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RESUMEN

El virus de la leucosis bovina (BLV) es un retrovirus oncogénico que pertenece a la Retitisiridae

y es conocido por su distribucion mundial. Fue aislado por primera vez en 1969 asociado a la leucosis
enzodtica bovina (LEB) que es una de las neoplasias mas comunes en ganado. Algunos investigadores
han propuesto que este virus estd asociado con el cancer de seno en el hombre, lo cual supondria un
comportamiento zoonético, donde el BLV, puede infectar también al humano. Para demostrar esta
hipétesis, se seleccionaron 56 casos diagnosticados con carcinoma canicular en el Hospital Universitario
San Ignacio, en la ciudad de Bogota, Colombia, en el afio 2004. Los tejidos fijados en formol e incluidos
en parafina fueron procesados mediante la técnica de inmunoperoxidasa, con el fin de detectar la
glicoproteina viral gp51 en el citoplasma de las células tumorales. Los resultados mostraron un 7% de
muestras positivas, indicando que el virus estuvo presente en humanos y ademas confirmando estudios
in vitro que reportan la susceptibilidad de células humanas a la infeccion con BLV. Estos resultados nos
permiten sugerir la presencia de BLV como provirus activo que es capaz de producir las proteinas que
luego usara su progenie al salir de la célula. De manera simultanea se evaluaron variables como el sitio
de procedencia y de nacimiento, antecedentes propios y familiares de la presencia de cancer y ocupacion
de los pacientes, con relacion a la presencia del virus pero no se encontrd relacion estadistica entre ellos.

Palabras clave:BLV, carcinoma canicular, virus de la leucosis bovina, zoonosis.

ABSTRACT

The bovine leukemia virus (BLV) is an oncogenic retrovirus which belongs tRé¢tm@viridaefamily

and is known for its worldwide distribution. It was discovered in 1969, producing an infection called
enzootic bovine leucosis (EBL) which is one of the most common neoplastic diseases in cattle. Recently
some investigations have shown that this virus could be associated with human breast cancer, which
implies that BLV could be an agent of a zoonosis, with the ability to also infect humans. In order to
demonstrate this hypothesis, 56 cases diagnosed as canicular carcinoma in the “Hospital Universitario
San Ignacio” in Bogota, Colombia, during the year 2004 were chosen for analysis. Immunohistochemistry
(IHC) was used on routinely formalin-fixed, paraffin embedded tissue samples for the detection of the
BLV glycoprotein gp51 in the breast cancer tumor cells. The results show 7% positive samples, indicating
that the virus was present in humans as well as confirming in vitro studies which show the susceptibility
of human cells to BLV infection. These results allow us to suggest that BLV is present as an active provirus
capable of producing the proteins that its progeny virus particles will use to leave its host cell. At the same
time patient variables such as: place of origin and of birth, previous history of cancer in the patient and
his family, and occupation were evaluated in relation to the presence of the virus; but no statistical
relationship was demonstrated.

Key words: canicular carcinoma, BLV, zoonosis.
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INTRODUCCION como el virus del papiloma humano (HPV)
que causa cancer cervical y anogenital, el
El virus de la leucosis bovina (BLV) es un Epstein-Barr (EBV) que causa mononucleo-
retrovirus oncogénico del género Deltavi- sis infecciosa y esta muy relacionado al
rus, subfamiliaOncovirinag familia Retro- carcinoma nasofaringeo (Wonet al.
viridae conocido por ser un retrovirus tipo 2002), el virus de la Leucemia murina
C de distribucién mundial (Sommerfelt, (MLV) y el BLV con la leucemia bovina.
1999; Lewet al, 2004; Giuseppet al,
2004). Fue aislado por primera vez en 1969.0 que no esta claro aun es la capacidad
asociado a la leucosis enzodética bovinadel BLV de infectar al hombre mediante el
(LEB) que es una de las neoplasias masonsumo de productos derivados de ani-
comunes en ganado (Tajined al., 1998). males seropositivos. Tratando de avanzar
Sus genes constituyentes son gag, pol y enen este conocimiento, en los afios setenta
quienes codifican para las proteinas de lase realizaron varias investigaciones cuyos
capside, para transcriptasa reversa y paraesultados no mostraron la presencia de
las glicoproteinas de envoltura respectiva-anticuerpos contra las proteinas gp51 y p24
mente. El gen gag es traducido en la proteidel BLV en humanos, lo que por dos déca-
na precursora Pr70 Gag que luego edas valid6 la conclusion de que el BLV no
madurada en tres proteinas: la proteina dera transmisible a humanos, razén por la
la matriz p15, la proteina de capside p24 ycual a este agente infeccioso no se le habia
la proteina de la nucleocapside p12. El gematribuido ninguna patologia en el hombre
env posee la informacién para la proteina(Buehring G.et al, 2003).
precursora Pr72 Env, que es clivada en el
aparato de Golgi para dar origen a laEn la década pasada Gertrude Buehehg
glicoproteina gp51 de la superficie de laal. en la Universidad de California, desa-
envoltura y a la glicoproteina transmem- rrollan dos técnicas 50 a 100 veces mas sen-
branal gp30 (Orlik y Splitter, 1996; sibles que las utilizadas de rutina en el
Giuseppeet al, 2004). diagnoéstico de BLV que eran la AGID
(Inmunodifusion en agar) y la fijaciéon del
Aproximadamente el 15% de todos los can-complemento; estas técnicas fueron las
ceres a nivel mundial parecen estar asociapruebas de ELISA e Inmunoblotting, con
dos con infecciones virales y varios virus las cuales se logr6 comprobar la presencia
animales y humanos ya son aceptados comde anticuerpos contra BLV en humanos en
causantes de malignidades especificasin 74% de los casos estudiados y se
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Figura 1: Genoma del BLV (Tajima et al, 1998)
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replantedé la hipoétesis de una posiblepos, lo que se consiguié mediante tres ba-
zoonosis. También se comprob6 que losfios consecutivos de 10 minutos cada uno
anticuerpos detectados no presentaban resn Xilol. Como este solvente no es miscible
accion cruzada con los tres retrovirus hu-con el agua, fue eliminado en dos bafios de
manos; virus linfotropico de células T etanol absoluto, seguidos por una rehidra-
humanas tipos 1y 2 (HTLV 1y 2) y virus tacion en bafios sucesivos de alcohol
de la inmunodeficiencia humana (HIV), ni etilico a concentraciones decrecientes des-
con otros virus que causan enfermedadesle 100 hasta 80%, cada bafio duré 3 minu-
cronicas en humanos como hepatitis B, C ytos.
citomegalovirus, lo que demuestra que son
especificos para BLV. (Buehring @t al, La prueba de inmunoperoxidasa utiliz6 un
2003). anticuerpo monoclonal producido en ratén
(fabricado por VMRD.InC) que tiene espe-
Con el objeto de aportar nuevas pruebagificidad por la glucoproteina gp51 del vi-
del posible comportamiento zoonético del rus BLV, mas exactamente contra su epitope
BLV y sugerir la presencia de BLV como conformacional G, anticuerpo que luego fue
provirus activo, capaz de producir las pro-detectado mediante un anticuerpo secun-
teinas que luego usara su progenie al salidario con especificidad por la IgG de ratén,
de la célula, se continu6é desde la Pontificiamarcado con la peroxidasa.
Universidad Javeriana con el proceso de
encontrar la glicoproteina gp51 en casosPara revelar la reaccidon antigeno-anticuer-
diagnosticados de carcinoma canicular depo fue necesario agregar el sustrato,

seno. diaminobencidina (DAB), produciendo un
precipitado insoluble de color pardo. Para
MATERIALES Y METODOS observar el antigeno marcado en la lamina
] ] se contrastd la preparacion con hematoxi-
Tipo de estudio y muestreo lina deHarris, colorante basico o catiénico

Este estudio de tipo descriptivo observa-con afinidad electrostatica por los grupos
cional de corte transversal, fue realizadofosforicos acidos del ADN, lo que le permi-
en 56 tejidos diagnosticados para carcinodio colorear el ndcleo celular. Esto sirvié
ma canicular de seno en el Hospital Uni-Para definir el entorno de ndcleo y realzar
versitario San Ignacio, recolectados durantesU contenido cromatinico para observar
el afio 2004, a los cuales se les busco ehejor el antigeno buscado.

antigeno gp51 del virus de leucosis bovi-

na. Las muestras recolectadas fueron fijarara finalizar el procedimiento, el tejido

das en formol e incluidas en parafina. fue deshidratado y aclarado para conseguir
la conservacién definitiva y facilitar su
Determinacion del antigeno gp51 observacion. Esta deshidratacion se reali-

z6 a través de bafos sucesivos de alcohol
Teniendo en cuenta que las muestras setilico de forma creciente hasta llegar al
encontraban en parafina, el procedimientol00%, de 3 minutos cada uno.
aplicado para la técnica de inmunoperoxi-
dasa fue ajustado a los protocolos que s€omo control positivo del procedimiento
utilizan en el Departamento de Patologiase usé tejido de pulmén de murciélago in-
del Hospital Universitario San Ignacio. fectado con el BLV (FA Substrate Slide for
Antes de colorear el tejido fue necesarioBLV, VMRE.Inc.), cada control contenia un
extraer el medio de inclusién para lograr10% de células infectadas. Se usaron tam-
una correcta penetracion de los anticuerbién dos controles negativos; el primero fue
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la muestra procesada sin utilizar el anticuertal Universitario San Ignacio de la ciudad de
po primario y el segundo fue una muestra deBogota, Colombia, durante el afio 2004. Se

tejido mamario sin patologia alguna. encontré 7% de positividad en la prueba de
. ) inmunoperoxidasa para la proteina gp51 del
Variables del estudio virus de la leucosis bovina, lo que sugiere la

Con el fin de buscar alguna relacién de |aPresencia de este virus en dicha patologia. La
presencia viral con las caracteristicas de IPositividad se dio por color marrén en el cito-
paciente, se analizaron las variables dePlasma de las células, sitio donde se localiza
edad, menarquia, gravidez, antecedentes d@ antigeno gp51 del BLV (figuras 1y 2). La
cancer familiares y personales, ocupacionazon de esto es que la glicoproteina gp51 es
y procedencia. La asociacion de la presenprocesada en el citoplasma mediante clivaje,
cia viral y cada una de las variables se estulugar donde se realiza el proceso de encapsi-
diaron mediante pruebas no paramétricasdacion viral (Jewell & Manky, 2000).

debido a que las variables utilizadas eran

nominales. Se utilizé el programa estadis-L@ tabla 1 presenta los resultados del ana-
tico Epi Info version 3.2.2 para aplicar la lisis estadistico en donde se traté de de-
prueba exacta de Fisher sobre tablas déérminar la asociacion de la presencia
contingencia y luego se aplicé estadisticaViral con las variables independientes.
inferencial para buscar la relacion entre loPara tal fin se aplicé un Chikn los re-
encontrado en la muestra y la poblacionsultados no se encontrd relacion estadis-

que esté afectada por este tipo de cancer.ticamente significativa en cuanto a la
relacién entre las variables analizadas y

RESULTADOS la presencia del virus.

Se incluyeron en el estudio 56 casos de carcia y B corresponden a tejido de pulmén de
noma canicular diagnosticados en el HOSP"murciéIago infectado con el virus, donde

Figura 2:
Controles positivo y negativo del VLB en la técnica de inmunoperoxidasa
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Figura 3: Muestras positivas con la técnica de inmunoperoxidasa

Tabla 1
Andlisis estadistico de las variables: n6tese que ninguna de las variables estudiadas presenta
simultaneamente valores de OR superiores a 1, valores de IC que no pasen por 1y valores p
menores a 0,05. Por este motivo, ninguna variable se considera significativa

Variables Riesgo relativo | Intervalo de Valor p
(OR) confianza (I.C)

Natural vs. Presencia viral 1.36 0.09 - 20.06 0.39

Procedencia vs. Presencia viral 0 0-84 0.24

Ocupacién vs. Presencia viral 1.48 0.1 -21.7 0.36

Antecedentes personales vs.

Presencia viral 0 0-18.2 0.34

Gravidez vs. Presencia viral 1.10 0.08 - 62.11 0.49

Abortos vs. Presencia viral 0 0-4.61 0.15

Menstruacion vs. Presencia viral 0.42 0.008 - 5.72 0.26

Antecedentes familiares vs.

Presencia viral 2.42 0.16 - 36.3 0.22

el 10% de las células contienen la particuproducto de la diaminobencidina, mientras
la viral; C muestra tejido de seno sin nin- que en el fondo de la lAmina se observa en
gun tipo de cancer, este tejido se utilizé6 comocolor purpura debido a laematoxilina de

control negativo. Las células positivas seHarris, colorante de contraste. La confor-
observan coloreadas con color carmesi, colomacién celular que muestran las laminas
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de control positivo no tiene nada que verproteina gp51 implica la presencia del vi-
con el efecto citopatico del virus. rus activo en el tejido ya que esta proteina
es sintetizada por el virus durante el proce-
Tinciones positivas de cuatro tejidos posi-so de encapsidacion de su material genéti-
tivos para la presencia del antigeno gp51co, lo que hace suponer que el BLV esta
del virus de leucosis bovina (A, B, D y E). insertado en el genoma en forma de
En la figura C se hace un acercamiento deprovirus, capaz de producir proteinas vira-
tejido observado en D, donde se puede deles estructurales, hecho que ya ha sido mos-
tallar el citoplasma coloreado por el trado por otros autores como Buehrieg
cromégeno DAB, nétese que el nlcleo noal. en 2001. Por otra parte, algunos autores
es coloreado de carmesi. proponen que la proteina gp51 del BLV es
mas antigénica que la p24 ya que induce
Si bien, cuatro de las ocho variables anali-una respuesta mas rapida y con mayores
zadas; lugar de nacimiento de la personditulos de anticuerpos en animales
(natural), ocupacién, gravidez y anteceden{Giuseppeet al, 2004).
tes familiares de cancer presentaron valo-
res de OR mayor que 1, ninguna de estaslasta la fecha, el BLV se ha conocido por
asociaciones fue significativa debido a queinfectar de manera natural a los bovinos y
ningiin OR fue mayor que 3,84 (valor del de manera inducida a los ovinos, en donde
Chi? tabulado con un 95% de confianza produce una infeccién similar a la produci-
para tablas de contencion). Ademas comala en el ganado vacuno. Hasta la fecha no
todo OR estuvo contenido dentro del in-se le ha atribuido ningin otro huésped en
tervalo de confianza, se acepté la hipétesidlonde pueda ocasionar lesién. Es por esto
nula, que dice que el virus no tiene rela-que los resultados obtenidos en esta inves-
cion con la variable evaluada en la pobla-tigacién generan la inquietud de reevaluar
cion. La no significancia de las relaciones el tropismo viral y pasar a proponer un com-
fue confirmada por éValor de pque al ser portamiento zoonético con transmision del
mayor que el nivel de significancia (0,05) animal al hombre. Ademas este hallazgo
mostré que no hay asociacion significati- confirma estudiosn vitro que reportan la
va y que no se esta cometiendo error tipo Isusceptibilidad de células humanas a la
ni 2 (tabla 1). infeccion con BLV (Graves & Ferrer, 1976;
Altaner et al, 1989).
DISCUSION
Para llegar a proponer un potencial zooné-
Pocos son los reportes que se encuentrafico para el BLV se debe analizar la posibi-
respecto a la presencia de BLV en célulagigad de que las células humanas se hayan
humanas. Un trabajo similar al nuestro fuey el susceptibles a la infeccion con el
realizado por Buehringt al, en 2001 quie- yjrys, esto puede ser debido a mutaciones
nes buscaron la proteina p24 del BLV ence|yjares expresadas en los receptores de
tejido de seno, encontrando un 15% dejag células humanas como consecuencia del
positividad y utilizando el mismo método nroceso de transformaciones hacia carcino-
aplicado en nuestra investigacion. Estosma canicular de seno. Afirmar esta hipote-
resultados los podemos comparar con losjg requiere muchos mas estudios; sin
nuestros en donde buscamos el virus pero 8mbargo, existen ejemplos como el del vi-
partir de la proteina gp51 y hallamos uny,s de |a leucosis Murina (MLV): este virus
7% de positividad para la presencia de BLV normalmente solo ataca ratones, ingresa a
en casos diagnosticados con carcinomagg cglula mediante el receptor MCAT que
canicular de seno. A diferencia de la p24, lags yna proteina transmembranal transpor-
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tadora de aminoacidos independiente dea otro mediante instrumentos no desinfec-
sodio. El cambio de dos aminoacidos entados, (Buehring Get al, 2003; Robertet
un receptor celular humano homodlogo alal., 1981). Para humanos la via de contagio
utilizado por este virus en ratones llamadopuede ser por ingestién de productos
HCAT hace que la célula humana sea susearnicos o lacteos derivados de animales
ceptible de infectarse con MLV. Los recep- infectados con el virus. Existen trabajos que
tores presentan una homologia del 87% perthan demostrado la presencia de anticuer-
normalmente el receptor celular humano nopos contra BLV en humanos sanos, espe-
permite la unién del virus, a menos que cam-cialmente IgG contra proteinas del virus
bie su conformacién a consecuencia de un@ontenidas en alimentos (Barnes al,
mutacién en el genoma celular (Sommerfelt,1988), lo que da indicios de que el hombre
1999). tiene suficiente contacto con este virus para
desarrollar una respuesta inmunoldgica
Otra muestra del potencial zoono6tico delactiva. A pesar de que muchos animales son
BLV es su estrecha relacién con el HTLV diagnosticados y sacados del mercado, la
tipos 1y 2, que atacan humanos, de hechanayoria de ellos no son detectados y con-
estos tres virus constituyen un Gnicotindan en la cadena de comercializacion.
subgrupo dentro de la familia de los (Buehring Get al, 2003). De hecho el BLV
retrovirus que esta caracterizado por unse ha encontrado en leche y calostro de
contenido genético distinto a los demasanimales infectados y se ha demostrado que
retrovirus (Kerkhofset al, 1996; Tajimaet  puede ser transmitido de la madre a su cria
al., 1998; Sommerfelt, 1999). Esta reporta-por esta via, lo que muestra una fuerte rela-
do que la region de encapsidacion delcidn entre el virus y la lactancia (Chet
HTLV-1 y HTLV-2 puede remplazar la se- al., 2002; Moton y Buehring, 2003).
flal primaria de encapsidacion del BLV en
el proceso de reconocimiento (Mansky y En 1988, Barnegt al detectaron anticuer-
Wisniewski, 1998; Jewell y Mansky, 2000), pos en sueros humanos, los cuales pueden
lo cual da otro indicio de la estrecha rela-ser inducidos por particulas de BLV
cion de este virus bovino con los dos virusdenaturadas por el calor, que fueron ingeri-
humanos. Esto muestra como el BLV, virusdas en productos bovinos cocinados o pas-
que tiene tropismo normalmente por bovi- teurizados, lo que indica que la produccion
nos, presenta una conformacion tan similarde anticuerpos no sélo pudo haber sido
al HTLV que en cierto momento al estar endebida a la entrada de la particula viral com-
contacto con humanos podria adaptar completa (Buehringet al, 2003). El proceso de
portamientos que le permitan atacar a estpasteurizacion es capaz de eliminar virus
especie. como HIV y HTLV en leche humana y hay
reportes de que el BLV es inactivado me-
Entre las formas de transmisién del virusdiante pasteurizacion de leche bovina
en ganado encontramos la transmision ver{Orloff et al, 1993). Aun asi la via de con-
tical por via galactégena, que le permite altagio no esta del todo clara y demanda de
virus infectar linfocitos B de placas Beyer mas estudios para ser esclarecida pero la
y de ahi seguir a los linfocitos T (Den- posibilidad queda abierta ya que los anti-
Broekeet al, 2001), otra forma de transmi- genos virales se encuentran en tejido hu-
sion vertical es la via transplacentaria o lamano, como se reporta en este trabajo.
infecciéon intrauterina (Robertst al.,
1981). Aun asi la forma méas comun de transDentro del ciclo viral normal cursado por
mision es la horizontal a través de sangre @l BLV en bovinos, su tropismo inicial es
secreciones que son llevadas de un animgbor linfocitos B y luego pasa por linfocitos
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T terminando en células del epitelio que concuerda con los resultados de
mamario, lo cual podria estar asociado corBuering et al en 2003, quienes encontra-
la disminucion de la produccién de lecheron que sélo un 9,7% de los sujetos con los
en las vacas afectadas (Moton y Buehringque realiz6 su estudio tenian algin tipo de
2003). Para que la sintesis de leche se dé, leontacto directo con bovinos o sus produc-
célula debe estar diferenciada, lo que quietos biolégicos y estos sujetos no eran mas
re decir que el virus podria tener un efectopropensos a presentar anticuerpos contra
de bloqueo en la diferenciacion celular deBLV.
tejido mamario. Hay evidencia de que en
bovinos el BLV es capaz de inhibir ciertas Las variables de edad, antecedentes fami-
vias de reparacion del ADN, lo cual puedeliares y personales de cancer, nimero de
producir una acumulacién de errores du-embarazos, nimero de abortos y presencia
rante largos periodos de tiempo potencial-o no de menopausia se tomaron con el ob-
mente asociados con el desarrollo del cancejetivo de observar posibles factores de ries-
(Philpott y Buehring, 1999). También se gos para contraer la infeccion, pero al igual
piensa que el virus puede tener actividadque con las anteriores variables no se en-
en la proliferacion celular debido al pro- contro relacion con la presencia del virus.
ducto del gertax, que es clasificado en el
grupo de oncogenes inmortalizantes juntoHay varias razones que hacen al BLV un
con la proteina E1A del Adenovirus y las virus potencialmente asociado al cancer de
E6 y E7 del papilomavirus humano en- seno en humanos, como por ejemplo el
tre otras (Ratsclet al, 2001). Es reco- haberlo encontrado en dicho tejido como
mendable utilizar técnicas que busquense reporta en este trabajo, o los estudios
la presencia y actividad de este gen ygue han comprobado la relacién con la en-
gue permitan observar si en realidad elfermedad como tal en bovinos (Motén y
BLV s6lo se encuentra en células malig- Buehring, 2003). Aun asi la presencia del
nas, no descartando aun la posibilidadBLV en el tejido analizado no puede dar
de que se encuentre en células no maligaun por sentado su papel en la patologia,
nas pero expresandose en una tasa muga que existen otros factores relacionados
cho menor a la que permite detectar lacon este tipo de cancer que pueden tener
inmunoperoxidasa. impacto como por ejemplo los anteceden-
tes familiares de céancer, la exposicion a ra-
Con el objetivo de determinar si ciertas diaciones, el consumo de tabaco, menarquia
variables de la poblaciéon utilizada para eltemprana, menopausia, estrés, etc.
estudio tenian relacion con la presencia del
virus, se escogieron las variables de lugaltCONCLUSIONES
de nacimiento (Natural), Procedencia (lu- o ) i
gar donde habita) y ocupacién con el fin Se determiné la presencia del antl.geno
de buscar posibles vias de contagio de hugP51 en el 7% de los casos de carcinoma
manos con el BLV, ya que el habitar en unaCanicular dg seno, estos re;ultadps sugie-
zona rural o desempefarse en algin tipo déen gue el virus de la leucosis bovina tiene
labor que implicara el contacto con bovi- Caracter zoonético y confirman que el vi-
nos podria indicar que el virus se transmite'Us €s capaz de infectar células humanas;
por contacto directo, o por ejemplo al in- Sin embargo, el papel del virus en la pato-
gerir leche sin pasteurizar, practica que edogia o su grado de asociacion no esta cla-
mas comdn en las zonas rurales que urba® aun y se necesitan otros estudios para

nas del pais. Aun asi no se encontré reladilucidar el papel que el BLV juega en el
cién entre éstas y la presencia del BLV locancer de seno. No se encontré asociacion

38



julio-diciembre de 2006

entre las variables y la presencia del virus Costimulated Ovine Primary B Cells,

en tejido con carcinoma canicular de seno. a Cell culture system that supports
productive infection by bovine leuke-
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