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RESUMO

O virus da leucose bovina (BLV), membro da familia Retroviridae e do género
Deltaretrovirus, € um virus envelopado de RNA fita simples e é o agente etiologico da
leucose enzodtica bovina. Ele infecta células do sistema imune, da glandula maméria e células
endoteliais dos bovinos. Os animais acometidos podem ser assintomaticos, apresentar
linfocitose persistente ou desenvolver linfomas de células B em diversos 6rgaos, o que
corresponde a forma clinica e mais grave da doenca e a qual acontece em 0,1-10% dos casos.
Além dos bovinos, o virus pode infectar inameros outros mamiferos, como bdfalos, capivaras,
ovelhas e cabras, de forma natural ou experimental. Existem cada vez mais evidéncias de que
0s humanos também sdo passiveis de infeccdo pelo BLV e de que ele pode estar associado ao
desenvolvimento de cancer de mama em mulheres. O DNA viral ja foi detectado em tecido
mamario tanto com alteracBes malignas ou pré-malignas como sem alteracbes (ou seja,
benigno), além de no sangue e em carcinoma de células escamosas de pulm&o de humanos, e
a proteina do capsideo (p24) ja foi identificada no tecido mamario de mulheres. Mais de um
estudo conseguiu correlacionar significativamente a presenca do DNA do virus com o
desenvolvimento de cancer de mama. Assim como os outros deltaretrovirus, o BLV codifica a
proteina Tax, que regula a transcri¢ao viral e estd implicada no papel oncogénico do virus,
podendo ser a responsavel pela transformacdo maligna das células mamarias de mulheres. O
BLV estd presente tanto no leite como na carne provenientes de bovinos infectados, e
especula-se que a principal rota de contaminacdo para humanos seja através da alimentacao
com produtos de origem bovina que ndo receberam tratamento térmico adequado
(pasteurizacdo ou cozimento). O objetivo deste trabalho de concluséo de curso é realizar uma
revisao bibliografica sobre o assunto, compilando resultados e trazendo atencdo para um tema
novo e importante que tem impacto significativo na satde publica e pode ajudar a elucidar a

etiologia multifatorial do tipo de cancer mais comum em mulheres no mundo.

Palavras-chave: retrovirus. BLV. leucose bovina. cancer de mama. zoonose.



ABSTRACT

Bovine leukemia virus (BLV), a member of the Retroviridae family and the
Deltaretrovirus genus, is an enveloped ssRNA virus that causes enzootic bovine leucosis. BLV
infects immune cells, mammary epithelial cells and endothelial cells of cattle. Affected
animals may be asymptomatic, present with persistent lymphocytosis or develop malignant B-
cell lymphoma in several organs, which is the most severe and clinical form of the disease
and occurs in only 0,1-10% of cases. In addition to cattle, the virus can infect several other
mammals, including buffaloes, capybaras, sheep and goats, naturally or experimentally.
There is increasing evidence that humans are also susceptible to BLV infection and that it
may be associated with the development of breast cancer in women. Viral DNA has been
detected in both mammary tissues with malignant or premalignant changes and unchanged
tissues (i.e. benign),as well as in blood and lung squamous cell carcinoma in humans, and the
capsid protein (p24) has been identified in mammary tissue of women. Several studies were
able to significantly correlate the presence of viral DNA with breast cancer development. Like
other deltaretroviruses, BLV encodes the Tax protein, which regulates viral transcription and
is implicated in its oncogenic role, and may be responsible for the malignant transformation
of mammary cells in women. The virus is present in both milk and meat from infected cattle,
and it is speculated that the main route of contamination for humans is through feeding of
bovine products that have not received adequate heat treatment (pasteurization or cooking).
The objective of this work is to carry out a review, compiling results and bringing attention to
this new and important subject that has a significant impact on public health and can help
elucidate the multifactorial etiology of the most common type of cancer in women worldwide.

Keywords: retrovirus. BLV. bovine leucosis. breast cancer. zoonosis.
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1 INTRODUCAO

Os membros da familia Retroviridae (Realm: Riboviria; Kingdom: Pararnavirae; Filo:
Artverviricota; Classe: Revtraviricetes; Ordem: Ortevirales) sdo amplamente distribuidos
como agentes infecciosos exdgenos de vertebrados e estdo associados a uma grande variedade
de doengas, que incluem leucemias, linfomas, carcinomas, imunodeficiéncias, doencas
autoimunes e doencas neuronais (ICTV, 2011). Eles englobam diversos virus de importancia
para a saude humana e animal, como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV — género
Lentivirus), os virus da imunodeficiéncia e da leucemia felinas (FIV — género Lentivirus; e
FeLV — género Gammaretrovirus), os virus T-linfotrépicos de humanos (HTLV — género
Deltaretrovirus), o virus da leucose aviaria (ALV — género Alpharetrovirus), o virus da
anemia infecciosa equina (EIAV — género Lentivirus) e o virus da leucose bovina (BLV —
género Deltaretrovirus) (ICTV, 2011).

Os retrovirus tém a capacidade de realizar transcrigdo reversa do seu RNA viral e se
integrar no genoma da célula infectada como provirus devido a enzima transcriptase reversa.
Os provirus enddgenos que resultaram da infeccdo de células germinativas sdo herdados pela
progénie como genes mendelianos (ICTV, 2011). Isso ocorre amplamente entre vertebrados e
eles podem constituir até 10% do DNA genémico de um individuo, mas grande parte sofreu
inativacdo por mutacdes e perdeu a capacidade de produzir virus infecciosos (ICTV, 2011).
Além da transmissdo vertical pelos provirus herdados, a transmissdo horizontal ocorre através
de muitas rotas, incluindo sangue, saliva, leite, contato sexual, rotas perinatais ou infeccédo
direta do embrido em desenvolvimento (ICTV, 2011).

O BLV é um deltaretrovirus conhecido por ser agente etioldgico da leucose enzodtica
bovina, uma infeccdo predominantemente assintomatica, mas que, nos casos mais graves,
pode cursar com o desenvolvimento de linfomas de linfocitos B em diversos tecidos e 6rgédos
do animal (VAHLENKAMP; CHOUDHURY; KUZMAK, 2018). Além dos bovinos, o BLV
pode infectar outras espécies animais, de forma natural ou experimental. Ao longo das ultimas
décadas, acumularam-se evidéncias de que o virus pode ser infeccioso para humanos, abrindo
a possibilidade de ser relevante para a satde publica.

Em virtude da sua capacidade de infectar células da glandula maméaria de vacas e da
sua caracteristica de levar a transformacéo maligna dos linfocitos B e originar neoplasias, tem
sido pesquisada a presenca do BLV em tecido mamario humano e sua possivel participacao
no desenvolvimento do cancer de mama em mulheres. Isso é imprescindivel para melhor

compreender a etiologia multifatorial da doenca e o papel de um virus de bovinos como
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possivel iniciador da transformagcdo celular, além da tentativa de identificar potenciais rotas de
infeccdo em humanos para desenvolver estratégias de controle e prevengdo. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi realizar uma revisao da literatura sobre a infeccdo de humanos pelo
BLV e sua possivel relacdo com o desenvolvimento de cancer de mama em mulheres,
compilando informagdes-chave sobre o assunto a fim de destacar um tema muito atual e
relevante, além de aumentar a acessibilidade de tais informagdes e servir como material de

consulta a comunidade académica.
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2 VIRUS DA LEUCOSE BOVINA

A seguir, nas secdes do presente capitulo, é feita uma revisdo bibliografica sobre os
aspectos importantes do BLV. Isso auxiliara na compreensdo do agente em si e do seu

possivel envolvimento com patologias em humanos.
2.1 Biologia e Classificacao

A familia Retroviridae pertence a ordem Ortervirales e é dividida nas duas
subfamilias Orthoretrovirinae e Spumaretrovirinae, que compreendem 11 géneros e 68
espéecies (Figura 1). Os retrovirus sdo esféricos, envelopados e possuem entre 80 e 100

nanémetros de diametro (ICTV, 2011).

Figura 1 — Subfamilias e géneros virais da familia Retroviridae

+ Genus: Alpharetrovirus 9 species
+ Genus: Betaretrovirus 5 species
+ Genus: Deltaretrovirus 4 species
=+ Genus: Epsilonretrovirus 3 species
+ Genus: Gammaretrovirus 18 species
+ Genus: Lentivirus 10 species

+ Genus: Bovispumavirus 1 species
=+ Genus: Equispumavirus 1 species
=+ Genus: Felispumavirus 1 species
=+ Genus: Prosimilspumavirus 1 species
+ Genus: Simiispumavirus 15 species

Fonte: Adaptado de ICTV (2019).

O virus da leucose bovina (BLV) pertence ao género Deltaretrovirus, o qual é
composto por quatro espécies virais que compartilham muitas similaridades entre elas: o BLV
e os virus T-linfotropicos de primatas tipos 1, 2 e 3 (PTLV-1, 2 e 3) (Figura 2). As trés

espécies de PTLV englobam os virus T-linfotrépicos de humanos (HTLV-1, 2 e 3), assim
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denominados quando encontrados em humanos, e os virus T-linfotrpicos de simios (STLV-
1, 2 e 3), assim denominados quando encontrados em primatas ndo humanos (WOLFE et al.,
2005).

Figura 2 — Espécies virais do género Deltaretrovirus
= Genus: Deltarefrovirus

Species: Bovine leukemia virus

Species: Prnmate T-lymphotropic virus 1

Species: FPrimate T-lymphotrapic virus 2
Species: FPrimate T-lymphotrapic virus 3

Fonte: ICTV (2019).

Atualmente, ndo existem deltaretrovirus enddgenos reconhecidos (ICTV, 2011). No
entanto, artigos recentes tém relatado a descoberta de possiveis virus endégenos do género em
morcegos (FARKASOVA et al., 2017; HRON et al., 2018) e outras espécies de mamiferos
(HRON; ELLEDER; GIFFORD, 2019). As infeccOes apresentam uma laténcia longa e estéo
associadas a células do sistema imune, principalmente linfocitos B e T, resultando em

leucemias, linfomas ou doencas neuroldgicas (ICTV, 2011).

2.2 Genoma e Proteinas Virais

O genoma dos deltaretrovirus é formado por duas moléculas idénticas de RNA fita
simples, linear e de polaridade positiva. Cada fita possui, aproximadamente, 8,3 quilobase e é
associada a uma molécula de tRNA perto da extremidade 5’ que funciona como primer no
momento da transcricdo reversa (ICTV, 2011). Assim como 0S outros retrovirus, eles
possuem quatro genes principais que codificam as proteinas estruturais e as enzimas virais:
gag, pro, pol e env (ICTV, 2011). Os membros do género Deltaretrovirus também contém
genes regulatérios relacionados a proteinas ndo estruturais importantes para a expressdo
génica e a replicacdo viral, denominadas Tax e Rex (ICTV, 2011). O BLV ainda codifica
micro-RNAs (miRNAS) e duas proteinas acessérias R3 e G4 (POLAT; TAKESHIMA; AIDA,
2017). O genoma é flanqueado nas extremidades por duas regiGes iguais chamadas de
repeticdes longas terminais (LTRS), formadas por trés partes consecutivas denominadas U3, R
e U5 (Figura 3). Na LTR 5°, a regido U3 inclui sequencias regulatorias da transcri¢do, € na
LTR 3’, aregido U3 inclui os sinais de poliadenilagdo (SCHWARTZ; LEVY, 1994).
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Figura 3 — Organizacdo genémica e estrutura da particula viral do BLV

A
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Fonte: Polat; Takeshima; Aida (2017).

Ap0s a transcricdo, um mRNA compreendendo todo o genoma serve para tradugéo
dos genes gag, pro e pol, o que resulta na formacdo de precursores poliproteicos que sdo
clivados nas proteinas do capsideo e nas enzimas virais. O gene gag codifica as proteinas
estruturais internas e ndo glicosiladas da matriz (MA — p15), do capsideo (CA — p24) e do
nucleocapsideo (NC — p12) (ICTV, 2011; SCHWARTZ; LEVY, 1994). A p15 interage tanto
com o genoma viral quanto com a bicamada lipidica da membrana viral; a p12 se liga as duas
fitas de RNA genbmico; e a p24 é a principal constituinte do capsideo viral e o principal alvo
da resposta imune do hospedeiro (YOSHINAKA et al., 1986 apud SCHWARTZ; LEVY,
1994). O gene pro codifica a protease viral, responsavel por clivar os precursores gag, pro,
pol e env e originar as proteinas maduras (KATOH et al., 1989 apud SCHWARTZ; LEVY,
1994), e o gene pol codifica a transcriptase reversa (RT), que possui atividade de DNA
polimerase dependente de RNA na por¢do N-terminal, de RNAase H na porcdo C-terminal e
de integrase (IN) (BURNY et al., 1980 apud SCHWARTZ; LEVY, 1994).

Um mRNA com um splicing traduz o gene env em uma proteina precursora das duas
proteinas do envelope: transmembrana (TM — gp30) e de superficie (SU — gp51) (ICTV,
2011; SCHWARTZ; LEVY, 1994). A gp51 é encontrada na superficie da membrana viral e
assegura o reconhecimento do receptor celular viral. A gp30 se insere na bicamada lipidica e

ancora o complexo gp51/gp30 no envelope e na membrana da célula infectada. A associagao



14

gp51/gp30 ajuda na fusdo das membranas durante a infeccdo da célula do hospedeiro e na
formag&o de sincicio (VONECHE et al., 1992 apud SCHWARTZ; LEVY, 1994).

Um mRNA com dois splicings codifica as duas proteinas regulatérias Tax e Rex, e
dois outros mMRNAs codificam as duas proteinas acessorias R3 e G4 (SCHWARTZ; LEVY,
1994). A Tax tem a funcéo de estimular o inicio da transcricdo a partir da regido U3 da LTR
5°. A U3 possui trés elementos de 21 pares de base responsivos a transativacdo da Tax. Eles
contém um ndcleo de oito pares de base (AGACGTCA, TGACGGCA ou TGACCTCA)
homologo ao elemento responsivo ao AMP ciclico (CRE). A Tax néo se liga diretamente ao
DNA, o que implica que fatores celulares nucleares sdo necessédrios para mediar a
transativagdo. Ela forma um complexo com o fator nuclear CRE-binding-protein-2 (CREB2)
e com o fator de ativacdo da transcricdo 2 (ATF-2), aumentando a afinidade deles pelo CRE
da regido U3 (WILLEMS et al., 1992 apud SCHWARTZ; LEVY, 1994). Uma mutacdo que
transforma o nucleo homologo ao CRE do genoma do BLV na sequéncia consenso do CRE
(TGACGTCA) aumenta a eficiéncia do promotor, mas prejudica a replicagdo viral, o que
sugere um mecanismo que reduz a transcricdo basal e facilita a fuga do sistema imune
(MEREZAK et al., 2001 apud BAREZ et al., 2015).

A Rex € responsavel pela regulacdo da expressdo viral através do controle pds-
transcricdo. Ela € responsavel pelo transporte de mRNAs sem ou com apenas um splicing do
nacleo para o citoplasma, favorecendo seu acumulo e seu processamento e, portanto,
regulando a sintese das proteinas estruturais. Na auséncia da Rex, apenas MRNAs com dois
splicings sdo sintetizados (DERSE, 1988 apud SCHWARTZ; LEVY, 1994). A R3 inibe e a
G4 potencializa a funcdo da Rex. As duas sdo dispensaveis para a patogénese, mas
contribuem para a manutencédo de altas cargas virais, a eficiéncia da replicacdo e a duracdo e
laténcia da doenca (FLORINS et al., 2007 apud BAREZ et al., 2015).

Os micro-RNAs virais, codificados pela RNA polimerase-Ill, sdo fortemente
expressos em células malignas e pré-leucémicas e podem ter papel no inicio e na progressdo
dos tumores (ROSEWICK et al., 2013 apud POLAT; TAKESHIMA; AIDA, 2017). Eles
interagem com proteinas importantes no processo de silenciamento de RNA e mimetizam

componentes celulares (BAREZ et al., 2015).

2.3 Replicagéo Viral

A entrada na célula hospedeira € mediada pela interacdo entre a gp51 e receptores

especificos da célula hospedeira, resultando em fusdo do envelope viral com a membrana
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plasmética. A replicacdo comecga com a transcricdo reversa do RNA do virion em cDNA,
usando o tRNA como primer para sintese de uma fita de cDNA de sentido negativo. 1sso
envolve a concomitante digestdo do RNA viral devido a atividade de RNase H da RT. Um
produto dessa hidrolise serve como primer para sintese da fita de cDNA de sentido positivo a
partir da copia de sentido negativo. Na sua forma final, a molécula de DNA fita dupla
derivada da molécula de RNA fita simples contém, nas duas pontas, as LTRs formadas por
sequéncias das extremidades 3’ (U3) e 5’ (U5) do RNA viral que flanqueiam uma sequéncia
repetida (R). O DNA retroviral se integra no DNA cromossomal do hospedeiro por um
mecanismo envolvendo a IN, formando um provirus. Ele pode se integrar em muitos locais do
genoma celular, porém, uma vez integrado, a sequéncia é aparentemente incapaz de realizar
transposicdo dentro da mesma célula. O provirus integrado é transcrito pela RNA polimerase
Il da célula infectada mediante o papel da Tax e os sinais transcricionais na LTR 5* (ICTV,
2011).

O BLYV pode replicar tanto pela formacéao de virions descendentes, o que acontece em
menor grau, como pela divisdao mitotica das células portadoras do provirus (expanséo clonal
dos linfocitos B), o que acontece em maior grau. A inser¢do do BLV no genoma celular no
estagio inicial da infeccdo favorece regides promotoras, principalmente em animais com
menos de trés anos de idade (MAEZAWA,; INOKUMA, 2020). Porém, células com alta
atividade génica sdo alvo do sistema imune do hospedeiro e séo eliminadas, o que favorece a
sobrevivéncia de células com baixa atividade génica e a instauracdo da laténcia viral
(GILLET et al., 2013). Consequentemente, a transcricdo do genoma do BLV ocorre
raramente nos linfocitos infectados, sendo que 0 mRNA viral é detectado em uma a cada 50
mil células (RADKE et al., 1992 apud BUEHRING et al., 2015), e linfocitos expressando
antigenos virais tem vida encurtada (BAREZ et al., 2015). Ou seja, a infeccdo pelo BLV €
raramente replicativa in vivo, sendo que virions ndo sdo frequentemente encontrados no
sangue periférico dos bovinos (GILLET et al., 2007). Os genes gag, pol e env sdo
frequentemente deletados durante a progressao da doenca, provavelmente como uma forma de
escapar da resposta imune do hospedeiro. Por outro lado, a delecdo das regibes LTR e Tax
raramente acontece, sendo consideradas as duas regifes mais conservadas do genoma do
BLV, sendo que a LTR apresenta maior variagdo na sequéncia de nucleotideos entre
diferentes cepas em comparacgéo a Tax (GILLET et al., 2007).
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2.4 Leucose Enzoética Bovina

O BLYV ¢ o agente etioldgico causador da Leucose Enzodtica Bovina. Os animais podem
se infectar em qualquer idade (VAHLENKAMP; CHOUDHURY; KUZMAK, 2018), e a
infeccdo pode se manifestar de trés maneiras nos bovinos: 1) Aleuquémicos (AL): a maioria
dos animais carrega o virus de forma assintomaética, sem alteragdes clinicas ou na contagem
de linfécitos totais, podendo, no entanto, apresentar uma elevacéo na proporcao de linfocitos
B/T devido ao aumento no numero de células B CD5+ IgM+ (PANEI et al., 2013 apud
POLAT; TAKESHIMA; AIDA, 2017); 2) Linfocitose Persistente (LP): 30 a 70% dos animais
desenvolvem uma proliferacdo ndo maligna de linfécitos B (VAHLENKAMP;
CHOUDHURY; KUZMAK, 2018), que resulta na elevacdo do numero de linfécitos totais e é
caracterizada pelo aumento estavel e permanente de células B CD5+ IgM+ (POLAT,;
TAKESHIMA,; AIDA, 2017). Estudos sugerem que a linfocitose persistente em bovinos é
caracterizada pelo turnover diminuido de linfécitos B, (DEBACQ et al., 2003 apud BAREZ
et al., 2015), em contraste com o aumento significativo na proliferacdo de células B sem
reducdo da morte celular observado em ovelhas infectadas (DEBACQ et al., 2002 apud
BAREZ et al., 2015); 3) Linfossarcoma de Células B: 0,1% a 10% dos animais infectados
desenvolvem tumores (VAHLENKAMP; CHOUDHURY; KUZMAK, 2018) de um a oito
anos apos a infeccdo, o que corresponde a forma clinica e mais grave da doenca, e é
geralmente vista em animais acima de dois a trés anos de idade (SCHWARTZ; LEVY, 1994).
A progressdo da doenca estd associada a fatores genéticos como a diminui¢do na
expressdao do Fator de Necrose Tumoral alpha (TNF-a) pela célula infectada, o que ¢
consequéncia de um polimorfismo na regido promotora do gene (KONNAI et al., 2006), e a
presenca do gene BoLa (JULIARENA et al., 2016). Os tumores se originam do acumulo
mono ou oligoclonal de linfocitos B CD5+ IgM+, e podem afetar um ou mais linfonodos
superficiais ou profundos, resultando numa linfoadenomegalia consideravel, além de induzir
ruptura do baco (POLAT; TAKESHIMA; AIDA, 2017). Células neoplésicas também podem
se infiltrar em outros locais como abomaso, coracgdo, intestino, rins, pulméo, figado, Utero
(VAHLENKAMP; CHOUDHURY; KUZMAK, 2018) e glandula mamaria (BUEHRING;
KRAMME; SCHULTZ, 1994), o que faz com que os sinais clinicos sejam dependentes do(s)
local(ais) de desenvolvimento dos tumores.
Os animais infectados clinicamente normais podem exibir certo grau de desregulacao
imunoldgica que leva a perdas econémicas por diversos motivos (POLAT; TAKESHIMA;
AIDA, 2017), como aumento na incidéncia de doencas infecciosas (SANDEYV et al., 2004
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apud POLAT; TAKESHIMA; AIDA, 2017), diminuicdo na producdo de leite (2,7% de
reducdo em comparacdo a animais negativos) (OTT et al., 2003 apud VAHLENKAMP;
CHOUDHURY; KUZMAK, 2018), imunidade protetora reduzida apds vacinacdo (FRIE et
al., 2016 apud VAHLENKAMP; CHOUDHURY; KUZMAK, 2018) e ineficiéncia
reprodutiva (taxa de concep¢do 7% menor) (VAHLENKAMP; CHOUDHURY; KUZMAK,
2018). Ainda que as alteragfes causadas pelo BLV estejam majoritariamente relacionadas
com os linfocitos B, principalmente CD5+ IgM+, o virus pode infectar outras populacdes
celulares do sistema imune, como linfécitos T CD2+, CD3+, CD4+, CD8+, e /8, mondcitos e
granuldcitos no sangue periférico e nos tecidos linfoides (SCHWARTZ et al., 1994), além de
células epiteliais mamérias (BUEHRING; KRAMME; SCHULTZ, 1994) e células endoteliais
(NAGY, 2014).

A viremia é detectavel apenas durante as primeiras duas semanas de infeccdo
(PORTETELLE et al., 1978 apud SCHWARTZ; LEVY, 1994), e os bovinos desenvolvem
resposta sorolégica a proteinas do envelope e do capsideo viral apds duas a trés semanas, a
qual permanece detectavel por toda a vida do animal (JIMBA et al., 2012 apud
VAHLENKAMP; CHOUDHURY; KUZMAK, 2018). Anticorpos contra as proteinas
regulatorias Tax e Rex também podem ser encontrados (POWERS et al., 1991 apud
SCHWARTZ; LEVY, 1994). Os anticorpos podem ser detectados no soro e no leite do animal
(POLAT; TAKESHIMA; AIDA, 2017).

2.5 Transmissao Viral

A infeccdo natural pelo BLV ocorre em bovinos, bdfalos, capivaras (VAHLENKAMP;
CHOUDHURY; KUZMAK, 2018) e alpacas (LEE, L. C. et al., 2012). Ovelhas sdo
extremamente sensiveis a infeccdo experimental e desenvolvem linfossarcomas em mais de
90% dos casos, de seis meses a sete anos apds a infeccdo (SCHWARTZ; LEVY, 1994).
Cabras, coelhos, ratos, porcos, cées, gatos, veados, antilopes, porquinhos-da-india, macacos-
rhesus e chimpanzés também podem ser infectados experimentalmente e apresentar uma
resposta humoral persistente (SCHWARTZ; LEVY, 1994; VAHLENKAMP;
CHOUDHURY; KUZMAK, 2018)). Galinhas infectadas no nascimento podem desenvolver
leucemia e ter o genoma do BLV nas células tumorais, mas ndo apresentam soroconversao
detectavel (ALTANEROVA et al., 1990 apud SCHWARTZ; LEVY, 1994). Células humanas
sdo suscetiveis a infeccdo in vitro (DIGLIO; FERRER, 1976).
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A transmissdo do BLV depende da transferéncia das células infectadas de um animal
acometido para um animal ndo infectado, as quais estdo presentes no sangue, nos tumores e
em varios fluidos corporais, como fluidos nasal e bronquial, saliva, colostro, leite e sémen
(VAHLENKAMP; CHOUDHURY; KUZMAK, 2018). A contaminacdo do animal ocorre
majoritariamente de forma iatrogénica, através de agulhas, luvas e equipamentos cirdrgicos
contaminados com sangue infectado, quando os animais s&o manipulados sem o respeito das
recomendacdes de higiene em procedimentos de injecdo, descorna, colocacdo de brinco e
palpacéo retal (BURRIDGE; THURMOND, 1981 apud. SCHWARTZ; LEVY, 1994). Insetos
sugadores de sangue, especialmente tabanideos, podem transmitir o virus mecanicamente
(VAHLENKAMP; CHOUDHURY; KUZMAK, 2018). SecrecGes nasais e bronquiais
contendo células infectadas podem ser uma fonte de infec¢do, especialmente em
confinamento e/ou em ambientes de superlotacdo, e bezerros podem se infectar dentro do
Utero durante a segunda metade da gestacdo (BURRIDGE; THURMOND, 1981 apud.
SCHWARTZ; LEVY, 1994). Apesar de antigenos virais e de DNA proviral serem detectados
no sémen e na saliva, a infeccdo natural através dessas secrecGes ndo foi claramente
demonstrada (VAHLENKAMP; CHOUDHURY; KUZMAK, 2018).

Tanto o colostro como o leite podem conter o BLV (FERRER; KENYON; GUPTA, 1981,
GUTIERREZ et al., 2015) e ser responsaveis pela infeccdo de animais lactentes (ROMERO;
CRUZ; ROWE, 1983). No entanto, a transmissdo estd relacionada com a quantidade de
anticorpos neutralizantes anti-BLV provenientes da mée presente nos dois e com a efetiva
imunidade passiva adquirida através da amamentacdo, que podem diminuir a susceptibilidade
dos animais a essa rota de infeccdo (FERRER; PIPER, 1981). A relacdo entre a quantidade de
virus e a quantidade de anticorpos presentes no leite e no colostro € incerta, com estudos
demonstrando ser tanto diretamente como inversamente proporcional (GUTIERREZ et al.,
2015; JAWORSKI et al., 2016). No caso do sangue, ja foi demonstrada que a quantidade de
provirus no soro dos animais infectados esta diretamente relacionada com a quantidade de
provirus identificada tanto no leite como no colostro (GUTIERREZ et al., 2015;
WATANUKI et al., 2019).

2.6 Gendtipos Virais
Para a classificacdo dos virus em genotipos, a regido do gene env que codifica a gp51

tem sido amplamente utilizada na realizacdo de andlises filogenéticas do BLV devido as suas
importantes fungdes biologicas (POLAT; TAKESHIMA; AIDA, 2017), além de ser um dos
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principais alvos dos anticorpos neutralizantes (PORTETELLE et al., 1989 apud POLAT,
TAKESHIMA,; AIDA, 2017). Atualmente, sdo descritos dez gendtipos do BLV baseados em
sequéncias parciais ou totais da regido gendmica da gp51 (Figura 4), nomeados de gendtipo-1
(G1) até genotipo-10 (G10) (POLAT; TAKESHIMA,; AIDA, 2017). Estudos mais recentes
utilizaram sequéncias completas de cepas de BLV para realizacdo de analises filogenéticas e
observaram que elas clusterizaram em seis (-1, -2, -4, -6, -9 e -10) dos dez genotipos ja
estabelecidos, além de demonstrar que cada genotipo do BLV codifica substituicdes
especificas de aminoacidos em ambas regiGes estruturais e ndo estruturais do genoma
(POLAT; TAKESHIMA; AIDA, 2017).

Figura 4 — Arvore filogenética dos 10 gen6tipos descritos para

0 BLV baseada em sequéncias parciais do gene env
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O G1 é o mais prevalente e é distribuido em quase todos os continentes (POLAT;
TAKESHIMA,; AIDA, 2017). O primeiro caso de leucose enzo6tica bovina foi descrito em
1871 no leste da Prussia, atualmente Klaipeda na Lituania, e, a partir dai, o virus foi
introduzido em outros paises através do comércio de animais infectados (EPAHW, 2015 apud
POLAT; TAKESHIMA,; AIDA, 2017). Na Europa, cinco genotipos j& foram detectados (-1, -
3, -4, -7 e -8). Na Oceania, apenas 0 G1 foi detectado na Australia. Na América do Norte, 0s
gendtipos-1, -3 e -4 foram detectados. Na América Central, apenas os genotipos-1 e -5 foram
detectados na Costa Rica. Um grande nimero de genotipos foi detectado na América do Sul (-
1,-2, -4, -5, -6, -7 e -9), sendo que no Brasil ja foram identificados os genétipos-1, -2, -5, -6 e
-7. Por fim, na Asia, sete gen6tipos foram detectados (-1, -2, -3, -4, -6, -7 e -10) (POLAT;
TAKESHIMA,; AIDA, 2017).

2.7 Frequéncia Populacional do BLV

O BLV esté distribuido mundialmente, tendo se espalhado por todos os continentes
através do comércio animal. Alguns paises da Europa implementaram programas de
erradicacdo do virus durante o século XX, como Dinamarca, Finlandia, Suica e Holanda, e,
atualmente, sdo considerados livres do BLV (POLAT; TAKESHIMA; AIDA, 2017).
Entretanto, em certos paises como Itélia, Portugal, Grécia e Bulgéria, o virus ainda esta
presente, mas a doenca é ausente ou limitada a areas especificas. Estratégias nacionais de
controle e erradicacdo também foram impostas na Nova Zelandia e na Australia, e ambas sdo
livres da doencga nos rebanhos leiteiros (POLAT; TAKESHIMA,; AIDA, 2017). Nos Estados
Unidos, é estimado que 84% dos rebanhos de leite e 39% dos rebanhos de corte estejam
infectados (POLAT; TAKESHIMA; AIDA, 2017). Na América do Sul, a frequéncia do BLV
é relativamente alta, e a doenca ocorre em quase todos os paises. No Brasil, os resultados de
ensaios sorologicos pesquisando anticorpos anti-BLV variam muito entre os diferentes
estados, sendo que eles foram encontrados em 56,34% dos animais de rebanhos no Parana
(DE BARROS FILHO et al., 2010), em 41% na Bahia (MATOS; BIRGEL JUNIOR;
BIRGEL, 2005), em 32,1% em Pernambuco (MENDES et al.,, 2011), e em 61,5% de
propriedades no Rio Grande do Sul (FRANDOLOSO et al., 2008). Na Asia, 0 virus circula
nos rebanhos de diversos paises, incluindo China, Japao, Coreia do Sul e Tailandia, e, no
Oriente Médio, a prevaléncia do BLV é relativamente baixa (POLAT; TAKESHIMA; AIDA,
2017).
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3 CANCER DE MAMA EM MULHERES

O cancer de mama é o tipo de cancer mais comum em mulheres no mundo, atingindo
2,1 milhdes de mulheres todo ano (WHO, 2020a). Em 2018, foi estimado que 627 mil
mulheres tenham morrido da doenca, o que representa 15% das mortes relacionadas a cancer
em mulheres no mundo (WHO, 2020a). Em 2020, € estimada que a incidéncia do cancer na
populacdo das Américas seja de 12,2%, a maior incidéncia entre todos os tipos de cancer no
continente (WHO, 2020b).

No Brasil, os dbitos por cancer de mama, notificados e confirmados, em mulheres em
2018 foram 17.572, o que representa o maior percentual de oObitos (16,4%) relacionado a
cancer em mulheres. A estimativa de incidéncia da doenca em mulheres para 2020 é de
66.280 mil casos, correspondendo a 29,7% entre todos os tipos de cancer, exceto o cancer de
pele ndo melanoma (Figura 5) (INCA, 2020). Quando analisadas as taxas de mortalidade
relacionadas ao cancer de mama em mulheres de 1980 até 2016, foi evidenciado um aumento
de 33,6% nos 35 anos de observacao (Figura 6). Essa tendéncia de aumento é verificada em
todas as regibes do Brasil, sendo que Sul e Sudeste apresentam os valores mais elevados
(INCA, 2019).

Figura 5 — Estimativa da incidéncia de casos de cancer para 2020 em mulheres no

Brasil

| Localizagdo Primaria ‘ Casos Novos ‘ % ‘
Mama feminina 66.280 297
Colon e Reto 20.470 9,2
Colo do utero 16.710 7.5
Traqueia, Brénquio e Pulmdo 12 440 56
Glandula Tireoide 11.930 5.4
Estdmago 7.870 S
Ovario 6.650 3.0
Corpo do Gtero 6.540 29
Linfoma ndo-Hodgkin 5.450 2.4
Sistema Nervoso Central 5.230 2.3
Todas as Neoplasias, exceto pele ndo melanoma 223.110 100,0
Todas as Neoplasias 316.280

Fonte: INCA (2020).
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Figura 6 — Evolugéo da taxa de mortalidade de cancer de mama em mulheres no Brasil
entre 1980 e 2016
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Fonte: INCA (2019).

O cancer de mama pode ser classificado em tipos e subtipos. Com relagdo aos tipos,
existem dois: in situ, que corresponde ao carcinoma ductal in situ, um precursor do cancer
invasivo, e representa 16% dos canceres de mama; e invasivo, que representa 81% dos
canceres de mama (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). Antigamente, o carcinoma
lobular in situ, ou neoplasia lobular, também era considerado como parte do tipo in situ,
porém sua condicdo benigna, apesar de associada a um maior fator de risco para
desenvolvimento de cancer de mama, ndo apresenta potencial de progressdo para um tipo
invasivo, por isso ele foi excluido de alguns sistemas de estadiamento (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2019).

Com relacdo aos subtipos, existem os histolégicos e os moleculares. Os subtipos
histoldgicos sdo classificados com base no tamanho, na forma e na disposi¢do celular do
tumor, e existem, pelo menos, vinte e um, dentre 0s quais o carcinoma lobular infiltrante é o
mais comum (15%), sendo que mais de 75% dos canceres de mama invasivos S&o
classificados histologicamente como “ndo especificados” (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2019). Os subtipos moleculares sdo determinados pela analise da expressdo
génica, a qual é predita de forma aproximada através de processos rotineiros de
imunohistoquimica para avaliacdo de marcadores bioldgicos, tais como: a presenga de
receptores hormonais (HR) de estrogeno (ER) e/ou progesterona (PR); de receptores tipo 2 do
fator de crescimento epidérmico humano (HERZ2); e do marcador de proliferacéo celular Ki67
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). Existem quatro subtipos moleculares: luminal A
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(HR+/HER2-), o mais comum, que tende a ter crescimento lento e ser menos agressivo do que
0s outros subtipos e a estar associado com os progndsticos mais favoraveis por ser responsivo
a terapias hormonais; o luminal B (HR+/HER2+), o qual foi originalmente caracterizado
como sempre sendo positivo para HER2, mas atualmente foi constatado como sendo
altamente positivo para HER2 e/ou para a proteina Ki67, e tem progndéstico pior do que o
luminal A; o basal-like (HR-/HER2-), também chamado de triplo-negativo (ER-, PR- e
HER2-), tendo o pior prognostico entre todos os subtipos, pois 0s métodos de tratamento nédo
avancaram tanto para ele quanto para os outros; e o HER2-enriched (HR-/HER2+), que, no
passado, tinha o pior prognostico, porém o uso disseminado de terapias especificas para esse
subtipo melhorou significativamente o resultado das pacientes. A avaliagdo do subtipo
molecular ¢ muito importante para predicdo da resposta a terapias especificas e do
prognostico da doenca (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

Além disso, outra analise genética importante relacionada ao cancer de mama é a
avaliacdo de mutacdes nos genes breast cancer 1 (BRCAL) e breast cancer 2 (BRCA2), que
podem levar a sindrome hereditaria de cancer de mama e ovario. Eles estdo envolvidos na
manutencdo da estabilidade do DNA e as mutacdes elevam em até 80% o risco de
desenvolvimento de cancer de mama (EASTON; FORD; BISHOP, 1995 apud INCA, 2019).
Somente 10%, aproximadamente, dos casos de cancer de mama pode ser atribuido as
mutacdes nos genes BRCA 1 e 2 (APOSTOLOU; FOSTIRA, 2013 apud INCA, 2019). Além
de variacOes genéticas, existem outros fatores de risco bem estabelecidos que contribuem para
o desenvolvimento da doenca, entre 0s quais estdo: idade maior de 65 anos; alteracbes no
tecido mamario, como carcinoma ductal in situ, carcinoma lobular in situ, hiperplasia atipica e
aumento de densidade; niveis altos de horménios endégenos pré ou pds-menopausa; Uso
recente de contraceptivos hormonais; uso recente e prolongado de terapia hormonal na
menopausa; histérico pessoal de cancer de ovario ou de endométrio; um ou mais parentes em
primeiro grau com céancer de mama; consumo de alcool; obesidade e sobrepeso; falta de
atividade fisica; nunca ter engravidado ou amamentado; e idade maior de 30 anos na primeira
gestacdo (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).
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4 VIRUS E CANCER EM HUMANOS

O papel significativo dos virus no cancer foi finalmente reconhecido na segunda
metade do século XX, apds varios virus causadores de tumor de roedores serem descobertos
(RONIT; SHOU-JIANG, 2011). Atualmente, sete virus sdo classificados no Grupo 1 de
carcinogénicos para humanos pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC):
virus Epstein Barr (EBV), associado ao Linfoma de Burkitt e a carcinoma nasofaringeal; virus
da hepatite B (HBV) e da hepatite C (HCV), associados a carcinoma hepatocelular;
papilomavirus humano (HPV), especificamente os tipos 16, 18, 31, 35, 39, 45, 51, ,52, 56, 58
e 59, associado a cancer cervical; virus T-linfotropico humano tipo 1 (HTLV-1), associado a
leucemia e linfoma; herpesvirus humano 8 (HHV-8), associado ao sarcoma de Kaposi; e virus
da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), associado, direta ou indiretamente, a diversos
tipos de cancer (IARC, 2012). O HBV, o HCV e o HPV, junto com a bactéria Helicobacter
pilori, sdo responsaveis por mais de 90% dos canceres infecciosos no mundo (PLUMMER et
al., 2016 apud DE MARTEL et al., 2020). E estimado que 12% de todos os casos de cancer
em humanos seja atribuido a virus, com uma proporcao maior em paises em desenvolvimento
(PARKIN, 2006 apud RONIT; SHOU-JIANG, 2011). Pela dificuldade de acumular
evidéncias suficientes que estabelecam uma associacéo causal entre cancer e qualquer virus, é
provavel que esse percentual seja subestimado (MARTEL; FRANCESCHI, 2009 apud
RONIT; SHOU-JIANG, 2011).

A ideia de virus como causadores de cancer de mama foi introduzida em 1936, quando
um pesquisador observou que o leite de ratas continha um fator desconhecido que causava
tumores mamarios nos seus filhotes quando crescidos (BITTNER, 1936). O fator
desconhecido foi identificado como o virus do tumor mamario de ratos (MMTV). Ele é um
virus da familia Retroviridae e do género Betaretrovirus transmitido através das células
germinativas e do leite da mée para os filhotes, sendo um agente etiolégico bem estabelecido
para tumores de mama em ratos (LAWSON; HENG, 2010). O MMTYV ja foi identificado em
cancer de mama em mulheres, porém seu papel no desenvolvimento da doenca ainda é
desconhecido (WANG et al., 1995; LAWSON et al., 2018). Outros virus sabidamente
causadores de cancer que ja foram identificados em tumores mamarios de mulheres, e podem
ou nao ter alguma relagdo com o seu aparecimento, séo o HPV, o0 EBV e 0 BLV (LAWSON,;
HENG, 2010).
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5 BLV EM HUMANOS

O BLV foi isolado pela primeira vez em 1964 (MILLER et al., 1969) a partir de
bovinos, e, por vérios anos, estudos tentaram identificar se ele era infeccioso ou ndo para
humanos. Nos anos 1970 e 1980, muitos experimentos foram realizados para tentar detectar
anticorpos anti-BLV em soro humano, grande parte utilizando as técnicas de imunodifusdo
em gel de agar (AGID) e fixacdo do complemento, e todos tiverem resultados inconclusivos
ou negativos. Isso construiu e difundiu a opinido de que o BLV ndo é infeccioso para
humanos e nenhuma doenca humana pode ser atribuida a ele (BUEHRING; PHILPOTT;
CHOI, 2003).

Hoje em dia, sabe-se que as técnicas mencionadas sdo muito pouco sensiveis
comparadas a técnicas mais modernas, e que bovinos negativos para anticorpos anti-BLV no
AGID podem ser positivos em outros ensaios, immunoblotting (GROVER,;
GUILLEMAIN, 1992 apud BUEHRING; PHILPOTT; CHOI, 2003) e ELISA (HAVE;
HOFF-JORGENSEN, 1991 apud BUEHRING; PHILPOTT; CHOI, 2003). A partir dos anos

2000, diversos estudos tiveram éxito em identificar a exposicdo dos humanos ao virus, seja

como

através da deteccao de anticorpos séricos anti-BLV ou de DNA e proteinas virais em células e
tecidos humanos. Na Tabela 1, é apresentado um resumo de alguns dos resultados obtidos,
sobre os quais discorrem as proximas sessdes. Tais experimentos tentaram demonstrar apenas
contato com o virus, sem implicar seu envolvimento em nenhuma doenga. As tentativas de
relacionar a presenca do BLV com alguma patologia, especialmente o cancer de mama em

mulheres, serdo apresentadas na sequéncia deste documento.

Tabela 1 — Experimentos realizados para deteccdo de anticorpos anti-BLV, DNA ou proteinas virais

em amostras humanas

. NUmero de | Alvo e Tipo de L Resultado A
Ano Pais Técnica . Referéncia
Amostras Amostra Positivo
Am'corzszsofg“'pm Immunoblotting 191 BUEHRING;
2003 Estados Unidos 275 Anticornos anti-ao5. PHILPOTT;
P gp AGID 0 CHOI, 2003
Nno soro
2013 Colombia 106 Gene gag no tecido PCR 43 GIOVANNA et
mamario al., 2013
_ 219 Gene Tax no tecido | Nested in situ PCR 97 BUEHRING et
2014 Estados Unidos mamario al. 2014
215 Antigero p24 no Imunohistoquimica 12 v
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tecido mamério
2019 Brasil 1500 Anticorpos anti-gp51 ' ELISA. 211500 SCHWINGEL
no soro (kit comercial) etal., 2019
envnos eucstos | NS PO %
2019 Estados Unidos 95 sanguineos BUEHRING et
Anticorpos anti-p24 30 (19G) al., 2019
ng - P ELISA indireto 55 (IgM)
30 (IgA)
KHALILIAN;
x Genes Tax e gag no 60 (Tax) HOSSEINI,
2019 Ira 200 tecido mamario Nested PCR 16 (gag) | MADADGAR,
2019

Fonte: O préprio autor (2020).

5.1 Detec¢do de Anticorpos Séricos Anti-BLV

Em 2003, um estudo da pesquisadora e doutora estadunidense Gertrude C. Buehring e
colaboradores utilizou a técnica de immunoblotting para testar 275 soros humanos para quatro
isotipos de anticorpos (19G1 23, IgA, 1IgM e 1gG,4) contra o antigeno p24 do BLV e obteve 191
positivos (74,3%). Entre os quatro isotipos identificados, o mais frequente foi 1gG4 (40,9%) e
0 menos frequente foi IgM (31,1%). A amostragem utilizada, constituida de individuos
adultos, foi de conveniéncia sem a intencdo de ser representativa da populacdo geral, e 0s
resultados do immunoblotting foram comparados com os resultados de AGID realizado nas
mesmas amostras. Nenhum soro humano testado foi positivo para anticorpos anti-BLV na
técnica de AGID, enquanto alguns soros bovinos utilizados como controle foram. O estudo
discute que isso se deve, possivelmente, ao fato de o AGID utilizar como antigeno a
glicoproteina do envelope gp51, enquanto o immunobloting utiliza a proteina do capsideo
p24, e talvez a resposta humana a gp51 nédo seja tdo intensa quanto a resposta dos bovinos, por
isso ndo teriam um titulo de anticorpos suficientemente alto para ser detectado pela primeira
técnica (BUEHRING; PHILPOTT; CHOI, 2003).

Em 2019, um estudo feito no sul do Brasil (SCHWINGEL et al., 2019) teve como um
de seus objetivos identificar se anticorpos anti-BLV circulavam em doadores de sangue
saudaveis na regido. Um total de 1500 soros provenientes de um banco de doacdo de sangue
foram analisados para a presenca de anticorpos anti-gp51 através de um kit comercial de
ELISA comumente utilizado para amostras bovinas, porém ndo espécie-especifico. Apenas
dois soros foram considerados positivos, o que pode ser devido a alguns fatores: a gp51 esta
sujeita a variacOes entre as cepas virais, ou seja, 0 epitopo alvo do kit de ELISA utilizado
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pode ndo estar presente no BLV circulante na regido e, portanto, os soros analisados néo
continham anticorpos especificos para ele; e os epitopos da gp51 reconhecidos pelo sistema
imune dos humanos podem ser diferentes dos reconhecidos pelo sistema imune dos bovinos.

No mesmo ano, foi publicado outro estudo de Buehring et al. (2019) no qual o plasma
de 95 mulheres foi utilizado para a realizacdo de ELISA indireto para identificagcdo de trés
isotipos (1gG, IgM e IgA) de anticorpos anti-p24. As frequéncias de plasmas positivos foram:
1gG = 30/95 (32%), IgM= 55/95 (58%) e IgA = 30/95 (32%). Os resultados do ELISA foram
consistentes com o estudo anterior que utilizou immunoblotting. E sabido que a transcri¢éo do
genoma do BLV é responsiva a hormonios (em fases reprodutivas em que os hormonios estéo
mais elevados, teria maior expressdo dos antigenos virais, portanto, maior resposta
imunoldgica), mas no estudo ndo foi possivel relacionar a presenca de anticorpos com a fase
reprodutiva em que as pacientes se encontravam na época da coleta de sangue, pois eles ndo
tiveram acesso a esse dado. Segundo o artigo, no caso do BLV, existem desvantagens em
depender apenas da deteccdo de anticorpos para provar infeccdo, visto que a proteina p24
pode ndo ser expressa (BUEHRING et al., 2019). Linfocitos contendo o provirus néo
produzem virions ou expressam o0s antigenos do BLV frequentemente (BUEHRING;
PHILPOTT,; CHOI, 2003).

5.2 Detec¢do do BLV no Tecido Mamario

O estudo de Buehring e colaboradores (2003) foi a primeira deteccdo bem sucedida e
confidvel de anticorpos anti-BLV em humanos e foi o ponto de partida para pesquisas
subsequentes sobre o possivel carater zoon6tico do BLV. Ele confirma a exposi¢do humana
ao virus e a producdo de uma resposta imune, mas ndo prova gque houve infeccao, visto que o
contato pode ter sido com particulas ndo infecciosas em produtos de origem bovina (carne,
leite e derivados). Sendo assim, muitos estudos surgiram depois com o objetivo de identificar
a presenca do DNA do BLV em humanos e confirmar infeccdo. Levando em consideracao a
habilidade do BLV de infectar a glandula mamaria de vacas (BUEHRING; KRAMME;
SCHULTZ, 1994), alem de resultados de estudos que demonstram a infeccdo do tecido
mamario humano por um retrovirus oncogénico de ratos, 0 MMTV (WANG et al., 1995), a
maioria dos trabalhos pesquisou 0 BLV em amostras de tecido de mama de mulheres.

Em 2013, um estudo na Coldmbia (GIOVANNA et al., 2013) foi feito em
continuidade a outro trabalho realizado pelo mesmo grupo de pesquisa anos antes

demonstrando a presenca da proteina gp51 do BLV em tecido de cancer mamario (OCHOA-
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CRUZ; URIBE; GUTIERREZ, 2006 apud GIOVANNA et al., 2013). Os pesquisadores
utilizaram a técnica de PCR convencional para amplificar um fragmento do gene viral gag,
caracterizado pelos autores como muito conservado e Util em termos de sensibilidade e
especificidade para o tipo de estudo feito, em 106 amostras de tecido mamario humano com
diagnéstico confirmado ou presuntivo (53) e sem diagndstico (53) de cancer de mama. Do
total, 43 amostras (40,5%) foram consideradas positivas, sendo 19 com cancer e 24 sem
cancer. O sequenciamento de 26 amostras positivas e a construcdo de uma arvore filogenética
revelou relacdo proxima das sequéncias encontradas com sequéncias isoladas a partir de
bovinos.

Em 2014, Buehring et al. realizaram um estudo para investigar a infecgdo do virus em
tecidos humanos. Os autores ressaltam que utilizaram tecido mamario porque, nos bovinos,
tanto o DNA como o antigeno p24 do BLV foram identificados na glandula mamaria, ao
passo que nos linfécitos s6 foi identificado DNA (BUEHRING; KRAMME; SCHULTZ,
1994). Foram utilizadas técnicas de nested in situ PCR (IS-PCR), nested liquid-phase PCR
(L-PCR) e imunohistoquimica, e as amostras foram obtidas sem considerar idade, raca ou
diagnostico. A IS-PCR foi realizada para identificar qual tipo celular era positivo para o BLV
dentro do tecido mamario e teve como alvo um segmento do gene Tax, 0 mais conservado do
genoma viral. Das 219 amostras testadas, 97 (44%) foram positivas, e o local de amplificacao
foi o epitélio mamario secretorio (Figura 7). Cinco amostras positivas foram submetidas a L-
PCR para cinco regides do genoma (LTR, gag, pol, env e Tax), a fim de melhor analisar a
sequéncia genética do virus. Todas foram positivas para as regides LTR e Tax, as duas mais
conservadas, ao passo que nao foi possivel amplificar os segmentos dos genes gag, pol e env
em algumas.

O estudo discute que isso é consistente com resultados reportados para ambos o BLV
(GILLET et al., 2007) e o0 HTLV-1 (KAMIHIRA et al., 2005), onde foram observadas
delecdes dessas regides em isolados de bovinos e de pacientes humanos com leucemia,
provavelmente como um mecanismo do virus de escapar da resposta imune. As sequéncias
das cinco amostras tiveram alta identidade com sequéncias de BLV detectadas em bovinos e
diferiram muito pouco da sequéncia referéncia utilizada, proveniente de um isolado de
bovino. Isso é consistente com a caracteristica dos deltaretrovirus de permanecer em laténcia,
0 que diminui a frequéncia de mutacGes e, portanto, a variabilidade nos nucleotideos
(BUEHRING et al., 2014).
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Figura 7 — Resultados da IS-PCR para um fragmento do
gene Tax e da imunohistoquimica para o
antigeno p24 do BLV em amostras de

tecido mamario de mulheres
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A: & esquerda, amplificagdo bem sucedida de um fragmento do
gene Tax do BLV por IS-PCR dentro das células epiteliais
mamarias de uma paciente, evidenciada pela cor marrom escura; a
direita, auséncia de amplificagdo na mesma amostra devido a
auséncia de primers na rea¢do, mostrando que o resultado néo foi
falso positivo em virtude de fatores inerentes ao tecido. B: a
esquerda, reacdo positiva das células epiteliais mamarias de uma
paciente a presen¢a de anticorpos monoclonais anti-p24 do BLV
na imunohistoquimica, indicada pela cor marrom escura; a direita,
auséncia de reacdo na mesma amostra devido a auséncia dos
anticorpos primarios no teste, mostrando que o resultado ndo foi
falso positivo em virtude de fatores inerentes ao tecido.

Fonte: Adaptado de Buehring et al. (2014).

Também foi realizada imunohistoquimica para o antigeno p24 do BLV em 215 tecidos
mamario, a fim de identificar expressdo de proteinas virais (BUEHRING et al., 2014). Foram
utilizados anticorpos monoclonais de camundongo anti-p24, e apenas 12 amostras foram
positivas (6%). A proteina foi detectada nos ductos e l6bulos do epitélio mamario secretorio
(Figura 7). Esse resultado também é consistente com a caracteristica do BLV de permanecer
em laténcia, porém sugere que a replicacdo viral pode ocorrer em algumas pessoas. Para
garantir a confiabilidade dos resultados, todos os primers usados para as cinco regides do
genoma foram testados para outros retrovirus, tanto de mamiferos como de aves, e para virus
humanos exogenos e enddgenos ja identificados no tecido mamario, ndo sendo observada

amplificagdo. Os anticorpos monoclonais anti-p24 também foram testados para reatividade



30

cruzada com diversos virus encontrados em tecidos humanos, a qual ndo foi observada.
Segundo os autores, 0s resultados ndo sdo surpreendes, visto que é sabido que muitos virus,
incluindo o BLV, cruzam a barreira entre espécies naturalmente, e resta saber qual a forma de
infeccdo para humanos, o qudo frequente ela é e se estd associada a alguma doenca
(BUEHRING et al., 2014).

Em 2019, um estudo foi feito no Ird (KHALILIAN; HOSSEINI; MADADGAR, 2019)
com o objetivo de determinar se mulheres do pais tinham DNA do BLV presente no tecido da
mama. Foram analisadas 200 amostras de tecido mamario, divididos em 172 malignos, 8 nao-
malignos (tecidos com adenose, papiloma ou pés-quimioterapia) e 20 ndo-tumorais (sem
alteracbes). A técnica utilizada foi nested PCR para amplificacdo de fragmentos de duas
regides do genoma, Tax e gag, com primers desenhados pelos autores. Os resultados obtidos

foram 30% (60/200) de positivos para 0 gene Tax e 8% (16/200) de positivos para 0 gene gag.

5.3 Detecgédo do BLV no Sangue

Baseado na predominancia do BLV em leucdcitos sanguineos de bovinos infectados e sua
transmissdo pelo sague para outros bovinos, o estudo de Buehring et al. (2019) que
identificou anticorpos anti-p24 no plasma de mulheres, também teve como objetivo
determinar se 0 BLV é presente nos leucocitos sanguineos humanos também, além do tecido
mamario. A amostra foi composta pelo sangue de 95 mulheres que compareceram ao hospital
por diversos motivos, os quais foram centrifugados e a camada de leucdcitos e o plasma
foram coletados. A camada de leucdcitos foi utilizada para realizacdo de nested PCR para
quatro regides do genoma do BLV (LTR, Tax, gag e env), e 36 amostras (38%) foram
positivas para pelo menos uma delas. A regido LTR teve o maior nimero de positivos
(22/95), seguida pela Tax (21/95) e, por ultimo, a gag (12/95), sendo que os dados da regido
env ndo foram divulgados.

As amostras positivas para a LTR foram sequenciadas pelo fato de ser uma regido bem
conservada, mas ter o maior grau de variagéo entre as duas regides mais conservadas, LTR e
Tax, e por ter tido maior nimero de positivos. As sequéncias resultantes foram iguais ou
muito similares a sequéncia referéncia utilizada, proveniente de um bovino. Os resultados
condizem com os estudos anteriores que identificaram BLV em tecido mamario humano, e
sugerem que leucocitos e/ou plaquetas sdao também passiveis de infeccdo. O estudo levanta a
possibilidade de o BLV estar envolvido em outros tipos de céncer, corroborando com

resultados que identificaram o BLV em cancer de pulmdo humano, visto que celulas
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contaminadas podem circular pelo corpo e atingir outros Orgdos e transmitir o virus
(BUEHRING et al., 2019).

Também em 2019, o estudo iraniano (KHALILIAN; HOSSEINI; MADADGAR, 2019)
que identificou o BLV em mulheres do pais, além de testar tecidos mamarios para a presenca
do DNA viral, objetivou determinar se ele estava presente no sangue. Foram analisadas 200
amostras de sangue de mulheres pela mesma técnica de nested PCR utilizada nas amostras
mamarias, e 0 DNA viral foi detectado em 33 deles (16,5%), sendo que os resultados para

cada uma das duas regides analisadas nao foram divulgados.

5.4 Auséncia de Deteccédo do BLV

Em 2016, Zhang et al. publicou os resultados de experimentos realizados para
identificar a presenca do DNA do BLV no sangue e no tecido mamario de mulheres com
cancer de mama e no sangue de mulheres sem cancer de mama na China. Foram feitas oito
reacOes de PCR diferentes, todas anteriormente publicadas na literatura cientifica, e nenhuma
amostra de sangue ou de tecido mamario tanto de mulheres com como sem céancer deu
positiva. Também foram feitos testes para deteccdo de anticorpos anti-BLV nas mesmas
amostras humanas com um kit comercial de ELISA, e todos foram negativos. O estudo
conclui que ndo ha evidéncia do BLV infectando mulheres com e sem cancer de mama na
China (ZHANG et al.,, 2016). No entanto, Buehring (2017) publicou uma resposta
questionando os resultados apresentados devido a possiveis falhas nos métodos empregados.
Visto que o kit comercial de ELISA utilizado € especifico para bovinos, que apresentam
titulos de anticorpos ao BLV mais altos do que 0s humanos, e que ndo havia detalhamento
necessario sobre o processamento das amostras e as reacdes de PCR realizadas para permitir
uma andlise precisa, a conclusdo da publicacdo ndo poderia ser feita baseada na metodologia
utilizada (BUEHRING, 2017).

No mesmo ano, um estudo (GILLET; WILLEMS, 2016) avaliou a presenca do
provirus integrado do BLV em bidpsias de tumores de mama. Foram avaliadas 51 amostras de
cancer de mama provenientes dos Estados Unidos, México e Vietnam através do
sequenciamento completo do genoma das células tumorais, e ndo foram encontradas
evidéncias da insercdo do DNA viral. Anos depois, um estudo feito no Japéo (SAITO et al.,
2020) teve como objetivo identificar o BLV em linhagens de células sanguineas humanas e de
células de cancer humanas através de PCR. Foram adquiridas de laboratorios comerciais

japoneses 145 linhagens de linfoblastos de células B e 54 linhagens de células cancerigenas
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provenientes de diversos tecidos. Todas foram testadas por PCR para cinco genes do BLV
(LTR, Tax, gag, pol e env) com primers desenhados pelos autores e nenhuma foi positiva para
qualquer regido do genoma. O estudo discute que isso pode ser devido a: falta de
sensibilidade da técnica empregada em relacdo a células humanas, apesar de ela ser muito
sensivel para identificar o BLV na linhagem FLK (Fetal Lamb Kidney); selecdo das células
sanguineas no processo de imortalizacdo para criacdo da linhagem de linfoblastos, as quais
podem ndo ser representativas da populacdo celular; e baixa quantidade de linhagens de
células de cancer de mama e de pulmao, tipos de neoplasias nas quais 0 BLV ja foi detectado
(SAITO et al., 2020).

5.5 Transmissdo do BLV para Humanos

O estudo de Buehring, Philpott e Choi (2003) prop&e como possiveis rotas de infeccdo
de humanos pelo BLV: o contato com bovinos e seus produtos biolégicos, mas apenas 25 dos
275 individuos (9,7%) que cederam amostras para 0 experimento tinham contato direto com
bovinos ou seus produtos bioldgicos, e seus soros ndo demonstraram reatividade maior a
proteina do BLV; a injecdo através de vacinas ou farmacos contaminados, 0 que 0s autores
consideram improvavel; ou o consumo de produtos de origem animal, visto que, segundo
testes realizados por eles, ndo houve diferenca na reatividade dos soros humanos ao antigeno
p24 desnaturado e ndo desnaturado pelo calor. Isso indica que os anticorpos encontrados nos
soros humanos podem representar uma rea¢do imune a antigenos deshaturados ingeridos em
produtos bovinos cozidos ou pasteurizados (BUEHRING; PHILPOTT; CHOI, 2003).

No estudo caso-controle de 2015, Buehring et al. traz a tona novamente a
possibilidade de transmissdo do BLV para humanos através da alimentacdo. Apesar de a
pasteurizacdo e o cozimento eliminarem a infectividade viral (OLAYA-GALAN et al., 2017),
leite cru e carne crua ou mal passada ainda sdo muito presentes na alimentacdo das pessoas
em diversas partes do mundo, e o leite cru foi consumido por muito tempo antes da
aplicabilidade da técnica de pasteurizacdo ser implementada e difundida, o que daria tempo
do BLV ter se estabelecido na populagdo humana (BUEHRING et al., 2015). O artigo afirma
que a incidéncia de cancer de mama é marcadamente maior em paises que consomem mais
leite, apesar de estudos prospectivos ndo terem encontrado associacdo entre 0 consumo de
leite de vaca, pasteurizado ou n&o, e a incidéncia da doenca (DONG et al., 2011; SELLERS et
al., 2008). Outras possiveis formas de contaminacgdo seriam através do contato direto com 0s

animais e seus produtos bioldgicos ou através de mulheres infectadas (BUEHRING et al.,
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2015). Tanto o BLV (ROMERO; CRUZ; ROWE, 1983) como o HTLV-1 (LAIRMORE,
2014) podem ser transmitidos pela amamentagéo, o que levanta a possibilidade da transmissado
do BLV ser pelo leite entre os humanos também, apesar do consumo de leite materno néo ter
sido associado com o desenvolvimento de cancer de mama (WISE et al., 2009).

Em 2019, Buehring et al. refor¢ca novamente que a explicacdo mais provavel para a
presenca de anticorpos anti-BLV observada nos plasmas humanos no estudo é pelo consumo
do BLV inativado em produtos de origem bovina. Em 2017, um estudo (OLAYA-GALAN et
al., 2017) identificou com sucesso um segmento do gene gag em amostras de leite e carne
crus para consumo humano através da técnica de nested PCR, e um estudo de 2019
(WATANUKI et al., 2019) conseguiu demonstrar in vitro a capacidade infecciosa de células
infectadas pelo BLV no leite de vacas positivas, contribuindo para a hipotese de que produtos
de origem animal na alimentacdo humana podem ser um meio de exposi¢édo ao virus.

Com relagdo a possibilidade de transmissdo pelo contato fisico com produtos
biolégicos bovinos, em especial alimentos de origem animal através de ocupacoes
profissionais envolvidas diretamente com carne e sangue dos animais, como trabalhadores de
abatedouros e frigorificos, faltam trabalhos especificos que avaliem essa rota de infeccdo. Um
estudo (MORTON, 1995) analisou o risco de desenvolvimento de cancer de mama entre
diferentes ocupacdes e concluiu que mulheres que trabalham cortando e embalando carne tém
maior incidéncia da doenga, mas o autor associa o resultado provavelmente ao contato direto
com o material plastico da embalagem, e ndo com a carne crua e seus possiveis patdgenos.
Em contraste, outros estudos identificaram uma menor incidéncia de cancer de mama em
acougueiros e funcionarios de abatedouros e industrias de processamento de carne (BESSON;
BANKS; BOFFETTA, 2006; JOHNSON, 2011).
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6 BLV E CANCER DE MAMA EM MULHERES

A luz da deteccdo da presenca do MMTV em tecido mamario maligno de mulheres
(LAWSON et al., 2010), podendo ou nédo ter relacdo com o desenvolvimento de cancer de
mama, e levando em conta os resultados que demonstraram a infecgdo pelo BLV em tecido
mamario humano, além de sua caracteristica oncogénica em vacas e sua semelhanca ao
PTLV, um deltaretrovirus causador de cancer em humanos e primatas, muitos estudos
surgiram com o objetivo de tentar estabelecer sua relacdo com o cancer de mama em
mulheres. Seguindo a linha de pesquisa, Buehring et al. publicaram, em 2015, um estudo de
caso-controle investigando a relagdo da presenca do BLV com céancer de mama em mulheres.
O grupo “caso” era composto por 114 amostras de tecido mamario maligno de mulheres com
diagndstico de cancer de mama, e o grupo “controle” era formado por 104 amostras de tecido
mamario ndo maligno de mulheres sem historico de cancer de mama. Existia ainda um
terceiro grupo, chamado “pré-maligno”, com 21 amostras de tecidos mamarios com alteragdes
classificadas como pré-malignas, o que totalizou 239 amostras (BUEHRING et al., 2015). As
técnicas utilizadas foram a mesma IS-PCR (para deteccdo de DNA) e a mesma
imunohistoquimica (para deteccdo da proteina p24) empregadas no estudo anterior
(BUEHRING et al., 2014).

O DNA do BLYV foi detectado em 59% dos casos, 29% dos controles e 38% dos pré-
malignos (Figura 8) (BUEHRING et al., 2015). A presenca de DNA viral foi fortemente
associada com o cancer de mama, tendo uma razdo de chances de 3,07 (IC 95% = 1,66 -
5,69). O estudo propde que até 37% dos casos de cancer de mama das amostras testadas
poderia ser atribuidos a exposi¢cdo ao BLV. A positividade ao DNA viral foi fortemente
associada a ascendéncia/etnia, sendo identificada em apenas 29% das mulheres com
ancestralidade africana, que tiveram frequéncia de DNA do BLV significativamente menor,
em comparacdo a 50% das mulheres com ancestralidade caucasiana. O estudo discute que 0
resultado € consistente com a menor incidéncia de cancer de mama reportada em mulheres
com ascendéncia africana (BONDY; NEWMAN, 2000 apud BUEHRING et al., 2015),
porém o numero de amostras de mulheres afro-americanas utilizadas foi limitado, sendo a
maioria dos casos composta por mulheres brancas. A maior parte dos casos consistia de
carcinoma ductal invasivo, portanto ndo foi possivel analisar a relagdo entre o tipo de
malignidade e a presenca do BLV. A proteina p24 foi detectada em apenas 12 de 236
amostras (5%), ndo sendo possivel avaliar se casos e controles diferiam significativamente na
presenca da p24 (BUEHRING et al., 2015).
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Em continuidade com seus trabalhos prévios, Buehring et al. realizou, em 2017, um
estudo para investigar se 0 BLV também é prevalente em mulheres da Australia, pais cuja
incidéncia de cancer de mama é alta e cuja dieta é rica em produtos de origem animal, e se a
presenca do BLV na mama pode preceder o aparecimento de cancer (BUEHRING et al.,
2017). A presenca do BLV foi avaliada através da IS-PCR para a regido Tax do genoma viral,
e 59 dos 96 tecidos testados (61,5%) foram positivos para o virus nas células epiteliais
mamarias. As amostras foram divididas em trés categorias patoldgicas: benigna e pré-
maligna, correspondendo ao grupo controle (46), e maligna, correspondendo ao grupo caso
(50). Do grupo caso, 80% das amostras foram positivas, em comparacdo a apenas 41,3% do
grupo controle, o que representa uma razdo de chances de 4,72 (IC 95% = 1,71 — 13,05) para
0 risco de apresentar cancer de mama se ocorrer exposicao ao BLV.

Para testar se a exposicdo ao BLV leva ao aparecimento de cancer ao longo do tempo,
foram testadas amostras pareadas do mesmo individuo com, pelo menos, trés anos de
intervalo de coleta entre elas. O objetivo era analisar se mulheres cujas amostras de tecido
mamario eram positivas para BLV e ndo tinham alteracbes malignas na primeira cirurgia
continuariam positivas para o virus e estariam mais propensas a desenvolver cancer de mama
no momento da segunda cirurgia, realizada de trés a dez anos depois da primeira. Dos 96
tecidos mamarios testados, 48 tinham uma amostra pareada retirada da mesma mulher em
uma cirurgia anterior. A probabilidade de desenvolvimento de cancer de mama (ou seja, de
que tecidos classificados como benignos ou pré-malignos na primeira coleta venham a se
tornar malignos na segunda coleta) foi significativamente maior em mulheres cujas duas
amostras eram positivas para 0 BLV em compara¢do as mulheres cujas duas amostras eram
negativas ou apenas uma era positiva. De 31 amostras com diagnéstico de cancer na segunda
coleta, 23 (74,2%) tinham diagnostico benigno ou pré-maligno e infeccdo pelo BLV na
primeira, 0 que representa um grande percentual de tecidos que eram nao-malignos e
positivos para o virus e se tornaram malignos ao longo do tempo. O resultado é consistente
com a possibilidade de o BLV ser um iniciador do processo maligno e culminar no
desenvolvimento de cancer de mama ap0s anos, e esse foi o primeiro estudo que pesquisou
essa relagdo com mais afinco (BUEHRING et al., 2017).

Em 2018, um estudo (BALTZELL et al., 2018) examinou a presenca do BLV e do
HPV, outro virus que pode ou ndo estar associado a cancer de mama e que é frequentemente
encontrado em co-infecgdes, em amostras de tecido mamario de mulheres do Texas. Foram
utilizadas 214 amostras agrupadas em trés categorias: benigna (controle), maligna (casos) e

pré-maligna. Elas foram submetidas a 1S-PCR para a regido Tax do genoma do BLV e para a
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regido L1 do genoma do HPV tipo 16 (HPV-16). Das 214 amostras, 73 foram positivas para o
BLV (34%). Quando separado por categoria, 19,6% do grupo controle, 34% do grupo pré-
maligno e 57,4% do grupo maligno foram positivos. Foi concluido que mulheres com
diagnostico de cancer de mama tinham significativamente mais chance de ter DNA do BLV,
com uma razdo de chances de 5,87 (IC 95% = 2,83 — 12,16) e um risco atribuido de 51,82%.
Mulheres com alteragdes mamarias pré-malignas também apresentaram alto risco de ter o
DNA do BLV, com uma razéo de chances de 2,24. O HPV, por sua vez, foi encontrado em
apenas 14 amostras (7%), ndo sendo associado com os status de malignidade ou pré-
malignidade dos tecidos e com a presenca ou ndo do BLV (BALTZELL et al., 2018).

O surgimento de pesquisas sobre a possivel relacdo do BLV com o cancer de mama
feminino continuou ao redor do mundo e, em 2018 e 2019 respectivamente, estudos na
Argentina e no Brasil foram feitos. Na Argentina, o estudo (LENDEZ et al., 2018) teve como
objetivo identificar o BLV no tecido mamério de mulheres pela primeira vez no pais e
determinar se existe uma relagdo entre a presenca do virus e os biomarcadores hormonais e de
proliferacdo celular mais comumente mensurados em cancer de mama. Foram analisadas 85
amostras de tecido mamario maligno atraves das técnicas de IS-PCR, para deteccdo de um
segmento da regido Tax do BLV, e imunohistoquimica (IHQ), para determinag&o da presenca
de receptores de estrogeno (ER) e de progesterona (PR), do HER2 e do marcador de
proliferacdo Ki67. Dezenove amostras foram positivas para o BLV (22,36%), e metade delas,
aproximadamente, foi positiva para ER e/ou PR, porém, ndo foi encontrada associacdo
significativa entre a presenca ou auséncia dos receptores hormonais e a positividade para
BLV. A presenca do virus foi significativamente relacionada com a detec¢do do HER2 e de
moderado/alto indice de proliferacdo Ki67. O estudo discute que isso apoia a ideia do BLV
estar relacionado a iniciacao da transformacdo maligna (BUEHRING et al., 2017), visto que o
virus esta presente em epitélios mamarios malignos que possuem alto indice de proliferacdo
celular.

No Brasil, 0 mesmo estudo que realizou a deteccdo de anticorpos anti-BLV em
doadores de sangue (SCHWINGEL et al., 2019) também teve como objetivo detectar se o
DNA do virus estava presente em tecido mamario saudavel e com diferentes estagios de
carcinoma em mulheres do sul do pais. Foram utilizadas 72 amostras de tecido mamario
saudavel e 72 amostras de tecido mamario com diagndstico de carcinoma invasivo. Foi
utilizada a técnica de nested PCR para amplificacdo de um segmento do gene Tax a partir dos
mesmos primers usados na IS-PCR para essa regido (BUEHRING et al., 2014), com a

diferenca de que, nesse caso, 0 DNA precisou ser extraido das amostras de tecido e a PCR foi
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feita em fase liquida, e ndo diretamente nas células mamarias (SCHWINGEL et al., 2019). O
DNA do BLV foi encontrado em 30,5% das amostras de tecido maligno e em 13,9% das
amostras sem alteracdo neoplésica, 0 que indica uma associacdo entre a presenca do BLV e
cancer de mama, com uma razdo de chances de 2,73 (IC 95% = 1,18 — 6,29). O resultado foi
similar ao descrito no estudo da Colombia (GIOVANNA et al.,, 2013), e os dois foram
menores do que resultados reportados para os Estados Unidos (BUEHRING et al., 2015) e a
Australia (BUEHRING et al., 2017), o que pode ser explicado pela quantidade similar de
consumo de carne bovina e de leite e derivados entre Brasil e Colémbia, que fica abaixo do
consumo dos outros dois paises (SCHWINGEL et al., 2019). Dois tecidos positivos foram
submetidos a uma segunda PCR para amplificagdo de parte do gene gag e posterior
sequenciamento de nucleotideos, o qual indicou que as sequéncias tinham 99% de identidade
com o gene do capsideo do BLV de bovinos. Foi feita também IHQ para identificacdo dos
biomarcadores ER, PR, HER2 e Ki-67 nas células tumorais, mas ndo foi possivel
correlacionar a presenca do BLV com nenhuma das caracteristicas tumorais avaliadas,
provavelmente em virtude do nimero limitado de amostras.

Na Tabela 2, constam os experimentos mencionados que tentam relacionar a presenca

do BLV com o diagnostico de cancer de mama em mulheres.

Tabela 2 — Experimentos que tentam relacionar a presenca do DNA do BLV em tecido mamario de mulheres com

o diagnostico de cancer de mama

ANo Pais Numerode | Alvoe Tipo Técnica Resultado Razéo de Referancia
Amostras de Amostra Positivo (%) | Chances
239
Casos: 114 Casos: 59% 3.07
Gene Tax no L '
Controles: 104 . . .| Nested in situ PCR | Controles: 29% (1C 95% =
2015 | BSOS o alignos: 21 | (€140 mamario Pré-malignos: 30% | 1,66 -569) | CoC IRING
Unidos gnos. gnos: s9% | & ' etal., 2015
36 Ant_|gero pZA,' f“’ Imunohistoquimica 5% -
tecido mamério
96 4,72
- — Gene T o Casos: 80% ' BUEHRING
2017 Austrélia Casos: 50 teciednoemzi(ngfio Nested in situ PCR Conta: Z?:S' 4 103% (IC95% = etal. 2017
Controles: 46 T 1,71 -13,05) B
214
214 ) o
Estados Casos: 61 Gene Tax no - Casos: 57,4% 5,87 BALTZELL
2018 . ) . , .| Nested in situ PCR | Controles: 19,6% | (IC 95% =
Unidos | Controles: 103 | tecido mamério . . etal., 2018
ol Pré-malignos: 34% | 2,83 - 12,16)
Pré-malignos: 52
2018 Argentina 85 Gene Tax no Nested in situ PCR 22,36% - LENDEZ et
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tecido mamario al., 2018
144 Gene Tax no Casos: 30,5% 2,73 | SCHWINGEL
2019 Brasil Casos: 72 tecido mamério Nested PCR ControIéS' i3 9% (IC95% = etal., 2019
Controles: 72 TR 11,18 6,29) .

Fonte: O préprio autor (2020).

6.1 BLV e Outros Tipos de Cancer

Além do cancer de mama, estudos tentaram identificar e relacionar o BLV com outros
tipos de cancer. Em 2005, LEE et al. tentou investigar a presenca do virus em 517 amostras
de pacientes com leucemia e em 162 amostras de pacientes com cancer de pulmao, baseado
em indicios de que trabalhadores de abatedouros e industrias de processamento que estdo em
contato direto com carne crua tem maior risco de desenvolver leucemia (JOHNSON, 2011,
JOHNSON et al., 1986) e cancer de pulmao (MCLEAN; PEARCE, 2004; JOHNSON, 2011).
Levando em consideragdo as evidéncias de que o BLV é um agente causador de neoplasias
em bovinos e pode infectar humanos, o maior risco que os trabalhadores em contato direto
com carne tém de desenvolver certos tipos de cancer poderia ser atribuido ao virus presente
nos produtos de bovinos, que infectaria os individuos e levaria ao aparecimento da doenca.
No entanto, todas as amostras foram negativas nas reacdes de PCR, que tinham como alvo
varios segmentos do gene do envelope viral (LEE et al., 2005), refutando a hipotese.

Porém, mais de dez anos depois, um experimento (ROBINSON et al., 2016) testou 70
amostras de cancer de pulméo para a presenca de virus, e oito de dez amostras (80%) de
carcinoma de células escamosas de pulmao deram positivas para o BLV. O estudo frisa o
envolvimento dos retrovirus com neoplasias em muitas espécies, além de trazer a tona os
resultados encontrados por Buehring et al. (2015) da alta incidéncia do virus em amostras de
tecido mamario maligno de mulheres e mencionar a relacdo estatistica existente em humanos
entre o desenvolvimento de cancer de mama e o subsequente desenvolvimento de cancer de
pulmdo (PROCHAZKA et al., 2002), indicando que o agente poderia estar relacionado as
duas patologias.

6.2 Transformacéo Celular
O mecanismo oncogénico do BLV em humanos pode se dar através da inibicdo do

reparo no DNA celular pela Tax, o que acumularia mutagdes ao longo do tempo e culminaria

no desenvolvimento do cancer. O papel transformante do virus poderia ser desempenhado,



39

também, pela integracdo do provirus em regides do genoma celular associadas a divisdo da
célula, o que induziria proliferacdo celular, ou pelo bloqueio de genes relacionados a apoptose
e a supressdo de tumores (GIOVANNA et al., 2013).

No BLV, o gene da proteina Tax pode atuar como oncogene. Os mRNAs que
codificam para a Tax podem ser detectados em animais com linfocitose persistente ou com
tumores (HAAS; DIVERS; CASEY, 1992), o que sinaliza que o gene esta sendo transcrito.
Porém, sua expressdo nem sempre é encontrada em estagios tumorais avancados (SAGATA et
al., 1985), indicando que ela pode ter papel no inicio da génese tumoral, mas néo é essencial
para a manutenco do tumor (SCHWARTZ; LEVY, 1994). Tanto a Tax do BLV como a Tax
do HTLV-1 parecem afetar o controle de crescimento da célula e propiciar o acimulo de
mutacdes no genoma celular através da inibicdo do reparo do DNA pela interacdo com a
checkpoint kinase 2 (Chk2), uma enzima envolvida na supressao da carcinogénese (GILLET
et al., 2007). Ainda, a Tax e a G4 conseguem promover transformacdo em fibroblastos
primarios de embrides de ratos (BAREZ et al., 2015; KERKHOFS et al., 1998; WILLEMS et
al., 1992).

Inicialmente, na fase assintomatica, a inser¢éo do provirus privilegia regides proximas
de promotores de transcri¢cdo do genoma da célula hospedeira, causando perturbacdo no gene
subsequente e contribuindo para o acimulo de células infectadas e para a progressdo maligna.
Em células tumorais infectadas pelo BLV e pelo HTLV-1, os virus integram regides vizinhas
a genes relacionados ao cancer e provocam perturbacdo (ROSEWICK et al., 2017). Moléculas
de DNA ndo integrado podem ser encontradas em animais com linfocitose persistente pré-
neoplésica e servem como um marcador da progressdo da doenca (REYES; COCKERELL,
1996).
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7 CONCLUSAO

A leucoze enzodtica bovina é bastante negligenciada na bovinocultura pela falta de
sinais clinicos e de prejuizos aparentes na producdo na maioria dos casos. Entre 0,1% e 10%
dos animais infectados desenvolvem a doenca clinica, caracterizada pelo aparecimento de
tumores malignos de linfécitos B em diversos 6rgéos, o que geralmente leva varios anos. Isso
significa que 90% a 99,9% dos bovinos com o BLV sdo reservatérios e transmissores
assintomaticos do virus, sendo mantidos na producdo e com seus produtos contaminados
(carne, leite e derivados) chegando a mesa do consumidor.

Apesar de haverem alguns estudos em que o BLV néo foi identificado em amostras
humanas, existem evidéncias acumuladas ao longo das Gltimas décadas que sugerem o carater
zoonotico do virus e sua potencial relacdo com casos de cancer de mama em mulheres,
tornando-o relevante para a satde publica. A detec¢do do agente em amostras com alteracdes
malignas é o primeiro passo na tentativa de relacionar sua presenga com o aparecimento de
alguma doenca, e mais de um estudo conseguiu fazer isso com sucesso. Analises de caso-
controle identificaram uma relagdo significativa entre a presenca do DNA do BLV e o céancer
de mama, com uma razdo de chances de até 5,87 vezes mais chances de mulheres positivas
apresentarem diagndstico da doenca em relacdo a mulheres negativas.

A forma de transmissdo do virus para humanos, bem como seu mecanismo oncogénico
no tecido mamario, ainda n&o estdo bem estabelecidos. E especulado que o principal meio de
contaminacdo das pessoas seja através da ingestdo de produtos de origem bovina crus ou sem
tratamento térmico. Isso reforca a importancia do consumo de carne adequadamente cozida e
de leite e derivados devidamente inspecionados e tratados termicamente, além de enfatizar a
relevancia da atuacdo do médico veterinario na garantia da sanidade dos rebanhos, no controle
de alimentos de origem animal e na promocdo de salde publica. Esta revisdo objetivou
compilar informagdes-chave sobre o assunto a fim de trazer atengdo para um tema atual e
relevante, além de aumentar a acessibilidade de tais resultados e servir como material de

consulta 8 comunidade académica.
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