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RESUMO

Papilomavirus bovino € o agente etiolégico da papilomatose bovina, doenca que
desencadeia verrugas por toda pele, Ubere, tetos, genitdlia e em casos mais graves pode
desenvolver papilomas extensivos, causar neoplasia no trato digestivo e bexiga, debilitar
a saude do animal e provocar perdas na produtividade e prejuizos para a pecuaria. O
presente estudo possui como objetivo detectar e tipificar Papilomavirus bovino presentes
em amostras de tecido e sangue de bovinos com papilomatose, sequenciar 0s tipos virais
isolados, analisar as sequéncias nucleotidicas e a filogenia dos tipos virais detectados.
Como resultado, obteve-se amplificacdo em cinco amostras de tecido (papiloma) de
diferentes bovinos, ndo obtendo sucesso na amplificacdo das amostras de sangue. As
reacOes de PCR revelam a presenca do BPV-1 em 60%, BPV-5 em 40%, BPV-9, BPV-
10, BPV-13 e BPV-14 em 20% e BPV-12 em 40% das amostras analisadas. A presenca
de coinfeccdo foi verificada em 60% das les6es analisadas, com até quatro tipos virais
infectando a mesma amostra. Os alinhamentos das sequencias do tipo viral 1, 5 e 14
foram validados com identidade variando de 74% a 95%. O diagrama filogenético
demonstrou aproximagdo genética entre os tipos virais 1 e 14, ambos pertencentes ao
género Deltapapillomavirus, e distanciamento entre as sequéncias nucleotidicas dos tipos
virais 5, 9 e 14. Os papilomavirus dos tipos 5 e 9 pertencem a géneros diferentes,
Epsilonpapillomavirus e Xipapillomavirus, respectivamente, justifica-se dessa forma, a

distancia filogenética entre esses tipos virais, verificada no diagrama.

Palavras-chaves: Papilomavirus bovino, papiloma, tipificacdo viral, filogenia molecular.
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1. INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

A pecuéria bovina constitui-se em um dos setores mais importantes da economia
nacional. O Brasil possui o maior rebanho comercial do mundo (USDA, 2014),
alcancando em 2015 mais de 215 milhdes de cabecas. O Estado de Goias possui 10,2%
do efetivo de bovinos do Brasil, ficando atras apenas dos Estados de Mato Grosso
(13,4%) e Minas Gerais (11,4%). Do total de bovinos cerca de 10,1% correspondem ao
de vacas ordenhadas com uma producdo média de 1.609 litros de leite por vaca (IBGE,
2016).

A produtividade do rebanho depende diretamente do sistema de producéo
implantado e o manejo sanitario é imprescindivel para o aumento da eficiéncia da
producgédo, sanidade do animal e diminuicdo ou erradicacdo de diversas doengas
infectocontagiosas que se propagam facilmente entre o rebanho, tais como: mastite,
brucelose, diarreia viral, febre aftosa, papilomatose dentre outras (Dantas, Silva, Negrao
2010; Peres Neto, Zappa 2011).

A papilomatose bovina é uma doencga frequente em rebanhos leiteiros, sendo
causada pelo Papilomavirus bovino (Campo 2006), um virus pequenos de
aproximadamente 8 kb, ndo envelopados com DNA circular de fita dupla, que é replicado
e montado no nucleo da célula hospedeira. O genoma completo do virus consiste em trés
regides, uma precoce, uma tardia e uma regido ndo codificante (De Villiers et al. 2004;
Bernard, Calleja-Macias, Dunn 2006).

A infeccdo se inicia quando o virus infecta as celulas epiteliais da camada basal
através de microlesdes. O virus € transportado até o ndcleo da célula, onde primeiramente
expressa as proteinas precoces que sao responsaveis pela transcricdo e replicagdo viral e a
medida que o epitélio amadurece, as proteinas tardias, envolvidas na formacdo do
capsideo viral, sdo expressas (Schiller, Day, Kines, 2010).

Até o momento, o Papilomavirus bovino estd dividido em catorze tipos
diferentes, os quais se encontram bem caracterizados e classificados como BPV -1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13 e 14 (Roperto et al. 2016). De acordo com o tipo viral, a
doenca pode causar fibropapilomas, que podem estar distribuidos por todo o corpo do
animal (BPV-1, 2, 3,4,8,9, 11, 12, 13), nos tetos e ubere (BPV- 1, 5, 6, 9, 10), genital
(BPV- 1), além de poder causar neoplasia na bexiga (BPV — 1, 2, 13, 14) e no trato
gastrointestinal (BPV- 4) (Zhu et al. 2014; Lunardi et al. 2013; Roperto et al. 2016).



A papilomatose provoca lesdes hiperproliferativas em forma de
verrugas/papilomas, localizadas no epitélio cutaneo e/ou mucoso que geralmente tendem
a regredir espontaneamente, mas podem malignizar. A presen¢a dessas lesdes causa
inimeros prejuizos aos bovinos e consequentemente ao pecuarista, pois depreciam o
valor do animal e pode causar dificuldade em sua comercializagdo (Campo 2006).

Dependendo do tipo viral ou do local onde estejam os papilomas pode haver
cegueira, dificuldade ou impossibilidade de ordenha/amamentacdo, perdas na funcao
reprodutiva, além de servir como porta de entrada para infeccbes secundérias
(Borzacchiello 2007). De acordo com Rector e Van Ranst (2013) ja foi descrito uma
variedade de papilomavirus que infectam uma grande diversidade de mamiferos, aves e
répteis, sendo o ser humano a espécie mais intensamente estudada com relacdo a
infeccdo por este virus (Munday 2014)

A retirada cirdrgica e cauterizacdo dos sitios das lesdes, vacinas autdgenas, auto-
hemoterapia e a utilizacdo de produtos quimicos, sdo os tratamentos mais comuns para a
papilomatose bovina. Entretanto, possuem eficiéncia variavel, resultados contraditorios e
muitas vezes, h& necessidade de aplicagcdes repetidas para a cura ou apenas para 0O
controle da doenca no rebanho (Muro, Bottura, Piccinin 2008).

A transmissdo pode ocorrer de mdaltiplas maneiras, geralmente por meio do
contato fisico entre animais ou com objetos contaminados (Nasir, Campo 2008). Mesmo
sendo uma doenca de facil contégio, que afeta a satide do animal, ainda é negligenciada
e causa elevadas perdas econbmicas. Por ndo ser uma doenca de notificacdo

compulsoria, ndo existem dados oficiais sobre a real prevaléncia no rebanho brasileiro.

1.1. Revisado da Literatura

1.1.1. Papilomavirus bovino (BPV)

O aumento populacional de bovinos por propriedade, a utilizacdo de material
genético de outras regides, alteracdo do manejo reprodutivo e sanitario, sdo alguns dos
fatores que predispem os animais a uma série de doengas que podem se disseminar
facilmente no rebanho (Poletto et al. 2004). Dentre elas estd a papilomatose bovina,
doencga viral causada pelo Papilomavirus (PV), capaz de produzir lesdes tumorais no
epitélio cutdneo e mucoso (Claus et al. 2007). Infectam células basais do epitélio
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induzindo-as a formacéo de lesbes, geralmente benignas, com tendéncia a regressdo, mas
em condicdes especiais, com a acdo sinérgica de cofatores genéticos/ambientais, podem
progredir para neoplasia (Bocaneti 2014).

De acordo com o International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV, 2016),
0os PV pertencem a familia Papillomaviridae e sdo classificados em 39 géneros, de
acordo com a sequéncia da ORF (Open Reading Frame) L1. Destes géneros, apenas
quatro parasitam bovinos, sendo Deltapapillomavirus (BPV-1, 2, 13, 14),
Epsilonpapillomavirus (BPV- 5, 8), Xipapillomavirus (BPV-3, 4, 6, 9, 10, 11, 12)
(Bernard et al. 2010; Munday 2011; Pang et al. 2014) e o BPV-7 que foi proposto para
pertencer ao género Dyoxipapillomavirus (Ogawa et al. 2007; Rector, Van Ranst 2013).

O BPV - 1 e 2 infectam queratindcitos e fibroblastos e estdo associados aos
fibropapilomas na pele, podendo localizar-se ao longo do corpo, Ubere, tetos e 6rgéos
genitais (Dias et al. 2012). Entretanto, podem ser encontrados em outros tecidos como o
epitélio transicional da bexiga (Roperto et al. 2008), epitélio coridonico da placenta
(Roperto et al. 2012), além de liquidos corporais como sangue, leite, urina e sémen
(Lindsey et al. 2009; Campos et al. 2013).

O BPV - 3 e 6 infectam somente queratindcitos, sendo lesbes puramente epiteliais
(Borzacchiello, Roperto 2008). BPV — 4 é agente infeccioso de mucosa e pode causar
lesGes malignas no eséfago e trato gastrointestinal (Lindsey et al. 2009). BPV - 5 esta
relacionado a fibropapilomas no ubere. BPV — 7, 8, 9, 10 e 11 sdo papilomas epiteliais
(Borzacchiello, Roperto 2008; Hamata, Nobumoto, Kanno 2008). BPV — 12 ainda é
pouco descrito em artigos cientificos, mas ja foi classificado como papiloma epitelial
(Zhu et al. 2014). BPV — 13 causa fibropapilomas e também, € bastante relatado como
causador de sarcomas em equinos, como os demais Deltapapillomavirus (Lunardi et al.
2013) e 0 BPV- 14 causa lesdes no epitélio cutaneo e esta associado a tumores de bexiga
(Roperto et al. 2016). Contudo, existem inameros relatos de diferentes lesdes com
morfologia caracteristica a de um tipo viral, sendo causada por outro tipo do virus (Claus
et al. 2009).

1.1.2. Estrutura viral e organizagdo genémica

O BPV é um virus pequeno, ndo envelopado, constituido por uma fita dupla de

DNA circular com cerca de 8000 pares de bases, complexados com proteinas histonas e
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contido dentro de um capsideo icosaédrico, medindo cerca de 55-60 nm de diametro
(Modis, Trus, Harrison 2002) (Figura 1). O genoma viral tem uma estrutura constante,

independentemente do local ou tipo de lesdo (Campo 2006).

Figura 1. Estrutura do Papilomavirus. A. Particulas isoladas do PV. B. Modelo
atdmico colorido do Papilomavirus. Fonte: Madis Trus, Harrison 2002; Catroxo et
al. 2013.

O BPV ¢ constituido por trés regides distintas, uma LCR (Long Control Region —
Regido Longa de Controle) e duas ORFs (Open Reading Frames). A LCR é uma regiao
ndo codificante do genoma, que contém entre 500 e 1000 pares de bases, ocupa cerca de
10% do genoma viral e nesta regido se encontra a origem de replicacdo e maltiplos locais
de ligacdo para os repressores e ativadores dos fatores de transcricdo. As ORFs estdo
divididas em oito sequencias codificantes, que correspondem aos genes de expressdo
precoce (early — E) e de expressdo tardia (late — L) (Borzacchiello, Roperto 2008) (Figura
2).
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384bp

7
o
BPV-1
7945bp
E1
363bp 1,818bp
—
Ea

Gespr =2
N

135bp

Intergenic region
Figura 2. Modelo de organizacdo genémica do BPV. O genoma viral esta representado em
circulo demonstrando a posigéo dos genes precoces, tardios e LCR. Fonte: Freitas et al. 2011.
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Os segmentos de expressdo dos genes precoces possuem seis OREFs,
correspondendo aos genes E1, E2, E4, E5, E6, E7, os quais codificam proteinas
envolvidas nos processos de replicacdo, transcricdo e transformacédo celular, ocupando
50% do genoma viral. Os segmentos de expressdo dos genes tardios s&o compostos por
duas ORFs, correspondentes aos genes L1 e L2, responsaveis pela expressdo das
proteinas estruturais do capsideo viral, representando 40% do genoma viral
(Borzacchiello; Roperto, 2008). Dependendo do tipo viral, pode haver algumas alteracoes

quanto a presenca ou auséncia de alguma ORF (Buck et al. 2005).

1.1.3. Proteinas virais e suas funcoes

O capsideo viral é formado por proteinas codificantes dos genes tardios L1 e L2,
que juntos formam 72 subunidades proteicas em formato icosaédrico. O gene da L1 é a
regido mais conservada dos PV e ambas as proteinas tardias sdo expressas nas camadas
superiores do epitélio (Doorbar et al. 2012).

A proteina L1 possui como principal funcdo a ligacdo do virus a superficie
celular e tem a capacidade de se auto montar espontaneamente na auséncia de L2,
originando particulas simétricas ndo infecciosas conhecidas como particulas semelhantes
ao virus (Virus-Like Particles — VLP) (Day, Schiller 2009). A proteina L2 facilita a
encapsulacdo do genoma, sendo indispensavel para a infectividade (Wang, Roden 2013).

Os genes precoces E1 e E2 atuam na replicagdo do DNA viral e transcricdo dos
demais genes, respectivamente. A proteina E1 possui um alto grau de conservagdo no
genoma viral, sendo essencial para a replicacdo e amplificagdo do epissoma viral no
nucleo da célula infectada, além de atuar como helicase dependente de ATP (Bergvall,
Melendy, Archambault 2013). A proteina E2 atua na regulagdo da transcrigdo, inicio da
replicagdo, particionamento do DNA viral e empacotamento do DNA durante a
montagem viral (Mcbride 2013).

O gene E3, que codifica a proteina de mesmo nome, estd presente em uma
minoria dos PV e sua funcdo ainda é desconhecida (Rivoire et al. 2006). O gene E4 esta
localizado dentro da ORF E2, responsavel pela expressdo da proteina E4, que possui
funcbes de penetracéo viral nas células basais e perturbacdo da integridade da queratina,

sendo responsavel pelo efeito citopatico (Doorbar 2013).



O gene E5 codifica um polipeptidio hidrofébico transmembrana curto, de 44
aminoacidos, que possui atividade oncogénica. O polipeptideo E5 é expresso na
membrana do complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico das células da camada basal
e parabasal do epitélio infectado, além de células neoplésicas. A proteina E5 interage
com varias proteinas transmembranosas e promove uma alteracdo do pH, alcalinizando o
meio e provoca o0 sequestro de moléculas do Complexo Principal de
Histocompatibilidade I e Il (MHC - | e MHC — Il) que, consequentemente, provoca uma
evasdo ao sistema imune (Borzacchiello 2008).

Os genes E6 e E7 se encontram na mesma ORF e codificam proteinas
responsaveis pela estimulacdo e transformacdo das ceélulas, cooperando para a
imortalizacdo celular. A proteina E6 é capaz de se associar a proteina p53 e também a E6
ubiquitina ligase, provocando a ubiquitinacdo da p53 e consequente degradacao
proteolitica, bloqueando assim a via apoptética (Howie, Katzenellenbogen, Galloway
2009; Doorbar et al. 2012). A proteina E7 € uma fosfoproteina que € capaz de associar-se
a proteinas envolvidas na proliferacdo celular, entre elas a proteina do retinoblastoma
(pRb), Cdkp21, p27, resultando na malignizagéo celular (Doorbar et al. 2012; Roman,
Munger 2013).

1.1.4. Ciclo de infeccéo

O virus da papilomatose bovina inicia a infeccdo quando atinge as células basais
do epitélio, possivelmente por microlesdes (Schiller, Day, Kines 2010), onde se dividem
e se espalham lateralmente para permitir a manutencdo do genoma viral (Zur Hausen
2002). Os PV sdo formados por um grupo de virus antigo e bem adaptado, que evoluiram
juntamente com seus hospedeiros e, devido a essa evolucgéo, grande parte das infec¢oes
sdo assintomaticas ou subclinicas, mantendo-se imperceptiveis ao longo do tempo
(Rector, Van Ranst, 2013).

As microlesdes expdem a membrana plasmatica das células que contém
peptideoglicanos de sulfato de heparina, estrutura celular responsavel pela ligacdo a
proteina do capsideo viral L1, gerando uma mudanca na conformacao viral que expde,
por sua vez, a proteina L2 (Schiller, Day, Kines 2010). A L2 é clivada pela proteina

furina e surge outra modificacdo estrutural que permite a ligacdo do virus a proteina



integrina a6. A partir desse momento, os virus penetram na célula por endocitose (Hartl

et al. 2011; Mcbride et al. 2012) (Figura 3).

Integrina alfa 6

Sulfato de heparina

Figura 3. Modelo de infeccdo pelo Papilomavirus. Eventos na superficie celular durante a entrada do PV
na célula hospedeira. A proteina L1 do capsideo viral se liga aos receptores de sulfato de heparina presentes
na membrana da célula hospedeira. Essa ligacdo resulta em uma mudanga na conformacdo que expde a
proteina L2, que logo é clivada pela proteina furina que leva a uma segunda mudanc¢a conformacional e
permite a ligagdo do virus & proteina a6, resultando na internalizagdo viral. Fonte: Day, Schiller 2009

(modificado).

O virus é transportado para o nucleo e inicia a sintese das proteinas precoces
(Maglennon, Mcintosh, Doorbar 2011). Para a infeccdo se tornar produtiva, sao
necessarias a diferenciacdo terminal e queratinizacdo (Doorbar et al. 2012), pois o ciclo
do PV se processa juntamente com o amadurecimento do epitélio escamoso e
estratificado da pele e mucosa. A expressdo dos genes virais se processa a medida que as
células infectadas da camada basal amadurecem e migram em direcdo a superficie do
epitélio (Doorbar 2005).

O PV expressa 0s genes tardios, responsaveis pelo capsideo viral, quando as
células infectadas atingem as camadas superiores do epitélio (Figura 4). A partir desse
momento, ocorre a montagem do virus, em uma regido proximo a superficie celular. A
liberacdo da particula viral acontece com a descamacdo normal do epitélio, nédo
ocorrendo lise celular (Doorbar 2006).

O epitélio normal também é aceito como sitio latente da infecgdo, pois é possivel
encontrar 0 genoma viral em pele integra, sem que haja qualquer sinal clinico da doenca
(Antonsson, Hansson 2002). A disseminacdo do virus da papilomatose bovina pode
ocorrer pelo contato direto, animal para animal; por contato com objetos contaminados

como cercas, cocho, cordas, piquete, pistolas dosadoras, agulhas de injecGes, material de



castracdo; por meio de vetores artropodes como moscas, carrapatos e outros insetos
hematofagos (Finlay et al. 2009); bem como por transmissdo vertical (Freitas et al. 2003).

Liberagdo de virions ses=
=y

-~ Epiderme

Inibigdo da apoptose

Manutengio do genoma =,
e proliferagio celular

Upregulation de fatores de transcrigio

Evasdo do sistema imune

I~ Derme

Figura 4. Modelo de expresséo diferencial das proteinas virais no epitélio.
Fonte: Venuti et al. 2011 (modificado).

1.1.5. Infec¢bes cruzadas, diferentes sitios e aspectos clinicos das lesdes

A grande maioria dos PV sdo altamente espécies-especificos, infectando apenas o
seu hospedeiro natural. Entretanto, os Deltapapillomavirus sdo uma excegéo a essa regra,
pois podem infectar além dos bovinos, cavalos, zebras, antas, bufalos (Freitas et al. 2011;
Munday 2014), girafas (Van Dyk, et al. 2011) e felinos (Munday, Knight. 2010).

O BPV ja foi identificado em diferentes tecidos e fluidos tais como placenta,
liqguido amnidtico, sémen, espermatozoides (Lindsey et al. 2009) odcitos, ovario, Utero,
fluido uterino (Carvalho et al. 2003) e também linfocitos no sangue periférico, fato que
sugere, além da transmisséo vertical, um possivel reservatorio da doenga (Roperto 2011).

Existe uma enorme variedade de doencas e complicaces relativas a infecgcdes no
aparelho reprodutor de bovinos que tanto podem afetar a fertilidade quanto transmitir
agentes patogénicos durante o acasalamento, a transferéncia de embrifes ou em
processos de fertilizagéo assistida (Joya et al. 2011). No caso do BPV, 0 mesmo tem sido
encontrado no trato genital de bovinos, mesmo sem apresentar papilomatose cutanea.
Logo, é necessario o controle rigoroso do virus da papilomatose bovina, em
procedimentos de reproducdo (Carvalho et al. 2003).

As lesdes papilomatosas podem atingir a pele, mucosa e alguns orgdos e se
classificam em tipica (pedunculada), atipica basal, atipica engastada e filamentosa

(papiloma cutaneo situado nas glandulas mamarias). Os papilomas tipicos ou
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pedunculados possuem aspecto semelhante a couve-flor, sendo bastante firmes; os
atipicos basais possuem aspecto achatado, planos e sdo circulares; os atipicos engastados
possuem formacgdo globosa encapsulada, delimitada e profunda; os filamentosos possuem
aspecto fibroso de “grdo de arroz”, implantacdo fina e superficie bastante queratinizada

(Monteiro et al. 2008a) (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de lesdes causadas pelo BPV. Detalhes de papilomas em diferentes regides do corpo:
A. Bexiga urinaria; B. Esofago; C. Papilomas na regido dos olhos; D. focinho; E. Barbela; F. Brago; G.
Abddémen lateral; H. Tetos; I. Perna; J. Rabo. Fonte: Freitas et al. 2011; Bocaneti et al. 2014 (modificado).

As lesbGes podem variar de cinza a preto, nos papilomas tipicos e atipicos, e de
rosa a esbranquigada nos papilomas filamentosos, situado nas glandulas mamérias. J& os
locais mais comuns dos papilomas cutaneos sdo o abdomen lateral, barbela, focinho,
pescoco, dorso, gluteo, cabeca, teto, Ubere e anus, mas podem se desenvolver em
qualquer parte do corpo. As areas mais acometidas sdo aquelas com maior irrigagdo
sanguinea e com sitios mais traumatizados, em consequéncia de atritos com cochos ou

cercas, por exemplo (Monteiro et al. 2008a).



1.1.6. Epidemiologia

O BPV é um agente de distribuicdo mundial, ja tendo sido identificado em
bovinos de todo o mundo (Freitas et al. 2011). Animais jovens, de até dois anos, sdo 0s
mais acometidos devido, principalmente, a sua imunidade. Estudos indicam que a
maioria dos bovinos ird desenvolver papilomas em algum momento da vida (Rector, Van
Ranst 2013). Bovinos mantidos em sistema de confinamento estdo mais predispostos a
doenca (Muro, Bottura, Piccinin 2008).

Dados epidemiologicos sobre a ocorréncia da papilomatose bovina séo escassos,
fragmentados e muitas vezes divergentes. Um estudo realizado com 1657 bovinos
revelou que um terco deles possuiam papilomas no momento do abate (Lindholm et al.
1984). Dantas, Silva e Negrédo (2010) relatam que a doenca pode acometer de 30% a 75%
do rebanho. Outro estudo estima que 60% do rebanho brasileiro possa ser infectado com
pelo menos um tipo do virus (Stocco et al. 2003; Catroxo et al. 2013).

Contraditoriamente, os dados epidemioldgicos levantados por Marins (2004) nos
Estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo com 3.140 bovinos de diferentes racas, idade e
sexo revelou uma prevaléncia da papilomatose em apenas 275 animais (8,76%). E
também, num estudo conduzido por Da Silva e colaboradores (2004) em 19 propriedades
rurais do estado de Goias com aproximadamente 17.920 bovinos revelou uma
prevaléncia de cerca de 3,68% de bovinos com papilomatose em cada propriedade.

A incidéncia de coinfeccdo também é alta, podendo existir dois, trés ou mais tipos
de papilomairus na mesma lesdo (Schmitt, Fiedler, Miller 2010). A maioria das lesdes
cutaneas € autolimitante, ou seja, regridem espontaneamente, embora possa ocorrer
lesbes generalizadas, persistentes, que predispde o animal a hemorragias, miiase ou
infeccBes secundérias, que tanto podem ser decorrentes de uma resposta imunoldgica
insuficiente, quanto da ocorréncia de diferentes tipos virais na mesma lesdo (Munday
2014).

A doenca estd amplamente difundida e o numero de casos que ocorre é
infinitamente maior ao que é descrito na literatura (Da Silva et al. 2004). Contudo, ha
alguns fatores relevadores para a progressdo da papilomatose bovina como a idade do
animal, receptividade genética, manejo adequado, estruturas contaminadas e a

imunodeficiéncia do animal (Freitas et al. 2011).
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1.1.7. Técnicas de deteccdo do BPV

Existem diversos testes para a deteccdo do BPV, as técnicas de isolamento viral
em cultura de células sdo geralmente empregadas para a identificacdo viral (Varella et al.
2005). Entretanto, o virus da papilomatose depende diretamente do amadurecimento
epitelial para se tornar produtivo (Zur Hausen 2002) e isso torna o seu crescimento em
cultura invidvel (Leto et al. 2011).

A identificacdo clinica e histopatologica das lesGes sdo métodos amplamente
empregados. O diagnostico clinico é o método mais simples e rapido, pois se trata de uma
doenga com expressdo bem caracterizada e a simples observacédo dos papilomas a olho nu
ja € o diagnostico da doenca. Contudo, se o0s achados epiteliais ndo forem
patognomonicos ou para uma melhor confirmacéo diagnostica, faz-se a biopsia excisional
e analise histopatoldgica (Monteiro et al. 2008a; Leto et al. 2011).

A identificacdo molecular do DNA viral também pode ser realizada por meio de
técnicas de hibridizacdo (Dot blot, Reverse blot, Hibridizacdo in situ, captura hibrida),
PCR e sequenciamento (Leto et al. 2011). As técnicas de PCR sao largamente utilizadas
para a identificacdo e distin¢do dos tipos de PV (Ogawa et al. 2007; Claus et al., 2007;
Lindsey et al., 2009; Cota et al. 2015; Roperto et al., 2016). E uma técnica de alta
sensibilidade e especificidade e tornou-se a técnica mais indicada para 0s casos com
pouca gquantidade de material genético (Leto et al. 2011).

O Sequenciamento de DNA determina a ordem dos nucleotideos num fragmento
de DNA, sendo a representacdo do genoma. Com 0s avangos tecnoldgicos atuais, € uma
técnica rapida e de facil manipulacdo, altamente reprodutivel e de baixo custo, sendo o
método diagnostico de escolha para confirmar os resultados da PCR (Carvalho, Silva
2010).

1.1.8. Filogenia molecular

O sequenciamento genémico ampliou a compreensao bioldgica da diversidade
evolutiva de cada organismo, reconstruindo sua evolugéo desde o primordial organismo
ascendente (Rinke et al. 2013). Nos processos evolutivos, as populagdes sdo alteradas ao
longo do tempo por uma serie de fatores que envolvem transferéncias, ganhos ou perdas
de genes que podem resultar tanto em evolucdo quanto em extingdo. Dados moleculares

que incluem &cidos nucleicos (DNA e RNA) e proteinas podem ser utilizados para
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construir essas ligacOes evolutivas e sdo esquematizadas e analisadas por meio dos
diagramas filogenéticos (Marchler-Bauer et al. 2009).

A um nivel evolutivo, a familia Papilomaviridae é constituida por uma gama de
representantes que podem parasitar quase todas as espécies de mamiferos e aves. Em toda
a familia, ha genes que se mantem bem conservados como € o caso, por exemplo, dos
genes L1 e E1 e também, ha inUmeros pontos do genoma viral muito susceptivel ha
mutacdes genéticas aleatdrias ou mesmo ao acumulo delas, além disso, o0 DNA de alguns
tipos de PV pode se integrar ao cromossomo da célula hospedeira, fato responsavel pela
malignizacdo dessa patologia (Doobar 2006).

A classificacdo taxondmica é baseada na sequéncia do gene L1, proteina mais
conservada do genoma viral. Assim, uma diferenca maior que 10% na sequéncia
nucleotidica da L1, define um novo tipo viral, entre 2 e 10%, define um novo subtipo
viral. A diferenca menor que 2% da sequéncia da proteina L1, define uma nova variante
viral. Cada tipo de BPV esta relacionado a um tipo especifico de lesdo histopatologica
(De Villiers et al. 2004).

1.1.9. Tratamento

Estdo disponiveis alguns tipos de tratamentos para a papilomatose bovina, tais
como remocao cirdrgica, tratamento quimico-corrosivo, tratamentos homeopaticos e
fitoterapicos, utilizacdo de vacinas autégenas, auto-hemoterapia e medicamentos como o
clorobutanol e o diaceturato de diaminazene (Marins 2004).

A remogéo cirurgica geralmente é realizada quando o nudmero de papilomas é
reduzido. A retirada de alguns papilomas pode estimular o sistema imunoldgico e
provocar a queda das lesdes semelhantes (Hama, Matsumoto, Franceschini 1988). O
tratamento quimico-corrosivo a base de soda, formalina, nitrato de prata, etc., é aplicado
somente nas verrugas até o desaparecimento das mesmas. Para 0s animais que
apresentam poucas lesdes papilomatosas é recomendado o tratamento cirdrgico e 0
guimico-corrosivo; nos casos de grande quantidade de papilomas ou lesdes extensas,
recomenda-se o tratamento sistémico (Dantas, Silva, Negréo, 2010).

Os tratamentos homeopaticos e fitoterapicos mostram-se como uma alternativa
para a papilomatose, pois 0s medicamentos apresentam pouco ou nenhum efeito

colateral, possui baixa toxicidade e sdo de exigéncia terapéutica na Pecuaria Organica
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devido a auséncia de residuos toxicos nos produtos de origem animal (Marins 2004).
Marins e colaboradores (2006), também realizaram um estudo homeopatico e fitoterapico
com a planta Thuya occidentalis no tratamento de bovinos com papilomatose. O
tratamento homeopatico, por ingestdo oral, obteve 61,11% de remocdo completa dos
papilomas, percentual um pouco mais alto quando comparado ao tratamento fitoterapico,
por meio de pulverizacdo de tintura mde de Thuya occidentalis que obteve 50% de
recuperacao completa das lesdes.

As vacinas autdgenas tém carater curativo, fabricadas com papilomas colhidos do
préprio rebanho. Os animais mais jovens, que apresentam poucas lesdes e que sdo
acometidos por papilomas do tipo pedunculado, apresentam os melhores resultados de
regressdo ou cura (Dantas, Silva, Negrdo 2010). Ja a auto-hemoterapia consiste na
retirada e aplicagdo imediata de sangue venoso em via intramuscular. Esse procedimento
gera uma resposta imunolégica inespecifica que pode resultar na queda dos papilomas
(Muro, Bottura, Piccinin 2008).

Clobutanol e diaceturato de diaminazene s&o medicamentos utilizados no
tratamento da papilomatose bovina. O primeiro é um medicamento administrado por via
subcutanea, na dosagem de 50 a 100 mg/kg/PV. O segundo é um agente quimioterapico
sintético, utilizado no tratamento de bovinos infectados com Babesia spp. e util no
tratamento contra a papilomatose. E administrado por via intramuscular na dose de 3,5
mg/kg/PV, todos de acordo com as recomendacdes do fabricante (Dantas, Silva, Negrao
2010).

Inmeros tratamentos para a papilomatose estdo disponiveis, geralmente a
terapéutica é utilizada combinando varios tratamentos conjuntamente. Contudo, quando
testados, a grande maioria ndo possui o efeito desejado, sendo necessaria muitas
repeticbes e muito tempo de tratamento, as vezes sem sucesso. Informagdes cientificas
sobre a eficicia dos tratamentos também sdo escassas. Na maioria das vezes, devido aos
insucessos no tratamento, o produtor acaba descartando precocemente o animal e

acumulando prejuizos econdmicos (Da Silva et al. 2004).
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2. JUSTIFICATIVA

A bovinocultura brasileira € uma atividade desenvolvida em todos os Estados e
possui enorme importancia econdémica e social, sendo de grande destaque no agronegdcio
mundial (MAPA 2016). O mercado consumidor interno e externo exige cada vez mais
produtos de qualidade, certificados, com precos adequados, levando-se em conta a
sanidade, o bem-estar animal e a seguranca alimentar (Zanin et al. 2015).

Entretanto, h& inimeros fatores que podem acometer a salde e a quantidade da
criacdo, dentre eles destaca-se o grande nimero de animais por area, auséncia de insercdo
de novas tecnologias disponiveis, manejo sanitario deficiente, auséncia de politicas
publicas eficientes e aparecimento de diversas doencas que afetam a salde do rebanho
(Zanin et al. 2015).

Dependendo do local da lesdo, o bovino fica sujeito a uma série de transtornos
que variam desde estéticos, com danos ao couro, até a perda ou diminui¢cdo da funcéo de
lactacéo, visdo, funcdo reprodutiva e neoplasias de bexiga e trato gastrointestinal, para 0s
casos mais graves. Esses fatores causam perdas econémicas significativas no rebanho e
consequentes prejuizos econdémicos para o0 produtor e a industria de carne, leite e couro
(Monteiro et al. 2008a).

A identificacdo dos tipos virais de BPV circulantes na regido e sua prevaléncia,
sdo fundamentais para a compreensdo das caracteristicas epidemioldgicas da
papilomatose bovina (Claus et al. 2009), bem como para contribuir em perspectivas

futuras, para o desenvolvimento de um tratamento eficaz contra o BPV.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Detectar e tipificar Papilomavirus bovino presentes em amostras de tecido e
sangue de bovinos leiteiros com papilomatose, sequenciar os tipos virais e realizar

filogenia molecular dos tipos virais sequenciados.

3.2. Obijetivos especificos

e Analisar a presenca de coinfeccédo viral, tanto nas amostras de tecido quanto nas

amostras de sangue;

e Correlacionar os dados obtidos na tipificacdo viral em amostras de tecido e
sangue total;

e Sequenciar os tipos virais encontrados;

e Analisar as sequéncias nucleotidicas;

¢ Realizar filogenia molecular dos tipos virais sequenciados.
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4. METODOS

4.1. Etica na Pesquisa

O presente projeto foi submetido e aprovado pela Comissio de Etica no Uso de
Animais, processo n° 049-14, da Universidade Federal de Goias (Anexo ).

4.2. Coleta

Foram coletadas um total de 30 amostras em nove animais, sendo 25 de
papilomas cutaneos e 5 de sangue. Todos os animais participantes da pesquisa eram da
raca Girolanda, de ambos 0s sexos e idade variando entre nove meses a dois anos,
provenientes de dois municipios do Estado de Goias, Goiania e Jatai. Todas as coletas

foram realizadas por um médico veterinario, empregando-se técnicas assépticas.

4.2.1. Coleta de papilomas e preparo da amostra

Para a coleta de papilomas, fez-se a tricotomia na regido escolhida e antissepsia
com solucdo de iodo a 10%. Em seguida, foi realizado bloqueio anestésico em L em
torno do papiloma, utilizando-se cloridrato de lidocaina e epinefrina (Anestésico L
Pearson®, Eurofarma). Com o local anestesiado, o papiloma foi extraido cirurgicamente
e armazenado em tubos de polipropileno de 50 mL, identificados com o numero do
animal e local do papiloma. Ao término da extracdo, o local foi suturado com fio de
nylon 0,60 mm, com ponto simples separado. Utilizou-se iodo tépico a 10% e um
cicatrizante/repelente (Mata Bicheira Aerossol Ceva®, Ceva) sobre a ferida cirurgica.
Todos os materiais utilizados no processo de coleta estavam devidamente esterilizados.
Os papilomas coletados foram conservados em caixa térmica e transportados ao
Laboratério de Microbiologia do Instituto de Patologia Tropical e Salde Publica da
Universidade Federal de Goias (IPTSP/UFG), onde foram mantidos a uma temperatura
de 4°C até o processamento.

O processamento dos papilomas foi realizado individualmente, sendo que as

amostras com excesso de queratina nas por¢des mais externas do papiloma foram
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retiradas e o tecido subcutaneo foi cortado em pequenos fragmentos com bisturi estéril e

procedida a extracdo do DNA.

4.2.2. Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada a vacuo. Para tanto, uma antissepsia foi feita na
regido ventral da cauda do bovino com iodo a 10% e uma agulha 25 x 0,8 mm foi
introduzida perpendicularmente na veia coccigea. O sangue foi coletado em tubos com
EDTA, conservados em caixa térmica a 8°C e transportados ao Laboratério de
Microbiologia do IPTSP/UFG, onde foram mantidos refrigerados a 4°C até a realizacéo
do processo de extracdo do DNA.

4.3. Extracdo de DNA

4.3.1. Extracéo de DNA em tecido

A extracdo do DNA das amostras de tecido de bovinos foi realizada conforme o
protocolo do kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega Corporation, USA).
Primeiramente, foi preparado o tecido, retirando-se aproximadamente 20 mg da porcao
subcutanea de cada papiloma, com bisturi estéril. O tecido retirado foi cortado em varios
fragmentos menores. Em seguida, o material foi transferido para tubos de polipropileno
de 1,5 mL, acrescidos de 600 pL de solugéo de lise de acidos nucleicos (Nucleic Lysis
Solution), homogeneizados por 10 segundos e incubados por 30 minutos a 65°C.

Ap0s o preparo do tecido, realizou-se a lise e precipitacdo de proteinas, adigdo 3
pL de solucdo de RNase e incubagéo a 37° C por 30 minutos. Posteriormente, adicionou-
se 200 pL da solucdo Protein Precipitation Solution. Os tubos foram levados ao vortex
por 15 segundos, em seguida incubados por cinco minutos no gelo. Apos a incubacéo, 0s
tubos foram centrifugados a 13.000g por quatro minutos.

A precipitagdo e reidratacdo do DNA iniciou-se transferindo todo o sobrenadante
para novos tubos de polipropileno de 1,5 mL, acrescentando-se 600 pL de isopropanol. A
mistura foi centrifugada por um minuto. Descartou-se 0 sobrenadante e adicionou-se 600

pL de alcool 70%, centrifugando-se novamente por um minuto. Aspirou-se o alcool e 0s
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tubos foram postos para secar por 15 minutos. Adicionou-se 100 pL de DNA

Rehydration Solution e tubos ficaram a 4°C até o uso da amostra.

4.3.2. Extracdo de DNA em sangue

A extracdo do DNA em amostras de sangue foi realizada conforme o protocolo do
Kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega Corporation, USA). Primeiramente
realizou-se a lise das células sanguineas utilizando 300 puL de sangue de cada amostra e
900 pL da solucéo de lise celular (Cell Lysis Solution), em tubos de polipropileno de 2
mL. Misturou-se por inversdo e incubou-se por 10 minutos em temperatura ambiente. A
amostra foi centrifugada por 20 segundos a 13.000 g. Descartou-se o0 sobrenadante e
utilizou-se o vortex por 30 segundos em cada tubo.

Para a lise nuclear e precipitacdo de acidos nucleicos adicionou-se 300uL de
solucdo de lise de &cidos nucleicos (Nucleic Lysis Solution) e misturou-se por inversao.
Logo em seguida, adicionou-se 100 uL de precipitado de proteina (Protein Precipitation
Solution), utilizou-se o vortex por 20 segundos e, posteriormente, centrifugou-se por trés
minutos a 16.000 g.

Na precipitagdo e reidratagdo do DNA, transferiu-se o sobrenadante para um novo
tubo de polipropileno de 1,5 mL, contendo 300 L de isopropanol e misturou-se. Logo
apos, centrifugou-se a amostra por 1 minuto a 13.000 g, desprezou-se o sobrenadante e
adicionou-se 300 pL de alcool 70%, centrifugou-se novamente por 1 minuto a 13.000 g.
Aspirou-se o alcool e a amostra foi deixada ao ar livre por 15 minutos. Para reidratar o
DNA, foi utilizado 100 pL da Solucdo de Reidratacdo e armazenado a 4°C overnight.

4.4. Oligonucleotideos e reacdo de PCR

4.4.1. ldentificacéo do tipo viral

Para identificagdo do tipo viral do BPV, utilizou-se conjuntos de
oligonucleotideos desenhados para amplificar genes especificos de cada tipo viral
(Tabela 1):
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados na identificacdo do BPV

Tamanho ,
Numero de
. . . . esperado do
Tipo viral Oligonucleotideos fragmento acesso —
g BLASTN
(pb)
x F | CACACCACTCCGAACAG
BPV 1 R | AGAGGCAATACTGCGG 523 X02346.1
x F | TGGAAACGCATTGTC
BPV 2 R | GGGTGGTATAACATACT 262 M20219.1
x F | GACCAACAACAGGGCC
BPV'3 R | GGACTGCGTAGTACGG 192 AF486184.1
. F | GCAGGCACACCTAAAGGCTG
BPV 4 R | GCAGGCACACCTAAAGGCTG 505 X05817.1
x F | GTGCCAAATGGACAGGATATGTGC
BPV'S R | GAGACTGACTTACCAAGCCTG 367 AF457465.1
x F | GAAGTTGACTGTCCTGCACC
BPV'6 R | CGAATGTGCTCTTGGACGGC 390 AJ620208.1
“ F | GGTTCGTGGTATTTGGATGTGG
4 DQ217793.1
BPVT R | CGTGGACGAAACCGACCC 3 Q 9
x F | GCCGCACCGCTGAAGG
BPV 8 R | AGTCACTCCACTTGCTCCTCC 493 DQO98913.1
. F | CAGGGCTGCTATGTATGGGG
BPV'9 R | CGCCTGTACCATCTATTGCTG 334 AB331650.1
. | F | CTTAGCTCTGATGAATCC
BPV 10 R | TACTGGTCAAAATATTGCC 591 AB331651.1
. | F | GCAGGTCGGGGGCTGG
BPV 11 R | CCAGCCCCCGACCTGR 322 AB543507.1
« | F | GGTTAGCCAGCCTGCAATTAGTG
BPV 12 R | CAACGAGCTTCTACATTGCCCTG 528 JF834523.1
. | F | GCCCAACCTCTTAAAG
BPV 13 R | TGCAGGAATCACATTTC 261 JQ7e8lrll
BPV 14** | F | GGAACAAACCTCACAATCAC
R | CCAGTTCTCTAATACTGAGG 195 KRg68228.1

Fonte: *Prdprio autor; **Munday et al. 2015.

A reacdo consistiu em amostras na concentracdo de 10 ng com volume final de 25
uL. Adicionou-se 2,5 pL de tampdo 10X PCR (Free Mg?"), 3,0 uL de MgCl2 (50 mM),
0,5 pL de nucleotideos (100 mM), 1,0 uL de oligonucleotideos foward (F) (10 uM),
1,0uL de oligonucleotideos reverse (R) (10 uM), 0,25 uL de Taq DNA polimerase (5
U/uL) (LGC Biotecnologia®). A quantidade de DNA incluida na reacdo foi calculada
individualmente, de acordo a concentracdo de cada amostra. Agua deionizada foi
utilizada para completar o volume final da reacdo. Os ciclos de amplificagdo foram

realizados conforme a Tabela 2.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/60965?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G90M3AJ7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332996?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G90UJ5RN015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/22901309?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G911CWN4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/60862?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G914EZ06015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/22901263?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G918VVC0015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/40804501?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KA96KG5Z014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/78057396?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KA9AWB7601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/89034256?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G8ZKV2AA014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/163914074?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G8ZSP9WM014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/163914081?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KA9DG6ZX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/301335131?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G8ZY6H9X014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343174546?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G902D5M4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/404503488?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G90BW096014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/943351592?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3688PY23015

Tabela 2. Ciclo de amplificagdo dos oligonucleotideos do BPV

BPV-2,3,4,6,7,8,10,

BPV-1,5911e12 13

BPV - 14

Tempo | Temperatura | Tempo | Temperatura | Tempo | Temperatura

(min) (9] (min) O (min) O

Inicio 2 96 2 96 2 96
Desnaturacéo 1 94 1 94 1 94
Anelamento 2 48 2 50 1 55
Extensao 1 72 1 72 2 72

40 Ciclos 40 Ciclos 35 Ciclos
Extenséo final 7 72 7 72 5 | 72

4.4.2. ldentificacio da proteina p-globina bovina

Nas reagoes de PCR para a identificagdo da proteina da B-globina de bovinos,
utilizou-se um conjunto de oligonucleotideos especifico da proteina. A B-globina foi
utilizada para verificar a qualidade do DNA extraido (Freitas et al. 2003). Os

oligonucleotideos utilizados estdo na Tabela 3:

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados na identificagdo da proteina -globina bovina.

Tamanho
. . do Ndmero de
Oligonucleotideos fragmento acesso - BLAST
(pb)

Forward | AACCTCTTTGTTCACAACCAG

*B-globina 450
Reverse | CAGATGCTTAACCCACTGAGG

X00376.1

Fonte: *Freitas et al. 2003.

A reacdo constituiu em amostras na concentragdo de 10 ng com 25 L de volume
final da reacdo. Adicionou-se 2,5 pL de tamp&o 10X PCR (Free Mg?*), 3,0 uL de MgCly,
0,5 uL (100 mM), 1,0 pL de oligonucleotideos foward (F), 1,0 pL de oligonucleotideos
reverse (R), 0,25 uL (5 U/uL) da DNA Taq polimerase (LGC Biotecnologia®). A
guantidade de DNA utilizada foi de acordo com a concentracdo de cada amostra.
Utilizou-se agua deionizada para completar o volume final da reacdo. Os ciclos de

amplificacéo foram realizados conforme a Tabela 4.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/394?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=GB73CUGR014

Tabela 4. Parametros para amplificacdo dos oligonucleotideos da p-globina bovina.

B-globina bovina
Tempo Temperatura ("C)
Inicio 2 minutos 96°
Desnaturacéo 1 minuto 94°
Anelamento 2 minutos 55°
Extensdo 1 minuto 72°
40 ciclos
Extensao final 7 minutos 72°

4.5. Eletroforese em gel de agarose

Apbs a realizacdo da PCR, fez-se a Eletroforese com 120 V e 100 mA por 60
minutos. Utilizou-se agarose Sigma-Aldrich e os geis foram preparados na concentracdo
de 2%, dissolvidos em TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1X. Para aplicagdo do PCR no gel foi
utilizado tampéao de amostra glicerol 50%, azul de bromofenol 0,2% e agua deionizada
como solvente, bem como o marcador de peso molecular de 100 pares de bases Low
Ladder® (Sigma-Aldrich). Para visualizar as bandas no gel foi utilizado brometo de
etideo na concentracdo de 0,5 pg/mL. A visualizagdo das bandas foi feita em luz UV, no
fotodocumentador Gel Doc XR+System da BioRad.

4.6. Sequenciamento

Algumas amostras biolégicas amplificadas por oligonucleotideos especificos para
cada um dos 14 tipos virais foram sequenciadas com a finalidade de confirmar os
resultados obtidos e a acurdcia dos oligonucleotideos. Os sequenciamentos foram
realizados pela empresa Ludwing Biotecnologia, localizada na cidade de Alvorada — RS.

As reacOes de sequenciamento seguiram o seguinte protocolo: 2 pL do produto de
PCR, 1uL do “primer” a 2,5 pM, 2 uL de tampao "save money" (Tris-HCI 1 M pH 9,0 (2
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mL); MgCl2 50 mM (1 mL); agua bidestilada 10 mL), 1 pL do kit DYEnamic™ ET
Terminator Cycle Sequencing (Pharmacia Biotech, EUA). O sequenciamento foi
realizado em termociclador GeneAmp PCR Systems 9700 (Applied Biosystems) e pelo
sequénciador de DNA ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer™ (Applied Biosystems),
seguindo o programa: 35 ciclos de 96°C durante 1 minuto e 60°C por 1 minuto.

A etapa de precipitacdo do DNA ocorreu da seguinte maneira: 40 pL de
isopropanol a 65% foram adicionados aos 10 pL de reacdo. A mistura foi homogeneizada
no vortex por 30 segundos. Deixou-se que a precipitacdo ocorresse a temperatura
ambiente por 20 minutos. As amostras foram, entdo, centrifugadas a 1000 rpm (forca de
centrifugacdo relativa) por 45 minutos e o sobrenadante descartado. Ao precipitado,
foram adicionados 250 pL de etanol 60%, para lavagem do material, e centrifugado a
1000 rpm por 10 minutos. O processo de lavagem com &lcool foi repetido utilizando 100
pL do mesmo e, o sobrenadante, descartado. A placa contendo as amostras foi
centrifugada de maneira invertida a 500 rpm por um minuto para garantir que todo o
alcool fosse retirado da mesma. Uma secagem complementar foi realizada, deixando-se a
placa por aproximadamente 10 minutos na capela de fluxo laminar. Este material foi
ressuspenso em 10 pL de formamida, desnaturado a 95°C por cinco minutos e levado ao

sequenciador.

4.7. Analise da sequéncia nucleotidica

Os resultados dos sequenciamentos foram analisados por meio do software
BioEdit Sequence Alignment Editor versdo 7.0.9.0 (Ibis Therapeutics Carlsbad, CA,
EUA) As sequéncias obtidas foram alinhadas e analisadas, utilizando o banco de dados
do National Center of Biotechnology - NCBI - (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) com a
ferramenta BLASTn e BLASTX.

As analises no banco de dados do NCBI foram realizadas com o intuito de

observar as regides em que ha similaridades entre as sequéncias. As ferramentas
BLASTN e BLASTX compararam sequéncias de nucleotideos com aquelas ja depositadas

em seu banco de dados e calculam a significancia estatistica dos resultados.
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4.8. Analise filogenética

As sequéncias foram alinhadas com nucleotideos homologos ndo redundantes
obtidos a partir do Banco de dados “GenBank”. Foram escolhidas sequéncias onde os
valores de probabilidade eram abaixo de (Evalue 2%). RelagBes filogenéticas das
sequéncias nucleotidica parciais dos tipos virais encontrados neste estudo foram
realizadas. Arvores filogenéticas foram construidas através do programa Neighbour-
joining, método desenvolvido por Saitou e Nei (1987). Uma posterior analise de
bootstrap foi realizada para testar a confiabilidade da &rvore (Felsenstein, 1985).

As arvores foram construidas por alinhamentos multiplos da sequéncia usando o
programa ClustalX (Thompson et al. 1997). Todas as sequéncias de aminoacidos foram
comparadas usando o software de exibicdo de arvore. O tamanho dos ramos foi estimado
com 100 repeticdes bootstrapped e o percentual de vezes em todas as espécies aparecem

indicados como um grupo monofilético.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

Foram extraidas 25 amostras de tecido (papilomas) e cinco de sangue de nove
diferentes bovinos com papilomatose. O gene da B-globina bovina foi utilizado como
parametro para avaliar a reacdo e a qualidade do DNA extraido (Freitas et al. 2003;
Freitas et al. 2007) e foi identificada em cinco amostras (animal 2, 3, 4, 6 e 8) de

papilomas cutaneos de diferentes bovinos (Figura 6).

M 2 3 4 6 8

450 pb

Figura 6. Controle da extracdo: B-globina bovina.

Dentre as amostras de DNA extraido, 55,5% (5/9) das amostras amplificaram o
gene da B-globina bovina. Os resultados encontrados nesse estudo s&o similares aos
achados de Monteiro e colaboradores (2008b), que avaliaram a amplificacdo desse gene
que em 61% das amostras (22/36) de papilomas cutaneos que foram positivas para BPV —
2.

Para a identificacdo viral de um total de 30 amostras, obteve-se amplificacdo em
cinco animais. N&o houve sucesso na amplificacdo de nenhuma das cinco amostras de
sangue. Na tabela 3 estdo as informacOes a respeito da origem das amostras, a
concentracdo do DNA extraido e o sucesso de amplificacdo do tipo viral.

24



Tabela 3. Demonstracdo dos resultados de PCR nas amostras coletadas de bovinos com
papilomatose.

s

= 8 BPV [a)
= g £ 3 =
E| E|g| §s g 2
= o | B | = T g 2
< E € 8 |1 2345 6 7 8 9 10 11 12 13 14|32 =

© o C

_ | ©

>

(04
1 18 F Pescoco |- - - - - - - - - - - - - - 75,8
2 15 F Ubere e - - - e - - - - - - ) - - 2154
3 20 F | Abdomen |- - - - e - - - - - - ° - - 63,6
4 8 M Dorso - - - - - - - - e - - - - - 2947
5 9 M Barbela |- - - - - - - - - - - - - - 220,3
6 12 F Barbela | - - - - - - - - - - - - - 402,8
7 24 F | Abdémen |- - - - - - - - - - - - - - 91,3
8 15 F Pescoco S e T B T - - - - - 147,8
9 24 M Pescoco e - - - - - - - - ° - - ° ° 117,8

- amostra testada e ndo amplificada. ® Amostra positiva para o tipo viral correspondente.

A tipagem por meio da reacdo de PCR revelou a presenca do BPV-1 em 60%
(3/5) das amostras, BPV-5 em 40% (2/5), BPV-9 em 20% (1/5), BPV-10 em 20% (1/5),
BPV-12 em 40% (2/5), BPV-13 e BPV-14 cada uma com 20% (1/5), resultando na
presenca de 7 diferentes tipos de BPV, todos agentes de lesdes epiteliais.

O BPV - 1 € encontrado tanto no epitélio cutdneo e mucoso, quanto também em
fluidos corporais (Lindsey et al. 2009). O BPV-13 é uma importante causa de papilomas
epiteliais e um dos principais agentes de sarcomas em equinos (Lunardi et al. 2013; Pang
et al. 2014). O BPV-14, por sua vez, esta relacionado a lesbes neoplasicas cutaneas e
sarcoides de felinos e possivelmente também possa estar associado a neoplasias de
bexiga, como os outros Deltapapillomavirus (BPV-1, BPV-2, BPV-13 e BPV-14)
(Roperto et al. 2016). O BPV-5 pode infectar toda a superficie corporal do animal
(Campo 2006). O BPV-9, BPV-10, e BPV-12 sdo todos do género Xipapillomavirus
(Hamata et al. 2011, Zhu et al. 2014), descritos como causadores de lesdes epiteliais,
confirmando, assim, as les6es identificadas nesse estudo.

Das 25 amostras de tecido (papilomas) que foram extraidos DNA, cinco delas

foram positivas para algum tipo viral (figura 7).
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Figura 7. Tipagem viral das amostras de BPV. A. Animal 2, positiva para o BPV-1, BPV-5 e
BPV-12; B. Animal 3, positiva para o tipo BPV-5 e BPV-12; C. Animal 4, positiva para o BPV-
9; D. Animal 6, positiva para o BPV-1; E e F pertencem ao animal 9, positiva para BPV-1,
BPV-10, BPV-13 e BPV-14.

A presenca de mais de um tipo viral infectando a mesma lesdo foi verificada em
trés amostras amplificadas: a primeira foi identificada os tipos BPV - 1, 5 e 12; a
segunda, os tipos BPV - 5 e 12 e na terceira os tipos BPV — 1, 10, 13 e 14, totalizando
60% (3/5) de coinfeccdo (Tabela 4). Esses achados corroboram com os da literatura que
demonstram uma alta frequéncia de lesdes papilomatosas causadas por mais de um tipo
viral.

Nos estudos de Carvalho e colaboradores (2012), com uma amostragem de 72
lesbes, foi possivel detectar 89% de papilomas coinfectados, principalmente com o0s tipos
BPV-2 e BPV-3. Ja na pesquisa de Santos e colaboradores (2014) que avaliaram 57
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amostras de sangue, todas possuiam coinfec¢do com dois ou mais tipos virais. Batista e
colaboradores (2013) analisaram um total de 72 bovinos dos estados da Bahia e
Pernambuco e constataram a presencga de coinfeccdo na maioria das amostras avaliadas
(89%), ainda concluiram a impossibilidade de se obter um padrdo do tipo de PV com a
regido geogréafica, faixa etaria ou sexo do animal. Claus e colaboradores (2009) relatam
que a ocorréncia de infeccdes multiplas ndo gera imunidade cruzada de um tipo viral para
0 outro e propdem que o tratamento para papilomatose bovina demande um amplo
espectro de cobertura para ser melhor efetivo.

Todas as amostras de papilomas foram coletadas de maneira aleatéria. Contudo,
de acordo com Monteiro et. al. (2008a), as areas mais acometidas pela papilomatose sdo
aquelas de intenso fluxo sanguineo e as mais facilmente traumatizados, em decorréncia
de atritos com cochos, cercas, cordas, mourdes, fato que favorece a proliferacdo e

transmisséo do virus.

Tabela 4. Tipos virais identificados nos papilomas bovinos.

Animal p-globina Tipo viral Localizagéo do papiloma
2 + BPV -1, BPV, 5, BPV - 12 Ubere
3 + BPV -5, BPV - 12 Abdomen lateral
4 + BPV -9 Dorso
6 + BPV -1 Barbela
8 + - Pescoco
9 i BPV-1, BPV - 10, BPV - 13, PesCoco
BPV - 14 ¢

Apo6s a amplificacdo, uma amostra de cada tipo viral foi submetida & reacdo de
sequenciamento para a validacdo dos iniciadores especificos utilizados na identificagcdo
dos diferentes tipos de BPV. As sequéncias foram analisadas com ferramentas de
bioinforméatica e comparadas com outras sequéncias nucleotidica depositas na base de
dados do GenBank.

O alinhamento validou as sequéncias nucleotidicas com a identidade variando
entre 95% a 74%. Assim, o0 BPV — 1 demonstrou identidade em 80% para o0 BPV-1 e
BPV — 4. O BPV - 5 apresentou 95% de identidade para o tipo 5 do virus. O BPV — 14

apresentou 95% de identidade com o genoma viral do tipo 14 (Figura 8).
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Figura 8. Trechos dos alinhamentos. A e B — correspondem ao BPV-1 e BPV-4, ambos com identidade
de 80%; C — corresponde ao BPV-5 com identidade de 95%; D — corresponde ao BPV-14, com 95% de
identidade.

O BPV - 9 divergiu, apresentando identidade com o BPV - 13 em 79% e com
BPV - 2 em 74%. Isso pode ter ocorrido devido ao sequenciamento ter sido feito sé com
parte da molécula. Caso o sequenciamento tivesse sido com toda a sequéncia
nucleotidica, poderia ter apresentado similaridade com o tipo viral encontrado no PCR
convencional (Tabela 5). O BPV-10 e BPV-12 ndo obtiveram éxito no sequenciamento,

sendo necessario novo sequenciamento.

Tabela 5. Dados de identidade, similaridade e nimero de acesso do BLASTN, relacionados as

sequéncias nucleotidica amplificadas para cada tipo viral.

NUmero de acesso -
BLASTNn

BPV 1 80% X02346.1

BPV 4 80% FJ816109.1

BPV 5 95% AF457465.1
BPV 5 BPV 5 94% AF457465.1
BPV 8 88% DQ098913.1
BPV 13 79% JQ798171.1
BPV 2 74% KC878306.1
BPV 14 95% KR868228.1
BPV 14 91% KP276343.1

Alinhamento Descricao Identidade

BPV 1

BPV 9

BPV 14
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Também fez-se o alinhamento das sequéncias nucleotidicas com sequéncias
deduzidas de aminoéacidos relacionadas com a regido do gene que amplificaram (Tabela
6). Como resultado, os iniciadores para identificagdo do BPV-1 anelam com 64% de
identidade com o gene codificante para a proteina do capsideo viral L2 do tipo 1 do virus.
Os oligonucleotideos do BPV-5 amplificam com 90% da sequéncia deduzida de
proteinas, com identidade para proteina E1 dos PV. Os oligonucleotideos para
amplificacdo do BPV-9 anelam na regido codificante da proteina L2 do BPV-2 e BPV-
13, ambas com 69% de identidade, fato j& discutido anteriormente. J& os iniciadores do
BPV-14 amplificam regifes codificante para a proteina L1 com 98% de identidade.

Tabela 6. Dados de identidade, similaridade e nimero de acesso das sequéncias deduzidas de

proteinas relacionadas &s sequencias nucleotidicas amplificadas para cada tipo viral.

. -~ . Namero de
Alinhamento Descricao Identidade 2cesso - BLASTX
BPV 1 L2 BPV-1 64% AFV52375.1

L2 BPV-2 57% AMZ04147.1
L2 BPV-1 89% NP 056743.1
BPV 5 E1l 90% AMZ04151.1
E1l 75% NP 694432.1
E1l 88% AMZ04151.1
BPV 9 L2 BPV 13 69% AFR76818.1
L2 BPV 2 66% AMZ04147.1
BPV 14 L1 BPV-14 98% AKB94042.1
L1 Associado a
papilomas em 96% ACS91339.1
felinos

Silva e colaboradores (2013), constataram que o0 uso dos iniciadores especificos
para a identificacdo do BPV sdo mais sensiveis na detecgéo viral do que os iniciadores
consenso (FAP59/FAP64 e MY09/MY11 (Antonsson, Hansson 2002). Na presente
pesquisa a escolha por oligonucleotideos especificos para a tipificagcdo viral visou uma
identificagdo viral mais precisa, com o anelamento do gene-alvo (Vicari 2011).

Realizou-se também a filogenia entre os tipos virais sequenciados, para a analise
filogenética, utilizou-se o programa CLUSTALW e foi observado que o tipo 14 (BPV-
14), 5F (BPV-9) e 1 (BPV-1) estdo proximos filogeneticamente, conforme valores de
boodstrap. O tipo viral 9 (BPV-9) se agrupou em ramo separado, dessa forma, esse tipo
viral é considerado distante filogeneticamente (Figura 9).

A similaridade ou diferenca verificada na filogenia pode ser atribuida a

classificacdo em género dos respectivos tipos virais. Os tipos virais 1 e 14 pertencem ao
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mesmo género, o Deltapapillomavirus. O diagrama filogenético demonstrou baixa
aproximacdo genética, entre as sequéncias nucleotidicas dos tipos virais 5, 9 e 14, 0s
papilomavirus dos tipos 5 e 9 pertencem a géneros diferentes, Epsilonpapillomavirus e
Xipapillomavirus, respectivamente, justifica-se dessa forma, a distancia filogenética entre

esses tipos virais, verificada no diagrama (De Villiers et al. 2004).

BPV-2

BPV-14

88

EPV-1

0.1

Figura 9. Histograma da sequéncia nucleotidica parcial de cada tipo viral encontrado neste estudo.
BPV1- tipo viral 1; BPV5- tipo viral 5; BPV9- tipo viral 9; BPV14- tipo viral 14

Os dados de filogenia molecular reforcam a ideia de que determinados tipos virais
sdo bastante diferentes entre eles. As evidéncias de distanciamento nucleotidico entre o0s
tipos virais sugere que pode ter havido mutagdes que induziram diversidade molecular
com capacidade de originar 14 tipos virais. Contudo, cabe ressaltar que embora ocorra
esse distanciamento no genoma, a ORF L1 possui distribuicdo semelhante em todos os

papilomas virus (De Villiers et al. 2004).
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6. CONCLUSOES

Os resultados mostraram a ocorréncia de sete tipos virais presentes nos bovinos
analisados (BPV-1, 5, 9, 10, 12, 13 e 14), com o BPV-1 mais prevalente, presente em
60% das amostras amplificadas. As coinfec¢des foram verificadas em 60% das amostras
com até quatro tipos virais na mesma lesdo, demonstrando um alto grau adaptacdo do
virus ao seu hospedeiro.

O sequenciamento parcial validou os oligonucleotideos utilizados para a
identificacdo do BPV-1, BPV-5 e BPV-14, pois apresentaram uma identidade variando
de 74% a 95%. Apenas as sequéncias do BPV-9 nédo puderam ser validadas, necessitando
de um sequenciamento mais amplo. Com excecdo do alinhamento da amostra relacionada
ao BPV-9, os alinhamentos para a analise das proteinas relacionadas as sequéncias
nucleotidicas demonstraram a regido de anelamento de cada sequéncia, certificando os
resultados dos sequenciamentos com 0s genes pertencentes ao seu respectivo tipo viral.

A andlise filogenética demonstrou similaridade entre os tipos virais pertencentes
ao mesmo género, fato ja esperado pelas semelhancas gendmicas presentes em cada um
desses grupos. Vale ressaltar que a analise das amostras 9F e 9F, relacionadas ao BPV-9,
ainda ndo esta fidedigno, necessitando nova analise.

No geral, houve um baixo rendimento na amplificagdo dos quatorze conjuntos de
oligonucleotideos. Isso pode ter ocorrido devido ha vérios fatores como, por exemplo, a
baixa qualidade do DNA extraido, pois a reacdo de PCR, apesar de ser um método
sensivel e especifico que possibilita a amplificacdo de um baixo numero de copias virais,
pode ser afetada por fatores como a ciclagem, a concentracdo de magnésio, o pH, os
dNTPS e a integridade das amostras (Garland, Tabrizi 2006). A escolha de um Unico
método pode ter subestimado a verdadeira presenca do virus. A escolha de outro método
mais acurado como, como a PCR quantitativa em tempo real poderia aumentar a

sensibilidade na deteccédo e quantificagdo da carga viral quando comparado com a PCR.
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Anexo Il — Imagens de papilomas e extracdo cirtrgica de lesbes papilomatosas.

Figura 10. Papiloma plano e pedunculados. A. Papiloma plano, localizado no abdémen

lateral de bovino. B. Papilomas pedunculados, localizados do dorso de bezerro.

Figura 11. Papilomas naregido caudal, genital e Ubere (detalhe). Papilomas em vaca da
raca Girolanda.Figura 12. Papiloma plano e pedunculados. A. Papiloma plano, localizado
no abdémen lateral de bovino. B. Papilomas pedunculados, localizados do dorso de
bezerro.

Figura 13. Papilomas na regido caudal, genital e Ubere (detalhe). Papilomas
em vaca da raca Girolanda.
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Figura 15. Extracdo cirdrgica de papilomas. A. Anestesia local subcutdnea no abdémen

lateral de bovino. B. Extracéo cirdrgica de papilomas no abddmen lateral de bovinos. C. Sutura
em ponto simples separado em lesédo cirdrgica para extragcao de papilomas no abdémen lateral
de bovino. D. Leséo cirargica suturada com aplicacdo de repelente/cicatrizante localizada no

abdoémen lateral de bovino.

Figura 16. Extracao cirdrgica de papilomas. A. Anestesia local subcutdnea no abdémen
lateral de bovino. B. Extracéo cirdrgica de papilomas no abddmen lateral de bovinos. C. Sutura
em ponto simples separado em lesédo cirdrgica para extracao de papilomas no abdémen lateral
de bovino. D. Leséo cirargica suturada com aplicacdo de repelente/cicatrizante localizada no

abdoémen lateral de bovino.
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Anexo Il - Resumo da submetido ao XXIII Congresso Latinoamericano de
Microbiologia 2016.

Su resumen se encuentra Finalizado

0504

Detection and characterization of bovine Papillomavirus in cutaneous papillomas samples
CC Lilian ', CAA Winnie®, PG Raylanne ', AFFS Luiz ', ER Rogerio2, AS Jéssica', ASBE Carla’
1 Universidade Federal de Goias, Brasil. 2 Universidade Federal de Goias - Campus Jatai, Brasil

Bovine Papillomavirus (BPV) is the eticlogic agent of bovine papillomatosis, infectious disease of
worldwide distribution, which generates numerous economic losses to livestock. It is characterized by
hyperproliferative lesions (papillomas) in the cutanecus and mucosal epithelia. which tend to
regression, but can persist or even progress to neoplasia. Depending on the location of the lesions can
occur numerous disorders in cattle, for example, blindness, difficulty/ impossibility of milking or
feeding, loss of reproductive function, and serves as a gateway to secondary infections. The BPV
viruses are small, circular non-enveloped DMA, which infect the basal cells of the epithelium, usually
microlesions. Until now, BPY viruses are divided into four genera: Delta papillomavirus (BPV -1, 2,
13), Episilon papillomavirus (BPV -5, 8). Xipa pillomavirus (BPY -3, 4, 6, 9,10, 11, 12) and BPV - 7.
which does not have an assigned genera. This study aimed to identify the BPV type in samples of skin
papillomas from cattle dairy fitness of the State of Goias - Brazil. To conduct the study were collected
papillomas from nine cattle of Girolando kind, of both sexes and aged between nine and 24 months.
Papillornas were processed individually, and each sample had its DNA extracted and subjected to
classical PCR, using primers designed for each virus type, with Bovine beta-globin gene was used as a
positive control reaction. Of the nine animals that were collected papillomas, was obtained positivity for
seven. The typing revealed the presence of BPV - 1in 57% (4/7) of the samples BPV: type 5 in 57%
(47, type 9in 14% (1/7), type 10 in 14% (1/7), type 12 in 28% (27}, type 13 in 14% (1/7). According
to the results, was identified the occurrence of three of four genera bovine papillomavirus in the
animals analyzed. It was also verified the occurrence of coinfection in four animals, and in one was
detected the BPY-1, 5 and 12 types; in another sample were detected, the BPYV-1, 10 and 13 types, in
another sample were detected the BPV- 1, 10 and13: and the fourth sample were found the BPV- 1 and
5 types, totaling 57% of the cattle infected with more than one viral type in the same lesion.

The results showed that about six viral types are present in the state of Goias, needing therefore
perform epidemiological study to detect all kinds of BPY that are present in the state and establish new
perspectives for prevention and treatment of injury established by bovine Papillomavirus.
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