudio.

Pacientes embarazadas.

Pacientes que recibieron terapia neoadyuvante.

Que no aceptaran participar en el estudio.

5.6.Plan de trabajo

Toma de la Muestra

l

Fragmentacién del tejido

I

Extraccion del material
genético

I

Evaluacion de la calidad
del ADN

I

Deteccién de VEB

Deteccion y tipificacién
de VPH

Visualizacién de los productos de la
PCR

Analisis de los resultados

Figura 10. Esquema del plan de trabajo del proyecto.
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5.7. Extraccion del material genético:
El aislamiento del material genético fue realizado con el estuche comercial Pure
Link™ Genomic DNA Kit de Invitrogen, siguiendo las especificaciones de la casa

comercial.

El tejido de las biopsias se cort6 en pequefios fragmentos con hojas de bisturi
estériles. Una vez cortadas, se colocaron en tubos Eppendorf de 1,5 mL junto a 180 pL
de Pure Link™ Genomic Digestion Buffer y 20 pL de la proteinasa K (20 mg/mL). Se
incub6 en un Thermomixer a 56°C en agitacion, durante toda la noche. Luego, se
centrifug6 a 20.000xg durante 3 minutos. Seguidamente, se afiadieron 20 pL de
RNAasa A y se mezcld brevemente en vortex. Se dejé incubando a temperatura
ambiente, durante 2 minutos. Posteriormente, se agregaron 200 pL de Genomic
Lysis/Binding Buffer y 200 pL de etanol (100%), se mezclé en vdrtex durante 5
segundos. El lisado (440 pL aprox.) fue transferido a una columna con un tubo
colector y se centrifug6 a 6.000xg, durante 1 minuto. Luego, se descartd y se cambio el
tubo colector. Se agregaron 500 pL de Wash Buffer 1 y se centrifugé a 6.000 xg,
durante 1 minuto. La columna se transfirié a un tubo colector nuevo y seguidamente
se afiadieron 500 pL de Wash Buffer 2. Se centrifugé a 20.000 xg, durante 3 minutos.
La columna se coloc6 en un Eppendorf de 1,5 mL nuevo y se agregaron 200 uL de
Genomic Elution Buffer. Se incubé a temperatura ambiente durante 1 minuto.
Finalmente, se centrifugé a 6.000 xg, durante 1 minuto. El eluato obtenido se

almacené a -20°C hasta su posterior estudio.
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5.8.Evaluacion de la calidad del ADN
Para garantizar la integridad del ADN gendémico en posteriores analisis moleculares,
es necesario evaluar su calidad, amplificando genes conservados en el genoma
mediante iniciadores especificos, y de esta manera garantizar el buen andlisis del

material genético (van Dongen y col., 2003).

La evaluacién de la calidad del ADN de todas las muestras se llevo a cabo con el
protocolo de BIOMED-2, de Van Dongen y colaboradores (2003), el cual consta de 5
pares de iniciadores de genes de control, que amplifican productos de 100, 200, 300,
400 y 600 pb, permitiendo evaluar la calidad del ADN y cuan apto esta el mismo para
ser amplificado mediante PCR. Los genes diana seleccionados en este protocolo
fueron: el gen de la tromboxanosintasa humana (TBXS1), el gen activador de la
recombinacién (RAG1), el gen de la proteina de la leucemia promielocitica humana
(PLZF) y el gen AF4 humano (AF4), el criterio de seleccion se baso en la presencia de
marcos abiertos de lectura (ORFs) con exones de gran tamafo, para reducir el riesgo
de seleccionar regiones polimorficas, segiun el protocolo de van Dongen y

colaboradores 2003 (Tabla 4) (van Dongen y col., 2003).

En las tablas 4, 5 y 6 se muestran las secuencias de los iniciadores de cada uno de los
genes utilizados, las condiciones de preparacién de la mezcla y las condiciones de la

reaccion, respectivamente.
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Tabla 4. Secuencias de iniciadores para la realizacion del protocolo de calidad de ADN, BIOMED-
2.

GEN FOWARD REVERSE TAMANO
AF4 /ex6n 32 5’'GGAGCAGCATTCCATCCAGC3’ 5’CATCCATGGGCCGGACATAAZ 600
AF4/ex6n
1 5’CCGCAGCAAGCAACGAACC3’ 5’'GCTTTCCTCTGGCGGCTCC3’ 400
a
PLFZ/exén
5'TGCGATGTGGTCATCATGGTG3’ 5'CGTGTCATTGTCGTCTGAGGC3’ 300
1b
RAG1/ex6n
5'TGTTGACTCGATCCACCCCA3’ 5'TGAGCTGCAAGTTTGGCTGAA3’ 200
2¢
TBXAS1/ex6
94 5'GCCCGACATTCTGCAAGTCC3’ 5'GGTGTTGCCGGGAAGGGTT3’ 100
n

a: gen AF4 humano (AF4, exén 3, nimero de entrada en el Gene Bank: Z83679, ex6n 11, nimero de entrada en el
Gene Bank: Z83687); b: gen de la leucemia promielocitica humana (PLZF, ex6n 1, nimero de entrada en el Gen
Bank: AF060568); c: gen de activacién de la recombinacién humana (RAG1, exdn 2, numero de entrada en el Gene
Bank: M29474); d: gen de la tromboxanosintasa humana (TBXAS1, exén 9, nimero de entrada en el Gene Bank:
D34621).

Tabla 5. Condiciones de la mezcla para el protocolo BIOMED-2.

CANTIDAD (pL)
dNTP’s (100 mM) 0,1
Coctel de iniciadores (100 pM) 2
Buffer 10X 6,5
MgCl, (50 mM) 2
Taq Polimerasa 0,6
H-0 28,8
ADN 10
Volumen final 50

Tabla 6. Condiciones iniciales de la reaccién para el protocolo BIOMED-2.

PASO TEMEPERATURA (°C) TIEMPO N° DE CICLOS
Pre-activacion 95 7’ 1
Desnaturalizacién 95 30”
Hibridacion 60 40” x35
Extension 70 40”
Extension final 70 15’ 1
Mantenimiento 4 0o
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5.9.Deteccion y tipificacion del genoma de VPH

La deteccion y el genotipaje de las secuencias de VPH, a partir de las biopsias de
mama, para todos los grupos de estudio, se realizé utilizando el sistema SPF1o-LiPA
(Short PCR Fragment-reverse line probe assay), el cual esta disefiado para identificar
28 genotipos de VPH, clasificados en dos grupos basados en el riesgo oncogénico
asociado al tipo de VPH. Los VPH de alto riesgo (VPH-AR) estan constituidos por 15
genotipos, y los de VPH de bajo riesgo (VPH-BR) constituido por 7 genotipos. Los
casos en estudio fueron clasificados en 3 grupos: 1) infectados con VPH-AR, 2)

infectados con VPH-BR, 3) infectados con ambos tipos, VPH-AR y VPH-BR.

La identificacién estd basada en una amplificacion del ADN mediante PCR, haciendo
uso de un coctel de iniciadores biotinilados (SPF10) de amplio espectro, especificos
para una porcion de 65pb del marco abierto de lectura del gen LI (Tabla 7).
Seguidamente, los amplificados biotinilados se desnaturalizan, y las hebras separadas,
se hibridan con sondas de oligonucledtidos especificos inmovilizadas en tiras de
nitrocelulosa, las secuencias hibridadas se observan mediante una reaccién

colorimétrica (Kleter y col,, 1998; Else y col., 2011).

La amplificacién del fragmento L1 de VPH por PCR se realiz6 utilizando el estuche de
amplificaciéon (INNO-LIPA HPV Genotyping Extra Amp, Innogenetics). Las secuencias
de los iniciadores, las condiciones de la mezcla y de la reaccidon se describen en las

tablas 7, 8, 9.
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Tabla 7. Secuencias de iniciadores para la realizacion de la SPF10 PCR.

FOWARD )
GEN TAMANO (pb)
REVERSE
SPF1A 5'GCiCAGGGICACAATAATGG3’
L1 SPF2B-bio 65

5’GTiGTATCiACAACAGTAACAAA3Z’

Tabla 8. Condiciones de la mezcla para la reaccién de amplificacién, con el estuche INNO-Lipa
HPV Genotyping Extra Amp, Innogenetics.

REACTIVO CANTIDAD (uL) / tubo
Mezcla de amplificacion 37,7
Mezcla enzimatica 2,3
Muestra 10
Volumen final 50

Tabla 9. Condiciones de la reacciéon de amplificaciéon, con el INNO-Lipa HPV Genotyping Extra
Amp, Innogenetics.

PASO TEMPERATURA (°C) TIEMPO N2 DE CICLOS
Descontaminacién 37 10° x1
Desnaturalizacion 94 9’ x1
Desnaturalizacion 94 307
Hibridacién 52 45" x40
Extension 72 45~
Mantenimiento 72 00

La deteccion y tipificacion de los 28 genotipos de VPH fue llevada a cabo con el
estuche INNO-LIPA HPV Genotyping Extra (Innogenetics), siguiendo las
recomendaciones de la casa comercial, descritas a continuacion.

Previamente se precalentd la solucion de hibridacion y la solucion de lavado
astringente a 49 °C. Se rotularon las tiras de nitrocelulosa con nimeros seriados,
incluyendo una tira para el control negativo (sin ADN) y control positivo (ADN VPH).

Se agregaron 10 pL de la solucidon de desnaturalizacion en la esquina superior de cada
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cubeta. Se afladieron 10 pL del producto amplificado, se mezclé bien y se dej6 reposar
por al menos 5 minutos. Se afladieron 2 mL de la solucidn de hibridacién, se colocaron
las tiras en las cubetas y fueron llevadas a un bafio de agua a 49 °C durante 1 hora. Se
agitaron frecuentemente. Con una bomba de vacio se aspiré la solucién de hibridacién.
Se anadieron 2 mL de solucién de lavado astringente y se agité cuidadosamente,
durante 20 segundos. Se aspird y se repitio este paso una vez mas. Se afiadieron 2 mL
de esta solucion y se llevé al bafio de agua, durante 30 minutos. Se preparé la solucion
de lavado, mezclando 20 ml de solucién con 60 mL de agua destilada, para 10 tiras; y
la de conjugado, mezclando 200 pL de conjugado y se enras6 a 20 mL con el diluente
de conjugado, para 10 tiras. Se lavo cada tira con 2 mL de solucién de lavado, durante
1 minuto. Se aspiré la solucion y se repitid el procedimiento. Se afiadieron 2 mL de
soluciéon de conjugado a cada tira y se incub6 durante 30 minutos a temperatura
ambiente y en agitacion leve. Se preparo la solucidn del sustrato, mezclando 200 pL de
sustrato y se enras6 a 20 mL con el buffer sustrato, para 10 tiras. Se lav6 cada tira con
2 mL de solucién de lavado, durante 1 minuto. Se aspir6 la solucién y se repitié el
procedimiento. Se lavo cada tira con 2 mL de buffer sustrato, durante 1 minuto. Se
aspiro la solucion. Se afiadieron 2mL de solucion sustrato y se incub6 a temperatura
ambiente, durante 30 minutos, en agitacidon leve. Se detuvo el revelado con varios

lavados de agua destilada.

5.10. Deteccion del genoma de VEB.
La deteccion de VEB se realizé con el estuche comercial Epstein-Barr virus BMLF1 de
Maxim Biotech, Inc., siguiendo las especificaciones de la casa comercial. Los
iniciadores que se utilizaron se muestran en la tabla 10.
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Tabla 10. Iniciadores usados para la amplificacion del ADN de VEB.

GEN INICIADORES

5’oligo CTT GGA GAC AGG CTT AAC CAG ACT CA

BMLF1 F 1
3’oligo CCA TGG CTG CAC CGATGA AAGTTAT

En las tablas 11 y 12 se muestran las condiciones de la mezcla y dela reaccidn,

respectivamente.

Tabla 11. Condiciones de la mezcla de la PCR, para detectar VEB.

REACTIVO CANTIDAD (uL)
Master Mix 40
Taq Polimerasa 0,2
ADN 10
Volumen final 50,2

Master mix: contiene los iniciadores premezclados, buffer, ANTP’s, MgClo.

Tabla 12.Condiciones dela reaccién, para la deteccién de VEB.

PASO TEMEPERATURA TIEMPO N° DE CICLOS
(°Q)

Pre-activacion 96 1 1

Desnaturalizacion 94 1
Hibridaciéon 58 1 x35

Extension 72 1

Extension final 72 10’ 1
Mantenimiento 4 0o

Se consideraron positivas s6lo aquellas muestras en las que se observa una banda de

265pb.

5.11. Electroforesis en geles de agarosa:
Los productos de amplificacién de la PCR se visualizaron mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2%, con buffer TBE1Xstock de 10X de Invitrogen: 1.0mM Tris base,

0.9mM Borato y 0.01mM EDTA, pH 8.0) y se tifieron con SYBR SAFE (Invitrogen). El
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registro fotografico se realizé con un fotodocumentador ChemicDoc XRS (BioRad),
donde se observé cualitativamente el ADN, comparando su tamafio (en pares de
bases) con el del marcador de peso molecular. De acuerdo al tamafo conocido del

fragmento de ADN estudiado se determiné la presencia o ausencia de la muestra.

Las condiciones para la preparacion del gel de agarosa se encuentran en la tabla 13.

Tabla 13. Condiciones para preparar geles de agarosa 2% para la visualizaciéon de las moléculas
de ADN de los productos de PCR.

REACTIVO CANTIDAD
Buffer TBE 1X 40 mL
Agarosa 0,8 gr
SYBR SAFE 3uL
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6. ANALISIS ESTADISTICO
Para los analisis estadisticos se realizd6 una prueba Chi-cuadrado para evaluar la
dependencia de las variables con el programa Excel de Microsoft Office 2010. Valores

de p menores o iguales a 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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7. RESULTADOS

7.1.Descripcion General

7.1.1. Poblacion de estudio

Se tomaron muestras de 44 pacientes que asistieron a la consulta del Servicio de
Ginecologia del HUC, en el periodo comprendido entre abril 2014 a mayo 2015. Las
muestras fueron tomadas durante el proceso quirdrgico en la sala operatoria,
mientras las pacientes estaban bajo anestesia general y monitorizacién continua,
siguiendo las medidas de asepsia y antisepsia correspondientes. El total de casos
evaluados present6 un promedio de edad de 43,68 afios (rango 17- 86), de las cuales
22 corresponden a pacientes con carcinoma mamario en diferentes estadios y 22

pacientes con diagnéstico de patologia mamaria benigna.

La poblacién de pacientes incluidas en este estudio fue seleccionada en base al
diagnostico clinico e histopatoldgico de carcinoma mamario y patologias benignas,
como fibroadenomas, mastitis abscedadas, fistula periareolar y mamas
supernumerarias. En la tabla 14 se muestra el total de muestras recolectadas segin

los grupos de estudio.
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Tabla 14. Total de muestras recolectadas durante el periodo de abril 2014 a mayo 2015,
divididas segin grupos de estudio.

GRUPO DE DIAGN()ST[CO Mll\llgg'[I‘El:{RAOS ];](E)R TOTAL DE
ESTUDIO HISTOPATOLOGICO MUESTRAS
GRUPO
Carcinoma mamario, estadio 0 2
Carcinoma mamario, estadio | 4
GRUPO1  Carcinoma mamario, estadio II 14 22
Carcinoma mamario, estadio III
Carcinoma mamario, estadio IV 1
Fibroadenomas 16
GRUPO 2 Mastitis abscedadas 3 22
Fistulas periareolar 2
Mama supernumerarias 1
Total de muestras 44

El promedio de edad de las pacientes con carcinoma mamario fue de 58 afios de edad
(rango 30-86), mientras que el promedio de las pacientes con patologia benigna fue de
29,4 afios (rango 14-50). En cuanto, al promedio de la menarquia fue de 12,5 afios
(rango 9-17) para ambos grupos de estudio. Las pacientes con cancer de mama en
promedio afirmaron haber tenido 1,85 parejas sexuales (rango 1-4), y las pacientes
con patologia benigna en promedio afirmaron haber tenido 1,73 parejas sexuales
(rango 0-5). El promedio de embarazos a término para las pacientes con cancer de
mama fue de 3,14 embarazos (rango 0-9) y para las pacientes con patologia benigna

fue de 1,32 embarazos (rango 0-6).

En la tabla 15 se muestran los datos clinicos de las pacientes seleccionadas para
ambos grupos de estudio. Los datos clinicos detallados son uso de anticonceptivos
orales (ACO), habitos tabaquicos y alcoholicos, y antecedentes familiares de cancer,

donde cabe destacar que, a pesar de que el 63,3% del grupo de pacientes con cancer

54



de mama presentaron un antecedente familiar con algun tipo de cancer, solo el 31,8%

correspondié a cancer de mama.

Tabla 15. Resumen de datos clinicos, tanto en pacientes con carcinoma mamario (grupo 1),
como de pacientes con patologia benigna (grupo 2).

N¢ de pacientes (%)

GRUPO 1 GRUPO 2
Si 10 (45,5) 16 (72,7)
Anticonceptivos Orales
No 12 (54,5) 6(27,3)
i 7 (31 22,7
Tabaco 5t (31.8) >(227)
No 15 (68,2) 17 (77,3)
Si 3 (13,6) 13 (59,1)
Alcohol
cono No 19 (86,4) 9 (40,9)
Historia familiar de cancer 14 (63,6) 12 (54,5)

En las figuras 11 y 12 se muestra la distribucion de las muestras seleccionas, segun el
estadio tumoral y el diagndstico histopatoldgico, respectivamente. Del total de
muestras de cancer de mama, el 63,6% correspondi6 a pacientes con tumores en el
estadio II, seguido del estadio I, con un 18,2%. En cuanto al diagndstico
histopatologico, los tumores de mama recolectados fueron del tipo carcinoma ductal
in situ (CDIS), carcinoma ductal infiltrante, carcinoma lobulillar infiltrante y
carcinoma papilar infiltrante, siendo el carcinoma ductal infiltrante el que se present6

con mayor frecuencia en el grupo, con 68,2%.
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Figura 11. Distribucién de las muestras seleccionadas, segiin el estadio tumoral. EO: estadio
0, EI: estadio I, EII: estadio II, EIII: estadio III, EIV: estadio IV.
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Figura 12. Distribucién de las muestras seleccionadas, segin el diagnéstico histopatoldgico.
CDIS: carcinoma ductal in situ, CDI: carcinoma ductal infiltrante o invasivo, CLI: carcinoma
lobulillar infiltrante, CPI: carcinoma papilar infiltrante.

El cancer de mama es clasificado dentro de varios subtipos moleculares basados en

la tincion inmunohistoquimica diferencial para el receptor de estrégeno (RE),

receptor de progesterona (RP), receptor de crecimiento epidérmico humano 2

HERZ2 y Ki67. Al revisar los reportes de inmunohistoquimica incluidos en la historia

clinica de las pacientes, encontramos el patron expresion diferencial de estos

biomarcadores proteicos en los diferentes subtipos de cancer de mama. En la figura
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13, se muestra un grafico de barras con la distribucién de las pacientes con cancer
de mama, de acuerdo a su perfil de expresion de los receptores hormonales. Donde
se obtuvo que el 36% de los casos presentaron carcinoma mamario de tipo luminal

A, 27% tanto luminal B HER2+, como luminal B HER2- y 9% basales.

ao% 38
(]
9 27% 27%
'-&' 30% -
(@]
Z 20%
a 9%
Ll 0, -
-
0% T T T T T
Luminal A Luminal B Luminal B HER2+ Basal
HER2+ Her2-
SUBTIPO MOLECULAR

Figura 13. Distribucion de las pacientes de acuerdo la expresion de los receptores
moleculares.

7.2.Procesamiento de las muestras:

7.2.1. Evaluacion de la calidad del ADN

Para la obtencién del material genético se trabajé con 22 biopsias de tejido mamario
tumoral y 22 biopsias de tejido mamario sano, realizdndose una extracciéon basada en
una lisis alcalina. Posterior a la extraccion del ADN, se evalud la calidad del mismo
mediante el protocolo de BIOMED-2 (van Dongen y col., 2003), para la amplificacion,
mediante una PCR multiple de cinco genes control (Tabla 4). En la figura 14 se
muestra un gel representativo de sélo 9 muestras evaluadas, sin embargo todas las
muestras mostraron integridad en el ADN, indicando que el material genético

obtenido de la extraccion, estaba en condiciones dptimas para la posterior deteccién
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de VPH y VEB, evitando falsos negativos, tanto en los casos con cancer, como en los

tumores benignos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

400 pb —
300 pp —

200 pb —
100 pp —

Figura 14. Registro fotografico del gel de agarosa tefiido con SYBER-SAFE para la visualizacién
de la calidad del ADN extraido de todas las muestras. 1) Marcador de peso molecular (100 pb,
Invitrogen), 2-10) ADN de las muestras estudiadas, 11): control negativo (sin ADN).

7.2.2. Deteccion y tipificacion de VPH en las pacientes de los grupos de

estudio

Luego de verificar la calidad del ADN, se realizé la deteccion y genotipificacion
mediante el uso del estuche comercial INNOLIPA Genotyping Extra, obteniendo 14 de
22 muestras de cancer de mama positivas para ADN de VPH, representando el 63,6%,
mientras que en las muestras de tejido sano solo se detect6 ADN de VPH en una
muestra, representado el 4,5% de todas las pacientes con patologia benigna evaluadas

(Figura 15).
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Figura 15. Grafico de barra donde se representa la frecuencia de infecciéon de VPH detectada en
los dos grupos de estudio. Grupo 1: cancer de mama; grupo 2: patologia benigna.

El promedio de edad de las pacientes con algln tipo de carcinoma mamario positivas
para VPH fue de 58,6 afios (rango 47-86) (p=0,985), el promedio de edad de la
menarquia fue de 12,4 (rango 9-16) (p=0,480), el promedio de ndmero de partos fue
de 3,6 (rango 0-9) (p=0,719) y el promedio de parejas que afirmaron haber tenido fue
de 1,9 (rango 1-4) (p=0,938), encontrando que no existe una asociacion significativa
entre la presencia de VPH con ninguna de las caracteristicas demograficas. Mientras
que la paciente de patologia benigna, diagnosticada con mastitis abscedada, tenia 34
afios de edad con menarquia a los 12 afios de edad y no habia tenido ningiin embarazo
hasta el momento del estudio. En la figura 16 se presentan la frecuencia de casos
positivos para VPH segun las caracteristicas clinicas de las pacientes con carcinoma
mamario, tales como: antecedentes ginecolégicos como el consumo de
anticonceptivos orales en algiin momento (p=0,225), si consumian alcohol y/o tabaco
(p=0,604, p=0,344, respectivamente), y si presentaban antecedentes familiares de

cancer (p=0,933), donde podemos observar que el 64,29% de las pacientes positivas
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para el ADN de VPH tenian historial de al menos un familiar con cancer, de los cuales

el 55,56% correspondian con antecedentes de cancer de mama.

78,57%
0, _ cem—
80% 64.29% 64.29% 64.29%
— 70% b
E}i— 60% -
-— 50% — . r
% 20% _/SWIGD o N o
W 21,42% S|
3 30% A =22 =
g 20% A NO
Y 10%
0% T T T T
ACO HISTORIA  TABACO  ALCOHOL
FAMILIAR
DATOS CLINICOS

Figura 16. Grafico de barras donde se representa los datos clinicos de las pacientes con cancer
de mama, positivas para VPH. ACO: consumo de anticonceptivos orales.

En cuanto a las caracteristicas patologicas de las pacientes con cancer de mama
positivas para VPH, encontramos que el 50% de los casos fueron positivos para la
prueba del ganglio centinela, es decir, tenian al menos un ganglio metastasico a nivel
axilar (p=0,197). En la figura 17 se muestra el porcentaje de pacientes con cancer de
mama positivas para VPH, de acuerdo al tamafio del tumor. Se puede observar que la
mayor proporcion de tumores positivos para VPH (54%) se encontr6 en aquellos
clasificados como T2, el cual se ubica en el rango >20 mm y <50 mm, en su mayor

dimension, aunque esta asociacion no fue estadisticamente significativo (p=0,774).
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Figura 17. Distribucion de las pacientes con cancer de mama positivas para VPH, segin el
tamaifio del tumor.

Al correlacionar la presencia de VPH en los tumores mamarios en las pacientes con
cancer de mama, de acuerdo a los estadios de la enfermedad (Figura 18), podemos
observar que el estadio mas frecuente en las pacientes con cancer de mama fue el
estadio II con 65% del total, sin embargo no hubo relacién estadisticamente

significativa (p=0,721).

Figura 18. Frecuencia de VPH en los tumores mamarios, segun los estadios de cancer de mama.

En la figura 19, se muestra una grafica de la frecuencia con que se encuentra cada

subtipo molecular de cdncer de mama en las muestras positivas para VPH, donde el
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35,7% de los casos correspondié a pacientes, tanto con el subtipo luminal A, como con

el subtipo luminal B HER2-, es decir expresan RE+ y RP+ en la superficie celular.
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Figura 19. Distribucién de las pacientes con ciancer de mama positivas para VPH, segin el
subtipo molecular.

Al realizar la prueba de Chi-cuadrado de Pearson, para correlacionar los casos de
cancer de mama VPH positivos con los subtipos moleculares, encontramos que no

existe una asociacion significativa con ninguno de los subtipos moleculares (p=0,647).

Luego de detectar el genoma de VPH y evaluar las caracteristicas clinico-patoldgicas
de las pacientes positivas para este virus, se realizo la identificacidon de los genotipos
virales de VPH encontrados en las pacientes. En la figura 20 se muestra una imagen
representativa de 18 muestras de total de casos evaluados, obtenido en la tipificacion
de VPH mediante el estuche comercial INNOLIPA Genotyping Extra, donde enlatiraly
20 se encuentran los controles negativos y positivos, respectivamente, y en las tiras 2-

19 se encuentran las muestras de cancer de mama.

62



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20
H [ B “ M F 10
e

Eocgeier| — 8 SEeHEEEEHEHEESS -

HONA controt } — o e O O I = = | -

HPV control } i P p— - ol enell eors fecer, Besod ken .

HPV control 2 1 — — e
bl — B e == A = - "
3 | i e [ = S ; 3
X ; | I 5 oo L 3
5 i ¢ ko t :
5 gk
7 ' | : [ -+
/ 3 :
i - - i
1 11 qund 12
" | "
I | 1 15
2 - :
B '

UJUL L TL
Figura 20.Tiras de nitrocelulosa de 18 muestras, utilizadas para la genotipificacién de VPH
mediante 28 sondas especificas. 1) Control negativo; 2) VPH 6, 11, 16, 18, 52; 3) VPH 6, 11, 16, 4)
VPH 6, 11, 16; 5) VPH 6, 11; 6) VPH 11, 16; 7) VPH 6, 11; 8) VPH 6, 11, 16; 9) VPH 6, 11; 10) VPH
6, 11, 16; 11) negativo; 12) VPH-16, 18; 13-17) negativo; 18) VPH 52; 19) VPH-18; 20) control
positivo VPH 6.

Dentro de las 14 muestras positivas se encontraron infecciones tinicas y mixtas con
los genotipos de alto riesgo oncogénico 16, 18, 52, 56, y de bajo riesgo 6 y 11. Los tipos
mas frecuentes fueron el 6 y 11 con 27,27% cada uno, seguidos por el tipo 16 con
21,21%. En cuanto a la paciente con patologia benigna infectada por VPH, se identific6
el genotipo viral de alto riesgo oncogénico VPH-33. En la figura 21se puede observar
un grafico de barras con la frecuencia de cada uno de los genotipos de VPH

encontrados en las pacientes con cancer de mama.
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Figura 21. Frecuencia de los genotipos de VPH en las biopsias tumorales de las pacientes con
carcinoma mamario.

Ademas, siguiendo la clasificacion de VPH segun el genotipo viral reportado, en este
trabajo se agruparon los tipos de VPH de acuerdo a su riesgo oncogénico asociado al
desarrollo de varios tipos de carcinomas, en la figura 22 se observa una
representacion grafica de la frecuencia de infecciéon de los genotipos de alto y bajo
riesgo, encontrados en ambos grupos de estudio. Se obtuvo que 28,57% de las
pacientes con cancer de mama presentd infeccidon Unica por genotipos de alto y bajo
riesgo, respectivamente, y el 42,90% de las pacientes present6 coinfecciéon por ambos
grupos de genotipos. En cuanto a la muestra de tejido sano positiva para ADN de VPH,

se encontré que era de alto riesgo oncogénico.
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Figura 22. Frecuencia de infeccion de genotipos de alto y bajo riesgo encontrada en ambos
grupos de estudio. Grupo 1: Pacientes con cancer de mama, grupo 2: pacientes con patologia
benigna. AR: alto riesgo oncogénico, BR: bajo riesgo oncogénico, AR y BR: Coinfeccién por ambos
genotipos virales.

7.2.3. Deteccion de VEB en las pacientes de los grupos de estudio

La deteccion de VEB fue realizada con el estuche comercial de Maxim Biotech, Inc., y
los amplificados fueron observados en un gel de agarosa. En la figura 23 se muestra
un gel representativo de las muestras evaluadas para VEB. Dentro del grupo de los
casos con cancer, se detecté la presencia del genoma de VEB en 3 de las 22 muestras
evaluadas, representando 13,6% de infeccidn, y en las muestras tejido sano se detecto

el ADN de VEB en s6lo una muestra, representado el 4,5% del total (Figura 24).
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Figura 23. Deteccidn del virus Epstein Barr mediante PCR. 1) Marcador de peso molecular (100
pb, Invitrogen), 2) Control negativo, 3-10) Muestras en estudio, 11) Control positivo.
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Figura 24. Grafico de barra donde se representa la frecuencia de infeccion de VEB detectada en
los dos grupos de estudio. Grupo 1: cincer de mama; grupo 2: patologia benigna.

El promedio de edad de las pacientes con cancer de mama que presentaron infeccion
por VEB fue de 62 afios de edad (rango 55-68), la edad de la menarquia en promedio
fue de 12 afios (rango 11-13), el promedio de partos que afirmaron tener las pacientes
fue de 3 (rango 0-6), y el promedio de parejas que habian tenido hasta el momento de

estudio fue de 1,3 parejas (rango 1-2), sin encontrarse ninguna relacion
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estadisticamente significativa. En la figura 25 se muestra la frecuencia de casos
positivos para VEB, segun algunas caracteristicas clinicas de las pacientes con cancer
de mama, donde se puede observar que el 66,7% de las pacientes positivas para VEB,

presentaron antecedentes de cancer en su familia.
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Figura 25. Grafico de barras donde se representa los datos clinicos de las pacientes con cancer
de mama, infectadas por VEB. ACO: consumo de anticonceptivos orales.

Con respecto a las caracteristicas patoldgicas de las pacientes con cancer de mama
infectadas por este virus, encontramos que ninguna de las pacientes presenté afeccion
ganglionar, es decir no presentaron ganglios axilares metastasicos. En las figuras 26 y
27 se muestran el porcentaje de pacientes con algin tipo de carcinoma mamario
positivas para VEB, de acuerdo al tamafio del tumor y el estadio del carcinoma.
La mayor proporcion de tumores positivos para VEB correspondié al tamafio T1,
ubicado en el rango de <20 mm en su mayor dimension, con 67%. En el caso de los
estadios, el grupo positivo para VEB se ubic6 con mayor frecuencia en el estadio I, con
67%, encontrandose que no existe asociacidn significativa entre estas variables y la

presencia de VEB.

67



3 T4 TIS

Figura 26. Distribucién de las pacientes con cancer de mama positivas para VEB, segin el
tamaiio del tumor.

Figura 27. Distribucion de las pacientes con cancer de mama positivas para VEB, segtin el
estadio tumoral.

En la figura 28, se muestra una grafica de la frecuencia con que se encuentra cada
subtipo molecular de cancer de mama en las muestras positivas para ADN de VEB,
donde se puede observar que tanto los tumores luminal A, luminal B HER2+ y luminal
B HER2- se presentaron en 1 de las 3 (33,33%) pacientes con cancer de mama
positivas para VEB, es decir expresan receptores de estrogenos (RE+) y receptores de

progesterona (RP+) en la superficie celular.
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Figura 28. Distribucion de las pacientes con cancer de mama positivas para VEB, segun el
subtipo molecular. S/C: sin clasificacion.

Al realizar la prueba de Chi-cuadrado de Pearson, para correlacionar los casos de
cancer de mama VEB positivos con los subtipos moleculares, encontramos que no

existe una asociacion significativa con ninguno de los subtipos moleculares (p=0,936).

7.2.4. Coinfeccion viral en las pacientes de los grupos de estudio

Al revisar las pacientes con cancer de mama infectadas con ambos virus (VPH y VEB)
se observo que en las tres pacientes que presentaron ADN de VEB, también se detect6
la presencia del ADN de VPH, correspondiendo al 13,6% de todas las pacientes con
carcinoma mamario evaluadas. En el caso del grupo de patologia benigna, la
coinfeccién entre ambos virus fue del 100%, correspondiendo a una paciente con
diagnostico de mastitis abscedada, encontrando que no existe relacion
estadisticamente significativa entre la presencia de ambos virus y el cancer de mama

(p=0,344).
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7.2.5. Distribucion geografica de las pacientes con cancer de mama
evaluadas

Las pacientes fueron agrupadas en cinco regiones geograficas, segun la clasificacion
propuesta por Sanchez y colaboradores (2012), dentro de las cuales se encuentran los
24 estados venezolanos, ordenados de la siguiente manera: 1) Region capital: Distrito
capital, Miranda y Vargas, 2) Region de los Andes y region Zuliana: Mérida, Tachira,
Trujillo, Barinas y Zulia, 3) Region centro-occidental: Lara, Falcén, Yaracuy y
Portuguesa, 4) Region de los llanos: Aragua, Carabobo, Cojedes, Guarico y Apure, 5)
Region nororiental y region de Guayana: Anzoategui, Monagas, Sucre, Nueva Esparta,
Bolivar, Amazonas y Delta Amacuro. En la figura 29 se muestra la distribucion
geografica de donde provenian las pacientes con cancer de mama evaluadas, donde se
observa que el 50% de la poblacién evaluada en este estudio son provenientes de la

region capital.

REGION 1 (50%)
REGION 2 (22,7%)
REGION 3 (4,5%)

REGION 4 (13,6%)

REGION 5 (9,10%)

T T T

Figura 29. Distribucidon de las pacientes con cancer de mama por regiones geograficas.
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En las figuras 30 y 31 se muestran las frecuencias de infeccién de VPH y VEB en las
pacientes con carcinoma mamario evaluadas, por regiones geograficas en
Venezuela, respectivamente. Observamos que la mayor frecuencia para ambos
virus se presentd en la region 1, la cual corresponde a la regidn capital, con un 43%
y 66,7%, para VPH y VEB, respectivamente, encontrado que no existe relacion

estadisticamente significativo (p=0,598).
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Figura 30. Distribucién de las pacientes con cancer de mama, infectadas por VPH, segin
regiones geograficas.
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Figura 31. Distribuciéon de las pacientes con cancer de mama, infectadas por VEB, segin
regiones geograficas.

Por ultimo, se evalu6 la distribucién de los genotipos de VPH, permitiéndonos
observar la frecuencia de cada tipo viral en regiones especificas de Venezuela
(Figura 32). El genotipo de alto riesgo mas frecuente encontrado en la region
capital fue VPH tipo 16 con 42,9%; en la region 2 (region de los Andes y region
Zuliana) del pais se observo mayor frecuencia de VPH tipo 52 (100%) y tipo 18
(66,7%). En la regidon de los Llanos se encontré mayor prevalencia de VPH tipo 56,
con 100%. En cuanto a las pacientes provenientes de las regiones 3 y 5 evaluadas

todas fueron negativas para VPH.
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8. DISCUSION

El cAncer de mama se ha convertido en un preocupante problema de Salud Publica en
la poblacién femenina a nivel mundial, registrdndose un incremento considerable en
el nimero de casos cada afio, en paises desarrollados. Sin embargo, paises de
Latinoamérica entre ellos Venezuela, carecen de técnicas de diagndstico y
tratamientos de prevencion temprana, en todo el territorio nacional, que eviten el
avance del cancer de mama a estadios de mayor riesgo en la poblacién femenina
afectada, principalmente en la poblacién de estratos socioecondmicos bajos. El cancer
de mama es el segundo cancer mas frecuente en el mundo, segtn cifras de la IARC en
el ano 2012 represento el 25% de todos los tipos de cancer diagnosticados a nivel
mundial. En nuestro pais, segun el MPPS, para el afio 2012 el cancer de mama fue la
primera causa de muerte oncoldgica en la poblaciéon femenina entre 45 y 65 afos,
reportandose 2.067 muertes en todas las edades (18,25% del total de muertes por
cancer). Ademas, segun cifras reportadas por la Sociedad Anticancerosa de Venezuela,
en el afio 2010, se registraron 4.073 nuevos casos de cancer de mama; con una tasa de

29,78 por cada 1.000.000 mujeres.

Por otro lado, el origen de esta enfermedad no esta complemente claro y los factores
asociados al desarrollo de esta carcinogénesis son numerosos, por lo tanto, en la
mayoria de las pacientes diagnosticadas con cancer de mama se desconoce el origen

etioldgico de esta enfermedad.

Muchos agentes virales se han considerados causantes del desarrollo de distintos
tipos de cancer humanos. En los ultimos 30 afios, se ha encontrado considerable
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evidencia que afirma una fuerte asociacidn entre agentes infecciosos, particularmente
virus, y el desarrollo de algunos tipos de cancer. El total de infecciones atribuibles a
cancer, estimadas en el afio 2002 es de 1,9 millones de casos, representando el 17,8%
de la carga global de cancer. Entre los principales agentes infecciosos responsables de
esta enfermedad se encuentran: Helicobacter pylori, el Virus de la Hepatitis By C, VIH,
VPH y VEB, donde la incidencia anual de cancer debido a VPH oscila entre el 5,2% y
27,2%, y debido a VEB oscila entre el 1% y 10,3% a VEB para todos los tipos de cancer
(Parkin, 2006; zurHausen, 2009; Morales y Fuentes, 2015). En Venezuela la frecuencia
de infeccién por VPH, reportada en estudios realizados en distintas regiones del pais,
oscila entre el 10% y 90% aproximadamente. En cuanto a VEB, los reportes a nivel
mundial expresan que este virus se encuentra en aproximadamente el 90% de la

poblacién adulta, en forma asintomatica.

En este trabajo se incluyeron a 44 pacientes que asistieron a consulta en el Servicio de
Ginecologia, especificamente aquellas que fueron diagnosticadas con carcinoma
mamario y patologia benigna de la mama, que fueron referidas a cirugia. El promedio
de edad de las pacientes con carcinoma mamario fue de 58 afios de edad (rango 30-
86), de las cuales 16 pacientes (72,72%) tenian entre 45 a 65 afios (de mediana edad),
4 pacientes (18,8%) eran mayores a 65 afios (de tercera edad) y 2 pacientes (9,09%)
menores a 45 afios (mujeres jovenes). Mientras que el promedio de edad de las
pacientes con patologia benigna fue de 29,4 anos (rango 14-50), de la cuales la
mayoria (72,72%) eran mujeres jovenes de 14 a 35 afos. Estos datos se corresponden
con los obtenidos en publicaciones previas, donde se ha reportado que el rango de
edad de las pacientes afectadas por cancer de mama se encuentra entre los 45 y 65
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afios en Venezuela y entre 50 a 80 anos de edad en paises de Europa y Norteamérica.
Mientras que las patologias benignas estan asociadas a edades tempranas de la mujer
en todo el mundo. La alta incidencia de lesiones benignas en mujeres jovenes se debe
a que la carga hormonal es mayor en edades tempranas, donde el estimulo hormonal
durante el ciclo reproductivo femenino conduce a un aumento de la actividad mitética
celular. Por lo que las pacientes con desequilibrio hormonal, se han asociado con el
desarrollo de patologias benignas en este sitio. Mientras que en las pacientes de edad
media y tercera edad con mayor nimero de embarazos a término, se ha reportado que

la carga hormonal va disminuyendo (Hémez, 2008).

En cuanto a la alta incidencia de cancer de mama en mujeres de mediana y tercera
edad, se ha planteado que el riesgo global aumenta con la estimulo acumulativo de
factores de riesgo como son la exposicion prolongada a estrégenos enddgenos y
exogenos, factores fisicos y dietéticos, predisposicidon genética, entre otros. Se estima
que el riesgo de desarrollar un cancer de mama entre los 20 y 40 afios de edad es de
0,49% y llega a 5,5% entre los 65 y 85 afios (Peralta, 2007). En Venezuela, el trabajo
de Hernandez y colaboradores en el 2011, evidenci6é que el 7% de las pacientes con
algun tipo de carcinoma mamario son menores de 40 afios, y un 19% se ubica en el

grupo etario mayor de 64 afos (Hernandez y col., 2011; Dikshity col., 2012).

Hasta el momento, se han descrito numerosos factores de riesgo asociados al
desarrollo de cancer de mama, los cuales son importantes para la deteccion precoz y
la aplicacién de estrategias de prevencion temprana del cancer mamario.

Recientemente se publicé la relacién de algunas caracteristicas demograficas y
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clinicas, asi como también el estilo de vida con el riesgo de desarrollar esta
enfermedad (Peralta, 2007; Hernandez y col.,, 2010 Hernandez y col., 2011; Aguilar y
col, 2012; Scoccianti y col.,, 2014). Entre las caracteristicas demograficas y clinicas
incluidas en este estudio se encuentran la edad, edad de la menarquia, nimero de
embarazos a término, el uso de anticonceptivos orales (ACO), nimero de familiares

con cancer de mama y habitos tabaquicos y/o alcoholicos.

Al evaluar cada uno de estos factores de riesgo encontramos, que nuestra poblacién
de pacientes eran en el 90,9% mujeres mayores a 45 afos, en estadios tempranos del
de la enfermedad. Actualmente la edad del diagnostico también es considerado como
factor de riesgo, ya que la incidencia de cancer de mama aumenta progresivamente
con la edad de la mujer. En los Estados Unidos de América se ha calculado un riesgo de
1 en 20.000 para mujeres menores de 25 afios que se eleva hasta 1 en 9 para mujeres
de 85 y mas afios. Se estima que el riesgo de desarrollar un cancer de mama entre los
20 y 40 anos de edad es de 0.49% y llega a 5.5% entre los 65 y 85 afios (Peralta,
2007).Y como factor prondstico, se ha evidenciado que en pacientes jovenes menores
a 35 afios fue mas frecuente encontrar tumores indiferenciados, de grado histolégico
tipo 3, con compromiso nédulo-linfatico y receptores hormonales negativos, es decir,
mas agresivos y de peor prondstico que en las pacientes de mediana edad pre y post-
menopausicas. Esta diferencia se debe a que en mujeres jovenes los tumores tienden a
ser de rapido crecimiento y con capacidad invasiva, asi como también se ha reportado
expresion anormal de p53 y alto indice mit6tico; mientras que las mujeres mayores a
35 anos se presentan frecuentemente en estadios tempranos y con tumores de mejor
pronostico (Bonnier y col.,, 1995).
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En cuanto a la edad media de la menarquia de las pacientes con cancer evaluadas en
este trabajo fue de 12,5 afios, la cual es similar a las pacientes con patologia benigna.
Se ha demostrado que la edad de la menarquia inferior a los 12 afios aumenta el riego
global de desarrollar cancer de mama en 1,2 y 1,5 veces. Ademas, esta demostrado
que existe una disminucidn de riesgo para desarrollar cAncer de mama de un 20% por

afio que se retrase la aparicion de la menarquia (Hernandez y col., 2010).

Encontramos que el promedio de embarazos a término fue de 3,14 embarazos, aunque
mas que el nimero de embarazos, se ha reportado que la edad del primer embarazo y
la edad entre el primer y segundo embarazo tiende a aumentar el riesgo de
desarrollar cancer de mama; el riesgo disminuye mientras mas corto sea el tiempo
entre el primer y segundo embarazo a término. Sin embargo, en la mayoria de los
trabajos reportados, el promedio de nimero de embarazos se encuentra entre 2 y 3
embarazos (Hernandez y col, 2010; Herndndez y col, 2011). Por otro lado,
observamos que el 45,5% de las pacientes con cancer de mama consumian o habian
consumido ACO, mientras que en el caso de las pacientes con patologia benigna fue de
72,7%. Un metaandlisis demostr6 que el consumo de ACO aumenta
considerablemente el riesgo de desarrollar cancer de mama en pacientes que tomaban
el anticonceptivo en comparacién con el grupo de pacientes que nunca lo habian
ingerido (Calle y col., 1996). En los trabajos realizado por Hernandez y colaboradores,
en el 2010 y el 2011, en 515 pacientes venezolanas con cancer de mama, se evidencié
que los factores reproductivos como la exposicion a estréogenos endogenos (edad de la
menarquia, edad de la menopausia, nimero de embarazos a término) y exégenos (uso
de ACO) aumentan considerablemente el riesgo de desarrollar carcinoma mamario,
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tanto en mujeres jévenes como en mujeres de mediana y tercera edad (Hernandez y
col, 2010; Hernandez y col.,, 2011). La explicacién que se ha venido planteando, a la
asociacion de factores hormonales con tumores en la mama es, que la exposiciéon
prolongada a estrégenos enddgenos y exdgenos promueve la proliferacidn epitelial de
la mama, lo que le confiere a la glandula mamaria mayor susceptibilidad a ser
transformada por agentes carcindgenos; asi como también se ha confirmado esta
asociacién en estudios que han evidenciado el crecimiento de tumores mamarios en
animales e incremento de la proliferacion de las células cancerosas humanas in vitro, a
través de la induccion de la expresion de oncogenes y la produccion de factores de

crecimiento (Clemons y Goss, 2001; Dumitrescu y Cotarla, 2005).

Encontramos que el 31,8% de las pacientes afirmaron tener historia familiar de
cancer de mama. Herndndez y colaboradores (2010), reportaron que 21% de las
pacientes de mediana edad presentan antecedentes de familiares con cancer de
mama, mientras que en las pacientes jovenes (menores a 40 afios) el 31% presenta
antecedentes familiares con cancer de mama. Encontrando que la presencia de
antecedentes familiares con cancer de mama disminuye con la edad, y el riesgo global
incrementa de 1,5 a 3 veces si la mujer tiene su mama o una hermana con cancer de

mama en edad temprana.

Y por ultimo, 31,8% y 13,6% de las pacientes con cancer de mama consumian o
habian consumido tabaco y/o alcohol, respectivamente. Estudios epidemiol6gicos han
encontrado una asociacién moderada entre la ingesta de alcohol y el cancer de mama,

tanto en pacientes pre-menopausicas, como post-menopausicas; el riesgo aumenta de
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manera lineal con la cantidad, sobre los 60 gramos (2-5 bebidas diarias). Por cada 10 g
de consumo diario el riesgo aumenta en 9%. A pesar de la baja frecuencia encontrada
en pacientes con cancer de mama que ingeria alcohol en nuestro estudio, es
importante destacar el rol carcinogénico de esta sustancia, ya que actda
indirectamente a través de su primer metabolito, el acetaldehido, un carcinogénico y
mutagénico bien caracterizado, que puede actuar como un promotor tumoral

(Clemons y Goss, 2001; Peralta, 2007; Scoccianti y col., 2014).

De igual forma, se han descrito varias caracteristicas del tumor que actiian como
factores prondstico de la enfermedad, jugando un papel importante en el estadiaje y
clasificacion del cancer, donde destacan el estadio, dado por el tamafio tumoral, el
numero de ganglios afectados y la presencia o no de metastasis a distancia; ademas
del diagndstico histopatolégico que brinda informacién del tipo de células afectadas, y
el grado de diferenciacion celular. En cuanto a las caracteristicas patoldgicas de los
tumores; el estadio tumoral mas frecuente del total de muestras de cancer de mama
correspondié al estadio II con 63,6%, seguido del estadio I con un 18,2%, lo que
significa que las pacientes con estadio Il presentaron tumores de 2 a 5 cm en su mayor
dimension, y entre 1 a 3 ganglios afectados. En cuanto al tipo histolégico, el que se
presentdé con mayor prevalencia fue el carcinoma ductal infiltrante con 68,2%,
frecuentemente de grado 2, es decir moderadamente diferenciado, seguido del
carcinoma papilar infiltrante con 18,2%. Esto concuerda con los resultados
reportados a nivel mundial donde la mayoria (54,5% a 88,8%) de las pacientes con
cancer de mama presentan carcinoma ductal infiltrante, en estadio II (en el 36% a
54%) (Preciado y col., 2004; Widschwendter y col., 2004; Herrera y col.,, 2011; Fadavi
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y col,, 2013). En la publicacién del 2003 de la OMS y la IARC, donde evaluaron la
patologia y la genética de los tumores mamarios, reportaron que el carcinoma
mamario invasivo es el mas comun (22% de todos los canceres femeninos) a nivel
mundial. De los cuales, el carcinoma mamario ductal invasivo comprende entre el
40% y 75% de las series publicadas. Ademas, es raramente encontrado en pacientes
menores de 40 afios. En cuanto al carcinoma papilar invasivo, este tipo histologico
comprende entre el 1-2% de los cancer de mama invasivos, y cuando el carcinoma
papilar invade se comporta con el mismo patréon de infiltracién que el carcinoma
ductal, es frecuentemente detectado en pacientes post-menopausicas y con
compromiso ganglionar, sin embargo ninguna de las pacientes con este tipo

histolégico presentaron metastasis ganglionar (Tavassoli y Devile, 2003).

Adicionalmente, existe una serie de marcadores moleculares importantes para
determinar el prondstico del carcinoma, tales como los receptores hormonales y
marcadores de proliferacion. Diversos estudios se han interesado en investigar la
importancia de la expresion de los receptores hormonales, donde destacan el receptor
de estrogeno (RE), el receptor de progesterona (RP), asi como también Ia
sobreexpresion del receptor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2) en cancer
de mama (Sandhu y col., 2010; Duarte y col., 2011). En este estudio, de acuerdo a la
clasificacion molecular propuesta por Goldhirsch y colaboradores (2011), el 36% de
los casos se incluyeron en el subtipo luminal A y agrupando los dos subtipos de
luminal B (HER2+ y HER2-) el porcentaje de casos de este subtipo fue de 54%, y el 9%
de los casos fueron triple negativos. En estudios de expresion de genes se han
identificado cinco subtipos moleculares de cancer de mama distintos que tiene valor
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pronostico para la aplicaciéon de multiples tratamientos, entre ellos se encuentran los
RE+ luminal A, RE+ luminal B, sobreexpresiéon de HER2, los triples negativos. Los
tumores luminales suelen ser asociados con prondstico favorable con 80 a 85% de
supervivencia en 5 afios, mientras que los triples negativos y HER2Z son asociados con
pobre prondstico y con alto riesgo de recurrencia en un periodo de 3 afios y alta tasa
de mortalidad en 5 afios, y la sobrevivencia decrece en un 50 a 60% (Duarte y col,,
2011; Fernandes y col,, 2015b). En publicaciones previas se ha reportado al subtipo
luminal A como el mas frecuente, con el 67% de los casos y ademas, se relaciona con
estadios tumorales tempranos y de mejores prondsticos, ya que posee alta expresion
de genes relacionados con los receptores hormonales y baja expresion de genes
relacionados con la proliferacién celular, mientras que el subtipo luminal B, en
comparacioén con el subtipo luminal A, tiende a ser ligeramente mas agresivo y de peor
pronostico, por presentar un indice de proliferaciéon mayor, esto nos sugiere que la
mayoria de las pacientes incluidas en este estudio tenia alto indice de proliferacién, a
pesar de que el mayor porcentaje de las pacientes se encontraban en estadio
temprano tipo II, considerados de buen pronéstico y menos agresivos (Sorlie y col,,
2003; Cheang y col,, 2009; Imigo y col., 2011). Por otro lado, los subtipos HER2 y TN,
no expresan receptores hormonales y son tumores mas agresivos, de peor prondstico
y baja supervivencia, ya que la ausencia de los receptores hormonales dificulta la
aplicacion de quimioterapias hormonales (Cheang y col., 2009). Los subtipos HER2
son encontrados en el 20 a 30% de los canceres de mama. Este receptor es capaz de
formar un heterodimero con HER3 e inducir la activacién de potentes cascadas de

sefializacidon oncogénicas, las cuales pueden ser importantes en la transformacién y
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progresion de tumores (Rubin y Yarden, 2001; Lin y col, 2007). En un estudio
realizado con 472 pacientes del estado Mérida, encontraron que el 11% de las
pacientes presentaron tumores TN, y se encontraban mayoritariamente entre los 60 y
69 afios de edad, resultado que se ajusta al reportado en nuestro estudio (Marquez y

col., 2012).

Luego de realizada la extraccion del material genético de las biopsias del estudio, se
pudo corroborar la calidad del mismo, mediante la identificacién de 5 genes de
expresion constitutiva, para garantizar que el genoma se encontrara en dGptimas
condiciones. Todas las muestras amplificaron los genes blanco, debido a que las
muestras recolectadas fueron biopsias frescas conservadas a -802C, sin necesidad de
estar embebidas en parafina, evitando asf la posible fragmentacién del ADN durante el
procesamiento de la muestra para preparar los bloques de parafina, lo que dificulta la

deteccion del ADN viral.

En este estudio, la presencia de VPH fue detectada en el 63,6% de las muestras de
cancer de mama, mientras que solo el 4,5% de las biopsias de tejido con patologia
benigna fueron positivas para este virus. Esta frecuencia de deteccion se encuentra
dentro del rango publicado previamente, a nivel mundial, con una prevalencia que
oscila entre 10 y 86% (de Villiers y col., 2005; Kan y col., 2005; Akil y col., 2008; Canta
de Leon y col, 2009; Heng y Glenn., 2009; Lawson and Glenn, 2010; Antonsson y col.,
2011; Aguayo y col, 2011; Herrera-Goepfert y col,, 2013; Fernandes y col,, 2015a),

donde los trabajos de Akil y colaboradores en el 2008 y el de Antonsson y
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colaboradores en el 2011, detectaron mediante PCR multiple y PCR consenso, 61,06%

y 50% de casos positivos para ADN de VPH, respectivamente.

En Latinoamérica, la tasa de infecciébn de VPH en cancer de mama es baja. Se ha
reportado entre el 8 y 40% de positividad (Aguayo y col,, 2011; Herrera y col., 2013;
Pereira y col, 2013, Fernandes y col., 2015a). Por lo tanto nuestro trabajo es el
primero en reportar alta frecuencia de VPH en tejido mamario maligno. Sin embargo,
algunos estudios no han detectado VPH en tejido tumoral ni en tejido normal de la
mama (Lindel y col., 2007; Hedau y col., 2011; Chang y col., 2012). Esta diferencia en
los reportes publicados puede atribuirse al nimero de muestras evaluadas,
diferencias en la metodologia y la sensibilidad de los métodos usados, tales como el

uso de diferentes juegos de iniciadores, asi como también el tipo de muestra utilizada.

Al realizar la identificacién de los genotipos virales de VPH encontramos que las 14
muestras positivas presentaron infecciones Unicas y mixtas con los genotipos de alto
riesgo oncogénico 16, 18, 52, 56, y de bajo riesgo oncogénico 6 y 11. En los tumores
malignos, el genotipo de alto riesgo mas frecuente fue el tipo 16 con 21,21%, y en
cuanto a los genotipos de bajo riesgo, los tipos encontrados fueron el 6 y 11 con un
27,27% cada uno. En la paciente con patologia benigna infectada por VPH, se
identifico el genotipo viral 33, de alto riesgo oncogénico. Estos genotipos identificados
coinciden con los reportados en pacientes Venezolanas (Mufioz y col., 2003; Rivero,
2007; Quintero y col,, 2013) y de otros paises a nivel mundial, donde el genotipo de
alto riesgo oncogénico mas frecuentemente detectado, en cuello uterino, es VPH-16 en

20290% (Khany col., 2011).
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Agrupando los genotipos virales segiin su riesgo oncogénico, obtuvimos que en
28,57% de las pacientes con cancer de mama se detect6 infeccion tinica por genotipos
de alto y bajo riesgo, respectivamente, y el 42,90% de las pacientes positivas para VPH

present6 coinfeccion por ambos grupos de genotipos.

Por otro lado, los genotipos de alto riesgo 16 y 18 estdn asociados con un crecimiento
acelerado de las células epiteliales cervicales, ya que tienden a integrarse en el
genoma y conducir a la proliferacion celular descontrolada debido a la inhibicion de la
funcién de las proteinas celulares p53 y pRb (Rivera y col.,, 2006; Morales y Fuentes,
2014). En este trabajo encontramos que del 57,1% de las pacientes infectadas por
VPH -16 y/o 18, el 75% de las mismas tenian alta expresion de Ki67, indicando alta
proliferaciéon celular. Mientras que en el resto de las pacientes infectadas con otros
genotipos virales (6, 11, 52 y 56), s6lo 1 de 6 pacientes tenia sobreexpresion de Ki67.
Esto se relaciona con la expresion incrementada de los genes virales E6 y E7 asociados
con el importante potencial oncogénico de VPH, lo que nos sugiere un posible rol de

VPH en la carcinogénesis del tejido mamario.

Se realizd la correlacidn de la presencia del genoma de VPH en el tejido tumoral de la
mama con las caracteristicas clinicas de estas pacientes, observando que ninguna de
las caracteristicas presentd relacién estadisticamente significativa. En cuanto al
numero de parejas podemos sugerir que a mayor numero de parejas, es mayor el

riesgo de adquisicidn del virus, como ocurre en el caso de las infecciones genitales.

En cuanto a las caracteristicas patoldgicas de las pacientes con cancer de mama

infectadas por VPH, encontramos que el 35,7% de los casos fueron positivos para la
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prueba del ganglio centinela, es decir, presentaron células cancerigenas en al menos 1
ganglio axilar, sin embargo, en este grupo de pacientes no se encontr6 una relacion
estadisticamente significativa. No obstante, otros estudios han evidenciado una
asociacion significativa entre la presencia de n6dulos metastasicos y la presencia de
VPH, detectando VPH-16 en el 13,3% de las pacientes con nddulo linfaticos

metastasicos (di Lonardo y col., 1992).

En cuanto al tamafio tumoral, la mayor proporcion de pacientes positivas para VPH
presentaron tumores de menor tamafio, agrupados en el grupo T2, que incluye
tumores >20mm y <50mm, en su mayor dimensién. A pesar de que no hubo una
relacion estadisticamente significativa, estos resultados concuerdan con los
reportados por trabajos previos (di Lonardo y col.,, 1992; Aguayo y col,, 2011; Khan y
col,, 2011; Fernandes y col.,, 2015b) donde indican que los tumores positivos para VPH
son tumores pequeiios; y que esto pudiera estar asociado con el patrén de crecimiento
y el potencial metastasico de los carcinomas mamarios, asociados con mejor
pronostico, como en el caso de los tumores de cabeza y cuello (Antonsson y col,

2011).

Ademas, al correlacionar la presencia de VPH con los tumores mamarios en las
pacientes con cancer de mama, de acuerdo a los estadios de la enfermedad, se observd
que el estadio mas frecuente fue el estadio tumoral II, con 65% del total, concordando
con lo antes mencionado y los resultados de otras publicaciones (Herrera y col., 2011;

Fernandes y col., 2015b; Fu y col., 2015).
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La presencia de VPH se ha asociado a subtipos moleculares de mama luminales, es
decir de expresion de receptores de estrégenos y progesterona y bajo indice de
proliferacion (Fernandes y col,, 2015b). En este trabajo observamos que el 35,7% de
las pacientes presentaron subtipos luminales con predominante expresion de
receptores hormonales, lo cual coincide con publicaciones previas donde la frecuencia
de subtipos luminales en Venezuela oscila entre 30,77% y 60,63% (Uribe y col., 2010;
Fernandes y col, 2015b). Sin embargo, la posible asociacién de VPH y subtipos
luminales (receptor de estrégenos positivos) alin no estd totalmente clara, ya que
otros estudios como los de Henning y colaboradores (1999) y Khan y colaboradores
(2011), no encontraron relacién entre subtipos luminales y la presencia de VPH, asi
como también, Yasmeen y colaboradores en el 2007, reportaron que las proteinas
E6/E7 cooperan con el efecto de HER2 e induce la tumorogénesis y metastasis. Sin
embargo, tampoco encontraron relacion entre la sobreexpresion de HER2 y tumores

invasivos.

Desde que se report6 por primera vez la presencia de VEB, el nimero de estudios que
apunta hacia el potencial oncogénico de este y otros virus, y su relacién con diferentes
tipos de cancer ha ido aumentando progresivamente. La fuerte asociacién de la
infeccion de VEB con ciertas malignidades esta bien documentada. El genoma de VEB
y los antigenos virales son consistentemente detectados en linfoma de Burkitt’s,
endémicos de Africa, en sindromes linfoproliferativos de hospedadores
inmunocompetentes y en una malignidad epitelial como es el carcinoma nasofaringeo.
Se ha demostrado que VEB se encuentra entre el 90% y 100% de linfoma de Burkitty
carcinoma nasofaringeo. En este sentido, se han realizado nuevas investigaciones que
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asocian este virus con otros tipos de linfomas como son: linfoma de Hodking y la
enfermedad de no Hodking, asi como también se ha asociado con varios tipos de
carcinomas como son el carcinoma gastrico, de pulmén y recientemente, con el
carcinoma mamario. Estas asociaciones estdn basadas en el tipo de células que es
capaz de infectar VEB, las cuales son células B y células epiteliales escamosas

estratificadas.

Diversos estudios han demostrado que existe una posible asociacion entre VEB y el
desarrollo de carcinoma mamario, basados principalmente en algunas observaciones
directas o indirectas, tales como: 1) alta incidencia de cancer de mama masculino, en
paises del mediterraneo endémicos de VEB; 2) el desarrollo de linfomas asociados a
VEB, a nivel de las mamas; 3) similitudes morfolégicas entre carcinomas medulares de
mama y los carcinomas nasofaringeos; 4) deteccion de ADN de VEB en tejido mamario
y leche de algunas mujeres; 5) algunos linfomas asociados a VEB ocurren en la mama;
6) in vitro, células epiteliales de la mama pueden ser infectadas por contacto directo
con lineas de linfoblastos infectados por VEB (Junker y col,, 1991; Speck y Longnecker

col,, 2000; Mant y col., 2004; Joshi y col., 2009).

En este estudio, se detectd, mediante una PCR con iniciadores especificos para el gen
de expresion temprana BMFL1, la presencia de VEB en 13,6% de pacientes
Venezolanas con cancer de mama, mientras que en las pacientes con patologia
benigna estudiadas, se detecté el ADN de VEB en s6lo una paciente, representando el
4,5%. Este resultado se encuentra por debajo de los valores reportados en otros

estudios realizados a nivel mundial, los cuales oscilan entre 21% y 55% de positividad
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para ADN de VEB (Joshi y col.,, 2009; Nidal y col., 2013; Yahia y col., 2014; Aboulkassim
y col., 2015; Mazouni y col,, 2015; Richardson y col.,, 2015). Sin embargo, en trabajos
que emplearon algun tipo de PCR, como el de Xue y colaboradores en el 2003, quienes
detectaron mediante PCR transcriptasa reversa especifica para BZLF1, el RNA viral en
1 de 6 (17%) casos de cancer de mama y el trabajo de Yahia en el 2014, quien detect6
11% de positividad de ADN de VEB en los casos de cancer de mama mediante PCR,

con iniciadores especificos para EBNA-1.

Con respecto al porcentaje de positividad de VEB a nivel mundial, existen numerosos
reportes que oscilan entre el 30 y 60%, dependiendo del tipo de técnica empleada en
la deteccién del ADN viral, sin embargo, algunos estudios no han encontrado ninguna
relacion entre VEB y el cancer de mama (Chu y col., 1998; Glaser y col.,, 1998; Chu y
col,, 2001; Kadivar y col,, 2011; Fadavi y col,, 2013). En Latinoamérica, son muy pocos
los estudios que han evaluado la presencia de VEB en cancer de mama, los cuales han
reportado una frecuencia de infeccion de VEB entre el 6% y 31% (Preciado y col,
2005; Lorenzetti y col,, 2010; Aguayo y col,, 2011). La gran diferencia obtenida con
respecto a otros estudios puede ser debido a la variacion en la epidemiologia de VEB,
de acuerdo a la regién geografica. Estudios en Europa y Africa sugieren que las
diferencias en la frecuencia de infeccion de VEB podria variar segun factores
ambientales inherentes al estilo de vida, habitos alimenticios, entre otros (Fina y col,,

2001).

El ADN de VEB no ha sido encontrado en células epiteliales normales de la

nasofaringe, pero puede ser detectado en casos de carcinoma nasofaringeo
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indiferenciado, es decir en estadios tempranos. Y estudios han reportado que el ADN
de VEB esta presente en células tumorales monoclonales mas que en el estroma, y
varios genes latentes son expresados en células de carcinoma. La infeccion clonal de
VEB has sido encontrada en lesiones displasicas (premalignas) de la nasofaringe, en
pacientes con elevado titulo de anticuerpos monoclonales contra LMP1 de VEB, en

fase premaligna de la enfermedad (Pathmanathan y col., 1995; Parkin, 2006).

La evidencia mas especifica de la asociaciéon de VEB con el cancer de mama ha sido la
identificaciéon de secuencias génicas de VEB dentro de tumores mamarios (Labrecque
y col,, 1995; Glenn y col., 2012). Sin embargo, otros estudios también han evaluado la
expresion de proteinas de la fase de latencia de VEB, en lineas celulares de cancer de
mama in vitro e in vivo (Chu y col,, 1998; Arbach y col., 2006), asi como también la
capacidad oncogénica de sus proteinas virales en tejido epitelial. Entre estos trabajos
se encuentra el estudio realizado por Laherty y colaboradores en 1992, quienes
evaluaron el efecto de la proteina latente de VEB, LMP1, sobre la expresion del gen
A20, el cual es inducible por factores de necrosis tumoral (TNF) y codifica una
proteina que confiere resistencia al efecto citotéxico de TNF, encontrando que LMP1
es capaz de activar la transcripcion de A20 y regular negativamente la apoptosis. Asi
como también Miller y colaboradores en 1995, evaluaron el efecto de LMP1 sobre la
expresion y actividad tirosina-quinasa del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) en células epiteliales humanas, encontrando que la expresion de
LMP1 incrementa la expresion de EGFR en células epiteliales, mas no en linfocitos B, y
ademas es capaz de inducir la actividad de EGFR (Laherty y col., 1992; Miller y col,,
1995).
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Por lo tanto, siendo VEB un cofactor en el desarrollo de varias malignidades,
incluyendo diferentes carcinomas (carcinoma nasofaringeo, carcinoma gastrico)
(Rickinson, 2014); podemos sugerir que la presencia de VEB en tumores del tejido
mamario podria ser un factor de riesgo importante de ése cancer, gracias a su
potencial oncogénico (Glenn y col., 2012). Dentro de las criticas hechas a los estudios
de deteccion de VEB en células epiteliales, se encuentra el hecho de que la mayoria de
las técnicas moleculares aplicadas no son capaces de discriminar entre células
cancerigenas e infiltrados linfocitarios. Sin embargo, en un estudio definitivo de 509
tumores, usando hibridacién in situ y microdisecciéon con laser combinada con PCR
cuantitativa, realizado por Fina y colaboradores (2001), se demostré que la
localizacion de VEB estaba restringida a células epiteliales de cancer de mama (Fina y
col,, 2001). Esta localizaciéon ha sido confirmada por estudios posteriores (Fawzy y
col,, 2008; Joshi y col.,, 2009; Glenn y col., 2012). Sin embargo, es importante tomar en
consideracidn la carga del ADN gen6émico del virus y la cantidad de ADN evaluado en

las muestras, para evitar las discrepancias en la deteccién del ADN del virus.

Mazouni y colaboradores (2015) evaluaron la asociaciéon de VEB con fenotipos de
cancer de mama agresivos, encontrando que la frecuencia de infecciéon de este virus
incrementa significativamente con el aumento del grado del tumor, desde 16,2% para
grado I a 32% y 46,4% para grados II y III, respectivamente. Esto sugiere, que la
distribucién de los tipos histologicos de tumores analizados, podria explicar las
discrepancias en la frecuencia de deteccién de VEB en cancer de mama, debido a que
en el 22,72% de las pacientes presentaron grado histolégico de grado I, el 68% de los
casos presentaron grado Il y el 9,09% grado III.
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Aun asi, la diferencia obtenida en este trabajo entre la presencia de ADN de VEB en
muestras malignas en comparacion con las muestras benignas, no se encontrd
relacidn significativa, sin embargo no se pueden descartar los resultados obtenidos ya
que el papel oncogénico de este virus ha sido ampliamente demostrado, siendo
importante incrementar el nimero de la muestra para poder observar una tendencia

determinante.

Con respecto a las caracteristicas patoldgicas de las pacientes con cancer de mama
infectadas por este virus, encontramos que ninguna de las pacientes present6 afeccion

ganglionar, es decir sin metastasis axilar.

Y al igual que VPH, en cuanto al tamafio tumoral, la mayor proporciéon de pacientes
positivas para VEB presentaron tumores de menor tamafio agrupados en el grupo T1,
ubicado en el rango de <20 mm en su mayor dimension, con 67%. Resultado que
concuerda con el reportado por Mazouni y colaboradores, 2011 y Mazouni y
colaboradores en el 2015, donde evidenciaron que 31 de 65 (31,3%) y 21 de 38
(55,3%) tumores positivos para VEB fueron T1, respectivamente. Sin embargo, en
otros estudios (Fawzy y col, 2008; Joshi y col.,, 2009; Nidal y col.,, 2013) la mayor
proporcién de pacientes positivas para VEB presentaron tumores tipo T2 y T3, entre

el 26% y 45%.

Estudios han evaluado el pronéstico de los subtipos moleculares de acuerdo a la
presencia de VEB en pacientes con cancer de mama, reportando que los tumores triple
negativos (21,1%), HER2 (23,7%) y luminal B (18,4%) fueron mas frecuentes en casos

de cancer de mama VEB positivos, demostrando que los casos de cancer de mama VEB
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positivos, exhiben caracteristicas mas agresivas. Sin embargo, la presencia de VEB no
estd asociada significativamente con la supervivencia global (Labrecque y col., 1995;
Fina y col., 2001; Mazouni y col.,, 2011; Mazouni y col,, 2015). Por lo tanto, VEB esta
asociado a tumores agresivos pero su prondstico en el cAncer de mama aun no esta

claro.

En cuanto a la coinfecciéon por VPH y VEB en cancer de mama se observo que en las
tres pacientes que presentaron ADN de VEB también se detect6 ADN de VPH,
correspondiendo al 13,6% de todas las pacientes con carcinoma mamario evaluadas.
Siendo entonces esta frecuencia de coinfecciéon por VPH y VEB intermedia con
respecto a la reportada en otros estudios a nivel mundial, los cuales oscilan entre
2,1% a 38% (Aguayo y col, 2011; Glenn y col, 2012; Corbex y col, 2014). Es
importante destacar que son pocos los estudios que han evaluado la presencia de este
virus en Suramérica. Aguayo y colaboradores, en Chile, estudiaron la coinfecciéon de
VEB y VPH, quienes encontraron 6,5% de positividad de VEB en muestras de cancer

de mama.

Este es, para el mejoramiento de nuestros conocimientos, el primer estudio que
evalda la presencia de ambos virus (VPH y VEB) en pacientes Venezolanas con cancer
de mama. A pesar de que no hubo relacidn estadisticamente significativa en cuanto a
la presencia de ambos agentes virales, los resultados de Corbex y colaboradores en el
2014, sugieren que la coinfeccion por VPH y VEB podria actuar como cofactor en el
proceso oncogénico que conduce particularmente a canceres de mama agresivos, ya

que detectaron mayor infeccion de VEB y VPH (45% y 36%, respectivamente) en
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comparacién con otros virus evaluados, y ademas detectaron coinfecciéon por VPH y
VEB s6lo en carcinoma mamarios inflamatorios (2,4%), un tipo agresivo de cancer de
mama, mientras que en los carcinomas no inflamatorios no detectaron ninguno de

estos dos virus. Sin embargo el rol de VPH/VEB aun sigue siendo debatido.

Recientemente se ha postulado que VEB podria no ser oncogénico cuando esta
presente de forma Unica en tejido normal de la mama, pero podria aumentar la
actividad oncogénica en sinergia con otros virus (Glenn y col.,, 2012). Incluso Corbex y
colaboradores en su trabajo, plantearon que las células infectadas por VPH podrian
liberar IL10 u otras citocinas inflamatorias y crear un microambiente favorable para
la infeccién de VEB, y el inico caso en el cual detectaron la expresion de EBER fue con

la infeccién de VPH.

Las pacientes con cancer de mama incluidas en este estudio provenian de diferentes
regiones de Venezuela, permitiéndonos evaluar la distribuciéon geografica de las
pacientes con cancer de mama en el pais. Para ello fueron agrupadas en cinco regiones
geograficas, segun la clasificacion propuesta por Sanchez y colaboradores (2012),
dentro de las cuales se encuentran los 24 estados venezolanos, ordenados de la
siguiente manera: 1) Regién capital: Distrito capital, Miranda y Vargas, 2) Region de
los Andes y region Zuliana: Mérida, Tachira, Trujillo, Barinas y Zulia, 3) Regién centro-
occidental: Lara, Falcén, Yaracuy y Portuguesa, 4) Region de los Llanos: Aragua,
Carabobo, Cojedes, Guarico y Apure, 5) Region nororiental y Guayana: Anzoategui,
Monagas, Sucre, Nueva Esparta, Bolivar, Amazonas y Delta Amacuro. Esto nos

permitié ademas de observar la distribucién de las pacientes con cdncer de mama en
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el pais, también correlacionar la distribuciéon de las pacientes afectadas con esta
patologia y la frecuencia de infeccion por VPH y VEB, descritas mas adelante.
Encontramos que la mayoria (50%) de las pacientes evaluadas provenian de la region
1, la cual corresponde a la regiéon Capital, seguido por el 22,7% de pacientes
provenientes delos Andes y la regiéon Zuliana del pais, el 13,6% de las pacientes
provenian de los llanos, el 9,10% de las pacientes eran originarias de la region
nororiental y Guayana, y 4,5% de la pacientes provenian del centro-occidente de
Venezuela (Figura 29). La alta frecuencia de pacientes de la region capital
posiblemente es debido a que el Unico centro de salud donde fue realizado el
muestreo estd ubicado en Caracas, y el acceso de pacientes de bajos recursos del
interior del pais hasta este centro es dificil, lo que produce deficiencia en la deteccién
y diagnostico de pacientes de todo el pais. Sin embargo, esta distribucion reportada de
las pacientes con cancer de mama en Venezuela abre paso a estudios epidemiol6gicos
posteriores, donde se evalué la incidencia de cancer de mama a lo largo del territorio

nacional, involucrando una muestra representativa de cada region.

En cuanto a la distribucién geografica de las pacientes VPH positivas, encontramos
que el 43% provenian de la region capital, 35,70% de la regiéon andina y 21,40% de los
llanos. En una serie de trabajos realizados en distintas regiones del pais, se ha
reportado que la frecuencia de deteccion de VPH en muestras ginecologicas, en la
regién capital oscila entre el 40% y 60%, aproximadamente (Alfonzo y col., 2003; de
Guglielmo y col., 2008), en la regién andina se ha reportado una frecuencia entre 27%
y 34% (Reigosa y col., 2004; Contreras y col.,, 2008; Sanoja, 2013) y en los llanos se ha
reportado 79,1% de infeccién (Alvarez y col, 2000). Esta distribucién puede ser
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debido a las diferencias epidemioldgicas de VPH en las diferentes regiones del pais. De
hecho, en este trabajo se realizé una evaluacion de la prevalencia de cada genotipo
viral por region geografica (ver Figura 32), encontrando que los genotipos virales de
alto riesgo mas prevalentes la regidon andina y zuliana fueron los VPH tipo 52 y 18, con
100% y 66,7%, respectivamente. Mientras que el genotipo de alto riesgo mas
frecuente en la region capital fue VPH tipo 16 con 42,9%.En el trabajo realizado por
Correnti y colaboradores en el 2011, en 450 pacientes Venezolanas con lesiones
intraepiteliales y cancer cervical, se reporté que los genotipos de alto riesgo mas
frecuente (65%) en el pais son los tipos VPH-16 y VPH-18. Por otro lado, la
distribucién de los genotipos VPH-16 y VPH-18 encontrada en este trabajo, concuerda
con la reportada en estudios realizados en pacientes de la regiéon Andina y de la region
Capital. Entre los cuales destacan los realizados por Mufioz y colaboradores en el
2003, quienes estudiaron 271 mujeres que acudieron a diversos centros asistenciales
en la ciudad de Mérida encontrando que 60% de las mujeres presentaron VPH-18 y el
30% VPH-16, y en el trabajo realizado por Michelli y colaboradores en el 2013,
quienes evaluaron 250 mujeres atendidas en el servicio de ginecologia de la
Universidad de los Andes, en el estado Mérida. Los autores encontraron que el 78% de
las pacientes presentaron VPH-18 y el 37,4% presentaron VPH-16. Mientras que en la
regiéon capital se ha reportado al genotipo 16 con mayor frecuencia (Alfonzo y col,,

2003).

Los tipos de VPH de alto riesgo son aceptados como carcindgenos en cancer cervical y
anogenital, sin embargo, la relacion entre la infeccion de VPH y cancer de mama
también ha sido reportada, y aunque la via de transmision ain no ha sido
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determinada, Widschwendter y colaboradores en el 2004 encontraron el mismo
genotipo (VPH-16) de VPH en tejido de cancer de cuello uterino y en cancer de mama
de las mismas pacientes, sugiriendo que el ADN de VPH puede ser transportado desde
el sitio original o inicial de la infeccién a través de la sangre hacia el tejido mamario,

considerando que en este estudio el cancer de mama fue el segundo primario.

Por su parte, De Villiers y colaboradores detectaron ADN de VPH, tanto en biopsias de
tumor mamario como en el tejido del pezén de las mismas pacientes, en una
frecuencia de 86% y 69% respectivamente, sugiriendo una posible via de infecciéon
externa de VPH en el tejido mamario a través el complejo areola-pezdn. Sin embargo,
mayor evidencia es necesaria acerca de la via de infeccién de VPH, la biologia de
infeccion VPH en células epiteliales de los conductos de la mama y los pasos de VPH

que inducen a la carcinogénesis del cancer de mama.

Al revisar las muestras de las pacientes con patologia benigna, se encontré que era la
misma paciente que se encontraba infectada por ambos virus, y quien fue
diagnosticada con una mastitis abscedada, apuntando esto a una posible via de
entrada de estos virus al tejido mamario. Entre las vias de infeccidon del tejido
mamario propuestas para VPH se encuentran: a) via externa, en forma retrograda
desde el complejo areola-pezén a los conductos linfatico (de Villiers y col., 2005), b)
viahematoldgica y/o linfatica, a través de linfocitos provenientes de lesiones en un
organo hasta la mama (Hennig y col.,, 1999; Widschwendter y col., 2004; Bodaghi y
col,, 2005). En cuanto a VEB, las vias de infeccién del tejido mamario atin no han sido

muy evaluadas, sin embargo algunos estudios sugieren una via sanguinea, durante la
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reactivacion de los linfocitos B de la fase latente, donde el virus entra a el ciclo litico
replicativo y dispersa las particulas virales a otros tejidos, asi como también via
contacto célula a célula (Labrecque y col., 1995; Speck y Longnecker, 2000; Tugizov y

col., 2005; Morales y Fuentes; 2015).

Las técnicas de biologia molecular han permitido evaluar desde otro enfoque esta
enfermedad, como lo es la deteccion de ADN de diferentes agentes virales. Sin
embargo, alin no se ha estandarizado una técnica para la detecciéon de VPH o VEB en
pacientes con cancer de mama, lo que hace que los resultados de los diferentes
estudios difieran considerablemente. Aunque existe un consenso relativo con respecto
a la deteccién de la infeccion latente de VEB, en que el método estandar es la
hibridacién in situ para EBER-1, un estudio realizado por Aguayo y colaboradores,
detectaron tres muestras positivas usando qRT-PCR para EBNA-1, mientras que
usando hibridacién in situ para EBER-1, todas las muestras fueron negativas. Las
técnicas utilizadas en este trabajo fueron la PCR convencional con iniciadores tipo
especificos y la tipificacion de VPH, por un sistema altamente sensible y de amplio

espectro. Para evitar la contaminacion cruzada se trabajé con sumo cuidado.

Es importante destacar que entre los criterios de seleccion utilizados en este trabajo,
ha sido el de evaluar pacientes que no hubiesen sido sometidas a un tratamiento de
terapia neoadyuvante previo a la cirugia, ya que la quimioterapia podria afectar la
deteccion viral, en los tumores de las pacientes, debido a que la quimioterapia
destruye las células, lo que sugiere la disminucién de la carga viral por célula

transformada. En estudios donde se evalud la presencia de ADN viral en pacientes que
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ya habian recibido tratamiento neoadyuvante, encontraron baja frecuencia de
deteccidén en comparacion con otros trabajos, tal es el caso de Lindel y colaboradores
en el 2007, quienes evaluaron la presencia de ADN de VPH en 81 pacientes con cancer
de mama, en condicién de post-neoadyuvancia. Sin embargo, a pesar de que utilizaron
una PCR sensible no encontraron positividad en ninguna de las muestras. A partir de
esta observaciéon podriamos suponer que la evaluacidn de pacientes en condicion de

post-neoadyuvancia podria afectar el resultado de la deteccién del ADN viral.

Con este estudio se puede sugerir un papel de VPH y VEB en la patogénesis del cancer
de mama, sin embargo la presencia de secuencias virales en las biopsias no es una
condicién suficiente (Fernandes y col, 2015a). Nuestro hallazgo estd basado
principalmente en la detecciéon del genoma viral por la técnica de PCR, por lo que
haria falta una prueba confirmatoria como inmunohistoquimica o Hibridacién in situ.
Se necesitan mas investigaciones para determinar el papel de VPH y VEB en la
etiologia o la progresion del cancer de mama, incluyendo la evaluacidn de la carga
viral para ambos agentes y la determinacion de la integracion viral de VPH al genoma
del hospedero, ya que se conoce que este es un paso importante en el desarrollo de la
carcinogénesis, afectando importantes puntos de control de la replicacién viral
Ademas, es necesario incrementar el numero de muestras, lo que permitira observar
una tendencia mas clara en cuanto a la relaciéon entre la presencia de los virus y el

desarrollo de cancer de mama.

La prevencién del cancer a través de la educacién, junto a otras medidas para

disminuir las adicciones al tabaco, al alcohol, los malos habitos alimenticios, las
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conductas sexuales de riesgo, reducir la exposicién a otros agentes cancerigenos
fisicos y quimicos, y las infecciones por algunos virus con potencial cancerigeno,
pueden conducir a largo plazo a una reduccién de la incidencia y mortalidad por

cancer.

El diagnéstico precoz seguido de un tratamiento inmediato permite curar, en
promedio, algo mas del 50% de los casos de cancer en general. Este porcentaje puede
llegar a ser mayor en algunas neoplasias. Por ejemplo, en el cancer de cuello uterino
en estadios iniciales, el porcentaje de curacién se aproxima al 100% y en el cancer de
mama temprano, es mayor al 95%. Estos dos canceres son los méas frecuentes en
nuestro pais dentro de la poblacién femenina, contribuyendo con mas del 50% de la

incidencia total de cancer en ambos sexos.

Es evidente que existe cierta incertidumbre en cuanto al rol patogénico de VPH y VEB
en el desarrollo del carcinoma mamario, sin embargo, la mayoria de las limitaciones
encontradas residen en las técnicas empleadas para la deteccion del ADN viral, ya que
no existe una prueba estandar para evaluar estos virus en tejido mamario. Asi como
también, las diferencias epidemioldgicas de estos virus en las diferentes regiones del
mundo, conduciendo a que haya variaciones en la frecuencia de infeccién encontrada
en las pacientes. Y la dificultad de establecer a los virus tumorales como agentes
causales de cancer reside en que algunos actiian en la oncogénesis de forma indirecta,
estan presentes en la mayoria de la poblacion sin producir la enfermedad, porque
ningdn cancer surge como consecuencia de la infeccién grave, sino después de

aproximadamente 15 a 40 afios, entre otras razones. Sin embargo, es importante
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considerar que la infeccién de virus tumorales nunca es suficiente, pero siempre es

requerida para el desarrollo de tumores.
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. CONCLUSIONES

Las pacientes con cancer de mama se ubicaron en el grupo de mujeres de
mediana edad entre 45-60 afios, con una edad media de 58 afios, mientras que
las pacientes con patologia benigna eran mujeres jovenes, quienes tenian una
edad media de 29,4 afos.

El 90% de las pacientes con cancer de mama tenian tumores luminales, de las
cuales el 36% correspondia a pacientes con subtipos luminal Ay el 27% tenian
tumores con subtipos luminal B HER2+ y luminal B HER2-, cada uno, y 9%
fueron triple negativos. No encontramos ninguna paciente con subtipo HERZ.
En todas las muestras evaluadas el ADN extraido se encontré en condiciones
Optimas para su posterior analisis.

Se detectd la presencia de VPH en 63,6% de las pacientes con cancer de mama
y en 4,5% de las pacientes con patologia benigna.

Las pacientes con cancer de mama positivas para VPH tenian una edad media
de 58,6 afios, y el 65% presento estadios tempranos, EII.

El 35,7% de los casos de cancer de mama positivos para VPH presentaron
subtipos moleculares luminal A y luminal B HER2-, cada uno.

Identificamos en el 28,57% de los casos genotipos de alto riesgo (VPH-16, 18,
52,56y 33) y bajo riesgo (VPH- 6 y 11) para cada uno, donde el 27,27% de los
casos evaluados presentaron VPH-6 y 11, seguido de VPH-16 con el 21,21%.

Se detect6 la presencia de VEB en el 13,6% de las pacientes con cancer de

mama, mientras que en las pacientes con patologia benigna se detect6 en 4,5%.
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Todas las pacientes del grupo con cancer de mama positivas para VEB tenian
una edad media de 62 afios, y el 67% present6 estadios tempranos de tipo EL
El 33,33% de los casos de cancer de mama positivos para VEB presentaron
subtipos moleculares luminal A, luminal B HER2+ y luminal B HER2-, cada uno.
Encontramos que el 13,6% de las pacientes con cancer de mama presento
coinfeccion por VPH y VEB.

La frecuencia de pacientes con cancer de mama en las distintas regiones
geograficas de Venezuela fueron variadas: el 50% provenian de la region
Capital, el 22,7% de la regién Andina y regién Zuliana, el 13,6% de los llanos, el
9,10% del oriente y sur del pais y el 4,5% de la region centro-occidental.

La region Capital presenté mayor frecuencia tanto de VPH (43%), como de VEB
(66,7%).

El genotipo de alto riesgo mas frecuente en la regién capital fue VPH-16, con
42,9%, mientras que VPH-18 fue mas frecuente en la region Andina y Zuliana,

con 66,7%.

103



10. ANEXOS

1. Aval del comité de bioética del Hospital Universitario de Caracas:

INSTITUTO AUTONOMO
HOSPITAL UNIVERSITARIO
DE CARACAS

.COMITE DE BIOETICA
INTEGRANTES:
DR. CLAUDIO UROSA- COORDINADOR
DR. OSCAR IVAN SILVA. - SECRETARIO
DR. JOSE M. GUEVARA IRIBARREN
DR. JULIO BORGES ITURRIZA
DR. FRANK PEREZ ACUNA
DRA. MARGARITA SALAZAR
DR. Pbro. ALFREDO RINCON M.
DRA. OMAIRA VERAR.
DR. JOSE JOAQUIN FIGUEROA
DR. GARCIA FLORES FREDDY MANUEL
DR. ANGEL MILLAN CUETO
DR. EZEQUIEL MUNOZ OBANDO
DRA. CLARA PACHECO
LIC. BERTHA Y. ALVAREZ

CBE N° 43/2012
Caracas, 31 de julio de 2013
Ciudadano
DR. RICARDO BLANCH
Jefe del departamento de Ginecologia y obstetricia
Hospital Universitario de Caracas
Presente.-

En nombre del Comité de Bioética del Hospital Universitario de Caracas, me
dirijo a usted, en la ocasion de informarle que en Reunién Ordinaria N° 13 del dia
25-07-2013, hemos considerado y evaluado el Trabajo Cientifico titulado:
"DETECCION Y TIPIFICACION MOLECULAR DEL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO
(VPH) Y DEL VIRUS EPSTEIN-BARR (VEB)", que sera realizado por la Lic. Andreina
Fernandez, Bidlogo Molecular, laboratorio Genético Molecular, Instituto de Oncologia y
Hematologia, tomando la decisiéon de APROBARLO.

Sin otro particular a que hacer referencia, me suscribo de usted.

Atentamente,

% [ud sl ?“ S
DR. CLAUDIO L. UROSA'P.
Coordinador

CLUP/yn.-
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2. Consentimiento bajo informacion para la participacién en el protocolo de
investigacion:

PRESENCIA DE VIRUS DE PAPILOMA HUMANO (VPH) Y DE VIRUS EPSTEIN-BARR
(VEB) EN BIOPSIAS FRESCAS DE CANCER DE MAMA COMO POSIBLES FACTORES
DE RIESGO ASOCIADOS A ESTA PATOLOGIA

PRIMERA PARTE: descripcion de la propuesta de investigacion

Como es conocido, el Virus de Papiloma Humano (VPH) estd asociado con el cancer
uterino y el Virus Epstein-Barr (VEB) con el carcinoma nasofaringeo y el Linfoma de
Burkitt. Recientemente se comenzo6 a estudiar el papel del VPH y VEB en el cancer de
mama. El presente protocolo de investigacién tiene como objeto fundamental la
realizacion de un estudio clinico en pacientes femeninas, que como en su caso, acudan
de manera espontanea e independiente, a la consulta de Patologia Mamaria, del
Servicio de Ginecologia, del Hospital Universitario de Caracas, para establecer el
diagndstico y la frecuencia de infeccion por VPH y VEB en el tejido mamario, mediante
la deteccién y genotipificacién viral por el método INNO-LIPA HPV Genotyping Extra
(Innogenetics) y el estuche comercial Epstein-Barr Virus BMLF1 (Maxim Biotech,
Inc.), en el Laboratorio de Genética Molecular del Instituto de Oncologia y
Hematologia, MPPS. Los resultados que genere la deteccién de VPH y VEB de estos
estudios seran manejados con hermética confidencialidad y en el caso de algtn tipo de
infeccion, los médicos que participan en este protocolo, realizardn una junta médica
para sugerir el tratamiento farmacolégico o quirdrgico pertinentes, a los fines de
brindar un beneficio directo a la paciente afectada.

1. Objetivos generales de la investigacion:

Evaluar la presencia de Virus de Papiloma Humano (VPH) y de Virus Epstein-Barr
(VEB) en biopsias frescas de cancer de mama como posibles factores de riesgo
asociados a esta patologia.

2. Descripcion detallada del procedimiento de investigacién, especialmente los
aspectos significativos que pudiesen afectar su disposicion a participar, tales como
riesgos fisicos, incomodidad o experiencias desagradables.

Historia Clinica:

Se realizara una encuesta médica con formato de historia clinica para recolectar datos
personales, familiares, epidemiolégicos y clinicos. La informacién contenida en esta
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historia clinica es absolutamente confidencial y el grupo de médicos y de
investigadores asume el total compromiso de confidencialidad y secreto médico, de
acuerdo a los cddigos deontoldgicos.

Toma de muestras:
Biopsia:

La biopsia sera tomada durante el proceso quirurgico en la sala operatoria, en
la cual usted estara bajo anestesia general y monitorizaciéon continua. El
procedimiento se realizard siguiendo las medidas de asepsia y antisepsia
correspondiente.

A la pieza quirtrgica obtenida por los cirujanos se le extraerd un pequeiio
fragmento tisular representativo de aproximadamente 2 mm de didmetro, el cual sera
transportado en un medio estéril y conservado a bajas temperaturas hasta que llegue
al Laboratorio de Genética Molecular del IOH, donde sera preservado a -80 °C hasta su
posterior andlisis. A ésta biopsia se le realizara detecciéon de VPH y VEB.

Los procedimientos de toma de muestra tisular no implican riesgo alguno para la
integridad fisica de la paciente; se trata de una simple muestra de tejido para estudio
molecular.

3. Plan de trabajo:
Fase 1:

Recopilacién de los datos clinicos y de la muestra, que incluye una biopsia mamaria.
Fase 2:

Procesamiento de las muestras, en cuanto a deteccion y tipificacion viral y diagndstico
como posibles cofactores en el desarrollo de cancer de mama.

En resumen, toda paciente que como usted, consienta su participacion en este estudio,
sera evaluada desde los puntos mastolégicos, microbiolégicos, a los fines de
diagnosticar y llevar un control estricto de la infeccion por VPH y VEB para tratar
oportunamente cualquier alteraciéon que se produzca en tejido mamario.

4. Por toda incomodidad que resulte en la aplicacién de la historia clinica y/o en la

toma de las muestras, la paciente tendra absoluto derecho de reclamarla y exigir
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los correctivos necesarios. Podrd presentar su queja con el responsable del
proyecto de investigacidn, Lic. Andreina Fernandes (Lab. De Genética Molecular,
MPPS. Telf. 605-0647); Dra. Adriana Pesci-Feltri (Servicio de Patologia Mamaria,
HUC-UCV. Telf. 0414-3327971).

5. Este estudio no comprende pruebas con farmacos.

6. Su participacion es voluntaria y puede, con todo derecho, tomar la decisién de
retirarse en cualquier momento de la investigacién sin que ello conlleve represalias

o pérdida de algun beneficio.

7. Los beneficios esperados como resultado de la investigacion consisten en el
diagnostico oportuno y veraz de VPH y VEB, y la induccién a centros que puedan
impartir el tratamiento médico-ginecolégico precoz. En caso de ameritar
tratamiento médico mastoldgico, le sera debidamente informado y el mismo sera
canalizado por la Lic. Andreina Fernandes (responsable del proyecto) por ante los
responsables de la parte mastoldgica, Dra. Adriana PesciFeltri y/o Dra. Isabel
Garcia Fleury, del Servicio de Patologia Mamaria del Hospital Universitario de

Caracas, UCV.

8. Todos los datos, especialmente los publicados al término de la investigacion,
mantendran el compromiso de confidencialidad y sin causar identificaciéon o dafio
personal.

9. El proceso de informacion sera continuo, de acuerdo a las caracteristicas de la
investigacion, a fin de que la participante pueda evaluar los hechos durante el

proyecto.

10. El paciente estard amparada por la Constituciéon de la Republica Bolivariana de

Venezuela, Ley del Codigo Civil, Ley del Ejercicio de la Medicina, y en caso de ser
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11.

12.

13.

menor de edad, por la Ley Organica para la Proteccion de Nifos, Nifias y

Adolescentes.

El articulo 50 de la Lopna sobre Salud Sexual y Reproductiva indica que los y las
adolescentes mayores de catorce (14) afos de edad, tienen derecho a solicitar por

si mismos y a recibir estos servicios.

Los resultados serdn guardados con estricta confidencialidad y le seran
suministrados a la paciente. En calidad de paciente voluntario se podra retirar del

estudio en el momento que lo crea conveniente sin ninguna consecuencia.

Auditores y algunas autoridades debidamente identificadas, tendran acceso a su
historia clinica para la verificacién de procedimientos y/o datos, sin violar su

confidencialidad.
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SEGUNDA PARTE: de la comprension del proyecto de investigacién por parte de la
participante.

Declaro haber comprendido el propdsito y los términos de mi participacion en el
proyecto de investigaciéon “PRESENCIA DE VIRUS DE PAPILOMA HUMANO (VPH) Y DE
VIRUS EPSTEIN-BARR (VEB) EN BIOPSIAS FRESCAS DE CANCER DE MAMA COMO
POSIBLES FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A ESTA PATOLOGIA”; el cual consiste en
un estudio clinico que servira para establecer la asociacién y la frecuencia de infeccion
por VPH y VEB en tejido mamario mediante métodos moleculares.

Declaro entender también que mi participacion es voluntaria y que en cualquier
momento de la investigacidn, puedo retirarme de la misma si asi lo deseo, sin que mi
decision conlleve a represalias o a la pérdida de cualquier beneficio como producto de
la investigacion.

Asilo declaro y confirmo alos ____ dias del mes de del afio 20___.

Nombre y Apellido

Firma de la participante

Huella digital si no sabe escribir o tiene
alglin impedimento para firmar

Cédula de identidad

En caso de ser paciente menor de edad firma el representante legal:

Firma C.I

Se hacen dos copias del mismo documento.
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TERCERA PARTE: del consentimiento definitivo para formar parte del proyecto de
investigacion por parte de la participante.

Este CONSENTIMIENTO establece un comun acuerdo con la persona participante
(paciente), con el tiempo previo que sea necesario, para que esta ultima pueda
ampliar su consulta y comprenderla, de manera que pueda tomar una decisién de
participar en la investigacion.

CONSENTIMIENTO acordado alos ___ dias del mes de del ano 20___.

Lic. Andreina Fernandes6 Firma de la paciente
Dra. Maria Correnti. Telf. 605-0647

Dra. Adriana Pesci-Feltri.
Telf. 0414-3327971

Firma de testigo 1 Firma de testigo 2

Cédula de Identidad Cédula de Identidad
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3. Protocolo de bioseguridad humana y ambiental de Laboratorio de Genética
Molecular del Instituto de Oncologia y Hematologia:

Infraestructura y apoyo técnico:

A la fecha, el Laboratorio de Genética Molecular cuenta con un equipamiento
suficiente para el aislamiento y amplificacién de fragmentos de ADN de agentes
infecciosos de origen viral y bacteriano y visualizacion: 3 congeladores de -20 °C, 1
congelador de -80 °C, 3 termocicladores de punto final, 1 termociclador para tiempo
real, 1 vortex, 2 centrifugas refrigeradas, 1 visualizador de geles con computadora, 2
thermomixer, 2 bombas de vacio, 1 bafio de agua, 1 incubadora de CO2, 1 cabina de
trabajo, 1 luminémetro. Con respecto al apoyo técnico, se cuenta con 5 profesionales

especialistas en el area de biologia molecular.

1. Finalidad del Laboratorio de Genética Molecular:

La finalidad del laboratorio es apoyar el diagnéstico de infecciones virales y
bacterianas asociadas con el desarrollo de diversos tipos de cancer, en pacientes del
Instituto de Oncologia y Hematologia, ademas de colaborar con el dictado de pasantias
y la tutoria de tesistas, tanto de pregrado, como de postgrado, de diversas facultades,
asi como desarrollar diversos protocolos de investigacion que favorezcan a la

poblacién de los centros publicos de salud:

a. Deteccién y genotipificacion del Virus de Papiloma Humano (VPH), agente causal
del cancer de cuello uterino, asi como el diagndstico molecular de otros
microorganismos, dentro de la poblacién que asiste al centro de salud.

b. Determinacién molecular de oncogenes.

c. Evaluacién de marcadores tumorales y subpoblaciones linfocitarias.

d. Evaluacion de niveles de anticuerpos anti- VPH-16/ 18.

e. Cultivo de lineas celulares HeLa y CasKi.

f. Desarrollar bases de datos clinicas y epidemiologicas que permitan establecer la

morbilidad de nuestros pacientes.
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g. Dar asesoria en los métodos moleculares ejecutados en el laboratorio, a los
estudiantes de pregrado y postgrado, de las diversas facultades.

h. Desarrollar y ejecutar proyectos de investigacion que permitan generar datos de
relevancia clinica, en el campo del desarrollo y epidemiologia del cancer de cuello

uterino, cancer de cabeza y cuello y cancer de mama, entre otros.

2. Estructura interna del laboratorio

a. Este laboratorio presta servicio a los pacientes del Instituto de Oncologia y
Hematologia, provenientes del Hospital Universitario de Caracas, la Organizacién de
Bienestar Estudiantil de la UCV, la Organizacién de Bienestar Estudiantil de la UBV,
entre otros centros publicos del Area Metropolitana de Caracas y otros estados del
pais.

b. El responsable del laboratorio estard encargado de supervisar el funcionamiento
del mismo, a través del personal técnico de apoyo, y rendira informes anuales a la
direccidn del instituto.

c. El personal técnico de apoyo estara a cargo de la asesoria directa a los estudiantes
mediante la supervision de la ejecucion de los protocolos del laboratorio y del uso de
los equipos del mismo, proveyendo el entrenamiento y las recomendaciones del
cuidado del mismo y lineamientos de uso de cada pieza. Junto con el responsable del
laboratorio, se hace cargo de la administracién de las adquisiciones y compras, tanto
de equipo como de materiales y consumibles.

d. Ningun estudiante o algin otro profesional del instituto, puede hacer uso del equipo
0 manejar reactivos sin la supervision y acuerdo previo con el responsable o el
personal técnico. Es indispensable, con el fin de que todos puedan aprovechar el
equipo y obtener sus datos, respetar el trabajo de los demas y llevar un control muy
cuidadoso de todo lo indicado dentro del laboratorio y en estos lineamientos. En el
caso de los estudiantes, los tutores deberan avalar la participacion del estudiante y
hacerse responsables por su desempefio y presentarlos al responsable del laboratorio

o al personal técnico.
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e. Las personas que no cumplan con estos lineamientos no podran ser usuarios del
laboratorio en subsecuentes solicitudes, y se suspendera su proyecto dentro del
mismo.

f. Otros miembros del Instituto de Oncologia y Hematologia que no participen en
proyectos del laboratorio, pero que requieran el uso del algiin equipo en particular,
podran solicitar el acceso a los responsables, el cual sera otorgado si no interfiere con

las actividades del mismo.

3. Procedimiento para el acceso al Laboratorio

El personal entrenado o cualquier estudiante que requiera trabajar en el laboratorio
para el procesamiento de las muestras, deben proceder de la siguiente forma:

a. Los interesados deben contactar al responsable e informarle acerca del proyecto
que se desea desarrollar.

b. Se realiza el entrenamiento previo del personal nuevo en los distintos protocolos
que se desarrollan en el laboratorio, los cuales incluyen: extraccion de ADN, deteccion
de secuencias virales mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
visualizacion de los amplificados en geles de agarosa, reacciones de
inmunohistoquimica, cultivo de lineas celulares y cualquier otro protocolo que se
estandarice en el mismo.

c. Se provee de un kit de toma de muestras a los pacientes, el cual incluye un hisopo de
dacron, un tubo colector y un formulario para la recoleccién de datos y la creacién de
bases de datos.

d. Los pasos de lisis y aislamiento de ADN gendmico se llevan a cabo en el area del
laboratorio destinada para la extraccion de acidos nucleicos.

e. Los pasos de pre-PCR, amplificaciéon y visualizaciéon de la region de ADN
seleccionada se realizan en dareas separadas fisicamente, cumpliendo con los

requerimientos de la distribucién de un laboratorio de biologia molecular.

4. Uso y manejo de equipo
a. El uso de todo el equipo del laboratorio esta dividido en periodos definidos durante

las horas habiles. El usuario debe registrar el periodo en el que desea usar el equipo y
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estara sujeto a la duracion del mismo. El usuario puede registrar mas de un periodo
en caso de que la demanda de uso del equipo lo permita. En caso de sobredemanda se
agenda con mas tiempo el uso del equipo y se da un acceso equilibrado a todos los
investigadores. En el caso especifico de los termocicladores se da un periodo de 15
minutos de tolerancia a la hora reservada, con el fin de no tomar mas tiempo de lo
reservado y no utilizar el tiempo del siguiente usuario.

b. El espacio dentro del refrigerador y congelador (-20°C) se especifica de acuerdo al
uso que se le esté dando a éstos y Unicamente es para almacenar muestras en proceso
y reactivos. Los investigadores y sus asociados tienen un espacio temporal en este
equipo, segun previo acuerdo con el coordinador del laboratorio. Se asignard un
espacio para otros usuarios. Todos los reactivos y materiales personales deben
estar en contenedores y debidamente marcados con el nombre del usuario. El
material que no se encuentre marcado se retira después de una advertencia si se
conoce al usuario. Al término de los trabajos las muestras ya analizadas se retiran
para liberar el espacio de uso comun. Si el espacio lo permite se conservan los tubos
de ADN gendmico en los congeladores.

c. Existe un manual de operaciéon disponible en el laboratorio para cada equipo. En
caso de que no se encuentre disponible, se puede solicitar al personal de apoyo del
laboratorio. Para un mejor monitoreo, algunos equipos delicados cuentan con libretas
de registro, donde obligatoriamente el usuario se anota, haciendo referencia a la fecha
y hora en que utiliz6 el equipo.

d. Si alguna pieza de cristaleria o equipo sufre algin desperfecto debe notificarse al
responsable o al personal de apoyo para solucionarlo como corresponde. Si el
desperfecto resulta de no saber operarlo o por negligencia debera ser arreglado o
repuesto con cargo al usuario.

e. Existen areas designadas para usos particulares (para preparacion de reacciones,
proceso de amplificacion, manejo de reactivos, etc.). El uso de estas areas debe ser
respetado para evitar contaminaciéon de experimentos y de los mismos usuarios. Los
espacios de trabajo en los mesones serdn distribuidos de acuerdo al nimero de

usuarios, a la frecuencia de uso y disponibilidad.
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f. Las gavetas de almacenamiento se utilizan para guardar cristaleria y objetos de uso
comun (puntas, tubos, guantes, etc.). El espacio restante se distribuye de acuerdo al
numero de usuarios activos, pero su uso sera evaluado semestralmente. Al término de

la investigacion el espacio debe ser liberado.

5. Uso y manejo de reactivos y quimicos

a. Todo material corrosivo, acidos, bases y solventes deben manejarse en la campana
de extraccion. Por ningiin motivo deben ser aspirados con la boca; siempre debe
utilizarse una pipeta con bombilla o propipeta.

b. Se cuenta con hojas impresas con los procedimientos de seguridad para cada
sustancia peligrosa utilizada en el laboratorio, con el fin de evitar confusiones tanto de
almacenamiento como de manejo y forma de desecharla. En caso de duda o
desconocimiento se debe consultar esta informacién o preguntar al personal de apoyo
del laboratorio.

c. Electroforesis en gel: solamente se lleva a cabo la visualizacion de productos de

PCR mediante el reactivo SYBR Safe y se hace bajo las siguientes condiciones: siempre
debe manejarse con guantes y el minimo de tiempo necesario. Los geles que
contengan dicha sustancia deben desecharse en el contenedor especial. El buffer
utilizado en las camaras de electroforesis también debe desecharse en el recipiente
destinado para tal fin. En el caso de derrame accidental debe limpiarse con extremo
cuidado el area afectada, usando para ello guantes y, desechando al terminar el papel
utilizado y los guantes en el recipiente para desechos marcado como tal. Existen tres
contenedores: para geles, para buffer usado en la camara, y para papel y guantes. Las
pipetas, puntas y cristaleria utilizadas seran de uso exclusivo de esta area. No se

permite usarlas fuera de esta drea ni introducir otras de areas distintas.

6. Restricciones

a. Las siguientes actividades estan estrictamente prohibidas dentro del laboratorio:
fumar, beber, comer, almacenar alimentos y bebidas en refrigeradores o anaqueles, asi
como guardar cualquier tipo de articulo ajeno al laboratorio. Tampoco estd permitido

recibir visitas o hacer reuniones en este espacio.
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b. Para evitar contaminacién dentro y fuera del laboratorio se prohibe estrictamente

salir con la bata y guantes puestos.

7. Medidas de seguridad

a. La entrada al laboratorio es autorizada por la responsable del laboratorio. El
personal de apoyo técnico tiene el derecho de contar con un juego de llaves. Otros
usuarios podran tener un duplicado de las llaves, con previo acuerdo con el
responsable del laboratorio, pero esos usuarios no podran autorizar a terceras
personas de acceder al laboratorio o al equipo por su cuenta.

b. Para evitar cualquier tipo de contaminacién de los usuarios y equipo, los materiales
de desecho son manejados de acuerdo con las indicaciones de bioseguridad.
Dependiendo del origen de los desechos estos son depositados en contenedores
especiales. Habra contenedores para liquidos volatiles, muestras orgéanicas (desechos
de extraccion de ADN), desechos de buffers, para desechos de clonacién (incluye
TODO el material que ha estado en contacto con células de transformacién), y desecho
de consumibles que no hayan estado en contacto con materiales de clonacién o
sustancias cancerigenas (guantes, puntas, microtubos, papel, etc.).

c. Existen lugares designados para el botiquin de primeros auxilios y los extinguidores
que el usuario debera identificar desde un principio.

d. En caso de accidentes, emergencias o desperfectos se deberd avisar

inmediatamente al responsable o las personas de apoyo técnico.

8. Obligaciones

a. En la medida de las necesidades, todos los usuarios deben cooperar en el llenado de
cajas con puntas y a la esterilizacion de material y equipo.

b. Es obligacion de cada usuario mantener limpia el area de trabajo y limpiar el
material y cristaleria utilizado para evitar contaminacién y contacto con sustancias
nocivas por un tercero. Se retirardn objetos y materiales que obstruyan el buen
funcionamiento del laboratorio.

c. Se elaborara un cronograma de limpieza de sitios particulares del laboratorio de

manera compartida (area, equipo y materiales de uso comun).
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d. Los usuarios se comprometen a hacer buen uso y estar pendientes del buen
desempefio del laboratorio, equipo y materiales, asi como también mantener un

ambiente cordial de trabajo.

9. Sanciones
a. Al usuario que no acate los lineamientos le sera restringido el uso del laboratorio y

debera reparar cualquier perjuicio causado.

10. Agradecimientos

a. En cualquier publicaciéon que resulte del trabajo desarrollado en el laboratorio
deberan reconocerse las facilidades otorgadas para la realizacién del mismo.
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