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Resumen El rol de los virus en la carcinogénesis mamaria ha sido extensamente estu-

diado en animales. Un modelo similar al del virus del tumor de mama del ra-
tén (MMTV) fue propuesto anteriormente para el cancer de mama humano. Aungque hubo
observacionas que indicaban que MMTV estaba involucrado en el cancer de mama hu-
mano, otros resultados contradijeron estas conclusiones. Un inconveniente importante para
establecer esta relacién, era la presencia de secuencias retrovirales endégenas seme-
jantes a las de MMTV en el genoma humano. Para evitar ese problema, nosotros hemos
seleccionado una secuencia de 660 pares de bases (bp) del gen de la envoltura (env) de
MMTV con baja homologia con las secuencias enddgenas humanas y utilizando la técni-
ca de reaccion de polimerasa en cadena (PCR) la hemos amplificado. La secuencia se
encontrd en el 38% de los tumores examinados, en el 2% de las mamas normales y no
se detectd en ningln otro tipo de tumores. La homologia con MMTV fue del 90-98% vy
sdlo 18% semejante a las secuencias retrovirales enddgenas. Por medio de la técnica de
Southem, se pudo deteclar la secuencia en el ADN gendmico de tumares, hibridizando
con una sonda especifica. Usando PCR con transcriptasa reversa (RT-PCR) se pudo de-
mostrar gue la secuencia se expresa en la mayoria de los tumores. Resultados prelimi-
nares demostraron que las secuencias de los genes LTR y GAG estan también presen-
tes en ciertos tumores de mama. El origen de estas secuencias puede ser debido a la
integracién de un virus humano semejante a MMTV o a secuencias no conocidas que se

pueden detectar solamente en los tumores.
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La idea que el cancer de mama en los huma-
nos pueda estar relacionado con un virus no es
nuava. El modelo del cancer de mama del ratén
gue es causado por un retrovirus (MMTV), apli-
cado al cancer humano fue seriamente conside-
rado en los afnos 70 y BO, en el apogeo de los
virus encogénicos’. En esa época la posibilidad
que los virus causaran cancer en los humanos
comenzd a demostrarse experimentalmente con
los virus herpes (Epstein-Barr y el linfoma de

Direcclén postal: Dr. Bealnz G.T. Page, Divisidn of Neo-
plastic Diseases, Box 1131, Mount Sinai School of Medicing, One
Gustave L. Levy Place, New York, NY 10025, USA

75

Burkitt), los virus papiloma (cancer de cervix) y
el de la hepatitis B (hepatocarcinoma). Mas tar-
diamente el retrovirus HTLV-| fue reconocido
como el agente causal de la leucemia a células
T de los adultos. No hay duda que esta lista se
agrandard con el tiempo. Es importante aclarar
que los virus en los canceres humanos no son
por si mismos la causa de cancer. Representan
un eslabon mas en la cadena de cambios que
tienen lugar en el genoma pravio al desarrolle del
crecimiento maligno. Existen los denominados
factores “predisponentes” que facilitan ese pro-
ceso y mutaciones en genes supresores que tam-
bién contribuyen al mismo.
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El cancer de mama afecta a una de ocho
mujeres en los Estados Unidos. Es frecuente en
ciertas familias en donde la posibilidad de desa-
rrollar cancer es 50%. Este tipo de cancer repre-
senta solamente el 5% al 10% de todos los can-
ceres; el mas comin es el denominado espora-
dico, sin coneccidn familiar.

En los dltimos tres afos se han descubierto
dos genes® ? que estan relacionados con el can-
cer de mama familiar: el gen BCRA-1 y el gen
BCRA-2.

El gen BCRA-1, localizado en el cromosoma
17921, estda mutado en el 45% de los casos de
cancer de mama hereditarios y en 80% de las
familias con cdncer de mama y ovario, Codifica
para una fosfoproteina de alto peso molecular
que se localiza en el nicleo. Las mutaciones pro-
ducen una proteina truncada. Este gen tiene pro-
piedades de activador de transcripcion y de su-
prasor. Se expresa en el epitelic de la glandula
mamaria durante el embarazo y la lactancia. Su
expresion disminuye cuando los tumores pasan
del estado pre-invasivo al invasivo.

El otro gen, BACA-2, estd localizado en el
cromosoma 13q12-13 y esta invelucrado en la
susceptibilidad genética al cancer de mama y
ovario. Es un gen supresor y la pérdida de un
alelo causaria crecimiento maligno.® ®

Es interesante que en el cancer esporadico,
participan varios oncogenes como S& resume en

TABLA 1.- Alleraciones gendticas an el cdncer da
mama humano no familiar

. Amplificacion del oncogene erbB-2 en el 30% de los
tumores. El gen erbB-2 codifica para un receptor
relacionado con el del factor de crecimiento epitelial.
Amplificacion de los oncogenes int-2 y hst (faclores de
cracimienio) y de la ciclina D1 en el 20% de los

wmoras. Estos genes estan localizados en el
cromosoma 11g13.

Alteraciones moleculares de la proteina 53 en el 50%
dae los tumoras. Localizacion andmala en el citoplasma.
Alteraciones en los genes de varios suprasoras de
tumores.

Incremento de la expresion da los genes WniSa, Wnt7
y Wnt10B en el cancer de mama humana.

Int-2, WniSa, Wnt7 y Wnt10B son genas relacionados
con la integracidn dal virus del cAncer de mama del
ratén (MMTV)
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la Tabla 1. Algunos de ellos son factores de cre-
cimiento o receptores de los mismos. Es impor-
tante hacer notar que int-2 y los Wnts son facto-
res de crecimiento que se expresan en el embrién
solamente y son los sitios de insercion del virus
del ratén. Es interesante que se amplifican y se
expresan en &l cdncer humano’,

El hecho que factores de crecimienlo que son
exclusivamente embrionarios se expresen en ce-
lulas adultas, causaria un desbalance funcional
y podria contribuir al descontrol del crecimiento.
Ademas hay cambios en varios genes supreso-
res de tumores y en la proteina 53 (p53) que esta
mutada en el 50% de los tumores. La p53 es un
supresor relacionado al ciclo celular y al sistema
de reparacion del ADN.

Davis et al.* calcularon que solamente el 30% de
los cénceres de mama estdn asociados con factores
de riesgo endégenos (hormonales) o hereditarios. De
manera que una gran proporcidn puede estar rela-
cionado con factores exdgenos ambientales. La po-
sibilidad de que un virus participe en este proceso
es por lo tanto todavia valida.

El virus del tumor de mama del raton (MMTV)
as un retrovirus tipo B gue trabaja como un
activador de genes en su sitio de insercion, Los
genes afectados en los sitios de insercidn son
generalmente genes relacionados con el creci-
miento celular®, Como se menciond anteriormen-
te, algunos de estos genes estan amplificados y
se expresan en el cancer humana.

En las Tablas 2 y 3, se describen las eviden-
cias a favor y en contra de la participacion de

TABLA 2 - Evidencias que relacionan el cancer de
mama humano con 8l virus del raldn

Prasencia de secuencias homdlogas a todos los genas
del virus del ratén en el cancer humanao.

Inmunorreactidad al virus del ratén en el suero de
pacientes con cancer, en las células tumorales y en el
liquide de los quistes de mama.

Presencia de particulas virales en células en cultivo
derivadas de tumores humanos.

Presencia de 6.6 kb secuencias exclusivas de los genes

gag y pol del virus del tumor de mama del ratén en 2 de
-

7 lingas celulares de cdncer de mama humana,

Expresion de genes relacionados con el sitio de
integracion del cancer de mama del ratdn.
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TABLA 3.- Ewdencias en conira de [a participacion del
virus dal ratdn an el cancer humano

FPrasencia de secuencias retrovirales endogenas an al
genoma humano similares al virus del raton.

Falta de especificidad de las reacciones inmunoldgicas.
Ausancia de particulas virales infecciosas.

Falta de evidencias epidemickogicas

MMTV en el cdncer humano. Estas evidencias
que relacionaron a MMTV a través de homologia
de secuencias, inmunorreactividad y particulas
virales en células en cultivo, fueron interpretadas
mas adelante como; la presencia de secuencias
endogenas humanas similares a las de MMTV y
la falta de especificidad en las reacciones inmu-
noldgicas. Otras evidencias en contra fueron la
ausencia de particulas virales en los tumores y
la falta de datos epidemiclogicos’.

Sin embargo, secuencias especificas para
MMTY, se han encontrado en dos de siete lineas
de células humanas malignas® y ademas se han
descripto aumentos de la expresién de varios
genas Wnits en los tumores humanos’™.

Mosotros decidimos atacar este problema
usando una estrategia distinta. Razonamos que
si hay un virus involucrado en el cancer de mama
serla posible detectario amplificando secuencias
virales gque no fueran homadlogas a las endogenas
conocidas. Weslley v May*® y Ono et al* habian
publicado que cierlas regiones del gen de la
membrana del virus estaban ausentes o no eran
semejantes a las secuencias enddgenas. Prime-
ramente localizamos en este gen, un segmento
de aproximadamente 660 pares de bases (bp)
gue no es homdlogo a las secuencias enddgenas
ni a olras secuencias conocidas cuando se com-
pararon en el banco de genes. Es parte de la

mab
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membrana externa del virus y contieng un sclo
sitio de glicosilacidén. Esta regidén del gen de en-
voltura, env, es muy estable y no varia mucho en-
ire las distintas cepas de virus.

Se disefaron varios “primers" para usar en la
reaccion de amplificacién y también oligomeros
para ser utiizados como sondas para hibr-
dizacion e identificacion de las secuencias ampli-
ficadas'”.

La reaccion de amplificacidon se muestra en la
Figura 1. A la izquierda se puede ver &l producta
de la reaccidn analizado en un gel de agarosa.
Cuatro tumores amplificaron la secuencia de 660
bp (a, b, c y d), mientras que dos tejidos ma-
marios derivados de mamoplastias reductivas
como controles fueron negalivos (e y f). A la de-
recha se muestra la radioautografia de la hi-
bridizacién con una sonda que contieng las se-
cuencias internas de las 660 bp. Se usd como
control positive un plasmido gue contiene el gen
de envoltura del virus del ratén (g). Los resulta-
dos obtenidos con la amplificacion de secuencias
en tumores, tejidos normales y lumores de otros
drganos se han publicado®. Estas cbservaciones
demaostraron que en el 38-39% de los tumores
analizados se encuentra la secuencia homaéloga
al gen de envaoltura de MMTV. Es importante
destacar que en los tejidos normales de los pa-
cientes con tumaores positivos, esta secuencia no
fue detectada. Se extendié esta investigacion a
18 lineas celulares en cultivos de cancer de
mama y 4 de mama "normal”. Se encontraron que
10 de las lineas celulares de céncer de mama
contienen la secuencia de 660 bp o parte de ella,
mientras gue las 4 lineas celulares normales fue-
ron negativas.

Para poder estudiar mas muestras y extender
estos esludios a casos familiares, se utilizd la
misma técnica de amplificacion en material de
tejidos fijados en formol, incluidos en parafina y

b

e f

Fig. 1.— Amplificacién de 660 bp del gen de envoltura semejante a MMTV. A la izquierda es la fotografia de un gel de
agarosa y a la derecha la radioautografia. ADN provenienta de a,b,c.d: cancer da mama humana; &.f; tejido mamario
normal; g: plasmido conteniendo el clon del gen de la membrana de MMTV. La flecha indica la posicion de 510 bp

en el marcador de peso molecular (m).
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seccionades. En estos casos se amplifico una
secuencia mas pequena de 250 bp. Como en el
caso anterior, el 38% de los tumaores fueron po-
sitivos'.

Las secuencias fueron clonadas y secuen-
ciadas. La homologia con las secuencias del gen
de MMTV fue entre 90 a 99% y menos del 18%
a las secuencias retrovirales endégenas humanas
cuando se compararon secuencias de 10 distin-
tos clones. Algunas de las diferencias entre las
secuencias humanas vy las de MMTV se pudie-
ron apreciar en todos los clones, pero también fue
evidente que los clones difieren entre si, lo que
elimina la posibilidad de contaminacion.

Utilizando como sonda uno de los clones, se
investigd la presencia de esta secuencia en el
ADN de tumores tratados con enzimas de restric-
cion por medio de hibridizacion. Los resultados
de estos Southerns se ven en la Figura 2. En
algunos tumores positivos la senal es intensa (Bd)
y en otros es apenas visible (BS), mientras que
los tejidos normales (A1-5) son negativos, lo mis-
ma que los tumores negativos (B1-3). La proxi-
ma pregunta fue si se expresan estas secuencias.
Usando transcriptasa reversa-PCR se pudo de-
tectar expresion en algunos de los tumores posi-
tivos (65%) y en las lineas celulares positivas™.

Hemos tratado de usar la misma estrategia
para identificar otros genes virales. Con el gen de
la transcriptasa reversa fue imposible conseguir
segmentos especificos para MMTV. Sin embar-
go, con primers disefiados para deleclar las re-
peticiones largas terminales (LTR) tue posible
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amplificarlas, clonarlas y secuenciarlas en el ADN
de una linea de células de cancer de mama hu-
mana desarrollada en nuestro laboratorio y en
varios tumores. Se amplificaron 970 bp con 83 a
97% de homologia a las terminales de MMTV y
solamente con 69% de homologia a las endd-
genas humanas en un segmento de 20 a 40 bp.
Mas recientemente un segmento de 2.7 kilobases
{(Kb) conteniendo secuencias del gen de envoltu-
ra y de LTA se pudo amplificar por medio de la
t&écnica llamada "Long PCR". Las secuencias se
compararon con las provenientes de 3 cepas de
MMTY y con las secuencias retrovirales endé-
genas humanas. La homologia varia entre 33 a
96% con respecto a MMTV vy 51% a las secuen-
cias endogenas humanas en un segmento de 230
a 350 bp™.

Mas recientemente, hemos podido amplificar
1,4 Kb que contienen secuencias de LTR y parte
del gen gag. Como en los casos anteriores, la
homologia con la de MMTV fue del 98%".

Hemos construido dos bibliotecas genomicas,
una de ellas proveniente de un tumor y la otra
de una linea celular en cultive, con el proposito
de aislar un clon gendmico que contenga estas
secuencias y las adyacentes. Despues de
ascrutifiar las dos bibliotecas completas (1 x 107
placas), no hemos podido aislar ninguna coloma
positiva. S5in embargo, las secuencias estan pre-
sentes en las biblictecas, porque si extraemos el
ADN y amplificamos por medio PCH, las hemos
detectado. Es posible que estas secuencias es-
tén pobremente representadas en la biblioteca y

Fig. 2.— Southern de ADN digerido con EcoRl e hibridizado con una sonda marcada qug contiene 660 bp, con 98%
hamologia al gen de la membrana de MMTV, proveniente de un tumor humano. & 1-5: ADN de mama normales. B
1.3: ADN de canceres de mama negativos; B 4-5: ADN de cdncares de mama positivos. La flecha indica la posi-

cidn de 8 Kbp



que las otras colonias crezcan mas rapidaments
e impidan identificarlas. Es también posible que
existan lo que se denomina “secuencias veneno-
sas" que impiden que el bacteriofago con esas
secuencias crez€a en la bacteria. Este fenéme-
no se ha descripto cuando se traté de clonar el
provirus del MMTV. Al parecer algunas secuen-
cias en el gen gag son “venenosas"™.

En la Tabla 4 se resumen nuestros resultados.
Las posibles interprelaciones de nuestros hallaz-
gos son: 1) Polimorfismo de las secuencias en-
ddgenas humanas. No lo podemos descartar
completamente, pero la ausencia de las secuen-
cias en los tejidos normales del paciente con cén-
cer positivo hace que esta posibilidad sea dudo-
sa. 2) Modificaciones de las secuencias endd-
genas humanas. Es posible que eslas secuencias
asten relacionadas con el proceso tumoral y poco
representadas en el genoma y que Se encuen-
tren amplificadas en los tumores y por lo tanto
detectables solamente en ellos. 3) La posibilidad
es que éslas sean secuencias retrovirales exd-
genas de un virus humano con homologia a
MMTV.

Eslo lo podremos aclarar definitivamente cuan-
do podames obiener un clon gendmico completo
¥ suUs secuencias adyacentes.

TABLA 4.—- Sumario

. 5a daetectaron 660 bp del gene de envoltura dal virus
del tumaor de mama del ratdn en el ADN del 38% de
los lumores humanos.

. Estas secuencias no se detectaron en el ADN de
mamas normalas, ni en tumores de otros drganos.

Los G60 bp son 90-88% homdlogos al gen dal tumor
de mama del ratén y solamente 18% al relrovirus
endogenc humano K-10 (HERK-10).

Las secuencias fueron detectadas en algunos tumores
por medio de |la técnica de Southerm.

La axprasidn de las secuencias se detectd por medio
de RT-PCR.

En los tumores humanos se detectaron 630 bp con B6-
87% homologia a los LTRs dal virus dal ratén.

. Ademas, en los lumores humanos se detectaron 2.7
kbp con 90-88% homologia a los genes de envoliura
y LTRs dal virus del raton y 1.4 Kbp con 90-95%
homologia a los genes gag y LTR.
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Summary

Searching for retroviral sequences related fo
human breas! cancer

The participation of viruses in mammary
carcinogenesis has been largely studied in ani-
mals. A model similar to the mouse mammary
tumor virus (MMTV) was previously proposed.
Several lines of research supported the paricipa-
tion of MMTV in human breast cancer, but these
evidences were contradicted when further re-
search was performed. One major issue was the
presence of human endogenocus retroviral se-
quences thal confounded results reparting MMTV-
like sequences in human breast cancer, To over-
come this problem we selected a 660 bp se-
guence of the MMTV env gene with low homaol-
ogy to endogenous sequences and search for a
sequence to it using the polymerase chain reac-
tion (PCH). The sequence was found in 38% of
the human breast cancers and in 2% of the nor-
mal breasts studied. The sequence was not
present in tumors from other organs. It was 50-
98% homologous to MMTV and only 18% to hu-
man endogenous retrovirus (HERV) K-10. It was
also detected in some of the positive tumors by
Southern blot hybridization using one of the
cloned 660 bp as a probe. Using reverse
transcriptase PCR, it was possible lo demonstrate
that the 660 bp sequence is expressed in the
majority of the tumors. Also, preliminary experi-
ments revealed that sequences related to the LTR
and gag genes of MMTV were present in the DNA
of breast tumors,

The origin of the MMTV-like sequences in
tumor DONA could be the result of integrated
MMTV-like sequences derived from a human
mammary virus or may represent unknown en-
dogenous sequences that can only be detected
in breast tumors.
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In research, the usefulness of error is that it leads to more research, and this is what
the word telfs us .... In order to get anything right, we are obliged first to get a great many

things wrong.

En la investigacién, lo Gtil del error es que conduce a mas investigacion, y eso es lo
que la misma palabra nos dice.... Para encontrar la verdadera solucién, primero tenemaos

que equivocamos muchas veces.

Lewis Thomas
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