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RESUMO

O céancer de pulmdo é a neoplasia multifatorial mais recorrente em todo o
mundo, com mais de 2 milhdes de novos casos registrados (2018). Agentes
infecciosos, como os virus, sdo amplamente estudados como possiveis fatores de
risco para esta doenca. Dentre eles, est4 o virus da leucose bovina (VLB), que vem
sendo identificado em alguns 6rgdos humanos, inclusive o pulmdo. O VLB é um
retrovirus que possui tropismo por linfécitos B, sendo o agente causador da Leucose
Bovina Enzootica (LBE), doenga muito comum em bovinos. Este virus esta presente
em carne bovina e em laticinios comercializados e, nos Ultimos anos, algumas
pesquisas vém investigando a presenca do VLB em alguns tecidos humanos e em
algumas neoplasias, como o cancer de mama e de pulméo. E, mesmo com 15% dos
canceres humanos sendo relacionados a microrganismos, para o cancer de pulmao,
nao ha uma comprovacao de que os virus, por exemplo, tenham papel causal nesta
neoplasia. Com isso, este estudo teve como objetivo investigar a presenca do DNA
do VLB em amostras pulmonares do Nordeste do Brasil. Por meio da nested PCR,
utilizando os primers Tax e Gag, foram analisadas 75 amostras de biopsias de pulméo,
neoplasicas e nao neoplasicas, com deteccédo de material proviral do VLB em 6,67%.
Estes resultados demonstram que o VLB estad presente em tecidos pulmonares,
abrindo espaco para que mais estudos sejam feitos sobre uma provavel contribuicédo

do VLB, seja de forma direta ou indireta, na carcinogénese pulmonar.

Palavras-chave: Cancer de Pulmao. Virus da Leucose Bovina. Nested PCR.



ABSTRACT

Lung cancer is the recurrent multifactorial neoplasm worldwide, with more than
2 million new cases registered (2018). Infectious agents, such as viruses, are widely
studied as possible risk factors for this disease. Among them is the bovine leukosis
virus (VLB), which has been identified in some human organs, including the lung. VLB
is a retrovirus that has tropism by B-lymphocytes, being the causative agent of
Enzootica Bovine Leucosis (LBE), a disease very common in cattle. This virus is
present in beef and dairy products marketed and, in recent years, some research has
investigated the presence of VLB in some human tissues and in some neoplasms,
such as breast and lung cancer. However, even with 15% of human cancers being
related to microorganisms, for lung cancer, there is no evidence that viruses, for
example, have a causal role in this neoplasm. Therefore, this study aimed to
investigate the presence of VLB DNA in pulmonary samples from northeastern Brazil.
Through nested PCR, using the Primers Tax and Gag, 75 samples of lung, neoplastic
and non-neoplastic biopsies were analyzed, detection of VLB proviral material in
6.67%. These results demonstrate that VLB is present in pulmonary tissues, making
room for further studies to be made on a probable contribution of VLB, either directly

or indirectly, in pulmonary carcinogenesis.

Key words: Lung cancer. Bovine Leukemia Virus. Nested PCR.
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1 INTRODUCAO

O céancer de pulméo € a neoplasia mais recorrente em todo 0 mundo com mais
de 2 milhdes de novos casos registrados em 2018, atingindo tanto homens quanto
mulheres. Aqui no Brasil, essa neoplasia é a mais comum em homens e mulheres
(descartando o cancer de pele ndo melanoma) sendo responséavel por quase 32 mil
mortes em 2018 com mais de 34 mil novos casos registrados (GLOBOCAN, 2020).

Existem varios fatores de risco associados ao cancer de pulméao, dentre eles
estdo o tabaco, alimentacdo, fatores genéticos (historico familiar) e processos
inflamatdrios provocados por infecgdes diversas (Smith-Warner et al., 2002; Sarid and
Gao 2011, Carreras-Torres et al., 2017). Porém, mesmo havendo varios estudos que
associem agentes infecciosos ao cancer de pulmao, eles ainda ndo sao considerados
fatores de risco de fato (Klein et al., 2009; Sarid and Gao 2011; Kim et al., 2018)

Alguns virus foram encontrados em tumores pulmonares e, recentemente, o
Virus da Leucose Bovina (VLB) vem se mostrando como uma possivel infeccéo
zoonotica sendo que, nos ultimos 5 anos, tém se acumulado evidencias de que este
virus tem a capacidade de infectar humanos, sendo identificado em tecido mamario,
sangue e, também, em tecido pulmonar, além de ja ter sido relatado a presenca de
anticorpos contra o VLB nos soros humanos (Buehring et al., 2014; Gillet et al., 2007;
Buehring et al., 2014; Buehring et al., 2015; Robinson et al., 2016; Buehring et al.,
2017; Buehring et al., 2019).

O VLB é um Deltaretrovirus pertencente a familia Retroviridae que infecta
linfocitos B, sendo o responsavel pela Leucose Bovina Enzootica (LBE), doenga muito
comum em bovinos (Sagata et al.,, 1985). Ele infecta naturalmente espécies
ruminantes, sendo capaz de infectar experimentalmente outros animais como ratos,
coelhos, galinhas e porcos (Lee et al., 2012).

Os estudos que ligam o VLB ao cancer de pulméao ainda sdo controversos e
escassos, havendo, até entdo, apenas dois trabalhos de resultados conflitantes entre
si (Lee et al., 2005; Robinson et al., 2016). Estes resultados abrem espaco para mais
estudos que reforcem ou ndo um possivel papel do VLB na carcinogénese do pulmao.
Portanto, tendo em vista um cenario em que hé evidencias da possivel infectividade e

oncogenicidade do VLB em alguns tecidos humanos, e a escassez de estudos
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direcionados ao cancer de pulméo, este trabalho ira contribuir com mais dados para a

literatura, além de abrir espac¢o para pesquisas mais aprofundadas sobre o assunto.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER DE PULMAO

O céancer de pulmédo é a neoplasia mais recorrente em todo o mundo desde
1985. De acordo com a Ultima estimativa mundial (2018), 2 milhdes de novos casos
foram registrados, comincidéncia de 1,36 milhdes em homens e 725 mil em mulheres.
Aqui no Brasil, essa neoplasia € a mais comum em homens e mulheres (descartando
o cancer de pele ndo melanoma) sendo responséavel por mais de 32 mil mortes em
2018. A ultima estimativa (2018) foi de mais de 31 mil novos casos e quase 34 mil
mortes (GLOBOCAN, 2020).

2.1.1 Classificacéo histologica

Em 2015, a OMS e a IASLC atualizaram suas diretrizes com o0 objetivo de
fornecer terminologia diagndstica e gerenciamento clinico apropriado para o paciente.
Algumas atualizacGes das novas diretrizes incluem: a reclassificacdo do "carcinoma
bronquioloalveolar" em varios subtipos diferentes, incluindo adenocarcinoma in situ,
ADC minimamente invasivo e ADC com padrdo de crescimento lepidico, o
agrupamento de tumores neuroenddcrinos em uma categoria e a alteracdo no
diagndstico para varios tumores, incluindo “hamartoma” para “hamartoma pulmonar”.
A classificacdo dos tumores de pulmao apds as mudancas citadas esta resumida no
guadro 1 (Travis et al., 2015).

A mudanca se fez apds a constatacdo que mutacdes no receptor de fator de
crescimento epidérmico (do inglés epidermal growth factor receptor- EGFR) e
rearranjos anaplastic limphoma kinase (ALK) sdo observados, quase que
exclusivamente, em adenocarcinomas de pulmdo e, quando identificadas, essas
anormalidades moleculares se tornam essenciais para a clinica do paciente
(Maemondo et al., 2010).



Quadro 1- Classificacdo da OMS para 2015 de Carcinomas de Células Nao Pequenas
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TIPOS HISTOLOGICOS

SUBTIPOS HISTOLOGICOS

TUMORES EPITELIAIS

LesBes pré- invasivas

e Hiperplasia adenomatosa atipica
e Adenocarcinoma in situ

- Nao mucinoso

- Mucinoso

- Misto (mucinoso e n&o mucinoso)

Adenocarcinoma

minimamente invasivo

e Nao mucinoso
e Mucinoso

e Misto

Adenocarcinoma invasivo

» Adenocarcinoma lepidico
* Adenocarcinoma acinar
» Adenocarcinoma papilar
» Adenocarcinoma micropapilar

» Adenocarcinoma solido

Variantes do

adenocarcinoma invasivo

» Adenocarcinoma mucinoso invasivo
* Adenocarcinoma coléide
* Adenocarcinoma fetal (baixo e alto grau)
* Adenocarcinoma entérico

e Cistoadenocarcinoma mucinoso

Carcinoma de células

escamosas

Lesdo pré-invasiva

» Carcinoma de células escamosas in situ
Carcinoma espinocelular de queratinizacao
» Carcinoma espinocelular ndo-queratinizante

» Carcinoma espinocelular basaloide
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» Carcinoma de pequenas células
» Carcinoma combinado de pequenas células
Tumores neuroenddcrinos | ¢ Carcinoma neuroendécrino de grandes células
» Carcinoma neuroenddécrino combinado de

células grandes

Adaptado (Travis, 2015).

2.1.2 Fatores de risco

O cancer de pulmdo é uma neoplasia multifatorial, nas quais, podem ser
divididas, de forma geral, em trés fatores principais: estilo de vida, fatores genéticos e
fatores ambientais.

Em relacéo ao estilo de vida, destaca-se principalmente o uso do tabaco. Com
seu efeito carcindbgeno sendo reconhecido desde a década de 1960 pelas autoridades
reguladoras e de saude publica, o tabagismo € considerado, desde entéo, a principal
causa de quase todos os principais tipos histolégicos de cancer de pulméo (Malhotra
et al., 2016). Além disso, o tempo de tabagismo é um fator considerado determinante
para o risco de cancer de pulmdo em fumantes. Neste caso, o risco de fumantes
continuos é de 20 a 50 vezes maior se comparado aos nao fumantes (Doll et al., 2004).

No caso de ex- fumantes, o risco relativo de desenvolvimento de cancer de
pulméo diminui, mesmo apds um longo tempo de uso do tabaco o efeito da parada é
aparente (Malhotra et al., 2016). E, existem ainda, os fumantes passivos (second-hand
smoke) que sdo expostos a fumaca do cigarro, e devido a convivéncia com fumantes,
inalam mais de 8 mil compostos presentes na fumaca, sendo que pelo menos 70
destes sdo conhecidos ou provaveis agentes cancerigenos em humanos (Hecht e
Szabo, 2014; IARC- International Agency for Research on Cancer, 2020)

Outro ponto relacionado ao estilo de vida é a alimentacdo que também pode

influenciar surgimento desse tipo de cancer, como o alto consumo de carne vermelha,
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por exemplo. Estudos demonstraram que durante o processo de fritura ou cozimento
da carne vermelha, ocorre a producdo de nitrosaminas, compostos potencialmente
carcinogénicos resultantes da reacéo entre aminas secundarias e agentes nitrosantes
(Sinha et al., 2000; Smith-Warner et al., 2002). Em relacdo ao consumo de alcool, ndo
h& um consenso sobre seus possiveis efeitos no cancer de pulmdo, mesmo sendo
mostrado seus efeitos em outros tipos de canceres, como os de mama, cancer de
cabeca e pescoco, colon, reto e carcinoma espinocelular do eséfago (Bagnardi et al.,
2015).

Fatores ambientais, que deixam o paciente susceptivel a alteracdes
respiratérias (bronquite e enfisema), frequentemente podem levar a um quadro de
Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC). A DPOC é caracterizada por sintomas
respiratorios persistentes e resposta inflamatéria aprimorada, geralmente devido a
particulas e gases (GOLD, 2018) . Estudos mostraram que pacientes com DPOC tém
risco aumentado de desenvolvimento de cancer de pulmao, independentemente de
serem fumantes (Young et al., 2008; Adcock et al. 2011; Gonzalez et al., 2016). Como
0s pacientes com tuberculose pulmonar, por exemplo, que também tém o risco de
desenvolvimento de cancer de pulmdo aumentado. Um estudo mostrou que a
tuberculose pulmonar prévia pode estar associada a mutacfes mais frequentes do
EGFR e pior resposta ao tratamento de EGFR-TKIs em pacientes com
adenocarcinoma pulmonar (Hwang et al., 2019).

A poluicéo do ar por particulas finas, ndo sé em ambientes fechados (Kurmi et
al., 2012), como também dos ambientes urbanos, se mostra um fator importante para
a propensédo ao cancer de pulmonar (Loomis et al., 2014; Moore et al., 2017). E, ha
também, varios outros fatores de risco relacionados a exposicédo a alguns agentes,
tais como: radiacdes ionizantes, exposicfes ocupacionais relacionadas a exposicao a
amianto, silica, radénio, metais pesados e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(Cogliano et al., 2011; Malhotra et al., 2016).

Quanto ao risco genético, ha alguns pontos importantes como o historico
familiar e genes de alta penetracdo e polimorfismos genéticos. Alguns estudos de
associacdo genbmica- GWAS (do inglés Genome-wide Association Studies)
identificaram o locus do cromossomo 15g25.1 como uma regiao de suscetibilidade ao
cancer de pulméao (Hung et al., 2008; Thorgeirsson et al., 2008; Amos et al., 2008;
Byun et al., 2018; Ji et al., 2018). Outros estudos mostraram alguns genes raros e

altamente penetrantes de suscetibilidade ao cancer de pulmao localizados nas regifes
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6023-25, 18p11.23, 2p22.2 , 14913.1, 16p13 e 20q13.11 (Bailey-Wilson et al., 2004;
Amos et al., 2010; Musolf et al., 2016; Musolf et al., 2017; McKay et al., 2017).

2.2 HISTORICO- VLB

Uma série de relatos que descrevia um conjunto de sinais clinicos ligados a
Leucose Enzootica Bovina (LEB) j& era descrita no século XIX. Analises feitas por
Leisering sobre nddulos amarelados no bago aumentado de uma vaca haviam sido
comunicadas na literatura aleméa em 1871 (Leisering, 1871 citado por Olson and Miller,
1987).

Alguns anos depois, Bollinger descreveu a leucose bovina como uma entidade
de forma clinica bem definida, sendo que, em 1876, os primeiros casos de malignidade
linfocitica bovina foram relatados por Siedamgrotzky e Hofmeister (Bollinger, 1874;
Siedamgrotzky and Hofmeister, 1876 citado por Olson and Miller, 1987). Desta forma,
a Europa, mais especificamente Prussia Oriental e atual Lituania, pode ser
considerada o berco da LBE (Schoéttler and Schéttler, 1934 citado por Johnson and
Kaneene, 1992).

A introducéo de racas bovinas europeias em paises livres da doenca provocou
a sua possivel disseminacéo e difusdo generalizada. E, mesmo diante de todas essas
evidéncias, a caracterizacdo e descoberta do agente infeccioso da LEB soO foi
registrada muitas décadas depois, tendo como base dados epidemiologicos. Apenas
em 1968 o agente causador desta malignidade foi isolado por meio de cultura e sendo
entdo intitulado Virus da Leucose Bovina (do inglés Bovine Leukemia Virus, BLV)
(Bendixen, 1965; Miller et al., 1969).

2.3 VLB- CARACTERISTICAS GERAIS

O Virus da Leucose Bovina (VLB) é um Deltaretrovirus pertencente a familia
Retroviridae, Subfamilia Orthoretrovirinae, que possui tropismo por linfocitos B, sendo

0 agente causador da Leucose Bovina Enzootica, doenga muito comum em bovinos
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(Aida et al., 2013). Os bovinos domésticos (Bos taurus) e os bufalos-d’agua (Bubalus
bubalis) sdo os hospedeiros naturais do VLB, porém, este virus também é capaz de
infectar outros ruminantes (Gillet et al., 2007; Lee et al., 2012). Além disso, ja foi
experimentalmente mostrado que o VLB é capaz de infectar outras linhagens celulares
em cultura de células de monocamada, dentre elas a WI-38 que é uma linhagem
celular humana, diploide, composta por fibroblastos derivados de tecido pulmonar fetal
(Graves and Ferrer, 1976; Martinez Cuesta et al., 2018) e, também, infectar outros
animais como coelhos, ratos, galinhas e porcos (Gillet et al., 2007).

O VLB apresenta semelhanca estrutural com outro Deltaretrovirus, o virus
linfotrépico de células T humanas tipo 1 (HTLV-1, do inglés Human T-cell Leukemia
Virus type 1), que também é um retrovirus oncogénico associado a leucemia de
células T em humanos (Aida et al., 2013; Martinez Cuesta et al., 2018). Apesar da
sequéncia de seus genomas serem diferentes, eles compartilham da mesma regiao
pX, situada entre o gene env e o 3’ LTR. Consequentemente, ambos expressam as
proteinas reguladoras tax e rex que sao codificadas pela regido pX. Além disso, foi
demonstrado que ambos podem imortalizar fibroblastos primarios in vitro (Aida et al.,
2013; Lairmore, 2014).

O aumento e ruptura do baco que leva, consequentemente, a uma hemorragia
letal no gado, séo as manifestacdes clinicas marcantes da leucemia provocada pelo
VLB (Gillet et al., 2007). As células B transformadas podem induzir o aumento dos
linfonodos e provocar linfoma. Além disso, essa proliferacdo local de células B,
chamada de Linfossarcoma ou linfoma extranodal, pode provocar um agravo por
infiltrar diversos tecidos como corac¢éao, olhos, pele, figado, baco e pulméao. Os defeitos
funcionais por comprometimento de 6Orgaos tdo essenciais, por consequéncia do
desenvolvimento desses tumores, geralmente sdo incompativeis com a vida (Gillet et
al., 2007).

O aumento do namero de linfécitos B no sangue periférico, denominada de
linfocitose persistente (LP), € outra manifestacao clinica associada ao VLB. O estagio
de LP, considerado a forma benigna da leucemia, afeta cerca de um terco do gado
infectado. O numero de células B no sangue periférico, nesse estagio, geralmente se
mantém estavel por um longo periodo, sem provocar outras manifestacdes clinicas
(Gillet et al., 2007)

Sua principal forma de transmissao € a horizontal, por exposi¢éo direta ao fluido

biol6gico contaminado com linfécitos infectados, principalmente sangue, mas também
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saliva, sémen, leite e picada de insetos (Ogawa et al., 1987; Ooshiro et al., 2013).
Além disso, ha a transmisséo iatrogénica, que ocorre por meio, principalmente, de
agulhas infectadas, e também por meio de outros procedimentos como descorna e
tatuagem de orelha, que contribuem de forma significativa para a disseminagao viral
(Ruiz et al., 2018).

2.4 ESTRUTURA RETROVIRAL E GENOMA

A denominacéo retrovirus se fez devido a sua capacidade de transcrever um
intermediario de DNA através do genoma de RNA por meio da proteina transcriptase
reversa (TR). Os virions retrovirais geralmente sdo compostos por duas copias de
sentido positivo, o genoma dentro de um nudcleo composto de proteinas virais,
circundado por um envelope que possui a mesma composi¢cdo da membrana celular
(Freed, 2004).

O genoma proviral do VLB é composto por cerca de 8,4 kbp, flanqueado pela
regido promotora LTR (GenBank, 2020). Estruturalmente, todos os retrovirus
expressam os genes do grupo estrutural (Gag), polimerase (Pol) e envelope (Env), e
ainda podem ser classificados como simples ou complexos, de acordo com 0s genes
adicionais que possam apresentar (Milone e O’Doherty, 2018). O virus da leucemia
murina (VLM), por exemplo, € classificado como simples por conter apenas os trés
genes estruturais (Mattei et al., 2016). Em contraste, podemos citar os lentivirus, como
0 VLB, que sao classificados como virus complexos por conterem genes acessorios e
regulatérios adicionais (Milone e O’'Doherty, 2018).

Os genes estruturais do VLB produzem as proteinas responsaveis pela
composicao fisica do virus (figura 1). A partir dos transcritos de Gag originam-se trés
proteinas: nucleocapsideo, capsideo e matriz. O gene env € responsavel pela
producdo das proteinas de superficie e transmembrana, gp51 e gp30
respectivamente, que trabalham de forma conjunta no processo de ligagcédo e fuséo
dos receptores de membrana celular durante a entrada do virus (Gillet et al., 2007;
Lairmore, 2014).
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Figura 1: Esquematizacdo da estrutura do VLB: (A) genoma do Virus da
Leucose Bovina, com os genes estruturais em verde-claro e os genes regulatorios
da regido pX destacados em laranja. Abaixo (B) esta a representacéo da particula
viral composta por duas copias de RNA fita simples, associados as proteinas do
nucleocapsideo (pl2), transcriptase reversa e integrase, dentro de um capsideo
formado pelas proteinas p24. A proteina p15 (matriz) é a responséavel por interligar
0 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).

No caso do VLB, além dos genes estruturais padrdo, seu genoma possui uma
regido pX (figura 1) (Barez et al., 2015), como também é observado em outros
Deltaretrovirus. Esta regido esta localizada entre o envelope e a repeticdo terminal
longa 3’ (do inglés long terminal repeat- LTR) (Polat et al., 2017), e é responsavel pela
expressdo dos genes acessorios, que sdo transcritos e produzidos por splicing
alternativo, como Tax, Rex e as proteinas R3 e G4. Tax e Rex agem a nivel
transcricional e pos-transcricional, agindo no processo de modulacdo da expresséo
génica viral e celular. As demais proteinas ndo estruturais, R3 e G4, agem na inducao

da replicacdo e patogénese in vivo (Barez et al., 2015).
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2.4.1 Promotor LTR

Nesta regido ha um elemento regulador chave chamado TXRE (Tax-responsive
element), principal determinante na regulacdo da expressdo do VLB, também
conhecido por TAR, que € uma copia triplicada de uma sequéncia de 21pb que possui,
no centro de sua sequéncia, um elemento que responde ao AMP ciclico (CRE) quase
perfeitamente conservado. E sdo necesséarios apenas dois destes TXREs para
patogenicidade e infectividade em ovinos (Pluta et al., 2018).

O regulador TXRE também interage com os fatores de transcricdo CREB, ATF-
1 e ATF-2 e a quantidade de complexo proteina-DNA se correlaciona com o nivel de
expressao viral (Pluta et al., 2018). Os fatores de transcricdo CREB/ATF, quando
ativados, regulam a transcricdo promovida por LTR. Além disso, TXRE também é um
alvo da proteina Tax, que é um ativador da transcri¢cdo viral e aumenta a ligacao do
CREB ao DNA (Pluta et al., 2018).

Modificacdes epigenéticas a nivel de transcricdo, como metilacdo do DNA ou
acetilacdo das moléculas de histona, regulam o processo de transcricdo. Animais
infectados com VLB, no qual foi feito um tratamento com inibidores de histonas
desacetilases (HDAC) no cultivo de suas células mononucleares de sangue periférico
(PBMCs), demonstrou um aumento significativo na sua expressao viral (Nguyén et al.,
2004). Estes inibidores aumentam de modo coordenado a transativacédo de LTR por
Tax de forma dependente de CRE, mostrando que ha uma correlagéo intima entre o
nivel de acetilacdo de histonas e a ativacao transcricional de LTR (Tajima et al., 2003;
Pluta et al., 2018).

Assim como a acetilacdo, a metilacdo é outro modo de regular a transcricdo de
LTR. Um ensaio repérter de luciferase mostrou que a metilacéo in vitro de LTR, em
uma cultura de células B derivada de linfoma L267, utilizando a Sss1 metiltransferase,

reduz a atividade deste promotor (Pierard et al., 2010).
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2.4.2 Os genes gag e protease

O gene gag é responsavel por codificar o precursor Pr449%9, A partir dele, sdo
formadas, por meio de clivagens, as proteinas p15, p24 e pl12, que sao as proteinas
ndo glicosiladas da particula viral (Polat et al., 2017).

A proteina p15, proteina da matriz (MA), possui 109 aa e corresponde a porcao
NH: do percursor de gag que sofre miristoilacéo e fosforilagéo. A proteina MA interage
com a bicamada lipidica viral, além de também interagir com o RNA viral gendmico.
Sua estrutura contém quatro hélices unidas por grampos curtos. Essa proteina ainda
pode sofrer protedlise e pode ser processada em mais trés fragmentos: p10, p4 e em
um produto de sete aminoacidos. O produto p10, que também sofre miristoilacéo, é o
resultado da clivagem N-terminal da MA (Gillet et al., 2007).

A proteina pl12, chamada de nucleocapsideo (NC), possui 69 aa e é rica em
prolina, deixando-a ligada fortemente ao RNA gendmico que esta empacotado. A
principal constituinte do capsideo € a p24 (CA). Esta proteina se apresenta
moderadamente hidrofébica e de carga neutra. Além disso, se apresenta como um
alvo importante no processo de resposta imune, por induzir altos titulos de anticorpos
no soro de animais infectados, sendo que, duas de suas regifes sédo reconhecidas
por linfocitos T especificos (Gillet et al., 2007).

Com base em um anticorpo monoclonal, especifico para a p24 do VLB,
descobriu-se que ha uma reatividade cruzada entre os antigenos do capsideo do VLB
e do HTLV-1, ou seja, hd um epitopo comum entre esses dois virus, 0 que sugere
uma relacao evolutiva entre ambos (Gillet et al., 2007).

As modificacbes pods-transcricionais que ocorrem no precursor Pr44%9 e
originam as proteinas MA, CA e NC, sao realizadas pela protease viral pl4. Esta
proteina € codificada em uma regido localizada entre os genes gag e pol e é
sintetizada a partir de outro precursor de gag, o pr66%9 P, A p14 pertence ao grupo
das aspatil-proteinases e pode ser inibida pela pepstatina A (potente inibidor de

proteases asparticas) (Gillet et al., 2007).
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2.4.3 Gene pol

Este gene é o responsavel por codificar a proteina transcriptase reversa (TR),
uma DNA polimerase dependente de RNA que utiliza preferencialmente o Mg 2* ao
Mn 2* em suas atividades, como também nas de RNase H (Avidan et al., 2002). A
sintese de DNA realizada pela TR inicia-se com a ligacédo do primer localizado 2pb a
jusante de U5. ApGs a transcrigcdo reversa, duas moléculas de DNA circular, fechados
de forma covalente, sdo produzidas, abrigando uma ou duas copias de LTR. O
provirus (DNA de cadeia dupla), entédo, é direcionado pela integrase (IN) para sua
integracdo ao genoma. A sequéncia reconhecida pela IN, no processo de rearranjo
do DNA, estéa localizada na extremidade 3’ da regido U5 LTR. A partir do momento
gue o provirus se integra, em locais aleatérios, ao genoma do hospedeiro, 0 provirus
e flanqueado por repeticdes diretas de DNA celular (Tanaka and Komuro, 2005; Gillet
et al., 2007).

2.4.4 Gene env

O gene env, que codifica o precursor pr72¢", & transcrito em um mRNA de
5,1kb (Lairmore, 2014). Este precursor € clivado por convertases do tipo subtilisina/
kesina, como furina, dando origem a duas subunidades (Gillet et al., 2007). Os
produtos resultantes sdo os polipeptideos glicosilados gp51 (SU) e gp30 (TM), que
sdo proteinas transmembranas que se associam, através de pontes dissufeto,
tornando-se um complexo relativamente estavel (Polat et al., 2017).

A SU extracelular se mostra extremamente imunogénica induzindo a expressao
acentuada de anticorpos especificos em animais infectados, que € uma caracteristica
atil na producéo de vacinas, o que nao é apresentado pela TM (Juliarena et al., 2017;
Martinez et al., 2018). J& a proteina TM demonstra ser um fator chave durante o
processo de transmissao viral célula-célula, que ocorre com a fusdo de uma célula
infectada contendo as proteinas do envelope em sua superficie e um novo linfocito-

alvo. Acredita-se que durante esse processo, ela utiliza um peptideo de fusédo que é
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capaz de deixar a membrana celular instavel por meio de sua insercdo obliqua na
bicamada lipidica (Gillet et al., 2007)

2.4.5 Regiédo pX: R3 e G4

As ORFs (do inglés Open Reading Frame) R3 e G4 estéo localizadas em uma
regido interposta entre os genes tax/rex e o envelope (figura 2) (Gillet et al., 2007). O
MRNA de G4 apresenta apenas um intron que esta localizado entre um sitio doador
de splicing incomum na posi¢céo 502 e um receptor na extremidade 5’ de G4. O R3 é

bicistrénico, ou seja, seus dois primeiros éxons S80 comuns ao mensageiro tax/rex

— X
[ poL | | TAX |
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U3-R-US PRT| R3] | U3-R-U5
G4 |
— » Genomico e Gag
—.A __— — - >  eny
mRNA —— '1"] ,ﬁ—)- Tax/Rex
prl4s
———:pr.}.t
w— 15/ MA
— pI12NC
el p24/CA
— p14/Prt
Proteinas s 580/RT+IN

—— 172
et )5 1/S U
| e gp30/TM

. et 534/ TAX
- p— p18/REX
- — pS/R3

- — pl 1/G4

Figura 2: Estrutura do provirus do VLB: genes, transcritos de RNA e proteinas virais. (Adaptado
de Gillet et al., 2007)
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porém, o segundo intron é menor fazendo com que o splincing ocorra no meio da ORF
R3 (Polat et al., 2017).

E provavel que G4 desempenhe uma funcdo no processo de transformacéo
celular devido ao fato de sua expressdo ectopica induzir a imortalizacdo de
fibroblastos primarios em embrides de ratos (Lefébvre et al., 2002). G4 também
interage com a proteina FPPS (farnesil pirofosfato sintetase) que esta envolvida na
sintese de FPP, substrato necessario para a sintese de RAS (Florins et al., 2007).

Possivelmente, R3 e G4 sdo dispensaveis na infectividade in vivo, porém a
integridade desses genes se mostra essencial para que haja a propagacao eficiente

dentro do hospedeiro (Polat et al,. 2017).

2.4.6 Rex

A codificacdo do mRNA de Rex € o resultado da excisdo de dois introns, um
localizado entre o sitio de splicing do nucleotideo 305 (Florins et al., 2007). O
interessante € que este mecanismo de processamento duplo origina uma molécula de
2,1 kb que codifica ndo s6 Rex, como também a proteina Tax (Gillet et al., 2007).

A proteina Rex, de 18 kDa, esta associada aos poros nucleares e possui um
sinal de ancoragem nuclear. Além disso, a Rex é rica em motivos arginina-amino
terminais necessarios para a ligacdo ao RNA e localizac&o nuclear, e também, possui

um dominio de ativacao rico em leucina (Gillet et al., 2007).

2.4.7 Tax

A proteina Tax, uma ativadora transcricional da expresséao viral, também é
codificada pelo mRNA de 2,1 kb a partir do splicing alternativo da regido pX (Gillet et
al., 2007). O inicio de sua traducao ocorre no primeiro residuo de metionina que fica
localizado a montante do codon de parada pol. A ORF de Tax localiza-se entre o0 gene

env e aregido LTR 3’, sendo o maior da regido pX (Aida et al., 2013).
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Sua localizagdo principal é o nacleo, mas também pode ser encontrada no
citosol em quantidades significativas. A proteina é rica em residuos de prolina e
leucina e possui uma meia vida de aproximadamente 5 a 6 horas. A Tax sofre
modificacbes pos-traducionais de fosforilagcdo em dois residuos de serina e, apesar
de seu peso molecular seja de 34 kDa, esta proteina pode migrar como um produto
de 34-38 kDa, possivelmente devido a fosforilagcao (Gillet et al., 2007).

A principal fungcéo de tax, e a primeira a ser identificada, é a ativacdo da
transcricao viral (Willems et al., 1987; Sakurai et al., 1991). Para que essa ativagao
ocorra, € necessario que Tax interaja com fatores de transcricdo do hospedeiro, como
CREB, que agem ligando-se aos elementos potenciadores de 21 pb localizados na 5’
LTR (Arainga et al., 2012).

Outra funcao interessante exercida por Tax € a sua capacidade de induzir a
imortalizacdo de fibroblastos primarios de embrido de rato (REF). Além disso, Tax
também age em cooperacdo com 0 oncogene Ha-ras induzindo a transformacao
completa de células formadora de tumores, quando injetada em camundongos
(Arainga et al., 2012). De fato, Tax ndo é exatamente um oncogene pois NAo possuli
uma correlacdo celular, mas comporta-se de forma semelhante a proteina Myc
(oncogene Myc) (Tajima and Ainda, 2000).

Pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais Tax induz a transformacao
celular. Um estudo sobre a expressdo de Tax em linfécitos B primarios de ovinos
mostraram que essa proteina impacta na proliferacéo e sobrevivéncia celular, levando
ao crescimento independente de citocinas (CD154 e interleucina-4) (Klener et al.,
2006). Além disto, Tax age a nivel de reparo de DNA, inibindo o processo de excisao
de base por dano oxidativo, aumentando consideravelmente a quantidade de
mutacdes ambientais no DNA celular (Twizere et al., 2005).

Além dos genes descritos até entdo, o genoma do VLB também possui
microRNAs (miRNAS) virais que sao codificados pela RNA-polimerase 1l localizados
entre as regides do env e pX. Esses miRNAs sdo extremamente expressos em células
pré-leucemicas e malignas, que por meio dos seus efeitos sobre a carga proviral e,
consequentemente, na replicacao viral no hospedeiro, podem exercer papeis tanto no
inicio quanto na progressao do tumor (Kincaid et al., 2012; Rosewick et al., 2013; Gillet
et al., 2016).
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2.5 INFECCAO E PATOGENESE NO HOSPEDEIRO NATURAL

Sendo um virus envelopado, o VLB necessita da acdo sucessiva das
glicoproteinas SU (proteina de superficie) e TM (proteina transmembrana) que se
apresentam ancoradas na bicamada lipidica. Como ja citado, essas glicoproteinas
derivam da clivagem pos-transcricional do precursor do gene env (Wallin et al., 2004;
Li et al., 2007).

Os mecanismos especificos de entrada ainda ndo sdo bem descritos. O que se
sabe é que h4 uma interacdo entre o dominio de ligacdo ao receptor SU (Receptor-
binding Domain- RBD) com os receptores especificos das células-alvo. Ocorre uma
mudanca na conformacao induzida por essa interacao, iniciando assim o processo de
fuséo direcionado pela TM. Antes da interacéo de SU, o peptideo de TM, responsavel
pela fusdo, se mantém oculto, desta forma, TM permanece em um estado fusogénico-
inativo metaestavel. Depois que a ligagcédo do receptor ocorre, a ponte dissulfeto que
liga SU e TM é interrompida, permitindo que TM sofra um redobramento para uma
configuracéo fusogénica (Wallin et al., 2006; Li et al., 2007).

O peptideo de fuséo, localizado na regido amino-terminal da TM, provoca uma
desestabilizacdo da membrana celular, gerando uma abertura na bicamada lipidica
gue resulta na liberacéo do nucleocapsideo viral no citoplasma da célula hospedeira.
Para que esse processo ocorra, € necessario a formacao de um feixe espiral de seis
hélices que aproxima a membrana viral com seu alvo, desencadeando a fusédo da
membrana (Wallin et al., 2006; Li et al., 2007).

O linfécito B € o principal alvo do VLB, embora ja tenha sido mostrado que ele
também é capaz de infectar outros tipos de células, como mondcitos, granuldcitos e
linfocitos T CD8. ApGs entrar na célula, o genoma (RNA) viral € convertido em DNA
através da acdo da transcriptase reversa codificada pelo virus. Em seguida, ocorre
uma replicacao viral intensa e precoce para a expressao dos virions, infeccdo dos
linfocitos alvo, transcricdo reversa e ligacao do provirus no genoma do hospedeiro
(Florins et al., 2007).

Devido a grande quantidade de clones gerados nesta fase inicial da infec¢ao,
observa-se um consideravel aumento da carga viral, que atinge seu pico maximo de
4 a 8 semanas apos o inicio da infeccdo. ApOs as respostas imunes humorais e

celulares do hospedeiro serem ativadas, ocorre uma diminuicdo consideravel dos
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clones gerados na fase inicial, provocando uma diminui¢ao significativa na carga viral.
A infeccdo se espalha através da expansdo clonal das células infectadas, sem
indicativo de transcricao reversa (Florins et al., 2007; Gillet et al., 2013).

Um fato interessante que ocorre na infec¢éo pelo VLB é a falta de expressao
das proteinas virais em qualquer estagio da doenca. Foi observado que os linfocitos
B, que abrigam o provirus, ndo produzem niveis de proteinas ou RNA viral detectaveis
in vivo. Isso ocorre devido aos intensificadores localizados na regido LTR, que mantém
a atividade transcricional basal do promotor aumentada, porém com a atividade de
replicacao viral in vivo reduzida (Aida et al., 2013).

A patogenicidade do VLB em bovinos é minima, que resulta em
aproximadamente 70% do gado infectado sem apresentar qualquer manifestacao
clinica. Apenas um terco do gado infectado apresenta em seu sangue periférico um
aumento permanente e relativamente estavel no numero de linfocitos B, processo
denominado de Linfocitose Persistente. Isto ocorre a partir da quebra da homeostase
dos linfocitos B, ou seja, pelo desequilibrio entre a taxa de proliferacdo e apoptose
dessas células (Juliarena et al., 2017).

O processo tumoral ocorre em aproximadamente 1% a 5% dos animais
infectados. Neste caso, ocorre o acumulo de linfocitos transformados em um ou mais
orgaos apos um periodo de laténcia relativamente longo, podendo variar de 1 a 8
anos. As regides e 6rgaos mais afetados geralmente sdo abdémen, coracdo, nédulos
linfaticos viscerais e periféricos, baco, Utero e rins, porém, essas lesdes que aparecem
como massas tumorais brancas e firmes ou como infiltrado tecidual difuso, podem
aparecer em diversos outros 6rgdos. Como consequéncia, o desenvolvimento desses
tumores em 6rgaos vitais leva a uma série de problemas funcionais que culminam no

falecimento do animal (Gillet et al., 2007; Juliarena et al., 2017).

2.6 TRANSMISSAO

O VLB esté presente nos linfécitos circulantes no sangue periférico de bovinos
infectados e a interacdo célula a célula € a forma mais eficiente de transmissao pelo

BLV. Desta forma, a transmissao horizontal e vertical ocorre frequentemente através



32

do sangue infectado (Aida et al., 2013). A transmissao horizontal € a principal via de
disseminacéo viral e ocorre atraves da transferéncia de células infectadas, seja de
forma iatrogénica ou através de insetos hemat6fagos (Ooshiro et al., 2013; Panei et
al., 2019). Devido ao fato do virus livre ser instavel, as células infectadas pelo VLB
gue estao presentes tanto no sangue como também no leite ou colostro, por exemplo,
se apresentam como melhores veiculos de transmisséo natural (Petersen et al., 2018;
Watanuki et al., 2019).

Como a infectividade depende da quantidade de células infectadas contidas no
sangue, 0s animais com LP sdo geralmente mais propensos a transmissao. Além
disso, procedimentos iatrogénicos que envolvem contato com o sangue, quando feitos
sem a desinfeccdo adequada dos instrumentos, estdo associados a transmisséo
comum do VLB (Juliarena et al., 2017).

A transmissao vertical também é uma forma comum de infeccdo entre o0s
ruminantes. Quando em contato com bovinos suscetiveis, os linfécitos infectados que
estdo presentes no sangue, secrecdes ou excregcdes podem transmitir a infec¢do. A
transmissao pode ocorrer através da placenta ou apds o0 nascimento (transmissao
pos-natal) por meio do aleitamento de bezerros com leite ou colostro de maes
infectadas; porém, geralmente anticorpos especificos transferidos de forma passiva

da mae para o feto conferem imunidade aos bezerros (Petersen et al., 2018).

2.7 PREVALENCIA

Dados epidemiol6gicos mostram que o VLB esta presente em quase todos 0s
paises do mundo e tem se espalhado através do comercio de animais reprodutores.
Ha& uma variacdo nos niveis de infeccédo provocado pelo VLB ndo sO entre paises,
como também dentro de suas regides (OIE, 2018; OIE, 2020).

Programas de erradicacdo do VLB estabelecidos pelos membros da
comunidade europeia, na segunda metade do século XX, foram bem-sucedidos,
principalmente na Europa Ocidental. Porém, alguns paises da Europa Oriental ainda
apresentam a LEB, como Pol6nia, Ucrania e Croacia (OIE, 2018; OIE, 2020).

Estudos de prevaléncia na América do Norte demonstraram a presenca do VLB

em 83,4% dos bovinos leiteiros e 39% dos rebanhos bovinos dos USA. No Canada, o
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percentual € menor, com 37% de vacas infectadas (VanLeeuwen et al., 2001; Polat et
al., 2017). No México, o VLB esta presente em gado leiteiro e de corte em regides
especificas do pais (OIE, 2018).

Na América do Sul, as taxas de prevaléncia sdo altas, se fazendo presente em
guase todos os paises. Na Argentina, a prevaléncia a nivel individual e de rebanho
fica em torno de 74% e 90%, respectivamente (Polat et al., 2016). Nos paises que
fazem fronteira com o Brasil como Venezuela, Bolivia, Peru, Paraguai, Uruguai e
Colébmbia, por exemplo, as taxas individuais de infeccdo variam entre 19% e 54%
(Polat et al., 2016). No Brasil, a prevaléncia desse virus varia de estado para estado,
variando de 17% a 60% (OIE, 2018).

2.8 PROCESSO CARCINOGENICO

Como ja foi descrito, o VLB é estruturalmente semelhante ao HTLV-1 e provoca
leucemia de células B de forma muito semelhante, tanto em bovinos como em ovinos.
E, assim como o HTLV-1, o VLB provoca uma infeccdo assintomatica de longos
periodos, provocando leucemia/ linfoma em aproximadamente 5% dos bovinos
(Radostits et al., 2007; Gillet et al., 2007).

Os ovinos sdo modelos experimentais muito utilizados para estudos com
tumores induzidos por deltaretrovirus, pois, diferentemente do gado, as ovelhas tém
uma resposta mais rapida (cerca de 20 meses) no desenvolvimento de leucemia/
linfoma. Consequentemente, esse modelo permite a observacao de todos os estagios
da infeccdo, desde o estado sadio (pré-infeccéo) até o desenvolvimento da leucemia/
linfoma terminal (Van den Broeke et al., 2010).

Apesar de tantos estudos envolvendo tanto o HTLV-1 quanto o VLB, ainda nao
se sabe 0s mecanismos-chave que estdo envolvidos no processo de infeccéo inicial
gue levam ao desenvolvimento da leucemia. O que se sabe € que, nos estagios
cronicos da infeccdo, o VLB promove a expansao clonal de linfocitos B resultando em
uma guantidade excessiva de clones, que curiosamente, possuem um sitio particular
e individual de integracdo proviral. Por conseguinte, apds um longo periodo de

incubacdo, um desses clones se expande provocando um acumulo de células
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malignas no sangue periférico (leucemia) e/ ou em outros tecidos (linfoma) (figura 3)
(Gillet et al., 2007; Gillet et al., 2011).

A constituicdo celular do tumor € proveniente, em sua maioria, de um clone
maligno de linfcito B que abriga, principalmente, um anico provirus integrado. Porém,
os sitios de integracdo sao variaveis, o que leva a crer que, 0s produtos que sao
codificados pelo virus impulsionam essa expanséo clonal e influenciam a progressao
oncogénica (Aida et al., 2013). Neste caso, a proteina tax € o principal foco de
pesquisas tanto com VLB quanto com o HTLV-1 devido ao seu possivel potencial
oncogénico (Arainga et al., 2012; Barez et al., 2015; Zyrianova and Kovalchuk, 2020).

Linfocito B infectado
W [ como VLB

@

Sangue
Periférico

Leucemia

Tec%dos

Linfoma

Proliferacdo
Policlonal

Tnortalizagdo

Transformacao Maligna

Figura 3: Fases da Inducéo da leucomogénese induzida pelo VLB: (A) Linfocito B com pelo
menos um provirus integrado em seu genoma que, (B) apds a acéo de suas proteinas
regulatérias, especialmente tax, inicia o processo de imortalizacéo e proliferacéo policlonal,
gerando o quadro de linfocitose persistente; (C) esses clones invadem o sangue periférico e/ou
tecidos, e sofrem transformacéo maligna (5% dos casos), provocando leucemia ou linfoma,
respectivamente, através (D) da possivel agdo de tax em conjunto com fatores especificos, como
uma mutacéo na p53 (Fonte: Proprio autor).

Experimentos com células de roedores in vitro, mostraram que tax € capaz de
imortalizar células, e em camundongos trangénicos, é capaz de induzir tumores,
estimulando ainda mais a hipdétese de sua contribuicdo no processo oncogénico
(Barez et al., 2015). No VLB, tax € responsavel pela a ativacdo ndo so da transcricao
do provirus como também de outros genes do hospedeiro. Além disso, a taxdo HTLV-
1 promove a progressao do ciclo celular e também interage no processo de reparo de
DNA (Klener et al., 2006; Matsuoka and Yasunaga, 2013).

Um fato intrigante sobre a tax do VLB e HTLV-1 € a sua falta de expressédo em

boa parte das neoplasias, e também uma alta frequéncia do provirus contendo
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alteragbes que a inativam (Barez et al., 2015). Isso pode ser explicado, talvez pelo
fato de que, apesar de tax fornecer uma vantagem proliferativa ao clone infectado, o
mesmo se torna alvo da resposta imune citotéxica. Neste caso, acredita-se que possa
haver uma vantagem para o virus quando tax é silenciado, pois assim, o virus é capaz
de evitar a resposta imune do hospedeiro, ou seja, € provavél que o papel essencial
de tax seja nos estagios iniciais do processo oncogéncio (Gillet et al., 2007).

Os dados relacionados a neoplasia induzida por VLB ainda sdo muito limitados.
Neste caso, supbe-se que a infec¢do provocada pelo VLB ndo é um fator crucial para
o desenvolvimento do tumor devido ao fato de que anos separam o inicio da infeccéo
da neoplasia propriamente dita, ou seja, sdo necessarios fatores secundarios para
gue haja a transicdo para uma neoplasia, como por exemplo, instabilidades no
genoma ou mutacdes na p53 (Aida et al., 2013; Rosewick et al., 2013).

2.9 VLB E O CANCER DE PULMAO

Sabe-se que infeccbes por agentes virais sSao responsaveis por
aproximadamente 20% dos canceres em humanos, tais como o virus Epstein-Barr, 0
Papilomavirus humano (HPV), os virus da hepatite B e C, retrovirus como o HTLV-1
e, além destes, bactérias como Helicobacter pylori e parasitas como Schistosoma
haematobium e Clonorchis sinesis (IARC- International Agency for Research on
Cancer, 2020). Porém, mesmo diante dessas evidéncias, agentes infecciosos ainda
nao sdo comprovadamente associados ao cancer de pulméao, ou seja, existem varios
estudos que demonstram possiveis associacdes virais com o cancer de pulmao e que
levantam essa questdo (Robinson et al., 2016; Sigel et al., 2016; de Oliveira et al.,
2018; Kheir et al., 2019)

As pesquisas que correlacionam o VLB com céanceres humanos ainda séo
escassas e controvérsias. Alguns estudos ja encontraram o DNA do VLB em amostras
de cancer de mama (Buehring et al., 2014; Buehring et al., 2015; Buehring, 2017;
Schwingel et al., 2019), embora resultados semelhantes ndo tenham sido observados
por Zhang e colaboradores (2016). E, além destes, o VLB também foi recentemente

encontrado em sangue humano (Buehring et al., 2019).



36

Como ja foi dito, a relacdo entre o cancer de pulmédo e agentes infecciosos
ainda néo esta totalmente esclarecida. A maioria dos estudos estéo focados em outros
microorganismos, como por exemplo, o HPV (Zhai et al., 2015; Xiong et al., 2017; de
Oliveira et al., 2018). Estudos de associacdo entre o VLB e o cancer de pulméao ainda
estdo em fases iniciais, sdo escassos e controversos. Até agora, dois estudos
realizaram este tipo de pesquisa. O trabalho coreano que analisou 162 amostras de
cancer de pulmao nao encontrou o material genético do VLB nas mesmas (Lee et al.,
2005). Conflitante a este, um estudo americano que trabalhou com amostras de
pulmao (neoplasicos e ndo-neoplasicos) detectou o material viral do VLB em amostras
de cancer de células escamosas (80%) (Robinson et al., 2016), deixando assim a
guestdo de um possivel papel do VLB neste processo carcinogénico.

O céncer de pulméo é uma doenca que, apesar de ser multifatorial, ainda nao
possui evidéncias suficientes que confirmem que alguns agentes infecciosos, como
HPV, o virus Epstein—Barr e o VLB por exemplo, possam também ser fatores de risco
para seu desenvolvimento. E, diante da escasses de estudos que relacionem a
presenca do VLB a tecidos e canceres humanos, especialmente no caso do cancer
de pulméo, faz-se necessario mais pesquisas que trabalhem e fornecam mais
evidencias que comprovem, ou refutem, a possivel acdo deste virus no cancer de

pulmé&o humano.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a presenca do Virus da Leucose Bovina (VLB) em amostras de tecido
pulmonar provenientes do estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Realizar a deteccdo DNA do VLB a partir do DNA extraido de amostras
histolégicas de tecido pulmonar;

2 Verificar a frequéncia do VLB aos diagndsticos histologicos dos pacientes;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS ANALISADAS

Foram analisadas 75 amostras de DNA, provenientes de biopsias pulmonares
de pacientes de ambos os sexos, com idade entre 11 e 81 anos (Me: 55), atendidos
no setor de pneumologia do Hospital Universitario Oswaldo Cruz, localizado no
Campus da Universidade de Pernambuco, situada na cidade do Recife, estado de
Pernambuco, Brasil.

Dentre as bidpsias analisadas, 10 sdo de carcinomas de células pequenas, 49
sdo de carcinomas de células ndo-pequenas, 2 amostras sdo de tecido pulmonar
normal, além de 8 amostras, nas quais estavam classificadas apenas como “tumores
pulmonares” e 6 sem dados histologicos. O DNA dos 75 espécimes de resseccao
pulmonar parafinados ja havia sido extraido previamente pelo nosso grupo de
pesquisa para a realizacdo de um estudo também de deteccéo, porém para o HPV
(de Oliveira et al., 2018).

Para validacdo dos resultados, foi utilizado como amostra padrdo o DNA
proviral extraido de cultura de células FLK (linhagem celular de rim fetal de ovinos)
infectadas com o VLB, concedidas pelo Laboratério de Virologia da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

4.2 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal de Pernambuco, Brasil (CAAE: 06396812.0.0000.5208). Os pacientes foram
informados sobre o tipo de pesquisa e 0s que concordaram em participar assinaram

o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido- TCLE.
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4.3 EXTRACAO DO DNA

A extracdo do DNA genbmico do material parafinado foi efetuada com o
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen) seguindo as instru¢gdes do fabricante. Para a
amostra padréo, foi extraido DNA a partir de 500 pyL de cultura de células FLK
utilizando o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega), de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

Ap6s a extracdo, o DNA entdo foi submetido a quantificacdo por
espectrofotometria (NanoVue Plus Spectrophotometer) para verificagcdo de sua
concentragdo (ng/uL) e pureza (razdo de absorbancia Azso/A2g0). Em seguida, para
avaliacdo de sua qualidade, foi amplificado o gene da B-globina, utilizando um par de
primer que amplifica fragmento de 110 pb (Baldez et al., 2009). As condi¢des da PCR
foram as seguintes: 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. O
produto foi visualizado através de eletroforese em gel de agarose 2% corado em

brometo de etideo, por 40 min a 100 volts.

4.4 DETECCAO DO VLB

O processo de deteccdo do VLB foi realizado através da técnica nested
Polimerase Chain Reaction (PCR). Foram utilizados primers especificos para o0s
genes Tax e Gag baseadas nas condi¢cdes estabelecidas no trabalho de Buehring e
colaboradores (2014). E, além destes, também foi utilizado os primers Tax referentes
ao trabalho de Khalilian e colaboradores (2019), que apresentam os produtos de PCR
externo (primeira etapa) e interno (segunda etapa) maiores (Quadro 3).

Foram feitos ajustes nas temperaturas de anelamento dos primers internos do
trabalho de Buehring e colaboradores (2014): 60°C / 30s para Tax e 62°C / 30s para
Gag. E as temperaturas de anelamento dos primers externos e internos do trabalho
de Khalilian e colaboradores (2019) também sofreram modificacbes para esse
trabalho: 55°C / 30s (externo) e 60°C 30s (interno).
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A reacao da PCR foi preparada para um volume final de 25 yL em tubos de 0,2
ML. As condigbes da PCR para todos os primers foram: desnaturacao inicial (95°C / 2
min), seguida de 30 ciclos de desnaturacao (95°C / 30 s), anelamento (55°C /30 s) e
extensdo (72°C / 20 s); e uma extensao final (72°C / 5 min) na primeira etapa. Ja na
segunda etapa, manteve-se as mesmas condi¢cdes descritas, havendo variacdo
apenas nas temperaturas de anelamento dos primers, sendo (60°C / 30 s) Tax e (62°C
/ 30 s) para o primer Gag (Buehring et al., 2014), e (60°C / 30 s) para Tax (Khalilian et
al., 2019).

Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose a 2% corado com
brometo de etidio. A confirmacdo da deteccdo do material viral se deu a partir da
amplificacdo dos tamanhos de pares de base, correspondentes aos genes analisados.
Como controle positivo, foi utilizada a amostra padrdo em todas as reac¢des da nested
PCR.
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Quadro 2- Especificacdes dos Primers utilizados

_ TAMANHO _
PRIMERS SEQUENCIA Referéncia
(pb)
F: ACACAACTGTGTTCACTAGC
i R: CAACTTCATCCACGTTCACC 110pb
B-globina Baldez, et al.,
(2009)
- F: CTTCGGGATCCATTACCTGA 373pb
ax
) R: GCTCGAAGGGGGAAAGTGAA
(Buehring et al.
F: ATGTCACCATCGATGCCTGG 113pb .
2014) Buehring et al.,
R: CATCGGCGGTCCAGTTGATA
(2014)
Tax
. F: GTTGTTGGTTGGGGGCCC 301pb
(Khalilian et al
R: GCGGGAGAGCCATTCATTTTC -
2019) Khalilian et al.,
F: -TCGACACCACGCTCACCTG (2019)
R: TGCGTTACTAAGTTGTTCCAGGG 385pb
Gag
F: AACACTACGACTTGCAATCC )
Buehring et al.,
R: GGTTCCTTAGGACTCCGTCG 272pb (2014)
F: ACCCTACTCCGGCTGACCTA
R: CTTGGACGATGGTGGACCAA

5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DAS BIOPSIAS ANALISADAS

Foi feita a andlise total de 75 amostras de DNA, originarias de biopsias de
tecido pulmonar, por meio da técnica nested PCR. Foram 49 biépsias de carcinoma
de células ndo- pequenas, 10 de carcinoma de células pequenas, 8 bidpsias de

tumores pulmonares, nas quais ndo haviam especificacdo da classificagédo histolégica
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ao qual pertenciam, 2 amostras normais, além de 6 amostras sem o dado histolégico.
As biopsias sao de pacientes com idades entre 11 e 81 anos (Me: 55), e de ambos os
sexos. Destas, 46 foram provenientes do sexo masculino (61,3%) com idades de 11
a 81 anos, e 29 do sexo feminino (38,7%), com idades de 20 a 79 anos.

Na andlise dos prontuarios, em relacdo ao tabagismo, dos pacientes com
carcinoma de células pequenas, 30% ainda fazem o uso do cigarro, 20% sao ex-
fumantes, 20% nunca fumaram e 30% n&o constava tal informacédo no prontuério. Dos
pacientes com carcinoma de células ndo- pequenas, 22,4% sao fumantes, 26,5% sao
ex- fumantes, 28,6% nunca fumaram, sendo que 22,4% nao constavam esse dado.
Os ex- fumantes, em média, fumaram por 20 anos e estao ha aproximadamente 8
anos sem fumar. Ja os dados dos fumantes indicaram um tempo de uso do tabaco de
10 a até 60 anos, com uma média geral de 38 anos de consumo de cigarro. O resumo

destes dados esta contido na tabela 1.



Tabela 1. Dados gerais das biépsias
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REGIOES
AP HISTOLOGIA SEXO IDADE TABAGISMO 29

AMOSTRAS GENOMA

(VLB)

EX- NUNCA | SEM

FEM | MAS FUMANTE | - jmanTE | FUMOU | Dapos | TAX | GAG

10| . Carcinoma de 4 | 6 |17a63 3 2 2 3 S| -

Células Pequenas

22 Adenocarcinoma 9 13 |11a76 4 8 8 2 3 -

18 Carcinoma Escamoso 5 13 | 28a81 4 3 5 6 - -

5 Carcinoma de Células | 5 > | 46276 3 i 1 1 i i

Grandes
Carcinoma de Carcinoma
2 Células Nio- Neuroendadcrino - 2 |23e60 - 1 - 1 1 -
Pequenas de Células Grandes
Carcinoma de Células
1 N&o- Pequenas 1 - 69 - - - 1 - -
Indiferenciado
Carcinoma

! Epiderméide i 1 80 i 1 i i i i

2 Sem Tumor 1 1 46/* - 1 - 1 1 -

g| rumor de Pulmao 3 | 5 |[51a72 2 4 2 : - |-

(n&o especificado)
6| Sem Resultado 3 | 3 |41a76 3 2 : 1 - |-
Histoldgico
TOTAL: 75 29 46 19 22 18 16 5

* Auséncia da informacéo
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5.2 DETECCAO DO DNA DO VLB NAS AMOSTRAS DE PULMAO

Foram utilizados os primers Tax e Gag tendo como objetivo a detec¢cao do DNA
proviral no material biol6gico analisado.

Foram utilizados dois primers de Tax referentes aos trabalhos de Buehring e
colaboradores (2014), de fragmento com 113 pb, e Khalilian e colaboradores (2019),
de fragmento com 301 pb. Como resultado, o DNA do VLB foi encontrado em 5 das
75 amostras analisadas (6,67%) utilizando os primers citados. A nested PCR foi
repetida utilizando apenas as amostras que amplificaram, para confirmacdo do

resultado e confecgao do gel representativo (Figura 2).

* 301 pb

Figura 4: Deteccdo do DNA do VLB em amostras de tecido pulmonar
com uso do primer Tax (gel representativo). (C-) controle negativo; (C+)
controle positivo; (1- 5) amostras positivas. * O produto da amostra 5 € maior
pois é referente ao primer Tax do trabalho de Khalilian et al., (2019).
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Foi realizada a nested PCR utilizando o primer Gag, porém nao houve
amplificagdo. O gel representativo (figura 3), nos mostra apenas a amplificacado da
amostra padréo.

Figura 5: Detec¢cé@o do DNA do VLB em amostras de tecido pulmonar com
uso do primer Gag (gel representativo). (C-) controle negativo; (C+) controle
positivo; (1-15) amostras sem amplificag&o.

5.3 ANALISE DIAGNOSTICA DAS AMOSTRAS POSITIVAS

A andlise comparativa entre as amostras positivas para o DNA do VLB e os
resultados histolégicos contidos dos prontuarios demonstrou que, das 5 amostras que
amplificaram, 80% s&o de carcinoma de células ndo- pequenas, mais especificamente
3 adenocarcinomas e 1 carcinoma neuroenddcrino de células grandes. Além destes,
uma das biépsias que foram positivas € de tecido pulmonar normal, como mostrado
no quadro 4. Foram analisados, um total de 22 adenocarcinomas e 13, 63% foram

positivos para o DNA do VLB.



Tabela 2. Dados e diagndsticos histolégicos das amostras positivas para o VLB

Numero da _ o o _
Diagnastico Histologico Idade Uso do cigarro
amostra
Carcinoma neuroendocrino de
1 ’ 60 Ex- fumante
células grandes
2 Sem tumor 46 Ex- fumante
3 Adenocarcinoma 68 Sd*
4 Adenocarcinoma 74 Ex- fumante
5 Adenocarcinoma 57 N&o fumante

Sd*: Sem dados
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Através dos dados dos prontuarios, foi analisado a conduta dos pacientes, dos

quais se originaram as biopsias. Os pacientes referentes as amostras “1” e “4”

alegaram serem ex-fumantes depois de terem fumado por cerca de 10 anos, porém

nao possuem historico de cancer de pulméo na familia. O paciente referente a amostra

“2” (amostra normal) também alegou ser ex-fumante e sem casos de cancer de

pulméo na familia. A amostra “3” ndo apresentava dados extras além da idade. Ja o

paciente “5” alegou ser ndo fumante e, também, ndo apresenta historico de cancer de

pulméo na familia.
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6 DISCUSSAO

O interesse sobre uma possivel capacidade do VLB de infectar humanos vem
aumentando consideravelmente nos ultimos anos (Buehring et al., 2003; Buehring et
al., 2014; Buehring et al., 2015; Buehring et al., 2017; Buehring et al., 2019). Desde
gue foi identificado no gado, pesquisas iniciais foram feitas a fim de identificar a
presenca desse virus em células humanas, porém sem sucesso (Ressang, 1977,
Kettmann et al., 1978; OLSON et al., 1978; Thiry et al., 1985; Bender et al., 1988). E
provavel que o virus ndo tenha sido identificado na época, devido a falta de técnicas
mais sensiveis, como a PCR e sequenciamento.

A hipotese de que o VLB poderia infectar humanos foi levantada devido a
alguns fatores, como a semelhanga do VLB com o HTLV-1 (virus que infecta linfocitos
T provocando linfoma em humanos), o fato do virus ser transmitido verticalmente entre
os bovinos através do leite (Gutiérrez et al., 2015; Olaya-Galan et al., 2017; Watanuki
et al., 2019), sua capacidade de infectar outras espécies naturalmente, como bufalos,
zebus e capivaras, e experimentalmente, como ovelhas, cabras, porcos, coelhos,
ratos e galinhas (Aida et al.,, 2013), e também, pela capacidade do virus,
principalmente os oncogénicos, de cruzarem espécies espontaneamente (Christou,
2011).

Ainda nao ha evidencias concretas de qual seria 0 mecanismo de transmissao
do VLB para os seres humanos, porém algumas hipéteses foram levantadas por
Buehring e colaboradores (2017). Uma delas seria a transmissao através do consumo
de produtos derivados de bovinos infectados com o VLB (Buehring, 2017). Este caso
implica no consumo da carne mal cozida e leite ndo pasteurizado, hipétese que levou
Olaya- Galan e colaboradores (2017) a investigarem a carne crua e leite fresco e
identificarem a presenca do material genético referente ao gene Gag do VLB nas
amostras analisadas (Olaya-Galan et al., 2017). Além disso, Buehring e
colaboradores (2004) identificaram em soro humano, por meio de immunoblotting,
anticorpos contra antigeno do capsideo do VLB (p24), fortificando ainda mais a
hipétese de que os seres humanos entram em contato com o VLB.

Os trabalhos que relacionam a presenca do VLB a carcinomas pulmonares sao
escassos e, além disso, possuem resultados controversos. Até o momento, dois

artigos realizaram a deteccdo do VLB em tecido pulmonar humano. Um deles,
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realizado por Robinson e colaboradores (2016), que avaliou 70 carcinomas de pulméao
de células ndo pequenas, por meio de microarray, encontrou apenas 8 amostras
positivas para o VLB. Em contraste, o trabalho de Lee e colaboradores (2005) que,
através de PCR, analisou 517 amostras de leucemia e 162 de cancer de pulméao, ndo
encontrou o DNA proviral do VLB. Estes dados da literatura nos mostram que ndo ha
uma prevaléncia consideravel do DNA do VLB em tecidos pulmonares, e nos levou a
esperar poucas amostras positivas, o que de fato realmente ocorreu.

Em nossos resultados, o DNA do VLB foi encontrado em 5/75 (6,67%) amostras
de tecido pulmonar utilizando o primer Tax. A escolha desse primer ocorreu devido
essa regido ser bem conservada, sua probabilidade de ser excluida do genoma no
processo de integracdo ser bem menor e, além disso, € a regido mais utilizada na
literatura para detec¢do do VLB. O DNA proviral do VLB foi detectado em amostras
de adenocarcinoma (3/5), carcinoma neuroendocrino de células grandes (1/5) e em
uma amostra normal (1/5). E possivel observar que, de todas as bidpsias de tumor
analisadas, obtivemos resultados positivos apenas em CCNP. Em nosso estudo, o
DNA do VLB foi encontrado em maior quantidade em adenocarcinomas (60%), dado
este que difere da literatura que temos até agora, no qual, no trabalho de Robinson e
colaboradores (2016), o DNA proviral do VLB foi encontrado em apenas CCE. No
entanto, um estudo de revisdo de Palmarini e Hung (2001) descreveu sobre a
capacidade de alguns retrovirus de infectar e provocar adenocarcinomas pulmonares
em ovinos, que possuem algumas semelhancas histopatologicas com alguns tipos de
adenocarcinomas humanos, como o adenocarcinoma acinar e papilar, por exemplo.

Esta bem estabelecido que o adenocarcinoma é a forma de cancer de pulmao
mais comum tanto em fumantes, como em ex- fumantes, ndo fumantes e em fumantes
passivos (de Groot et al.,, 2018). Verificando novamente a tabela 2, conseguimos
observar que a maioria das amostras positivas para o VLB sdo de ex- fumantes,
inclusive um dos adenocarcinomas. Porém, uma das amostras de adenocarcinoma
com a presenca do DNA proviral do VLB € de um paciente ndo fumante e sem histérico
de cancer de pulméo na familia. Este caso chama atencéo para os demais fatores que
poderiam levar ao desenvolvimento desse tipo de neoplasia, como genética (neste
caso excluindo o historico familiar), inflamacfes crénicas, radiacdes ionizantes, e
também, os relacionados com a presenca viral, que ainda estdo sendo investigados
(Sun et al., 2007; Robinson et al., 2016; de Freitas et al., 2016; de Oliveira et al., 2018;

Kim et al., 2018) e que, provavelmente, podem estar relacionados a esse caso.
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Cogita-se que a presenca viral pode ser um agente, que junto aos demais
fatores de risco, aumente a probabilidade de desenvolvimento de tumor devido as
alteracdes moleculares que certos retrovirus, como o VLB, sdo capazes de promover
nas células infectadas. Os retrovirus oncogénicos tem a capacidade de induzir
tumores integrando seu DNA (provirus) ao genoma do hospedeiro, provavelmente por
acaso, préximo a proto-oncogenes celulares. O que se sabe é que existem
aproximadamente mais de 70 proto-oncogenes, como o0 c-myc e KRas, que séo
ativados por provirus e que, também, exercem papel no desenvolvimento do
carcinoma pulmonar de células pequenas (Oxnard et al., 2013).

Além disso, ja foi observado que a presenca de alguns virus, inclusive o VLB,
pode alterar a expressao de alguns genes em canceres de pulmao de células nao
pequenas. No trabalho de Kim e colaboradores (2018) foi feita uma extensa analise
de expressao génica e observaram que o VLB, em carcinoma escamoso, provoca
alteracoes na expressao de varios genes, como por exemplo, o CPB2 que € um gene
regulado pela matriz extracelular e foi considerado um indicador de fungéo pulmonar
comprometida (Lim et al., 2017) e o NFATc1 que é um oncogene envolvido em varias
funcdes no cancer (Bhattacharyya et al., 2011; Im et al., 2016; Kim et al., 2018). Da
mesma forma, algumas proteinas do VLB, principalmente tax, atuam no processo de
sobrevivéncia celular por meio da ativacéo do fator de transcricdo NF-kB, aumentam
a transcricao de proteinas anti-apoptoéticas, como Bcl-2, e a expressao de TNF-a (Aida
et al., 2013), e também, como ja foi citado, altera a expressédo de oncogenes como
CPB2 e NFATcl (Kim et al., 2018).

Apesar de poucos, outros trabalhos também investigaram a presenca do VLB
em outros tipos de tecido. O mais estudado, até o momento, sdo os tumores de mama,
gue também apresentam resultados conflitantes, porém, com mais resultados
positivos para a presenca viral. Buehring e colaboradores (2014) encontraram o DNA
viral em epitélio secretor da mama e, este mesmo grupo de pesquisa publicou
recentemente (2017) um estudo retrospectivo que identificou o VLB em amostras num
periodo de 3 a 10 anos antes do desenvolvimento do cancer de mama, sugerindo
assim, uma relacdo temporal causal entre a infeccdo por VLB e o subsequente
desenvolvimento do cancer. E, no inicio de 2019, Schwingel e colaboradores também
identificaram esse virus em amostras de mama no sul do Brasil.

Buehring e colaboradores (2019) também identificaram o VLB em amostras de

sangue humano, levantando uma possivel questdo sobre uma provavel infectividade
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deste virus em células sanguineas (leucdcitos) e a hipétese de uma possivel forma
de disseminacao viral para os tecidos através destas células. Este resultado, talvez,
possa considerar o sangue como uma das vias das quais o VLB pode utilizar para
atingir e, provavelmente, se estabelecer em 6rgéos internos.

Apesar da identificacdo de amostras positivas utilizando o primer Tax, ndo
obtivemos amostras positivas para Gag. Isso se deve, provavelmente, porque este
gene, assim como o gene Pol, é frequentemente deletado durante a progresséo de
leucemias e linfomas para estagios avancados, como uma forma de defesa viral contra
a resposta imune do hospedeiro, assim como ocorre com o HTLV-1 (Kamihira et al.,
2005; Gillet et al., 2007).

De acordo com zur Hausen (2011), a presenca de agentes infecciosos em
tumores faz deles provaveis indutores oncogénicos, seja direta ou indiretamente.
Porém, para que o papel causal de um agente infeccioso na carcinogénese seja
confirmado ou refutado, € necessario que estudos futuros enquadrem o virus, neste
caso o VLB, em uma série critérios especificos descritos no artigo de Evans e Mueller
(1990). Porém, identificar a presenca viral em tumores pulmonares € um grande passo
e abre espaco para a realizacao de estudos funcionais futuros que possam confirmar,

ou negar, o papel do VLB na carcinogénese.
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7 CONCLUSOES

o Por meio deste trabalho, foi possivel identificar, pela primeira vez no Brasil, a
presenca do material genético do VLB em amostras de tecido pulmonar humano,
tumorais e ndo tumorais, com frequéncia de 6,67%.

o A presenca do DNA proviral do VLB foi identificada em quatro amostras de
carcinoma de células ndo pequenas, nas quais trés sao de adenocarcinoma
(60%) e uma é de carcinoma neuroenddcrino de células grandes (20%). E, além
destas, o DNA do VLB também foi identificado em uma amostra normal.

o Apesar da baixa frequéncia (6,67%), esse dado nos fornece a evidéncia de que
o VLB pode infectar humanos e alcancar érgdos como o pulméao, além de outros
tecidos como mama e sangue (como ja documentado na literatura).

o Este achado levanta a hipotese da possivel acdo, direta ou indireta, do VLB na
carcinogénese pulmonar e abre caminho para estudos mais aprofundados para

confirmar ou refutar um possivel potencial de contribui¢cdo viral nessa neoplasia.
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