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RESUMO

Araldi RP. Isolamento e identificacdo do Papilomavirus bovino em grupo experimental de
bovinos para a obtencdo de um banco de virus. [dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia)]. Sdo
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2014,

O Papilomavirus bovino (BPV) é o agente etioldgico da papilomatose bovina (PB), doenca
infectocontagiosa que gera importantes prejuizos econémicos a pecuaria, caracterizada pela
presenca de papilomas que regridem espontaneamente, mas que podem persistir e progredir a
malignidade. Atualmente ha 13 tipos de BPVs bem descritos na literatura, além de 32 supostos
novos tipos de BPVs. Este trabalho teve por objetivos isolar particulas virais de BPV, a partir de
papilomas cutaneos, previamente diagnosticados e tipificados, bem como realizar o diagnéstico
diferencial através de histopatologia e imunoistoquimica (IHQ) e, avaliar o potencial
clastogénico do virus in situ. 77 amostras de papilomas cutaneos de 27 bovinos da raca Simental
foram cirurgicamente removidas. O DNA foi extraido, submetido a PCR, empregando o0s
primers Delta-Epsilon e Xi. As bandas foram purificadas e sequenciadas. As sequéncias foram
analisadas através de bioinforméatica e comparadas com a base de dados do GenBank, através da
ferramenta BLASTN. Uma amostra representativa de cada animal foi submetida a anélise
histopatoldgica e IHQ. A avaliagdo da clastogenicidade foi realizada através de ensaio cometa
(EC) para tecidos. A tipagem viral mostrou uma prevaléncia de BPV-2 em 81,81% das amostras
analisadas, seguido de BPV-5, virus associados ao desenvolvimento de fibropapilomas. Foi,
também, detectada a presenca do suposto novo tipo viral BR/UEL2 em uma amostra, revelando a
diversidade de tipos virais circulantes no Brasil. A analise histopatoldgica revelou a presenca de
acantose, coilocitose, hipergranulose e hiperqueratose. Foi possivel detectar a presenca de
fibroblastos transformados, o que esta associado a acdo combinada das proteinas E5, E6 e E7,
sugerindo uma via de infeccdo através do sangue. Através da IHQ, foi observada a marcacédo de
L1 na camada cornea e basal, proximo a fibroblastos transformados, sendo este um indicio de
infeccdo produtiva em outros sitios menos diferenciados. Foi observada uma expressiva
marcacdo da oncoproteina E7 em todas as camadas do epitélio e no estroma, demostrando a
atividade viral em fibroblastos, sustentando o papel transformador do BPV nestas células. O EC
mostrou a acgdo clastogénica do BPV-2, 5 e 9, onde ndo foi observada diferenca estatistica
significativa entre os tipos virais. Os achados sustentam o papel oncogénico no BPV no
estabelecimento de um microambiente favoravel a malignizacéo. O isolamento viral foi realizado
através de ultracentrifugacdo em densidade Unica de cloreto de césio, empregando uma nova
metodologia, a qual se mostrou menos laboriosa do que aquelas ja descritas, envolvendo menos
etapas de centrifugacdo, permitindo o isolamento de particulas completas de BPV-2, iniciando o
banco de virus do Laboratorio de Genética do Instituto Butantan. A nova metodologia proposta
pode ser empregada com igual éxito no isolamento de outros papilomavirus.

Palavras-chave: Oncologia veterindria. Virus oncogénico. Papovaviridae. Histopatologia
animal. Imunohistoquimica. Mutagénese.



ABSTRACT

Araldi RP. Isolation and identification of Bovine papillomavirus in experimental group of cattle
in order to obtain a virus bank. [dissertation (Masters thesis in Biotechnology)]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2014.

The bovine papillomavirus (BPV) is the etiological agent of bovine papillomatosis, infectious
disease that causes significant economic losses to livestock. It is characterized by the presence of
papillomas that regress spontaneously, but can persist and progress to malignancy. Currently,
there are 13 types of BPVs described in the literature and 32 putative new types of BPVs. The
study aimed to isolate viral particles of BPV from skin papillomas, previously identified and
typified. Also, we performed the differential diagnosis by histopathology and
immunohistochemistry (IHC) and, evaluate the clastogenic potential of the virus in situ. 77
cutaneous papilloma samples of 27 cattle of Simmental breed were surgically removed. The
extracted DNA was subjected to PCR using Delta-Epsilon and Xi primers. The bands were
purified and sequenced. The sequences were analyzed using bioinformatics and compared to the
GenBank database, by BLASTN tool. A representative sample from each animal was subjected to
histopathological and IHC analysis. The evaluation of clastogenicity was performed using the
comet assay (CA) method for tissues. The viral typing showed a prevalence of BPV-2 in 81.81%
of the samples, followed by BPV-5, viruses associated with the development of fibropapillomas.
It was also detected the presence of the putative new virus type BR/UEL-2 in one sample,
showing the diversity of circulating virus types in Brazil. Histopathological analysis revealed the
presence of acanthosis, koilocytosis, hypergranulosis and hyperkeratosis. It was possible to
detect the presence of transformed fibroblasts, which is associated with the combination of E5,
E6, and E7 proteins, suggesting a pathway of infection through blood. By IHC, it was detected
the labelling of Llin corneal and basal layer, near the transformed fibroblasts, labelling
indicating productive infection at other sites less differentiated. An expressive E7 labelling was
observed in all layers of the epithelium and stroma, demonstrating the viral activity in
fibroblasts. The CA analysis showed the clastogenic action of BPV-2, 5 and 9, although no
statistically significant difference between viral types was observed. The findings support the
oncogenic action of BPV in establishing of favorable microenvironment for malignant
transformation. Virus isolation was performed by ultracentrifugation in single density of cesium
chloride, using a new method, which is less laborious than those already described, involving
fewer steps of centrifugation, allowing the isolation of entire particles of BPV-2, composing the
virus stock of Laboratory of Genetics of Butantan Institute. The new proposed methodology can
be used with equal success in isolation of other papillomaviruses.

Keyword: Veterinary oncology. Oncogenic virus. Papovaviridae, Animal histopathology.
Immunohistochemistry. Mutagenesis.
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O Brasil possui um rebanho bovino de aproximadamente 210 milhdes de cabecas,
configurando o segundo maior produtor mundial de carne, leite e couro. Entretanto, alguns
entraves ainda prejudicam a balanca comercial agropecuéria, tais como a febre aftosa e a
papilomatose bovina (PB) (Carvalho et al., 2012).

O Papilomavirus bovino (BPV) é o agente etioldgico da PB, doenca infectocontagiosa,
caracterizada pela presenca de lesbes hiperproliferativas (papilomas) que regridem
espontaneamente, mas que podem persistir e, na presenca de fatores genéticos e/ou ambientais,
podem progredir a malignidade (Freitas et al., 2011; Nascimento et al., 2012; Tuk et al., 2005;
Yaguiu et al., 2006).

Embora muitas vezes negligenciada, a PB gera importantes prejuizos econémicos a
pecudria, pois leva a queda da producdo leiteira, decorrente de quadros de mastites e da
obstrucdo dos tetos, dificultando a colocacdo da ordenhadeira mecénica, ao mesmo tempo em
que desvaloriza os animais e deprecia o couro (Monteiro et al., 2008).

Atualmente h4 treze tipos de BPV descritos na literatura, classificados em trés géneros:
Deltapapillomavirus (BPV-1, 2 e 13), Epsilonpapillomavirus (BPV-5 e 8) e Xipapillomavirus
(BPV-3, 4, 6,9, 10, 11 e 12). O BPV-7 permanece nao classificado em nenhum género (Lunardi
et al., 2012). Além destes, hd mais de 32 supostos novos tipos de BPVs (White, Howley, 2013).
Embora considerado espécie-especifico, 0 BPV-1, 2 e 13 pode infectar cavalos, mulas, zebras e
bdfalos resultando em sarcomas, tumores invasivos, porém ndo metastasicos (Lunardi et al.,
2013; Wobeser et al., 2012).

O BPV possui um genoma circular, de aproximadamente 8 Kb, divido em trés regides:
regido de controle precoce (ECR — Early Control Region) - que codifica as proteinas E1, E2, E4,
E5, E6 e E7 - tardia (LCR — Late Control Region) — que codifica as proteinas estruturais L1 e L2
que constituem o capsideo - e ndo codificante (NCR — Non-Coding Region) (Borzachiello,
2007).

As oncoproteinas codificadas pelo BPV (E5, E6 e E7) estdo envolvidas em Vvarios passos
da transformacéo celular e apresentam acao clastogénica, levando a instabilidade genémica, a
qual esta diretamente associada a carcinogénese (Araldi et al., 2013, Fernandes et al., 2013;
Stocco dos Santos et al., 1998).

A transmissdo do BPV pode se dar através do contato entre animais infectados ou da
exposicdo a &reas contaminadas por particulas virais tais como: ordenhadeira mecéanica,
bebedouro, comedouro, cordas e cercas (McBride et al., 2012). Em todas as formas de contagio

faz-se necesséria a presenca de uma lesdo tecidual, permitindo a exposi¢do de peptideoglicanos
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de sulfato de heparina, sitio de ancoragem da proteina L1, resultando na endocitose viral
(Fernandes et al., 2013).

A infeccdo pelo papilomavirus inicia-se na camada basal do epitélio, aonde o genoma
viral se mantém em nivel reduzido de copias e, a medida que ocorre a diferenciacdo celular da
epiderme, ha a replicacdo viral e a expressdo temporal de proteinas do capsideo, resultando na
montagem de particulas virais (McBride et al., 2012). Este processo configura um sistema de
replicacdo dependente de diferenciacdo, o que resulta na inexisténcia de um sistema da
propagacao viral in vitro (White, Howley, 2013).

Neste cenario, o isolamento viral é essencial a obtencdo de informagdes fisico-quimicas,
bioquimicas e bioldgicas das viroses, contribuindo sobremaneira em estudos soroldgicos e na
validacdo de produtos vacinais (Alli, Rossinck, 2007). Ha diversas metodologias para a
purificacdo de BPV, todas baseadas em ultracentrifugacdo em gradientes de cloreto de césio
(Buck et al., 2004; Bujard, 1967) ou de sacarose (Favre et al., 1975; Liu et al., 1997). Entretanto,
as técnicas de purificacdo de virions de DNA sdo laboriosas e englobam complicados
procedimentos para a obtencdo de quantidades de virions suficientes apds a ultracentrifugacéao

(Wang et al., 2007), justificando a necessidade de investimentos em novas metodologias.
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2.1 O Papilomavirus bovino (BPV)

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2014), o
Brasil possui o segundo maior rebanho bovino efetivo do mundo, com um total de
aproximadamente 210 milhdes de cabegas. Desde de 2004, o pais tornou-se lider mundial nas
exportacdes de carne e seus derivados, exportando para mais de 180 paises (Carvalho et al.,
2012). O clima tropical e a extensdo territorial do Brasil garantem as areas de pastagem e fazem
da bovinocultura um dos principais destaques do agronegdcio.

Segundo o MAPA, de 1960 a 2010 houve um aumento de 251% do nimero de cabegas e
um aumento de 39% das areas de pastagens para o mesmo periodo, indicando um elevado
aumento da pecudria intensiva. Entretanto, alguns entraves como a febre aftosa e papilomatose
bovina, geram importantes impactos econdmicos aos produtores, afetando a producao nacional
(Pacheco, 2006).

O Papilomavirus (PV) é um grupo de virus oncogénicos, pertencente a familia
Papillomaviridae, que apresenta tropismo para tecido epitelial escamoso e mucoso, afetando
todos os amniotas (Alberti et al., 2011, Rogovskyy et al., 2012; White, Howley, 2013). Este fato
leva a inclusdo de primatas e bovinos, estando associado as lesdes epiteliais benignas
(papilomas) e malignas (Borzacchiello et al., 2007; Freitas et al., 2003; Freitas et al., 2007;
Freitas et al., 2011; Kirnbauer et al., 1996; Larsen et al., 1987; Stocco dos Santos et al., 1998;
Roperto et al., 2008; Silva et al., 2012; Zheng, Baker, 2006; You, 2010).

A presenca de lesdes verrucosas em animais foi descrita ja no século IX, em equinos
(Lancaster, Olson, 1982) e em canideos (Nicholls, Stanley, 2000). Entretanto, foi somente em
1933 que o virus foi isolado a partir de lesbes de coelhos (Shope, Hurst, 1933; Leto et al., 2011).
Em 1935, Rous mostrou que o PV apresentava uma acdo oncogénica (Crawford, Crawford,
1963). Porém a estrutura genémica do PV somente foi descrita em 1963 (Crawford, Crawford,
1963). Entretanto, os estudos do PV somente comecaram a ganhar um gradual interesse a partir
de 1970, ap6s Zur Hausen ter mostrado a participacdo do papilomavirus humano (HPV) na
etiogénese do cancer cervical (Zur Hausen, 1999; Leto et al., 2011).

O Papilomavirus bovino (BPV) tem ocorréncia mundial, sendo o agente etiologico da
papilomatose bovina (PB), doenca infectocontagiosa, clinicamente caracterizada pela presenca

de lesBes hiperproliferativas (papilomas) que acometem o tecido cutaneo e mucoso, causando
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importantes prejuizos econémicos a pecuaria (Carvalho et al., 2003; Freitas et al., 2011,
Nascimento et al., 2012).

Os papilomas sdo lesbes de aspecto verrucoso, decorrentes de infeccBes por
papilomavirus, com consisténcia dura e coloracdo variando de entre branco-acinzentado a negra,
apresentando superficie &spera e fridvel que se destacam facilmente, contendo abundantes corpos
de cerato-hialina no estrato granuloso (Lowly et al., 2013; Fernandes et al., 2009; Rashad, Evans,
1967).

No Brasil, observa-se, independentemente do nivel da exploracdo pecuéria, a presenca de
infeccdo por BPV em rebanhos de corte (Araldi et al., prelo) e, principalmente leiteiro, havendo
uma maior aptiddo para este (Cascales et al., 2009). Estima-se que 60% do rebanho bovino
nacional esteja infectado pelo BPV (Stocco dos Santos et al., 1998; Cartaxo et al., 2013).

De acordo com o International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV, 2014) os
papilomavirus sdo classificados em 30 géneros de acordo com a diversidade de sequéncias
nucleotidicas da ORF (Open Reading Frame) do gene L1, o mais conservado, de modo que
diferencas acima de 10% entre duas sequéncias de DNA da mesma ORF definem um novo tipo
viral, ao passo que diferencas entre 2 e 10% definem um novo subtipo viral (De Villiers et al.,
2008).

Os papilomavirus sdo divididos em trés géneros: Deltapapillomavirus (BPV-1, 2 e 13),
Epsilonpapillomavirus (BPV-5 e 8) e Xipapillomavirus (BPV-3, 4, 6, 9, 10, 11 e 12), e 0 BPV-7
que permanece ndo classificado em nenhum género, conforme figura 1 (Freitas et al., 2011).
Atualmente ha treze tipos de BPV descritos na literatura, embora esse nimero possa ser superior
a vinte (Araldi et al., no prelo; Lunardi et al., 2012). Além destes, ha 16 supostos novos tipos de
BPV, sendo eles: BAA-1 a -4, BAPV-3 a -5, BAPV-7 a -10, BAPPV11MY e BPV/BR-UEL-2 a
-5, sendo que 0 BAA-1 passou a ser designado por BPV-12 (Zhu et al., 2012), embora o nimero
de PVs continue crescendo (White, Howley, 2013).
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Figura 1 — Organizagdo dos 13 tipos descritos de BPVs de acordo com
seus respectivos géneros.
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Fonte: Adaptado de Costa et al. (2013)

O BPV-1 ¢ responsavel por causar fibropapiloma peniano, BPV-2 esta associado a génese
de verrugas cutaneas, hematdria enzodtica cronica (HEC), fibropapilomas digestorios e tumores
na bexiga urindria (Pathania et al., 2012; Roperto et al., 2010; Tan et al., 2012), BPV-3,
papilomas cutaneos, BPV-4, papilomas epiteliais do trato gastrointestinal (Shafti-Keramat et al.,
2009), BPV-5/6 induzem a génese de fibropapilomas mamarios, BPV-8, associado a papiloma
cutaneo e BPV-9/10, papiloma epitelial escamoso de mama (Campos et al., 2008; Melo et al.,
2014; Stocco dos Santos et al., 1998). O BPV-11 esta associado a papilomas cutaneos (Hatama
et al., 2011) e o BPV-12, a papilomas epiteliais cutaneos e de lingua (Zhu et al., 2012). Embora
primeiramente descrito no Japdo, o BPV-12 ja foi detectado no Estado de Sdo Paulo (Araldi et
al., no prelo). O BPV-13 esta associado a inducdo de fibropapilomas (Lunardi et al., 2013).

Os Deltapapillomavirus podem, também, causar sarcomas equinos, tumores
fibroblasticos ndo metastasicos e invasivos (Anjos et al., 2010; Lunardi et al., 2013; Wobeser et
al., 2012), cancer de bexiga e esdfago. Embora considerado espécie-especifico (Alberti et al.,
2011), os tipos virais BPV-1, 2 e 13 podem afetar cavalos, mulas, zebras e bdfalos (Finlay et al.,
2009). Evidéncias evolutivas apontam que a domesticacdo do gado e de cavalos proporcionou o
contato fisico entre estas espécies, garantindo ao BPV-1 e 2 0 acesso a seu novo hospedeiro, no
qual os virus encontraram um sucesso em termos de colonizacdo e persisténcia da infec¢do
(Gottschling et al., 2011).
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Embora a origem das viroses ainda permaneca incerta, a diversidade de tipos virais de
Papilomavirus pode ser explicada por multiplos mecanismos evolutivos que envolvem processos
de recombinacdo e adaptacdo viral (Freitas et al., 2011). Além do mais, os virus sofrem uma
pressdo evolutiva que maximiza sua capacidade de replicacdo e difusdo, enquanto minimiza o
tamanho de seu genoma (Gottschling et al., 2011; Holland, Domingo, 1998; Talbert-Slagle,
Dimaio, 2009).

Estima-se que os PVs tenham surgido concomitantemente com os tetrdpodes na Era
Paleozdica, Periodo Carbonifero, hd 330 milhdes de anos (Rector, Van Ranst, 2013). Os PVs
constituem uma das mais antigas e extensas familias de virus conhecida, tendo sido reconhecida
como carcindgenos de tipo | pela International Agency for Research on Cancer (IARC) em 1995
(Rector, Van Ranst, 2013).

O BPV apresenta um genoma circular de 8 Kb, que quando relaxado apresenta 2,25 um +
5% (Waldeck et al., 1984) composto por DNA dupla-fita associado a proteinas semelhantes a
histonas (Leto et al., 2011), envolto por um capsideo icosaédrico, composto por 360 cépias da
proteina L1 de 55 KDa (Baker et al., 1991; Liu et al., 1997), organizada em 72 caps6meros e,
aproximadamente 12 copias da proteina L2, com 39 KDa (Goes et al., 2008; Roperto et al.,
2008), apresentando um peso molecular de 5,2 X 10° Da (Orth et al., 1977), estando diretamente
associado a diversas patologias veterinarias, conforme figura 2 (Campos et al., 2008; Demasi et
al., 2005 e 2007; Goes et al., 2008).

Os pentdmeros da proteina L1 se ligam através de pontes dissulfidicas, que estabilizam o
capsideo viral, ao passo que a proteina L2 oclui o centro de cada capsémero pentavalente
(Fernandes et al., 2013).
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Figura 2 — Fotomicroscopia eletrénica do BPV.

Fotomicroscopia eletrénica mostrando o DNA circular do BPV (A), reconstrucdo tridimensional do capsideo viral
obtida a partir de microscopia crioeletrénica (B) e particulas virais de BPV (C). Fonte: Modificado de Baker et al.
(1991), Bujar et al. (1964) e Liuetal., 1997.

O genoma do Papilomavirus é divido em trés regides: regido de controle precoce (ECR —
Early Control Region), tardio (LCR — Long Control Region) e ndo codificante (NCR — Non-
Coding Region, também conhecida por URR — Upstream Regulatory Region), separadas por dois
sitios de poliadenilacdo (Borzachiello, 2007; Leto et al., 2011; Zheng, Baker, 2006), sendo que
apenas uma das fitas de DNA atua como molde para a transcri¢do, codificando transcritos
policistrénicos de MRNA (Fernandes et al., 2013).

A ECR ocupa 50% do genoma viral, possuindo aproximadamente 4.000 pb e codifica as
proteinas E1, E2, E4, E5, E6 e E7, a LCR ocupa 40% do genoma, com aproximadamente 3.000
pb e contém os genes L1 e L2, que codificam proteinas do capsideo e a NCR que ocupa 10% do
genoma, com aproximadamente 1.000 pb, ndo sendo codificante, entretanto, esta contém a
origem da replicacdo e os sitios de ligacdo de mdltiplos fatores de transcri¢cdo, importante na
regulacdo da RNA polimerase Il, conforme figura 3 (Borzachiello, 2007; Leto et al., 2011,
Rampias et al., 2013; Zheng, Baker, 2006).
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Figura 3 — Genoma do papilomavirus bovino e o papel dos
respectivos genes.
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2.2 As proteinas expressas pelo BPV e suas respectivas fungoes

As oncoproteinas codificadas pelo BPV estdo envolvidas em varios passos da
transformacao celular e apresentam acdo clastogénica, levando a instabilidade genémica, a qual
esta diretamente associada a malignidade (Araldi et al., 2013, Fernandes et al., 2013; Stocco dos
Santos et al., 1998).

A ORF E1 contém 1.818 pb e codifica a proteina nuclear E1, fosforilada na regido N-
terminal e C-terminal, com importancia destacada durante a replicacdo viral (Campos, 2011,
Enemark et al., 2000; Ferraro et al., 2011). A proteina E1 atua como uma helicase dependente de
ATP, conferindo energia para hidrolisar o descondensamento da dupla-fita de DNA (Bian et al.,
2007; McBride et al., 2012). Sua ligacdo se da por meio de sitios especificos definidos como
sequéncias de reconhecimento de origem (ori) (Castella et al., 2006).

A ORF E2 codifica a proteina E2, composta por 605 aminoacidos altamente conservados,
sendo fundamental para criar um ambiente favoravel para o estabelecimento da infeccdo, estando

associada a replicacdo do DNA, manutencdo do epissomo, transcricdo viral e empacotamento do
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DNA durante a montagem viral (Campo, 1997; Enemark et al., 2000; Fernandes et al., 2013;
Ferraro et al., 2011; Kurg et al., 2006; McBride et al., 2012; You, 2010).

A proteina E2 se liga a cromossomos mitoticos, levando a uma distribuicéo eficiente do
genoma do BPV nas células-filhas (Borzacchiello, 2007), tendo um papel de destaque na
regulagéo da transcricéo e replicacgdo viral (Buck et al., 2004; Lace et al., 2012) ao passo que as
proteinas E5, E6 e E7 sdo responsaveis pela imortalizacdo das células transformadas (Araldi et
al., 2013). Sabe-se, também, que a proteina E2 é imunogénica e, portanto, modula a resposta
imune e cuja degradacao resulta no aumento da expressao das proteinas E6 e E7 (Fernandes et
al., 2013; Ferraro et al., 2011; Monte, Peixoto, 2010).

De acordo com Cai et al. (2013), a proteina E2 regula a repressao transcripcional das
oncoproteinas E6 e E7, ao se ligar a sequéncias palindrdmicas em quatro sitios de ligacdo na
LCR (E2BS - E2 binding sites). Além do mais, trabalhos recentes mostram que a proteina E2 se
liga ao bromodominio Brd4 e que tal ligacdo é conservada nos PVs e medeia a associagdo entre
E2 e a cromatina, de modo que a interacdo E2-Brd4 vem se mostrando um alvo para o
desenvolvimento de drogas antivirais (Campo, 1997; Ferraro et al., 2011; Schweiger et al.,
2006).

A ORF ES3 esté presente na minoria dos PVs e sua funcdo ainda permanece desconhecida
(Rivoite et al., 2006). A ORF E4 encontra-se dentro da ORF E2 (Doorslaer, 2013) e codifica a
proteina E4, extremamente abundante em lesdes, onde representa 30% do total de proteinas
(Campo, 1997), tendo como funcdo auxiliar a penetragcdo do virus nas células basais, ao mesmo
tempo em que esta relacionado com a perturbacao da integridade da queratina, sendo responsavel
pelo efeito citopético (Ferraro et al., 2011; Doobar, 2013; Sousa et al., 2011).

Os genes E6 e E7 se encontram na mesma ORF, sendo transcritos em um mRNA
bicistronico E6/E7, que possui um enhancer a montante do promotor P97 na regido de controle
tardio (LCR) (Cai et al., 2013). A superexpressao de E2 pode reprimir a transcri¢cdo dos genes E6
e E7 e induzir a apoptose, pois a proteina E2 pode se ligar a sequéncia palindrémica
ACCGNA4CGGT, presente em quatro sitios de ligacdo (E2BSs — E2 binding sites), incluindo o
enhancer de P97 (Cai et al., 2013; Monte, Peixoto, 2010).

A ORF E5 codifica um polipeptidio hidrofébico transmembrana, com atividade
oncogénica (Borzacchiello, 2007; Talbert-Slagle, Dimaio, 2009). O polipeptidio E5 é composto
por 44 aminoacidos, que se expressa na camada basal do epitélio infectado, sendo encontrado na
membrana do reticulo endoplasmético e complexo de Golgi, promovendo a alcaliniza¢do da
mesma, resultando no sequestro de moléculas do complexo de histocompatibilidade de classe I e
I1 (MHC-I e I1) (Borzacchiello, 2007; Campo, 2000).
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A oncoproteina E5 se liga e dimeriza com o receptor do fator B de crescimento (PDGFf
— platelet-derived growth fator receptor), formando um complexo estavel, que leva a
fosforilacdo da tirosina, induzindo a proliferacao celular (Borzacchiello et al., 2006; Maiolino et
al., 2013; Roperto et al., 2007), a0 mesmo tempo em que resulta em uma organogénese anormal
(Mariz et al., 2013). A E5 se liga, também, a subunidade vacuolar de 16 KDa do complexo H*-
ATPase, resultando na alcalinizacdo da membrana do Complexo de Golgi. Desta forma, o MHC-
| é sequestrado, 0 que impede que 0 mesmo atinja a superficie celular (Demasi et al., 2005, 2007;
Hartt et al., 2011; Nepon, 2013). Ao mesmo tempo em que promove uma reducdo da expressdo
de mRNA de MHC-I e II, E5 leva a um processo de evasao do sistema imune (Borzacchiello,
2007; Fernandes et al., 2009; Tsai, Chen, 2003).

A ORF E6 contém 414 pb e codifica uma proteina composta por 137 aminoacidos,
responsavel pela alteracdo do citoesqueleto de actina, e pela degradacdo proteossdmica via
ubiquitinizacdo da p53 (Cheville, 2004a; Duensing, Munger, 2002; Zhu et al., 2012), a partir da
formagédo do complexo E6-ubiquitina ligase (AP) (E6AP) (Liu, Baleja, 2008; Tan et al., 2012),
bloqueando o sinal da via apoptoticas (White, Howley, 2013). A ubiquitinizacdo é a degradacéo
proteossdmica mediada pela adicdo de mondmeros de ubiquitina, destinando a proteina a
degradacéo (Cai et al., 2013)

A p53 é uma proteina supressora tumoral, codificada pelo gene TP53, capaz de regular a
transcricdo da p21, um importante inibidor de quinase dependente de ciclinas (Shamanna et al.,
2012). Alem do mais a oncoproteina E6 atua sob os checkpoints da divisdo celular, estando
associada a proliferacdo celular, ao mesmo tempo em que afeta o sistema de reparo, levando ao
acumulo de lesdes no DNA (Liu, Baleja, 2008; Tan et al., 2012). De acordo com White e
Howley (2013), a oncoproteina E6 apresenta um efeito epigenético, ligando-se ao complexo de
acetiltransferases CBP-p300, que bloqueia a transcri¢éo da p53.

A ORF E7 codifica uma proteina de 127 aminoacidos que interage com a proteina p600,
também conhecida por UBR4, responsavel pela sobrevivéncia celular e morfogénese (Demasi et
al., 2007; Freitas et al., 2011; White, Howley, 2013). O complexo E7-p600 estimula a expressao
de E6, levando a transformacéo celular (Demasi et al., 2007). Além do mais, a oncoproteina E7
degrada a proteina supressora tumoral pRb e interage com a as CDKs p21Va/eiPl o po7kirl
resultando em transformacdo maligna (Duensing, Minger, 2002; White, Howley, 2013). A
degradacéo da pRb leva a liberacdo do fator de transcricdo E2F, que promove a entrada na fase S
(sintese) interfasica e, portanto, da replicacéo celular e viral (White, Howley, 2013).

De acordo com Cortes-Gutiérrez et al. (2012) e Duensing e Minger (2002), as

oncoproteinas E6 e E7 induzem anormalidades centroméricas, elevando o risco de segregacao
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cromossdmica errbnea e aneuploidias, além de estimular a replicagdo intensiva do DNA,
favorecendo quebras do DNA que promovem a instabilidade gendmica.

A instabilidade gendmica € evidenciada por perda e ganho cromossdémico, sendo
frequentemente observada em tumores solidos, sendo o primeiro evento que leva a
transformacéo celular (Cortes-Gutiérrez et al., 2012; Duensing, Miinger, 2002; Toledo, 2011). A
acdo combinada das oncoproteinas E5, E6 e E7, levando a instabilidade genética e a eventual

transformacédo maligna é mostrada na figura 4.

Figura 4 — Acdo combinada das oncoproteinas E5, E6 e E7.
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A acdo combinada das oncoproteinas E5, E6 e E7 promove a inibicdo da apoptose e o estimulo
mitogénico. A acdo clastogénica da E6 e E7 promove o acimulo de mutagdes, levando a
instabilidade genética e a eventual transformacao maligna. Fonte: Modificado de Grce et al. (2013)

De acordo com Hobre et al. (2009) e You (2010), o controle epigenético do oncogene E6
se da por sua acdo inibitoria sob o mediador de acetilagdo p300 na p53 e no nucleo das histonas
nucleossomais, ao passo 0 E7 aumenta a acetilacdo de histonas do pRb e interage com as

proteinas dos microtdbulos na mitose, resultando em defeitos do alinhamento dos cromossomos
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durante a prometafase. Além do mais, as oncoproteinas E6 e E7 promovem o aumento da
expressao e da atividade da DNA metiltransferases (DNMT1) (Leonard et al., 2012).

Em resumo, os papilomavirus podem modular a atividade de E6 e E7 por meio da proteina
E2, evitando a morte celular, garantindo o funcionamento da maquinaria necessaria para
expresséo e replicagdo do DNA viral (Cai et al., 2013). A funcdo resumida de cada uma das
respectivas proteinas expressas pelo BPV é mostrada na tabela 1.



Tabela 1 — Resumo da fungéo das proteinas codificadas pelo genoma do BPV

Proteina

Funcéo

L1

- proteina maior do capsideo viral, estabilizacdo do capsideo e
ligacdo a peptideoglicanos de superficie celular do hospedeiro
(Fernandes et al., 2013; Goes et al., 2008; Roperto et al., 2008,).

L2

- proteina menor do capsideo viral, controle da transcrigdo viral,
replicacdo do DNA, segregacdo do genoma viral (Fernandes et al.,
2013).

El

- replicacdo viral, atuando como uma helicase dependente de ATP
(Bian et al., 2007; Campos, 2011, Castella et al., 2006; Freitas et al.,
2011; McBride et al., 2012).

E2

- replicagdo do DNA, manutencdo do epissomo, modulacdo da
resposta imune, transcricdo viral, regulacdo génica de E6 e E7 e
empacotamento do DNA durante a montagem viral (Borzacchiello,
2007; Fernandes et al., 2013; Kurg et al., 2006; McBride et al.,
2012; You, 2010).

E3

- sem funcgéo conhecida, presente na minoria dos PVs (Rivoite et al.,
2006).

E4

- auxilia na penetracdo viral nas células basais, atua na perturbacéo
da integridade da queratina, sendo responsavel pelo efeito citopatico
(Doobar, 2013; Ferraro et al., 2011; Sousa et al., 2011).

E5

- proliferagdo celular a partir da dimerizagdo com PDGEFp,
downregulation de MHC-I e Il, evasdo do sistema imune, ativagdo
da via de sinalizacdo de fator de crescimento epidermal (EGFR)
(Borzacchiello et al., 2006; Borzacchiello, 2007; Hartt et al., 2011
Roperto et al., 2007; Talbert-Slagle, Dimaio, 2009; Tsai, Chen,
2003).

E6

- disrrupc¢do do citoesqueleto de actina, clastogénese, afeta sistema
de reparo, proliferacdo celular e degradacdo proteossomica via
ubiquitinizacdo da p53 (Cai et al., 2013; Cheville, 2004% ; Duensing,
Minger, 2002; Liu, Baleja, 2008; Zhu et al., 2012).

E7

- transformacdo celular, degradacdo da proteina supressora tumoral
pRb, desregulacdo do ciclo celular e tumorigénese (Demasi et al.,
2007; Freitas et al., 2011).

2.3 A infecgéo pelo Papilomavirus bovino (BPV)
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O BPV ¢ endémico em varias partes do mundo e sua dispersdo pode se dar de forma

direta (através do contato entre animais infectados) ou indireta (por meio de contato com areas

contaminadas por particulas virais, tais como ordenhadeira mecanica, bebedouro, comedouro,

cordas e cercas) ou transmitido por insetos (Finlay et al., 2009; Love et al., 2012; Muro et al.,

2008).

A infeccdo pelo BPV tem inicio a partir de uma micro-lesdo tecidual, que expde 0s

peptideoglicanos de sulfato de heparina que compde a membrana plasmatica (Hartt et al., 2011,
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McBride et al., 2012; Shafiti-Keramati et al., 2003). A proteina L1 do BPV se liga ao sulfato de
heparina, levando a uma mudancga conformacional que expBe a proteina L2 que é clivada pela
furina, resultando em uma segunda alteracdo estrutural, permitindo a ligacdo do virus a integrina
a6, de modo que as particulas virais sdo internalizadas através de endocitose, mediada por
clatrina e caveolina (Hartt et al., 2011; McBride et al., 2012), cerca de 2-4 horas apés a ligacao
do virus a superficie da membrana celular (Fernandes et al., 2013) (figura 5).

Figura 5 — Modelo esquematico de infec¢do pelo papilomavirus

Sulfato de heparina Furina Integrina alfa 6

A) Proteina L1 do capsideo viral se liga aos receptores de sulfato de heparina presente na membrana da célula
hospedeira resultando em uma mudanga conformacional, expondo a proteina L2 que é clivada pela furina,
levando a uma segunda mudanca conformacional que permite a ligagdo do virus a integrina 06, levando a
internalizacdo do virus. B) Particulas virais ja ativadas podem se ligar diretamente a integrina a6, sem a
participacdo da clivagem pela furina. Fonte: Modificado de Day e Schiller (2009).

Recentemente, estudos tém mostrado outras moléculas como participantes da infeccdo
celular, sendo elas a laminina 5 ou 332, a6 integrina (CD49f) e fatores de crescimento (Florin et
al., 2012; Yaguiu et al., 2006). A laminina 5 é uma integrina sintetizada por queratindcitos basais
(Florin et al., 2012; Yaguiu et al., 2006).

A infeccdo pelo papilomavirus se inicia na camada basal do epitélio, nas células
indiferenciadas, onde o genoma viral se mantém em baixo nimero de cépias e epissomal
(Campo, 1997; Liu, Baleja et al., 2008; McBride et al., 2012; Moody, Laimins, 2010). Apds a
infeccdo celular, o ciclo reprodutivo do BPV se da com (1) a formacgédo de genomas virais em
baixo nimero de copias, (2) a manutencao da replicagdo e (3) amplificacdo vegetativa em células
diferenciadas (McBride et al., 2012). Assim sendo, o virus s6 completa seu ciclo reprodutivo por
meio de uma diferenciacdo concomitante das células epiteliais, o0 que resulta na ineficiéncia da
propagacdo dos virions em cultura de tecidos (Shafiti-Keramati et al., 2003; White, Howley,

2013). A figura 6 mostra de forma resumida a expressao diferencial das proteinas do BPV.
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Figura 6 — Expressao diferencial das proteinas do BPV
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Fonte: Modificado de Venutti et al. (2011)

A persisténcia viral e os mecanismos de evasdo imune, conferidos pela reducdo da
expressdao do MCH-1 e Il e de receptores Toll-like 9 pode manter a presenga viral por longos
periodos de tempo, com ou sem episddios agudos da doenca, embora o animal seja um
disseminador em potencial de particulas virais (Manglennon, Doobar, 2012).

No caso especifico do BPV-2, este pode ser transmitido de forma vertical, uma vez que
foi constatada que a placenta representa um sitio ativo para a infec¢do pelo virus, que pode
completar seu ciclo de vida no endométrio uterino e no epitélio coriénico (Roperto et al., 2007;
Wosiacki et al., 2002). Além do mais, a atividade viral do BPV em sangue periférico vem sendo
demostrada a partir da observacdo do virus em linfécitos CD4+ e CD8+, que por apresentarem
sulfato de heparina na membrana celular s&o sitios de infec¢des (Hartt et al., 2011; Roperto et al.,
2007). Publicagdes recentes mostraram, também, a atividade do BPV em sangue periférico por
meio do ensaio cometa (Araldi et al., 2013) e RT-PCR (Silva et al., 2013). A figura 7 mostra a
presenca de BPV em diferentes tecidos, sugerindo o papel do dos linfécitos como veiculo

disseminador de particulas virais.
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Figura 7 — Identificacdo de BPV em outros tecidos

Identificacdo da proteina E5 de BPV-2 em linfdcitos de sangue periférico (A) e epitélio coribnico de bovino através
de IHQ (B), identificacdo de sequéncia L1 de BPV-2 em espermatozoide de animal infectado (C) e células
sanguineas em hemangioma uterino infectadas por BPV-1, 2 e 4 (D) através de hibridizagdo in situ. Fonte:
Modificado de Lindsay et al. (2009), Roperto et al. (2008), Roperto et al. (2012) e Yaguiu et al. (2009).

2.4 Aspectos clinicos e eventuais tentativas terapéuticas da Papilomatose bovina (PB)

A PB, também conhecida por figueira, verrucose, fibropapilomatose e epitelioma
contagioso, € uma enfermidade infectocontagiosa tumoral benigna, que afeta, majoritariamente,
0 gado jovem, sendo causada por um agente etiologico viral (BPV) de natureza fibroepitelial que
infecta células basais do epitélio, formando projecdes digitiformes micro e macroscopicas,
conforme mostrado na figura 8 (Lancaster, Olson, 1982; Monteiro et al., 2008; Turk et al., 2005).
De acordo com Turk et al. (2005), os tumores frequentemente regridem espontaneamente,
entretanto, podem persistir e, na presenca de cofatores genéticos e/ou ambientais, podem

progredir para um cancer.
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Figura 8 — Papilomatose bovina observada em um animal de um ano, no qual se
observa inimeros papilomas cutaneos na regido de cara e pescogo

Embora muitas vezes negligenciada por criadores e profissionais, a PB gera importantes
prejuizos econdmicos a pecuéria, pois leva a queda da producéo leiteira decorrente de quadros de
mastites e obstrucdo dos tetos, observada, sobretudo, em fémeas primiparas. Nestes casos, a
higienizacdo é complexa e interfere no fluxo do leite, podendo levar a sangramento do teto, dor
na ordenha e dificuldade de encaixe da ordenhadeira mecéanica (Monteiro et al., 2008; Muro et
al., 2008).

A PB apresenta um potencial oncogénico, embora 0s mecanismos carcinogénicos do
BPV ndo estejam totalmente elucidados, porém sabe-se que a malignizacdo € um processo
decorrente de anos ou décadas de acimulo de mutagdes estocésticas induzidas (Liu, Baleja,
2008).

O tratamento da PB envolve diferentes procedimentos, tais como: (1) a excisao cirirgica
e cauterizacdo dos sitios das lesdes, que promove uma estimulacdo do sistema imune humoral,
promovendo a queda espontanea de outros papilomas, porém a técnica mostra-se ineficiente em
rebanhos de alta incidéncia da doenga; (2) (auto)-hemoterapia, procedimento que consiste na
retirada e aplicacdo imediata de sangue venoso, por via intramuscular profunda gerando um
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estimulo no sistema imune inespecifico, levando a queda dos papilomas (Muro et al., 2008). Tais
procedimentos ndo tém sido eficientes, o que é caracterizado pela incidéncia progressiva da
doenca. Até a presenta data ndo ha vacinas profilaticas e/ou terapéuticas disponiveis no mercado

contra a PB.

2.5 A correlacdo entre a Hematuria Enzodtica Bovina (HEB), a ingestdo de samambaia e
0 BPV na génese de tumores malignos de bexiga e esofago

A hematlria enzodtica bovina (HEB) é clinicamente caracterizada por hemorragias
intermitentes que conduzem a anemia e a0 emagrecimento progressivo (Wosiack et al., 2012).
Tal doenca se caracteriza por lesbes hemorragicas e hiperplasicas da mucosa vesical que,
frequentemente, evoluem para neoplasia, afetando bovinos entre trés e cinco anos, sem
preferéncia por raca (Wosiack et al., 2002).

De acordo com Wosiack et al. (2002) a HEB esta associada a alteragdes nutricionais,
como a falta ou excesso de molibdénio no solo, a ingestdo de espécies vegetais Pteridium
aquilinum, P. esculetum, P. revolutum, Chelanthes seiberi, Encephalartos hilderbrandti,
Ranunaelus montana, R. acris, Climatis vitalba, bem como pela bactéria Corynebacterium renali
e fungo Fusarium spp.

A Pteridium aquilinum (figura 9A) € uma pteridéfita pertencente a familia
Dennstaedtiaceae, cuja distribuicdo biogeografica é observada em sélos pobres, acidos, com
baixos niveis de célcio e fésforo e umidade relativa elevada (Plessers et al., 2013; Wosiacki et
al., 2002). A P. aquilinum é uma espécie frequentemente observada no sul do Estado do Espirito
Santo, aonde a HEB é observada em 56,4% do rebanho bovino leiteiro, resultando em prejuizos
econémicos (Dias et al., 2012).

A P. aquilinum possui compostos mutagénicos, carcinogénicos e imunossupressores que
podem levar a neoplasia maligna de bexiga, que representa 0,01% das malignidades bovinas,
acometendo animais adultos, sobretudo aqueles que habitam regides montanhosas aonde a
presenca da samambaia é frequente (Dias et al., 2012; Maiolino et al., 2013; Roperto et al.,
2010).

Entre estes compostos destacam-se: glicosideos carcinogénicos como prunasina,
quercetina (figura 9B), os ptaquilosideos (figura 9C), o acido shikimico e a tiaminase, enzima
qgue atua na vitamina Bl (Borzacchiello, 2007; Plesser et al.,, 2013). Os sinais clinicos

decorrentes da intoxicacdo cronica pela pteridofita envolvem: inapeténcia, anorexia,
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emagrecimento progressivo, andar cambaleante, diarréia sanguinolenta, tosse, disfagia,

regurgitacao e halitose (Costa et al., 2011; Tobar et al., 2011).

Figura 9 - Samambaia P. aquilinum e suas substancias
carcinogénicas e imunossupressoras
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Samambaia P. aquilinum (A), quercetina (B) e ptaquilosideos, compostos
carcinogénicos presentes na pteridofita (C).Fonte: Modificado de Pleser et al.
(2013) e Velloso et al. (2009)

A possibilidade de o cancer ser ocasionado por agentes infeciosos é discutida ha décadas,
sendo que Amédée-Borrel, em 1903, foi o pioneiro a sugerir que tais agentes poderiam levar a
transformacéo celular (Graner, 2000). Entretanto, somente em 1932 foi que Richard Shope
descreveu o papilomavirus de coelhos como um agente carcinogénico viral (Graner, 2000;
Shope, Hurst, 1933). Desde entéo, é conhecido o papel oncogénico dos PVs. Ha diversos
trabalhos na literatura que mostram que o BPV-2 esta relacionado a co-carcinogenicidade e a
etiologia da HEB (Dias et al., 2012; Stocco dos Santos et al., 1998; Roperto et al., 2007;
Wosiacki et al., 2002). De acordo com Borzacchiello (2007) a proteina E5 do BPV-2 possui um
papel de destaque na génese do cancer urotelial, uma vez que a oncoproteina E5 leva ao aumento
da expressdo dos genes ras e da cicloxigenase-2 (COX-2), a0 mesmo tempo em que acelera a
atividade das telomerases. De acordo com Roperto et al. (2010), a proteina E5 interage

diretamente com o receptor de PDGF, levando a resposta mitogénica.
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Diversos estudos apontam aberra¢Ges cromossdmicas em linfécitos de sangue periférico
de bovinos infectados por BPV e que se alimentaram de P. aquilinum (Borzacchiello, 2007;
Moura et al., 1988; Wosiacki et al., 2002). De acordo com Stocco dos Santos et al. (1998),

apenas a infeccdo pelo BPV pode resultar em fragilidade cromossomica.

2.6 Aspectos histopatoldgicos e imuno-histoquimicos da Papilomatose bovina

A avaliacdo histopatoldgica da lesdo representa um importante processo de avaliagdo,
pois permite caracterizar tumores intraepiteliais associados a viroses com potencial oncogénico,
tal como a ocasionada pelo BPV, sendo um método complementar a tipificacdo molecular por
meio de PCR (Cascales et al., 2009; Leto et al., 2011; Monteiro et al., 2008; Turk et al., 2005).

Os papilomas representam neoplasias epiteliais que produzem projecdes semelhantes a
“dedos” a partir da superficie celular (Cheville, 2004). De acordo com Monteiro et al. (2008), as
lesdes sdo classificadas em: tipicas, pedunculadas, atipicas, filamentosas e em “grdo-de-arroz”
(figura 10). Os papilomas pedunculados séo de fécil disseminagdo, pois sangram facilmente e,
consequentemente, infectam animais sadios através do contato direto com instalagdes, troncos,

baias e mourdes contaminados (Monteiro et al., 2008).

Figura 10 — Classificacdo dos papilomas
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Fonte: Adaptado de Monteiro et al. (2008)

A andlise histopatoldgica mostra, também, uma predilecdo por areas anatomo-
topogréficas especificas relacionadas aos tipos virais (Monteiro et al., 2008). Entre os achados
anatomopatologicos observados nas lesdes papilomatosas observa-se a hiperplasia de células da
camada espinhosa (acantose), hiperqueratose paraqueratdtica, papilomatose e coilocitose (Anjos
et al., 2010; Lancaster, Olson, 1982; Turk et al., 2005). Histopatologicamente, a papilomatose

bovina cutdnea é descrita como um efeito citopatico viral, conhecido por coilocitose,
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caracterizado por células vacuolizadas com nucleos fortemente basofilicos e picnoticos, envolto
por um halo claro, estando associado a infecgdo pelo BPV (Leto et al., 2011).

A imunoistoquimica (IHQ) consiste em uma importante técnica que permite avaliar a
presenca de proteinas expressas pelo virus, indicando a presenca e atividade viral (Nakamura et
al., 1997). A técnica consiste no emprego de anticorpos primarios, capazes de se ligarem a
epitopos alvos. Quanto a identificacdo do BPV através de IHQ ha anticorpos monoclonais
disponiveis no mercado, incluindo anti-L1, que permite a deteccéo da proteina maior do capsideo
viral, anti-E6, pouco empregado, pois apresenta inespecificidade de ligagéo, anti-E7, que permite
a imuno-deteccdo da oncoproteina E7 e o anticorpo conjugado E1"E4, permitindo a marcagéo
das proteinas precoces E1 e E2, associadas com a replicagdo viral.

2.7 O Diagnostico do BPV

Os estudos envolvendo técnicas diagndsticas do BPV tém atraido grande interesse devido
aos problemas decorrentes da infeccdo viral, tais como dermatites e cancer, que resultam em
impactos econdmicos significativos na pecuaria industrial (Nascimento et al., 2012).

As técnicas diagndsticas consistem em exame clinico, analise histopatoldgica (Betiol et
al., 2012) e deteccdo do DNA viral através de PCR, Southern blot, Dot blot, Reverse blot e
hibridizacéo in situ com sondas biotiniladas ou radiomarcadas (Del Fava et al., 2001; Leto et al.,
2011). O emprego de anticorpos monoclonais contra epitopos de BPV também constitui uma
técnica diagnoéstica por meio de imunoistoquimica (Elzein et al., 1991).

Entretanto, a identificacdo e tipificacdo do BPV através da Reacdo da Polimerase em Cadeia
(PCR), empregando primers degenerados, seguido de purificacdo, sequenciamento e analise de
similaridade de sequéncias através de programas computacionais e ferramentas virtuais como o
BLAST, mostra-se 0 método mais sensivel para a deteccdo viral (Borzacchiello et al., 2003;
Carvalho et al., 2012; Ogawa et al., 2004; Jelink, Tachezy, 2005; Leto et al., 2011; Monteiro et
al., 2008; Nascimento et al., 2012; Zhu et al., 2012). O diagndstico molecular pode, também, ser
realizado por meio da técnica PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
(Carvalho et al., 2013).

O uso de primers especificos também tem sido empregado com éxito, porém ndo permite a
deteccdo dos treze tipos descritos em uma mesma reacdo, bem como ndo é capaz de detectar
supostos novos tipos virais. O uso de metodologias envolvendo Nested PCR, que envolve o uso

de combinacéo de iniciadores, também ndo se revelou eficiente (Forslund et al., 1999).
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2.8 Ensaio Cometa como Indicador de Atividade Viral

O Ensaio Cometa (EC), também conhecido por eletroforese em gel de célula unica
(SCGE - Single Cell Gel Electrophoresis) foi introduzido por Ostling e Johanson em 1984 e
posteriormente modificado por Singh et al. (1994), sendo considerado eficaz nos métodos
citogenéticos (Flores, Yamaguchi, 2008).

O EC possui vantagens de ser uma técnica simples e versatil, pois, requer um pequeno
numero de células, podendo ser realizado com qualquer populacéo celular eucariotica (Khoei et
al., 2011). Além disso, o EC possui um grande espectro de detec¢do de danos no DNA, sendo
um teste integrador e complementar a outros testes mutagénicos (Escobar, 2008), tendo seu
protocolo padronizado no 4™ International Comet Assay Workshop (Witte et al., 2007).

O EC é uma técnica amplamente aceita e utilizada nos estudos da genética toxicoldgica e
médica, ecogenotoxicidade, para fins diagnosticos e de tratamentos médicos, biomonitoramento
ambiental, estudo de células apoptdticas e reparo de DNA (Araldi et al., no prelo; Fabiani et al.,
2012; Kassie et al., 2000, Khoei et al., 2011) cujo protocolo pode ser executado em menos de 24
horas (Olive et al., 2006). Recentemente o EC foi empregado como indicador de atividade viral
em sangue periférico infectado com BPV (Araldi et al., 2013).

No teste, as células sdo englobadas por gel de agarose e espalhadas sobre a ldamina, sendo,
entdo, submetidas a um campo elétrico que atua como uma forga, promovendo a migracdo dos
segmentos de DNA livres, resultantes de quebras induzidas por mutagenos, adquirindo a
aparéncia de um cometa (Araldi et al., 2013). A regido nuclear origina a cabeca do cometa
enquanto que os fragmentos, a cauda, cuja extensdo esta diretamente relacionada com a
intensidade do dano (Olive et al., 2006).

2.9 Isolamento de virions de BPV para estratégias vacinais

A purificagdo de virus é essencial & obtencdo de informagbes quimicas, fisicas,
bioquimicas e bioldgicas das viroses para estudos soroldgicos (Alli, Rossinck, 2007).

As primeiras vacinas para BPV foram baseadas em extratos obtidos a partir de macerados
de verrugas (Olson, Skidmore, 1959; Kirnbauer et al., 1996; Shope, 1937) e, mais tarde, de virus
purificados (Jarrett et al., 1990" apud Kirnbauer et al., 1996).

! Jarrett WFH, O’Neil BV, Gaukroger JM, Laid HM, Smith KT, Campo MS. Studies on vaccination against
papillomaviruses: a compasison of purified virus, tumor extract and transformed cells in prophylactic vaccination.
Vet Rec. 1990; 126: 449-52.



41

A grande dificuldade enfrentada na pesquisa de estratégias vacinais para papilomavirus é
o0 isolamento de um determinado tipo viral (Kirnbauer et al., 1996), haja visto que a co-infec¢do
é frequentemente observada (Carvalho et al., 2012), associado a dificuldade de producao
experimental de BPV (Favre et al., 1975; Kirnbauer et al., 1996). Além do mais, 0 sistema
bovino desponta como um excelente modelo de estudos para 0 HPV, devido similaridades virais
como a diversidade em tipo viral, homologia genética estrutural e potencial de progressdo a
malignidade (Jarrett et al., 1991).

A inexisténcia de um sistema de replicagdo viral in vitro dos PVs, em funcdo da
necessidade de diferenciacdo celular do epitélio para que haja a montagem e empacotamento das
particulas virais (Meyers et al., 1992), justifica a necessidade de investimento em metodologias
de isolamento viral.

Neste cenario, a tentativa de purificar virions de BPV para a construcdo de vacinas vem
gerando grande atencdo (Hartt et al., 2011; Liu et al., 1997). H& diversas metodologias para a
purificacdo de BPV baseadas em ultracentrifugacdo em gradientes de cloreto de césio (Baker et
al., 1991; Buck et al., 2004; Bujard, 1967; Larsem et al., 1987; Waldeck et al.,1984) ou de
sacarose (Favre et al., 1975; Liu et al., 1997). Entretanto, as técnicas de purificacdo de virions
sdo laboriosas e englobam complicados procedimentos para a obtencéo de quantidades de virions
suficientes para a formacdo de uma banda ap6s a ultracentrifugacdo (Bujard, 1967; Wang et al.,
2007).



3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

O trabalho teve por objetivo isolar virions de BPV, a partir de amostras de papilomas
cutaneos, previamente submetidos a identificacdo e tipificacdo viral, através de PCR seguida de

sequenciamento, empregando uma nova metodologia mais rapida e eficiente de isolamento viral.

3.2 Objetivos Especificos

o Realizar diagndstico clinico e histopatoldgico das lesbes coletadas nos diferentes animais
afetados;

o realizar um estudo comparativo entre diferentes primers especificos e degenerados, a fim
de se obter um sistema mais rapido e eficiente de diagnostico molecular;

o identificar e tipificar virus de BPV, através de PCR seguido de sequenciamento de DNA
e andlise bioinformética;

o avaliar a expressao das proteinas virais L1 (capsideo) e da oncoproteina E7 nas diferentes
camadas da epiderme, bem como na derme, através de imunoistoquimica;

o avaliar a agdo clastogénica do BPV através do Ensaio Cometa para tecidos e comparar o
potencial clastogénico dos tipos virais BPV-2,5¢ 9;

o isolar virions de BPV, de acordo com o tipo viral, através de ultracentrifugacdo em
gradiente de cloreto de césio, empregando uma metodologia adaptada;

o construir um Banco de BPV-2 do Laboratério de Genética do Instituto Butantan.



4 MATERIAL E METODOS
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4.1 Coleta das Amostras de Tecido e Analise Histopatologica

Foram coletadas 77 amostras de papilomas cutaneos de 27 bovinos adultos (Bos taurus)
da raca Simental, de ambos 0s sexos, com idade entre dois e cinco anos, provenientes da Fazenda
Experimental. A escolha por esta propriedade consistiu no fato da mesma ndo apresentar a
samambaia P. aquilinum, que poderia induzir danos no DNA, bem como pela distancia em
relacdo ao Laboratério de Genética, garantindo o transporte das amostras de modo a minimizar
eventuais danos no tecido. Outro aspecto que tornou a fazenda elegivel no trabalho foi a
presenca da raca Simental, sendo estd destinada a producdo leiteira, o que permite um melhor
acompanhamento das lesdes papilomatosas em fungdo do tempo, uma vez que tais animais ndo
séo destinados ao abate.

O manejo do rebanho foi realizado de modo a minimizar o estresse, pois este pode levar a
imunossupressao, favorecendo a perpetuacdo dos papilomas (Monteiro et al., 2008). A
metodologia empregada neste trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica em Uso Animal do
Instituto Butantan (CEUA-IBU) (processo n° 1035/13).

As lesbes foram coletadas por um médico veterinario, empregando cuidados assepticos,
com iodo povidine e anestesia local (lidocaina 2%). As lesbes foram devidamente identificadas,
tendo sido registrado o local de remocdo cirdrgica de acordo com a regido anatomo-topografica.

Uma amostra representativa de papiloma cutaneo de cada animal foi fragmentada em
duas porcdes utilizando lamina de bisturi estéril. Uma porcdo foi destinada a analise
histopatolégica, sendo fixada em solu¢do de formalina tamponada a 10% em PBS (137 mM
NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 2 mM KH,POy, pH 7,4). O material foi desidratado em
concentracdo crescente de etanol, emblocado em parafina, submetido a cortes de 4-5 um e
corado com coloracdo de hematoxilina-eosina (HE). As laminas foram analisadas em
microscopio optico binocular Axiophot (Carl Zeiss, Alemanha), com as objetivas de 5X, 10X,
20X e 40X e, as imagens foram capturadas através do software AxioVision versao 4.7.2. Como
controle negativo para a andlise histopatologica, foi empregado um fragmento de tecido cutaneo
de um bezerro assintomatico BPV-negativo.

A outra porgao, assim como as demais lesdes papilomatosas coletadas de cada animal, foi
transportada para o Laboratorio de Genetica do Instituto Butantan em caixas térmicas e mantida
a -20 °C, tendo sido destinada a identificacéo e tipificagdo molecular, ensaio cometa e isolamento

viral.
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4.2 Extracdo, quantificacdo e analise da qualidade do DNA

O DNA das amostras de papilomas foi extraido empregando-se o kit Ilustra™ Tissue &
Cell GenomicPrep Mini Spin (GE Healthcare, Burckinghamshire, Reino Unido).
Aproximadamente 25 mg de tecido foram fragmentados com o auxilio de laminas de bisturi
estéril. O material fragmentado foi transferido para tubos de polipropileno de 2 ml, acrescido de
1 ml de PBS estéril. Os tubos foram centrifugados por dois minutos a 16.000 g, em centrifuga
refrigerada Mikro 22R (Hettich Holdin GmbH & Co., Kirchlengern, Alemanha), descartando-se
0 sobrenadante por aspiracdo. O pellet foi homogeneizado com 50 ul de PBS e centrifugado por
10 segundos a 2.000 g.

Na etapa de lise, foram adicionados 50 ul do tampéo de lise tipo 1 e 10 ul de protease K,
contidos no kit. Os tubos foram levados ao vortex por 15 segundos e, posteriormente, incubados
por duas horas a 56 °C no Thermo Shaker TS-100 (Biossan, Brasov, Roménia). Apos a
incubacéo, os tubos foram centrifugados por 10 segundos a 2.000 g.

Na etapa de purificacdo, 500 pl do tampdo de lise tipo 4 foram adicionados aos tubos, que
foram vortexados por 15 segundos e, incubados por 10 minutos a temperatura ambiente. As
amostras foram transferidas para novos tubos de polipropileno contendo a coluna com a
membrana de silica, e submetidos a centrifugacdo por um minuto a 11.000 g, descartando-se o
filtrado contido no tubo coletor.

Na etapa de lavagem e secagem, foram adicionados 500 pl do tampéo de lise tipo 4. As
amostras foram centrifugadas por um minuto a 11.000 g, descartando-se o filtrado. Foram
adicionados 500 pul do tampéo de lavagem tipo 6 as amostras, que foram centrifugadas por trés
minutos a 13.000 g, descartando-se o tubo de polipropileno.

A coluna foi transferida para um novo tubo de polipropileno de 1,5 ml, no qual foram
adicionados 200 pl de tampdo de eluicdo. Os tubos foram incubados por um minuto a
temperatura ambiente e posteriormente, centrifugados por um minuto a 11.000 g. As amostras de
DNA extraido foram mantidas a -20 °C até 0 momento de seu uso.

O DNA extraido foi quantificado em espectrofotémetro BioPhotometer Plus (Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha), onde foi realizada a leitura de uma aliquota de 2 ul das respectivas
amostras em comprimentos de onda de 230, 260 e 280 nm, calculando a concentragcdo de em
ng/ul, através da multiplicacdo do valor da absorbancia pelo coeficiente de extincao, tendo sido
determinada a razdo A260/A280 e A260/A230 para avaliar a pureza do DNA obtido, onde
valores inferiores a 1,7 indicam contaminagdo por proteinas e, superiores a 2,0, contaminacéo
por RNA.
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Apos a quantificacdo do DNA, foi realizada a PCR empregando-se os primers para -Globina
bovina (forward 5 - AAC CTC TTT GTT CAC AAA GAG -3’ e reverse 5 — CAG ATG CTT
AAC CCA CTG AGC - 3’), como controle de qualidade e integridade do material genético
extraido (Yaguiu et al., 2008). A detec¢ao da B-Globina em cada amostra revelou um amplicon
de 450 pb, fornecendo uma indicagéo da qualidade apropriada do DNA (Freitas et al., 2007).

Parametros da PCR: Foram realizadas reagdes com um volume total de 25 pl, sendo estas
compostas por 19,0 ul de PCR Master Mix (Quatro G, Porto Alegre) (100 mM de Tris-HCI,
pH=8,5, 500 mM KCI, 1,7 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs e 1,5 U de Tag DNA Polimerase
recombinante) 1 ul do primer forward, 1 pl do primer reverse e 4 ul da amostra de DNA
extraido em cada tudo de polipropileno. As reacGes foram levadas ao termociclador Veriti 96
Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Singapura) e submetidas aos seguintes ciclos: uma
fase inicial de trés minutos a 94 °C, 35 ciclos com 50 segundos a 94 °C (desnaturagdo), 60
segundos a 60 °C (anelamento) e 60 segundos a 72 °C (extens&@o) e uma fase final de 5 minutos a
72 °C. Apos o final das reagdes, estas foram acondicionadas a -20 °C.

Condicdes da eletroforese: Os produtos resultantes da PCR foram analisados em gel de
agarose a 2%, em tamp&o TAE (Tris-acetato EDTA), corado com 1,0 ul de GelRed™ (Biotium
Inc., Hayward, CA, EUA) / 100 ml de solugdo de agarose. A corrida eletroforética foi realizada
em cuba Horizon® 20.25 (Life Technologies™, Carlsbad, EUA) a 100 V, 400 mA, durante 120
minutos, tendo sido aplicado o marcador 100 pb DNA Ladder (Invitrogen®©, Carlsbad, EUA). O
gel foi visualizado em transluminador MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging Systems Ltd., Jerusalém,
Israel) e as imagens foram capturadas através do software GelCapture versdo 7.1 (DNR Bio-

Imaging Systems Ltd., Jerusalém, Israel).

4.3 Obtencao dos genomas virais para teste de primers e controles positivos para PCR

Como controles positivos das PCRs, bem como para a realizagdo do teste de primers, copias
de genomas virais de BPV-1 (AB626705), 2 (M20219.1), 3 (AF486184.1), 4 (X05817.1), 5
(NC004195.1) e 6 (AB845589.1) previamente clonados no vetor bacteriano pAT153. Estes
vetores fazem parte do acervo bioldgico do Laboratério de Genética do Instituto Butantan.

As bactérias competentes transformadas foram inoculadas overnight em meio Luria-Bertani
(LB) acrescido de 50 pg/ml de ampicilina, mantidas sob agitacdo de 250 rpm e temperatura de
37°C no shaker KS 400 ic control (IKA®-Werke GmbH Co., Alemanha) (Maniatis et al., 1982;

Salvarasu et al., 2009). Ap6s o crescimento overnight, uma aliquota de 850 ul da cultura foi



48

transferida para tubos de criopreservacédo e acrescidos de 15% de glicerol estéril e conservados a
-80 °C, mantendo-se um estoque destes controles (Maniatis et al., 1982).

O DNA plamidial foi extraido empregando-se o Kit GeneJETE™ Plasmid Miniprep
(Fermentas, Lituania). Ap6s a encubacdo, os tubos de Falcon foram centrifugados por 10
minutos a 14.000 rpm e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi resuspendido em 250 pl do
tampé&o de ressupenséo e levado ao vortex. O material foi transferido para tubos de polipropileno
de 2 ml, tendo sido adicionados 250 pl da solucéo de lise. Os tubos foram invertidos por seis
vezes, cuidadosamente, conforme instrucdes do kit. Foram adicionados 350 ul da solucdo de
neutralizagéo e, os tubos foram novamente invertidos por seis vezes.

O material foi centrifugado a 13.000 rpm por cinco minutos e o sobrenadante foi transferido
para as colunas, que foram novamente centrifugadas por um minuto a 11.000 rpm. O filtrado foi
descartado e as colunas foram adicionados 500 pl da solucdo de lavagem. Os tubos foram
centrifugados a 11.000 rpm por um minuto, descartando-se o filtrado. A etapa de lavagem foi
repetida e as colunas foram transferidas para novos tubos de polipropileno de 1,5 ml, tendo sido
adicionados 50 pl do tampdo de eluicdo a 70 °C no centro das colunas. Os tubos foram

centrifugados a 11.000 rpm por um minuto e o material eluido foi conservado a -20 °C.

4.4 Teste de primers para otimizacéo de diagnostico molecular

Devido a existéncia de um amplo conjunto de primers especificos e degenerados descritos na
literatura empregados na identificacdo molecular do BPV, foi realizado um teste com os primers
especificos para BPV-1 e BPV-2. A escolha pelos primers especificos para estes tipos virais se
deu pelo fato destes serem os mais frequentemente observados no Brasil e por sua associagdo
com a malignidade.

Foram avaliados, também, os iniciadores degenerados: FAP59/FAP64 - originalmente
desenhados para detectar tipos de HPV (Forslund et al., 1999) e, posteriormente, empregados no
diagnostico viral de bovinos (Claus et al., 2009; Ogawa et al., 2004; Monteiro et al., 2008);
MYQ09/MY11 (Nassir, Reid, 1999) — também empregado no diagndstico de HPV; e o0s
iniciadores Delta-Epsilon e Xi — desenhados pelo Laboratério de Genética do Instituto Butantan
para se anelarem a virus pertencentes aos géneros Delta e Epsilonpapillomavirus e
Xipapillomavirus, respectivamente. As sequéncias dos primers, bem como suas regides-alvo no

genoma e 0 tamanho esperado dos amplicons sdo mostrados na tabela 2.
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Tabela 2 — Sequéncias dos iniciadores especificos e degenerados empregados na identificacdo

de BPV
Primer Sequéncia (5°-3”) Gene alvo Tamanho
esperado de
amplicon (pb)
BPV-1 GGAGCGCCTGCTAACTATAGGA L1 301
ATCTGTTGTTTGGGTGGTGAC
BPV-2 GTTATACCACCCAAAGAAGACCCT L2 164
CTGGTTGCAACAGCTCTCTTTCTC
FAP59/64 TAACWGTIGGICAYCCWTATT L1 480
CCWATATCWVHCATITCICCATC
MY11/09 GCMCAGGGWCATAAYAATGG L1 450
CGTCCMARRGGAWACTGATC
Delta- CCAGAYTAYYTMAAAATGGC L1 430
Epsilon ATAAMKGCTAGCTTATATTC
Xi TWYAATAGDCCVTTTTGGAT L1 600
TTMCGCCTACGCTTTGGCGC

Nucleotideos degenerados: W - AouT,Y-CouT,M-CouA, R-AouG,K-TouG,V-A CouG H-AC
ouT,D-C,GouT,I-A,CouT.

O objetivo de tal teste foi avaliar a eficiéncia de cada primer a fim de otimizar os
diagnosticos. O teste foi realizado com coépias de genomas virais de BPV-1, 2, 3, 4 ,5 e 6,
previamente clonadas no vetor bacteriano pAT153, que fazem parte do acervo biolégico do
Laboratério de Genética do Instituto Butantan.

Parametros da PCR: Foram realizadas rea¢cdes com um volume total de 25 ul, sendo estas
compostas por 21,0 ul de PCR Master Mix (Quatro G, Porto Alegre), 1 ul do primer forward, 1
ul do reverse e 2 ul da amostra de DNA extraido em cada tudo de polipropileno. As reacoes
foram levadas ao termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems,
Singapura). Os parametros referentes as reacbes empregando os diferentes pares de primers séo
mostrados na tabela 3. Para cada reacdo de PCR foi realizado um controle negativo, no qual ndo
foi adicionado o DNA, para avaliar possiveis contaminacfes, haja visto que os produtos de
reacOes de amplificacdo anteriores sdo fontes comuns de contaminacao (Watson et al., 1997). A

eletroforese foi realizada nas condicGes previamente descritas no item 4.2.
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BPV-1e-2 FAP59/FAP64 MY09/MY11 Delta-Epsilon e
Xi

Tempo | Temp. | Tempo | Temp. | Tempo | Temp. | Tempo | Temp.
Inicio 3min | 94°C | 10mim | 94°C | 4min | 94°C 10 min | 94°C
Desnaturagéo 50s 94 °C 90s 94°C | 30s 94 °C 60 s 94 °C
Anelamento 1min | 60°C 90s 50°C | 30s |[515°C 60 s 52°C
Extensao 1min | 72°C 90s 72°C 30s 72°C 60 s 72 °C

35 ciclos 45 ciclos 35 ciclos 35 ciclos
Extensdo final | 5min | 72°C [ 5min [ 72°C | 7mim | 72°C | 10 mim | 72°C

4.5 ldentificacdo e Tipagem Molecular de BPV

Com base nos resultados obtidos através do teste com os diferentes iniciadores, os primers
degenerados Delta-Epsilon e Xi foram preferencialmente adotados para a identificacdo de
sequéncias de BPV. Os primers se anelam e amplificam a ORF L1, a mais conservada entre 0s
PVs e empregada com sucesso na identificacdo e tipagem de BPV. As amostras ndo amplificadas
com estes pares de primer foram submetidas a novas reacbes empregando o0s iniciadores
especificos para BPV-1 e 2.

Parametros da PCR: Foram realizadas reacfes com um volume total de 50 pl, sendo estas
compostas por 36,0 ul de PCR Master Mix (Quatro G, Porto Alegre), 2 ul do primer forward, 2
ul do reverse e 10 ul da amostra de DNA extraido (concentragdo média de 100 ng/ul) em cada
tudo de polipropileno de 0,2 ml. As reaces foram levadas ao termociclador Veriti 96 Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Singapura) e submetidas aos ciclos previamente descritos
na tabela 3. Para cada reacdo de PCR foram realizados controles negativos, para avaliar possiveis
contaminacdes e positivo, empregando copias de genomas virais de BPVs, previamente clonados
no vetor bacteriano pAT153. A eletroforese foi realizada conforme o item 4.2.

Purificacdo das bandas: As bandas obtidas foram recortadas sob transluminador e os
amplicons foram purificados empregando-se o Kit PureLink® Quick Gel
(Invitrogen®©, Carlsbad, EUA).

As bandas recortadas foram transferidas para tubos de polipropileno de 1,7 ml, tendo sido

Extraction

adicionados 1,2 ml do tampé&o de solubilizagdo L3. Os tubos foram levados ao Thermo Shaker
por 20 minutos a 56 °C. Apds a solubilizacdo do gel de agarose, o conteudo dos tubos foi
transferido para as colunas e submetido a centrifugacdo por 1 minuto a 12.000 g, descartando-se
o filtrado. Foram adicionados 500 pl do tampé&o de lavagem W1. O material foi centrifugado por
1 minuto a 12.000 g, descartando-se o filtrado.
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Os tubos foram centrifugados a 16.000 g por 2 minutos para a remoc¢do do etanol. Na etapa
de eluigdo, 50 pl do tampéo de eluicdo E5 foram adicionados no centro das colunas, sendo
incubados por 1 min a temperatura ambiente e, centrifugado por 1 minuto a 12.000 g. As
amostras purificadas foram estocadas a -20 °C.

Sequenciamento: As reacdes de sequenciamento foram realizadas no Centro de Estudos do
Genoma Humano da Universidade de S&o Paulo (CGH-USP), onde os 5 pl dos amplicons
purificados foram submetidos a reacdo de sequenciamento no PRISM ABI 3730 DNA
Analyzer™ (Applied Biosystems, Singapura), empregando-se o kit BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Carlsbad, EUA) e 2,5 pl do respectivo primer na
concentragéo de 5 pM.

Analise de bioinformatica: A qualidade das sequéncias de DNA foi verificada e a
sobreposicdo de fragmentos foi montada usando o software de bioinformatica BioEdit versao
7.0.9.0 (Ibis Therapeutics, Carlsbad, CA, EUA) . As sequéncias foram comparadas atravées de
banco de dados do National Center of Biotechnology (NCBI), através da ferramenta BLASTn
(http://blast.ncbi.nim.gov) (Mller, Willey, 2008; Zhang et al., 2000).

4.6 Imuno-deteccdo das Proteinas L1 e E7 em Amostras de Tecido Parafinado através de
Imuno-histoquimica

Desparafinizacdo: O material de tecido parafinado foi submetido a cortes de 3-4 um,
tendo sido fixado em laminas silanizadas. Os cortes foram desparafinizados empregando dois
banhos consecutivos de xilol 100% por 30 minutos, solucdo 1:1 xilol-alcool 100° por 30 minutos,
dois banhos consecutivos de alcool 100° por 5 minutos, alcool 95° por 5 minutos, alcool 70° por
5 minutos, hidroxido de aménio 10% em alcool 95° por 10 minutos e quatro lavagens em agua
destilada por 5 minutos cada.

Recuperagdo Antigénica: As laminas desparafinizadas foram imersas em tampéo
citrato, 0,01 M a 95 °C, permanecendo em banho-Maria nesta mesma temperatura por 35
minutos. O material foi retirado do banho-Maria, resfriado a temperatura ambiente por 30
minutos e, posteriormente, lavado com agua destilada por 5 minutos por trés vezes.

Imuno-deteccdo: O procedimento de marcacdo foi realizado de acordo com kit
EnVision™ + System HRP (AEC) (Dako®, Carpinteria, EUA) que permite uma melhor
amplificacdo do sinal. A peroxidase endogena foi bloqueada com o peroxidase block, contido no
kit, por 10 minutos. O material foi lavado com TBS (50 mM Tris-Cl, 150 mM NacCl, pH 7,6) por

5 minutos por trés vezes e tratado com Triton X-100 a 0,01% por 20 minutos. As laminas foram


http://blast.ncbi.nlm.gov/
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lavadas com TBS por 5 minutos e, bloqueadas com BSA a 5% por 40 minutos. Os cortes foram
cobertos com um volume de 25-50 pl dos anticorpos monoclonais (mAb) anti-L1 e anti-E7 de
HPV-16 (Abcam) na diluicdo de 1:100. As laminas foram mantidas overnight a 4 °C em camara
umida.

Ap0s a incubacdo overnight com o anticorpo primario, as laminas foram lavadas com
TBS-T (TBS, 0,2% de Tween-20) a 2% por duas vezes. Sob os cortes, foram aplicadas duas
gotas do anticorpo secundario, conjugado com peroxidase (peroxidase labelled polymer),
contido no Kkit. Em seguida, o material foi mantido por uma hora a 4°C em camara Umida. As
laminas foram lavadas com TBS-T por 5 minutos por trés vezes e, tratadas com duas gotas do
substrato cromégeno AEC por 15 minutos. O material foi lavado em &gua destilada por 5
minutos e contra corado com hematoxilina Mayer por 8 minutos. As laminas foram lavadas com
agua destilada e mergulhadas hidréxido de aménio 0,037 M, para a remocao do excesso de
hematoxilina. Em seguida, as laminas foram lavadas com agua destilada e montadas com o meio
de montagem Faramount (Dako®, Carpinteria, EUA). As laminas foram analisadas em
microscopio optico binocular Axiophot (Carls Zeiss, Alemanha) com objetivas de 10X, 20X e
40X. As imagens foram capturadas através do software AxioVision versao 4.7.2.

Controles negativos: Foram empregados dois controles negativos, sendo eles: um
fragmento de tecido cutaneo de um bezerro assintomatico e BPV-negativo, compondo o controle
negativo do experimento e, um fragmento de papiloma sem a adi¢do do anticorpo primario,

constituindo o controle negativo da reacao.

4.7 Ensaio cometa de amostras de papilomas cutaneos

Preparo das laminas: Laminas de 26 X 76 mm Knittel® (Glashearbeitungs GmbH,
Alemanha) foram imersas em solugdo de Agarose NMP (Normal Melting Point) Top Vision™
(Fermentas, Vilnius, Lituania) a 1,5%, diluida em tamp&o PBS livre de Ca®* e Mg?*a 60 °C. As
laminas foram mantidas overnight em temperatura ambiente e, posteriormente acondicionadas a
4 °C até o momento de uso, que nao excedeu 10 dias ap06s o preparo das mesmas.

Preparo das amostras de tecido: Um fragmento das amostras de papilomas cutaneos
foi transferido para tubos de criopreservacao e acondicionado a -80 °C, pois a preservacao a -
20°C pode causar o cisalhamento fisico do DNA devido a formacdo de cristais de gelo,
induzindo danos no DNA (Azqueta, Collins, 2013). Aproximadamente 100 mg das amostras de
papilomas cuténeos foram transferidos para tubos de polipropileno de 2 ml e, homogeneizados
em 1 ml de HBSS - Hanks’ Balanced Salt Solution — (5,4 mM KCI, 0,3 mM Na;HPOy, 0,4 mM
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KH,POy4, 4,2 mM NaHCOs, 1,3 mM CaCl,, 0,5 mM MgCl,.6H,0, 0,6 mM MgSO,.7H,0, 137
mM NacCl, 5,6 mM D-glicose, pH=7,4) (Gibco®, Carlsbad, EUA) a 4°C, acrescido de 20 mM de
EDTA, 10% de DMSO e 5% de tripsina, empregando o homogeneizador mecanico Ultra 80
(Ultra Stirrer) a 8.000 rpm. Uma aliquota de 10 pl (10* células) do material homogeneizado foi
transferida para tubos de polipropileno de 0,2 pl, tendo sido adicionados 75 ul de Agarose LMP
(Low Melting Point) Top Vision™ LMP (Fermentas, Vilnius, Lituania) a 0,75%, diluido em
tampao PBS livre de Ca** e Mg?**a 37°C.

O uso das respectivas concentracdes de agarose NMP e LMP foi escolhido com base em
Azqueta et al. (2011) e Langie et al. (2011), que mostraram que a concentracdo de agarose pode
interferir no momento da cauda, reduzindo a porcentagem de DNA na mesma, a medida que se
aumenta a concentracdo de agarose, de modo que a concentracdo 6tima de LMA deve estar entre
0,6 e 0,8%. Desta forma, a concentracdo de LMA empregada atende ao valor 6timo proposto
pelos autores.

Montagem das laminas e lise: O volume final de 85 pl foi transferido para as laminas
pré-cobertas com agarose NMP a 1,5%. As laminas foram cobertas com laminula e mantidas por
20 min a 4 °C. Apos este tempo, a laminula foi retirada e as ldminas imersas em solucao de lise
(2,5 mM NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, 1,1% Triton X-100 e 11,2% DMSOQO) a 4 °C,
por uma hora. A partir desta etapa, o trabalho foi realizado com as lampadas do laboratério
apagadas para evitar a inducdo de danos no DNA. A solucdo de lise remove o citoplasma e
proteinas nucleares (Collins et al., 2001).

Eletroforese: Ap6s a lise, as 1aminas foram lavadas com tampao PBS livre de Ca* e
Mg®*, dispostas em cuba horizontal de eletroforese e cobertas com solucéo tampdo (NaOH e
EDTA, pH>13,0), ficando expostas a 4 °C por 40 minutos. Durante esta etapa, ocorre 0
desenrolamento da fita dupla de DNA. Na sequéncia, foi realizada a corrida eletroforética com
corrente de 25 V (0,86 V/cm) e 300 mA por 20 minutos, para promover a migracdo dos
fragmentos de DNA livre do nucleo em dire¢do ao anodo. Finalizada a eletroforese, as laminas
foram lavadas com tampé&o neutralizador (400 mM Tris-Cl, pH 7,5) por trés vezes em intervalos
de 5 minutos cada, com agua destilada. As ldaminas foram fixadas em etanol absoluto e mantidas
na geladeira até a coloracéo, realizada com 20 pl de iodeto de propideo (4 pg/ml).

Analise do material e estatistica: O material foi analisado em microscopio de
epifluorescéncia, equipado com filtro de excitacdo de 510-560 nm e barreira 590 nm, com
aumento total de 400X. Foram analisadas 100 células por lamina, as quais foram classificadas
em classes de 0 (sem dano no DNA) a 4 (maior nivel de dano) de acordo com o tamanho da

cauda, conforme figura 11. As analises estatisticas foram realizadas com base nos escores,
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obtidos a partir do somatério do produto do numero de células observadas por classe, pelo
respectivo valor da classe.

Figura 11 — Classificacdo dos nucledides de acordo com o dano no DNA

Classificacao visual dos nucledides de acordo com o tamanho da cauda: 0 (auséncia de danos no DNA), 1 (dano
inicial), 2 (dano discreto), 3 (dano elevado), 4 (dano maximo).Fonte: Modificado de Comet Assay India Group,
disponivel em http://www.cometassayindia.org/Scheme%20for%20visual%20scoring.pdf

As analises estatisticas foram realizadas por meio do teste de Mann-Whitney, para a
comparacdo entre os grupos controle (ndo infectado) e infectados e, por meio da Analise de
Variancia ndo paramétrica (ANOVA), através do Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste post-
hoc de Dunn, para a comparacdo do potencial clastogénico dos diferentes tipos virais
identificados no presente trabalho. Os testes foram realizados com o software BioEstat versao
5.3, com nivel de significancia de 5%.

Controles negativos: Como controles negativos foram empregados fragmentos de tecido
cutaneo de seis bezerros assintomaticos e ndo infectados pelo BPV, alocados sob as mesmas

condigdes daqueles infectados.


http://www.cometassayindia.org/Scheme%20for%20visual%20scoring.pdf
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4.8 Isolamento de Virions de BPV para a Construgdo de Banco de Virus

Apos a identificacdo e tipificacdo molecular de BPV, 40 gramas de papilomas monovirais
foram mecanicamente macerados por dois minutos com 320 ml de tampéo de lise (1M NaCl,
0,02 M PBS pH 8,0). O produto foi transferido para tubos de nitrato de celulose de 36 ml e
centrifugado por 30 minutos a 7.100 rpm em centrifuga Sorvall OTD-75, empregando o rotor
swinging AH-629 (36 ml) a 4 °C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para
garrafas de policarbonato de 250 ml Sorvall. Os pellets resultantes foram adicionados a 320 ml
de tampdo de lise e centrifugado novamente nas condic¢des anteriores. Os sobrenadantes foram
combinados e acrescidos de 0,25% de UltraPure™ SDS (Invitrogen, Carlsbad, EUA) e 0,01% de
1:250 tripsina (Sigma-Aldrich, St., Louis, EUA) / 4gua MiliQ autoclavada. O volume final foi
incubado por duas horas a 37 °C em shaker sob rotacao de 250 rpm.

Ap0s a incubacdo, o material foi centrifugado por uma hora a 23.600 rpm em rotor
swinging Sorvall AH-629 (36 ml) em tubos de nitrato de celulose, tendo sido descartado o
sobrenadante. O pellet, constituido majoritariamente por fibras colagenosas foi resuspendido em
solucdo de colagenase 2 mg/ml em tampé&o de isolamento, obtendo-se um volume final de 5 ml.
A suspensdo foi incubada por 3 horas a 37 °C em shaker sob agitacdo de 300 rpm.

A suspenséo foi centrifugada por uma hora a 29.100 rpm em rotor swinging Sorvall AH-
650, em tubos de nitrato de celulose de 5 ml, tendo sido descartado o sobrenadante. O pellet foi
resuspendido em 400 pl tampédo de ressupensédo (0,05 M de NaCl, 0,01 M de EDTA, 0,05 M de
PBS pH 7,4).

O volume de 400 pl da suspenséo viral foi transferido para tubos de nitrato de celulose de
5 ml contendo 4 ml de solucdo de CsCL de densidade 1,3 g/ml em tampdo de ressupensdo. Os
tubos foram centrifugados por 24 horas a 34.000 rpm em rotor swinging Sorvall AH-650. Apos a
centrifugacgdo, os virions de BPV foram coletados por aspira¢do, com auxilio de agulha conforme

figura 12.



Figura 12 — Esquema da coleta das particulas virais de BPV por aspiracédo
apos a ultracentrifugacéao

Fonte: Modificado de Maniatis et al., 1982.

e emblocado em resina epoxi.
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Apds a aspiracdo dos virions, uma aliquota de 200 pl foi transferida para um novo tubo
de nitrato de celulose de 5 ml, tendo sido completado o volume do tubo com &gua destilada. O
tubo foi centrifugado a 34.000 rpm, empregando-se o rotor swinging Sorvall AH-650 por 24
horas para concentrar o pellet de virions. Apés a centrifugacdo, o pellet foi coletado e transferido
para tubos de polipropileno de 2 ml e fixado em tampéo fixador de glutaraldeido a 2%. O

material foi desidratado em séries graduais crescentes de etanol, submetido a coloracdo negativa

As telas foram analisadas no Microscépio Eletronico de Transmissdo (M.E.T.) Leo 906E
(Carls Zeiss, Alemanha) e as imagens foram capturadas com auxilio da cAmera Mega View Il e
do software ITEM versdao E 23082007 (Olympus Soft Imaging Solutions, Alemanha, GmbH),
empregando uma voltagem de 80 kV e corrente constante de 1A em aumento de 60.000 a
120.000X.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Teste de primers especificos e degenerados na identificacéo de sequéncias de BPV

As técnicas de identificacdo e tipificacdo de BPV se resumem em avaliagdes clinicas e
métodos moleculares, envolvendo o uso de iniciadores especificos (Araldi et al., 2013; Del Fava
et al., 2001) ou degenerados, seguido de sequenciamento e alinhamento de sequéncias atraves de
programas computacionais (Borzacchiello et al., 2003; Carvalho et al., 2012; Jelink, Tachezy,
2005; Leto et al., 2011; Lunardi et al., 2013; Nascimento et al., 2012; Monteiro et al., 2008;
Ogawa et al., 2004; Zhu et al., 2012) ou, ainda, através de PCR-RFLP (Carvalho et al., 2013).

Dado o namero de diferentes primers ja publicados, foi realizado um teste com dois
iniciadores especificos para a identificacdo de BPV-1 e 2 e com quatro degenerados, sendo eles:
FAP59/64 (Forslund et al., 1999), MY09/11 (Nasir, Reid, 1999), Delta-Epsilon e Xi, onde estes
ultimos foram desenhados pelo Laboratorio de Genética do Instituto Butantan, a fim de se avaliar
a sensibilidade de deteccdo de cada um dos respectivos primers. Os testes foram realizados
empregando como molde genomas clonados dos trés diferentes géneros de PVs:
Deltapapillomavirus (BPV-1 e 2), Epsilonpapillomavirus (BPV-5) e Xipapillomavirus (BPV-3, 4
e 6).

Os resultados confirmaram a especificidade dos primers para BPV-1 e 2, onde se observa
a presenca de um amplicon de 301 pb (figura 13A), na amostra de BPV-1, tal como esperado e
um amplicon de 164 pb (figura 13B), na amostra de BPV-2. Os primers especificos nao

amplificaram genomas de outros tipos virais, mostrando-se seguros quanto a sua especificidade.
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Figura 13 — Resultado do teste de primers com iniciadores especificos para BPV-1 e 2
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Gel de eletroforese, mostrando amplicon de 301pb, originado a partir da PCR empregado primer especifico para
BPV-1 (A) e, amplicon del64pb, empregado primer especifico para BPV-2 (B). Controles negativos ndo
revelaram produtos de amplificacdo, indicando auséncia de contaminacéo.

Estudos mostram que os iniciadores especificos apresentam uma sensibilidade de
identificacdo de sequéncias de BPV muito superior a observada com o emprego de primers
degenerados (Vicari, 2011), permitindo, inclusive a detec¢do de sequéncias virais em sangue
periférico (Araldi et al., 2013), o que pode ser justificado pelo desenho do primer, onde se busca
manter a regido 5’ conservada, a fim de se assegurar o anelamento ao gene-alvo (Linhart,
Shamir, 2002; Telenius et al., 1992).

Embora os primers especificos apresentem uma maior sensibilidade, eles ndo permitem a
deteccdo dos 13 tipos virais de BPV de forma simultanea. Além do mais, o0 emprego de primers
especificos inviabiliza a identificacdo e tipagem em face do elevado custo e tempo, além de nédo
permitirem a identificacdo de supostos novos tipos virais, sendo uma desvantagem do uso dos
mesmos frente ao uso de primers degenerados.

Estudos empregando a combinacdo de iniciadores especificos para diferentes tipos virais
de forma simultanea (PCR multiplex), que poderia minimizar o tempo e custo na identificacdo e
tipificacdo de BPV, também ndo se mostraram satisfatorios (Elnifro et al., 2000; Forslund et al.,

1999; Vicari, 2011). Esta técnica, em face do tamanho semelhante dos amplicons, bem como
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pelo aumento da temperatura de anelamento, a0 mesmo tempo em que minimiza os artefatos de
dimeros de primers promove um consecutivo aumento da estringéncia dos mesmos, pode levar a
ineficiéncia da identificacdo viral (Elnifro et al., 2000; Yuryev, 2007).

O teste com o par de primers degenerado FAP59/64 foi capaz apenas de amplificar as
amostras de BPV-3 e 6, conforme a figura 14A. A baixa sensibilidade de detec¢éo do par de
primers FAP59/64 pode ser justificada pela presenca de duas bases inositol em ambas as
sequéncias forward e reverse do iniciador, bem como pelo proprio desenho inicial, posto que o
mesmo foi desenhado com base nas homologia de sequéncias do gene L1 de HPV (Forslund et
al., 1999), o mais conservado do genoma dos PVs. Outras reacbes com 0 mesmo par de primers
foram repetidas, tanto em genomas clonados de BPVs, quanto de amostras clinicas, obtendo-se
resultados semelhantes. Problemas relacionados com a amplificacdo de sequéncias de BPV
empregando o primer FAP59/64 foram também observadas por Silva et al. (2013), que obteve
sucesso em 54% de um total de 72 amostras analisadas e Pessoa (2014), onde se constatou
problemas com a identificagdo de HPV empregando o par de primers.

O par de primers MY09/11 nédo foi capaz de amplificar nenhuma das amostras controle
(figura 14B). O iniciador, assim como o FAP59/64, foi desenhado com base nas sequéncias de
HPV (Nasir, Reid, 1999), o que pode justificar sua baixa sensibilidade. Resultados semelhantes,
usando o par de iniciadores MY09/11 foram observados por Martelli-Marzagéo et al. (2010),
onde 50% das amostras de verrugas vulgaris analisadas pelos autores ndo amplificaram, e
Pessoa (2014), mostrando que problemas semelhantes ocorrem ndo somente na identificacdo do
BPV, bem como do HPV.

Uma série de parametros pode afetar o sucesso da PCR, incluindo: ciclagem,
concentracdo de Mg?*, pH, dNTPs, primers e a qualidade das amostras (Hecker, Roux, 1996). Os
parametros de ciclagem foram realizados incialmente de acordo com aqueles descritos em
trabalhos prévios. Alteracfes na temperatura e tempo de anelamento ndo resultaram em
resultados satisfatorios. As demais variaveis como concentracdo de magnésio e pH ndo foram
ajustadas, pois as reacOes foram realizadas com Master Mix comercial. Além do mais, 0s
trabalhos previamente publicados, que fazem uso desses mesmos primers, utilizaram mix
comerciais. De acordo com Hecker e Roux (1996), o emprego de mix comerciais de PCR
reduzem a variagdo entre as amostras e garantem a reprodutibilidade dos resultados.

Os primers Delta-Epsilon e Xi foram desenhados com base na homologia de sequéncias
de BPV, sendo aplicados na identificacdo de virus dos respectivos géneros Delta-
Epsilonpapillomavirus e Xipapillomavirus. Neste sentido, foi possivel observar a especificidade

dos respectivos iniciadores na deteccdo de géneros, onde se constatou a presenca de trés



61

amplicons de 430pb, referentes as amostras de BPV-1, 2 e 5 (figura 13C) com o uso do primer
Delta-Epsilon e, de trés amplicons de 600pb, referentes as amostras de BPV-3, 4 e 6 (figura

14D), com o uso do primer Xi.

Figura 14 — Resultado do teste de primers empregando os iniciadores degenerados FAP59/64,
MYQ09/11, Delta-Epsilon e Xi

BPV1 BPV2 BPV3Z BPVA BPVS BPVE - M BPV1 BPV2 BPV3 BPV4 BPV45S BPV6

Resultado da PCR empregando primer FAP59/64, mostrando dois amplicons de 480pb (A), gel mostrando auséncia
de amplificacdo com o uso do primer MY09/11 (B), resultado de PCR com primer Delta-Epsilon, mostrando
amplicons de 430pb (C) e com primer Xi, revelando amplicons de 600pb (D).

Desta forma, os iniciadores Delta-Epsilon e Xi foram adotados preferencialmente na

identificacdo de sequéncias virais nas amostras de papilomas cutdneos, uma vez que 0
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diagndstico etiologico deve ser realizado no menor tempo possivel e com o menor custo
(Madoff; Kasper, 2013). Amostras que ndo amplificaram para estes primers foram submetidas a
novas reacdes com os primers especificos.

Ainda que a identificacdo e tipificacdo de BPV baseada em metodologias baseadas em
PCR apresentem uma série de aspectos que requerem o desenvolvimento de novas técnicas
diagndsticas que permitam estudos epidemiolégicos mais rapidos e com menor custo, elas
constituem o0 Unico sistema de tipificacdo existente. Metodologias baseadas em
imunodiagndstico, tais como ELISA, mostram-se ineficientes para a identificacdo de BPV, seja
pela inexisténcia de anticorpos antivirais contra as proteinas do capsideo (L1 e L2) especificos
para cada respetivo tipo viral, quanto pelo fato de que a cronificagdo da infeccdo leva a uma
reducdo dos niveis de antigenos livres, resultando em uma consecutiva reducdo dos niveis de
anticorpos (Crowther, 1995; Inglis et al., 2006).

Tal mecanismo deve-se a tolerancia de linfocitos T e B, que se tornam ndo responsivos a
antigenos, havendo uma falha na producéo antigénica (Crowther, 1995). Além do mais, o ELISA
ndo indica a presenca de uma infeccdo ativa, mas sim a exposicdo do organismo ao antigeno
analisado (Crowther, 1995).

Além do mais, no processo de desenvolvimento de produtos vacinais, o diagnostico via
PCR é fundamental para o conhecimento dos tipos virais circulantes, permitindo tracar um perfil
dos tipos mais prevalentes, necessario para o desenvolvimento de vacinas multivalentes (Inglis et
al., 2006).

Neste sentido, o uso de primers degenerados que se anelam na regido consenso de L1,
tais como os iniciadores Delta-Epsilon e Xi, permitiu a identificacdo de um grande numero de
novos supostos tipos de papilomavirus (De Villiers, 2013). Entretanto, sabe-se que é impossivel
desenhar primers que amplifiguem todos os tipos de PVs com igual sensibilidade e
especificidade (De Villiers, 2013).

Em resumo, os primers para tipos especificos de BPV apresentam uma sensibilidade
maior do que os degenerados, como ja relatado em trabalhos anteriores (Silva et al., 2013),
entretanto, eles ndo permitem a detecgé@o de novos tipos virais. Dessa forma, implementar a PCR
diagnostica é fundamental na compreensdo da diversidade viral, epidemiologia e a propria
biologia dos BPVs.
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5.2 Identificagao e Tipagem de BPV

Foi observada uma elevada frequéncia de papilomatose cutanea bovina na populagéo que
compde a Fazenda Experimental, sobretudo em animais jovens, com idade entre dois e trés anos.
Resultados semelhantes em animais da raca Simental foram observados por Turk et al. (2005). A
alta incidéncia da PB estd relacionada ao confinamento dos animais, ja& que populacbes
confinadas sdo mais susceptiveis a surtos e a maior incidéncia da patologia (Muro et al., 2008).

A alta incidéncia de PB ndo é exclusiva da populacdo estudada, uma vez que se estima
que 60% do rebanho nacional esteja infectado com o BPV (Stocco dos Santos et al., 1998),
embora esse nUmero possa ser superior, pois 0 virus pode ser assintomatico (Araldi et al., 2013;
Silva et al., 2013).

A manifestacdo sintomatica, que leva ao surgimento de papilomas cutaneos, em animais
jovens é bem descrita na literatura, tanto de BPV (Silva et al., 2013; Stocco dos Santos et al.,
1998; Yaguiu et al., 2006), quanto de COPV, que causa a papilomatose oral canina (Bianchi et
al., 2012; Fernades et al., 2009).

Em relacdo a area anatomo-topogréafica de remocéo das lesdes, foi observada uma maior
predilecdo pela area nasal (54%), seguida pelo térax (21%) e regido dorsal (12%), conforme
figura 15. Foi observada a presenca de papilomas e fibropapilomas em areas mais susceptiveis a
traumatismos pelo contato direto com instalacdes, cercas, tronco, baias, comedouros e
bebedouros. Dados semelhantes foram observados por Monteiro et al. (2008) e Ozsoy, Ozyildiz
e Guizel (2011). As areas de observacdo de papilomas cutaneos em bovinos sdo semelhantes
aquelas de sarcéides equinos, que também acometem animais jovens e na regido inguinal, torax-
abdémen e cabeca (Nassir, Brandt, 2013). A area de localizagdo andtomo-topografica e o

respectivo tipo viral identificado sdo mostrados no Apéndice A.



Figura 15 — Distribuicdo dos papilomas de acordo com a regido anatomo-topografica
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Numero (A) e frequéncia, em porcentagem, (B) de papilomas cutaneos observados por regido anatomo-topografica
bovina.

A prevaléncia de lesdes nestas regides esta relacionada a via de infeccdo do BPV, uma
vez que o virus requer uma microlesdo tecidual, expondo os peptideoglicanos de sulfato de
heparina que compdem a membrana plasmatica, que sdo os sitios de ligacdo da proteina L1 do
capsideo, iniciando o processo de internalizacdo viral por endocitose, que ocorre cerca de duas a
quatro horas apds a ligacdo do virus com a membrana de seu hospedeiro (Hartt et al., 2011;
McBride et al., 2012; Shafiti-Keramati et al., 2003).

A prevaléncia de papilomas em &reas sujeitas a atritos sugere outra possivel via de
infeccdo dependente do sangue, isto porque apds ocorrer uma micro-lesdo tecidual, hd uma
infiltracdo leucocitaria para os sitios lesionados, podendo carrear particulas de BPV.

Desta forma, o sangue atua ndo somente como reservatorio viral como proposto por
Stocco dos Santos et al. (1998), mas também como veiculo disseminador viral. Trabalhos
recentes mostraram a atividade do BPV em sangue periférico através de ensaio cometa (Araldi et
al., 2013) e RT-PCR (Silva et al., 2013), sustentando o papel do sangue no estabelecimento da
infeccdo. Outros indicios que permitem sugerir a acdo disseminadora de virus pelo sangue foram
também observados na analise histopatologica do presente trabalho, por meio da transformacéo
de fibroblastos, discutida no item 5.3.

A tipagem viral por sequenciamento requer o uso de primers eficientes que permitam a
identificacdo de sequéncias virais. Nesse sentido, o conjunto de primers Delta-Epsilon e Xi
mostraram-se mais eficientes do que o FAP59/54 e MY(09/11, tendo sido preferencialmente

adotados no presente trabalho.



65

Com o advento das tecnologias de sequenciamento, estas se tornam acessiveis a todos 0s
laboratorios, fazendo dos dados moleculares uma valiosa fonte de informacéo bioldgica em todas
as areas, incluindo a medicina diagndstica (Russo et al., 2012). E importante destacar que 0s
bancos de dados genéticos como o GenBank vém acumulando exponencialmente sequéncias
depositadas, o que resulta em identidades iguais para sequéncias. Estas sequéncias, embora
recebam nomes distintos, referem-se ao mesmo gene (Russo et al., 2012), por isso as
comparacgOes foram realizadas conferindo a matriz de identidade mais elevada com as sequéncias
L1 dos genomas completos.

A tipagem revelou a presenca de BPV-2 em 81,81% (63/77) das amostras, sendo o tipo
mais prevalente na populacdo estudada, seguida pelo BPV-5, observado em 11,68% (9/77),
BPV-9, 3,89% (3/77) e BPV-3, observado em apenas uma amostra. Além destes tipos virais bem
descritos, foi observada a presenca do suposto novo tipo BR/UEL2 em uma amostra,
apresentando uma matriz de identidade de 90% com a sequéncia L1. O alinhamento das

sequéncias através do programa BLASTnN é mostrado na figura 16.

Figura 16 — Alinhamento da sequéncia do suposto novo tipo viral identificado (BR/UEL-2)
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A identificagdo do suposto novo tipo viral BR/UEL-2 chama a atencédo para a diversidade
de BPVs bem como por sua distribui¢cdo. O suposto novo tipo BR/UEL-2 foi identificado pela
primeira vez por Lunardi (2008) no Estado do Parand, tendo sido observado em papiloma
cutaneo da regido axilar. De acordo com Lunardi (2008), o virus apresenta uma matriz de
identidade de 78% com o BPV-4, permitindo classifica-lo como um Xipapillomavirus.

O suposto novo tipo foi identificado na regido torécica de um animal de sexo feminino.
Este achado mostra a distribuicdo do BPV, bem como de novos supostos tipos virais por
diferentes areas do Brasil, justificando a necessidade de investimento em estudos
epidemiol6gicos mais amplos para conhecer os diferentes tipos virais circulantes no Brasil. Neste
sentido, nosso laboratério tem identificado diferentes tipos e supostos novos tipos em territorio
nacional (Araldi et al., prelo).

Além do mais, estudos mostram que, 0os PVs podem se manter latente, havendo um
decréscimo da expressdo de proteinas tardias, garantindo a manutencdo do genoma na forma
epissomal ao mesmo tempo em que promove uma reducdo dos niveis de expressao do MHC-I e
Il ocasionada pela acdo da oncoproteina E5, resultando na evasdo do sistema imune uma vez que
dificulta a apresentacdo antigénica (Demasi et al., 2005 e 2007; Fernandes et al., 2009; Hartt et
al., 2011; Mariz et al., 2013). Adicionalmente, o BPV causa danos a cromatina que podem gerar
a instabilidade genémica, levando a malignidade (Araldi et al., 2013; Stocco dos Santos et al.,
1998; Melo et al., 2011), ao mesmo tempo em que o animal infectado torna-se um disseminador
em potencial de virions.

A co-infeccdo em cinco animais foi evento também verificado. Embora haja poucos
estudos relatando a co-infecgéo, resultados semelhantes foram observados por Carvalho et al.
(2012) e Araldi et al. (2013), abrindo uma ampla discussdo no que diz respeito as estratégias
vacinais. A co-infeccdo demanda a producdo de vacinas de amplo espectro de cobertura,
sobretudo para os tipos virais mais prevalentes (Campo, 1997; Nicholls, Stanley, 2000).
Entretanto, ndo h& estudos epidemioldgicos concisos e de cobertura nacional que possam
predizer os tipos virais mais recorrentes.

Embora tenha sido observada a presenca de BPV-2 em 81,81 % da populacdo estudada, a
anamnese nao revelou sinais clinicos de hematuria enzo6tica cronica, sugestivo de carcinoma de
bexiga, que estdo associados ao virus (Pathania et al., 2012; Roperto et al., 2010; Tan et al.,
2012). Esse fato pode ser justificado pela auséncia da samambaia P. aquilinum na propriedade.
Estudos mostram que a ingestdo de 10 g/Kg do animal da pteridofita levam a aplasia da medula
Ossea, acarretando em febre, diatese, hemorragia, trombocitopenia e neutropenia (Lucena et al.,

2011) e, que na presenca de BPV-2 pode progredir para o aparecimento de tumores na bexiga.
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Embora ndo tenha sido observada a presenca de sinais clinicos sugestivos de cancer de
bexiga, a presenca do virus ndo deve ser negligenciada j& que o BPV causa uma série de danos
citogenéticos estocasticos que podem levar a instabilidade genémica, a qual esta associada a
carcinogénese (Araldi et al., 2013; Melo et al., 2011; Stocco dos Santos et al., 1998). Ao mesmo
tempo em que o BPV leva a tais alteracBes, a oncoproteina E6 de seu genoma interage com 0s
genes do sistema de reparo eucariotico impedindo a acdo deste, amplificando mutacoes
somaticas (Cheville, 2004; Grce et al., 2012).

Tendo em vista que a populacdo bovina estudada é destinada também a producdo leiteira,
sinais clinicos de malignizacdo podem surgir com a idade mais avangada dos bovinos. Estudos
com HPV indicam que o tempo para a malignizacdo pode ser de anos ou décadas ap0s a infec¢do
(Seiden, 2013). Tais dados sdo extremamente impactantes, pois as neoplasias representam uma
parcela significativa das doencas que acometem o gado brasileiro, resultando em importantes

prejuizos econdmicos (Lucena et al., 2011).

5.3 Analise Histopatoldgica

A biopsia representa uma importante metodologia diagndstica diferencial, embora os
achados histopatoldgicos ndo sejam capazes por si s6 de confirmarem infeccdes virais, fazendo-
se necessarias outras avaliacdes por meio de microscopia eletrénica de transmissdo, marcadores
imunoldgicos ou técnicas moleculares (Rivitti, 1983).

Embora seja sabido que os papilomavirus causam alteracdes morfoldgicas detectaveis em
bidpsias, estando relacionadas a um efeito citopatico decorrente de infeccBes produtivas
(Fernandes et al., 2009; Sousa et al., 2011), ha poucos estudos histopatoldgicos acerca do BPV.
Tais estudos buscam relacionar os tipos virais com 0s achados histologicos, o que justifica a
necessidade desta analise. Além do mais a andlise histopatoldgica associada aos resultados
obtidos atraves de PCR conferem maior abrangéncia (Betiol et al., 2012).

O tecido normal é constituido pela epiderme, composta por epitélio estratificado e pela
derme ou coério, que forma um denso estroma fibro-elastico, contendo estruturas vasculares,
nervos e Orgdos anexos (glandula sebacea e foliculo piloso) (Rivitti, 1983). A epiderme é
constituida pelas camadas: (1) germinativa ou basal, no qual se localizam os queratindcitos
basais, dispostos perpendicularmente em relagdo a linha formada pela juncdo epiderme-derme,
apresentando um citoplasma basofilico, nucleo grande e com alta atividade metabodlica, (2)

malpighiana ou espinhosa, constituida por células espinhosas com configuracdo poliedrica, (3)
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granulosa, constituida por celulas contendo granulos de cerato-hialina e (4) cornea, formado por
celulas epidérmicas anucleadas (Rivitti, 1983).

A comparacdo da amostra de tecido coletado de um bezerro ndo infectado (figura 17A)
em comparagdo com as amostras de papilomas cutaneos tipicos (figura 17B) apresentou
importantes diferencas morfoldgicas da epiderme e da derme. Além do mais, sabe-se que o0 BPV
apresenta um controle de expressdo génica temporal, dependente da diferenciacdo celular, de
modo que as células basais mantém o virus de forma latente, havendo uma maior quantidade de
particulas virais na camada granulosa, com a liberacéo viral ocorrendo a partir da esfoliacdo das
células da camada cérnea (Fernandes et al., 2009). Além do mais, sabe-se que o BPV pode
manter-se na camada basal, assim como em linfdcitos, de forma assintomatica, ou seja, sem
gerar lesBes papilomatosas (Campo, 2000). Por este motivo, amostra de tecido empregada como

controle negativo foi submetida ao diagnostico molecular e ndo revelou a presenca de virus.

Figura 17 —

Fotomicrografia de tecido normal de bezerro ndo infectado, mostrando epiderme e derme com anexos (A) e amostra
de papiloma cutlneo tipico, com presenca de acantose da camada espinhosa, apontado pela seta em branco,
hiperqueratose, apontado pela seta em azul, hipergranulose, apontado pela seta amarela, e redugdo de anexos (B).
Ambas as imagens obtidas com objetiva de 5X.

A anéalise microscopica dos fragmentos de formacdo cutanea, obtidos a partir de 27
bovinos, revelaram neoplasia exofitica com presenca de acontose em 100% das amostras. A
acantose corresponde a hiperplasia de células da camada espinhosa, havendo um aumento no
numero de desmossomos e tonofibrilas (Fernades et al., 2009; Lancaster, Olson, 1982). A
acantose € causada pela acdo mitogénica combinada das proteinas E2, E5, E6 e E7 do BPV, uma

vez que os PVs ndo expressam polimerases, fazendo necessaria a indugdo da entrada na fase de
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sintese interfasica da célula hospedeira, periodo no qual ocorre a replicacio do DNA,
disponibilizando polimerases para a replica¢do viral (Moody, Laimins, 2010).

A acantose leva a formacéo de papilas que invadem a derme (Campo, 2000), onde a E6
forma um complexo estavel com a ubiquitina ligase celular (AP), resultando no complexo E6AP
que promove a ubiquitinacdo da p53 — via de degradacgéo proteossomica mediada pela adi¢do de
mondémeros de ubiquitina que enderegcam o peptideo a ser degradado para o proteossoma 26 -
(Cai et al., 2013; Pikart, 2001; White, 2013), enquanto que a E7 promove a fosforilacdo da
proteina supressora tumoral pRb (Moody, Laimins, 2010; White, 2013).

A pRb encontra-se sob a forma hipofosforilada associada ao fator de transcricdo E2F,
formando o complexo pRb-E2F. O estimulo mitogénico, induzido por complexos de ciclinas e
CDKs, leva a fosforilacdo do pRb e, consecutivamente, a disrrup¢do do pRb-E2F, resultando na
liberacdo do fator E2F, que promove a entrada na fase S e a replicacdo viral (Grce et al., 2012;
Moody, Laimins, 2010; White, 2013).

Entretanto, a ligacdo da E7 a pRb pode inibir o crescimento celular e a apoptose. Porém,
de modo a evitar tal inibicdo, que seria desvantajosa a replicacdo viral, a oncoproteina E6
realizada a degradacdo da p53, ao mesmo tempo em que se liga a duas acetiltransferases de
histonas, a p300 e a CREB, bloqueando a acetilacdo da p53, estabelecendo um controle
epigenético e uma reducdo da expressdo da p53 (Moody, Laimins, 2010).

Dessa forma, as oncoproteinas E6 e E7 agem de forma orquestrada e, tal sinergismo é
facilitado, pois elas encontram-se na mesma ORF, sendo seus genes transcritos como um unico
MRNA bicistrénico, apresentando um promotor comum, o P97 e um enhancer a montante do
promotor, na regido ndo codificante (NCR). Entretanto, E2 regula a expressao de E6 e E7 ao se
ligar as sequéncias palindrémicas presentes em quatro sitios de ligacdo de E2 (E2BSs), presentes
na NCR, incluindo o P97, atuando como repressor transcripcional (Cai et al., 2013; Ferraro,
Canedo, 2011). A presenca de um mRNA bicistrénico revela uma evolugdo do genoma viral,
permitindo uma redugdo em termos de tamanho e gerando uma eficiéncia em termos replicativo
(Mandigan et al., 2010).

A oncoproteina E5, liga-se ao receptor de fator de crescimento epidermal (EGFR —
Epidermal Growth Factor Receptor), localizado na membrana da célula infectada, levando a
dimerizacdo do mesmo receptor, o que resulta na transducao do sinal para o nucleo, estimulando
a diviséo e o crescimento celular (Johanson, Schwartz, 2013).

A E5 encontra-se associada ao complexo de Golgi e ao reticulo endoplasmatico,
interagindo com a proteina Bap31, envolvida com o trafico vesicular de MHC-1 para a superficie

celular, a0 mesmo tempo em que promove a superexpressdo de gangliosideos de superficie
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celular, impedindo o reconhecimento de células T, resultando em uma evasdo do sistema imune
(Greeetal., 2012).

Os resultados permitiram classificar 77,77% (21/27) das amostras como papilomas
cutaneos (figura 18A) e 22,23% (6/27) como fibropapilomas (figura 18B), onde estes
apresentaram BPV-2 e 5. Os fibropapilomas bovinos séo lesbes exofiticas, caracterizadas pela
proliferacdo fibroblastica com margens irregulares, apresentando fibroblastos organizados em
fasciculos, com uma epiderme hiperplasica e hiperqueratédtica, com presenca de coildcitos na
camada granulosa, podendo induzir a malignidade (Burnett et al., 1992; Cheville, Olson, 1964;
Willians et al., 2011).

Figura 18 — Analise histopatol6gica comparativa de papiloma e fibropapiloma
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Fotomicrografia de papiloma cutaneo associado a BPV-9, mostrando proliferagdo fibroblastica (A) e fibropapiloma
associado ao BPV-5, onde se observa a presenca de fibroblastos organizados em fasciculos, conforme indicado pelo
seta (B). Imagens obtidas com objetiva de 10X.

Os fibropapilomas estdo associados ao BPV-1, 2 (Deltapapillomavirus) e 5
(Epsilonpapillomavirus), sendo lesGes também encontradas em infec¢cdes cruzadas por BPV-1 e
2 em zebras (Equus burchelli), cavalos, bufalos, Ihamas, alpacas, burros, gatos domésticos, bem
como por aquelas induzidas por papilomavirus ovino (OvPV-1 e 2) (Alberti et al., 2010; Campo,
1997; Challberg, 1989; Elzein et al., 1991; Schulman et al., 2003; Willians et al., 2011). A
auséncia de fibropapilomas induzidos por PVs do género Xipapillomavirus pode estar associado
a auséncia da ORF E6 nestes virus (Campo, 1997).

Os fibropapilomas sdo semelhantes aos sarcoOides equinos — neoplasias fibroblasticas
localmente invasivas e ndo metastasicas, que até 1963 eram denominadas fibropapiloma equino

(Lohr et al., 2005; Lunardi et al., 2013; Schulman et al., 2001). Nos dltimos anos, tumores
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semelhantes a sarcoides (fibropapilomas) tém sido relatados em outras espécies ndo equinas
(Teifke et al., 2003).

A presenca de coilécitos foi observada em 100% das amostras analisadas (figura 19). O
termo coildcito foi introduzido por Koss e Durfee em 1956, em substituicdo ao termo célula
balonizante, como sendo uma caracteristica de condiloma acuminado (Fletcher, 1983; Rivitti,
1983). Os coilécitos sdo queratindcitos em degeneracao destinados a morte celular ou a liberagéo
do epitélio. Sao caracterizados pela presenca de um halo proeminente, que ndo se cora com
eosina ou acido periddico de Schiff, apresentando nucleo acéntrico e picnético, o que é um efeito

citopatico caracteristico de infec¢Bes por PVs (Ferraro et al., 2011; Fletcher, 1983).

Figura 19 — Andlise histopatoldgica de fragmento cutaneo de papiloma

: 3
Presenca de coilécitos na camada espinhosa do epitélio (mostrado pela seta em verde) e célula
apoptotica (evidenciado pela seta em branco).

A coilocitose é um achado histopatolégico caracteristico de infeccbes virais, ndo sendo
capaz de gerar células malignas (Monte, Peixoto, 2010; Rivitti, 1983), sendo observado em
papilomas de diferentes organismos, como cées (Bianchi et al., 2012) e seres humanos (Betiol et
al., 2012; Ferraro et al., 2011; Fletcher, 1983; Rogovskyy et al., 2012). Alguns trabalhos
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discutem a coilocitose como um marcador patognomonico para infecgdes por PVs (Betiol et
al.,2012; Krawczy et al., 2008).

A coilocitose resulta da cooperacdo entre as oncoproteinas E5 e E6, sendo
frequentemente observada nas camadas mais diferenciadas, onde é encontrada uma grande
quantidade de particulas virais formadas (Krawczy et al., 2008). Embora as vias envolvidas na
vacuolizagdo perinuclear sejam desconhecidas, acredita-se que ela possa contribuir para a
fragilidade dos queratindcitos, facilitando a liberacéo de particulas virais para 0 meio ambiente
(Krawczy et al., 2008).

De acordo com Rashad e Evans (1967), papilomas com maior nimero de virions
apresentam um estrado corneo fragmentado, diferentemente de papilomas que apresentam uma
menor quantidade de particulas virais apresentam uma maior homogeneidade do estrato corneo,
com auséncia de fibrilas fragmentadas. A andlise histopatologica revelou a presenca de
papilomas com fragmentacédo do estrato cérneo em 55,55% (15/27) das amostras.

As amostras apresentando fragmentagdo da camada cdrnea apresentam uma maior
quantidade de particulas virais, de acordo com Rashad e Evans (1967). Tal observacao se deve
ao fato de que uma maior carga viral no tecido resulta em uma maior concentracdo de proteina
E4. Esta oncoproteina causa alteracdo na integridade da queratina (Sousa et al., 2011). Essa
observacao torna-se relevante para os objetivos do trabalho, posto que papilomas com maior
fragmentacdo de estrato corneo tornam-se preferiveis frente aos com menor carga viral no que
diz respeito a escolha dessas amostras para o isolamento viral. Desta forma, a avaliacdo
histopatoldgica torna-se uma valiosa ferramenta para o screening de amostras dedicadas ao
isolamento viral através de ultracentrifugacdo em CsCl.

O estrato corneo apresentou hiperqueratose ortoqueratética em 81,48% (22/27) e,
hiperqueratose paraqueratética em 48,14% (13/27) das amostras. A hiperqueratose
paraqueratdtica indica a hiperdiferenciacdo tecidual (Cheville, Olson, 1964; Sousa et al., 2011),
sendo a principal hiperqueratose observada em infeccGes decorrentes de PVs (Fernandes et al.,
2009; Martelli-Marzagao et al., 2010; Velazquez et al., 2012). De acordo com a International
Agency for Reseach Cancer (IARC), a paraqueratose caracteriza-se pela queratinizagdo anormal
do epitélio escamoso, apresentando células escamosas, com citoplasma denso, eosinofilico
(acidofilico) e um nucleo relativamente picnético, estando associado a processos inflamatorios.
De acordo com Rasahd e Evans (1967), a queratinizacdo anormal € atribuida a auséncias de
fosfatases e oxidases.

A hipergranulose foi observada em 74,07% (20/27) dos papilomas cutaneos analisados. A

presenca de granulos citoplasmaticos em células epidermoides em diferenciacdo foi relatada pela
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primeira vez em 1869 por Auffhamer e, descrita em 1873 por Langerhans na camada
germinativa, porém, o termo cerato-hialina foi proposto por Waldeyer em 1882 (Matoltsy,
Matoltsy, 1970). A hipergranulose se caracteriza por uma abundante quantidade de granulos de
cerato-hialina na camada granulosa, onde a presenca de virions ja foi observada através de
microscopia eletrénica de transmissdo (Rashad, Evans, 1967), tendo sido observada, também, em
papilomas de cées (Fernades et al., 2009), coelhos (Rashad, Evans, 1967) e humanos (Martelli-
Marzagao et al., 2010). Os granulos de cerato-hialina apresentam natureza proteica, sendo ricos
em aminoacidos sulfurados. O grupo sulfidrila (-SH) é responsavel pela formacdo de ligacbes
dissulfidicas, envolvidas no processo de queratinizacao (Jessen, 1970; Matoltsy, Matoltsy, 1970).
De acordo com Ferraro et al. (2011), a hiperqueratose e a hipergranulose sdo responsaveis pela
coloracdo branca-acinzentada caracteristica dos papilomas.

A anélise histopatologica revelou a presenca de fibroblastos anaplasicos pleomoérficos e
marginais a camada basal (figura 20), sendo este um importante indicio de transformacéo
fibroblastica, tanto em amostras de papilomas quanto de fibropapilomas. Resultados semelhantes
foram observados em fibropapilomas de girafas, onde foi constatada a presenca de fibroblastos
transformados e infectados por BPV, identificados atraves de RT-PCR, apresentavam nucleos
“bizarros”, como proposto pelos autores (Willians et al., 2011), em sarcéides felinos, onde foi
observada a presenca de fibroblastos anisocariéticos (com alteracdes na morfologia nuclear)
decorrentes de infeccbes por PVs (Teifke et al., 2003) e na camada subepitelial de

fibropapilomas bovinos (Campo, 1997).
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Figura 20 — Fotomicrografia de fibroblastos transformados
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fibroblastos anaplasicos e pleomdérficos marginais a camada basal.

Os Deltapapillomavirus afetam tanto o epitélio quanto o mesénquima (Roperto et al.,
2012). De acordo com McBride et al. (2000), as oncoproteinas virais sdo responsaveis pela
proliferacdo fibroblastica e pela transformacéo celular, de modo que fibroblastos transformados
podem originar infec¢des produtivas no epitélio.

A reducdo dos niveis de expressdo da ORF E2 resulta na superexpressao de E6 e E7, ja
que E2 atua como repressor ligando-se ao promotor P97 (Cai et al., 2013), levando a proliferacao
descontrolada de fibroblastos transformados (Willians et al., 2011). A oncoproteina E6 é capaz
de se ligar a paxilina, resultando no fenétipo transformado (Moody, Laimins, 2010).

A regulacéo do ciclo celular de mamiferos é controlada pela ativagdo ordenada de cinases
dependentes de ciclinas (CDKs). Em fibroblastos transformados pelas oncoproteinas de BPV
ocorre a formacdo de rearranjos de complexos de ciclinas-CDKs e a degradacdo da p21,
promovida pela agcdo da E6 (Xiong et al., 1993). A p21 é um inibidor universal de ciclinas de
modo que sua degradacdo leva a um estimulo mitogénico (Fett-Conte, Salles, 2002; Xiong et al.,
1993)

A oncoproteina E5, encontrada na membrana interna do reticulo endoplasmatico e do
Complexo de Golgi, é responsavel tanto pela evasdo do sistema imune, através do sequestro de
MHC-I (Tomita et al., 2007) , quanto pela transformacdo celular in vitro e in vivo (Balcos et al.,
2008; Lohr et al., 2005; Roperto et al., 2012). A oncoproteina E5 é capaz, também, de induzir
transformacéo e maturacdo de queratindcitos (Burnett et al., 1992).

A presenca de fibroblastos transformados em amostras de papilomas cuténeos reforca a

existéncia de uma via de infeccdo interna, proposta por Araldi et al. (2013) na qual os linfocitos
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ndo apenas atuam como sitio de laténcia viral, mas também como carreadores de virus através da
corrente sanguinea para sitios de infeccdo produtiva, que apresentem uma lesdo tecidual. Desta
forma, através de uma infiltracdo leucocitaria, particulas virais poderiam atingir a derme e
infectar os fibroblastos, onde a expressdo as oncoproteinas E6 e E7 levariam a transformacéo
celular.

Vérios trabalhos sustentam tal hipotese, incluindo a presenca de sequéncias de BPV em
sangue periférico (Stocco dos Santos et al., 1998), deteccdo viral em linfocitos CD4+ e CD8+
(Roperto et al., 2011), células mononucleares (Wobeser et al.,2012). A infeccdo viral em
linfocitos e fibroblastos € possivel ja que estes tipos celulares expressam sulfato de heparina, que
representa o sitio de ligagdo da proteina L1 para internalizagdo viral.

Desta forma, a regressdo espontanea dos papilomas, que se caracteriza por uma massiva
infiltragdo linfocitaria na derme, com predominio de linfocitos CD4+, v (células T) e CD8+.
(Campo, 1997), pode concomitantemente carrear particulas virais, incluindo de outros tipos
virais para o sitio, repercutindo em uma recidiva do papiloma.

A presenca de atividade viral de BPV em sangue periférico de bovinos assintomaticos
também foi mostrada por Araldi et al. (2013) e Silva et al. (2013), embora os danos genotoxicos
e clastogénicos decorrentes da acdo viral sejam idénticos ao observado em animais afetados por
papilomas (sintomaticos) (Araldi et al., 2013). A presenca de BPV-1 e 2 ja foi observada em
fibroblastos de sarcéides equinos, na placenta e em animais recém-nascidos, sustentado essa
nova via de infeccdo e sugerindo uma via de transmissdo vertical (Nassir, Brandt, 2013; Roperto
etal., 2012).

Os achados histopatoldgicos associados as infeccdes por BPV apresentam significado na
compreensdo dos mecanismos oncogénicos. Tendo em vista que as viroses estdo associadas a
12% dos casos de canceres (Grander, 2000; Jones et al., 2012). Além do mais, o BPV é um
modelo no estudo do HPV, onde este é 0 agente etioldgico de 5% de todos os casos letais de
canceres no mundo (Wang, Roden, 2013).

Poucos estudos tém contribuido para um melhor entendimento das vias de transmisséo
dos papilomavirus (Silva et al., 2013). Neste sentido, a analise histopatoldgica sugere uma nova
via de infeccdo viral, j& proposta por Araldi et al. (2013) e Silva et al. (2013), onde os linfocitos
ndo somente atuam como reservatorio viral, mas também apresentam atividade viral.

Os estudos sobre o BPV trouxeram importantes informacGes sobre 0s aspectos
oncogénicos dos papilomavirus e, podem ser ampliadas aos estudos com HPV. Desta forma, as
metodologias usadas neste trabalho sdo comparaveis aquelas empregadas nos estudos de HPV
(Calinisan et al., 2002).
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Além do mais, embora informagdes bioldgicas e patoldgicas acerca dos tipos mais
frequentes de PVs continuem crescendo, hd uma nitida falta de estudos envolvendo os tipos
menos comuns (De Villiers, 2013). Dessa forma, os resultados observados através deste trabalho,
associado com dados da literatura, sugerem uma nova via de infeccdo e apontam o risco

carcinogénico dessas Vviroses.

5.4 Imunoistoquimica

A escolha por estes anticorpos anti-L1 e anti-E7 ocorreu em face destes serem
monoclonais, reduzindo a probabilidade de ligacbes inespecificas que poderiam induzir
resultados falso-positivos. O emprego do mAb anti-L1 permite detectar a presenca da proteina
maior do capsideo viral. Desta forma, uma vez detectada a marcacdo desta, pode-se sugerir a
existéncia de infeccdo produtiva, pois pode ocorrer a montagem do capsideo viral.

O emprego do mADb anti-E7 permite detectar a oncoproteina E7, associado a estimulacéo
mitogénica, e apresenta a vantagem de identificar a presenca viral dos trés géneros de
papilomavirus, uma vez que a ORF E7 esta presente nos diferentes géneros de BPVs.

Com base nos resultados observados através da andlise histopatoldgica, foi realizada a
imuno-detecgdo, empregando anticorpos monoclonais anti-L1 e anti-E7 de HPV-16, uma vez
que ndo ha anticorpos monoclonais anti-BPV disponiveis no mercado. A marcacao foi realizada
em cinco laminas representativas de cada um dos tipos virais identificados (BPV-2, 3, 5, 9 e
BR/UELZ2). A técnica de imunoistoquimica foi empregada preferencialmente em substituicdo a
imunofluorescéncia, pois 0 material parafinado apresenta autofluorescéncia.

Os resultados da imunoistoquimica revelaram a marcagao para ambos 0s anticorpos para
os diferentes tipos virais. Como controles foram utilizados uma amostra de tecido normal de
bezerro ndo infectado, que ndo revelou marcagédo e, uma amostra de papiloma BPV-2 positiva,
na qual ndo foi aplicado o anticorpo primario, sendo este empregado como controle da reacdo,
que também ndo revelou marcacao. Desta forma, pode-se assegurar que as marcagdes observadas
ndo representam eventuais artefatos da técnica.

Foi observada uma expressiva marcacdo de L1 na camada cornea (figura 21), como
esperado, ja que tal proteina é expressa nas camadas mais diferenciadas do epitélio, sendo uma
proteina estrutural do capsideo viral (Goées et al., 2008; Fernandes et al., 2013; Roperto et al.,
2008). Entretanto, observou-se a marcacdo de células basais, proximas a fibroblastos
transformados. Este dado sugere a expressdo de L1 préximo ao estroma, podendo ser um

indicativo de infeccdo produtiva em outras camadas. A literatura sustenta uma regulacdo da
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expressdo génica temporal, associada a diferenciagdo de queratinécitos. Tal achado sugere a
possibilidade de montagem viral em outros estratos, porém, em menor frequéncia se comparado

a camada cornea.

Figura 21 — Marcagéo imunoistoquimica da proteina L1

Amostra de tecido de um bezerro ndo infectado por BPV, mostrando auséncia de marcacdo, objetiva de 20X (A);
controle negativo da reacdo, amostra de papiloma cutaneo, infectado por BPV-2, sem aplicagdo de anticorpo
primario, objetiva de 10X (B); Amostra de papiloma infectado com BPV-2, revelando marcagdo para a proteina L1
na camada cornea como indicado pela seta, objetiva de 10X (C) e Marcagdo para Proteina L1 em amostra de
papiloma infectado por BPV-9, mostrando presenga da proteina estrutural na camada basal, proxima a fibroblastos
transformados, evidenciada pela seta, objetiva de 20X (D).

A presenca da proteina estrutural L1 de HPV ja foi identificada em outros tecidos, através
de imunoistogquimica, como, por exemplo, células da placenta (Roperto et al., 2013). Estudos
apontam que células trofoblasticas e blastocitos sdo outros sitios de infeccdo para HPV-16, por
expressarem integrinas a6p34, onde o virus causa fragmentagao do DNA, podendo levar ao aborto

espontaneo (Calinisan et al., 2002).



78

Foi, também, observada uma expressiva marcacao de E7 em todas as camadas do epitélio
(figura 22), com uma maior concentracdo na camada granulosa. Estes dados estdo de acordo com
a literatura, pois a oncoproteina E7 promove a degradacdo da proteina pRb, liberando o fator
E2F (Demasi et al., 2007; Freitas et al., 2011; Venutti et al., 2011; White, Howley, 2013). Isto
promove a entrada na fase de sintese interfasica, garantindo a disponibilidade de polimerases a
replicacdo viral, a0 mesmo tempo em que o estimulo mitogénico leva a acantose, relatada nos
achados histopatologicos. A presenca de E7 no estroma pode, juntamente com E5 e E6 ja
relatada em trabalhos prévios (White, Howley, 2013), ser responsavel pelo fenotipo
transformado dos fibroblastos, identificados através da histopatologia.

A associacdo da analise histopatolégica a imunoistoquimica mostrou-se Util, trazendo
importantes indicios de outros sitios de atividade viral, o que eleva a complexidade dos estudos
gue tangem o0s aspectos oncogénicos dos papilomavirus. Ao mesmo tempo, tais dados enfatizam

a necessidade em investir em estudos de pesquisa bésica.
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Figura 22 — Marcac¢édo imunoistoquimica da oncoproteina E7

Controle negativo, amostra de papiloma infectado por BPV-2, sem anticorpo primario, revelando auséncia de
marcacdo, objetiva de 10X (A); marcagdo da oncoproteina E7, indicada pela seta, nas camadas espinhosa, e
granulosa, com elevada marcacao nesta, objetiva de 20X (B e C) e marcacao de E7, apontada pela seta, em estroma
conjuntivo, indicando atividade viral na derme, objetiva de 20X (D).

5.5 Ensaio Cometa

Desde meados da década de 1930, sabe-se que mutacfes génicas e/ou cromossdmicas
estdo associadas a processos oncogénicos (Graner, 2000). Outros virus, que ndo pertencentes a
familia Papillomaviridae apresentam acdo mutagénica comprovada, tal como o Epstein-Barr
Virus (EBV), que promove inversdo cromossdmica e o Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV), resultando em translocagGes e mutagdes do gene p53 (Graner, 2000).

A participacdo das viroses na etiogénese dos processos carcinogénicos foi primeiramente
proposta por Amédée Borrel em 1903 (Graner, 2000). Entretanto, o papel oncogénico das viroses
foi comprovado por Richard Shope em 1932, que descreveu a agdo indutora de tumores em
mamiferos de um filtrado de virus (Graner, 2000).

De acordo com Wang e Kieff (2013), para que um virus seja considerado oncogénico,
deve-se levar em consideracdo os seguintes critérios: (1) dados epidemiolégicos, (2) presenca de
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DNA viral em amostras tumorais, (3) capacidade transformante do virus em células de cultura,
(4) resultados de ensaios in vitro que evidenciem atividade mutagénica, (5) dados patologicos
que evidenciem papel transformante in vivo e (6) capacidade de reduzir os indices de neoplasias
malignas por meio de vacinacao.

Embora Zur Hausen ja tenha demostrado o papel oncogénico do HPV (Zur Hausen,
1999) e a World Health Organization tenha reconhecido o HPV-16 e 18 como carcin6genos
humanos em 1995 (Borzacchiello, 2013; Campo, 1997, 2002; De Villiers, 2013), a associa¢édo de
técnicas executadas no presente trabalho corrobora o papel oncogénico do BPV, seguindo todos
os critérios estabelecidos por Wang e Kieff (2013).

H& uma vasta literatura que mostra a participacdo do BPV na etiologia do cancer de
bexiga e do trato digestorio superior (Campo, 1997; Stocco dos Santos et al., 1998; Roperto et
al., 2012) bem como que mostram a presenca de DNA viral tanto em amostras de neoplasias
malignas em bovinos, quanto em sarcdides equinos associados ao BPV-1, 2 e 13 (Hart et al.,
2011; Potocki et al., 2013; Shulman et al., 2003). A transformacao in vitro de queratindcitos e
fibroblastos infectados por BPV também ja foi extensamente reportada (Burnett et al., 1992;
Campo, 1997; Tomita et al., 2007).

A acdo transformante in vivo do BPV foi observada na analise histopatoldgica do
presente trabalho, bem como reportada em trabalhos prévios, tanto com fibropapilomas, como
sarcOides positivos a presenca de BPV (Campo, 1997; Teifke et al., 2003; Willians et al., 2011).

A fim de avaliar a acdo clastogénica do BPV, como indicativo de atividade viral e de
corroborar seu papel oncogénico acordo com os critérios ja descritos, foi realizado o ensaio
cometa de amostras de papilomas cutaneos.

O ensaio cometa € uma técnica Util empregada em testes de genética toxicoldgica
(Azqueta, Collins, 2013; Godschalk et al., 2013), tendo sido empregado recentemente como
indicador de atividade viral de BPV em amostras de sangue periférico (Araldi et al., 2013). O
ensaio requer células isoladas a fresco ou criopreservadas, as quais sao homogeneizadas com
agarose e submetidas a um campo eletroforético, que promove a migracdo de segmentos de
DNA, originados a partir de quebras simples ou duplas (Azqueta, Collins, 2013; Godschalk et
al., 2013).

Entre as muitas vantagens do ensaio, encontra-se sua rapidez, baixo custo e elevada
sensibilidade, por se tratar de um metodo molecular de deteccdo de clastogenicidade e a
possibilidade de ser empregado em diferentes tecidos (Azqueta, Collins, 2013; Brendler-
Schwaab et al., 2005; Godschalk et al., 2013; McKelvy-Martin et al., 1993).
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Uma importante contribuicho do ensaio cometa in situ consiste em avaliar a
clastogenicidade induzida por um mutdgeno em um sitio especifico (Miyamae et al., 1998;
Navarrete et al., 1997), o que, aplicado ao contexto dos PVs, permite uma maior compreensao do
papel dos oncogenes virais no estabelecimento de um microambiente tumoral.

Com base nos valores dos escores observados entre as amostras de seis bezerros néo
infectados (controle negativo) e infectados pelo BPV (tabela 4), foi realizado o teste de Mann-
Whitney para duas amostras independentes, com nivel de significancia de 5%.

O teste revelou diferencas estatisticas significativas entre animais infectados e néo
infectados (U=0,000, Z(U)=3,600, p=0,0002), revelando que a presenca viral induz efeitos
clastogénicos em nivel tecidual. Para comparar a acdo genotoxica dos tipos virais identificados
nas amostras submetidas ao ensaio cometa, foi realizada uma Anélise de Variancia (ANOVA)
ndo paramétrica (teste de Kruskal-Wallis), seguida do teste post-hoc de Dunn, ambos com nivel
de significancia de 5%. O teste n&o incluiu as amostras infectadas com BPV-3 e com 0 suposto
novo tipo viral BR/UEL2, pois para fins de comparacdo estatistica, se requer um ndmero
amostral superior a trés.

O teste de Kruskal-Wallis revelou diferencas estatisticas significativas entre os animais
infectados e ndo infectados (H=17,4326, p=0,0006) como ja constatado anteriormente pelo teste
de Mann-Whitney, porém ndo revelou diferencas significativas entre os tipos virais (tabela 5).
Estes dados permitem assegurar que o BPV-2, 5 e 9 apresentam acdo comparativa sobre a

cromatina hospedeira.



Tabela 4 — Numero de cometas observados por classe
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Controles 0 1 2 3 4 Score
1 89 7 1 2 1 19
2 76 7 7 9 1 52
3 74 12 1 11 2 55
4 90 5 3 2 0 17
5 87 5 1 5 2 30
6 86 10 2 1 1 21
Total 502 46 15 30 7 194
! |
Tipo viral 0 1 2 3 4 Score
BR/UEL2 2 0 2 19 77 369
BPV-2 5 0 0 20 75 360
BPV-2 16 6 10 22 46 270
BPV-2 4 7 17 29 43 300
BPV-2 10 31 4 15 40 244
BPV-2 16 0 1 10 73 324
BPV-3 3 2 2 12 81 366
BPV-5 0 0 6 10 84 378
BPV-5 2 1 4 12 81 369
BPV-5 1 1 5 15 78 368
BPV-5 0 1 8 9 82 372
BPV-5 0 1 9 16 74 363
BPV-5 0 0 1 10 89 388
BPV-5 0 0 10 7 83 373
BPV-5 0 0 7 14 79 372
BPV-9 0 0 0 11 89 389
BPV-9 0 3 0 5 92 386
BPV-9 3 4 7 5 81 357
Total 62 57 93 241 1347 6348

Numero de nucledides observados por classe de 0 (sem dano) a 4 (dano maximo), em um total de 100 células

analisadas, seguido do valor de escore.

Tabela 5 — Resultado do teste post-hoc de Dunn, revelando diferencas estatisticas significativas
entre animais infectados e ndo infectados (controles).

Nao infectados

Animais infectados

(controles) BPV-2 BPV-5 BPV-9
198* 360° 378° 389°
522 270P 369" 386"
552 300° 368° 357°
172 244° 372° -
302 324° 363" -
212 - 388° -

- - 373" -
- - 372° -

*Valores seguidos de letras iguais indicam auséncia de valores estatisticos significativos.
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A acdo clastogénica detectada esta associada a presenca viral, posto que o material foi
conservado a -80°C, conforme proposto por Azqueta e Collins (2013), a fim de evitar eventuais
danos causados pelo cisalhamento fisico do DNA decorrente da formacéo de cristais de gelo. De
acordo com Miyamae et al. (1998) e Hartmann et al. (2003), nenhuma forma de dissociacao
celular, seja por meio mecénico ou enzimatico, esta associada a eventuais danos no DNA capaz
de induzir resultados falso-positivos.

O controle negativo, em se tratando de bezerros assintomaticos ndo infectados por BPV e,
expostos as mesmas condi¢es ambientais dos animais infectados permite indicar que os danos
ao DNA evidenciados pelo ensaio cometa sdo decorrentes da infeccdo viral. Além do mais, a
coleta das amostras teve o cuidado de ndo selecionar amostras provenientes de animais que
estivessem fazendo uso de antibidticos, ja que se sabe que o uso destes eleva o potencial
clastogénico. Além do mais, amostras com sinais de processos infecciosos ou ferimentos que
pudessem permitir a infeccdo por agentes oportunistas também foram inseridas nos critérios de
excluséo de coleta a fim de reduzir resultados falso-positivos.

Além do mais, a contagem e classificacdo visual dos cometas aumentam a estringéncia e
fidedignidade dos resultados em relacdo a métodos de contagem que empregam softwares
(Azqueta, Collins, 2013). De acordo com 0s mesmos autores, 0os métodos de anélise manual sdo
preferencialmente elegiveis frente aos métodos automatizados, pois estes podem excluir da
contagem as células altamente danificadas, bem como pode ndo conseguir identificar a
sobreposicdo de cometas.

Além do elevado nimero de cometas de classe 4 (figura 23), foram evidenciadas diversas
figuras de cometas hedgehog, caracterizados por uma cabeca pequena, ou mesmo ausente e uma
longa cauda, indicando uma elevada fragmentacdo do DNA, decorrente de quebras simples e
duplas. A visualizacdo de tais cometas s6 foi possivel devido ao sistema de analise manual, ja
que sistemas automatizados classificam a cabeca de forma isolada, classificando-a em classe 0
(auséncias de danos), sendo esta mais uma desvantagem do uso de softwares (Azqueta, Collins,
2013).
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Figura 23 — Imagens de cometas sem dano e com dano maximo

Imagem de cometas de classe 0, indicando auséncia de danos no DNA, observado em tecido normal de bezerro nao
infectado pelo BPV (A) e cometa de classe 4, indicando maior nivel clastogénico, decorrente da acdo viral,
observado em tecido de animal jovem infectado por BPV-2 (B).

A presenca de cometas hedgehogs indica células no inicio do processo de apoptose
(Azqueta, Collins, 2013; Brendler-Schwaab et al., 2005; Hartmann et al., 2003) indicando,
portanto, um possivel efeito citotoxico decorrente da acdo viral. Tais cometas podem ter sido
originados a partir de coildcitos, que sdo células destinadas a apoptose.

A presenca de células apoptoticas foi também observada na anélise histopatoldgica. A
apoptose € um evento esperado nas camadas mais estratificadas do epitélio, uma vez que nestas
os virus completam seu ciclo litico e resultam na liberacdo de particulas virais para 0 meio
ambiente.

A acdo genotoxica do BPV em sangue periférico empregando o ensaio cometa ja foi
demostrada em trabalho anterior (Araldi et al., 2013). Resultados semelhantes, obtidos através do
ensaio cometa, foram obtidos a partir de fibroblastos de sarcéides equinos revelando um
expressivo efeito genotoxico decorrente do BPV (Potocki et al., 2013).

Entretanto, as lesdes analisadas no presente trabalho, consistem em lesfes benignas
(papilomas), configurando o primeiro estudo genotdxico do BPV empregando o ensaio cometa.
Os resultados mostraram que os BPVs-2, 5 e 9 apresentam 0 mesmo nivel mutagénico.

A clastogenicidade observada pode estar associada a acdo combinada das oncoproteinas
E5, E6 e E7, onde a E5 é responsavel pela evasdo do sistema imune, garantindo a persisténcia da
infeccdo viral (Grce et al., 2012), a0 mesmo tempo em que pode induzir a transformacéo tanto de
queratindcitos quanto de fibroblastos (Burnett et al., 1992). A oncoproteina E6 promove a
degradacdo proteossémica da p53, onde esta € ativada em resposta a sinais de danos celulares,

causando instabilidade cromossomica, mudangas no padrdo de metilacdo do DNA e estresse
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oxidativo, gerando o acimulo de danos no DNA (Fett-Conte, Salles, 2002; Longo, 2013; Potocki
etal., 2013).

A oncoproteina E7 forma um complexo com a p600, estimulando a expressao de EB6,
levando a transformacao celular (Demasi et al., 2007; Freitas et al., 2011; White, Howley, 2013).
Além do mais, a oncoproteina E7 degrada a proteina supressora tumoral pRb, resultando em
desregulacéo do ciclo celular e neoplasias (Duensing, Miinger, 2002; White, Howley, 2013).

Estudos apontam, também, o papel modulador das oncoproteinas virais em relacdo a
sintese de espécies reativas de oxigénio (ROS — Reactive Oxygen Species) (Potocki et al., 2013;
Schwartz, 1996). As oncoproteinas de virus de DNA podem atuar no balango pré-/antioxidantes
da célula hospedeira, através do aumento na producao de metais ou 6xido nitrico (pré-oxidantes)
ou inibindo a sintese de enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase, afetando o balanco
redox da célula hospedeira, elevando os danos a cromatina (Schwartz, 1996) como, por exemplo,
a clastogenicidade observada nas amostras de papilomas cutaneos.

Os danos induzidos pelo BPV podem levar a carcinogénese, ja que as neoplasias resultam
de mudancas pleiotrépicas do estado celular, decorrente do acumulo de alteracBes genéticas e
epigenéticas que desorganizam eventos celulares normais (Fett-Conte, Salles, 2002; Miyamae et
al., 1998).

De acordo com Potocki et al. (2013) foi observada uma redugdo em 20% no potencial de
membrana mitocondrial de fibroblastos infectados por BPV, levando a uma queda expressiva na
producdo intracelular de ATP, indicando a ativacdo da glicolise anaerdbia (Efeito Warburg),
comprovando o papel da infeccdo viral no estabelecimento do microambiente tumoral. Desta
forma, o virus ndo somente induz alteracdes genéticas nas células hospedeiras como também cria
um microambiente favoravel & malignizacéo.

Apos a malignizagdo, as oncoproteinas virais ativam vias de Ras e NFkB, estimulando a
producdo de ROS, que no estroma tumoral promovem o0 aumento da expressdo de
transportadores de membrana MCT4 em fibroblastos, que exportam L-lactato e corpos cetonicos
para as células epiteliais cancerigenas, as quais direcionam seu metabolismo a glicolise aerdbica
(Efeito Warburg). Tal situacdo mantém um aporte energético necessario para o crescimento
tumoral, ao mesmo tempo em que o estroma glicolitico reduz o estresse oxidativo em células
cancerigenas, protegendo-as da apoptose, autofagia e senescéncia (Martinez-Outschoorn et al.,
2013; Schwarz, 1996). Um resumo esquematico do sinergismo entre epitélio-estroma na criacao

de um microambiente favoravel & malignizacdo ¢ mostrado na figura 24.
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Figura 24 — Esquema de sinergismos epitélio-estroma
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As células epiteliais infectadas com BPV expressam RAS e NF-kB, elevando a produgido de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas, que sdo exportadas para o estroma, onde
fibroblastos, estimulados por ROS e citocinas ativam vias de glicélise anaerobica, exportando
lactato e corpos cetdnicos para o epitélio, conferindo um importante aporte energético, necessario
ao desenvolvimento tumoral. Fonte: Modificado de Schwarz (1996).

5.6 Isolamento Viral

Em face da dimensdo do rebanho bovino nacional e das importantes perdas econémicas
decorrentes da papilomatose bovina, faz-se necessario investir no desenvolvimento de vacinas
profilaticas e/ou terapéuticas (Carvalho et al., 2003; Freitas et al., 2011; Nascimento et al., 2012).
Neste cenario, observa-se um grande investimento em vacinas baseadas em VLPs (Virus Like
Particles), complexos proteicos capazes de se auto-organizarem formando estruturas similares a
de virus nativos, porém sem o material genético (Park et al., 2008; Rodriguez-Limas et al.,
2012).

Embora imunogénicas e seguras, j& que ndo carregam material genético, VLPs da
proteina L1 sdo de dificil reconstrucdo devido a sua heterogeneidade de tamanho (Kirnbauer et
al., 1996; Rodriguez-Limas et al., 2012; Trus et al., 1997), enquanto que L2 sofre modificacdes
pos-traducionais que dificultam sua reconstrucéo in vitro (Rodriguez-Limas et al., 2012; Wang,
Roden, 2013). Como uma alternativa temos produtos vacinais de proteinas recombinantes
(Campo et al., 1993; Kirnbauer et al., 1996), como por exemplo, a proteina E6 (Mazzuchelli-de-
Souza et al., 2013).

Outro desafio enfrentado na producéo de vacinas para papilomavirus é a inexisténcia de

um sistema de replicacdo viral in vitro, jA que a regulacdo génica e a montagem viral s&o
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dependentes da diferenciacdo celular (Campo, 1997; De Villiers, 2013; Kirnbauer et al., 1996;
McBride et al., 2000; Meyers et al., 1992; Johansson, Scwartz, 2013), havendo uma notavel
dificuldade de obtencdo de culturas organotipicas (McBride, Dlugosz, Baker, 2000).

Neste cenario, o investimento em novas metodologias de isolamento de papilomavirus,
representa um importante avango na biotecnologia de vacinas, permitindo a realizagdo de
desafios imunoldgicos (De Villiers, 2013; Kirnbauer et al., 1996; Pereira, 2008; Wang, Kielf,
2013).

As técnicas de isolamento viral de virus de DNA dupla-fita (dsSDNA), descritas até o
momento, sdo laboriosas e relativamente caras, requerendo complicados procedimentos de
obtencdo uma quantidade de particulas virais completas (virions) satisfatoria (Bujard et al., 1967;
Karger et al., 1998).

Desde o desenvolvimento da técnica de ultracentrifugacdo para isolamento viral, esta
vem sendo frequentemente utilizada (Zheng et al., 1996). A maioria dos trabalhos envolvendo o
isolamento de virions de PVs empregam a ultracentrifugacdo em gradiente de cloreto de césio
(CsCl), acrescido de um colchdo de sacarose a 40% (Baker et al.,1991; Bujard et al., 1967;
Crowford, Crawford, 1963; Favre et al., 1974; Vanslyke et al., 1993; Zhou et al., 1995).

A ultracentrifugacdo em gradiente de concentragcdo promove a compressdo das solucdes,
resultando em um continuo aumento de densidade na dire¢do da forca centrifuga (Meselson et
al., 1957), o que permite o isolamento de particulas virais inteiras (virions) de BPV. Tais
particulas apresentam uma densidade flutuante de 1,34 g/ml em CsCl e particulas vazias
(capsideos sem material genético), com densidade flutuante de 1,29 g/mL (Lancaster, Olson,
1982). Os virions de BPV apresentam um coeficiente de sedimentacdo de 296S a 300S
(Lancaster, Olson, 1982).

Entretanto, alguns problemas foram frequentemente observados em trabalhos prévios
envolvendo o isolamento de BPV, tais como: a dificuldade de concentrar o pellet de virions em
multiplos passos de ultracentrifugacdo (Karger et al., 1998; Wang et al., 2007), dificuldade em se
obter os gradientes de centrifugacdo e a obtencdo de capsideos vazios, reduzindo o rendimento
de particulas isoladas (Favre et al., 1974; Karger et al., 1998; Wang, Roden, 2013).

O uso da metodologia proposta no presente trabalho, resultado da adaptacdo daquelas
previamente descritas na literatura, permitiu o isolamento de particulas inteiras de BPV de forma
satisfatoria. Sabendo-se que as amostras foram previamente tipificadas por métodos moleculares,
foi obtido no final do procedimento o isolamento de particulas virais tipo especifica (BPV-2).

N&o foram coletas amostras suficientes, em termos de peso, dos demais tipos identificados no
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presente trabalho (BPV-3, 5, 9 e BR/UELZ2) ja que a técnica de isolamento requer no minimo 40
g de tecido para a concentragdo de um pellet viral.

As particulas virais de BPV-2 foram estocadas em tubos de criopreservacao a -80°C. Com
o0 desenvolvimento e padronizacdo da metodologia proposta neste estudo, a medida que outros
tipos virais forem identificados em novas amostras de papilomas, outros tipos virais poderédo ser
isolados com igual éxito. Além do mais, a técnica aqui descrita, pode também ser aplicada ao
isolamento de HPV ou outros PVs, ja que os virus possuem a mesma densidade.

Ap0s o isolamento viral, uma aliquota do pellet foi submetida a microscopia eletrénica de
transmissdao (M.E.T.) para confirmar a presenca de particulas virais. Desde 1938, a M.E.T.
tornou-se uma importante ferramenta na descoberta e descri¢do de virus, sendo empregada na
elucidacdo de mecanismos replicativos e, mesmo na era da biologia molecular, continua sendo
imprescindivel no desenvolvimento de vacinas (Goldsmith, Miller, 2009).

De acordo com Goldsmith e Miller (2009), o aumento de 100.000X é recomendado para
a visualizacdo de virus desprovidos de envelope e icosaédricos, tal como o BPV. Além do mais,
de acordo com 0s mesmo autores, para se obter a visualizacdo de virions através de microscopia
eletronica de transmisséo, faz-se necessario que haja entre 10° e 10° particulas virais/pL (Pereira,
2008).

Os resultados de M.E.T. revelaram que o isolamento viral ocorreu de forma satisfatoria,
evidenciando um elevado ndmero de particulas virais, com aproximadamente 55nm,

correspondente ao diametro do BPV, conforme figura 25.
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Figura 25 — Virions de BPV isolados a partir de amostras de papilomas

Particulas de BPV-2 isoladas com a nova metodologia proposta e visualizadas em aumento de 16.000X (A),
36.000X (B), 75.000X (C), 120.000X (D) e 270.400X (E).

Entretanto, ndo foi possivel realizar a titulacdo viral, isto porque, de acordo com Pereira
(2008), ha dois métodos de titulacdo viral disponiveis: (1) método e placas — baseado no
principio infectante dos virus, que ao ser transmitido para a célula vizinha causa a morte celular,
em face do ciclo litico, permitindo a visualizacdo de células mortas com o emprego de um
corante e, (2) método da diluicdo limite — através do qual uma suspensdo viral é diluida
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sucessivamente com um fator de diluicdo de 1:10 e, as diferentes diluicdo sdo inoculadas em
culturas susceptiveis. Ap6s o periodo de replicacdo viral, observa-se o nimero de culturas que
apresentam sinais de infeccéo, obtendo-se assim a diluicdo capaz de provocar a infeccdo de 50%
das culturas inoculadas (TCIDsg). Entretanto, ambos os métodos de titulagdo ndo séo aplicaveis
aos PVs, pois 0 virus ndo é cultivavel. Porém, pode-se assegurar a existéncia de no minimo 10°
particulas virais/pL, j& que esta é a concentragdo minima exigida para a visualizagdo viral sob
M.E.T. (Pereira, 2008).

A metodologia empregada neste trabalho apresentou-se menos laboriosa do que a descrita
em trabalhos anteriores, que empregavam o uso de gradiente de CsCl acrescido de um colchao
de sacarose, a0 mesmo tempo em que se mostrou eficiente no isolamento de virions de BPV.
Outra vantagem obtida no uso desta metodologia consistiu em se obter uma Unica banda,
composta por particulas virais inteiras de BPV, ndo tendo sido observada a formacdo de uma
segunda banda, composta de capsideos sem DNA viral. A formacdo desta segunda banda
representava uma das dificuldades relatadas na literatura, pois reduzia o ndmero de virions
isolados (Favre et al., 1974).

O rompimento dos capsideos estd associado aos multiplos passos de centrifugacéo
empregados nas metodologias ja publicadas, ja que a forca centrifuga é um agente denaturante
fisico (Speir et al., 1995). Resultados semelhantes até a presente data, s6 foram obtidos através
da purificacdo em gel de Sephacryl® S-1000 Supreme, em uma metodologia que ndo envolvia a
ultracentrifugacao (Hjorth, Moreno-Lopez, 1982).

Outra importante alteracdo consistiu na substituicdo do sarcosil, um surfactante iénico
derivado da sarcosina com atividade inibitoria da transcricdo do DNA pelo dodecil sulfato de
sodio (SDS — Sodium Dodecyl Sulfate), outro surfactante idnico. A substituicdo ocorreu em face
de suas propriedades semelhantes e de seus pesos moleculares relativamente proximos, sendo
293,38g/mol do sarcosil e 288,38g/mol do SDS, respectivamente.

Tendo em vista que nos Ultimos anos houve um nitido aumento na preocupacdo com
doencas de carater infectocontagiosas, principalmente em face do intercambio no mundo
globalizado, que ao permitir um rapido fluxo intercontinental, permite a rapida propagagdo de
doencas emergentes, o que pode ser aplicado ao cenério médico-veterinario, ja que sequéncias de
BPV ja foram detectadas em sémen e, que o virus & cosmopolita e altamente distribuido em
rebanhos bovinos. Independentemente do nivel de tecnificacdo pecuéria, o desenvolvimento de
produtos vacinais faz-se necessario (Cascales et al., 2009; Holmes, 2001).

O envolvimento do sistema imunoldgico no controle das infecgdes decorrentes de BPV

leva a ideia de formulacdo de vacinas hd mais de 70 anos (Campo, 1997). Entretanto, o
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desenvolvimento de farmacos é extremamente complexo, arduo, e caro, embora 0s custos
efetivos tanto do processo biotecnoldgico de pesquisa e desenvolvimento (P&D), quanto do
produto final, sejam inferiores aos custos demandados com o tratamento de doengas como cancer
ou aqueles gerados devidos aos prejuizos econdmicos decorrentes da papilomatose bovina (Inglis
et al., 2006).

O isolamento de tipos especificos de BPV é fundamental para o desafio imunoldgico,
permitindo a validacdo de produtos vacinais através de ensaios in vivo, como por exemplo, o
teste de hemaglutinacdo — método de quantificacdo de anticorpos neutralizantes em amostras de
plasma, com sensibilidade superior a0 método ELISA (Cohen et al., 2007), permitindo a
validacdo da eficacia imunogénica dos produtos candidatos a entrarem no mercado como vacinas
contra o BPV.



6 CONSIDERACOES FINAIS
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O teste realizado com os primers mostrou que os especificos para BPV-1 e 2 se
apresentaram mais sensiveis do que os degenerados na identificacdo de BPV. Entretanto, tais
primers apresentam a desvantagem de ndo detectar novos tipos virais. Os primers Delta-Epsilon
e Xi mostraram-se mais eficientes na identificacdo viral quando comparados com 0s iniciadores
FAP59/64 e MY(09/11.

Desta forma, os pares de primers Delta-Epsilon e Xi podem ser empregados de forma
combinada na identificacdo de BPV, podendo ser empregados com sucesso seja em estudos
epidemioldgicos como no processo de tipificacdo viral para isolamento de BPV tipo-especifico,
como proposto neste trabalho.

O estudo apontou uma elevada frequéncia de papilomas cutaneos em areas mais expostas
a atritos fisicos. Este dado pode ser justificado pelo mecanismo de infeccdo viral, que requer uma
micro-lesao tecidual e a exposicao de receptores de sulfato de heparina para que 0 BPV possa ser
internalizado na célula hospedeira.

A tipagem viral, por meio de sequenciamento, mostrou uma prevaléncia de BPV-2 em
81,81% das amostras analisadas. Embora o BPV-2 tenha sido o tipo mais frequente na populacao
estudada, ndo foram constatados sinais clinicos sugestivos de cancer de bexiga. A auséncia da
malignidade pode ser justificada pela auséncia da pteridéfita P. aquilinum na propriedade.

Foi, também, identificada a presenca do suposto novo tipo viral BR/UEL-2 em uma
amostra. A presenca deste novo suposto tipo aponta a diversidade viral, bem como sua ampla
distribuicdo, ja que o virus foi primeiramente identificado no Estado do Parana, sendo este seu
primeiro registro no Estado de Sdo Paulo. Este achado nos remete a necessidade de estudos
epidemioldgicos a nivel nacional a fim de se buscar um perfil de tipos circulantes no Brasil.

A andlise histopatolégica mostrou a presenca de coilocitose, hipergranulose e
hiperqueratose. As biopsias dos fragmentos de papilomas permitiu identificar a presenca de
fibroblastos transformados, sendo este um importante achado posto que a transformacéo celular é
um dos eventos associados a malignizagao.

A transformacéo celular estd associada a acdo combinada das oncoproteinas E5, E6 e E7,
que promovem alteracBes na actina do citoesqueleto e induzem eventos mitogénicos e
clastogénicos, como aqueles observados pelo ensaio cometa. A transformacdo de fibroblastos
cria um microambiente favoravel ao desenvolvimento tumoral, no qual se observa um
sinergismo entre a epiderme e a derme no tocante as transferéncias energéticas. Estes dados
podem explicar como lesdes a priori benignas (papilomas) podem se malignizar.

Além do mais, a imuno-deteccdo das proteinas L1 e E7 na derme, proximo a fibroblastos

anaplasicos e pleomodrficos, confirma a presenca do BPV na derme. A marcacdo
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imunoistoquimica da proteina L1 sugere que sitios menos diferenciados podem ser locais de
infeccOes produtivas.

A imuno-deteccdo de proteinas de papilomavirus em outros sitios como células
trofoblasticas, blastocistos, placenta e fibroblastos transformados tem sido relatada na literatura.
Os resultados histopatoldgicos e a marcagdo das proteinas L1 e E7 em estroma sustenta o papel
do sangue como veiculo disseminador de virus.

O ensaio cometa de amostras de papilomas revelou um alto indice clastogénico. Esta foi a
primeira vez em que o ensaio foi empregado para avaliar o potencial clastogénico do BPV in
situ. Resultados semelhantes ja foram observados em sangue periférico de animais sintomaticos
e assintomaticos infectados por BPV. Sabe-se, também, que o virus induz uma série de danos
citogenéticos ja demonstrados na literatura.

Embora os BPV-1, 2 e 4 estejam associados a tumores malignos, os resultados do ensaio
cometa mostraram que 0s tipos virais 2, 5 e 9 apresentam 0 mesmo potencial clastogénico. Este
dado eleva a atencdo para a infecgdo pelo BPV, uma vez que sob a Optica da mutagénese, estes
tipos sdo capazes de gerar a instabilidade genémica, tida como o primeiro passo para a
carcinogénese.

A combinacdo de técnicas empregadas no presente estudo permitiu reforcar o papel
oncogénico do BPV de acordo com os critérios propostos por Wang e Kieff (2013) e sugerir o
papel do virus no estabelecimento de um microambiente favoravel & malignizacdo, havendo um
sinergismo entre o epitélio e o estroma, contribuindo para o Efeito Warburg, ao mesmo tempo
em que permitiram um diagndstico eficaz e preciso que garantiu o isolamento de particulas de
BPV-2.

A metodologia de isolamento viral, descrita no presente trabalho, permitiu o isolar
particulas completas de BPV-2, iniciando assim o banco de virus do Laboratério de Genética do
Instituto Butantan. A técnica mostrou-se altamente eficaz e reprodutivel, apresentando-se menos
laboriosa do que aquelas ja publicadas e apresentando solugbes praticas para alguns dos
problemas frequentemente relatados na literatura, tal como a dificuldade de concentracdo de um
pellet e o baixo rendimento de obtencdo de particulas virais inteiras, associado ao elevado custo
de tempo.

Entre as adaptagdes que permitiram o éxito da metodologia aqui proposta incluem-se: (1)
a substituicdo do sarcosil pelo SDS, sendo este € um reagente de facil obtencéo; (2) o emprego
de uma solucdo com concentracdo Unica de cloreto de césio, na densidade de 1,3 g/ml, reduzindo
assim a necessidade de obtencdo de um gradiente de CsCl, o que demanda passos adicionais de

centrifugacdo para comprimir as solucdes e obter o gradiente, representado um custo de tempo
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adicional; (3) a néo utilizacdo de um colchdo de sacarose a 40%, tal como descrito em
metodologias ja publicadas, representando uma reducdo de custos em termo de reagentes; (4) a
reducdo das multiplas etapas de centrifugacéo, evitando assim o rompimento do capsideo viral e
a consecutiva reducdo no rendimento em termos de nimero de particulas completas de PVs
isolados, permitindo a obtencdo de Unica banda compostas por virus, resolvendo, assim, a
dificuldade de concentragéo do pellet viral.

Esta nova metodologia pode ser empregada com igual éxito no isolamento de novos tipos
de BPV ou mesmo de HPV, isto porque ela é baseada na técnica de centrifugacéo isopicnica, de
modo que permite o isolamento de virus que apresentem a mesma densidade flutuante da solucéo
de CsCl. A metodologia proposta neste trabalho foi submetida a publicacdo, conforme Apéndice
B.

Em resumo, os estudos acerca dos BPVs sdo de grande interesse bioldgico, clinico e
econdmico, ja que o virus esta diretamente associado a perdas econdmicas que afetam todos o0s
segmentos da cadeia produtiva, demandando investimento macicos nos setores de P&D de
vacinas profilaticas e/ou terapéuticas.

Neste sentido, o isolamento de BPV tipo especifico pode contribuir nos estudos de
ensaios vacinais, permitindo a realizacdo de desafios imunoldgicos necessarios na fase | de

experimentacdo de novos produtos candidatos a entrarem no mercado como vacinas.
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Amostras coletadas de 50 bovinos adultos de ambos o0s sexos, indicando a localizacdo de origem dos papilomas, as relacBes de absorbancia
(Azs0/A2s0 € AzsolArzo) € concentracdo de DNA, em ng/pL, obtidos apos a extracdo e o tipo viral, sequido dos valores da matriz de identidade e o
numero da sequéncia do GenBank usado na comparacao de identidade através do programa BLAST.

Bovino | Sexo | Nascimento | Amostra Regido Aol Azgo | AzeolAzzo | [DNA] Tipo Identidade NC acesso
ng/uL Viral GenBank
1 F 21/04/11 1 Nasal 1,33 0,39 35,0 BPV-2 97% X01768.1
2 Nasal 1,03 0,26 38,0 BPV-2 96% X01768.1
3 Nasal 1,08 0,24 43,0 BPV-2 98% X01768.1
4 Pescoco 1,39 0,28 28,0 BPV-3 95% AF486184.1
2 M 23/07/11 5 Prega ventral do 1,16 0,32 34,0 BPV-2 92% X01768.1
pescoco
3 M 04/10/11 6 Prega ventral do 1,12 0,40 21,0 BPV-2 75% X01768.1
pescogo
7 Prega ventral do 1,29 0,50 30,0 BPV-2 72% X01768.1
pescogo
8 Prega ventral do 1,85 0,64 28,0 BPV-9 77% AB331650.1
pescogo
4 F 29/11/11 9 Pescoco 1,12 0,40 36,0 BPV-2 95% X01768.1
5 F 25/04/11 10 Orbital 1,13 0,78 39,0 BPV-2 98% X01768.1
11 Orelha 1,70 1,46 213,0 BPV-2 98% AB23006.1
6 F 26/09/11 12 Orbital 1,76 1,47 269,0 BPV-2 97% X01768.1
13 Prega ventral do 1,35 1,02 132,0 BPV-2 96% X01768.1
Pescogo
14 Prega ventral do 1,45 1,13 98,0 BPV-2 98% X01768.1
Pescogo
7 F 29/11/11 15 Orbital 1,76 1,47 269,0 BPV-2 97% X01768.1
16 Pescoco 1,76 1,02 95,0 BPV-2 98% X01768.1
17 Dorsal 2,00 0,71 61,00 BPV-2 95% X01768.1
18 Pescoco 1,43 0,57 59,0 BPV-2 94% X01768.1
19 Orelha 1,84 1,38 87,0 BPV-2 96% X01768.1
20 Prega ventral do 1,85 1,12 56,0 BPV-2 98% X01768.1
Pescogo
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21 Pescoco 2,13 1,87 59,0 BPV-2 97% X01768.1
22 Orbital 1,87 1,15 79,0 BPV-2 98% X01768.1
23 Frontal 1,60 0,68 32,0 BPV-2 98% X01768.1
8 24 Dorsal 1,69 1,56 40,0 BPV-2 98% X01768.1
11/02/11 25 Nasal 1,76 1,75 82,0 BPV-2 97% X01768.1
26 Dorsal 1,68 1,23 65,0 BPV-2 96% X01768.1
9 27 Nasal 0,99 0,28 105,0 BPV-2 97% X01768.1
05/04/2010 28 Orbital 1,73 1,01 44,0 BPV-2 92% X01768.1
29 Nasal - 0,50 50 BPV-2 94% X01768.1
30 Orbital 1,72 1,12 102,0 BPV-2 93% X01768.1
10 31 Nasal 1,57 1,34 85,0 BPV-2 97% X01768.1
12/05/2010 32 Nasal 1,72 1,23 78,0 BPV-2 95% X01768.1
33 Nasal 1,56 1,39 134,0 BPV-2 96% X01768.1
34 Nasal 1,67 121 102,0 BPV-2 95% X01768.1
11 21/11/2010 25 Nasal 1,06 0,55 53,0 BPV-2 94% AB823006.1
36 Nasal 1,06 0,55 53,0 BPV-2 94% AB823006.1
12 27/12/10 37 Nasal 1,08 0,52 20,0 BPV-2 94% X01768.1
38 Nasal 1,45 0,92 67,0 BPV-2 97% X01768.1
39 Nasal 1,54 0,88 55,0 BPV-2 96% X01768.1
13 14/03/2011 40 Pescoco 1,56 0,98 101,0 BPV-2 92% X01768.1
41 Pescoco 5,92 1,72 97,0 BPV-2 96% X01768.1
14 42 Torax 1,71 1,06 62,0 BR/UEL2 90% EU293538.1
15/04/08 43 Torax 1,72 121 35,0 BPV-2 92% X01768.1
44 Torax 0.73 1,42 35,0 BPV-2 96% X01768.1
15 45 Torax 1,34 0,78 29,0 BPV-5 92% AF457465.1
11/02/08 46 Torax 1,32 . 10,0 BPV-2 95% X01768.1
47 Torax 1,01 0,40 72,0 BPV-5 92% AF457465.1
16 05/07/08 48 Torax 1,41 1,43 49,0 BPV-2 98% X01768.1
49 Frontal 1,68 0,98 47,0 BPV-2 95% X01768.1
17 50 Torax 3,27 2,15 80,0 BPV-2 97% X01768.1
23/04/08 51 Torax 2,87 0,68 69,0 BPV-2 96% X01768.1
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52 Torax 1,28 1,26 43,0 BPV-2 94% X01768.1
18 F 14/05/08 53 Torax 1,69 1,69 135,0 BPV-2 94% X01768.1
54 Torax 1,45 0,98 102,0 BPV-2 93% X01768.1
19 F 55 Nasal 1,73 2,01 221,0 BPV-2 96% X01768.1
56 Nasal 1,83 2,27 4420 BPV-2 90% X01768.1
02/02/08 57 Prega ventral do 1,71 1,84 174,0 BPV-2 93% X01768.1
Pescoco
58 Nasal 1,47 0,73 48,0 BPV-2 95% X01768.1
59 Nasal 2,78 1,89 28,0 BPV-2 96% X01768.1
20 F 60 Orelha 2,92 0,53 182,0 BPV-2 98% X01768.1
23/06/08 61 Nasal 1,50 1,61 54,0 BPV-2 97% X01768.1
62 Nasal 1,71 1,21 56,0 BPV-2 96% X01768.1
21 M 02/11/08 63 Dorsal 1,59 1,08 95,0 BPV-2 94% X01768.1
64 Dorsal 1,33 0,56 88,0 BPV-5 90% AF457465.1
65 Dorsal 0,85 0,24 86,0 BPV-2 95% X01768.1
66 Dorsal 1,02 0,32 47,0 BPV-5 90% AF457465.1
67 Dorsal 1,32 0,80 46,0 BPV-5 90% AF457465.1
22 F 05/06/10 68 Torax 0,65 2,96 34,0 BPV-2 96% X01768.1
69 Torax 1,34 0,89 31,0 BPV-2 94% X01768.1
23 F 26/06/11 70 Torax 1,67 1,43 143,0 BPV-9 80% AB331650.1
71 Torax 1,71 1,23 123,0 BPV-9 80% AB331650.1
24 F 16/07/11 72 Nasal 1,08 0,31 48,0 BPV-5 85% AF457465.1
73 Nasal 0,94 0,27 28,0 BPV-5 98% AF457465.1
74 Nasal 1,23 0,45 32,0 BPV-5 98% AF457465.1
25 F 25/04/11 75 Nasal 1,24 0,87 49,0 BPV-2 95% AB823006.1
26 F 07/07/11 76 Nasal 1,71 1,44 201,0 BPV-2 98% AB23006.1
27 F 09/08/11 77 Dorsal 1,14 0,32 128,0 BPV-5 94% AJ620206.1
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ABSTRACT

The bovine papillomavirus (BPV) is the etiological agent of bovine papillomatosis, which
causes significant economic losses to livestock, characterized by the presence of papillomas
that regress spontaneously or persist and progress to malignancy. Currently, there are 13 types
of BPVs described in the literature as well as 32 putative new types. In this scenario, this
study aimed to isolate viral particles of BPV from skin papillomas, using a novel viral
isolation method. The virus types were previously identified with new primers specific
designed to detect BPVs. 77 cutaneous papilloma samples of 27 animals, Simmental breed,
were surgically removed. The DNA was extracted and subjected to PCR using Delta-Epsilon
and Xi primers. The bands were purified and sequenced. The sequences were analyzed using
software and compared to the GenBank database, by BLAST tool. The viral typing showed a
prevalence of BPV-2 in 81.81% of samples. It was also detected the presence of the putative
new virus type BR/UEL2 in one sample. Virus isolation was performed by ultracentrifugation
in a single density of cesium chloride. The method of virus isolation is less laborious than
those previously described, allowing the isolation of complete virus particles of BPV-2.

Keyword: Bovine papillomavirus; diagnosis; virus isolation; ultracentrifugation

1. INTRODUCTION

Papillomaviruses are oncogenic viruses with double-stranded circular DNA genome, not
coiled, approximately 8Kb long and a 55-60nm diameter. The group is included in the
Papillomaviridae family, which displays tropism for squamous epithelial and mucous tissues.
These viruses affect vertebrates, including human (Alberti et al., 2010), associated with
benign and malignant epithelial lesions (Stocco dos Santos et al., 1998; Roperto et al., 2008;
Carvalho et al.,2013).

According to the International Committee on Virus Taxonomy
(http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp) Papillomaviruses are classified into 30 genera in
accordance with the diversity of nucleotide sequences of the L1 Open Reading Frame (ORF).
Over 10% differences between two DNA sequences of the L1 ORF define a new virus type,
while differences between 2 and 10% define a new viral subtype (de Villiers et al., 2004).

Specifically in bovines, currently, there are 13 types of Bovine Papillomaviruses (BPV)
described in the literature, although this number may be greater than 20 (Lunardi et al., 2013).
BPV types are classified into three genera, based on homology to the genomic regions of the
L1 ORF, the most conserved sequence (de Villiers et al., 2004; de Villiers, 2013):
Deltapapillomavirus (BPV-1, 2 and 13), Epsilonpapillomavirus (BPV-5 and 8)
Xipapillomavirus (BPV-3, 4, 6, 9, 10, 11 and 12) and BPV-7 that remains not included in any
genre (Araldi et al., 2013).

The BPV icosahedral capsid has 360 copies of the L1 protein of 55KDa, organized in 72
capsomers and approximately 12 copies of the L2 protein with 39KDa (Gdes et al., 2008;
Roperto et al., 2008), having a molecular weight of 5.2 X 10° Da (Orth et al., 1977). The BPV
genome is divided into three regions: early, late and long control, separated by two
polyadenylation sites (Zheng, ZM, Baker, 2006; Borzacchiello, 2007) and the viral DNA is
associated with histone-like proteins (Leto et al., 2011). The early control region (ECR)
occupies 50% of the viral genome and encodes the proteins E1, E2, E4, E5, E6 and E7. The
late control region (LCR) occupies 40% of the genome and encodes the L1 and L2 proteins.
The not coding region (NCR) occupies 10% of the genome, with approximately 850bp and,
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although it is not coding, it contains the origin of replication (ori) and the binding sites for
multiple transcription factors, important for the regulation of RNA polymerase 11 (Zheng, ZM,
Baker, 2006; Borzacchiello, 2007; Bocaneti et al., 2014).

The Bovine papillomavirus (BPV) is the etiologic agent of bovine papillomatosis, an
infectious disease, clinically characterized by the presence of hyperproliferative lesions
(papillomas), causing significant economic losses to the livestock (Carvalho et al., 2003;
Carvalho et al., 2013). The infection can result in obstruction of the teat, hindering the
hygiene, mastitis, bleeding of teats and difficulty in placing the mechanical milking. Other
than that, it is associated with economic depreciation of animal leather (Catroxo et al., 2013).
The virus also can cause bladder and esophagus cancer in bovines and its presence has been
detected in peripheral blood (Stocco dos Santos et al., 1998; Freitas et al., 2003; Araldi et al.,
2013; Campos et al., 2013). The BPV can also cause sarcomas in equines (Martens et al.,
2000; Wobeser et al., 2012). Although considered specie-specific, BPV-1 and 2 can affect
horses, mules, zebras and buffaloes(Schulman et al., 2003; Lohrdr et al., 2005; Bocaneti et al.,
2014).

The BPV infection begins in a micro-tissue lesion, which exposes the peptydoglicans
of heparan sulfate (Hartl et al., 2011; McBride et al., 2012). The BPV binds to heparan sulfate
in cytoplasmatic membrane of the epithelium cell from the basal layer. In this process the
virus particles are internalized through endocytosis, mediated by clathrin and caveolin (Hartl
etal., 2011;McBride et al., 2012).

After cell infection, BPV reproductive cycle occurs through: (1) the formation of low-
copy viral genome , (2) the maintenance of replication and (3) amplification of differentiated
vegetative cells (McBride et al., 2012). So, the reproductive virus cycle depends of epithelial
cell differentiation, which justifies the absence of a system for in vitro replication(Shafti-
Keramat et al., 2003; de Villiers, 2013).

Considering the huge size of the national cattle herd and the significant economic
losses due to BPV related diseases, the development of vaccine strategies is very relevant
(Mazzuchelli-Souza et al.,2013).

Purification of virions is essential to obtain information about virus chemical,
physical, biochemical and biological properties and to reach the production of antiserum (Ali
and Roossinck, 2007).

The greatest difficulties in vaccine strategies against papillomavirus (PV) is the viral
isolation of a particular viral type (Kirnbauer and Chandrachud, 1996), since the co-infection
is frequently observed (Lindsey et al., 2009; Araldi et al., 2013). However, as far as we
concerned, there is no in vitro PV replication system described (Kirnbauer and Chandrachud,
1996), and PV is not cultivable (Favre et al., 1974).

There are several methods for BPV isolation described in the literature, all based on
ultracentrifugation in cesium chloride (CsCl) gradients (Bujard, 1967; Larsen et al., 1987;
Lohrdr et al., 2005) or sucrose gradients (Favre, 1975; Liu et al., 1997). However, the
published methodologies to date are laborious and involve complicated procedures to obtain
sufficient amounts of virions after ultracentrifugation (Bujard, 1967; Wang et al., 2007).

This study shows a novel method for the isolation of BPV virions involving
ultracentrifugation, which allows isolating viral particles from monoviral cutaneous
papillomas samples. The methodology proposed in this work can be used for isolation of
other Papillomaviruses, including the Human papillomavirus (HPV).

2. MATERIAL AND METHODS
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2.1.Surgically obtained samples

77 samples were collected of cutaneous papillomas from 27 adult bovines (Bos taurus)
at an experimental farm. Surgical procedures were performed by a veterinarian, using aseptic
methods: local anesthesia (lidocaine 2%) incision with sterile bistouries, and sutured with
synthetic 3.0 mononylon. The protocol was approved by the Ethic Committee on Animal Use.

The samples were transported n coolers at 4°C and a fragment of approximately 25mg
of each sample were destined to molecular type identification.

2.2.DNA Extraction and BPV ldentification

The DNA extraction was performed using the PureLink ™Genomic DNA kit
(Invitrogen, Carlsbad, USA) according to the manufacturer instruction, using 25mg of tissue.
The extracted DNA was quantified in spectrophotometer BioPhotometer Plus (Eppendorf,
Hamburg, Germany). It was also determined the ratio A260/A280 and A260/A230 to evaluate
the DNA extraction quality.

The DNA quality was verified through PCR, using the primer for bovine B-globin
(forward 5-AACCTCTTTGTTCACAAAGAG-3’ and reverse 5’-
CAGATGCTTAACCCACTGAGC-3’), according to Yaguiu et al.(2008).PCR Parameters:
the reactions were performed in a total volume of 25ul, using: 12.5ul of Master Mix
(Promega®, Madison, USA), 5.5ul of free water nuclease, 1ul of forward primer, 1ul of
reverse primer and Sul of the DNA template. Reactions were performed in the thermocycler
Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Singapore) and subjected to the
following cycles: an initial step of three minutes at 94°C, 35 cycles with 50 seconds at 94°C
(denaturation), 60 seconds at 60°C (annealing) and 60 seconds 72°C (extension) and a final
step of 5 minutes at 72°C.

The amplicons were analyzed in 2% agarose gel in TAE buffer, stained with 2.0l of
GelRed™ (Biotium Inc., Hayward, CA, USA)/100ml of agarose solution. The electrophoretic
run was performed at 100V, 400mA for 120 minutes, with the 100bp DNA ladder marker
(Invitrogen, Carlsbad, USA). The gel was visualized under transluminator MiniBIS Pro (DNR
Bio-Imaging Systems Ltd., Jerusalem, Israel) and images were captured using the software
GelCapture 7.1 (DNR Bio-Imaging Systems Ltd., Jerusalem, Israel).

2.3.Viral identification through sequencing

The viral identification was performed using a pair of degenerated primers Delta-
Epsilon (forward 5° — CCAGAYTAYYTMAAAATGGC - 3’ and reverse 5° —
ATAAMKGCTAGCTTATATTC — 3%) and Xi (forward 5 -
TWYAATAGDCCVTTTTGGAT — 3’ and reverse 5> — TTMCGCCTACGCTTTGGCGC -
3”), originally designed based on homology of sequences of BPVs, allowing to detect BPVs
of genera Delta, Epsilonpapillomavirus (Delta-Epsilon) and Xipapillomavirus (Xi).The
primers amplify the L1 ORF, resulting in products with 430 bp and 600 bp, respectively.
These primer pairs were designed based on Maeda et al., (2007).

To test the specificity of both primers to detect BPV according to the genera, they
were tested firstly in cloned genomes of BPV-1 (AB626705), BPV-2 (M20219.1), BPV-3
(AF486184.1), BPV-4 (X05817.1), BPV-5 (NC004195.1) and BPV-6 (AB845589.1).
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PCR parameters: reactions were performed in a total volume of 50.0ul, using: 25.0ul
of Master Mix (Promega®, Madison, USA), 11.0ul of nuclease free water, 2.0ul of the
forward and 2.0ul of the reverse primer and 10.0 ul of DNA template. Reactions were done
on the thermocycler Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Singapore), and
subjected to the following cycles: an initial step of 10 minutes at 94°C, 35 cycles with 60
seconds at 94°C (denaturation), 60 seconds at 52°C (annealing), 60 seconds and 72°C
(extension) and 10 minutes at 72°C (final step).The amplicons were analyzed in previously
described conditions, with positive and negative controls. As positive control, BPV2 viral
genome for Delta-Epsilon primer and BPV-3 for Xi primer, previously cloned in bacterial
vector pAT153 in Escherichia coli D5Ha strain were selected.

The amplicon bands were purified using the PureLink™ Quick Gel Extraction Kit
(Invitrogen®©, Carlsbad, USA), according to the manufacturer instructions and, after eluted,
the material was stored at -20°C. The sequencing reactions were subjected to sequencing on
ABI PRISM 3730 DNA Analyzer™ (Applied Biosystems), using the BigDye® Terminator
v3.1 (Applied Biosystems, Carlsbad, EUA), employing 2.5 pl of the respective primer at 5
pM.

The quality of the DNA sequences were checked and overlapping fragments were
mounted using the bioinformatics software BioEdit version 7.0.9.0 (lbis Therapeutics,
Carlsbad, CA, USA) and the sequences were compared using the NCBI database, through the
BLAST tool (http://blast.ncbi.nlm.gov).

2.4 1solation of BPV virions

After the molecular identification of BPV types, 40g of papilloma samples with only
one viral type were mechanically macerated for two minutes with 320 ml of lyses buffer (1M
NaCl, 0.02M PBS pH 8.0). The product was transferred to cellulose nitrate tubes and was
centrifuged for 30 minutes at 7,100rpm in Sorvall OTD-75Ultracentrifuge, using the AH-629
(36 ml) swinging rotor, at 4°C for a first clearance. The supernatant, containing the virus
particles, was collected and stored. The resulting pellets were suspended in 320 ml of lyses
buffer and centrifuged again under the above conditions for the enrichment of virus
extraction. The supernatants were combined and added of 0.25% of UltraPure™ SDS
(Invitrogen®©, Carlsbad, USA) and 0.01% trypsin 1:250 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA)/MiliQ autoclaved water. The final volume was incubated along two hours at 37°C in a
shaker, under rotation of 250rpm. After incubation, the material was centrifuged for one hour
at 23,600rpm in a Sorvall AH-629 (36 ml) swinging rotor at 4°C, discarding the supernatant.
The pellet, consisting mainly of collagen fibers, was suspended in 2 mg/ml collagenase
solution in lyses buffer, resulting in a final volume of 5 ml. The suspension was incubated for
four hours at 37°C in a shaker, under rotation of 300rpm.

The suspension was centrifuged for one hour at 29,100 rpm in Sorvall AH-650
swinging rotor in cellulose nitrate tubes of 5 ml, discarding the supernatant. The pellet was
suspended in 400ul suspension buffer (0.05M NaCl, 0.01M EDTA, 0.05M PBS pH 7.4).

The final volume of 400ul of viral suspension was transferred to cellulose nitrate tubes
containing of 5 ml, containing 4 ml of a solution of CsClI (density of 1.3 g/ml) in suspension
buffer. The tubes were centrifuged along 24 hours at 34,000rpm in Sorvall AH-650 (36 ml)
swinging rotor. After ultracentrifugation, the BPV virions were collected by aspiration and
transferred to cryogenic tubes that had their volume completed to 2 ml of PBS (137 mM
NaCl, 2.7 mMKCI, 10 mM Na;HPO,4, 2 mM KH,PQO,, pH 7.4) and stored at -80°C.
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An aliquot of 500 pl of isolated virions was destined to electronic transmission
microscopy, being fixed in glutaraldehyde buffer at 2%, dehydrated in ethanol, submitted a
negative staining and included in epoxy resin. The material was analyzed in electronic
transmission microscopy Leo 906E (Carls Zeiss, Germany) and the images were captured by
Mega View Il camera and using the software ITEM version E 23082007 (Olympus Soft
Imaging Solutions, Germany, GmbH), employing a voltage of 80 kV and a constant current of
1 A and a total magnification of 60,000 to 120,000X.

3. RESULTS

3.1.Molecular Identification and typifying of BPV

The Delta-Epsilon and Xi primers showed detection specificity for the different BPVs
genera, according to figure 1. Using the designed primers and sequencing, it was possible
identify the presence of BPV-2 in 81.82% of samples (63/77), being the most prevalent virus
type. It was detected the presence of BPV-5 in 11.68% of samples (9/77), BPV-9 in 3.89%
(3/77). The results also point out the presence of BPV-3 and the putative virus type BR/UEL-
2 in one sample each, being the first description of this putative virus type in Sdo Paulo State,
Brazil. It was also observed the co-infection for more than one virus type in five animals,
representing 18.51% of analyzed animals.

3.2.Virus Isolation

Using the novel methodology proposed in this present work, it was successfully
achieved the isolation of complete BPV-2 virions. Although the molecular typifying had
showed the presence of four different types of BPV (BPV-2, 3, 5 and 9) and a putative new
type (BR/UEL-2), we only isolated BPV-2, the most frequent type observed.

To confirm the isolated virus , the material was submitted to electronic transmission
microscopy in a maximum magnification of 120,000 X, revealing the efficacy of the novel
methodology, indicating the presence of high amount of BPV-2 55 nm diameter particles as
expected (figure 2).

The isolated particles of BPV-2 were stocked at -80°C. The novel methodology
proposed can be applied with equal success for isolation of another BPVs types as well as for
the Human Papillomavirus (HPV), since the methodology allows isolating the virus in
accordance with the molecular weight.

4. DISCUSSION

A high frequency of bovine cutaneous papillomatosis was observed in the studied
population, especially among young animals aged between two and three years. Similar
results in animals of the Simmental breed were observed by Turk et al.(2005). The high
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incidence of papillomatosis seem to be related to the confinement of animals, since confined
populations are more susceptible to outbreaks of the disease.

Only in Brazil, which has the second highest effective cattle herd in the world, with
approximately 210 million of animals, about 60% of the herd is infected by BPV (Stocco dos
Santos et al., 1998). This amount may be even higher because the virus infection can be
asymptomatic (Araldi et al., 2013), leading to the need of prophylactic and/or therapeutic
vaccines.

The viral typing by sequencing requires the use of primers that allow efficient
identification of viral sequences. Accordingly, the primer set Delta-Epsilon and Xi were
highly efficient in identifying sequences of BPV in accordance with the virus genera. This is
the first description of these primers, which can represent an important advance in
epidemiological studies of BPV, facilitating the virus identification.

Viral typing was performed by sequencing, revealing the presence of BPV-2 in
81.81% (63/77) of samples, being the most prevalent virus type in the studied population,
followed by the BPV-5, observed in 11.68% (9 /77), BPV-9, detected in 3.89% (3/77) and
BPV-3, observed in only one sample. It was also detected the presence of supposed new viral
type BR/UEL-2 in one sample.

The BR/UEL-2 was firstly identified in State of Parand, being observed in skin
papilloma of the axilla region (Claus et al., 2009). The virus presents an identity matrix of
78% with the BPV-4, allowing its classification as a Xipapillomavirus (Claus et al., 2009).

We detected the BR/UEL-2 in a cutaneous papilloma in the thoracic region of a female
animal. This finding points out to the BPV distribution and dissemination for different areas,
justifying the need for investment in larger epidemiological studies to understand the different
viral types circulating in Brazil and worldwide. In this scenario, our laboratory has identified
different virus types and putative new ones of BPV in Brazil (Lindsey et al., 2009; Melo et
al., 2014; Araldi et al., in press).

It was observed co-infection in five animals. Although few studies have reported the
co-infection, similar results were observed by Lindsey et al.(2009) and Araldi et al.(2013)
and Carvalho et al. (2013). The infection with more than one virus type demands investments
in vaccines with a broad spectrum of coverage, particularly related to the most prevalent
BPVs types (Nicholls and Stanley, 2000).

Although the presence of BPV-2 was the most prevalent in the studied population, the
data revealed no clinical signs of chronic enzootic hematuria, suggestive of bladder
carcinoma (Roperto et al., 2010; Pathania et al., 2012). This fact can be justified by the
absence of fern Pteridium aquilinum on the farm. Studies showed that intake of 10-30g/Kg of
the fern lead to bone marrow failure, resulting in fever, diathesis, bleeding, thrombocytopenia
and neutropenia (Lucena et al., 2011). Although it had not been detected the presence of
bladder cancer clinical signs , the presence of the virus should not be neglected, since the
BPV causes cytogenetic damage that can lead to malignancy (Stocco dos Santos et al., 1998;
Melo et al., 2011; Araldi et al., 2013).

Since the development of ultracentrifugation technique, this has been frequently used
for virus isolation of Papillomavirus virions with gradient of cesium chloride (CsCl), plus a
cushion of 40% sucrose (Bujard, 1967; Favre, 1975; Baker et al., 1991; Vanslyke et al., 1993,;
Zhou et al., 1995).

The ultracentrifugation promotes a compression of solutions, resulting in a continuous
increase of density of solutions in the direction of centrifugal force (Meselson et al., 1957).
This condition allows the isolation of BPV virions, with a buoyant density of 1.34g/ml of
CsCl and empty particles (composed only by capsids without genetic material) with a buoyant
density of 1.29 g/ml (Lancaster and Olson, 1982).
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However, some problems were commonly observed in previous studies involving the
BPV isolation, such as the difficulty to concentrate the virion pellet (Karger et al., 1998;Wang
et al., 2007), obtaining the gradient of centrifugation and the disruption of capside due the
multiple steps of ultracentrifugation, reducing the number of isolated particles(Favre,
1975;Wang and Roden, 2013).

The use of the methodology presented for us is a result of adaptation of those
previously described in the literature, allowed the isolation of BPV-2 satisfactorily. We did
not obtain enough samples, in terms of weight, of other types identified in this study (BPV- 3,
5, 9 and BR/UELZ2), as the isolation technique requires at least 40 g of papilloma infected
with only one virus type.

The results of electronic transmission microscopy revealed the efficacy of the novel
methodology to BPV isolation, indicating a high number of viral particles, with
approximately 55 nm, which corresponds to the diameter of BPV (figure 1).

The methodology presented in this work showed to be less laborious than that reported
in previous studies that employed the use of CsCl gradient plus a cushion of sucrose, while
that proved effective in the isolation of BPV virions. Another advantage obtained from the use
of this methodology was to obtain a single band, comprising whole virus BPV particles,
without forming a second band composed of DNA without viral capsids. The formation of
this second band represented one of the difficulties reported in the literature, because it
reduces the number of virions isolated(Favre, 1975).

The disruption of the capsids is associated with multiple centrifugation steps employed
in the methods already published, since the centrifugal force is a physical denaturing agent
(Speir et al., 1995). Moreover, an important change was the replacement of the sarkosyl, an
ionic surfactant derived from sarcosine by sodium dodecyl sulfate (SDS). The replacement
was done in view of their similar properties and their relatively close molecular weights,
being 293.38 g/mol of the sarkosyl and 288.38 g/mol of the SDS.

The methodology proposed in this present work can be used with equal success for
isolation of another papillomaviruses, including the HPV. Under this view, the isolation of
specific types of BPV is critical to immune challenge, allowing the validation of vaccine
products through in vivo assays and the guarantee of the immunogenic efficacy of candidate
products to entrance into a market.
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Figure 1 — Electrophoresis gel: 430 bp amplicons obtained with primer pair Delta-Epsilon
that is able to amplify BPVs genra Deltapapillomavirus (BPV-1 and 2) and
Epsilonpapillomavirus (BPV-5) and 600 bp amplicons obtained with primer pair Xi in detect
BPVs of genre Xipapillomavirus (BPV-3, 4 and 6).
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Figure 2 — Isolated BPV2 particles  from cutaneous papillomas using the proposed
methodology in four different magnifications: 16,000 X (A), 36,000 X (B), 75,000 X (C) and
120,000 X (D).
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