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RESUMO

O cancer de mama € a neoplasia que mais acomete mulheres em todo o
mundo. Muitos fatores de risco sdo conhecidos para o seu desenvolvimento, dentre
eles as infecgBes virais. Estudos recentes tém relacionado o Virus da Leucose
Bovina (VLB) com o processo carcinogénico mamario humano. O VLB é responsavel
pela Leucose Enzodtica Bovina (LEB) e estd disseminado mundialmente em
rebanhos bovinos. Esse estudo teve como objetivo investigar, pela primeira vez, a
presenca do DNA do VLB em amostras mamarias de mulheres do Estado de
Pernambuco, Nordeste do Brasil. O DNA do VLB foi detectado em 73/111 (65,7%)
amostras mamarias, sendo positivas para Tax 71/111 (63,9%), para LTR 2/38 (5,2%)
e para gag 1/73 (1,3%). Dessas amostras, o DNA viral foi encontrado em 22/27
(81,4%) amostras de cancer de mama e em 34/46 (73,9%) amostras com alteracdes
benignas (odds ratio: 1.67; 95% IC: 0.51-5.4; p=0.57). Esses resultados demonstram
gue o VLB estad presente em tecidos mamarios e em uma proporcdo maior nas
amostras com cancer de mama, o que reforca a hipdtese de que o VLB possa ter
algum papel no surgimento e/ou desenvolvimento dessa neoplasia. Esses achados
abrem espaco para que mais estudos sejam realizados com uma maior quantidade
de amostras, a fim de contribuir para um melhor entendimento de uma possivel

relacéo causal do VLB com o cancer de mama.

Palavras-chave: Cancer de mama. Virus da Leucose Bovina. nested PCR.



ABSTRACT

Breast cancer is the neoplasm that most affects women worldwide, many risk
factors are known for its development, including viral infections. Recent studies have
linked the Bovine Leukosis Virus (VLB) with the mammary carcinogen process. VLB
is responsible for Bovine Enzootic Leukosis (LEB) and is widespread worldwide in
cattle herds. This study aimed to investigate for the first time the presence of VLB
DNA in breast samples of women from the State of Pernambuco, Northeastern
Brazil. VLB DNA was detected in 73/111 (65.7%) breast samples, being positive for
Tax 71/111 (63.9%), for LTR 2/38 (5.2%) and for gag 1/73 (1.3%). Of these samples,
viral DNA was found in 22/27 (81%) breast cancer samples and in 34/46 (73%)
samples with benign changes (odds ratio: 1.67; 95% IC: 0.51-5.4; p=0.57). These
results demonstrate that VLB is present in breast tissues and in a higher proportion in
breast cancer samples, this reinforces the hypothesis that VLB may play some role in
the emergence and / or development of this neoplasm. These findings make space
for more studies to be carried out with a larger number of samples, in order to
contribute to a better understanding of a possible causal relationship between VLB

and breast cancer.

Key words: Breast cancer. Bovine Leukosis Virus. nested PCR.
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1 INTRODUCAO

7

O cancer de mama é a neoplasia que mais acomete mulheres em todo o
mundo e o0 numero de casos cresce continuamente. Essa doenca € influenciada por
varios fatores que atuam em sinergia, porém os fatores etiol6gicos que contribuem
para o desenvolvimento do céncer de mama ainda n&do foram completamente
definidos.

Dentre os fatores de risco associados ao cancer de mama pode-se citar a
exposicdo hormonal excessiva, radiacao, idade, menopausa, dentre outros. Além
dos fatores de risco ja conhecidos, nos Ultimos anos houve um interesse crescente
na possivel etiologia viral. Alguns virus foram detectados em tecidos mamarios e
apresentaram potencial oncogénico como o Virus do Tumor Mamario de
Camundongo (MMTYV), Virus do Papiloma Humano (HPVSs), Virus Epstein-Barr (EBV
- também conhecido como Virus do Herpes Humano tipo 4) e Virus da Leucose
Bovina (VLB).

O VLB foi recentemente identificado em canceres de mama humanos, trata-se
de um virus que esta distribuido mundialmente e afeta o gado causando a Leucose
Enzodtica Bovina (LEB) em uma pequena proporcao dos animais infectados. E, por
apresentar semelhancas com os retrovirus humanos HIV (Virus da Imunodeficiéncia
Humana) e HTLV (Virus da Leucemia de células T Humanas), presume-se que 0
VLB esteja envolvido no surgimento do tumor mamario humano.

Ainda ndo had um consenso sobre um papel viral no surgimento e/ou
desenvolvimento do cancer de mama humano, no entanto, identificar o envolvimento
de um virus permitiria varias opcfes de prevencdo. Com isso, 0 presente trabalho
teve como objetivo investigar a presenca do DNA do VLB em amostras mamarias de
mulheres com diagnéstico histolégico de céncer de mama e com alteracdes
benignas, oriundas do estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil.

Nos ultimos anos, o DNA do VLB foi detectado no tecido mamario maligno e
benigno de mulheres de diferentes populacdes, porém no Brasil hA somente um
estudo de deteccdo nesse tecido, realizado na regido Sul do pais. Estudos que
relacionem a presenca do VLB com o desenvolvimento de carcinomas mamarios
podem resultar no impacto das estratégias utilizadas para prevencdo do cancer e

consequente avanco terapéutico.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 CANCER DE MAMA

O cancer de mama € uma doenca multifatorial que afeta milhdes de pessoas
em todo o mundo. De acordo com a ultima estimativa mundial (2018), € o segundo
tipo de neoplasia mais incidente (2,1 milhdes de casos registrados) e a mais
frequente em mulheres, corresponde a 24,2% dos casos de cancer feminino (INCA,
2020; BRAY et al., 2018). No Brasil, a estimativa para 2020-2022 aponta que
ocorrerao 66.280 novos casos (INCA, 2020) e 16.927 4bitos, sendo 16.724 mulheres
e 203 homens (SIM, 2017).

O cancer de mama é cerca de 100 vezes menos comum entre os homens do
que entre as mulheres (American Cancer Society, 2017). E uma neoplasia
influenciada por varios fatores que atuam em sinergia, 0s quais desencadeiam uma
multiplicacdo desordenada de células da mama que resulta em células anormais que
se multiplicam e geram um tumor (INCA, 2020).

As mamas sao glandulas compostas por componentes estromais (estroma
mixomatoso) e componentes epiteliais (I6bulos e ductos). Os lobulos sdo as
estruturas produtoras de leite formadas por terminacdes ductais acinares. A
classificacao histopatologica dos tumores mamarios classifica os tumores epiteliais
da mama conforme sua localizacdo em dois grandes grupos: ductais e lobulares,
entretanto derivacfes dos tumores ductais também sdo classificados em tumores
especiais.

Em relacdo ao potencial metastatico, os tumores mamarios também podem
ser classificados em carcinomas in situ (CIS), nos quais ndo ha invasédo estromal e
carcinomas invasivos (American Cancer Society, 2019; Hondermarck et al., 2008).
Além das caracteristicas histomorfologicas, uma ampla variedade de tumores
mamarios tem sido descrita com base em caracteristicas moleculares e ainda de
acordo com o perfil de expressao génica (Barnes et al., 2012; Bhargava et al., 2010;
Poliak, 2007; Cancer 2003).

Os carcinomas in situ (CIS) sdo caracterizados por células tumorais sem
degradacdo da membrana basal ou invasado estromal. Os CIS podem ser
subdivididos genericamente em carcinoma lobular in situ (do inglés, lobular
carcinoma in situ, LCIS) e carcinoma ductal in situ (do inglés, ductal carcinoma in

situ, DCIS) (Hondermarck et al., 2008). Ambos apresentam o0 potencial de se
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tornarem invasivos dentro de um periodo de tempo que pode variar entre alguns
anos ou décadas (Barnes et al., 2012; Hondermack et al., 2008; Leonard & Swain,
2004). O DCIS é o tipo mais comum de cancer de mama nao invasivo (American
Cancer Society, 2019; Campa et al., 2015). Neste tipo, as células que revestem o0s
ductos se tornam células atipicas que podem se espalhar para além do sistema

ductal e progredir ou ndo para carcinoma invasivo (Polyak, 2007) (Figura 1).

Normal > |n situ = |nvasive » Metastatic

Genetic and epigenetic alterations

® @ —— &0 — == O) =
Luminal Myoepithelial Endothelium  Leukocytes Fibroblast ~ Myofibroblast ~ Basement Cells of organ metastasis
epithelial cell cell membrane

Figura 1: Modelo hipotético de progressédo do tumor de mama. Visdo esquemaética da progressao
normal, in situ, invasiva e metastatica do carcinoma (Poliak, 2007).

O cancer de mama invasivo caracteriza-se pela invasdo ao tecido mamario
circundante, os tipos mais comuns sao carcinoma ductal invasivo (CDI) e carcinoma
lobular invasivo (CLI). O CDI é o tipo mais comum de cancer de mama, apresenta
uma predominancia de cerca de 70 — 80% de todos os casos de canceres de mama.
Ambos os tipos podem migrar do local de origem e se espalhar para outras partes do
corpo através do sistema linfatico e da corrente sanguinea (American Cancer
Society, 2019; Cancer, 2003).

O carcinoma invasivo apresenta alguns subtipos que sdo menos comuns do
gue os tumores mencionados anteriormente, esses costumam ter o nome de
caracteristicas que sao visualizadas ao microscépio, como as formas pelas quais as
células sdo organizadas. Esses incluem carcinoma adenoide cistico, carcinoma
adenoescamoso de baixo grau, carcinoma medular, carcinoma mucinoso, carcinoma

papilar e tubular, entre outros. Ha ainda tipos especiais (mais raros) de carcinoma
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invasivo, como a doenca de Paget, Angiossarcoma e Tumor de Phyllodes (American
Cancer Society, 2019).

Os tumores de mama comumente sao testados quanto a presenca de
receptores para os horménios femininos estrogeno (ER) e progesterona (PR). A
presenca desses receptores hormonais indica que o tecido neoplésico se prolifera
em resposta a esses hormonios, o que resulta em um melhor prognéstico e facilita o
tratamento. Com isso, de acordo com as caracteristicas moleculares (Quadro 1), o
cancer de mama pode ser classificado em ER e PR, receptor tipo 2 do fator de
crescimento epidérmico humano (HER2), Ki-67 (também conhecida como MKI67),
citoqueratina 5 (CK5) e receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR). E com
base nos perfis de expressao génica, destacam-se 0s seguintes tipos moleculares:
Luminal A, Luminal B, superexpressdo de HER-2 e tumores basais (triplos
negativos) (American Cancer Society, 2019; Bhargava et al., 2010; Hammond et al.,
2010; Cheang et al., 2009/2006; Sorlie et al., 2001; Perou et al., 2000).

Quadro 1: Principais tipos moleculares de cancer de mama determinados pelo perfil de

expressdo génica. Fonte: (SJ Schnitt, 2010).

Luminal

Alta expressao de

HER?2

Alta Expressao de

Basal

Alta expressao de genes

Padrédo de receptores hormonais e HER2 e outros epiteliais basais;
expressao genes associados genes no Baixa expressdo de ER
génica Luminal A > Luminal B amplicon; e genes associados;

Caracteristicas

clinicas

~ 70% dos canceres de
mama invasivos;
ER/PR positivos;
Luminal B tende a ter
um grau histolégico
maior do que Luminal
A;

Alguns
superexpressam HER?2
(Luminal B)

Baixa expresséo
de ER e genes

associados.

~15% dos
canceres de
mama invasivos;
ER/PR negativos;
Mais propensos a
ser de alto grau e
positivos para

linfonodos.

Baixa expresséo de
HER?2.

~ 15% dos canceres de
mama invasivos;

A maioria dos
ER/PR/HER2 negativo;
Disfuncdo de BRCA2
(linhagem germinativa,
esporadica);

Comum em mulheres

afro-americanas.
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O cancer de mama possui humerosos fatores de risco que contribuem para
sua ocorréncia, porém os agentes iniciadores da transformacdo maligna das células
ainda ndo sao totalmente compreendidos (Lawson et al. 2018; Kaminska et al.
2015). Dentre os fatores de risco associados a essa doenca estdo a exposicédo a
altos niveis de estrogénios, radiacdo, idade, raca, numero de nascimentos e

obesidade apds a menopausa, entre outros (Quadro 2) (Kaminska et al., 2015).

Quadro 2: Fatores de risco associados ao surgimento do cAncer de mama. Fonte: INCA, 2020.

Fatores ambientais e Fatores da histéria reprodutiva e Fatores genéticos
comportamentais hormonal e hereditarios

Obesidade e sobrepeso Primeira menstruacéo antes de 12 Historia familiar

apos a menopausa; anos; de cancer de
ovario;

Sedentarismo e inatividade  N&o ter tido filhos; Casos de cancer

fisica; de mama na
familia,

principalmente

antes dos 50

anos;

Consumo de bebida Primeira gravidez apés os 30 anos;  Histéria familiar

alcodlica; de cancer de
mama em
homens;

Exposicéo frequente a Menopausa ap0s 0s 55 anos; Alteracdo

radiacdes ionizantes (Raios- genética,

X). especialmente
nos genes

BRCAL e BRCA2.
Uso de contraceptivos hormonais
(estrogénio-progesterona);
Ter feito reposicdo hormonal pos-
menopausa, principalmente por

mais de cinco anos.

Quanto a susceptibilidade familiar, sabe-se que mutacfes em varios genes,
como BRCAL e 2 (genes supressores de tumor), TP53, PTEN, STK11, CDH1, estao
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associadas ao risco aumentado de ocorréncia de cancer de mama (Campeau et al,
2008; Antoniou et al. 2003). O gene BRCA 1 esta associado com aproximadamente
90% dos casos de cancer hereditario, enquanto que o BRCA2 esta mais associado
com o cancer de mama masculino (Yiannakopoulou, 2014; Contractor et al., 2008).
Outro gene relacionado ao desenvolvimento do tumor mamario € o oncogene HERZ2,
cujas mutacdes levam ao desenvolvimento de um tumor mais agressivo (Bianchini et
al., 2014; Kao et al., 2006).

2.2 VIRUS DA LEUCOSE BOVINA (VLB)

2.2.1 Caracteristicas gerais

O Virus da Leucose Bovina (VLB) é um retrovirus enzodtico, exdégeno e
oncogénico semelhante ao virus da leucemia de células T humanas (HTLV). O VLB
é responsavel pela Leucose (leucemia / linfoma) Enzodtica Bovina (LEB) de células
B, condicdo que se desenvolve em menos de 5% do gado infectado e
aproximadamente 30% desenvolvem Linfocitose Persistente (LP), uma condicéo
caracterizada por um aumento de Linfécitos B circulantes, os animais que
desenvolvem LP permanecem estaveis por um longo periodo. A maioria dos bovinos
infectados s&o assintomaticos (Rodriguez et al., 2011; Gillet et al., 2007; Schwartz &
Lévy, 1994).

O VLB pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e género
Deltaretrovirus. O nome retro (reverso) origina-se da enzima transcriptase reversa
(DNA polimerase dependente de RNA) que esta presente em todos os membros da
familia. Os virus incluidos na familia Retroviridae sdo HIV, HTLV e VLB, os quais
compartilham homologia estrutural e funcional. A Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre Cancer (IARC) classificaram os virus humanos HIV e HTLV como
carcinogénicos do grupo | (IARC, 2007), sendo assim, por pertencer a mesma
familia que estes virus carcinogénicos, ha a possibilidade de que o VLB também
possa ser carcinogénico em humanos, o que ainda estd em investigacao.

Em semelhanca ao HTLV-I, o VLB induz infeccdo semelhante com auséncia
de viremia crénica e um longo periodo de laténcia, sendo que afeta a linhagem de
células B e o HTLV-I afeta a linhagem de células T. Apesar de ambos os virus
apresentarem sequéncias genbmicas diferentes, suas estruturas e propriedades

diferem de outras classes dos retrovirus, portanto foram reclassificados em um novo



19

grupo de retrovirus (Gillet et al., 2007) (Figura 2). Em ambos as proteinas Tax e Rex
sdo codificadas na regido pX, situada entre os segmentos env e LTR 3’. A proteina
Tax tem papel fundamental no potencial oncogénico do virus, é a principal proteina
envolvida na replicagéo viral (Sakurai et al., 1991; Willems et al., 1987).

Alpharetrovirus RSV [ LTR [ gag | pol | env ‘ src | LTR |
Gammaretrovirus MulLV | LTR | gag I pol l env | LTR |
Deltaretrovirus HTLV-1 | LTR | gag | pol | env LTR
L _ — 2
-,_h:h“:',—rex
o -pi2
- p13"
- ",—pSO’"
spliced i:BZ -
(Minus strand) N
BLV | LTR ‘ gag | pol env LTR
- — 13X
T
T s
- G4

Figura 2: Representacdo esquematica da organizacdo do genoma de retrovirus. virus do
sarcoma de Rous — RSV, virus da leucemia murina — MuLV, virus da leucemia de células T humanas
— HTLV-1 e virus da leucose bovina — BLV (Aida et al., 2013).

2.2.2 Estrutura e genoma retroviral

Assim como outros retrovirus, o VLB possui regides gendmicas tipicas: gag
(codifica as proteinas estruturais internas), pro (codifica a protease viral), pol
(codifica a transcriptase reversa) e env (codifica as glicoproteinas do envelope),
flanqueadas por duas repeticbes terminais longas (LTRsS) nas extremidades
terminais do genoma. No entanto, por ser um deltaretrovirus apresenta uma regiao
adicional conhecida como pX que codifica as proteinas auxiliares e acessorias (Tax,
Rex, R3 e G4) e também expressa microRNAs reguladores (Figura 3) (Polat et al.,
2017b/2016; Lee et al., 2016; Ochirkhuu et al., 2016;; Rosewick et al., 2013).
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Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura do genoma do BLV (a) e da particula viral
(b). A - Genes estruturais em verde-claro e os genes regulatérios da regido pX destacados em
laranja. B - Duas copias de RNA fita simples, associadas as proteinas do nucleocapsideo (pl12),
transcriptase reversa e integrase, dentro de um capsideo formado pelas proteinas p24. A proteina
pl5 (matriz) € a responséavel por interligar o capsideo e o envelope externo, que é formado por uma
bicamada lipidica, no qual, as demais proteinas virais (gp51 e gp30) ficam inseridas. (Adaptado de
Barez et al. 2015).

O genoma viral consiste em duas moléculas de RNA de fita simples com
polaridade positiva, com um comprimento de 8714 nucleotideos (Sagata et al.,
1985). As particulas virais variam de 60 a 125nm e também apresentam um
envelope e um capsideo icosaédrico. Atualmente, a classificacdo filogenética do
VLB inclui 11 genotipos, relatados em diferentes regiées do mundo (Bazzucchi et al.,
2019; Yu et al., 2019; Gautam et al., 2018; Polat et al., 2017b/2016; Lee et al., 2016;
Ochirkhuu et al., 2016; Ababneh et al., 2012).

2.2.3 Infeccéo e transmisséo Viral

A Leucose Enzoodtica Bovina (LEB) foi relatada primeiramente na Europa,
como uma condicdo clinica que se espalhava pelos rebanhos e resultava na
presenca de nodulos amarelados no baco aumentado de bovinos (Leisering, 1871
citado por Olson and Miller, 1987). No entanto foi nos Estados Unidos que Janice
Miller e seus colegas descobriram o VLB em bovinos em 1969; a associacao causal
do virus com a LEB foi demonstrada quando eles utilizaram microscopia eletronica
para observar a particula viral dentro de um linfécito em vacas com linfossarcoma e

a utilizacéo dos postulados de Koch (Miller et al., 1969).
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A introducdo de animais europeus infectados em paises livres da doenca
possivelmente provocou a disseminacdo do VLB. No Brasil, a doenca foi relatada
pela primeira vez em 1959 no Rio Grande do Sul (Merckt et al., 1959). A importacao
indiscriminada de bovinos do hemisfério Norte por pecuaristas das regides Sudeste
e Sul tem sido apontada como a causa da introducdo do VLB nos rebanhos
brasileiros (Abreu et al., 1994). Atualmente, a LEB esta distribuida mundialmente e
acomete principalmente os rebanhos leiteiros.

Quando o VLB foi descoberto em bovinos, houve a preocupacgéo de que esse
virus também poderia infectar humanos e causar doencas (Miller et al., 1969). No
entanto, foram feitas pesquisas sorolégicas a fim de detectar anticorpos para o VLB
em humanos (0o gado infectado apresentava esses anticorpos no sangue), e nao
apresentaram resultados positivos. Com isso, acreditou-se por um tempo que o VLB
nao era transmissivel ao homem e que ndo estava associado a nenhuma doenca
humana (NAHMS, 1969).

A capacidade de infeccdo do VLB em vérias linhagens celulares foi
demonstrada em 1976 (Graves e Ferrer, 1976). Nesse estudo, culturas celulares de
humanos, simios (chimpanzés e rhesus), caninos, ovelhas, cabras e morcegos
foram infectadas com amostras de vacas com LP. Em todas as culturas celulares foi
observada a producdo do virus completo, com isso, 0s autores destacaram o
potencial de risco biologico para os seres humanos.

Com o passar do tempo, houve o surgimento de técnicas modernas e mais
sensiveis, como o método Immunoblotting (Western Blotting), o que favoreceu novos
testes de soros humanos quanto a presenca de anticorpos para VLB. Com essa
técnica os anticorpos foram identificados no soro de 74% de 257 pessoas saudaveis
(Buehring et al., 2003). No entanto, especulou-se que a presenca dos anticorpos em
humanos poderia ser apenas uma reacao imune ao consumo de carne bovina e
laticinios pasteurizados. Posteriormente, o advento da PCR e do sequenciamento de
DNA tornou possivel a deteccdo do DNA do VLB, marcador mais definitivo da
presenca viral.

Estudos posteriores demonstraram que o VLB infecta algumas espécies
naturalmente, especialmente as que estdo proximas ao gado: bufalos, ovelhas,
alpacas e experimentalmente em coelhos, ratos e porcos (Lee et al., 2012; Gillet et
al., 2007). Quanto aos humanos, as evidéncias de infeccdo por VLB vém se

acumulando nos ultimos anos (Schwingel et al., 2019; Baltzell et al., 2018; Buehring
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et al., 2017; Gillet & Willems, 2016; Zhang et al., 2016; Buehring et al., 2015; Lendez
et al., 2015; Mesa et al., 2013).

Em bovinos, a infeccdo por VLB é caracterizada por um estagio
assintoméatico, LP e linfoma. A maioria dos bovinos infectados € assintomatica,
porém um terco deles apresenta LP, uma forma benigna da doenca caracterizada
por um aumento de linfécitos B no sangue periférico. Esses animais geralmente
permanecem estaveis por um longo tempo ou por toda a vida. E apés o periodo de
laténcia, por mecanismos ainda desconhecidos, 1 a 5% do rebanho infectado
desenvolve leucemia/linfoma de células B, uma fase terminal da doenca (Rodriguez
et al., 2011, Florins et al., 2008; Schwartz & Levy, 1994).

A LEB é diagnosticada pela presenca de tumores e/ou aumento geral dos
linfonodos. O rebanho com LEB geralmente apresenta perda de peso corporal,
diminuicdo do apetite e reducao da produtividade. As células cancerigenas penetram
muitos 0rgaos, como o coracao, utero, glandulas mamarias e regido epidérmica do
sistema nervoso central (Angelos & Thurmond, 2008; Miller et al., 1969). O gado
infectado com VLB pode ser identificado através de testes sorologicos para deteccao
de anticorpos, geralmente o virus permanece inativo nas vacas infectadas até serem
expostas a uma situacdo de estresse como durante climas extremos, parto ou
doenca (Valii, 2007).

A transmissdo em bovinos ocorre principalmente de forma horizontal ou
iatrogénica, envolve o contato direto com as células infectadas presentes no sangue
ou leite, bem como as praticas veterinarias inadequadas com 0 uso de instrumentos
contaminados sem a devida esterilizacdo (Hopkins & DiGiacomo, 1997; Johnson et
al., 1985). A transmissdo vertical € menos comum, mas pode ocorrer através da
placenta ou apds o nascimento, por meio dos linfécitos infectados presentes nos
fluidos corporais e pelo aleitamento materno dos bezerros (Hopkins & DiGiacomo,
1997; Lassauzet et al., 1991). Além disso, ha evidéncias de transmissao através de
insetos hematéfagos (Ooshiro et al., 2013).

Em humanos, ainda ndo se sabe a via exata de transmissdo do VLB, a mais
provavel seria zoonética, como uma infec¢ao transmitida por alimentos. A suposicéo
€ de que o leite ndo pasteurizado e a carne crua possa ser uma maneira pela qual o
virus entra no corpo, apesar de que o VLB é inativado pelo processo de
pasteurizacdo e cozimento. No entanto, foi demonstrado que os virus presentes nos

produtos comercializados de bovinos podem ndo ser completamente inativados por
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esses processos (Kale et al., 2007). O gene viral gag foi detectado nesses alimentos
crus (Olaya-Galan et al., 2017).

Outras vias possiveis de transmissdo do VLB em humanos sdo através do
sangue ou leite. Foi realizado um estudo recente em sangue humano, o qual
constatou leucécitos infectados com VLB em 45% dos individuos (Buehring et al.,
2019), o que sugere uma infeccao transmitida pelo sangue. Outro possivel método
de transmissdo em humanos que precisa ser investigado é através do aleitamento

materno, bem como a exposi¢cado ao sangue no processo do parto.

2.2.4 Patogenicidade induzida por VLB

O principal alvo celular do VLB em bovinos é o linfocito B IgM+CD5+, apesar
de que mondcitos, linfocitos T CD8 e granulécitos também possam ser infectados
(Panei et al., 2013). Quando o VLB infecta a célula alvo, um receptor de membrana
faz o reconhecimento viral e permite a liberacdo do capsideo no citoplasma da célula
hospedeira. Ha a entrada do RNA viral de fita simples, transcricdo reversa e a
molécula de DNA forma um complexo com a integrase e outras proteinas para
introduzir o genoma viral no nucleo que finalmente se integra ao genoma do
hospedeiro (Figura 4) (Lewinski & Bushman, 2005).
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Figura 4: Viséo geral de um ciclo de replicacéo viral hipotético. Fonte: Portal Educacao.

O VLB é integrado ao genoma do hospedeiro como um provirus, o qual
codifica para o acido nucleico e proteinas para montar novas particulas virais. As
particulas séo liberadas pelo processo de exocitose para a producdo de novos
virides infecciosos (Lewinski & Bushman, 2005). A segunda estratégia de replicacdo

envolve a atuagdo de proteinas reguladoras, como Tax, na proliferacdo celular. As
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duas vias de replicacao viral produzem clones distintos de células infectadas (Gillet
et al., 2013).

Nesta fase inicial da infeccdo, observa-se um aumento consideravel da carga
viral, devido a grande quantidade de clones gerados. Com a ativacdo das respostas
imunes humorais e celulares do hospedeiro, ha uma diminuicdo significativa da
carga viral. A infeccdo se espalha através da expansdo clonal das células
infectadas, sem indicativo de transcricdo reversa (Gillet et al., 2013; Florins et al.,
2007).

Quando a infeccdo se espalha, o sistema imunolégico do hospedeiro
direciona os anticorpos especificos principalmente ao envelope estrutural gp51 e a
proteina do capsideo p24 (Gillet et al., 2013). Esse sistema de defesa persiste por
toda a vida do animal, indicando que o sistema imunolégico é permanentemente
estimulado pelos antigenos do VLB (Florins et al., 2007).

Os mecanismos especificos de entrada ainda ndo sdo bem descritos. O
receptor celular utilizado na entrada do VLB ainda nao foi descoberto, acredita-se
gue seja a subunidade & do complexo 3 da proteina adaptadora bovina (AP-3)
(Suzuki et al., 2003). Os humanos apresentam quatro tipos de complexos AP, os
guais possuem um papel importante no transporte intracelular (Robinson &
Bonifacino, 2001).

A insercdo de acido nucleico de VLB ocorre frequentemente em regides
intrénicas, ndo ha sitio especifico para insercédo. A insercao nessas regides de baixa
transcricdo ajuda a manter a laténcia do virus (Murakami et al., 2011). Os provirus
presentes nos sitios em que a transcricdo € inativa ndo sdo reconhecidos pelo
sistema imunolégico do hospedeiro. Com isso, as células infectadas se acumulam
causando linfocitose ou proliferacao de células B (Florins et al., 2007).

O gene Tax € um dos principais contribuintes para o potencial oncogénico.
Sua principal funcdo € a de transcricdo viral (Sakurai et al., 1991; Willems et al.,
1987). Foi descrito que Tax possui a capacidade de induzir a imortalizacdo de
fibroblastos primarios de embrido de rato (REF) (Tajima & Aida, 2000; Willems et al.,
1998) e também age em cooperacdo com o oncogene Ha-ras induzindo a
transformagdo completa de células formadora de tumores, quando injetada em
camundongos. Tax ndo é um oncogene, porém comporta-se de forma semelhante a

proteina Myc (oncogene Myc) (Tajima & Aida, 2000).
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Os mecanismos pelos quais Tax induz a transformacédo celular ainda estéo
sendo descritos, sabe-se que é responsavel por estimular a sobrevivéncia celular
ativando o fator de transcricdo NF-Kb e também aumentar a expressao de TNF- a e
de proteinas que impedem o processo de apoptose (como o Bcl-2), aumentando
assim, a susceptibilidade a mutacdes no DNA celular (Takahashi al., 2005; Twisere
et al., 2003).

Os genes gag, pro, pol e env sdo responsaveis pelo ciclo de vida viral,
infecciosidade viral e producao de virides infecciosos (Bai et al., 2015; Harmard &
Muriaux, 2011; Jewell & Manskv, 2000; Inabe et al., 1999). As proteinas Tax e Rex
séo essenciais para a regulacdo da transcricao viral, malignidade induzida pelo BLV
e exportacdo nuclear do RNA viral para o citoplasma (Takahashi et al., 2005;
Takahashi et al., 2004; Tajima et al., 2003; Tajima & Aida, 2000/2002; Willems et al.,
1992/1990; Felber et al., 1989). J&4 as proteinas R3 e G4 contribuem para a
manutengdo das altas cargas virais, influenciando a replicagdo e a patogénese in
vivo (Florins et al., 2007; Willems et al., 1994).

O gene gag é responsavel por gerar trés proteinas, a proteina de matriz p15,
gue se liga ao RNA gendmico viral e interage com a bicamada lipidica da membrana
viral (Copeland et al., 1983), a proteina do capsideo p24, a qual é o alvo principal da
resposta imunoldgica do hospedeiro (Willems et al., 1997; Mager et al., 1994), e a
proteina nucleocapsideo p12, que se liga ao RNA gendmico empacotado (Katoh et
al., 1993).

As proteinas de superficie e transmembrana codificadas pelo gene env
trabalham de forma coordenada para realizar a ligacao e a fusdo dos receptores de
membrana celular durante a entrada do virus (Lairmore, 2014). Também esta
presente no genoma de VLB miRNAs, 0s quais ndo S80 expressos apenas em
tumores, mas também na fase assintomatica da infeccao (Rosewick et al., 2017).

Os miRNAs demonstraram modificar pelos menos seis genes alvos
relacionados a apoptose, imunidade, sinalizacdo celular e oncogénese (Gillet et al.,
2016). Com isso, podem ter papéis no inicio e na progressao do tumor através de
seus efeitos sobre a carga proviral e consequentemente na replicacao viral (Gillet et
al., 2016; Rosewick et al., 2013; Kincaid et al., 2012).

Além disso, alguns estudos demonstraram uma associacdo significativa
entre a infecgcdo pelo VLB e a regulagao positiva da telomerase e a linfocitose

persistente (Hemmatzadeh et al., 2015; Szczotka e Kuzmak 2013; Suzuki et al.
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2008). Nestes estudos animais mais velhos infectados exibiram um aumento
acentuado na atividade da telomerase, os autores concluiram que o VLB pode
inibir o encurtamento dos telébmeros, contribuindo assim na leucemogénese e na

inducdo de tumores.

2.3 VLB E CANCER DE MAMA

Nas ultimas décadas houve um interesse crescente na possivel etiologia viral
do cancer de mama humano. Os virus mais amplamente explorados séo o virus do
Tumor Mamario de Camundongo (MMTV), o virus Epstein-Barr (EBV), o
Papilomavirus Humano (HPV) e o VLB (Lawson et al., 2018; Buehring et al. 2014; Di
Lonardo et al. 1992). Ainda ndo ha um consenso sobre um papel viral na iniciacdo
e/ou manutencdo do cancer de mama humano, mas a influéncia dos virus
oncogénicos é atualmente a principal hipotese plausivel para uma causa direta
desse tipo de cancer (Lawson et al. 2018).

O interesse pela etiologia viral do céancer de mama teve inicio com a
descoberta do MMTV como agente causador do cancer de mama murino. Desde
entdo, muitos virus, como sequéncias semelhantes ao EBV, HPV e MMTV, foram
identificados em tumores mamarios humanos (Di Lonardo et al.,1992). Em 2003, as
proteinas do capsideo do VLB foram encontradas em pessoas saudaveis (Buehring
et al., 2003). No entanto, esse achado confirmou somente a exposicdo humana ao
virus.

Em 2006, pesquisadores na Coldombia analisaram 56 amostras de cancer de
mama humano por imunohistoquimica para a glicoproteina do envelope viral, gp51
(Ochoa et al., 2006). Eles detectaram essa proteina em 7% das amostras (4/56). A
proteina gp51 é codificada pelo gene env, sua presenca também € indicativa de
replicacdo viral (Gillet et al., 2007).

Os transcritos do gene Tax do VLB foram detectados pela primeira vez na
Califérnia em 2014, nesse estudo foram analisadas 219 amostras de tecido
mamario. A proteina do capsideo viral p24 também foi encontrada em algumas das
amostras analisadas (Buehring et al., 2014). Esses achados levantam a hip6tese de
que o VLB pode desempenhar algum papel no desenvolvimento e/ou progresséo no

cancer de mama.
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Atualmente, ha alguns estudos de deteccdo do DNA do VLB em tecidos
mamarios em diferentes populacdes, sendo que a maioria € de associacao do virus
com a neoplasia mamaria (Quadro 3). O DNA viral foi encontrado em mulheres
colombianas (Mesa et al., 2013), argentinas (Lendez et al., 2018), norte americanas
(Baltzell et al., 2018; Buehring et al., 2015/2014), australianas (Buehring et al.,
2017), brasileiras — Rio Grande do Sul - (Schwingel et al., 2019) e Iranianas
(Khalilian et al., 2019).

Quadro 3: Deteccdo do DNA do VLB em tecidos mamarios humanos.
Ano Autor Pais NUumero de Método Tecido Tecido

amostras/ de analise benigno cancerigeno

Tecido
2013 Mesaetal. Colémbia 106 PCR 24/53 20/53 (36%)
(45%)
2014 Buehring EUA 219 / FFPE IS-PCR * *
et al.
2015 Buehring EUA 30/104 67/114 (59%)
etal. 239/ FFPE IS-PCR (29%)
2016 Gillet & EUA, 51/ Dados 0/51 (0%)
Willems. México e  da sequéncia NGS 0
Vietna de DNA
2016 Zhang et China 91/ Tecido 0/91 (0%)
al. mamario e RT/PCR? 0
sangue ELISA
2017 Buehring Australia 19/46 40/50 (80%)
etal. 96 / FFPE IS-PCR (41%)
2018 Baltzell et EUA 20/105 35/61 (57%)
al. 166 / FFPE IS-PCR (19%)
2018 Lendezet Argentina 85/ FFPE IS-PCR 0 19/85 (23%)
al.
2019 Khalilian et Ird 200/FFPE nested 4/8 (50%) 60/172
al. PCR (34,9%)
2019 Schwingel Brasil 144 | FFPE IS-PCR/ 10/72 22/72 (31%)
et al. NL-PCR (14%)

* O DNA viral foi encontrado em 44% das amostras sem diagndstico.
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Nos estudos existentes de associacdo do VLB com o cancer de mama,
percebe-se que a presenca viral geralmente é detectada em uma propor¢do maior
em tecidos malignos do que em tecidos benignos. No entanto, em um estudo
realizado na Colémbia em 2013, o DNA do VLB foi detectado em uma quantidade
maior em tecidos benignos da mama (45%) do que em tecidos com cancer de mama
(36%) (Mesa et al., 2013). Eles realizaram uma andlise filogenética que demonstrou
uma alta homologia entre as sequéncias de genes amplificados obtidos de tecidos
mamarios humanos e aqueles provenientes de bovinos com leucose depositados no
GenBank.

Na Califérnia, Buehring e colaboradores realizaram um estudo de associagéo
entre a presenca do DNA do VLB e o cancer de mama, foi constatado uma
frequéncia significativamente maior de DNA do VLB no epitélio mamario de mulheres
com cancer de mama (59%) do que nos controles normais (29%) e o DNA viral
também foi detectado em 38% das lesGes pré-malignas, como carcinomas in situ
(Buehring et al., 2015). Nesse mesmo estudo, a associacao entre a presenca viral e
0 cancer de mama apresentou um valor semelhante aos valores obtidos para outros
fatores de risco.

Por outro lado, ha dados publicados nos quais 0 DNA né&o foi encontrado em
amostras mamarias. Na China realizou-se um estudo de deteccdo de VLB em
tecidos mamarios e amostras de sangue de mulheres com diagndéstico de cancer de
mama, ndo houve a deteccdo de transcritos ou anticorpos contra o VLB (Zhang et
al., 2016). Buehring analisou os resultados dos chineses e concluiu que os métodos
utilizados ndo pareciam adequados, pois 0s chineses deixaram a desejar nas
informacdes fornecidas sobre a técnica de PCR in situ utilizada e, o kit comercial
ELISA que eles utilizaram era especialmente destinado ao gado, o qual possui 0
nivel de anticorpos muito maior do que humanos (Buehring et al., 2003; Choi et al.,
2002).

Outro estudo realizado por Gillet e colaboradores analisou o genoma
completo de 51 tumores de mama obtidos no banco de dados NCBI (dbGaP, banco
de dados NCBI de gendtipo e fen6tipo). Os tecidos mamarios foram provenientes de
mulheres dos Estados Unidos, México e Vietna. Eles ndo detectaram sequéncias de
VLB nas amostras analisadas (Gillet & Willems, 2016).

Ha somente um estudo retrospectivo, no qual foi detectada a presenca do

VLB antes do desenvolvimento da neoplasia mamaria. Esse estudo foi conduzido
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por Buehring e colaboradores em amostras de 31 mulheres australianas, eles
obtiveram a primeira amostra normal no momento da primeira cirurgia e a segunda
amostra da mesma mama 3-10 anos depois. Nesse trabalho o DNA do VLB foi
detectado em 80% das amostras malignas e 41% das amostras saudaveis (Buehring
et al., 2017).

No Brasil, sabe-se que a infeccao estd presente e disseminada em bovinos
leiteiros de varias regides, inclusive no estado de Pernambuco (Santos et al. 2013;
Barros Filho et al. 2009; Fernandes et al. 2009; Birgel Jr. et al. 2006; Carneiro et al.
2003; Luders 2001; Molnar et al. 1999; Modena et al. 1984). No entanto, h4 somente
um estudo realizado no Sul do pais sobre a associacdo da presenca do BLV com o
cancer de mama. Nesse estudo, o DNA do BLV foi detectado em 30,5% e 13,9% das
amostras com céancer e amostras controle, respectivamente (Schwingel et al., 2019).

A relagéo entre a presencga do VLB com a origem e/ou surgimento do cancer
de mama humano ainda permanece controversa. E possivel que, associado a outros
fatores de risco, o VLB desempenhe algum papel que ainda nado foi descrito. A
metodologia utilizada nas analises, o background genético da populacdo e os
habitos alimentares (como o consumo de produtos bovinos), podem estar

relacionados aos resultados controversos publicados.

2.4 PREVALENCIA

Atualmente o VLB esta emergindo como uma possivel infeccdo zoondtica e
apesar de ser considerada erradicada em varias partes do mundo, esta globalmente
disseminado em gado domesticado nas Américas, em partes da Europa, Asia e
Oriente Médio (Bauermann et al., 2017; Merlini et al., 2016; Polat et al., 2016; EFSA,
2015). HA mais de duas décadas, alguns paises como Reino Unido, Franca,
Alemanha, Japéo, Dinamarca e Espanha realizaram programas de erradicacdo do
VLB bem sucedidos. Oficialmente, Bélgica e Holanda estéo livres da LEB (Buehring
et al., 2015; Evermann & Jackson, 1997).

Na América do Norte, dados epidemiolégicos demonstram a infecgéo
presente em 83,4% dos bovinos leiteiros e 39% dos rebanhos bovinos dos Estados
Unidos. E, no Canada, a taxa de infeccdo € menor, com 37% de vacas infectadas

(Polat et al., 2017; VanLeeuwen et al., 2001). Além dos Estados Unidos, Japédo e
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Argentina tem realizado esforcos para desenvolver planos econémicos para sua
industria de laticinios.

Na América do Sul, o VLB esta presente no gado em quase todos os paises.
Na Bolivia, Peru, Paraguai, Uruguai e Coldmbia, as taxas individuais de infeccéo
variam entre 19% e 54% (Polat et al., 2016; Benavides et al., Hung Ch 1983). Na
Argentina, pais que possui uma importante industria de leite e carne de vaca, a
maioria dos rebanhos esta infectada pelo VLB (Gutiérrez et al., 2011). E no Brasil, a
prevaléncia varia em cada estado, a taxa fica entre 17% a 60% (OIE — World
Organization for Animal Health, 2018; Camargos et al., 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Investigar a presenca do Virus da Leucose Bovina (VLB) em amostras de
tecido mamario de mulheres do estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar a deteccdo do DNA do VLB a partir do DNA extraido de amostras
histologicas de tecido mamario;

2. Associar a frequéncia do VLB aos diagnosticos histolégicos das pacientes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO ANALISADO

Como objeto de estudo foram avaliadas 111 amostras biolégicas provenientes
de pacientes do sexo feminino, com idade entre 20 e 70 anos (idade média de 46,38
anos), da regido metropolitana do Recife, Nordeste do Brasil. Foram utilizados
materiais de tecido maméario parafinado e fresco, obtidos do Hospital das Clinicas
(UFPE) e Hospital Barao de Lucena (HBL), Recife — Pernambuco.

As amostras parafinadas foram obtidas a partir de cirurgias e emblocadas
entre os anos de 2009 a 2014 e as amostras de tecido mamario fresco foram obtidas
a partir do exame de core biopsy e posteriormente armazenadas em RNAlater
Solution (Ambion®) a -80°C, a coleta do material fresco ocorreu entre o periodo de
Junho de 2012 a Dezembro de 2015.

Do total de amostras, 46 foram classificadas em alteragbes benignas, 27 em
carcinomas (sendo 25 ductal invasivo e 2 apenas carcinoma invasor) e 38 estavam
sem o resultado histopatolégico (Quadro 4). A amostra padréo utilizada para validar
os resultados da PCR foi proveniente do Laboratorio de Virologia — UFRPE, uma

cultura de células FLK infectadas com VLB.

Quadro 4: Diagndésticos histopatol6gicos das amostras analisadas

QUANTIDADE DIAGNOSTICO HISTOLOGICO
25 Carcinoma ductal invasive
25 Fibroadenomas
11 Alteracdes benignas (ndo especificado)
3 Adenose
2 Carcinoma invasivo (nao especificado)
1 Carcinoma ductal in situ
1 Fibroesclerose
1 Mastite cronica
1 Esclerose stromal
1 Hiperplasia ductal usual focal e intensa hialinizagéo estromal
1 Fibrose e elastose
1 Hiperplasia pseudoangiomatose do estroma
38 Sem resultado histologico
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4.2 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Pernambuco, Brasil, sob o nimero CAAE: 28508614.9.0000.5208 (Anexo
1). As pacientes foram informadas sobre os objetivos da pesquisa, procedimentos a
serem realizados, bem como os riscos e beneficios da sua participacdo no estudo.
Todas as pacientes que concordaram em participar desse estudo assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE.

4.3 EXTRACAO DO DNA

A extracdo do DNA gendmico e viral foi realizada com a utilizacdo do Kit
DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanha), seguindo as
instrugdes do fabricante. Posteriormente, todas as amostras foram quantificadas em
um espectofotdbmetro (NanoVue Plus Spectrophotometer) e a qualidade do DNA foi
confirmada por PCR, com a amplificacdo de um fragmento de 110 pares de base
(pb) do gene da B-globina, utilizando os primers especificados na Tabela 1. As
condi¢cbes da PCR foram: 95°C durante 5 minutos; seguido por 30 ciclos de 30
segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C, 1 minuto a 72°C; e extensao final de 5
minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram visualizados ap0s eletroforese em um

gel de agarose a 2%, por 30 minutos a 100 volts e corado em brometo de etidio.

Tabela 1 — Sequéncias dos oligonucleotideos e tamanhos dos fragmentos

Primers Sequéncia (5'—3') Tamanho Referéncia
(pb)

B-globina

PC04 ACACAACTGTGTTCACTAGC 110pb Baldez, et al.,

GH20 CAACTTCATCCACGTTCACC (2009)

LTR F: TAGGAGCCGCCACCGC 329pb Buehring et al.,
R: GCGGTGGTCTCAGCCGA 2014
F:AAACTGCAGCGTAAACCAGACAGAGACG 290pb
R: CACCCTCCAAACCGTGCTTG

Tax F: CTTCGGGATCCATTACCTGA 373pb Buehring et al.,
R: GCTCGAAGGGGGAAAGTGAA 2014
F: ATGTCACCATCGATGCCTGG 113pb
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R: CATCGGCGGTCCAGTTGATA

gag (p24) F: AACACTACGACTTGCAATCC 385pb | Buehring etal.,
R: GGTTCCTTAGGACTCCGTCG 2014
F: ACCCTACTCCGGCTGACCTA 272pb

R: CTTGGACGATGGTGGACCAA

4.4 DETECCAO DO DNA VIRAL

A deteccdo do DNA do BLYV foi realizada através da técnica Polimerase Chain
Reaction (PCR) nested, utilizando-se primers especificos para os genes Tax, LTR e
gag do VLB (Tabela 1) de acordo com as condi¢cdes de amplificacdo descritas no
trabalho de Buehring (2014). A reacdo de PCR foi preparada para um volume final
de 25 pyL em tubos tipo Eppendorf de 0.2 yL. As condi¢cbes de PCR para os primers
foram: desnaturacéo inicial (95°C / 2min), seguida de 30 ciclos de desnhaturacao
(95°C / 30s), anelamento (55°C / 30s) e extensao (72°C / 20s); e uma extensao final
(72°C / 5min) na primeira etapa da PCR. Na segunda etapa a variacdo ocorreu
somente na temperatura de anelamento, sendo (60°C / 30s) para os primers LTR e
Tax e (62°C /30s) para o primer Gag. Os produtos de PCR foram visualizados em
gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio, a deteccdo do DNA viral foi
confirmada por meio da amplificacdo dos tamanhos de pares de bases
correspondentes aos genes analisados. A amostra padrao foi utilizada como controle

positivo em todas as reacfes de PCR.
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5. RESULTADOS

5.1 PADRONIZACAO DA NESTED PCR

Anteriormente a deteccao viral nas amostras, foram realizados testes iniciais
com a amostra padrao, uma cultura de células infectadas com VLB. Apés a extracao
e quantificagcdo do DNA, a amostra foi testada com os primers Tax, LTR e gag de
acordo com as condi¢des de amplificagéo descritas no trabalho de Buehring (2014).
No entanto, foram necessarias mudancas nas temperaturas de anelamento para

melhor visualizagdo dos respectivos fragmentos (Tabela 2).

Tabela 2 — Mudancas de temperaturas na padronizacdo da nested PCR

Primers Temperaturas de anelamento Temperaturas de
(Buehring et al., 2014) anelamento utilizadas
LTR 57/58 55/60
Tax 55/55 55/60
gag 54/56 55/62

Os primers Tax e LTR obtiveram uma melhor amplificacdo com a elevacao da
temperatura para 60°C, e gag para 62°C (Figuras 5, 6 e 7). Os fragmentos obtidos
foram sequenciados e confirmados. Posteriormente, a amostra padréo foi testada
em diferentes quantidades de volume e também diluida a fim de determinar a
guantidade minima necessaria de DNA para amplificacdo, sendo o resultado 23,4ng

de DNA. Com isso, o protocolo da reacdo da PCR foi padronizado (Tabela 3).



M
(250)

290pb

Figura 5: Padronizacdo da Nested PCR (LTR). (M 250pb) GeneRuler 1kb DNA
Ladder (Thermo Scientific); (1 e 2) amplicons internos com o tamanho esperado,
290pb; (C-) Controle negativo; (3 e 4) amplicons externos com o tamanho

esperado, 329pb.

Figura 6: Padronizacdo da Nested PCR (Tax). (M 125/118pb) Quick-Load DNA
Marker (New England BiolLabs); (1 e 2) amplicons internos com o tamanho
esperado, 113pb; (C-) Controle negativo; (3 e 4) amplicons externos com o

tamanho esperado, 373pb.

36



37

M
(250pb)

Figura 7: Padronizacdo da Nested PCR (Gag). (1 e 2) Amplicons internos com
o tamanho esperado, 272pb; (M 250pb) GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo
Scientific); (3) Amplicon externo com o tamanho esperado, 385pb; (C-) Controle

negativo.

Tabela 3 — Protocolo padronizado da reacédo da nested PCR
Solucéo Volume na reacéao

DNA Variavel
Iniciadores Forward 1 yL (10 pmol)

Iniciadores Reverse 1 yL (10 pmol)

Mastermix 12,5 uL
H20 Variavel
Volume final 25 uL

5.2 DETECCAO DO DNA DO VLB EM TECIDOS MAMARIOS

A fim de avaliar a qualidade do DNA das amostras, foram realizadas PCRs
gue amplificam o gene B-globina. Todas as amostras mostraram-se positivas para o

gene, indicando que o DNA estava disponivel para a analise molecular. Apos a
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quantificagdo do DNA, todas as amostras foram analisadas através da nested PCR
com o objetivo de detectar a presenca do VLB.

O DNA do VLB foi encontrado em 73/111 (65,7%) amostras mamarias, sendo
positivas para Tax 71/111 (63,9%), para LTR 2/38 (5,2%) e para gag 1/73 (1,3%). As
amostras confirmadas por PCR apresentaram amplicons de tamanho esperado,

113pb para Tax (Figura 8), 290pb para LTR (Figura 9) e 272pb para gag (Figura 10).

M
(oopp)  C+

Figura 8: Deteccdo do DNA de VLB em amostras de tecido maméario com o primer Tax. (1)
Amostra negativa; (2 e 3) amostras positivas; (4 e 5) amostras negativas; (M 100pb) Ladder/M1061
(Sinapse ine); (C+) controle positivo; (6-8) amostras positivas; (9) amostra negativa; (10) amostra
positiva.
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M
(250pb)

Figura 9: Deteccdo do DNA de VLB em amostras de tecido mamario com o primer LTR. (M
250pb) GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific); (1 e 2) amostras negativas; (3) amostra
positiva; (4 e 5) amostras negativas; (6) amostra positiva.

(100pb)

Figura 10: Deteccao do DNA de VLB em amostras de tecido mamario com o primer gag. (1)
amostra negativa; (2) amostra positiva; (3-5) amostras negativas; (M 100pb) Ladder/M1061
(Sinapse ine); (C+) controle positivo; (C-) controle negativo.



40

5.3 ANALISE DIAGNOSTICA DAS AMOSTRAS

Considerando o diagnéstico histopatolégico das amostras, o DNA do VLB foi
encontrado em 81% (22/27) amostras de cancer de mama, sendo predominante o
carcinoma ductal invasivo, e em 73% (34/46) amostras com alteragdes benignas,
sendo a maioria fibroadenomas (Grafico 1). Esses resultados indicam uma
associagao positiva entre a presenca do DNA do VLB e o cancer de mama (odds
ratio = 1.67; 95% intervalo de confiangca = 0.51-5.4). No entanto, estatisticamente a
associacao nao foi significativa (p = 0.57). O DNA viral também foi encontrado em
447% (17/38) amostras que ndo tiveram o0s respectivos diagnosticos
disponibilizados (Quadro 5).

90%

80% -

70% -

60% -

50% -
M VLB +

40% -

W VLB -

30% -

20% -

10% -

0% -
Cancer Sem cancer Diagndstico
desconhecido

Grafico 1: Frequéncia do VLB nas amostras mamarias



Quadro 5: Diagndsticos histopatolégicos das amostras positivas para o VLB.

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

QUANTIDADE DE AMOSTRAS

POSITIVAS

Carcinoma ductal invasivo 20/25

Fibroadenomas 22125

Alteracbes benignas (ndo especificado) 8/11
Carcinoma invasivo (nao especificado) 2/2
Carcinoma ductal in situ 1/1
Fibroesclerose 1/1
Hiperplasig o_Iu_ctaI usual focal e intensa 1/1

hialiniza¢do estromal

Fibrose e elastose 1/1

Sem resultado histologico 17/38

TOTAL DE AMOSTRAS

73/111
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6 DISCUSSAO

O VLB est4 emergindo como uma possivel infec¢cdo zoondética, € um virus que
esta se disseminando globalmente em gado domesticado (Bauermann et al., 2017,
Merlini et al., 2016; Polat et al., 2016; EFSA, 2015). E responsavel por causar
grandes perdas econémicas pela reducdo da produtividade em bovinos, restricdo a
exportacdo de gado e seus produtos, alta morbidade e mortalidade (Valii, 2007). E,
apesar de desenvolver o estdgio maligno da leucose somente em uma pequena
propor¢do dos animais infectados, os animais que desenvolvem linfocitose
persistente sdo a principal fonte de carne e leite comercializados (Olaya et al., 2017;
Nagy, 2014).

Ainda néo se sabe a maneira exata pela qual o VLB € transmitido aos seres
humanos, por muitos anos acreditava-se que a infeccdo por esse virus era restrita
aos animais (Burridge, 1981). No entanto, essa teoria agora é refutada, pois as
evidéncias de infeccdo em seres humanos vém se acumulando nos ultimos anos.
Atualmente sabe-se que o VLB pode estar presente na mama (Khalilian et al., 2019;
Schwingel et al., 2019; Baltzell et al., 2018; Lendez et al., 2018; Buehring et al.,
2017; Buehring et al., 2015/2014; Mesa et al., 2013), pulméo (Robinson et al., 2016)
e células sanguineas (Buehring et al., 2019) em humanos.

Nos ultimos cinco anos, foram realizados varios estudos de deteccéo de VLB
em tecidos mamarios em diferentes populacdes, sendo a maioria de associacédo da
presenca do VLB com o cancer de mama. Em nosso estudo, a presenca do VLB em
amostras mamarias humanas foi detectada pela primeira vez no Nordeste do Brasil.
O DNA viral foi encontrado em 65,7% das amostras, por meio da técnica nested
PCR com a utilizac&do dos primers Tax, LTR e gag com as taxas de detecc¢ao 63,9%,
5,2% e 1,3% respectivamente. A maioria dos estudos de deteccédo do VLB também
utilizaram os genes Tax e LTR por serem as regides mais altamente conservadas do
genoma viral (Zhao et al., 2007). A regido gag é frequentemente deletada durante a
progressdo de leucemias e linfomas para estagios avancados (Gillet et al., 2007,
Zhao & Buehring, 2007), presumivelmente para escapar da resposta imune do
hospedeiro, 0 que explicaria a baixa taxa de detecgcdo com esse gene em NOSSO
trabalho.

Quanto a técnica de deteccdo, optamos pela nested PCR. No entanto, uma

variedade de métodos de PCR tem sido utilizada em todo o mundo para a deteccao
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de VLB, dentre elas estdo a PCR padrao (Monti et al.,, 2005; Kurdi et al., 1999),
nested PCR (Tajima et al.,, 2003; Zaghawa, 2002; Tajima et al., 1998), PCR
guantitativa em tempo real — gPCR (Takeshima et al., 2015; Somura et al., 2014,
Tawfeeq et al., 2013) e PCR baseada em sangue (Nishimori et al., 2016; Takeshima
et al., 2016). Além dos genes anteriormente citados, as técnicas também possuem
como alvo os genes pol e env.

Em nosso estudo, a presenca do DNA do VLB foi constatada em uma
propor¢cao maior nas pessoas com cancer de mama (81%), do que nas pessoas com
alteracoes benignas (73%), esses resultados indicam uma associagao positiva entre
a presenca viral e o0 cancer mamério (odds ratio = 1,67). No entanto,
estatisticamente a associagcdo nao foi significativa (p = 0.57), pois a frequéncia
encontrada do DNA do VLB em ambos os tipos de tecidos benignos e malignos,
foram aparentemente altas.

Estudos anteriores de associacdo do VLB com o cancer mamario também
constataram a presenca do VLB em uma frequéncia maior em tecidos malignos do
gue em tecidos sem histérico de cancer (Baltzell et al.,, 2018; Buehring et al.,
2015/2017; Giovanna et al., 2013). Em nossa pesquisa a frequéncia do VLB nas
amostras benignas foi relativamente maior em comparacdo com 0s outros estudos,
nos quais a taxa de deteccéo nesse tipo de tecido varia entre 14% e 45%.

Em nossos resultados, a presenca do VLB nos carcinomas mamarios €
semelhante aos achados de Buehring em uma pesquisa realizada na Austrélia, na
gual o DNA do VLB foi detectado em 80% (40/50) das amostras de cancer de mama
humano (Buehring et al., 2017). As altas taxas de deteccdo encontradas neste
trabalho e de Buehring podem ser devido a pequena quantidade de amostras
utilizadas para cada grupo no estudo. Pode-se citar como outro fator limitante desse
estudo, a dificuldade na obtencdo dos diagnosticos dos restantes das amostras
analisadas, o que diminui o poder de analise da associacdo da presenca do VLB
com os diagnosticos histolégicos das amostras.

Por outro lado, a relacdo entre a presenca do VLB com a origem e/ou o
surgimento de cancer de mama humano ainda permanece controverso, ha dados
nos quais o DNA do VLB nao foi encontrado em amostras mamarias (Gillet &
Willems, 2016; Zhang et al., 2016). Gillet e colaboradores analisaram o genoma
completo de 51 tumores de mama de mulheres norte americanas, mexicanas e

vietnamitas, obtidos no banco de dados do NCBI (dbGaP, banco de dados de
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genotipo e fendtipo do NCBI). Eles ndo obtiveram resultados positivos. E, na China,
pesquisadores ndo encontraram o virus em amostras de cancer de mama (Zhang
et., 2016). No entanto, de acordo com a andlise dos resultados feita por Buehring, os
métodos que foram utilizados pelos chineses ndo pareciam adequados (Buehring et
al, 2017). E possivel que o fato de alguns pesquisadores ndo encontrarem o VLB em
carcinomas de mama esteja relacionado a metodologia utilizada e a populacdo em
gue o estudo foi realizado (Buehring & Sans, 2019).

Ainda ndo ha prova de associacao da infec¢do por VLB e o cancer de mama
humano. Entretanto, com base em critérios de causalidade bem definidos, a infec¢ao
por VLB pode ser considerada um dos fatores de risco (Buehring & Sans, 2019). De
acordo com os critérios epidemiologicos de Hill (Hill, 1965), os dados publicados
sobre a infec¢do por VLB em tecido mamario humano ja torna possivel a aplicacédo
dos quatro primeiros critérios, 0s quais sao a forte relacdo entre o potencial fator de
risco e a doenca em questdo, a consisténcia dos resultados, especificidade da
associacdo do agente causal e doenca e a exposicdo que deve preceder o
resultado.

Atualmente, ha um UuUnico estudo prospectivo realizado por Buehring na
Australia, no qual o DNA do VLB foi detectado em amostras de pacientes 3-10 anos
antes do desenvolvimento do tumor maligno (Buehring et al., 2017). Esses
resultados sdo consistentes com a suposi¢cdo de uma relacdo temporal causativa
entre a infeccdo por VLB e 0 subsequente desenvolvimento do cancer. Esse tipo de
estudo € geralmente muito dificil porque requer a coleta de duas amostras do
mesmo paciente em anos de intervalo.

Detectar o DNA viral em tecido canceroso é apenas um elo inicial para
gualquer associacdo entre o VLB e o cancer de mama. O desenvolvimento do
cancer é o0 resultado de interacbes complexas entre fatores genéticos e
epigenéticos. Em qualquer caso que um virus esteja associado ao desenvolvimento
do cancer, a presenca viral deve ser acompanhada de outros fatores inerentes ao
individuo e ao ambiente que estimula a transformacao celular (Schiller et I., 2014).
Ou seja, na maioria dos casos, a infeccéo viral é necessaria, mas nao o suficiente
para o desenvolvimento da neoplasia (Sarid & Gao, 2011).

Dentre as semelhancas apresentadas pelo VLB com o HTLV, ambos induzem
infeccbes semelhantes com auséncia de viremia crbnica e um longo periodo de

laténcia, com isso pode ser possivel que o VLB desempenhe algum papel no cancer
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de mama humano (Gillet et al., 2007; Florins et al., 2007). Um possivel mecanismo
de acédo carcinogénica de ambos € a inibicdo do reparo do DNA celular (Philpott &
Buehring, 1999), no caso do VLB, papel desempenhado pela proteina Tax, isso
explicaria a forma como certos genes mutados (BRCA1 e BRCA2) contribuem para o
desenvolvimento do cancer de mama (Buehring & Sans, 2019).

Nosso estudo fornece informacgdes adicionais sobre a infecgdo por VLB na
mama humana. Sao necessarios estudos prospectivos com um nimero maior de
amostras para fortalecer os achados atuais e confirmar se realmente o VLB é um
fator de risco para o cancer de mama, pois € um virus distribuido mundialmente e
existem varios casos em que 0s humanos podem ser expostos. Com isso, a
comprovacgdo desse vinculo melhoraria as estratégias preventivas do cancer de

mama.
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7 CONCLUSOES

e Pela primeira vez no Nordeste do Brasil foi detectado o DNA do VLB em
tecidos mamarios humanos. A taxa de deteccdo encontrada no nosso estudo
foi de 65,7%;

e O DNA do VLB foi encontrado em uma propor¢do maior nas amostras com
cancer de mama (81%) do que nas amostras benignas (73%), com isso, O
DNA viral foi associado positivamente com o cancer de mama.

e Estes achados abrem caminhos para que mais pesquisas sejam realizadas,
com um maior niumero de amostras, a fim de contribuir para o entendimento

do possivel papel causal da infec¢do por VLB com o cancer de mama.
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