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After sleeping through a hundred million centuries we have finally opened
our eyes on a sumptuous planet, sparkling with colour, bountiful with life.
Within decades we must close our eyes again. Isn't it a noble, an
enlightened way of spending our brief time in the sun, to work at
understanding the universe and how we have come to wake up in it?
(Richard Dawkins)



RESUMO

O presente trabalho visa investigar a ocorréncia do virus da leucose bovina
(BLV) em pacientes atendidas na rotina ginecoldgica no Hospital Oswaldo Cruz e no
Hospital das Clinicas de Pernambuco. Foram realizados testes de nested PCR
visando a detec¢cdo do DNA proviral nas 34 amostras analisadas; foi usado como
controle positivo o DNA proviral extraido de células renais de fetos de carneiro, da
linhagem FLK, infectadas com o BLV, utilizando primers direcionados ao gene tax,
do BLV. O objetivo da pesquisa € contribuir para a investigacdo da emergéncia do
BLV, um retrovirus oncogénico, como possivel risco a satde humana, uma questao
atualmente em ascensdo no campo da virologia. A investigacdo do possivel risco de
infeccdo pelo BLV em humanos assume importancia estratégica, haja vista nossa
exposicao constante aos produtos da pecuaria. Com base nos ensaios moleculares
do presente estudo, os resultados ndo apontam evidéncia da presenca do BLV entre

as pacientes estudadas.

Palavras-chave: Retrovirus; Virus da leucemia bovina; Sangue; Tax; Deteccao.



ABSTRACT

The present study aims to investigate the occurrence of Bovine leukemia virus (BLV)
in patients treated in the gynecological routine at Hospital Oswaldo Cruz and in the
Hospital das Clinicas of Pernambuco. Nested PCR tests were performed to detect
proviral DNA in the 34 analyzed samples; Proviral DNA extracted from BLV-infected
fetus renal sheep cells from the FLV strain was used as a positive control, using
primers directed to the BLV tax gene. The aim of the research is to contribute to the
investigation of the emergence of BLV, an oncogenic retrovirus, as a possible risk to
human health, a rising issue in the field of virology. Investigating the possible risk of
BLV infection in humans is of strategic importance due to our constant exposure to
livestock products. Based on the molecular assays of the present study, the results

show no evidence of BLV presence among the patients studied.

Keywords: Retrovirus; Bovine leukemia virus; Blood; Tax; Detection.
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1 INTRODUCAO

O virus da leucose bovina (BLV) € um virus oncogénico envelopado com
cerca de 80-120 um de didametro pertencente a familia Retroviridae (subfamilia
Orthoretrovirinae, género Deltaretrovirus). Congénere do virus T-linfotrépico
humano (HTLV-l e HTLV-Il), o BLV compartiha com o HTLV importantes
propriedades bioldgicas, como uma similaridade gendmica superior a 70% e
dominios funcionais conservados em suas proteinas. Seu genoma, constituido
por um dimero de RNA de fita simples senso positivo, possui tamanho de 8714
nucleotideos contendo, entre duas regibes de longas repeticbes terminais
idénticas (LTR 5’ e LTR 3’), as sequéncias codificadoras para 0s genes estruturais
(gag, pro, pol, e env) seguidas da regido reguladora (pX), onde se encontra a
regido codificadora do gene tax, amplamente utilizado para deteccédo do virus e

alvo dos testes ora realizados.

O BLV é o0 agente etiolégico da leucose enzodtica bovina, uma doenca
cronica altamente contagiosa entre bovinos que resulta no desenvolvimento de
tumores em cerca de 0,5 a 5,5% dos animais infectados com 4 anos ou mais de
idade. Animais com leucose ou linfoma sdo excluidos da producéo, acarretando
grandes perdas (superiores a $ 280 milhdes anuais) ao mercado agropecuario.
Entretanto, como os 95% restantes dos animais infectados permanecem como
casos subclinicos de linfocitose persistente, esses animais permanecem na base

produtiva da industria de laticinios e carne.

No contexto das crescentes evidéncias de infeccdo do BLV em humanos e
a possivel associacdo com tumores na nossa espécie, a emergéncia da leucose
bovina como uma possivel zoonose é posta em pauta. A investigacao do possivel
risco do BLV a salde humana assume, assim, importancia estratégica. Nesse
sentido, o presente estudo visou investigar, pela realizacdo de nested PCR, a
ocorréncia do virus da leucose bovina em amostras de sangue de pacientes
atendidas na rotina ginecolégica no Hospital Oswaldo Cruz e no Hospital das

Clinicas Pernambuco.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 VIRUS DA LEUCEMIA BOVINA (BLV) E SUA DISPERSAO

Os virus da familia Retroviridae infectam uma grande gama de
organismos, sendo encontrados no genoma de todos os vertebrados dotados de
mandibulas, quais sejam, peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos (XU et. al,
2018).

Retrovirus sdo membros da superfamilia dos retroelementos (elementos
genéticos moveis cuja transposi¢cdo ocorre via um RNA intermediario), mas se
distingue dos demais retrotransposons por sua mobilidade para células ou
organismos vizinhos, caracterizando a infeccdo (KIM et al., 2004). A principal
diferenca entre os retrovirus e os retrotransposons dotados da regido longa de
repeticdo terminal (LTR) é a presenca de um gene env funcional, uma importante
aguisicao evolutiva para a protecdo, transito extracelular e disseminacédo, dado
seu papel crucial para entrada na célula (LERAT; CAPY, 1999; KIM et al., 2004).
Sua replicacdo € caracterizada pela ocorréncia da transcricdo reversa, a qual
gera, a partir do RNA gendémico, um DNA gue se integra ao genoma hospedeiro e
servirh de molde ao RNA mensageiro responsavel pela producdo das proteinas
virais. Uma vez integrado ao genoma do hospedeiro (na condicdo de provirus), os
retrovirus podem ser transmitidos verticalmente como heranga genética, um
processo chamado de endogenizacdo que ao longo do processo evolutivo
adiciona centenas de retrovirus enddgenos nos genomas dos vertebrados,
ajudando a elucidar sua historia evolutiva, sendo raro o registro enddégeno entre
os Deltarretrovirus (FARKASOVA et al., 2017; WEISS, 1996).

De acordo com o International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV),
0 género Deltaretrovirus, (familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae), é
representado pelo virus da leucemia bovina (Bovine leukemia virus, ou BLV) e
outras trés espécies, incluindo os virus T-linfotrépico humano e o virus T-
linfotrépico dos simios. O BLV é um virus oncogénico frequentemente encontrado

no sangue periférico bovino e transmitido horizontalmente via transferéncia de
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células infectadas por contato, leite ou picada de mosquitos (HOPKINS;
DIGIACOMO, 1997).

Documentada inicialmente em 1871 por Leisering, a entdo referida
“leucose” foi identificada através de nédulos amarelados no bago de uma vaca e
hoje distinguem-se dois tipos de leucose bovina: a leucose enzodtica bovina
(LEB, transmissivel, sendo seu agente etioldgico o BLV) e a leucose bovina

esporadica, ndo transmissivel e ndo associada ao virus (GILLET et al. 2007).

Os linfécitos infectados transmitem o virus se transferidos de um animal a
outro, sendo as picadas de insetos hemat6fagos uma via natural de transmissao
(FERRER; PIPER, 1978). Ha uma prevaléncia de aproximadamente 30% de
linfocitose entre os animais infectados e 0,5 - 5,5% destes, aos 4 anos ou mais de
idade, apresentam linfossarcoma (CAMARGOS et al., 2002).

A histéria de dispersdo do BLV é acompanhada por uma diversificacao
inicialmente descrita como sete genotipos por Rodriguez et al. (2009). De acordo
com Camargos et al. (2007), o BLV mostrou-se, no Brasil, principalmente
associado com rebanhos leiteiros e apresentou diferentes genaétipos, apesar de
sua estabilidade genética. A América do Sul apresentava em 2010 os sete
genotipos entédo reconhecidos, detectados no Chile, Argentina, Brasil e Uruguai
(MORATORIO et al., 2010). Além dos rebanhos bovinos, o BLV infecta, de acordo
com estudos experimentais, outras espécies como caprinos, ovinos, suinos,
coelhos, ratos e alpacas (LEE et al., 2012; GILLET et al., 2007).

Em decorréncia do comércio de animais reprodutores, 0 virus passou por
intensa dispersdo e se encontra atualmente representado por dez diferentes
genotipos, atingindo prevaléncia superior a 80% em rebanhos de paises como
Estados Unidos e Canada além de desregulacdo imunoldgica nos animais
afetados, alteracdo na contagem de leucocitos e tumores, sobretudo na
subpopulacgéo de células B CD4* (POLAT; TAKESHIMA; AIDA, 2017).

Em diferentes regides do mundo (com excec¢ao da Unido Europeia, a qual
adotou um bem-sucedido programa de controle), a prevaléncia do BLV nos
rebanhos € de 30-90%, sendo as maiores perdas a morte por linfoma/leucose,
gueda da producdo de leite e restricbes comerciais (BAREZ; BROGNIEZ,
CARPENTIER, 2015). Na década de 1970, a prevaléncia do BLV nos rebanhos
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dos Estados Unidos e Canada era em torno de 10%, porém, tais paises nao
consideraram necessario cuidar de sua erradicacdo. Enquanto 21 paises
adotaram um programa bem sucedido de erradicacdo do BLV dos seus rebanhos,
a América do Norte apresenta perdas notaveis causadas pelo BLV. Segundo
dados de uma década (1996-1997) de estudo do NAHMS (National Animal Health
Monitoring System, USA), as vacas apresentaram uma queda de producgéo por
animal/ano da ordem de $ 56 (3% menos leite). Grandes parcelas do gado de
corte e leiteiro estéo infectadas (39 e 83% respectivamente) de modo que, ao ser
o linfossarcoma a principal causa isolada de condenacédo dos animais de corte
(13,5%) e leiteiros (26,9%), o BLV gera perdas anuais estimadas em $ 285
milhdes para os produtores (equivalentes a mais de R$ 836 milhdes em valores
atuais) e $ 240 milhdes (> R$ 704 milh6es atualmente) para os consumidores
norte-americanos; perdas com casos subclinicos ndo estimadas (Juliarena et al.,
2013; BARTLETT et al., 2014).

2.2 ORGANIZACAO GENOMICA E REPLICACAO

O RNA genbmico do BLV possui um tamanho de 8714 nucleotideos
contendo, entre duas regides de longas repeticoes terminais (LTRS) idénticas, 0s
genes gag, pro, pol, e env, seguidos da regido pX (entre as regides env e LTR 3’),
a qual codifica os genes reguladores tax e rex, além das proteinas acessoérias R3
e G4 (POLAT; TAKESHIMA; AIDA, 2017). Evolutivamente relacionado com o
HTLV-1, o BLV apresenta em relagdo a ele consideravel similaridade em sua
sequéncia genbmica, especialmente nas regides referentes a gag, pol e a regido
pX e homologia superior a 70% de suas sequéncias gendmicas completas
(SAGATA et al., 1984a).
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Figura 1- Organizacao do genoma viral do BLV, adaptado de Gillet et al., (2007).
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A sequéncia de LTR obtida por Sagata et al. (1984), a partir do provirus
integrado ao genoma do hospedeiro apresentou 530 pb com uma sequéncia do
hospedeiro repetida no sitio de integragéo viral, além de um sitio adjacente a LTR
5" que é complementar a sequéncia 3’ do prolina-tRNA, indicando ser iniciador da
transcricdo reversa, ao passo que em sentido oposto, partindo de LTR 3’ ha uma
sequéncia iniciadora da sintese da fita positiva de DNA. LTR inclui as regides U3,
R e U5. A regido R do BLV, idéntica a do HTLV, possui extensdo de 280pb e
constitui a maior parte de LTR (40% da mesma), enquanto as regides U3 e U5
(211 e 91 pb, respectivamente) sdo mais curtas do que aquelas do HTLV
(SAGATA et al., 1984b).
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O gene gag, inicia-se na primeira trinca AUG apds LTR 5’ (base 628) e vai
até a posicao 1806; codifica para um precursor (Pr44929) a ser convertido em 3
proteinas (p15, p24 e pl12) envolvidas na formac¢do do capsideo viral, do qual p24
€ a principal, p12 constitui o nucleocapsideo, o qual é associada com os dois
RNAs virais e pl5 associa-se ao capsideo assim como a membrana viral
(YOSHINAKA et al., 1986).

Conforme demonstrado por Matthews et al. (1996), pl5 corresponde a
extremidade N-terminal do precursor codificado por gag e constitui um polipeptidio
miristilado e fosforilado com 109aa, estruturado em 4 a-hélices que, por interagir
com o RNA genbmico, capsideo e membrana, possui importante papel na
morfogénese viral, a qual é alterada quando h& mutagcbes em sua sequéncia
(MATTHEWS et al., 1996).

A proteina p12, do nucleocapsideo (NC), apresenta grande afinidade com
acidos nucleicos (MORCOCK et al., 2002). Consiste em uma proteina de 69aa
rica em prolina e é requerida para o empacotamento do RNA gendmico (KATOH
et al.,, 1993; MORCOCK et al., 2002).

A maior proteina do capsideo, p24, € o principal alvo da resposta imune
do hospedeiro. Maaten & Maaten (1994) demonstraram ser p24 alvo de resposta
proliferativa de células T CD4*, apresentando importantes epitopos do residuo 31
ao 55 e do 141 ao 165 (MAATEN & MAATEN, 1994). Com isso, e pela ocorréncia
de anticorpos contra p24 nos estagios iniciais da infec¢do, esta proteina é
utilizada para testes de detecgcédo do BLV, embora a maioria dos testes sejam para
p51 (BAI et al., 2019).

O precursor pl4 (protease viral) possui importante papel na maturagéo
pés-traducional das proteinas de gag a partir do precursor p4499. A regido
codificante de p14 localiza-se entre os genes gag e pol, de modo que sua sintese
parte do precursor gag-protease (p669%9P"), através da supressao do coédon de
terminacdo de gag via deslocamento da matriz de leitura por um tRNA lisina-
especifico (LLAMES et al. 2001).

A traducdo do gene pol também se d& por deslocamento da matriz de
leitura. Sua sequéncia, cuja extremidade amino-terminal coincide com os ultimos

26 codons do gene pro, codifica a transcriptase reversa do BLV, uma DNA
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polimerase RNA-dependente, segundo Kettmann et al. (1976). Como
demonstrado por Kettmann et al. (1976), a transcriptase reversa (RT) do BLV
apresenta notavel preferéncia por Mg?* para sua fungdo, com papel fundamental
no ciclo de replicagao retroviral (KETTMANN et al. 1976).

Ainda por deslocamento da matriz de leitura, ocorre a sintese da
poliproteina precursora Gag-Pro-Pol, que além de formar a transcriptase, da
origem também a integrasse viral (PERACH; HIZI, 1999).

A sintese do envelope viral do BLV apresenta algumas particularidades
na sua expressao, distribuicdo e aspectos imunogénicos. Primeiro, por parte de
sua sequéncia estar codificada na extremidade 3’ de pol; segundo, seu transcrito
de 5,1 kb origina a proteina precursora pr72¢", a qual € posteriormente clivada
nas subunidades SU (gp51) e TM (gp30); finalmente, pr72®" ndo € distribuida de
modo disperso nas células, ficando concentrada em uma Unica célula filha, o que
parece evitar o desenvolvimento de uma resposta imune do hospedeiro contra o
envelope viral (LLAMES et al. 2001; GILLET et al. 2007).

Uma vez que dificiilmente o BLV infecta sozinho uma célula, por uma
aparente instabilidade do virion, € mais comum a transmissdo ou infec¢do pela
fusdo de proteinas da ceélula infectada a célula alvo (JOHNSTON et al., 1996;
VONECHE et al. 1992a). A conformacdo em folha- dos residuos 19-27 de gp51
(porcdo do envelope glicosilada, externa a membrana) evidencia ter um papel
fundamental na fusdo da membrana ligando-se a receptores, enquanto gp30
(porcao transmembrana) ancora gp51 a membrana. Muta¢cBes capazes de alterar
o carater afipatico da supracitada regido de gp51 inibem a capacidade fusogénica
do complexo gp51-gp30. Adicionalmente, anticorpos anti-gp51 inibem a formacéo
do sincicio (VONECHE et al., 1992b).

De acordo com Sagata et al. (1984), a regido pX do BLV apresenta
grande homologia com aquela do HTLV-1, o que sugere divergéncia a partir de
um ancestral comum. Os produtos génicos dessa regiao (localizada entre env e
LTR 3’) sdo gerados por splicing do RNA transcrito e possuem importantes
funcdes regulatérias, como a proteina ativadora da transcricdo, Tax, de 38 kDa, e
Rex, com 18 kDa, reguladora do proprio processamento (splicing) de RNA
(JENSEN et al. 1991).
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Na porcao 5’ da regido pX encontra-se a sequéncia correspondente a
producdo de miRNA. A expressao de miRNA em tumores associados ao BLV foi
apontada como um possivel fator com atribuicdo causal da tumorigénese pelo
virus, o qual expressa miRNA evolutivamente conservado que mimetiza miRNA
oncogénico do hospedeiro (KINCAID et al, 2012). Gillet et al. (2016)
demonstraram experimentalmente que o mMIRNA do BLV é essencial no
desenvolvimento de tumores em linfécitos B, além de alterar de modo significativo

os padrbes de expresséao génica do hospedeiro (GILLET et al., 2016).

As proteinas R3 e G4 foram descobertas como produtos do splicing
alternativo do RNA viral; enquanto R3 mostrou funcdo inibidora de Rex, G4
demonstrou melhorar a fungdo de Rex na transativacdo de LTR (SCHWARTZ,
LEVY, 1994)

A proteina Rex é uma fosfoproteina nuclear de 18 kDa envolvida na
regulacdo pos-transcricional da expressdo génica do BLV. Uma sequéncia de 250
pb entre o sitio de poliadenilagcdo e sua sequéncia sinal, na regido R de LTR 3
(chamada REE, do inglés Rex responsive element), é necesséaria a funcdo de
producdo de proteinas do virion. Tal funcdo é exercida por Rex do BLV também
em HTLV-1 e vice versa, dada a grande homologia entre as regides REE dos dois
virus (DERSE & MARTARANO, 1990).

Notavelmente, Tajima & Aida (2000), demonstraram ser a transcricdo do
BLV induzida pela proteina Tax ndo apenas do préoprio BLV, mas também por Tax
do HTLV-1, através de sua interacdo com a regido U3 de LTR 5’. Por sua vez, a
proteina Rex interage com o elemento responsivo a Rex, da regido R do BLV e do
HTLV-1, aumentando os niveis de transcrito e, por conseguinte, da producédo das
proteinas estruturais (TAJIMA & AIDA, 2000).

2.3 MECANISMO DA PATOGENESE DA LEUCEMIA BOVINA

Desvelar os aspectos patologicos e a carcinogénese no BLV tem sido
uma longa trajetéria desde sua documentacao inicial por Leisering, em 1871. A
implicacdo do virus como agente etiolégico da doenca foi estabelecida pelos

estudos realizados por Miller et al. (1969), que demonstraram a producdo de
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particulas virais em linfocitos bovinos com linfocitose persistente. Kettmann et al.
(1976), demonstraram que o BLV € um virus exdégeno de RNA possuidor de um
complexo com funcdo de transcriptase reversa, permitindo a classificagdo do

mesmo entre os retrovirus oncogénicos (KETTMANN et al. 1976).

Nos animais infectados, foi observado um consideravel aumento (70%) da
quantidade de linfécitos no sangue em alguns anos apds a infecgcdo (LEWIN,
1989). Maior parte da expanséo linfocitaria mostrou-se, de acordo com Grimoldi et
al. (1983), ser decorrente da expansao policlonal de linfécitos B maduros, o0s
guais ndo apresentavam alteracdes citoldgicas nem cariotipicas. De 1 a 5% dos
animais infectados por BLV desenvolvem linfossarcoma entre 1 e 8 anos apos a
infeccdo e dois tercos deles apresentam linfocitose persistente; na maioria dos
casos, ha expressdo do marcador CD5 pelos tumores, o0s quais afetam
especialmente adultos e cujo pico de ocorréncia se da por volta dos 5-8 anos de
idade, distinguindo-se da leucemia bovina esporadica, a qual afeta animais com
idade inferior a 1 ano e nao apresenta associagdo com o BLV (SCHWARTZ;
LEVY, 1994).

A infectividade e capacidade de transmissdo, estdo estritamente
relacionadas as proteinas que compBem o envelope, as quais possuem
importantes sitios de reconhecimento requeridos para a entrada mediada pela
fusdo com a membrana celular. A infectividade e patogenicidade sao afetadas por
mutacdo no sitio de glicosilacdo N230 da subunidade superficial do envelope,
gp51 ou SU (DE BROGNIEZ et al., 2015). Mutac¢des no envelope podem explicar
0 surgimento de cepas hiperpatogénicas do virus, de acordo com De Brogniez et
al. (2016).

A ligacdo das proteinas do envelope viral a receptores da membrana
celular € uma via comum de entrada dos virus nas células e geralmente envolve
um receptor com dominio transmembrana (WHITE, 1992). Entretanto, o
mecanismo especifico de entrada do BLV nas células é pouco detalhado. Ban et
al. (1993), descreveram o0 gene BLVRcpl como provavel codificador do receptor
de entrada do BLV, uma vez que este gene codifica uma proteina com estrutura
semelhante a um receptor e, quando clonado e transfectado em células humanas
e murinas, as tornou susceptiveis a infeccdo por BLV. Por outro lado, embora o

gene BLVRcpl tenha sido isolado de diferentes mamiferos, o seu homaélogo
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humano (hu-BLVRcp) ndo apresentou atividade de ligacdo a proteina gp51 do
BLV, sendo considerada uma provavel explicagdo para a relativa resisténcia da
espécie humana ao BLV (BAN et al., 1993; BAN et al., 1995).

O receptor de células B (BCR), envolvido no mecanismo apoptatico,
parece participar do desenvolvimento de linfocitose persistente. BCR mostrou-se
dissociado de CD5 em células B de animais infectados, apesar de haver uma
associagao fisica entre CD5 e BCR em células B CD5+ de animais normais. A
auséncia de CD5 atua inibindo a apoptose desencadeada por BCR e estimula a
proliferacdo de células B. A dissociacdo entre CD5 e BCR causa queda na taxa
de apoptose, o que pode ocasionar linfocitose persistente e a causa da condi¢cao
de dissociacao entre CD5 e BCR, néo elucidada, pode ser decorrente da ligagcao
de proteinas virais a esses receptores, de mudancas no ambiente celular e
sinalizacdo ou diferencas fenotipicas das linhagens ou estagio desenvolvimental
das células (CANTOR et al. 2001; PEREZ-CHACON et al., 2007).

Por outro lado, o papel das proteinas virais para a fusdo com a membrana
celular e entrada na célula-alvo dispde de melhor caracterizagdo. O mecanismo
de fus@o € direcionado pela proteina transmembrana (TM, ou gp30) do complexo
do envelope viral, a qual, segundo Vonéche et al. (1992), possui um peptideo de
fusdo na sua porgdo amino-terminal que se insere obliguamente na bicamada
lipidica da célula-alvo e mutantes para essa regido perderam a capacidade
infectiva Willems et al. (1993). Embora o dominio transmembrana possua
importante papel na fusdo a membrana celular e infectividade, a completa fuséo
do virus & membrana parece néo ser o Unico fator para sua entrada, uma vez que
alguns mutantes, mesmo incapazes de fazé-la, ainda mantém capacidade
infectiva (WILLEMS et al. 2000).

Lipidios da membrana parecem ter um papel de incremento da
capacidade de fusdo, a qual envolve também uma mudanca conformacional do
peptideo de fusdo (hidrofébico) induzida por baixo pH ou por ligacdo ao receptor
celular (CHARLOTEAUX et al., 2010).

No interior das células infectadas, forma-se um RNA mensageiro
subgendmico, contendo apenas alguns trechos do genoma viral, gerado por duplo
splicing do RNA gendmico. Tal mMRNA produz duas proteinas com 38 e 18 KDa
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(respectivamente, as proteinas Tax e Rex). Tax se liga a regido LTR 5 do
genoma viral e atua nesta como ativador transcricional, de modo que sua funcéo
€ responsavel pela replicacdo viral que resulta, por sua vez, na infeccdo de
multiplas células; Rex atua na expressao dos genes estruturais do virus (DERSE,
1987; TAJIMA; AIDA, 2000). O DNA proviral é sintetizado pela acdo da
transcricdo reversa do virus e se integra em pequeno numero (em geral uma a
trés copias) no genoma das células infectadas, mantendo baixos niveis de
transcricdo, dificilmente detectaveis tanto em linfocitose persistente (LP) como em
tumores (KETTMANN et al., 1982; TAJIMA; AIDA, 2000).

Adicionalmente, Tax se mostrou capaz de induzir importantes alteracoes
na expressao de genes envolvidos na transducéo de sinais, respostas imune e ao

stress, além do crescimento celular e apoptose (ARAINGA et al., (2012).

O empacotamento do genoma dos retrovirus no capsideo € realizado por
intermédio da poliproteina Gag, composta pelos dominios MA (p19), CA (p24) e
NC (p15 para o HTLV, pl2 para o BLV), que irdo compor as proteinas do
capsideo viral. Dominios de ligacdo do dimero (DLS) e o sinal de empacotamento
na porcdo 5 do gene gag, estruturas presentes no RNA sem splicing, sdo sitios
de reconhecimento para Gag. Em oposi¢cdo a maioria dos retrovirus, nos quais o
reconhecimento do RNA é realizado pelo dominio NC (pl15), no BLV o
reconhecimento do sinal e inicializacdo do empacotamento do genoma viral é
atribuido a proteina MA (pl19), que se liga especificamente ao RNA viral,
desencadeando o processo (JEWELL; MANSKY, 2000).

As particulas virais produzidas nas culturas de células infectadas,
observadas ao microscopio eletrénico de transmissdo, apresentaram diametro
variavel entre 50 e 125 um, a maioria entre 80 e 110 um, com uma regido central
elétron-densa de 60 a 90 um delimitada por uma membrana (MILLER et al., 1969;
STOCK; FERRER, 1971).

A carcinogénese tem sido mais fortemente associada a genes da regiao
pX. Aléem das fortes evidéncias da acéo carcinogénica do miRNA, demonstra por
Gillet et al. (2016), Tax e Rex se mostraram oncogenes capazes de induzir a
transformacao de fibroblastos de ratos, evidenciando seu potencial papel na
oncogénese de etiologia viral (KERKHOFS et al., 1998; WILLEMS et al., 1992).
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Em experimentos de transfeccao conjunta com Ha-ras, Tax se mostrou
capaz de transformar e imortalizar fibroblastos de ratos, conforme Willems et al.
(1990). As funcdes de transativacdo e transformacédo pela proteina Tax séo
determinadas por diferentes por¢cbes da proteina, uma vez que podem ser
dissociadas por modificagBes especificas (WILLEMS et al. 1998).

2.4 RELACOES EVOLUTIVAS E FUNCIONAIS ENTRE HTLV-1 E BLV

De acordo com o ICTV, o género Deltaretrovirus abrange quatro espécies
virais: Bovine leukemia virus, Primate T-lymphotropic virus 1, Primate T-
lymphotropic virus 2 e Primate T-lymphotropic virus 3; cada uma das espécies de
virus T-linfotrépico de primatas inclui uma linhagem que infecta o ser humano
(HTLV) e outra que infecta simios (STLV). O género possui especial importancia
pelo potencial carcinogénico de alguns de seus membros, representados pelos
virus da leucemia bovina (BLV), o virus T-linfotropico humano (HTLV-1, HTLV-2 e
HTLV-3) e seu equivalente nos simios, o STLV-1 (SZCZOTKA et al., 2011). Uma
vez que compartilham propriedades biolégicas importantes como a capacidade de
infectar e transformar células do tecido hematopoiético, tais virus podem constituir
importantes modelos de estudo, especialmente o BLV, uma vez que permite

testes com diferentes espécies de hospedeiros (WILLEMS et al. 2000).

Com 70% de homologia entre as sequéncias genbmicas das duas
espécies, os estudos de virologia comparada elucidam importantes aspectos
evolutivos e funcionais de ambas. No BLV, a regido R de LTR é idéntica a do
HTLV e constitui a maior parte de LTR (40% da mesma), enquanto as regides U3
e U5 sdo mais curtas do que aquelas do HTLV. Tal homologia ndo é téo
amplamente compartilhada com outros retrovirus, indicando que o ramo do BLV e
do HTLV divergiu muito antes de varios outros retrovirus tipo C conhecidos
(SAGATA et al., 1984b).

Tanto o BLV quanto o HTLV provocam uma patologia linfoproliferativa e
uma carcinogénese com notavel semelhanca, compartilhando caracteristicas
como a auséncia de viremia cronica, longo periodo de laténcia e auséncia de

sitios preferenciais de integracéo nos tumores (SCHWARTZ; LEVY, 1994).
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A partir de analises funcionais das proteinas virais, estudos imunologicos e
genéticos, a virologia comparada tem dado suporte a muitas estratégias
terapéuticas profilaticas. Tais estratégias incluem vacinas recombinantes, manejo
de individuos infectados e terapia de ativacdo génica, de modo que algumas sao
vistas como metodologias desenvolvidas para o BLV passiveis de adaptacdo aos
humanos infectados pelo HTLV (RODRIGUEZ et al. 2011).

2.5 ASSOCIACAO DA INFECCAO POR BLV COM CANCERES DE MAMA E
PULMAO

A literatura cientifica tem reportado frequentes evidéncias de associacao
entre 0 virus e canceres ndo apenas em rebanhos, mas também na espécie
humana, como discutido por Lawson et al. (2018). Nesse contexto, as pesquisas
voltadas para o BLV tém ganhado evidéncia para além dos interesses
econbmicos e veterinarios, mas também por sua importancia como modelo
auxiliar na compreensdo da biologia do HTLV-1 (patdgeno humano a ele
aparentado) e da possivel emergéncia do BLV como agente infeccioso na nossa
espécie (BAREZ et al., 2015).

Entretanto, tais evidéncias ainda estdo sendo esclarecidas e ha alguns
estudos em que a pesquisa pelo BLV em seres humanos ndo detectou o virus. A
titulo de exemplo, estudo conduzido por Zhang et al. (2017), aplicando PCR em
tempo real e imunoensaio enziméatico (ELISA) em mais de 200 amostras amostras
de sangue de mulheres com ou sem cancer ndo detectou o BLV entre as
mulheres, embora os mesmos testes tenham detectado alta prevaléncia (50%) do
virus em rebanhos bovinos da mesma regido (ZHANG et al., 2017). Na andlise de
51 sequéncias gendmicas completas de cancer de mama conduzida por Gillet &
Willems (2016), em sequéncias disponiveis no NCBI (32 bilhGes de leituras de
sequenciamento recuperadas do banco de dados), ndo houve mapeamento de
nenhuma das diferentes cepas do BLV, o que foi apresentado pelos autores como
argumento contra a possivel associacdo entre BLV e o referido cancer em seres
humanos (GILLET & WILLEMS 2016).
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Por outro lado, a hipotese de infeccédo pelo BLV em humanos nédo pode
ser formalmente descartada. O pequeno tamanho do genoma retroviral, o qual
representa uma pequena fracdo do DNA da célula infectada, a pequena
propor¢ao de células infectadas nas amostras ou o pequena nimero de copias do
genoma viral nas células infectadas podem representar dificuldades importantes
na detecgdo do virus (VINNER et al., 2015).

Considerando que, nos rebanhos, o DNA e proteinas do BLV sdo mais
abundantes no epitélio mamario que em linfécitos, Buehring et al. (2014)
direcionaram esforcos para a deteccdo em tecidos mamarios humanos,
conseguindo detectar o virus na espécie humana por testes de PCR in situ e
imunohistoquimica. Posteriormente mostrou-se que, na espécie humana, o virus é
detectado com maior frequéncia em pessoas com cancer. Entre mulheres
diagnosticadas com cancer, a frequéncia de deteccdo do BLV foi de 59%,
enquanto que, entre aquelas sem historico de cancer de mama, apenas 29%
apresentaram, obtendo-se, assim, uma forte associagdo entre o virus e casos de
cancer de mama (BUEHRING et al.,, 2015). Resultados semelhantes foram
apresentados por Baltzell et al. (2018), que encontraram DNA do BLV (PCR in situ
para 0 gene tax) em maior frequéncia entre pacientes com cancer e em maior
proporgcao que o HPV. A ocorréncia do BLV foi verificada em 34% das amostras
(N = 73), mas apenas 7% (n = 14) para o HPV em um total de 214 amostras de
tecidos da mama (BALTZELL et al. 2018).

Além disso, a ocorréncia do BLV em amostras de cancer de pulmao,
juntamente com outros virus oncogénicos, foi observada por Robinson et al.,
(2016), embora a deteccao tenha mostrado decaimento em funcdo do tempo de
congelamento das amostras. Adicionalmente, uma incidéncia de 85% para
Deltaretrovirus, foi encontrada em amostras de carcinoma de células escamosas

de pulmé&o incluindo o BLV (n = 8) em estudo realizado por Kim et al., (2018).

2.6 ESTABELECIMENTO DO BLV NA MAMA E PULMAO

Uma vez que sao recentes 0s estudos de associacao entre o BLV e

ocorréncia de cancer em seres humanos, muito pouco se tem descrito sobre as
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possiveis vias de estabelecimento do virus em tecidos da mama e pulmé&o. A
dificuldade em investigar as possiveis vias de estabelecimento do BLV nos
referidos tecidos € aumentada pelas lacunas, ja discutidas neste trabalho, no
conhecimento sobre os receptors envolvidos na entrada do virus na célula.

A transmissao do virus, embora possa ocorrer pelo sangue em funcéo do
seu tropismo pelos linfécitos, ndo se restringe a essa via de transmissdo. Uma
demonstracao do potencial de transmisséo entre bovinos foi dada por Kono et al.,
(1983), com a transmissdo do BLV ocorrendo entre bezerros na auséncia de
insetos, mesmo apds passada a fase de viremia, cujo periodo ocorreu entre 4 a
12 dias apés a inoculagdo em animais experimentalmente infectados (KONO et
al., 1983).

Sabe-se, todavia, que em animais ndo humanos o virus se encontra com
maior frequéncia no leite e em tecidos mamarios e que pesquisar pelo BLV
nesses tecidos mostrou-se uma estratégia exitosa (BUEHRING et al., 2014). O
virus apresentou capacidade infectiva em culturas de células pulmonares
humanas induzindo a formacdo de cincicio, sugerindo que tais células possam
expresser receptores para o BLV (DIGLIO; FERRER, 1976). Além de células
pulmonares humanas, o virus mostrou-se capaz de se propagar em células de
outras espécies de mamiferos, incluindo bovinos, caprinos, simios e morcegos,
sugerindo uma ampla gama de potenciais hospedeiros (DIGLIO; FERRER, 1976;
GRAVES; FERRER, 1976).

Através do plagueamento do virus em células humanas, o BLV
apresentou interagdo com um Unico receptor em células FLK. De modo
semelhante, na infeccdo e formacao de sincicio em diversas células humanas, os
virus HTLV-1 e HTLV-2 interagem com um Unico receptor na superficie celular,
compartilhado também pelo STLV e que cujo gene teve localizacdo mapeada no
cromossomo 17 da nossa espécie (SOMMERFELT et al., 1988; SOMMERFELT;
WEISS, 1990).
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2.7 SANGUE COMO VIA DE DISSEMINACAO DE RETROVIRUS (HTLV E BLV)

A disseminagdo do HTLV entre seres humanos ocorre tanto horizontal
como verticalmente. A via mais eficaz de transmissdo do HTLV é através de
componentes do sangue contaminados, entretanto, com a ado¢do de medidas
profilaticas tem diminuido a participacdo desta via e atualmente a transmisséo
sexual do HTLV é a mais comum, embora possa também ocorrer através da

amamentacao, conforme Horiguchi et al., (2014).

As semelhangas supracitadas entre o BLV e o HTLV sugerem que, além
dos aspectos patologicos, importantes semelhangcas mofolégicas e funcionais do
genoma e proteinas virais podem apresentar importante papel na infeccéo,
incluindo o compartilhamento de receptores e mecanismo de replicacdo
(JEWELL; MANSKY, 2000; SOMMERFELT et al., 1988; SOMMERFELT; WEISS,
1990). Desse modo, € plausivel que BLV e HTLV apresentem vias muito
semelhantes de disseminacdo nas populacdes e estabelecimento nos tecidos

infectados.

O plasma sanguineo nao € infectivo para o BLV, em decorréncia da
auséncia de viremia. Por outro lado, a presenca de células infectadas pode
ocasionar a transmissdo do BLV através da exposicdo e diversos fluidos
biol6gicos contaminados, incluindo sangue (pelas vias subcutdnea, endovenosa e

intramuscular), leite, sémen e saliva (BRAGA et al., 1998).

Além da viremia pouco frequente, o BLV pode ser neutralizado por
anticorpos dirigidos contra a proteina do envelope gp51, de tal modo particulas
virais livres (extracelulares) dificilmente se disseminam através do sangue e por
isso a transmissao pela via sanguinea deve ocorrer principalmente pelo contato
direto entre células infectadas e néo infectadas. Desse modo, a via sanguinea de
transmissdo se deve provavelmente a transferéncia ndo de particulas virais, mas
de linfocitos infectados que disseminam o virus pelo contato célula-célula ou
guando transferidos de um individuo a outro por transfusdo sanguinea ou,
especialmente nos rebanhos, através de insetos hematofagicos (BRUCK et al.,
1982; FERRER; PIPER, 1978).
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2.8 METODOLOGIA DE DETECCAO DO BLV

A deteccao do BLV tem sido exitosa em pesquisas pelo virus através de
imunohistoquimica, PCR, ELISA e microscopia eletrdnica de transmissdo. A
eficAcia dessas metodologias esté atrelada as propriedades biolégicas do virus e
dos tecidos analisados.

A implicagdo do BLV como agente etioldgico da leucose enzodtica bovina
foi fortemente embasada nos estudos de microscopia eletrénica, que permitiram o
reconhecimento das particulas virais nas células de animais acometidos pela
doenca (MILLER et al., 1969; STOCK; FERRER, 1971).

Testes de imunoblotting realizados por Buehring et al., (2003)
possibilitaram a deteccédo de anticorpos reativos para o BLV em seres humanos,
fornecendo evidéncia para a exposicdo humana ao virus. A aplicacao da reacao
em cadeia da polimerase (PCR, do Inglés, polimerase chain reaction) mostrou-se,
juntamente com imunohistoquimica, eficiente em detectar DNA do virus em
tecidos da mama oriundos de amostras humanas em estudo de caso-controle
(BUEHRING et al., 2014).

Um estudo realizado com mulheres iranianas incluindo um total de 400
amostras, das quais 200 foram consideradas suspeitas de cancer de mama (170
com lesBes malignas, em termos patoldgicos) investigou a associacdo entre o
BLV e o cancer de mama. Entre as 200 amostras suspeitas de cancer de mama,
0 estudo detectou 0s genes tax e gag a frequéncias de 30% e 8%
respectivamente e a prevaléncia do virus em 16,5% das amostras de sangue de
mulheres normais. Tal pesquisa, realizada por Khalilian et al. (2019), utilizou a
técnica de nested PCR e as mulheres normais detectadas com o BLV eram de
areas rurais, onde ha consumo de produtos ndo pasteurizados da producao

leiteira.

A técnica de nested PCR facilita a deteccdo de DNA em concentracdes
muito baixas, as quais podem nao ser detectaveis apenas com a realizacdo de
uma PCR comum, embora parta do mesmo principio da técnica criada por Kary
Mullis (MULLIS, 1990).
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A nested PCR, por sua vez, parte do mesmo principio, porém utilizando
um par adicional de primers que se ligam ao DNA molde (template) em sitios
localizados no interior do amplicon gerado na primeira reacdo, sendo de grande
utilidade na detecgédo de DNA viral mesmo na auséncia de viremia (Botero et al.,
2008; Gregory et al., 2011).

Pelo uso de dois diferentes pares de primers, com o0 segundo par
anelando dentro da regido do DNA amplificada pelo primeiro par, € possivel
realizar duas PCRs complementares. Assim, € realizada uma amplificacdo de um
produto jA amplificado por PCR, o que permite a obtencdo de uma amplificacédo
ainda maior da sequéncia-alvo, sendo, por este motivo, empregada no presente
trabalho a nested PCR.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a ocorréncia do virus da leucemia bovina em pacientes
atendidas na rotina ginecoldgica no Hospital Oswaldo Cruz e no Hospital das
Clinicas Pernambuco.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Realizar testes de detecgdo do DNA viral por nested PCR nas amostras

oriundas de sangue das pacientes;

3.2.2 Discutir as evidéncias da possivel emergéncia do virus da leucose

bovina como risco a saitde humana.
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4 MATERIAL E METODOS

Amostras — Foram analisadas amostras de sangue de 34 mulheres
atendidas no servico de ginecologia do Hospital Oswaldo Cruz e Hospital das
Clinicas de Pernambuco, entre o periodo de janeiro de 2011 a Dezembro de
2016. Tais amostras foram triadas e extraidas para pesquisa anterior do proprio
Laboratério de Estudos Moleculares e Terapia Experimental (LEMTE), onde se
realizou o presente trabalho. Todas as pacientes assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido e este trabalho foi aprovado pelos Comité de
ética e Pesquisa (CAAE: 0058.0.106.000-10, HUOC/PROCAPE 64/2010) e
(CEP/CCS/UFPE sob o CAAE: 09307612.8.0000.5208).

O DNA extraido foi encaminhado para a presente pesquisa, a fim de se
investigar a possibilidade de ocorréncia do virus da leucemia bovina (BLV) nas
mesmas. O DNA foi submetido a espectrofotometria, visando sua quantificacéo
guanto a concentracdo (em ng/uL) e pureza (dada pela razdo de absorbancia
A260/A280) do mesmo. As mesmas foram, em seguida, agrupadas de acordo com a
faixa de concentracdo do DNA, visando manter sempre uma massa de DNA

acima de 30 ng em cada reacéo (tabelas 3 a 5).

Tabela 1. Grupos de amostras testadas, de acordo com a concentragdo do DNA.

CONCENTRACAO NUMERO DE
GRUPO VOL. APLICADO
DO DNA AMOSTRAS
A 30 a 99 ng/uL 3uL 10
B 6 a 29 ng/pL 5uL 19
C <6 ng/uL 7 pL 5

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) - A nested PCR foi o método
empregado nos testes visando a deteccdo do DNA proviral nas amostras
analisadas. Para certificar a qualidade do protocolo de reacao seguido nos testes,

o mesmo foi aplicado em amostra de DNA proviral extraido de células renais de
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carneiro embrionério, da linhagem FLK, infectadas com o BLV. A extracdo do
DNA das células infectadas foi realizada com o Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega), de acordo com as recomendac¢bes do fabricante. O

volume de cultura celular utilizado foi de 500 pL.

Os primers, baseados no trabalho de Buehring et al. (2014), foram
direcionados ao gene tax e sdo mostrados na Tabela 1, com suas respectivas
sequéncias, funcédo na nested PCR, tamanho do amplicon gerado por cada par e

temperatura de anelamento.

Tabela 2. Primers utilizados para amplificacéo de regido do gene tax por nested PCR.

. POSICAO FUNCAONA TAMANHO TEMPERATUR
SEQUENCIA DO PRIMER

NO NESTED DO A DE
(5PARA 3")

GENOMA PCR AMPLICON ANELAMENTO
F 7197-7216
CTTCGGGATCCATTACCTG
A Externo 373 55/55
R:

GCTCGAAGGGGGAAAGT 7570-7551
GAA

F:
ATGTCACCATCGATGCCT
GG

7310-7329

Interno 113 55/53

R:
CATCGGCGGTCCAGTTG 7423-7404
ATA

Os primers acima foram empregados na nested PCR para as reacdes da
primeira e segunda etapas. A massa de DNA proviral (template) adicionada ao
mix de reacdo, de acordo com o grupo de amostras, foi mantida acima de 30 ng,
mantido o volume de template constante para o grupo testado (tabelas 3 a 5).



Tabela 3. Mix de reagdo para as amostras com concentragdo superior a 30ng/uL (grupo A).

COMPONENTE VOLUME
DNA da amostra >

3uL
30ng
Primer farward

1L
(10uM)
Primer reverse

1L
(10uM)
Master Mix (2X) 12,5 pL
H.O 7,5 uL
Total 25 uL

Tabela 4. Mix de reacdo de nested PCR aplicado para todas as amostras dos grupos A e B.

COMPONENTE VOLUME

DNA da amostra

5uL
> 30ng H
Primer farward

1L
(10pM)
Primer reverse

1L
(10pM)

Master Mix (2X) 125CL

H.0 5,5 pL

Total 25 pL

Tabela 5. Mix de reacéo de nested PCR aplicado para todas as amostras do grupo C.

COMPONENTE VOLUME

DNA da amostra >
7 pL
30ng

Primer farward
1L
(10uM)




Primer

(10uM)

reverse

Master Mix (2X)

125CL

H.0

Total

Tabela 6. Programa de temperaturas utilizado na primeira etapa da nested PCR.

Ne DE
TEMPERATURA TEMPO

CICLOS
95°C 2 1
95°C 30"
55°C 30"

30
72°C 20"
72°C 5 1

Tabela 7. Programa de temperaturas utilizado na segunda etapa da nested PCR.

Ne DE
TEMPERATURA TEMPO

CICLOS
95°C 2 1
95°C 30"
60°C 30"

30
72°C 20"
72°C 5 1
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Analise por eletroforese - A eletroforese dos produtos da PCR ocorreu em
gel de agarose a 2%, com revelacdo do gel a luz ultravioleta, utilizando brometo

de etidio como corante fluorescente para o DNA.
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5 RESULTADOS

Como controle positivo, foi utilizado o DNA extraido de células renais de
carneiro embrionario (linhagem FLK) previamente infectadas com BLV. A
concentracdo do DNA obtido na extracdo foi de 4 ng/uL, sendo inicialmente
utilizados 12 ng (volume de 3 pL) do mesmo como template para o teste inicial na

primeira etapa da nested PCR, conforme descrito em “material e métodos”.

Figura 2. Eletroforese das amostras e controles submetidos a PCR com
0s primers internos para tax (22 etapa da nested PCR). Amostra de DNA
extraido de células infectadas (C+) apresentou amplificacéo,
confirmando o funcionamento da PCR. Amostra teste (T) ndo mostrou
amplificacdo. Controle negativo (C-), ndo mostrou amplificacdo. Todas
as eletroforeses foram realizadas em gel de agarose a 2%.



38

Testes para detecgdo de BLV nas amostras do grupo A - Nos primeiros

testes (Tabela 3) feitos para as amostras do grupo A, ndo houve amplificacéo.

Dada a grande variacédo de concentracdo do DNA entre as amostras, foram
realizados testes com maiores quantidades de DNA adicionadas ao mix da
primeira etapa da nested PCR. Tal aumento na quantidade de DNA template
visou evitar a ocorréncia de falsos negativos, caso a ndo deteccdo estivesse
sendo ocasionada por quantidade insuficiente de DNA nas amostras. Entretanto,
0 aumento da massa de DNA incluida nos testes nédo resultou em detecgdo nos
testes com 3 ou 5uL no grupo A. Assim, os testes das amostras do grupo A nao

mostraram relacdo entre os resultados negativos e baixa quantidade de DNA,

bem como néo forneceram evidéncia da presenca do virus nas amostras testadas
(Figura 4).

Figura 3. Teste referente as amostras do grupo A (com aumento de 40% na quantidade inicial de
DNA). Poco 1: marcador de tamanho molecular. Po¢co 2: controle positivo. Poco 3: controle
negativo. Pogos 4 a 12: amostras. N&o houve detec¢cdo de DNA do BLV em nenhuma das

amostras.

Testes para deteccdo de BLV nas amostras do grupo B - As amostras
do grupo B apresentavam, todas, concentracdo do DNA abaixo de 30ng/pL
(menor concentracdo: 10 pL). Desse modo, todas foram adicionadas ao mix em
um volume de 5 pL na primeira etapa da reacgéo, a fim de que ficassem todas com
um total superior a 30 ng de DNA. Nao houve deteccao do BLV em nenhuma das

amostras do grupo (figura B).
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Figura 4. Gel representativo de testes realizados para o grupo B de amostras. Pocos 1 e 13:
marcador de tamanho molecular. Pogo 2: controle positivo. Pogo 3: controle negativo. Pocos 4 a
12: amostras do grupo B (houve detec¢do em nenhuma das amostras do grupo B). Pocos 14 e 15:
controle positivo adicionado a amostras do grupo B, para checar possivel interferéncia do material
das amostras na reacdo (ocorreu amplificacdo do controle positivo mesmo este representando
apenas 30% (12ng) do DNA presente no mix de reacao).

Figura 5. Teste referente as amostras do grupo B (continuacdo). Poco 1: marcador de tamanho
molecular. Pogo 2: controle positivo. Pogo 3: controle negativo. Pocos 4 a 10: amostras. Nao
houve deteccéo.
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Testes para deteccdo de BLV nas amostras do grupo C - Nao houve
deteccdo de DNA do BLV nas amostras do grupo C. A amplificacdo do controle
positivo, a ndo amplificacéo do controle negativo e ndo deteccdo nas amostras do
grupo C, mesmo com a aplicacdo de um volume de 7 pL das mesmas ao mix de
reacao, confirmaram que, mesmo com a reacao ocorrendo normalmente, nao foi

encontrado DNA do BLV nas amostras analisadas. Nado encontrou-se evidéncia

concreta da ocorréncia do BLV no presente estudo.

Figura 6. Teste referente as amostras do grupo C. Poco 1: marcador de tamanho molecular. Po¢o
2: controle positivo. Poco 3: controle negativo. Pocos 4 a 9: amostras. Ndo houve amplificacdo em
nenhuma das amostras. Amplificacdo do controle positivo demonstrou funcionamento da nested
PCR.
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6 DISCUSSAO

Os resultados apresentados foram obtidos a partir de amostras integras e
correto funcionamento da nested PCR. Uma vez que as amostras utilizadas foram
testadas também para o gene da B-globina, a fim de assegurar a integridade do
DNA extraido. Tal integridade foi confirmada pela amplificacdo nas PCRs para o
gene da [B-globina realizadas em todos os grupos (ver Apéndice I). Nos testes
direcionados a amplificacdo do controle positivo, mesmo em baixa quantidade
(apenas 12ng), demonstrou o correto funcionamento da nested PCR. Uma vez
gue o tamanho da banda coincide com o esperado e que, nos testes preliminares
com controle positivo, a primeira etapa da nested PCR nao gerou banda, pode-se
descartar a hipotese de que o DNA visualizado no controle positivo fosse o
proprio DNA adicionado ao mix, 0 que torna inequivoca a amplificacdo apenas do
controle positivo. Nao obstante, o gene alvo da presente pesquisa (tax) fornece
uma boa regido para testes de deteccdo do BLV. Tal situacdo foi, a titulo de
exemplo, demonstrada por Buehring et al. (2019), haja vista a deteccdo, em
amostras de sangue, para gag (13%) ter sido menor que aquela para tax (22%),
(BUEHRING et al., 2019).

Com a nested PCR funcionando normalmente, a auséncia de bandas em
todas as amostras nao forneceu evidéncia consistente da presenga do BLV no
sangue das pacientes envolvidas no estudo.

Tais dados ndo descartam de modo definitivo a possibilidade de haver a
presenca do virus. Mesmo havendo DNA integrado ao genoma do hospedeiro, 0s
testes podem ndo detecta-lo em amostras clinicas por diversas razbes. Por
exemplo, com o pequeno tamanho do genoma retroviral, 0 mesmo representa
uma pequena fracdo do DNA da célula infectada; segundo, o tipo de célula
infectada pode representar apenas uma pequena parcela da amostra;
adicionalmente, as células infectadas podem apresentar uma pequena quantidade
de cépias do genoma viral, a exemplo do HIV e do HTLV-1 (relacionado ao BLV)
encontrados como coOpias Unicas em uma pequena fracdo das células nucleadas
do sangue. Some-se a isto o fato de que a viremia dificilmente é observada no

BLV, o que faz do sangue um tecido com menores possibilidades de detec¢cdo em
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comparacao com a mama (BRUCK et al., 1982; FERRER; PIPER, 1978; VINNER
et al. 2015).

Um fator importante a ser considerado é a condicéo clinica das pacientes
estudadas. Embora o BLV esteja associado a linforssarcoma em bovinos, os
estudos com seres humanos tém associado o virus principalmente ao cancer de
mama e, em menor grau, pulmao (KIM et al., 2018; LAWSON et al., 2018). Uma
vez que as pacientes do presente estudo ndo possuiam diagnostico de tais
enfermidades, era esperado que a ocorréncia do BLV fosse inconspicua ou
ausente. A recente deteccdo do BLV em sangue de mulheres iranianas publicada
por Khalilian et al. (2019), estava associada a tecidos suspeitos de cancer de
mama ou a mulheres normais de regides rurais, expostas ao consumo de leite
nao pasteurizado ou seus produtos. Todavia, se faz importante a investigacdo na
parcela populacional envolvida no nosso trabalho e em amostras de sangue. Uma
das razbes é que, dado o maior direcionamento das pesquisas voltadas para
associagdo entre BLV e cancer de mama, pouco se sabe da prevaléncia do virus
em relacdo a outras neoplasias ou em outros tecidos. Ainda, os resultados aqui
apresentados se inserem no contexto da investigacdo dos potenciais riscos, ainda
nao esclarecidos, decorrentes da infeccdo pelo BLV em nossa espécie. Tais
resultados assumem um papel de ampliagdo das frentes de investigagdo que
visam avaliar a problematica de uma possivel emergéncia da leucose enzodética
bovina como potencial zoonose. Estudos semelhantes estdao sendo realizados no
Laboratério de Estudos Moleculares e Terapia Experimental no que tange a
associagao do BLV com cancer de mama e pulméo na populagdo pernambucana,
de modo que os dados obtidos através das amostras de sangue assumem funcao

complementar na abordagem da problematica em questao.

A infeccdo pelo BLV segue sob debate, dada a dificuldade de sua
deteccdo e lacunas no conhecimento dos seus mecanismos infectivo e
carcinogénico, ainda menos claros em humanos. Zhang et al. (2017), nao
detectaram o BLV por PCR em tempo real nem imunoensaio (ELISA) em
amostras de sangue de mulheres com ou sem cancer, ainda que 0S mesmos
testes tenham detectado alta prevaléncia (50%) do virus em rebanhos bovinos da
mesma regido da China. Deste modo, o estudo, que contou com mais de 200

amostras, nao encontrou evidéncias de infeccdo do BLV em humanos. De modo
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semelhante, a andlise de 51 sequéncias gendbmicas completas de cancer de
mama conduzida por Gillet & Willems (2016), mostrou serem 0s tumores
desprovidos de DNA do BLV. ApOs extensiva busca por BLV nas sequéncias
disponiveis no NCBI (32 bilhdes de leituras de sequenciamento recuperadas do
banco de dados), ndo houve mapeamento de nenhuma das diferentes cepas do
BLV, o que representa, segundo os autores, um forte argumento contra a possivel
associacdo entre BLV e o referido cancer em seres humanos (GILLET &
WILLEMS 2016).

Convém reiterar, ainda, que a deteccdo de DNA retroviral integrado nas
células requer métodos capazes de detectar a presenca do virus mesmo em
baixas quantidades. Os primers utilizados no presente estudo, foram previamente
validados pela pesquisa de Buehring et al. (2014), cujo estudo detectou genoma
do BLV em tecido mamario. Dada a baixa proporcdo de DNA retroviral integrado
no genoma das células infectadas, pode-se levantar a hipétese de que a nao
deteccdo do BLV nas amostras do presente estudo se deva a quantidade
insuficiente de DNA nas mesmas. Entretanto, as amostras apresentaram em seus
testes, em sua maioria, massa de DNA superior a 50ng, quantidade utilizada por
Schwingel et al. (2019) para o0 mesmo volume de PCR (25 pL) a partir de tecido
mamario em estudo que encontrou associacao positiva entre BLV e cancer de
mama. Além disso, a quantidade de DNA das células FLK infectadas com BLV
(controle positivo dos testes ora apresentados) mostraram amplificacdo mesmo a
partir de 12ng de DNA, o que representa uma dificuldade a suposicdo de que a
baixa quantidade de DNA tenha sido responséavel pela falta de deteccéo do BLV
no presente estudo.

A associagao recorrente em diferentes trabalhos entre BLV e cancer na
espécie humana, como apontado por Lawson et al. (2018), embora crescente,
ainda permanece como uma questao sob investigacdo. Por sua importancia como
modelo auxiliar na compreenséo da biologia do HTLV-1 (patdgeno humano a ele
aparentado) e da possivel emergéncia do BLV como agente infeccioso na nossa
espécie, as pesquisas sobre o BLV em seres humanos possuem importante papel
para a heuristica da biologia da infeccdo e na adogdo de estratégias visando a
profilaxia e a terapéutica. A luz do conhecimento atual sobre o BLV e o HTLV, as

medidas adotadas no controle da infeccdo de uma espécie podem ser adaptadas
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ou gerar conhecimento para controle de sua congénere (BAREZ et al.,, 2015;
RODRIGUEZ et al., 2011; SCHWARTZ; LEVY, 1994)

Uma vez que sua infeccdo foi observada em caprinos, suinos, coelhos,
ratos e alpacas, o BLV parece possuir uma gama de potenciais hospedeiros,
embora seu potencial oncogénico pareca limitado em outras espécies, sendo
consistentemente observada apenas em bovinos e ovinos (LEE et al.,, 2012;
GILLET et al., 2007).

Adicionalmente, o estreito parentesco entre BLV e HTLV-1, incluindo o
compartilhamento de grandes porcSes do genoma, o tropismo por linfocitos
ocasionando doenca linfoproliferativa, a auséncia de viremia cronica, longo
periodo de laténcia, auséncia de sitios preferenciais de integracdo nos tumores e
a capacidade de ter a transcri¢cao ativada por proteinas da outra espécie, tornam
o BLV um importante modelo para compreensdo da biologia do género
Deltaretrovirus. Tais semelhancas séo enfatizadas na busca por estratégias
profildticas e terapéuticas, através da elaboracdo de modelos baseados nas
propriedades bioldgicas conhecidas de tais espécies, por meio da abordagem da
virologia comparada (BAREZ et al., 2015; RODRIGUEZ et al., 2011).

No contexto das frequentes evidéncias de infeccdo do BLV em humanos e
a proposta de associagcdo com tumores na nossa espécie, a emergéncia da
leucemia bovina como uma possivel zoonose € posta em pauta. A investigacao
do possivel risco do BLV a saude humana assume, assim, importancia
estratégica, haja vista nossa exposicdo constante aos produtos da pecuéria,
especialmente carne e laticinios (BUEHRING et al., 2015).

Os resultados apresentados nédo evidenciaram a ocorréncia do BLV entre
as mulheres estudadas. Os mesmos refletem a condicdo de uma amostra da
populagdo feminina normal, uma vez que as mulheres participantes da pesquisa
ndo eram portadoras de cancer, mas sim pacientes atendidas na rotina
ginecolégica do Hospital Oswaldo Cruz e Hospital das Clinicas de Pernambuco.
Diante do contexto em que se insere o estudo e com os testes funcionando
normalmente, conclui-se, dos resultados apresentados, que ndo houve detecc¢ao
do BLV. As pacientes, ndo apresentando relato de céancer, também néo

apresentaram DNA do BLV nas amostras analisadas.
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7 CONCLUSOES

Os testes realizados no presente estudo ndo detectaram a presenca do
BLV nas amostras analisadas, o que pode refletir a condicdo da populacéo

normal, ndo portadora de cancer.

Dentro do grupo de pacientes estudado, o sangue n&do evidenciou
infeccéo pelo BLV.
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APENDICE A — AMOSTRAS TESTADAS NO PRESENTE ESTUDO.

Numero | Grupo | Concentracao | Pureza Teste Teste Clinica
da do DNA |do DNA | paraap |de
amostra (ng/uL) (razdo globina | nested
A260/A280) PCR
para o
BLV

52 A 99,9 1,76 + - -
59 A 54 1,4 + - -
65 A 45,1 1,8 + - Leséo
69 A 34,4 1,68 + - NIC |
72 A 41,3 1,69 + - -
86 A 38,1 1,83 + - -
104 A 76,2 1,79 + - -
113 A 30,7 1,77 + - -
128 A 33,6 1,61 + - NIC |

tratado
146 A 63,7 1,66 + - -
106 B 11,4 1,35 + - NIC I

tratado
108 B 17 1,77 + - -
109 B 11,3 1,74 + - NIC |

tratado
110 B 20,1 1,82 - - -
111 B 22 1,8 + - ASCUS
112 B 11,9 1,79 + - -
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125 B 6,5 1,49 -

126 B 6,7 1,26 -

131 B 6,1 1,18 -

132 B 7,9 1,31 -

135 B 8,6 1,73 NIC |
tratado

138 B 9,7 1,64 Atipia

139 B 16,4 1,67 NIC |

142 B 16,1 1,26 -

156 B 10,3 1,35 -

157 B 16,4 1,60 -

158 B 12,8 1,49 -

168 B 17,4 1,71 -

172 B 23,3 1,69 -

54 C 4,9 1,78 -

114 C 5,6 1,71 -

134 C 3,8 1,94 -

145 C 4,2 1,36 -

147 C 4.4 161 -
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APENDICE B - GEIS REPRESENTATIVOS DO TESTE DE PCR PARA GENE
DA B-GLOBINA HUMANA (OS ULTIMOS QUATRO POCOS DO GEL
REPRESENTATIVO DO GRUPO C NAO CONTINHAM AMOSTRAS).

Marcador Amostras
100pb

Grupo A —

GrupoB -

GrupoC —




