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RESUMO

O virus da leucose bovina (BLV), membro da familia Retroviridae e do género
Deltaretrovirus, € um virus envelopado de genoma composto por duas fitas de RNA néo
complementares e é o agente etioldgico 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 6rgdos, o que corresponde a forma clinica e mais grave da doenca que acontece
em menos de 10% dos casos. Além dos bovinos, o virus pode infectar inUmeros outros
mamiferos de forma natural ou experimental. Existem cada vez mais evidéncias de que 0s
humanos tambeém sdo passiveis de infeccdo pelo BLV e de que ele pode estar associado ao
desenvolvimento de cancer de mama em mulheres. Assim, o objetivo do estudo foi determinar
a presenca do DNA do virus em tecido mamaério, tanto fresco como fixado e parafinizado, e
leucécitos de mulheres submetidas a cirurgia mamaria em Porto Alegre, RS, Brasil. Foram
testadas amostras de tecido fresco e leucocitos por PCR e nested-PCR para quatro genes do
BLV, e o resultando confirmado por sequenciamento Sanger. Também foram testados tecidos
fixados em formalina e embebidos em parafina (FFPE) por PCR e semi-nested-PCR para dois
genes virais. Até o presente, hd somente um estudo publicado que reporta a deteccdo do DNA
do BLV em amostras de tecido mamaério fresco de mulheres colombianas. Os resultados e
conclusoes serdo disponibilizados apds o artigo cientifico que trata do projeto ser aceito para

publicacdo em periddico.

Palavras-chave: virus da leucose bovina; tecido mamario; leucocitos; cancer de mama; humano



ABSTRACT

The bovine leukemia virus (BLV), a member of the Retroviridae family and the
Deltaretrovirus genus, is an enveloped single-stranded RNA virus and the causative agent of
enzootic bovine leukosis. BLV infects immune cells, mammary gland cells and endothelial cells
of cattle. Affected animals can be asymptomatic, present persistent lymphocytosis, or develop
B-cell lymphomas in several organs, which corresponds to the most severe form of the disease
and occurs in less than 10% of cases. Besides cattle, the virus can infect numerous other animal
species naturally or experimentally. There is increasing evidence that humans are also
susceptible to BLV infection, which may be associated with breast cancer in women. This study
aimed to determine the presence of viral DNA in fresh and formalin fixed paraffin embedded
(FFPE) breast tissue and leukocytes from women undergoing breast surgery in Porto Alegre,
RS, Brazil. Fresh tissue and leukocyte samples were tested by PCR and nested-PCR targeting
four BLV genes, and results were confirmed by Sanger sequencing. Also, FFPE tissues were
tested by PCR and semi-nested-PCR for two viral genes. Currently, there is only one published
study reporting the detection of BLV DNA in fresh breast tissue samples from Colombian
women. The results and conclusions will be available as soon as the research article has been

accepted for publication.

Keywords: bovine leukemia virus; breast tissue; leucocytes; breast cancer; human
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1 INTRODUCAO

Os membros da familia Retroviridae sdo amplamente distribuidos entre vertebrados e
podem estar associados a uma grande variedade de doengas, que incluem leucemias, linfomas,
carcinomas, imunodeficiéncias, doengas autoimunes e doencas neuronais. Os retrovirus
englobam diversos virus de importancia para a saude humana e animal, como o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), os virus da imunodeficiéncia e da leucemia felinas (FIV e
FeLV), os virus T-linfotrdpicos de humanos (HTLV), o virus da leucose aviaria (ALV), 0 virus
da anemia infecciosa equina (EIAV) e o virus da leucose bovina (BLV) (COFFIN et al., 2021).

Os retrovirus codificam a enzima transcriptase reversa e, assim, tém a capacidade de
transcrever seu RNA genémico em DNA fita dupla e integra-lo no genoma da célula infectada
como provirus. Os provirus que resultaram da infeccdo de células germinativas sdo herdados
pela progénie e sdo conhecidos como retrovirus endégenos (ERV). A maioria dos vertebrados
possui milhares de loci de ERV no seu genoma, mas grande parte sofreu inativacdo por
mutac0es e perdeu a capacidade de produzir virions infecciosos (COFFIN et al., 2021).

O BLYV ¢ causador de uma infeccdo predominantemente assintomatica que pode evoluir
para a leucose enzooética bovina, a qual, nos casos mais graves, cursa com o desenvolvimento
de linfomas de linfocitos B em diversos tecidos e 6rgédos do animal (POLAT; TAKESHIMA,
AIDA, 2017). Além dos bovinos, pode infectar outras espécies animais, de forma natural ou
experimental (VAHLENKAMP; CHOUDHURY; KUZMAK, 2018). Ao longo das ultimas
décadas, acumularam-se evidéncias de que pode ser infeccioso para humanos (BUEHRING et
al., 2014, 2019; CANOVA et al., 2021; DELARMELINA et al., 2020; OLAYA-GALAN et
al., 2021) tornando-se relevante para a saude publica. O BLV é capaz de infectar células
epiteliais da glandula mamaria de vacas (BUEHRING; KRAMME; SCHULTZ, 1994) e pode
causar neoplasia dos linfocitos B infectados; além disso, é estreitamente relacionado e apresenta
muitas similaridades com o HTLV-1, um deltaretrovirus de humanos que causa
leucemia/linfoma de células T em adultos (SAGATA et al., 1985).

Sendo assim, a presenga do BLV tem sido bastante pesquisada em tecido mamario
humano, bem como sua possivel participacdo no cancer de mama em mulheres (BUEHRING
etal., 2014, 2017; CANOVA et al., 2021; DELARMELINA et al., 2020; OLAYA-GALAN et
al., 2021). Este é o tipo de cancer que mais atinge e causa 6bito em mulheres no mundo (WHO,
2021), por isso é imprescindivel compreender melhor a etiologia multifatorial da doenga e o

papel de um virus de bovinos como possivel iniciador da transformacdo celular, além da
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tentativa de identificar potenciais rotas de infec¢cdo em humanos para desenvolver estratégias
de controle e prevengéo.

Tanto o DNA viral como a proteina do capsideo p24 ja foram identificados em tecido
mamario de mulheres (BUEHRING et al., 2014; OLAYA-GALAN et al., 2021), assim como
0 provirus e anticorpos anti-BLV ja foram detectados no sangue humano (BUEHRING;
PHILPOTT; CHOI, 2003; BUEHRING et al., 2019). Além disso, a presenca do DNA do virus
na mama esta relacionada ao desenvolvimento de cancer (BUEHRING et al., 2017). Em
controvérsia, outros estudos relataram a auséncia de detec¢do do BLV em amostras humanas
(ADEKANMBI et al., 2021; YAMANAKA et al., 2022). A principal fonte de infeccéo
especulada é através da alimentacdo com produtos bovinos, como leite e carne crus ou
malcozidos, o que é apoiado pelo fato do virus estar presente em carne e leite destinados ao
consumo humano (OLAYA-GALAN et al., 2017) e haver a circulacio de tipos virais comuns
entre tecido mamario humano, amostras bovinas e produtos alimenticios bovinos, indicando
que a presenca do virus em humanos ndo parece ser um caso isolado (CANOVA et al., 2021;
CORREDOR-FIGUEROA et al., 2021).

Ainda ha poucos dados na literatura sobre o teste de tecido mamario humano fresco,
visto que a grande maioria dos estudos publicados sobre o assunto utilizou tecidos fixados e
parafinados destinados a histopatologia. Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar a presenca do DNA viral em amostras de tecido mamario fresco, além de sangue e tecido
fixado, cuja motivacédo foi a hipdtese de que, a partir de tecidos frescos, poderia se obter um
percentual alto de resultados positivos, ja que seria possivel superar as dificuldades inerentes
que a fixacdo e parafinizacdo causam ao acido nucleico das amostras. O estudo realizado
contribui para o conjunto de dados existentes relativos ao Brasil e acerca da linha de pesquisa

com BLV no geral, e representa um passo na elucidacao do potencial carater zoonético do virus.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A seguir, ¢ feita uma revisdo bibliografica sobre os aspectos importantes do BLV. Isso
auxiliara na compreensao do agente em si, do seu possivel envolvimento com patologias em

humanos e dos experimentos realizados no decorrer do trabalho, bem como dos resultados

encontrados e discussao feita a partir deles.

2.1 Virus da Leucose Bovina

A familia Retroviridae pertence a ordem Ortovirales e compreende duas subfamilias,
Orthoretrovirinae e Spumaretrovirinae, dentro das quais encontram-se 11 géneros (Figura 1).
Os virions sdao envelopados, possuem glicoproteinas de superficie e tém tamanho aproximado

de 80 a 100 nm de didmetro. O capsideo contém o genoma viral e as enzimas de replicacdo e

sua morfologia varia conforme os géneros (COFFIN et al., 2021).

Figura 1 — Subfamilias e géneros virais da familia Retroviridae

FAMILIA

Alpharetrovirus 9 espécies

Betaretrovirus 5 espécies

Deltaretrovirus 4 espécies

Orthoretrovirinae

Retroviridae

Epsilonretrovirus 3 espécies

Gammaretrovirus

18 espécies

Lentivirus 10 espécies

Bovispumavirus 1espécie

Equispumavirus 1espécie

Spumaretrovirinae ]—

SUBFAMILIA

Fonte: a propria autora (2023).

QU0 oa0nt

Felispumavirus 1espécie

Prosimiispumavirus 1 espécie

Simiispumavirus

15 espécies

GENERO
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O virus da leucose bovina (BLV) pertence ao género Deltaretrovirus, que é composto
por quatro espécies: 0 BLV e os virus T-linfotrépicos de primatas 1, 2 e 3 (PTLV-1, 2 e 3)
(Tabela 1). As trés espécies de PTLV englobam os virus T-linfotropicos de humanos (HTLV-
1, 2 e 3) e de simios (STLV-1, 2 e 3), denominados de acordo com o hospedeiro em que sdo

encontrados (humanos ou primatas ndo humanos, respectivamente) (WOLFE et al., 2005).

Tabela 1 — Espécies virais do género Deltaretrovirus

Species Virus name Abbrev.
* Bovine leukemia virus bovine leukemia virus BLV
* Primate T-lymphotropic virus 1 primate T-lymphotropic virus 1 PTLV1
* Primate T-lymphotropic virus 2 primate T-lymphotropic virus 2 PTLV2
* Primate T-lymphotropic virus 3 primate T-lymphotropic virus 3 PTLV3

Fonte: adaptado de ICTV (2023).

Outros virus relacionados, como o0 HTLV-4 e o STLV-5, ja foram relatados, porém
ainda ndo classificados (WOLFE et al., 2005; LIEGEOIS et al., 2008). As infeccdes por
deltaretrovirus apresentam longo periodo de laténcia e estdo associadas a leucemias de
linfécitos B ou T e linfomas, assim como doengas neurologicas. O genoma dos mamiferos
possui uma grande quantidade de ERV; no caso de deltaretrovirus enddgenos especificamente,
sdo considerados extremamente raros, porém alguns trabalhos ja descreveram sua possivel
presenca no genoma de morcegos, cetaceos e outros mamiferos (FARKASOVA et al., 2017;
HRON et al., 2018; HRON; ELLEDER; GIFFORD, 2019).

2.1.1 Genoma e proteinas virais

O genoma dos deltaretrovirus é composto por duas moléculas lineares idénticas de RNA
fita simples e polaridade positiva, cada qual com aproximadamente 8,3 quilobases. As fitas se
mantém unidas por ligacdes de hidrogénio, séo poliadeniladas na extremidade 3’ e possuem
uma estrutura cap 7-metil na extremidade 5° (COFFIN et al., 2021). Assim como 0s outros

membros da familia, os deltaretrovirus possuem os genes principais gag, pro, pol e env, que
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codificam as proteinas estruturais e as enzimas virais. Além disso, contém dois genes Unicos
ndo estruturais, denominados tax e rex, que estdo relacionados a proteinas regulatérias da
sintese e processamento do RNA viral (COFFIN et al., 2021). O BLV ainda codifica micro-
RNAs (miRNASs) e duas proteinas acessorias R3 e G4 (POLAT; TAKESHIMA; AIDA, 2017).
O genoma é flanqueado nas extremidades por regides iguais chamadas de repeti¢cGes longas
terminais (LTR) (Figura 2). Cada LTR é formada por trés partes consecutivas denominadas U3,
R e U5 (COFFIN et al., 2021). Na LTR 5°, a U3 possui sequéncias regulatorias da transcri¢ao
e os mRNAs virais sdo iniciados na primeira base da R. Na LTR 3’, a U3 e a R contém a

sequéncia sinal e o sitio de poliadenilagio, respectivamente (SCHWARTZ; LEVY, 1994).

Figura 2 — Organizacdo gendmica do provirus e estrutura do virion do BLV

A
LTR e ! . L ' ' = b LTR
gag pol g|R3 tax
& Lrex
pro env E G4
B

? :
\ * rf: xtracellular gp51 Env
Noaae) Transmembrane gp30

Reverse transcriptase
-integrase (RT-IN)

Nucleocapsid p12
Genomic RNA ~ Capsid p24 Gag
Protease (Pro) \(—. Matrix p15

S N '\\

Fonte: Polat; Takeshima; Aida (2017).

A transcricdo do genoma do BLYV resulta em, pelo menos, sete mMRNAS virais obtidos
por splicing alternativo (SCHWARTZ; LEVY, 1994). Um mRNA de todo o genoma é utilizado
para a traducdo de proteinas derivadas dos genes gag, pro e pol, o que resulta na formacao de
precursores poliproteicos que sdo clivados nas proteinas do capsideo e nas enzimas virais
(COFFIN et al., 2021). O gene gag codifica as proteinas estruturais internas e ndo glicosiladas
da matriz (MA — p15), do capsideo (CA — p24) e do nucleocapsideo (NC — p12). 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 gendmico; e a p24 é a principal constituinte do capsideo viral e o principal

alvo da resposta imune do hospedeiro. O gene pro codifica a protease viral, responsavel por
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clivar os precursores gag, pro, pol e env e originar as proteinas maduras, e 0 gene pol codifica
a transcriptase reversa (RT), que possui atividades de DNA polimerase dependente de RNA, de
RNAase H e de integrase (IN) (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). 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 associacdo gp51/gp30 ajuda na fusdo das membranas durante
a infeccdo da célula do hospedeiro e na formagc&o de sincicio (SCHWARTZ; LEVY, 1994). Um
mRNA com dois splicings codifica as duas proteinas regulatorias Tax e Rex, e dois outros
MRNAs codificam as duas proteinas acessorias R3 e G4. A Tax tem a funcdo de estimular o
inicio da transcricdo a partir da regido U3 na LTR 5°. A U3 possui trés elementos de 21 pares
de base responsivos a transativacdo da Tax, 0s quais contém um nucleo de oito pares de base
homdlogo ao elemento responsivo ao AMP ciclico (CRE). A Tax ndo se liga diretamente ao
DNA, o que implica que fatores celulares nucleares sdo necessarios para mediar a transativacao.
A proteina forma um complexo com o fator nuclear CRE-binding-protein-2 (CREB2) e com 0
fator de ativacédo da transcri¢do 2 (ATF-2), aumentando a afinidade deles pelo CRE da regiéo
U3 (WILLEMS et al., 1992). Uma mutacédo que transforma o nucleo homélogo ao CRE daLTR
5’ na sua sequéncia consenso aumenta a eficiéncia do promotor, mas prejudica a replicacao
viral, o que sugere um mecanismo que reduz a transcricdo basal do virus e facilita a fuga do
sistema imune (BAREZ et al., 2015).

A Rex é responsavel pela regulacdo da expressdo viral através do controle pds-
transcricdo, favorecendo o acumulo e o processamento no citoplasma dos mRNASs que
codificam as proteinas estruturais e as enzimas virais (SCHWARTZ; LEVY, 1994). A R3 inibe
e a G4 potencializa a funcdo da Rex. Ambas sdo dispensdveis para a patogénese, mas
contribuem para a manutencao de altas cargas virais, a eficiéncia da replicacdo e a duracao e
laténcia da doenca (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 progressao dos tumores (POLAT; TAKESHIMA; AIDA, 2017).

2.1.1 Replicacéo e transmissdo viral

A entrada do virion na célula é mediada pela interacdo entre a proteina de superficie,

gp51, e receptores especificos da célula hospedeira, resultando em fusdo do envelope viral com
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a membrana plasmética. O receptor celular relacionado a infeccdo pelo BLV ainda ndo foi
claramente elucidado, mas estudos recentes propdem que o receptor CAT1/SLC7AL (cationic
amino acid transporter 1/solute carrier family 7 member 1) esteja envolvido, tornando a célula
suscetivel a infeccdo viral (BAI et al., 2019; SATO et al., 2020). A replicacdo comeca com a
transcricdo reversa do RNA em cDNA, usando uma molécula de tRNA associada a extremidade
5’ do genoma do virus 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 hidrélise serve como primer para sintese da fita de cDNA de sentido positivo a
partir da copia de sentido negativo. O DNA retroviral se integra no DNA cromossémico do
hospedeiro, formando um provirus. Ele pode se integrar em muitos locais do genoma celular,
porém, uma vez integrado, a sequéncia € aparentemente incapaz de realizar transposicdo dentro
da mesma célula (COFFIN et al., 2021).

Os animais infectados podem apresentar integracdo mono ou oligoclonal, ou seja, um
ou mais locais de integracdo do provirus (MAEZAWA; INOKUMA, 2020), e ela ocorre
preferencialmente em locais transcricionalmente ativos do genoma (ROSEWICK et al., 2017).
Nos estagios iniciais de infeccdo, o BLV favorece sua insercdo em regides promotoras,
principalmente em animais menores de trés anos, o que resulta no aumento da carga proviral
(MAEZAWA,; INOKUMA, 2020). Porém, linfdcitos B infectados com alta atividade génica
viral sdo eliminadas pela resposta imune, prevalecendo a sobrevivéncia de células com baixa
taxa de expressdo dos genes virais, 0 que, em ultima analise, leva a instauracdo de laténcia e ao
surgimento de tumores ap6s longos periodos (GILLET et al., 2013). Consequentemente, a
transcricdo do genoma do virus ocorre raramente (BUEHRING et al., 2015), e linfdcitos
expressando antigenos virais tem vida encurtada (BAREZ et al., 2015). Ou seja, a infeccéo pelo
BLV é raramente replicativa in vivo, sendo incomum a presenga de virions no sangue periférico
dos bovinos (GILLET et al., 2007). A replicacdo e propagacgdo do virus ocorre, principalmente,
através da divisdo mitotica e expansao clonal dos linfocitos infectados, resultando na presenga
de diversos clones de abundancia variavel (ROSEWICK et al., 2017). A delecdo de segmentos
dos genes gag, pol e env nos provirus integrados é observada, o que prové vantagem seletiva as
celulas infectadas e representa um mecanismo viral de escape da resposta imune do hospedeiro.
Por outro lado, a delecéo das regides LTR e tax raramente acontece, sendo consideradas as duas
regibes mais conservadas do genoma do BLV, sendo que a LTR apresenta maior variacdo na
sequéncia de nucleotideos entre diferentes estirpes em comparacdo ao gene tax (GILLET et al.,
2007).
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A infeccdo natural pelo BLV ja foi relatada em bovinos, bufalos (MEAS et al., 2000),
capivaras (BURNY et al., 1988), alpacas (LEE et al., 2012) e iaques (MA et al., 2016), mas
pode ocorrer experimentalmente em uma grande variedade de espécies animais, como ratos,
coelhos (DIMITROV et al., 2012), galinhas (ALTANEROVA et al., 1990) e cabras (OLSON
et al., 1981). Ovelhas, em especial, sdo extremamente sensiveis a infeccdo experimental e
desenvolvem linfossarcomas em mais de 90% dos casos, sendo bastante utilizadas como
modelo para estudo do virus (VIRUS et al., 1981). Células humanas sdo suscetiveis a infeccéo
in vitro (OLAYA-GALAN et al., 2022).

A transmissdo do BLV depende, principalmente, da transferéncia das células infectadas
de um animal para outro, as quais estdo presentes no sangue, nos tumores e em varios fluidos
corporais (VAHLENKAMP; CHOUDHURY; KUZMAK, 2018). A contaminagdo ocorre
majoritariamente de forma iatrogénica, através de materiais contaminados com sangue
infectado, em procedimentos como injecdo, descorna, colocagdo de brinco e palpacéo retal
(HOPKINS; DIGIACOMO, 1997). Insetos hemat6fagos podem atuar como vetores (PANEI et
al., 2019), secrecdes nasais e bronquiais podem ser uma fonte de infeccao, especialmente em
ambientes de confinamento e superlotacio (SCHWARTZ; LEVY, 1994), e bezerros podem se
infectar dentro do Utero durante a gestacdo (SAJIKI et al., 2017). Tanto o colostro como o leite
podem conter o virus e serem responsaveis pela transmissao para animais lactentes (ROMERO;
CRUZ; ROWE, 1983; GUTIERREZ et al., 2015). Apesar de antigenos virais e de DNA proviral
serem detectados no sémen e na saliva, a infeccdo natural através dessas secre¢des nao foi
claramente demonstrada (VAHLENKAMP; CHOUDHURY; KUZMAK, 2018).

2.1.3 Patogenicidade viral

A infeccdo pelo BLV pode se apresentar de trés formas: 1) Aleuquémicos (AL): a
maioria dos animais infectados carrega o virus de forma assintomatica, sem alteracdes clinicas
ou na contagem de linfocitos totais, podendo apresentar uma elevacdo na proporcdo de
linfécitos B/T (PANEI et al., 2013); 2) Linfocitose Persistente (LP): 30 a 70% dos animais
desenvolvem uma proliferacdo ndao maligna de linfécitos B, que resulta na elevacdo do numero
de linfdcitos totais (VAHLENKAMP; CHOUDHURY; KUZMAK, 2018); 3) Linfoma de
Células B: 0,1% a 10% dos animais infectados desenvolvem tumores malignos
(VAHLENKAMP; CHOUDHURY; KUZMAK, 2018) de um a oito anos apoés a infeccdo, o

que corresponde a forma clinica e mais grave da doenca, conhecida como leucose enzootica
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bovina, que é geralmente vista em animais acima de dois a trés anos de idade (SCHWARTZ,
LEVY, 1994).

Os tumores se originam do acimulo mono ou oligoclonal de linfocitos B CD5+ IgM+,
e podem afetar um ou mais linfonodos, resultando em uma linfoadenomegalia consideravel,
além de induzir ruptura do baco (POLAT; TAKESHIMA; AIDA, 2017). Células neopléasicas
também podem se infiltrar em outros 6rgdos como abomaso, coracao, intestino, rins, pulméao,
figado, dtero (VAHLENKAMP; CHOUDHURY; KUZMAK, 2018) e glandula mamaria
(BUEHRING; KRAMME; SCHULTZ, 1994), o que faz com que 0s sinais clinicos sejam muito
variaveis e dependentes do local de desenvolvimento dos tumores. Os animais infectados
clinicamente saudaveis podem exibir certo grau de desregulacdo imunoldgica que leva a perdas
econémicas por diversos motivos (POLAT; TAKESHIMA; AIDA, 2017), como aumento na
incidéncia de doencas infecciosas (SANDEV et al., 2004), diminuicdo na producdo de leite
(NEKOUEI et al., 2016) e na imunidade protetora reduzida apds vacinagdo (FRIE et al., 2016),
e ineficiéncia reprodutiva (VAHLENKAMP; CHOUDHURY; KUZMAK, 2018).

Ainda que as alteragdes causadas pelo BLV estejam majoritariamente relacionadas com
os linfécitos B, principalmente CD5+ IgM+, o virus pode infectar outras populacdes celulares
do sistema imune, como linfécitos T, mondcitos e granulécitos no sangue periférico e nos
tecidos linfoides (SCHWARTZ et al., 1994), além de células epiteliais mamarias (BUEHRING;
KRAMME; SCHULTZ, 1994) e células endoteliais (ROVNAK et al., 1991). Apds uma viremia
observada durante as duas primeiras semanas de infec¢do, os bovinos desenvolvem resposta
soroldgica a proteinas do envelope e do capsideo viral que permanece detectavel por toda a vida
do animal. Anticorpos contra as proteinas regulatorias Tax e Rex também podem ser
encontrados (SCHWARTZ; LEVY, 1994). Os anticorpos podem ser detectados no soro e no
leite do animal (POLAT; TAKESHIMA,; AIDA, 2017).

Nenhum deltaretrovirus contendo oncogenes foi oficialmente identificado até agora
(COFFIN et al., 2021), porém, o mecanismo oncogénico do BLV e seu potencial transformante
sdo historicamente atribuidos a proteina Tax e seu gene correspondente. Tanto a Tax do BLV
como a Tax do HTLV-1 parecem afetar o controle de multiplicacdo da célula e propiciar o
acumulo de mutacgdes no genoma celular através da inibicdo do reparo do DNA pela interacdo
com enzimas envolvidas na supressdo da carcinogénese (GILLET et al., 2007). Os mRNAs
podem ser detectados em animais com linfocitose persistente ou com tumores, o que sinaliza
gue o gene viral estd sendo transcrito (HAAS; DIVERS; CASEY, 1992), porém, sua expressao
nem sempre é encontrada em estagios tumorais avancados (SAGATA et al., 1985; MERIMI et

al., 2007), e e observada uma grande frequéncia de provirus contendo alteracdes que inativam
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a Tax (TAKEDA et al., 2004). Ela prové vantagem proliferativa aos clones infectados, mas
também faz deles alvo da resposta imune citotdxica, sendo propicio silenciar sua expressao,
portanto, € amplamente aceito que ela tem papel essencial nos estagios iniciais do processo
oncogénico, mas ndo € necessaria em estadgios avancados para a progressdo maligna
(ROSEWICK et al., 2017).

Outro fator que pode contribuir para a malignidade do virus é o local de insercdao do
provirus no genoma do hospedeiro. Como a sequéncia do BLV varia pouco nos e entre
hospedeiros, e como pode existir uma grande variedade de clones dentro de um mesmo animal
infectado, € hipotetizado que o local de integracdo do provirus é o principal atributo que
distingue uma célula infectada da outra e represente um elemento chave para a transformacéo
maligna (ROSEWICK et al., 2017). Inicialmente, na fase assintomatica, a insercao privilegia
regibes proximas a promotores de transcricdo, causando perturbacdo no gene subsequente e
contribuindo para o acimulo de células infectadas e para a progressdo maligna (GILLET et al.,
2013). Também ja foi demonstrado que, em células tumorais infectadas pelo BLV e pelo
HTLV-1, os virus integram em regides vizinhas a genes relacionados ao cancer, podendo
provocar a perturbacdo de tais genes e, assim, promover o curso maligno da doenca por
favorecer a existéncia de linfocitos B com sobrevida e proliferagdo aumentadas (ROSEWICK
etal., 2017). Apesar disso, ainda ndo ha evidéncias solidas de integracGes provirais recorrentes
e, em tumores, ndo foram identificados locais preferenciais claros associados com clones
malignos.

O papel transformante do virus também poderia ser desempenhado pelo bloqueio de
genes relacionados a apoptose e a supressao de tumores (GILLET et al., 2013). Alguns fatores
genéticos tém impacto na progressdo da doenca, como a diminui¢do na expressao 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 no hospedeiro
de alelos especificos do gene BoLa-DRB 3, que esta relacionado aos perfis de carga viral
apresentados pelos bovinos infectados (JULIARENA et al., 2016).

2.1.4 Prevaléncia e gendtipos virais

O primeiro caso de leucose enzodtica bovina foi descrito em 1871 no leste da Prussia,
atualmente Klaipeda na Lituénia; posteriormente, o virus foi introduzido em outros paises
através do comércio de animais infectados e se disseminou mundialmente. Alguns paises da

Europa implementaram programas de erradicagdo do virus durante o seculo XX, como
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Dinamarca, Finlandia, Suica e Holanda, e, hoje, sdo considerados livres do BLV (POLAT;
TAKESHIMA; AIDA, 2017). Entretanto, em outros paises europeus, como ltalia, Portugal,
Grécia e Bulgaria, 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 os rebanhos bovinos leiteiros séo livres da doengca em ambos os paises
(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 sorol6gicos pesquisando anticorpos
anti-BLV variam muito entre os diferentes Estados, sendo que eles foram encontrados em
56,34% dos animais de rebanhos no Parana (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, o virus circula nos rebanhos de diversos paises, como China (YANG et al., 2019), Jap&o
(MURAKAMI et al., 2011), Tailandia (LEE et al., 2016), india (GAUTAM et al., 2018) e
Myanmar (MOE et al., 2020).

Para a classificacdo do BLV em genotipos, a regido do gene env que codifica a gp51
tem sido histdrica e amplamente utilizada na realizacao de analises filogenéticas do BLV devido
as suas importantes funcGes bioldgicas, além de ser um dos principais alvos dos anticorpos
neutralizantes (POLAT; TAKESHIMA; AIDA, 2017). Atualmente, sdo descritos onze
gendtipos baseados em sequéncias parciais ou totais da regido genémica da gp51 (Figura 3),
nomeados de Genotipo-1 (G1) até Gendtipo-11 (G11) (YU etal., 2019), cujos isolados agrupam
de acordo com sua origem geografica.

O ultimo gendtipo descrito, G11, foi identificado na China em 2019 (YU et al., 2019).
Os gendtipos G1, G4 e G6 tém ampla distribuigédo e foram detectados pelo mundo todo. O G1
€ 0 mais prevalente e esta presente em quase todos os continentes (POLAT; TAKESHIMA,;
AIDA, 2017). O G4 é o segundo mais amplamente distribuido e foi identificado principalmente
em paises da Europa e América, mas também em outros como Egito (HAMADA et al., 2020),
Ird (KAZEMIMANESH et al., 2021), Mongdlia (OCHIRKHUU et al., 2016) e China (YANG
et al., 2019). Especula-se que o G6 tenha se originado na América do Sul e disseminado para a
Asia através do comércio animal, ja tendo sido encontrado em paises como Argentina, Brasil
(MORATORIO et al., 2010), Bolivia, Paraguai e Peru (POLAT et al., 2016), assim como
Tailandia (LEE et al., 2016), Myanmar (MOE et al., 2020), China (YANG et al., 2019; YU et
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al., 2019), india (GAUTAM et al., 2018) e Paquistdio (ROLA-LUSZCZAK et al., 2021).
Alguns genotipos sdo mais observados em areas geograficamente proximas, como 0 G2 e 0 G5
na América do Sul (MORATORIO et al., 2010), 0 G8 no leste da Europa e Sibéria (BALIC et
al., 2012; ROLA-LUSZCZAK et al., 2013), e 0 G10 em paises do sudeste asiatico (LEE et al.,
2016; WANG et al., 2018; LE et al., 2020; MOE et al., 2020); em contraste, 0 G3 e 0 G7 podem
ser encontrados em regides geograficamente dispersas (POLAT; TAKESHIMA; AIDA, 2017).
O G9, por sua vez, foi identificado na Bolivia (POLAT et al., 2016).

Figura 3 — Arvore filogenética dos 11 gendtipos atuais descritos para
0 BLV baseados em sequéncias parciais do gene env
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2.2 Cancer de mama em mulheres

O céncer de mama € o tipo de cancer mais comum em mulheres no mundo e observou-
se, em 2020, cerca de 2,3 milhGes novos diagnosticos e 658 mil mortes globalmente (WHO,
2021). Para 2040, estima-se quase 2,8 milhdes de casos no mundo (WHO, 2020a), sendo mais
de 617 mil s6 nas Américas, em contraste com os cerca de 458 mil registrados em 2018 no
continente (WHO, 2020b). No Brasil, também corresponde ao tipo de cancer com maior
incidéncia e que mais causa 6bito em mulheres, sendo as taxas mais altas nas regides Sudeste e
Sul (INCA, 2022). Para 2023, sdo estimados mais de 73 mil novos casos da doenca no pais
(INCA, 2022). Na série historica da taxa de mortalidade compreendendo desde 1980 até 2020
(Figura 4), observa-se uma tendéncia ascendente ao longo das décadas, com uma pequena
desaceleracdo no Sudeste e no Sul (INCA, 2022).

Figura 4 — Taxa de mortalidade por cancer de mama no Brasil e suas regides de 1980 até
2020

y /\/"\’\ —

12 o \J‘ﬁ\\

—

Taxa por 100 mil mulheres

GG I S L R R L R

—entro-0este s Nordeste Morte  s—Sudeste Sul Brasil

Fonte: INCA (2022).

O céncer de mama pode ser classificado em tipos e subtipos. Existem dois tipos: 0 in
situ, que corresponde ao carcinoma ductal in situ, um precursor do cancer invasivo, e representa
16% dos canceres de mama; e o invasivo, que representa 81% dos canceres de mama
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). Os subtipos, por sua vez, podem ser divididos em
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histoldgicos e moleculares. Os subtipos histoldgicos sdo classificados com base no tamanho, na
forma e na disposicédo celular do tumor, e ha, pelo menos, vinte e um deles, dentre os quais 0
carcinoma lobular infiltrante € 0 mais comum, porém mais de 75% dos canceres de mama
invasivos acabam sendo classificados histologicamente como “ndo especificados”
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

Os subtipos moleculares sdo determinados pela analise da expressdo génica, a qual é
predita por processos rotineiros de imunohistoquimica que avaliam marcadores biologicos, tais
como: a presenca de receptores hormonais (HR) de estrégeno (ER) e/ou progesterona (PR); de
receptores tipo 2 do fator de crescimento epidéermico humano (HER2); e do marcador de
proliferacdo celular Ki67. 1sso é extremamente importante para a predicdo da resposta a
terapias especificas e do prognostico da doenga. Existem quatro subtipos moleculares: luminal
A (HR+/HER2-), 0 mais comum, que tende a ter crescimento lento e ser menos agressivo e a
estar associado com os progndsticos mais favoraveis por ser responsivo a terapias hormonais;
o luminal B (HR+/HER2+), caracterizado por ser altamente positivo para HER2 e/ou para a
proteina Ki67; o basal-like (HR-/HER2-), também chamado de triplo-negativo (ER-, PR- e
HER2-), tendo o pior prognostico entre todos os subtipos, visto que os métodos de tratamento
ndo avancaram tanto para este quanto para os outros subtipos; e o HER2-enriched (HR-
/HER2+), que, no passado, tinha o pior prognostico, porém o desenvolvimento de terapias
especificas melhorou significativamente o resultado das pacientes (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2019).

Além disso, outra analise importante relacionada ao cancer de mama € a avaliagdo de
mutacOes em certos genes, sendo 0s mais importantes o breast cancer 1 (BRCAL) e o breast
cancer 2 (BRCAZ2), que podem levar a sindrome hereditaria de cancer de mama e ovario.
Estima-se que entre 5 e 10% dos casos de cancer de mama podem ser atribuidos as mutagdes
nos genes BRCA 1 e 2 (APOSTOLOU; FOSTIRA, 2013). Além disso, existem outros fatores
de risco bem estabelecidos que contribuem para o desenvolvimento da doenca, dentre os quais
estdo: idade maior de 65 anos; alteragdes no tecido mamario, como carcinoma ductal in situ,
carcinoma lobular in situ, hiperplasia atipica e aumento de densidade; niveis altos de horménios
enddgenos pré ou pds-menopausa; uso recente de contraceptivos hormonais; uso recente e
prolongado de terapia hormonal na menopausa; historico pessoal de cancer de ovario ou de
endométrio; um ou mais parentes em primeiro grau com cancer 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 gestagdo (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).
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2.3 BLV em humanos

O BLV foi isolado pela primeira vez em 1964 (MILLER et al., 1969) a partir de bovinos,
e, por varios anos, estudos tentaram determinar se ele era ou nao infeccioso para humanos. Nos
anos 1970 e 1980, muitos experimentos foram realizados na tentativa de detectar anticorpos
anti-BLV no soro humano, a maioria usando as técnicas de imunodifusdo em gel de agar
(AGID) e fixacdo do complemento, e todos tiverem resultados inconclusivos ou negativos. 1sso
construiu e disseminou a ideia de que o BLV ndo € infeccioso para humanos e que nenhuma
doenca humana pode ser atribuida a ele (BUEHRING; PHILPOTT; CHOI, 2003). Porém, as
técnicas usadas anteriormente sdo pouco sensiveis comparadas a técnicas mais modernas, e que
bovinos negativos para anticorpos anti-BLV no AGID podem ser positivos em outros ensaios,
como immunoblotting e ELISA (BUEHRING; PHILPOTT; CHOI, 2003). A partir dos anos
2000, diversos estudos tiveram éxito em identificar a exposicdo dos humanos ao virus, seja
através da deteccdo de anticorpos séricos anti-BLV ou de DNA e proteinas virais em células e
tecidos humanos.

O primeiro estudo que detectou a presenca de anticorpos anti-BLV no soro humano foi
publicado pela pesquisadora e doutora estadunidense Gertrude C. Buehring e dois colegas, em
2003. Nele, 275 soros humanos foram testados contra a p24 do BLV por immunoblotting, dos
quais 191 foram positivos (74,3%). Os resultados obtidos foram o ponto de partida para
pesquisas subsequentes sobre o possivel carater zoonotico do BLV, pois confirmam a exposi¢do
humana ao virus, mas ndo provam que houve infec¢do. Sendo assim, novos estudos surgiram
em sequéncia com o objetivo de identificar a presenca do DNA do BLV em humanos.
Considerando a capacidade do virus em infectar a glandula mamaria bovina (BUEHRING;
KRAMME; SCHULTZ, 1994), e resultados que demonstram a infec¢do do tecido mamario
humano pelo retrovirus oncogénico de ratos MMTV (WANG et al., 1995), a maioria dos
trabalhos se dedicou a pesquisa do BLV em amostras de tecido de mama de mulheres.

A partir da década de 2010, a deteccdo do DNA proviral inserido no genoma do tecido
mamario humano foi demonstrada em estudos da Colémbia (GIOVANNA et al., 2013,
OLAYA-GALAN et al., 2021), Estados Unidos (; BUEHRING et al., 2014, 2015; BALTZELL
et al., 2018), Australia (BUEHRING et al., 2017), Argentina (LENDEZ et al., 2018), Brasil
(SCHWINGEL et al., 2019; DELARMELINA et al., 2020; CANOVA et al., 2021), Ira
(KHALILIAN; HOSSEINI; MADADGAR, 2019) e Paquistdo (KHAN et al. 2022). A maior
parte dos estudos testou por PCR o DNA extraido de blocos de tecidos fixados em formalina e

embebidos em parafina, com e sem alteracdes malignas, provenientes de bancos de amostras
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de hospitais. O percentual de positivos encontrado varia desde 22,4% na Argentina (LENDEZ
et al., 2018) até 86,4% no Brasil (CANOVA et al., 2021). Em 2014, Buehring e colegas
publicaram um trabalho descrevendo detalhadamente a metodologia de PCR in situ e 0s primers
desenhados para avaliacdo de cinco genes do BLV (gag, env, pol, LTR e tax) em amostras
FFPE, e detectaram o DNA viral nas células epiteliais secretoras da mama (Figura 5). A maioria
dos estudos publicados até hoje utilizou os mesmos pares de primers para PCR in situ ou em
fase liquida, ocasionalmente com pequenas modificagdes nos protocolos (GIOVANNA et al.,
2013; BUEHRING et al., 2014, 2015, 2017; BALTZELL et al., 2018; LENDEZ et al., 2018;
SCHWINGEL et al., 2019; DELARMELINA et al., 2020; CANOVA et al., 2021; OLAYA-
GALAN et al., 2021; KHAN et al., 2022). Os resultados dos sequenciamentos do DNA viral
amplificado a partir dos tecidos mamarios humanos revelou relacdo proxima e grande
similaridade com sequéncias de BLV detectadas em bovinos (BUEHRING et al., 2014;
DELARMELINA et al., 2020; CANOVA et al., 2021), mostrando que o virus encontrado nos

tecidos humanos esta geneticamente relacionado ao virus que infecta bovinos.

Figura 5 — Resultados da IS-PCR para um fragmento do
gene tax e da imunohistoquimica para o
antigeno p24 do BLV em amostras de tecido
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A: a esquerda, amplificagcdo 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
amplificacdo na mesma amostra devido a auséncia de primers na
reacdo, mostrando que o resultado n&o foi falso positivo em virtude

de fatores inerentes ao tecido. B: a esquerda, reacdo positiva das
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células epiteliais mamarias de uma paciente a presenca 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.
Fonte: Adaptado de Buehring et al. (2014).

Buehring et al. (2014) também identificaram, além do DNA viral, a presen¢a do
antigeno p24 nos ductos e I6bulos do epitélio mamario por imuno-histoquimica em 6% das
amostras (Figura 5). Resultados semelhantes foram obtidos em amostras de mulheres
colombianas, onde a proteina p24 foi detectada em 10% dos tecidos mamarios testados
(OLAYA-GALAN et al., 2021), corroborando com a hip6tese de que a replicagdo viral, apesar
de incomum, pode ocorrer em algumas pessoas. Buehring et al. também conseguiram, em 2019,
identificar o DNA do BLV nos leucocitos humanos, ao testar amostras de sangue de 95
mulheres por nested-PCR e obter 38% de positivos. A presenca do provirus foi demonstrada,
de forma semelhante, no sangue de mulheres do Ird e da Colémbia (KHALILIAN; HOSSEINI;
MADADGAR, 2019; OLAYA-GALAN et al., 2021).

Outros trabalhos, no entanto, relataram a auséncia de detecgdo de DNA proviral em
tecido mamario e leucocitos humanos na China (ZHANG et al., 2016), Japdo (YAMANAKA
et al., 2022), EUA, México e Vietnam (GILLET; WILLEMS, 2016; ADEKANMBI et al.,
2021) utilizando técnicas de WGS, PCR e FRET-PCR. A discrepancia observada nos resultados
pode ser devido a diferencas epidemioldgicas entre as pacientes, como habitos de consumo de
alimentos de origem animal, na origem e caracteristicas inerentes as amostras, ou na
metodologia dos estudos. Adekanmbi et al. (2021) sugerem como abordagem para tentar
entender a existéncia de tais evidéncias contraditorias a utilizacdo de todas as técnicas e
métodos de detecgédo descritos até agora no mesmo conjunto de amostras.

A principal forma especulada de infeccdo dos humanos pelo BLV é através do consumo
de produtos de origem bovina. Apesar da pasteurizagdo e o cozimento eliminarem a
infectividade viral (OLAYA-GALAN et al., 2017), BUEHRING et al. (2015) afirma que leite
cru e carne crua ou malcozida ainda sdo muito presentes na alimentacao 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, sugerindo que o virus poderia ter se
estabelecido na populacdo humana antes. Segmentos do gene gag ja foram identificados em
amostras de leite e carne crus destinados ao consumo humano (OLAYA-GALAN et al., 2017),
e foi demonstrada in vitro a capacidade infecciosa de células infectadas pelo BLV no leite de
vacas positivas (WATANUKI et al., 2019), contribuindo para a hipdtese de que produtos de

origem animal na alimenta¢do humana podem ser um meio de exposicao ao virus. Através da
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analise filogenética de sequéncias do BLV obtidas a partir de tecidos humanos, bovinos e
produtos alimenticios (leite e carne) na Colémbia, Corredor-Figueroa et al. (2021) observaram
a co-circulacédo de haplotipos nas trés fontes de anélise, indicando uma origem comum e que a
presenca do virus em humanos ndo € um evento isolado. Canova et al. (2021) também
identificaram que o DNA viral detectado no tecido mamario de mulheres esta geneticamente
relacionado a sequéncias de virus que circulam em bovinos.

Outras possiveis formas de contaminagdo seriam através do contato direto com 0s
animais e seus produtos biolégicos ou através de mulheres infectadas com o virus (BUEHRING
et al., 2015). Tanto o BLV como o HTLV-1 podem ser transmitidos pela amamentagéo, o que
levanta a possibilidade da transmissao do BLV ser pelo leite entre os humanos também, apesar
do consumo de leite materno ndo ter sido associado com o desenvolvimento de cancer de mama
(WISE et al., 2009). Com relacdo a possibilidade de transmissdo pelo contato fisico com
produtos bovinos, em ocupacdes profissionais envolvidas diretamente com carne e sangue dos
animais, faltam trabalhos especificos avaliando tal 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
doenca, mas o resultado se deve provavelmente ao contato direto com o material plastico da
embalagem, e ndo com a carne crua e seus possiveis patégenos. Em contraste, outros estudos
identificaram uma menor incidéncia de cancer de mama em agougueiros e funcionarios de
abatedouros e industrias de processamento de carne (BESSON; BANKS; BOFFETTA, 2006;
JOHNSON, 2011).

O papel significativo dos virus no cancer foi reconhecido na segunda metade do século
XX, apos varios virus causadores de tumor de roedores serem descobertos (RONIT; SHOU-
JIANG, 2011). Atualmente, sete virus sdo classificados pela Agéncia Internacional de Pesquisa
em Céancer (IARC) no Grupo 1 de carcinogénicos para humanos: virus Epstein Barr (EBV);
virus da hepatite B (HBV) e da hepatite C (HCV); papilomavirus humano (HPV); virus T-
linfotrépico humano tipo 1 (HTLV-1); herpesvirus humano 8 (HHV-8); e virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) (IARC, 2012). Aproximadamente 12% dos casos de
cancer em humanos séo atribuidos a virus e, pela dificuldade de acumular evidéncias suficientes
que estabelecam uma associacdo causal entre cancer e qualquer virus, é provavel que tal
percentual seja subestimado (RONIT; SHOU-JIANG, 2011).

A ideia de virus como causadores de cancer de mama foi introduzida em 1936, quando
observou-se que o leite de ratas continha um fator desconhecido que causava tumores mamarios

nos filhotes quando crescidos, o qual foi identificado como o virus do tumor mamario de ratos
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(MMTV) (BITTNER, 1936). O MMTV é um virus da familia Retroviridae e do género
Betaretrovirus transmitido através das células germinativas e do leite da mée para os filhotes.
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 céncer que ja foram identificados em tumores mamarios de
mulheres, e podem ou néo ter alguma relagdo com o seu aparecimento, séo o HPV, 0 EBV e 0
BLV (LAWSON; HENG, 2010). A luz da detec¢do do MMTYV no tecido mamario maligno de
mulheres (LAWSON et al., 2010), e levando em conta o potencial oncogénico do BLV em
bovinos e sua semelhanca ao HTLV-1, pesquisas tentaram estabelecer uma relagdo entre o virus
e o diagnostico de cancer de mama em mulheres.

Estudos de caso-controle foram realizados nos Estados Unidos (BUEHRING et al.,
2015; BALTZELL et al., 2018;), Australia (BUEHRING et al., 2017), Brasil (SCHWINGEL
et al., 2019; DELARMELINA et al., 2020), Colémbia (OLAYA-GALAN et al., 2021) e
Paquistdo (KHAN et al., 2022), testando amostras de tecido mamario com e sem alteracdes
malignas para a presenca do DNA viral e comparando seus resultados, e foram estimadas razoes
de chance (OR - odds ratio) variando de 0,39 no Paquistdo até 15,82 no Brasil
(DELARMELINA et al., 2020). Um dos estudos objetivou testar se a exposi¢do ao BLV leva
ao aparecimento de cancer ao longo do tempo (BUEHRING et al., 2017). Para isso, foram
utilizadas amostras pareadas da mesma mulher com intervalo de coleta de trés a dez anos entre
elas, a fim de analisar se pacientes cujas amostras de tecido mamario eram positivas para BLV
e ndo tinham alteracfes malignas na primeira cirurgia continuariam positivas para o virus e
estariam mais propensas a desenvolver cancer de mama no momento da segunda cirurgia.
Constatou-se que a probabilidade de tecidos classificados como ndo-malignos na primeira
coleta se tornarem malignos na segunda foi significativamente maior em mulheres cujas duas
amostras eram positivas para 0 DNA do BLV, em comparagdo as mulheres cujas duas amostras
eram negativas ou apenas uma delas era positiva. De 31 pacientes com diagnéstico de cancer
na segunda coleta, 23 (74,2%) tinham diagndstico benigno ou pré-maligno concomitante com
infeccéo pelo BLV na primeira.

Além do cancer de mama, alguns trabalhos tentaram identificar se o BLV esta presente
e relacionado a outros tipos de cancer. Ha indicios de que trabalhadores de abatedouros e
industrias de processamento que estdo em contato direto com carne crua tém maior risco de
desenvolver leucemia e cancer de pulmdo (JOHNSON, 2011), e de que existe uma associagéo
significativa entre o consumo de carne vermelha e linfoma ndo-Hodgkin (NHL — non Hodgkin
lymphoma) (FALLAHZADEH et al., 2014). Na Coreia do Sul, LEE et al. (2005) investigou a
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presenca do virus em 517 amostras de pacientes com leucemia e 162 amostras de pacientes com
cancer de pulmao por PCR para o gene env do BLV, porém nédo obteve resultados positivos.
No entanto, dois trabalhos detectaram o DNA proviral em carcinoma de células escamosas de
pulmédo (ROBINSON et al., 2016) e linfoma (TAGHADOSI et al., 2019). O estudo feito no Ira
com amostras de tecido de diversos tipos de linfoma também identificou, em dois deles, 0 RNA
viral da Tax por RT-nested-PCR, demonstrando que a proteina estava sendo expressa
(TAGHADOSI et al. 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o envolvimento do virus da leucose bovina (BLV) na etiologia do cancer de

mama humano.

3.2 Objetivos especificos

e Pesquisar a presenca do DNA do BLV em amostras de tecido mamario e leucdcitos
provenientes de mulheres submetidas a cirurgia mamaria em Porto Alegre, Rio Grande
do Sul;

e Comparar os resultados obtidos entre os diferentes tipos de amostras (tecido mamario
fresco; tecido mamario fixado em formalina e embebido em parafina; leucdcitos);

e Verificar a frequéncia dos diferentes genes do BLV testados.
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4 MANUSCRITO CIENTIFICO

O manuscrito apresenta resultados preliminares de um projeto de pesquisa que segue
em andamento no Laboratorio de Virologia Veterinaria da UFRGS em parceria com um

hospital de Porto Alegre.
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5 CONCLUSAO

A leucose enzootica bovina € bastante negligenciada na bovinocultura pela falta de
sinais clinicos e de prejuizos aparentes na producao. Visto que a maioria dos animais infectados
ndo desenvolvem a doenca clinica, caracterizada pelo aparecimento de tumores malignos de
linfocitos B em diversos 6rgdos ap6s anos de laténcia, eles sdo mantidos na cadeia produtiva e
funcionam como reservatoérios, resultando em produtos contaminados (carne, leite e derivados)
gue chegam a mesa do consumidor. No Brasil, o virus ja foi identificado em amostras de tecido
mamario fixado e parafinizado de mulheres de Minas Gerais e da regido Sul. Na Colémbia, o
DNA viral foi detectado em tecidos mamarios frescos e leucdcitos. Os resultados encontrados
no estudo descrito aqui podem ser devido a uma casualidade de selecdo das pacientes
participantes e poderiam ser explicados por diferencas inerentes a populacdo estudada. Os
resultados apresentados sao preliminares e mais dados seréo analisados futuramente, quando o

projeto for concluido.
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