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Resumo

O Papilomavirus bovino (BPV) é o agente etiologico da papilomatose bovina.
Esta apresenta lesbes que normalmente sdo benignas e tendem a regredir, porém
podem progredir a uma neoplasia. Muitas metodologias utilizadas para deteccao de
BPV se mostram inespecificas e apresentam reacdes cruzadas com outros
organismos relacionados. No entanto, a reagdo quantitativa em tempo real em
cadeia da polimerase (qQPCR) € uma ferramenta de destaque na deteccao, tipificacéo
e quantificacdo de nucleotideos e vem sendo utilizada na clinica para avaliar carga
viral. O objetivo do trabalho foi desenvolver um novo protocolo de deteccéo,
tipificacdo e quantificacdo de BPV através da gPCR. Foram desenhados cinco pares
de primers, que possuem como alvo uma regidao conservada do genoma viral (gene
L1) de diferentes BPVs. A seletividade dos primers foi testada in vitro e DNA extraido
de células MDBK néo infectadas foram utilizados como controle negativo. A técnica
de gPCR permitiu detectar, tipificar e quantificar material viral dos BPVs 1, 2, 4,5 e
6. O limiar relativo da deteccdo foi de 4fg de DNA, em torno de 30-40 copias de
DNA/uL. Dos cinco pares de primers produzidos, quatro apresentaram mesmo perfil
térmico durante a gqPCR (qPCRBPV2, 4, 5 e 6), permitindo em um Unico
procedimento detectar e tipificar os quatro tipos virais. A distingdo das amostras foi
realizada através da analise de melting que permitiu tipifica-las. Através da
metodologia desenvolvida foi observado que em lesGes cutéaneas de bovinos
infectados com BPV a carga viral ndo se mostrou inferior a 1000 cépias/pL,
engquanto que a técnica permite quantificar até um limiar de 40 copias de DNA/ul.
Este trabalho possui relevancia para validacdo de gPCR como diagnostico da
papilomatose bovina e particular importancia quando aplicado em estudos da
infeccdo pelo BPV e no monitoramento por veterinarios da eficacia das futuras
vacinas.

Palavras-chave: BPV; carga viral; genotipagem viral; gPCR.
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Abstract

Bovine papillomavirus (BPVS) is the etiologic agent of bovine papilomatose
which is characterized by hyper proliferative lesions. Papillomas in cattle are typically
benign and often regress, but occasionally lesions can persist and progress to
malignant neoplasia. The majority of current techniques for identification of BPV is
unspecific and possesses cross-reactivity with closely related organisms. The Real-
time quantitative polymerase chain reaction assay (QPCR) has become an
exceptional tool for detection and quantification of oligonucleotides and has been
utilized increasingly on viral load evaluation. Aiming to develop a new protocol for fast
detection, typification and quantification of BPV in gPCR, we designed five pairs of
Oligonucleotides for BPV1, 2, 4, 5 and 6 focusing on L1 gene. The qPCR primers
sets were tested in vitro and Madin-Darby Bovine Kidney Cells (MDBK) DNA was
also used as negative control. The Real-time gPCR assay provided an accurate
detection and quantification for the BPVs 1, 2, 4, 5 and 6. The relative detection limit
for the assays was 4fg or 30 to 40 genome equivalents. Four primers pairs
(QPCRBPV2, 4, 5 and 6) had the same annealing temperature and their products
showed differences on melting points analyses. Through the melting point analysis,
samples can be identified and discriminated as a screening and then samples can be
run for viral load. In our study we tested the viral load in bovine cutaneous skin warts
and observed infections with 1000 copies/ul at least. However, this assay could
reach levels of 40copies/pL. In conclusion, this methodology has an important impact
on the validation of gPCR as a BPV diagnosis. Its relevance is proved when applied
to BPV infection studies and the monitoring of the efficacy of future BPV vaccines by
veterinarians.

Key words: BPV; viral load; viral genotyping; qPCR.
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1. Introducéo

A bovinocultura € um dos principais destaques do agronegaocio brasileiro no cenario
mundial. Dois segmentos lucrativos estdo inseridos na criagcdo de bovinos, as cadeias
produtivas de leite e de carne. Possuindo o segundo maior rebanho de bovinos do mundo,
estimado em 200 milhdes de cabecas, e assumindo lideranca em exportacédo desde 2004,
o0 Brasil tem criado e assumido diversas restricbes e cuidados com esse comeércio.
Entretanto, a papilomatose bovina, doenca que causa desvalorizacdo dos animais
afetados, piorando a aparéncia e causando depreciacdo do couro, € ignorada pelos
orgaos de fiscalizacdo por ndo estar incluida nas doencas de notificacdo compulsoéria. A
papilomatose bovina é uma doenca viral, causada pelo papilomavirus bovino (BPV), que
acomete o epitélio e a mucosa, induzindo lesées em bovinos e equinos. Os tumores ou
papilomas causados pelo BPV sdo doencas emergentes de importancia econémica para

os criadores, por estar associada a perda de produtividade.

Os papilomavirus tém sido explorados pela comunidade cientifica por sua grande
importancia na bovinocultura. Promover medidas profilaticas para lidar com as doencas
causadas pelos BPVs constitui estratégia de grande interesse para saude animal. Para
tanto, torna-se primordial o estabelecimento de um sistema de deteccdo e tipificacao

desses BPVs que forneca resultados robustos e seguros a um custo/beneficio compativel.

Apesar da disponibilidade de metodologias que permitem deteccdo e identificacao
do virus causador da infeccdo, os diagnosticos da papilomatose bovina ainda sdo pouco
acessiveis, e muitas vezes restritos a areas académicas. Muitos dos estudos disponiveis
acerca dos animais infectados em uma propriedade nao permitem avaliacdes
epidemiologicas e relatam a presenca da infeccdo pelo BPV através do diagnostico

histopatolégico. Perfis de infeccdo por regides do corpo do animal, em diferentes



municipios e estados de um pais ainda ndo foram realizados devido a dificuldade de
obtencdo dos dados e estabelecimento de diagndstico por tipo viral. Desta maneira se faz
imprescindivel o desenvolvimento de uma técnica que permita ndo s6 a detecgcdo, mas

também a quantificacao viral tipo especifica presente nas amostras clinicas.



2. Revisao da Literatura

2.1 O Papilomavirus

Os papilomavirus (PV) pertencem a um grupo heterogéneo de virus DNA
classificados na familia Papillomaviridae, que, comumente, infectam células basais nos
epitélios cutdaneo e mucoso induzindo-as a formacdo de lesdes tumorais, conhecidas
como papilomas ou verrugas (Bernard, 2006). As lesfes sdo geralmente benignas e com
tendéncia a regressédo, mas sob a acdo da integracao viral e/ou co-fatores ambientais,
podem progredir para tumores malignos. A papilomatose cutdnea encontra-se
amplamente disseminada em todo o mundo, sendo uma doencga cosmopolita, e ocorre em
diversas espécies de mamiferos e aves (Lancaster & Olson 1982, Campo & Jarrett 1986,

Literak et al., 2006; Bernard et al., 2010).

Até a década de 1970, os PV eram pouco reconhecidos e considerados como
agentes causadores de verrugas e lesdes cutaneas benignas em alguns mamiferos e
humanos. Tendo em vista que, em geral, verrugas eram associadas unicamente a
problemas estéticos e ndo a uma ameaca a saude, os papilomavirus representavam
interesse apenas académico como virus humano causador de displasia. O
desenvolvimento de novas técnicas na biologia molecular proporcionou a deteccédo de
varios tipos de papilomavirus em lesbes da mucosa, tanto benignas quanto malignas,
como é o caso das verrugas genitais e cancer cervical, e dos papilomas na laringe,
demonstrando a grande necessidade de expansdo no conhecimento desses

microrganismos (Gissman et al., 1977; Zur Hausen, 2002).

Os papilomavirus séo identificados pela abreviacdo PV e uma ou duas letras
indicativas da espécie hospedeira, que podem ser derivadas de uma palavra em inglés

como, por exemplo, HPV (Human Papillomavirus) para papilomavirus humano, ou do
3



nome cientifico do hospedeiro como, por exemplo, MnPV para papilomavirus Mastomys

natalensis, que afeta uma espécie de rato africano (De Villiers et al., 2004).

O PV é um pequeno virus que pode ser oncogénico (dependendo do tipo), ndo
envelopado, com morfologia icosaédrica e didmetro de 55-60nm. O seu capsideo €&
composto por 72 capsémeros, formados por pentameros de 360 copias da proteina L1,
além de 12 cépias de outra proteina, denominada L2, a qual atravessa o capsideo e liga-

se ao genoma viral (Baker et al., 1991; Modis et al., 2002).

O genoma do PV é constituido por uma fita dupla de DNA circular com massa
molecular de 5,0 x 10° Dalton e tamanho de cerca de 8kb (Stringfellow et al., 1988),
constituida de oito sequéncias abertas de leitura (open reading frames — ORF),
distribuidas em duas regides principais E e L, conforme o padrdo temporal de expressao.
O segmento inicial de expresséo precoce (early - E) apresenta seis ORFs e representa
45% do genoma viral. Esta intimamente ligado a manutencéo e proliferacdo do virus no
hospedeiro (Campo, 2006). O segmento tardio (late — L) contém duas ORFs, representa
40% do genoma viral e promove a codificacdo de proteinas que irdo compor a estrutura
do capsideo viral, quando da liberacdo dos virions. Entre os segmentos E e L existe a
LCR (long control region — Regido longa de controle) que é uma area nao-codificante do
genoma viral, de aproximadamente 500-1000 nucleotideos, situada entre o terminal 3’ da
ORF L e o terminal 5’ da ORF E. Essa regido contribui com 15% do genoma viral e possui
inUmeros locais de ligacGes para os repressores e ativadores da transcricdo, além da
origem de replicacdo (Borzacchiello & Roperto, 2008). Embora esta seja a organizacao
convencionada para o genoma dos PVs, ha alguma variagdo quanto a presenca e
auséncia de ORFs, a depender do tipo viral considerado (Buck et al., 2005). A Figura 1

demonstra o panorama geral do genoma do papilomavirus (Freitas et al., 2011).



7945bp :'
L2 —
1,410bp
- [ i \ .

/13505~

Intergenic region

Figura 1: Diagrama da organiza¢c&do do genoma de BPV1. O genoma viral esta representado em circulo,
demonstrando as posi¢Oes dos genes virais E6, E7, E1, E2, E4, E5, L2, L1, e 0 LCR entre os genes L1 e

E6. Fonte: Freitas et al. (2011)

2.1.1 Ciclo de infec¢cdo do Papilomavirus

A transmissdo dos PV é facilitada pela presenca de abrasdes na superficie do
epitélio. Grande parte das infeccbes sdo assintomaticas ou subclinicas e mantém-se
indetectaveis através do tempo. Os PV parecem coexistir com seus hospedeiros por
longos periodos de tempo, alguns ocorrem preferencialmente em um ciclo latente, pois
uma grande variedade de tipos de PV ja foi isolada de pessoas e animais aparentemente
saudaveis (Antonsson & Hansson, 2002; Antonsson et al.., 2003a; Antonsson et al.,

2003b; Ogawa et al., 2004).



O ciclo de vida dos PV esta intimamente ligado a diferenciacdo epitelial, jA que se
replicam no epitélio escamoso estratificado da pele e mucosas. As células infectadas se
dividem e espalham lateralmente. Algumas células migram para as camadas suprabasais
e se diferenciam onde genes virais sdo ativados formando o capisidio viral (Figura 2) (zur

Hausen, 2002).

A w5
&5
Camada escamosa A
o an ‘::}'[h
r-" 9 x )‘\:'3
L oo
Microtrauma E
- - >
; ah g . ,
Camada supra basal ou e;:;’;} | . —
espinhosa e o ) B ) ) e T ()
= — g — : - =3 — y - ) ‘ = o < -
»” - ’ /) - v e - v ) ) g ”~ -
Z s )
2HO& e R B ‘/ =28 S =) 2--/ 4 V‘J =)&)
| @) @ 0/‘. 9 o o) IR RN ECE, . -
Camada basal D/ ‘-./ .‘/. - , o ; O: ‘\J. ./. ‘O/O‘. .‘/. ¢ 9 0, 0 9.9 .‘/O - ‘\O 0»
yOOTOTOOTIVOTOVOOTTOTSTOTOOTIOOTOOY

Figura 2: Ciclo de infec¢cdo do PV. Entrada do virus no tecido epitelial através de trauma e infeccdo na
camada basal (células com nucleo azul). As células de nucleo verde indicam a expressdo das proteinas L1

e L2 para montagem dos virions que serdo liberados posteriormente. Fonte: Lowy and Schiller (2006).

Os PV infectam a camada basal do epitélio cutaneo ou mucoso expressando seus
genes de acordo com o programa de diferenciacdo celular do tecido. Os genes E1, E2 E4,
E5, E6 e E7 estédo envolvidos em diferentes momentos do ciclo. O gene E1 codifica uma
proteina com atividade helicase e interage com a DNA polimerase, sendo responsavel
pela replicacdo do DNA viral (Seo et al., 1997; Yang et al., 1991). O gene E2 codifica uma
proteina que atua como fator de transcricdo (Mcbride, Romanczuk & Howley, 1991). A
perda da expressédo de E2 esta correlacionada com o aumento da proliferagdo celular

induzido por E6 e E7, uma vez que E2 inibe a transcricdo destas ultimas (Hedge, 2002).



Os genes E5, E6 e E7 codificam oncoproteinas que estimulam o crescimento e
transformacao das células (Zur Hausen, 1996; Zur Hausen, 2002). A proteina E4, por sua
vez, parece ter um papel importante na liberacdo das particulas virais, pois é encontrada,
principalmente, nas células das camadas mais diferenciadas do epitélio infectado (Zur
Hausen, 1996; Zur Hausen, 1999). Nas células da camada superior do epitélio, existe
uma maior concentracdo das proteinas estruturais que formam o capsideo viral, L1 e L2
(Longworth & Laimins, 2004). Ambas possuem epitopos que induzem a producdo de
anticorpos reativos, com resposta tipo-especifica para cada de tipo de PV, direcionada
predominantemente a L1, que forma 90% do capsideo (Campo, 2006; Borzacchiello &

Roperto, 2008; Rose et al., 1994).

As caracteristicas biologicas e moleculares do papilomavirus j& estdo bem
estabelecidas, onde o conhecimento do ciclo celular, inter-relacdo génica e proteica ja se
encontram bastante discutidas na literatura, entretanto quanto a papilomatose bovina
como doencga, esta vem sendo aos poucos mais explorada, porém ainda possui poucos
dados que auxiliem a tomada de decisdes por parte dos 6rgaos de vigilancia sanitaria no

controle da infeccao e levantamento epidemiolégico da doenca.

2.2 Papilomatose Bovina

O agente etiologico da papilomatose bovina é o Papilomavirus bovino (BPV). Até o
momento doze diferentes tipos de BPVs estdo bem elucidados: BPV 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11 e 12. Originalmente a classificacdo dos BPV, de 1 a 6, era realizada em dois
subgrupos, A e B, tomando-se como base a estrutura do genoma viral e a patologia
associada a infec¢do. O subgrupo A era compreendido pelos tipos 1, 2 e 5, 0s quais eram

definidos como fibropapilomavirus por infectarem tanto o epitélio como a area



subdérmica, formando fibropapilomas. O subgrupo B, dito epiteliotropicos, compreendia
os tipos 3, 4 e 6, por infectarem apenas células epiteliais (queratindcitos), induzindo a

formacéo de papilomas verdadeiros (Campo, 2002; Zhu et al., 2011).

A classificacdo atual dos BPV se da através das propriedades bioldgicas e das
caracteristicas de organizacao do genoma. Os BPVs epiteliotrépicos (BPV 3, 4, 6, 9, 10,
11 e 12) sao definidos como Xi-papilomavirus; os BPV 1 e 2 como Delta-papilomavirus; e
os BPV 5 e 8 como Epsilon-papilomavirus, Figura 3 (de Villiers et al., 2004; Ogawa et al.,

2007; Hatama et al., 2008).

A identificacdo de novos tipos de PV é realizada através do gene L1 presente no
segmento tardio e tem sido utilizada por ser o mais conservado do genoma. O guia de
nomenclatura dos papilomavirus em 1995 na 14% Conferencia Internacional em Quebec,
Canada, definiu um novo isolado como novo tipo viral, caso a sequéncia de L1
apresente menos que 90% de similaridade entre todos os tipos ja conhecidos. Diferencas
entre 2% e 10% na sequéncia de L1 definem um novo subtipo e menores que 2%
definem um novo variante (De Villiers et al., 2004). Analises filogenéticas baseadas na
ORF L1 classificaram um isolado de BPV do Japdo como BPV-7, originando um novo

género na familia Papillomaviridae (Figura 3) (Ogawa et al., 2007).
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Figura 3. Arvore filogenética dos Papilomavirus bovinos. Adaptado de Hatama et al. (2008).

Os Papilomavirus bovinos produzem lesdes em diferentes regides do corpo do
animal ocasionando diversas complicagcées (Figura 4). O BPV 1 e o BPV 2 sé&o os
principais agentes de fibropapilomas cutdneos. O BPV 1 também pode causar
fibropapilomas nas tetas e no pénis e o BPV 2 no trato digestorio. O BPV 5 causa
fibropapilomas em forma de gréo de arroz no Ubere e os BPV 3, 4 e 6 foram isolados de
papilomas epiteliais cutaneos, papilomas do epitélio do trato digestorio e papiloma epitelial
de tetas, respectivamente. O BPV 8 foi associado a papilomas epiteliais da pele, ja os
BPVs 9 e 10 foram descritos como causadores de papilomas escamosos do Ubere.
Assim, s&o carcinogénicos os BPVs 1, 2 e 4, sendo os tipos 1 e 2 relacionados com o
cancer de bexiga urinéaria e o BPV-4 com o cancer do trato digestorio superior (Bloch,

1997; Schuch, 1998; van Regenmortel et al., 2000; Borzacchiello and Roperto, 2008).

A papilomatose bovina, também conhecida como verruga, figueira, verrucose,
fibropapilomatose ou epitelioma contagioso, € caracterizada pela presenca de lesdes
tumorais que ocorrem na pele, mucosas e em alguns 6rgaos. As lesdes papilomatosas
classificam-se em papilomas escamosos, mucosos, planos e pedunculares, de acordo
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com a superficie, zona ou local onde sédo produzidos e a forma que apresentam o0 seu
desenvolvimento. Os escamosos acometem a pele ou qualquer parte do corpo que
apresente epitélio estratificado e produzem proliferacdo desse epitélio. S&o comuns em
bovinos jovens e ocorrem principalmente na cabeca, especialmente ao redor dos olhos,
pescoco e ombros, e podem se espalhar por outras partes do corpo (Figura 4). O
tamanho varia e a aparéncia seca é semelhante a couve-flor. Papilomas mucosos se
apresentam como nédulos encapsulados e circunscritos. Os papilomas planos promovem
engrossamento da epiderme com queratinizacado forte nas camadas superficiais e nos
animais aparecem como nodulacfes arredondadas com pouca saliéncia da superficie da
pele e desprovidas de pelo. Ja os papilomas pedunculares sdo neo-formacfes que se
sobressaem da pele como prolongamentos de diferentes longitudes e que podem se
apresentar em forma de digitos. S&o muito comuns nas tetas e Ubere, mas séo de dificil

tratamento (Melo e Leite, 2003; Freitas et al., 2011).

Embora ndo necessariamente caracterize um processo carcinogénico, a
papilomatose bovina é uma doenca importante por causar depreciacdo no valor dos
animais (Mello e Leite, 2003). A extensdo e duragao do crescimento dos papilomas estao
relacionadas a idade, a receptividade genética, ao manejo inadequado e a
imunodeficiéncia. O problema pode atingir até 75% de um rebanho e, pela existéncia de

novos animais susceptiveis a papilomatose, pode durar anos (Freitas et al., 2011).
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Figura 4: Esquema de lesdes papilomatosas. Detalhes em diferentes regides do corpo de um bovino.

Fonte Freitas et al. (2011).

Dependendo da intensidade das lesbGes e debilitagdo do animal, alteracbes
funcionais/organicas podem ser ocasionadas pelos tumores. Infec¢cdes bacterianas
secundarias podem resultar em perda de condicdo corporal. A supuragcdo das verrugas
traumatizadas pode resultar em dermatite necrética. A hemorragia e miiase de verrugas
traumatizadas também ndo sdo incomuns e podem resultar na morte do animal.
Interferéncias na lactacdo e no coito também séo relatadas, devido a obstrucéo fisica. A
mastite devido a infeccdo ascendente e o trauma de papilomas mdltiplos na base das
tetas foram relados como possiveis causas de perda produtiva nos animais (William et al.,
1992). A doenca € cosmopolita e, em determinadas formas, acomete principalmente
animais de até dois anos de idade, embora todas as faixas sejam atingidas (Mello & Leite,
2003). Para a transmissdo da forma cutanea, exige-se solugcéo de continuidade na pele e

a infeccao pode ocorrer por contato direto (animal-animal) ou indireto (fomites).

Uma manifestacdo conhecida e bastante preocupante da papilomatose bovina em
rebanhos é a hematuaria bovina enzod6tica (EBH), doenca neoplasica inflamatéria cronica
da bexiga urinaria de bovinos. Clinicamente é caracterizada pela hematuria, anemia e

debilidade progressiva seguida de morte. Em um estudo realizado em bovinos na ltalia,
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envolvendo amostras de tumores de bexiga coletadas em abatedouro, verificou-se que
77% delas eram positivas para BPV-2. Este quadro clinico estd associado ao consumo de
samambaia, assim como infeccéo pregressa pelo BPV (Borzacchiello et al., 2003; Dawra

& Sharma, 2001).

A malignizacdo de papilomas pré-existentes esta associado a acdo sinérgica de co-
fatores ambientais (Stocco dos Santos et al., 1998; Campo, 2002). Leal et al., (2003)
mostraram que células Palf (fibroblasto de palato de bezerro) expressando a oncoproteina
E7 de BPV-4, Ha-ras (ativo) e tratadas com quercetina apresentaram uma taxa mais
elevada de aberragbes cromossOmicas estruturais contendo rearranjos peculiares

oriundos de possiveis fusdes céntricas.

Assim como muitos virus, BPVs podem estabelecer uma infeccao latente. O genoma
viral é frequentemente encontrado em epitélios normais, sem sinais clinicos da doenca
(Ogawa et al., 2004). Epitélios normais sdo sitios receptores de infeccdo latente e a
reativacdo do BPV em locais de trauma sugere que o DNA viral est4 presente neste sitio
e que os danos do epitélio, possivelmente através da producao de citocinas inflamatérias
e do estimulo da proliferacdo celular, induz a expressdo de genes virais levando a

formacgéao de papiloma (Campo, 2006).

2.2.1 Infeccdo entre espécies, diferentes sitios de infec¢éo e Co-infec¢cdo de BPV

Os BPV sao descritos como epitélio-especificos, porém a sua presenca ja foi
encontrada em diferentes tecidos e fluidos, tais como sangue periférico, plasma
sanguineo, leite, células da imunidade como linfcitos (Stocco dos Santos et al., 1998;
Freitas et al., 2003; Wosiacki et al., 2005; Freitas et al., 2007; Singh et al., 2009) e tecidos

reprodutivos, incluindo oocitos, ovario, utero, placenta, células do cumulus, fluidos uterino
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como liquido amniotico, sémen e espermatozoide (Carvalho et al., 2003; Yaguiu et al.,

2006; Freitas et al., 2007; Silva et al., 2011).

Existe uma variedade de implicacdes relativas as infec¢des virais no trato reprodutor
e no sémen, que incluem a disseminagédo de doencas, devido a possibilidade de risco de
transmissao para as geragdes subsequentes e infertilidade/esterilidade. Infecgbes do ovo
e embrido, aborto e anormalidades embrionarias e fetais séo resultados comuns de
infeccdes nesses tecidos (Dejucq & Jégou, 2001). Uma série de doencas pode ser
transmitida, em bovinos, tanto pelo acasalamento, quanto pela inseminagéo artificial
(Wentink et al., 2000). O primeiro estudo buscando avaliar a relacdo do BPV e o trato
reprodutivo em bovinos foi realizado pelo nosso grupo (Grupo de Estudos Moleculares
Aplicados a Papilomaviroses — GEMAP) e verificou a presenca de material genético de
BPV 1 e 2 no trato reprodutivo e gametas de vacas (Carvalho et al., 2003).
Posteriormente, Yaguiu et al. (2006) verificaram a presenca de BPV 1 e 4 no trato
reprodutivo de fémeas e de BPV 2 em sémen bovino. Freitas et al. (2007) detectaram a
presenca de BPV em placenta, liquido amni6tico e sangue de bezerro recém-nascido
sugerindo assim a transmisséo vertical de BPV. Silva et al. (2011) verificaram a alta
prevaléncia de BPV2 em doses de sémen comercial de bovinos, porém sem causar

nenhum alteragéo nos parametro de fertilidade dessas amostras

Os papilomavirus sdo tidos como espécie-especificos, porém o BPV é presente em
alguns tipos de lesbes especificas em outras espécies de animais que ndo bovinos. Uma
doenca similar a papilomatose bovina acomete bufalos, mas tem recebido menos atencao
gue em bovinos (Silvestre et al., 2009). Devido a boa adaptacdo desses animais em
ambientes diversos e aumento no consumo de derivados do leite de bufalos, esses
animais estdo sendo criados em areas tradicionais de criacdo de bovinos e
frequentemente dividlem os mesmos espacos nas fazendas. O bufalo € uma espécie

pertencente a familia Bovidae e a infeccdo cruzada pelo BPV tem aumentado
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vertiginosamente nesses rebanhos, preocupando os criadores. Os BPV 1 e 2 estdo
associados ao desenvolvimento das lesdes papilomatosas em bubalinos (Figura 5) e a
ocorréncia de hematuria enzodtica ja foi relatada nesses animais. Apos estabelecimento
da infecgdo em bubalinos, essa pode disseminar entre os bufalos sem o intermédio de
bovinos, e levando as mesmas complicacfes e perdas econdmicas nos plantéis desses

animais (Somvanshi, 2011).

Figura 5: Papiloma cuténeo de bufalo. A) Crescimento de uma massa celular anormal. B) verruga cutanea
em detalhe; C) Papiloma cutaneo de bufalo dissecado; D) Les&o papilomatosa de crescimento em epiderme

de bufalo. Areas queratinizadas estéo limitadas a periferia. Fonte: Somvanshi R (2011).

A associacao da infeccdo pelo Papilomavirus bovino a lesdes em equinos ja esta
bastante discutida na literatura. Lesfes ditas sarcéides que acometem equideos como
mulas, zebras, cavalos e burros foram associadas a infec¢do pelos BPV 1 e 2. Através de
técnicas de PCR, foi possivel detectar o DNA de BPV em 100% das amostras de sarcoide

investigadas e em tecidos aparentemente intactos que circundam a area lesionada,
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sugerindo que a infecgao reside nos fibroblastos de maneira latente e o desenvolvimento

da lesédo é condicionado a fatores de ativacao (Stanek et al., 2008).

As lesbes de sarcoides afetam todas as espécies da familia Equidae. S&o lesdes
tumorais invasivas dos fibroblastos e representam a neoplasia mais frequente e
prevalente entre essa familia, chegando a valores entre 12,9 e 67% de todos os tumores
de equinos. Até 2008 ndo havia relatos da presenca da estrutura do capsideo viral nas
lesGes desses animais, apenas deteccdo de genes e proteinas nos fibroblastos, levando a
suposicdes de que a infeccdo era abortiva. Entretanto, particulas virais (VLPs) de BPV 1
foram recentemente identificadas em sarcOides utlizando técnica de PCR de
imunocaptura, sendo a primeira evidéncia da presenca intralesional dos virions de BPV na

doenca (Brandt et al., 2008, Finlay et al., 2009).

Alguns estudos mostraram que lesdes transientes tipo sarcéide podem ser induzidas
via inoculacdo através do extrato de uma lesado tipo sarcoide e de virus purificados.
Alguns relatos também demonstram que as infecgcdes em equinos estdo associadas a um
diferente tipo variante do BPV1 que nado € encontrado nas les6es que acometem bovinos,
sugerindo assim, que ha transmisséao direta entre equinos (Nasir et al., 2007; Finlay et al.,

2009; Nasir & Campo 2008)

Além da transmissao direta da papilomatose bovina entre diferentes espécies de
animais, havia questionamentos quanto a proliferacao e disseminacao da infeccdo em um
mesmo rebanho, onde n&o havia contato direto entre animais nas diferentes fazendas.
Neste sentido, em 2009, um estudo detectou a presenca de material gendmico de BPV
em diferentes tipos de moscas que estavam presentes nestas fazendas, sugerindo que
esse artropode funcionaria como vetor da infecgdo entre diferentes animais (Nasir et al.,

2009; Finlay et al., 2009).
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Foram avaliadas lesdes papilomatosas em outras espécies de mamiferos, que estao
distantes filogeneticamente dos bovinos, e evidenciou-se a presenca de BPV 1 e 2,
atuando como agente causador das lesbes. Espécies como girafa e zibelino, um
mamifero carnivoro natural do Norte da Asia e da Africa foram recentemente identificados

como portadores da infeccéo pelos BPVs 1 e 2 (van Dyk et al., 2011).

Também foi recentemente descrita a presenca do Papilomavirus de sarcéide Felino
(FeSarPV), infectando lesdes em bovinos (Silva et al., 2012). O FeSarPV esta associado
a lesbes tipo sarcoide que infectam felinos silvestres que residem em areas proximas a
criagbes de bovinos. O sarcéide felino € um tumor bastante raro, possuindo poucos
relatos na literatura (Munday & Knight, 2010; Schulman et al., 2001; Munday et al., 2010).
Um outro ponto quanto ao FeSarPV é a proximidade filogenética desse ao género dos
Deltapapillomavirus (BPV 1 e 2). Alguns autores sugerem que o FeSarPV utiliza os felinos
apenas como hospedeiros nao permissivos (Teifke et al., 2003; Munday et al., 2010) e
ainda inferem que os hospedeiros naturais desse tipo viral sdo ruminantes (Silva et al.,

2012).

Vem sendo descrito na literatura a ocorréncia de lesbes causadas por diferentes
tipos de BPV em sitios de infeccao diferentes no corpo do animal, promovendo aspectos
diversos da lesdo (Carvalho et al., 2012), assim como lesées com morfologias
caracteristicas de infeccdo por determinado tipo viral sendo causada por outro tipo de
BPV (Claus et al., 2009). O BPV 4 no estudo de Carvalho et al. (2012) foi encontrado em
lesbes cutaneas, entretanto este tipo viral é relacionado a infeccdo em mucosas e é
responsavel por cancer do trato digestivo superior. JA BPV 5 e 6, que estéo relacionados
a lesbes nas tetas e ubere, foram relatados promovendo papilomas ao redor do olho e
ombro de bovinos (Carvalho et al., 2012). A presenca de BPV 1 e 2 ja foi relatada em
outros tecidos como sangue e células reprodutivas (Yaguiu et al., 2006, 2008; Diniz et al..,

2009; Lindsey et al.., 2009). Os BPV 1 e 2 foram relatados co-infectando lesbGes em
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bovinos na india (Leishangthem et al., 2008; Pangty et al., 2010). Assim como ja foram
encontrados cinco diferentes combinacdes de infeccado mdultiplas em bovinos (Claus et al.,
2009). No Brasil altas incidéncias de BPV 3 foram relatadas, assim como presenca de

BPV tipo 2, 3, 4 e 10 na mesma leséo foi demonstrada (Carvalho et al., 2012).

A ocorréncia da co-infec¢do por BPV em uma Unica amostra sugere que ndo hd uma
competicdo natural entre os diferentes tipos virais (Schmitt et al., 2010). Entretanto, ainda
ndo esta claro se os diferentes tipos de BPV co-infectando as mesmas lesfes sdo
capazes de promover uma nova infecgdo. Alguns relatos descrevem que a infeccao pelo
BPV em sitios ndo caracteristicos é abortiva por ndo produzir novos virions ( Amtmann et
al., 1980; Lancaster, 1981; Bogaert et al., 2008). Porém, muitos animais sao
constantemente afetados com papilomas em varias partes do corpo, o que pode ser
consequéncia da co-infeccdo, que levaria a baixa da imunidade e dificuldade de

regressao das lesoes (Freitas et al., 2011).

A classificacdo viral aceita antigamente sofreu alteracdes, visto que um dos
parametros utilizados para distingdo dos BPVs era o tipo de lesdo associada ao tipo de
papilomavirus. Devido o desenvolvimento de novas metodologias que promoveram a
genotipagem dos BPV, foi possivel detectar e tipificar os papilomavirus bovinos presentes
nas diferentes lesdes, elucidando a capacidade de infeccdo em diferentes sitios (Freitas

et al., 2011).

2.3 Deteccéao e Diagnostico

Em geral, técnicas de detecgéo viral envolvem o isolamento do virus em cultura de

células (Varella et al.,, 2005). Entretanto, o papilomavirus se desenvolve de modo
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dependente da diferenciacdo celular (Zur Hausen, 2002), o que torna inviavel a

reproducdao in vitro da diferenciacdo celular ocorrida no epitélio in vivo (Souza, 2007).

A identificacdo histoldgica através dos métodos de coloracdo usuais ainda hoje é
utiizada como ferramenta auxiliar na determinagcdo do diagnostico de lesbes
papilomatosas. Entretanto, identificagdo direta do DNA de PV é atualmente o método de
escolha para a sua deteccdo em esfregacos ou amostras de tecidos. A técnica de
imunohistoquimica que detecta o revestimento proteico das particulas virais, detectando o
virus apenas durante a fase de liberacdo, foi sugerida como metodologia para deteccéo
dos PVs. Entretanto, esse ndo é um método de escolha para o diagnéstico de infec¢des
pelo PV em virtude de sua baixa sensibilidade e grande periodo de laténcia que algumas

infecgdes apresentam (Lancellotti et al., 2000).

Existem varios métodos moleculares para a deteccdo de DNA viral, sendo os
principais a hibridizacdo fluorescente in situ (FISH), RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism- Polimorfismo de Fragmento de restricdo), reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), Sequénciamento, Southern e Dot blot (Moljn et al., 2005). Para a detecc¢ao geral
de PV as técnicas utilizadas com frequéncia tém sido RFLP, PCR e sequénciamento
(Stocco dos Santos et al., 1998; Silva et al., 2005). Estas técnicas séo eficientes por nao

requererem o cultivo viral, sendo a PCR a mais sensivel dentre elas.

A PCR é uma técnica que permite a amplificacdo enzimatica do DNA ou RNA in
vitro, promovendo, com rapidez, o aumento no numero de segmentos de &cidos
nucleicos, que podem ser visualizados através da eletroforese (Hirigoyen et al., 1992;
Gross & Barrasso, 1999). Esta técnica permite detectar pequenas quantidades de DNA

viral presente no material, amplificando-o em quantidades identificaveis.

A PCR tornou-se a mais adequada técnica para a deteccédo do PV, devido ao alto

nivel de sensibilidade e especificidade (Moljn et al.,, 2005). Existem diversos
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oligonucleotideos iniciadores (primers) para a deteccdo de PV (Forslund et al., 1999;
Gravitt et al., 2000; Antonsson & Hansson, 2002, Ogawa et al., 2004, Maeda et al., 2007)
e diferentes sequéncias de primers especificos foram propostas por varios pesquisadores,
com a finalidade de identificacdo dos BPVs 1, 2 (Otten et al., 1993; Wosiacki et al., 2005),

4 (Gaukroger et al., 1991) e 5 (Bloch et al., 1997).

Nas PCRs de detecgédo geral de HPV sao frequentemente utilizados os pares de
primers degenerados FAP59/64, mais especificos para deteccdo do virus em epitélio, e
MY11/09 que detectam mais especificamente o virus em tecido mucoso (Manos et al.,
1989; Forslund et al., 1999; Tornesello et al. 2006). Estes mesmos primers séo utilizados
em deteccdo de BPV, apesar da diminuicdo de especificidade (Ogawa et al., 2004; Claus

et al. 2007; Carvalho et al., 2012).

A diferenca de sensibilidade tecidual entre os primers de deteccéao geral é devido a
regido de anelamento utilizada para designar os mesmos, pois cada tipo possui uma
identidade molecular. Os primers MY 09/11 foram desenhados com base na regido L1 de
tipos virais caracteristicos de mucosas (Manos et al., 1989). Ja os primers FAP 59/64

foram desenhados a partir da regido L1 de tipos virais epiteliais (Forslund et al., 1999).

Apesar do uso de PCR na deteccao de acidos nucleicos sem quantifica-los, sendo
assim conhecida como PCR qualitativa, essa metodologia é muito utilizada em
diagnésticos de patologias. Um fator preocupante nas PCR qualitativas diz respeito a
sensibilidade da reagéo e seguranca do resultado obtido. Assim, mesmo uma metodologia
gualitativa que forneca resultados positivos ou negativos para uma dada infeccéo, deve
descrever a caracteristica do procedimento e performance da reacdo (Wittwer et al.,

2009).

Assim a reacdo quantitativa em tempo real de cadeia da polimerase gPCR foi

inserida no contexto da amplificacdo de acidos nucleicos com a capacidade de
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quantificacdo. Por ser uma técnica analoga a PCR classica qualitativa, a gPCR apresenta
todas as vantagens do procedimento que a classica possui e outras, sendo: economia de
tempo de reacdo, material utilizado, namero de equipamentos necessarios, descartaveis
utilizados durante o procedimento, infraestrutura e descarte de material toxico ao meio
ambiente. Outro ponto importante na diferenciacdo das duas técnicas diz respeito a

capacidade de analise do material testado (Ririe et al., 1997).

A gPCR possui a capacidade de detectar e mensurar quantidades diminutas de
acido nucleico em diferentes tipos de amostras de diferentes origens, sendo uma
tecnologia de exceléncia no diagndéstico molecular, agricultura e medicina (Bustin SA,
2000; Kubista et al., 2006). A combinacao da simplicidade com a rapidez, sensibilidade e
especificidade em um procedimento homogéneo, tornou a gPCR a técnica de escolha
para quantificacdo de acidos nucleicos. Alem do uso em pesquisa, muitas aplicacbes em
diagndsticos tém sido desenvolvidas, incluindo quantificacdo microbiolégica, identificacédo
de transgenes em alimentos modificados e usos forenses (Bustin & Mueller, 2005;
Bernard & Wittwer, 2002; van den Berg et al., 2007). As reacdes de gPCR permitem ao
técnico avaliar informacdes de identidade das sequéncias analisadas bem como o padréao

de amplificacéo através das andlises da curva de melting.

A temperatura de melting € definida como o equilibrio alcancado, em dada
temperatura, entre a formacdo e a dissociacdo dos oligonucleotideos pelo
estabelecimento e rompimento de pontes de hidrogénio entre o0s nucleotideos
complementares: 50% dos oligonucleotideos estdo anelados, e 50% encontram-se
dissociados entre si. A gPCR lanca mé&o da captacdo da emissdo de fluorescéncia para
construgdo da curva de melting de um oligonucleotideo. Essa fluorescéncia € emitida a
partir de algum fluoréforo como o SybrGreen ap0s sua ligagdo com a dupla fita de DNA e
estimulo por variagdo de comprimentos de onda. Assim, com a analise da curva de

melting € possivel visualizar e identificar oligonucleotideos tracando o perfil de
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dissociacao referente a identidade molecular (Mackay et al., 2002). Com essa ferramenta
a gPCR retira completamente o fator subjetivo da andlise, pois registra através de
sensores a luminosidade emitida pelo sistema. O uso da ferramenta de melting permite
genotipagem em um Unico tubo de amostras de material genético, através de analises

utilizando sondas marcadas (Elenitoba-Johnson et al., 2001).

Outra utilizacdo da PCR quantitativa é a possibilidade de realizar rea¢des multiplex,
principalmente quando aplicada a detec¢cdo de mutacgdes pontuais ou polimorfismo (Elnifro
et al., 2000; Wittwer et al., 2001). O termo multiplex € comumente utilizado para descrever
0 uso de multiplas sondas que sdo detectadas pela fluorescéncia para discriminacao entre
multiplos amplicons (Elenitoba-Johnson et al., 2001). Essa técnica requer a comprovacao
da ndo alteracdo da eficiéncia da reacdo quando aplicada a quantificacdo de multiplos
alvos em um Unico tubo. Isso se torna ainda mais importante quando oligonucleotideos
alvos de poucas copias sao co-amplificados com outros de maior nUmero na mesma

reacao (Wittwer et al., 2009).

Por ser padronizada e utilizada em todos os experimentos sob mesma calibracéo a
gPCR define critérios de avaliacdo que ndo contam com a subjetividade da visualizacao
humana, enquanto que a PCR classica depende da visualizagdo do experimentador para
definir o limite de deteccao da técnica. Através da analise de curva de melting protocolos
de identificacdo por reacbes qPCR multiplex permitem diagnéstico para até quatro
viroses, Herpes Simplex Virus (HSV) 1 e 2, Varicella Zoster Virus (VZV) e enteroviroses

(Read et al., 2001).

Até 2010 havia apenas um relato na literatura da utilizacdo da qPCR em testes com
o papilomavirus bovino (Van Dyk et al., 2009). Assim, em 2010, foi desenvolvida uma
metodologia que permitiu quantificar o BPV 1 em lesdes cutédneas de papilomas de
bovinos e bufalos coletadas em criacdes leiteiras na India. A identificacdo através de

estudos histolégicos em animais que nao apresentavam sinais clinicos da infeccao pelo
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BPV néo foi possivel, porém esses animais pertenciam a rebanhos com histérico de
ocorréncias dessa infeccdo e através da metodologia desenvolvida foi observada a

presenca do virus, apesar da carga viral se apresentar muito baixa (Pangty et al., 2010).

Em 2011 foi desenvolvido um protocolo para identificacdo e quantificacdo de BPV2
através de gPCR em amostras biologicas de tecidos da bexiga urinéria e de urina de
animais apresentando hematuaria bovina enzooética (Somvanshi et al., 2011). Entretanto,
até o momento os protocolos desenvolvidos para tipificacdo e quantificagdo de BPV
através de SybrGreen ndo possuem a capacidade do uso em multiplex, abordando

apenas os papilomavirus bovinos tipo 1 e 2.

Como discutido por Van Dyk et al. (2009), o aumento no desenvolvimento de novos
protocolos utilizando a qPCR pode ser atribuido a alta sensibilidade desta metodologia
por permitir visualizar resultados em amostras que possuem menos de 1,5 cépias de DNA
alvo. A gPCR também promove a deteccao e quantificacdo de diferentes tipos virais em

reacdes multiplex em um unico tubo (Wittwer et al., 2009).
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3. Objetivos

3.1 Geral

e Desenvolver um protocolo de deteccéao, tipificacdo e quantificacdo do Papilomavirus
bovino pela Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR) para os tipos

1,2,4,5¢e6.

3.2 Especificos

e Desenho dos primers de tipificacdo dos BPV;

e Padronizar a técnica de PCR classica para deteccao e tipificacdo com os primers
desenhados;

e Padronizar a PCR em tempo real para deteccao, tipificacdo e quantificacdo dos
BPV;

e Comparar os limites de deteccdo entre técnica de PCR classica e PCR em tempo

real.
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4. Material e Métodos

4.1 Materiais e Reagentes

4.1.1 Linhagem Celular de Microorganismo e Plasmidios

A linhagem DH5a de Escherichia coli (Invitrogen — Carlsbad, CA, EUA), possibilitou
a propagacao e amplificacdo de DNAs plasmidiais. A linhagem MDBK- Madin-Darby
Bovine Kidney Cells) ndo infectados pelo BPV foi utilizado como controle negativo. O
plasmidio pAT153 clonado com 0s genomas virais dos tipos 1, 2, 4, 5 e 6 do BPV, em
separado, foram cedidos por Campo & Coggins (1982). Estas constru¢cdes foram

utilizadas para os ensaios de padronizacao das PCR e gPCR.

4.1.2 Meio de Cultura e Crescimento

Para o crescimento dos clones de E. coli contendo os vetores pAT153BPV1, 2, 4,5
e 6, foi utilizado o meio Luria-Bertani (LB: triptona 1%, extrato de levedura 0.5% e NaCl
1%) acrescido de 100 pg/mL de ampicilina, como marcador de resisténcia para o

crescimento das colbnias bacterianas transformadas com o vetor pAT153.

4.1.3 Kits, Marcadores, Reagentes e Demais Materiais

Todos os reagentes utilizados para a preparacdao de solucbes e meios foram
adquiridos da VETEC quimica fina LTDA e da MERCK LTDA. Para extracdo de DNA

foram utilizados Kit Tissue and Blood DNA extraction (Qiagen, Alemanha) e o Invirsob®
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Spin Blood Mini (Invitek, Alemanha). Quanto as reacdes de PCR e qPCR, foram utilizados
0 GoTaq Green Master Mix kit (Promega Alemanha), e o QuantiFast™ SYBR® Green PCR
(Qiagen, Alemanha), respectivamente. Os géis de agarose utilizados na eletroforese
foram preparados na concentragdo de 2% em TAE (Tris-acetato- DietilAmina) 1X. Para
aplicacdo do material no gel, foi utilizado tampao de amostra (Glicerol 50%, Azul de
Bromofenol 0.2% e &gua miliQ como solvente); Para visualizacdo do DNA no gel, o
mesmo foi corado com solucdo de brometo de etideo (0.5 pg/ml). O marcador A Hind Il
(Invitrogen, Alemanha) foi utilizado como parametro para avaliagcdo do DNA amplificado e

0 Marcador 100pb FastRuler DNA Ladder (Fermentas, Canadd).

4.1.4 Equipamentos

Estufa de cultura microbiana (Nova Etica®). Termociclador (MJ96G, Biocycler®);
Rotor-GeneTM 6000 (Corbett Life Science); Micro-Centrifuga refrigerada (Vision®);
Espectrofotometro NanoVue Plus Spectrophotometer GE (Alemanha) ; Eppendorf®
Concentrator plus; DNA-workstation UniEquip GmbH®; pHmetro PG1800 Gehaka®; Na
eletroforese: fonte de tensdo constante entre 0-500 Volts, transluminador de luz

ultravioleta, maquina fotografica digital, cubas horizontais OmniPhor®.

4.2 Métodos

4.2.1 Desenho de Iniciadores (Primers)

Para definicdo dos oligonucleotideos especificos foram utilizados dados das

sequéncias nucleotidicas dos genomas de BPV tipos 1, 2, 4, 5 e 6 depositadas no
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Genebank. Regides bem conservadas do gene L1 foram utilizadas para elaboracdo dos

primers (Tabela 01). Para analise da complementaridade e eficiéncia dos primers (forward

e reverse) foi utilizado o programa Oligo Analyser (www.idtdna.com). Os iniciadores
liofilizados foram solubilizados em agua ultra pura (Milli-Q) estéril para uma concentracao

estoque de 100 pM.

Tabela 01- Sequéncias dos primers para tipificacdo e deteccdo dos BPVs 1, 2, 3,4, 5 e 6.

Primer — Sequéncia nt Regia famanho do
4 Acesso GeneBank Fragmento
e FEPV1gPCR 5- GGC TGA GGA CGC TGC TGGTA -3 Gene L1: 63056397 nt/ e
REPV1gPCR 5-TCTCCG AGC CCCCTCTGG TC-¥ ilB96S R
—— FEPV2gPCR 5- AGC GCC TGG TTT GGG CTG TA-¥' Gene L1: 5874-5967 nt/ _—
REPV2gPCR 5- GCAGAG CAT TAA AAG TGG GGT GCC -¥' pil332396 P
e FEPV4gPCR 5-AAC CTG AAC CAG CAC TCCCTGG-¥ Gene L1: 69787105 nt/ e
REPV4gPCR - GCC TACGCT TTG GCGCCTTT -¥ gil60eE62 P
BPVS FEPV5gPCR 5- AAA GCA GGG GAC TGT CCT CCC A-¥ Gene L1: 60B8-6179 nt/ a00b
REPVSqPCR 5-CCAATC ACAGGC CCC ARAGCC T-¥ ilZz801263 P
S FEPVEGPCR 5-TGT GCC CAAGGT TTCTGG CAGT -3 Gene L1: 5801-5923 nt/ e
REPVEQPCR 5- AGG CCC AAA CAA GGC GCT GA-Y' il40804501 p

4.2.2 Padronizacdo das concentracdes dos Primers e da PCR e gPCR

A padronizacdo das técnicas de PCR e qPCR com os primers forward e reverse
BPVQPCR foi realizada com os genomas de BPVs previamente clonados em vetor
pAT153. Os genomas utilizados para determinacéo de carga viral e estabelecimento do
limite de deteccdo da metodologia foram devidamente quantificados apresentando razéo
de absorbancia Azso/Azgo entre 1,8 e 2,0. As reacdes foram padronizadas levando em
consideracdo os seguintes parametros: 1) Menor concentragdo de uso dos primers, que
nao comprometesse a reacdo; 2) Especificidade, através de reacbes com diferentes

tipos de DNAs genbmicos de BPVs. Para avaliar a especificidade de amplificacdo dos
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primers foram cruzados diferentes DNA com cada iniciador. O DNA total de amostras da

linhagem MDBK, néo infectadas pelo BPV, foi utilizado como controle negativo.

As condicbes para amplificacdo do fragmento de L1 na PCR classica foram:
desnaturacao inicial a 95°C por 1 minuto; 30 ciclos com: desnaturagédo a 94°C por 30
segundos, anelamento de 60°C, para o BPV1gPCR, e 69°C, para todos 0s outros
primers, por 30 segundos e extensdo a 72°C por 40 segundos; Por fim, extensédo final a
72°C por 2min. Todo o processo de amplificacdo por PCR foi realizado em tempo
estimado de 1h25min. ApdOs termino os amplicons foram submetidos a andlise de

eletroforese e foto-documentados.

O perfil térmico para reacbes de gPCR seguiu sugestdo do fabricante do
QuantiFast™ SYBR® Green PCR com algumas modificaces: desnaturacédo do DNA e
ativacdo da DNA polimerase por 5min a 95°C, seguido por 35-40 repeticdes de
desnaturacao por 10 segundos a 95°C e hibridizagao/polimerizacdo por 20 segundos em
temperatura de 60°C (BPV1gPCR) e 69°C (todos os outros primers); findados os ciclos,
as amostras foram submetidas a analise de melting entre 75-90°C. Todo o procedimento
de andlise da gPCR foi estimado entre 45-55 minutos. Terminado o procedimento 0s
arquivos da reacdo foram submetidos a visualizacdo no software do equipamento e 0s

amplicons submetidos a analise de eletroforese e foto-documentados.

4.2.3. Multiplex qPCR

Para os ensaios com BPV 1, 2, 4, 5 e 6 todos os pares de primers foram
submetidos ao teste MULTIPLEX. Nessa reacéo todos os primers foram adicionados ao
mesmo tubo, em duplicata, com quantidades equimolares de DNA dos BPVs clonados em

PAT153.
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4.2.4 Analise das Sequéncias Nucleotidicas e da gPCR

Para validar os amplicons, os mesmos foram utilizados, junto aos primers aqui
desenhados, para o sequenciamento em ambos o0s sentidos. Deste modo, foram obtidas
duas sequéncias para cada produto de PCR. Foi construida uma sequéncia consenso
através do recurso CAP (Contig Assembly Program) do programa BioEdit Sequence
Alignment Editor 7.0.9.0. De posse das sequéncias depositadas no Genebank X02346
(BPV-1), M20219 (BPV-2), XO5817 (BPV-4), AJ620206 (BPV-5) e AJ620208 (BPV-6) e
do resultado do sequenciamento dos amplicons foi possivel avaliar o grau de similaridade
entre os analitos através da ferramenta de Blast disponivel online em

(www.blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi). Para andlise das reacfes de gPCR foi utilizado o

Rotor-Gene 6000 Series Software version 1.7.87.

4.2.5 Preparacao das amostras bioldgicas e extracdo de DNA

Foram utilizadas nos testes de deteccéao e tipificagcdo amostras de lesdes cutaneas e
de sangue coletadas de animais com sintomatologia classica de papilomatose bovina.
Foram avaliadas 19 amostras de sangue de bovinos, coletadas em uma propriedade do
Estado da Bahia, com e sem sintomatologia para infeccdo com Papilomavirus bovino.
Também foram coletadas 36 amostras de verrugas cutaneas, de 23 bovinos, em uma
propriedade leiteira localizada no Municipio de Ribeirdo, no estado de Pernambuco. As
lesdes foram coletadas de diferentes locais do corpo do animal. As lesdes, ap0s coleta,
foram acondicionadas em gelo seco e posteriormente imersas em nitrogénio liquido. As
amostras de lesé@o cutanea (cerca de 30g) foram maceradas e submetidas a extracao de

DNA, seguindo o protocolo do fornecedor. Para as amostras de sangue cerca de 200uL
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foram submetidos a extracdo de DNA total, seguindo protocolo do fabricante, e
quantificado. O DNA coletado teve sua concentragédo padronizada em 60 ng/uL e 20ng/puL

para ser utilizado diretamente nas técnicas de PCR e qPCR respectivamente.

4.2.6 Deteccéo Viral (PCR e gPCR)

As amostras de sangue e lesfGes cutaneas foram primeiramente avaliadas quanto a
presenca de BPV, utilizando primers genéricos MY11/MY09 (Manos et al., 1989) e
FAP59/FAP64 (Forslund et al., 1999) para deteccdo geral de papilomavirus. Para a
tipificacdo dos BPV 1 a 6 foram utlizados primers especificos desenvolvidos
(FRBPVQPCR), assim como o sequenciamento dos fragmentos amplificados pelos

primers MY e FAP.

As reac0es de tipificagéo por PCR seguiram o protocolo padronizado por Silva (2010),
utiizando como padrdo os genomas de BPVs clonados em pAT153. Para as reacdes
gPCR cada amostra de DNA foi analisada em duplicata e o0 DNA padrédo em triplicata
como controle positivo. Os parametros utilizados na reacado de gPCR foram: SYBR Green
PCR Kit Qiagen 1x, primers Foword e Reverse BPVgPCR (0,4-0,6 uM), DNA molde
(concentracdo de 2ng/ulL) e quantidade de agua ultra pura suficiente para 10uL de
reacdo. Os produtos de amplificacdo da PCR (25uL) e qPCR (10uL) foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2% em tampéao TAE ou TBE por 30-40 minutos em fonte

de tensao estavel. O material foi corado, visualizado e foto-documentado.
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4.2.7 Limite de Detec¢céo da gPCR

O limiar de detecgdo da técnica foi estabelecido mediante constru¢do de uma curva
padréo através de diluicbes seriadas 1:10 dos DNA clonados (constru¢cdes pATBPV1, 2,
4,5 e 6) em triplicata utilizando diluicbes da ordem de nanograma (107°g) até atograma
(108g). A concentracdo das amostras padrdo foi determinada por espectofotdmetro e
através da plataforma depositada no sitio

http://www.uri.edu/research/gsc/resources/cndna.html, que determina a concentracao de

copias de DNA padrdo por microlitro através da correlacdo do niamero de Avogadro
(6,022x10%%), 0 peso médio por pares de bases (650 Dalton) e a concentracéo do DNA em

ng/pL.
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5. Resultados

5.1 Padronizacédo dos Iniciadores em PCR

Todos os primers foram padronizados por PCR. Os primers (Foward e Reverse) de
tipificagcdo possuem concentracdo de uso ideal entre 0,4 uM e 0,6 UM (pmol/uL). Esses
foram submetidos ao teste de especificidade de amplificacdo em reacbes de PCR
classica. Para cada par de iniciadores foram adicionados todos os DNAs dos
Papilomavirus bovinos (tipos 1, 2, 4, 5 e 6) disponiveis no vetor pAT153, em tubos
separados. Todos os testes foram elaborados com amostras em duplicata. Para o par de
primer do FRL1BPV1gPCR (Figura 6) houve amplificacdo apenas das amostras que
continha DNA de BPV1, em destaque, confirmando especificidade para tipificacdo e

deteccao.

Figura 6: Eletroforese de Teste Multiplo PCR Para Iniciador FR L1BPV1qPCR; Gel agarose 2%, TBE 1X,
140V, 14min. B- amostra sem DNA; 1A e 1B, BPV1; 2A e 2B, BPV2; 3, BPV3; M, Marcador 100pb

Fermentas; 4A e 4B, BPV4; 5A e 5B, BPV5; 6A e 6B, BPV6.

Para os primers de FRL1BPV2qPCR, 4, 5 e 6 as condi¢Bes Otimas de reacdo para
amplificacdo especifica foram semelhantes, sendo a temperaturas de anelamento dos
oligonucleotideos de 69°C muito proxima da temperatura de polimerizacédo/extensao

(72°C).
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Na Figura 7 podemos observar a especificidade do primer FRL1BPV5gPCR, onde
houve amplificacdo apenas no tubo contendo DNA de BPV 5. Confirmado por gerar
fragmento em torno de 90pb (em destaque na Figura). Todos os pares de iniciadores

apresentaram seletividade suficiente para detectar e tipificar os BPVs.

Figura 7: Eletroforese de Teste Multiplo Para Iniciador FRL1BPV5qPCR; Gel agarose 2%, TAE 1X, 80V,
40min. M- marcador 100 pb DNA Ladder (Ludwig Biotec); 1A e 1B BPV1, 2A e 2B BPV2, 4A e 4B BPV4, 5A

— 5B BPV5 6A e 6B BPV6; B- controle negativo da reacao.

5.2 Padronizacédo dos Iniciadores em gPCR

Na reacdo de gPCR os primers apresentaram especificidade, assegurando a
deteccdo, tipificacdo e, sobretudo, a quantificacdo das amostras de BPV. Os iniciadores
FRL1BPV1gPCR apresentaram 60°C como temperatura de anelamento/extenséo ideal, ja
os pares de iniciadores dos outros tipos virais possuem temperatura ideal de 69°C
(Tabela 02). A Figura 8 apresenta o resultado de uma andlise de gPCR utilizando o par de
iniciador FRL1BPV5gPCR e FRL1BPV6QPCR, destacando a amplificacdo dos fragmentos
L1BPV5gPCR e L1BPV6gPCR através do registro da curva de quantificacdo (Cq) apenas
nas amostras que continham DNA especifico para aquele primer. Ja a Figura 9 especifica
a temperatura de melting dos oligonucleotideos amplificados a partir dos iniciadores

desenhados para BPV 5 e 6.
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Tabela 02: Parametros dos primers para deteccaoltipificacdo BPVs.

Tamanho do

Papilomavirus

Bovino Primer Conteudo de GC m e
EEERS 5 oo -
e
T el o
e o -

Quantitation data for Cycling A.Green

<5

10

Norm. Fluoro.

10

Cycle

1 BPV5 1A Standard

2 BPV5 1B Standard 100
3 BPV52A d 100
4 BPV52B Unknown

5 BPV54A Unknown

6 BPV54B Unknown

7 BPV55A |Unknown |24 .44

8 BPV558B Unknown [24,04

9 BPV56A Unknown

10 BPV56B Unknown

1 Branco Unknown

19 BPV6 1A Unknown

N
o

BPV6 1B Unknown
BPV6 2A Unknown
BPV62B Unknown
BPV6 4A Unknown
BPV64B Unknown
BPV6 5A Unknown
BPV6 5B Unknown
BPV6 6A Unknown |18,45

BPV6 6B Unknown |[18,64

Branco Unknown |NEG (NTC)

N
-

N
N

N
w

N
»

N
v

N
]

N
~

N
o

N
©

Legenda: Ct ou Cq curva de quantificagcdo; NEG (NTC) - Sample cancelled due to NTC
Threshold; NEG- Sample cancelled as efficiency less than reaction efficiency threshold.

Figura 08: Analise de Cq do Fragmento de L1BPV5qPCR e L1BPV6qPCR . Em detalhe o ciclo em que foi
ultrapassado a linha de quantificagdo, gerados pelo programa Corbett Rotor-Gene 6000, VS 1.7 (Build 87)

qPCR.

33



0g |

05 M

oF T

BPVS 1A

BPVS 18

BFVS 24

BFVS 28
BPVS 44
BFVS 48
BFVS 5A 76,00 (3
BPYS 58 76,00 (3
BFVS BA
BFYS &8

Branco

BPVE 14
BPVE 18
BPVE 24
BPVE 28
BFVE 44,
BPVE 48
BFVE 54
BPVE 5B
BPVE BA 6752 | 7808 (5)
i BF\VE 6B 78,00 (8
4 Branco

B
AN { ||| I O O |

Figura 09: Andlise de Melting do Fragmento de L1BPV5gPCR e L1BPV6qPCR. Valores na coluna Peak
1 detalham os picos de melting dos oligonucleotideos gerados pela reacao gPCR, obtido pelo programa

Corbett Rotor-Gene™6000, VS 1.7 (Build 87) gPCR.

Nas Figuras 08 e 09 é observada a amplificacdo e analise da temperatura de

melting dos fragmentos de L1BPV5qPCR (90pb) e L1BPV6gPCR (122pb). Nao ha

34



contaminantes ou amplificacdes inespecificas por estes pares de primers, evidenciado
nos picos de melting, sendo L1BPV5gPCR a 76°C e L1BPV6gPCR a 78°C. As Figuras 10
e 11 apresentam valores estimativos das temperaturas de melting dos oligonucleotideos
propostos para identificagdo dos tipos virais BPV5 e BPV6. Esses foram obtidos pela

software Oligocalc disponivel on line: www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html.

Foi observado que as temperaturas de melting obtidas nos experimentos (Figuras
08 e 09) estdo de acordo com a sugestao do Oligocalc (Fig 10 e 11). As reagdes qPCR
apresentam valores de melting que permitem distinguir os amplicons/oligonucleotideos
gerados pela reagdo quantitativa em cadeia da polimerase. Esses resultados de
identidade molecular também sdo observados para os oligonucleotideos L1BPV1gPCR,

L1BPV2gPCR e L1BPV4gPCR.

AAA GCA GGG GAC TGT CCT CCC ATA GAA TTA AAG AAC AAG CCT ATT GAG GAC GGA GAT ATG
ATG GAT ATA GGC TTT GGG GCC TGT GAT TGG

Reverse Complement Strand(5' to 3') is:
CCA ATC ACA GGC CCC AAA GCC TAT ATC CAT CAT ATC TCC GTC CTC AAT AGG CTT GTT CTT
TAA TTC TAT GGG AGG ACA GTC CCC TGC TTT

' modifi ion (if any) ' modi on (if any)

- [+ |ssDNA[=
50 nM Primer

50 mM Salt (Na*)

Physical Constants Meiting Temperature (Tm) Calculations
Length 90 Molecular Weight 28049.34 GC content 47 % it

1 ml of a sol'n with an Absorbance of 1 at 260 nm 2 89.1 °C (Salt Adjusted)
is 0.979 microMolar £ and contains 27.5 micrograms 3 72.79|
Thermodynamic Constants Conditions: 1 M NaCl at25°C atpH 7.
Rin} 33.404 cal(*K*'mol) deltaH 742.8 Kcalmol
132.2 Kcalmol deltasS 1952.7 cal(*K*mol)

Deprecated Hairpiniself dimerization calculations ]
Figura 10: Analise das Propriedades Fisico-Quimicas L1BPV5qPCR. Analises estimadas pelo
OLIGOCALC referente ao fragmento L1BPV5qPCR. Em detalhe o valor estimado para melting do fragmento

amplificado pelo par de primer FRL1BPV5gPCR.
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TGT GCC CAA GGT TTC TGG CAG TCA ATT CAG GGT GTT CAG ACT TCA ATT ACC AGA TCC AAA
CAA ATT TAC TTT CCA AAC ACC AAA TGT GTA CAA TCC TGA AAC TCA GCG CCT TGT TTG GGC
cT

Reverse Complement Strand(5’ to 3') is
AGG CCC AAA CAA GGC GCT GAG TTT CAG GAT TGT ACA CAT TTG GTG TTT GGA AAG TAA ATT -~
TGT TTG GAT CTG GTA ATT GAA GTC TGA ACA CCC TGA ATT GAC TGC CAG AAA CCT TGG GCA ~

= [~ 'ssDNA[=
50 nM
50 mM Salt (Na°)

Physical Constants Melting Temperature (Tw) Calculations
122 Molecular Weight 37441.44 GC content 43 % 1

1 ml of a sol'n with an Absorbance of 1 at 260 nm 2 89.8 : :
is 0.773 microMolar ® and contains 28.9 micrograms 2 78.71
Thermod nic Constants Conditions: 1 M NaCl S'C atpH7.
RinkK 33.404 cal(*K*mol) deftaH 1027.6 Kcalimo
deltaG 181.9 Kcal/mol deltaS 2710.9 cal(*K*mol)

Deprecated Hairpin/self dimerization calculations

Figura 11: Analise das Propriedades Fisico-Quimicas L1BPV6qPCR. Analises estimadas pelo
OLIGOCALC referente ao fragmento LIBPV6qPCR. Em detalhe o valor estimado para melting do fragmento

amplificado pelo par de primer FRL1BPV6qPCR.

Além das confirmacdes para seletividade dos primers por PCR e gPCR, os
amplicons/oligonucleotideos formados pela reacdo com DNA clonados em pAT153 foram
também submetidos ao sequenciamento e apresentaram para todas as sequéncias
minimo de 95% de identidade com as referéncias depositadas no Genebank,

conFigurando subtipos virais.

5.2.1. Multiplex gPCR

Por apresentar temperaturas de anelamento/extensdo semelhantes, TABELA 03, os
pares de primer FRL1BPVQPCR (2, 4, 5 e 6) foram submetidos ao teste MULTIPLEX,

apresentando perfil de curva como mostrado nas Figuras 12 e 13.
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6- BPVY|

Mo. Colour Name Genotype Peak 1 Peak 2

2 76,8 82,3 (BPV2)
3 Il |BPv2 82,3 (BPV2)

4 Il |BFv4 77,2 81,3 (BPV4)|

5 BPV4 81,3 (BPV4)

6 | [l |BPva 77,5 (BPVS5)(81,5 (BPV4)[87.0

7 I |BPVS 79,5 (BPV5)|85,0 87,0 89,0
8 BPV5 79,5 (BPV5)|87,0 89,0

19 [ [ [BPVS 79,0 (BPVE)|84,0 (BPV2)[86,0 (88,0
20 | @ |BPVE 80,5 (BPVB)

21| ll |BPVE 78,7 85,0 87,0 89,0
22 | B |BPVS 80,0 (BPV6)

2z | l |mDBK

24 | J |vmDBK

25 | [l |BRANCO

26 | [l |BRANCO

Figura 12: Analise de Melting dos Oligonucleotideos Gerados Pelo Multiplex dos Iniciadores
L1BPVgPCR; Em detalhe os valores da temperatura de melting referente aos fragmentos L1BPV2gPCR,
L1BPV4gPCR, L1BPV5gPCR e L1BPV6QPCR; genomas em triplicata e/ou duplicata clonado em vetor

pAT153; MDBK-Madin-Darby Bovine Kidney Cells como controle negativo, Branco — mix contendo primers

FRL1BPVQPCR 2, 4, 5 e 6 e 4gua ultrapura disponibilizada pelo kit da reagéo.

BPV2 BPV2 BPV2 BPV4 BPV4A BPV4 M BPVS BPVS BPVS BPV6 BPVGE BPVE

Figura 13: Eletroforese do teste Multiplex gPCR BPVs 2, 4, 5 e 6; M- marcador 100 pb DNA Ladder
(Ludwig Biotec); BPV 2 genoma em triplicata clonado em vetor pAT153, BPV 4 genoma em triplicata
clonado em vetor pAT153, BPV 5 genoma em triplicata clonado em vetor pAT153, BPV 6 genoma em

triplicata clonado em vetor pAT153.
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Nos experimentos de multiplex com amostras biolégicas, nao foi possivel distinguir
as curvas para os diferentes tipos virais. Assim, foram realizados testes reduzindo o
namero de primers utilizados no mix permitindo melhor discernimento das curvas dos
experimentos e capacidade de tipificagdo das amostras. Assim a reacdo MULTIPLEX foi
realizada com os iniciadores FRL1BPV2gPCR e FRL1BPV5gPCR. As Figuras 14 e 15
mostram amplificagcdo dos oligonucleotideos através da reacdo multiplex com esses
iniciadores. A Figura 14 evidencia que a eletroforese ndo permite visualizar as diferencas
para esses oligonucleotideos e assim tipificar algumas amostras que apresentam
amplicons com tamanhos muitos proximos, sendo 93pb para o LIBPV2gPCR e 90pb para

o L1BPV5gPCR.

BPV2 BPV2 BPV2 BPVS BPVS BPVS M BPV2.5 BPV2-5 BPV25 A17 A17 A22 A22

Figura 14: Eletroforese do Teste Multiplex qPCR BPV 2 e 5; M- marcador 100 pb; BPV-2; BPV-5; A17
amostra coleta PE, A22 amostra coleta PE, MDBK como controle negativo e B — branco: mix contendo

primers FRL1BPVQPCR 2 e 5 e agua ultrapura disponibilizada pelo kit da reacéo.
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Figura 15: Andlise de melting dos oligonucleotideos gerados pela reagdo multiplex dos iniciadores
L1BPVgPCR; Em detalhe os valores da temperatura de melting referente aos fragmentos L1BPV2gPCR e
L1BPV5gPCR; Seta para baixo — Detalha regiao selecionada no Gréafico A; Seta para cima — Detalha regiéo
selecionada no Gréfico B. Genomas em triplicata e/ou duplicata clonado em vetor pAT153; MDBK - controle
negativo, Branco — mix contendo primers FRL1BPVQPCR 2 e 5 e 4gua ultrapura disponibilizada pelo kit da

reacao.
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Na Figura 15 observam-se as curvas de melting referentes as amostras 17 e 22 (co-
infectadas BPV2 e 5) que possuem mesmo perfil das curvas dos tubos contendo DNA do
BPV2 e 5, simultaneamente, clonados em pAT153 . Nessa analise foi possivel tipificar as

amostras amplificadas na qPCR.

5.3 Genotipagem dos BPVs em Amostras Clinicas Por PCR e qPCR

Das 19 amostras de sangue de bovinos avaliadas, 14 foram positivas para BPV 2.
Dessas 14, sete foram selecionadas (devido disponibilidade de material para os teste) para
guantificacdo de carga viral atravées dos pares de primer FRL1BPV1gPCR e
FRL1BPV2gPCR. Para as sete amostras foi observada presenca de BPV2 e auséncia de

BPV1 (Tabela 03).

Tabela 03: Sintomas, expresséao e quantificacéo viral de amostras de sangue de bovinos.

Amostras Sci?i::?ozs Dsltje\;:fgo Exp:zesséo EXp:;SSéo Quantificagdo Cqg Desvio

33 Assintomatico Positivo Negativo Negativo 1.065,4copias/uL 0,72 -

40 Assintomatico Positivo Positivo Positivo 97,5 copias/uL 28,6 0,72
41 Assintomatico Positivo Positivo Positivo  279,1 copias/uL 27,54 0,13
43 Sintomético Positivo Positivo Positivo  118,9 copias/uL 27,8 0,12
44 Assintomatico Positivo Negativo Positivo 32,2 copias/uL 29,7 0,20
47 Sintomatico Positivo Negativo Positivo 53,7 copias/uL 29,2 1,84
55 Sintomatico Positivo Negativo Positivo 61,9 copias/uL 29 0,77

Quantificagdo — média da quantificagédo das réplicas para cada amostra por FRL1BPV2gPCR; Cq — Curva
de quantificacdo; Desvio — desvio padrao;

Nas 36 amostras de verrugas cutaneas de Pernambuco, 97,2%, ou seja 35,
apresentaram infeccdo por BPV. Dessas amostras quatro (17,19, 22 e 30) foram

avaliadas quanto co-infecgdo para BPV 1, 2, 4, 5 e 6. Foram observadas infec¢des
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simultaneas onde ha presenca de BPV2 em 2 delas (17,22), BPV4 em 3 delas (17, 22,30),
BPV5 nas 3 amostras (17, 22,30) e BPV6 em 2 delas (17,22), quanto ao BPV1 néo foi
relatada a presenca de coOpias de L1 nas amostras. Na amostra 19 néo foi possivel
observar infeccdo por nenhum tipo viral aqui estudado. As amostras de lesdes cutaneas
apresentaram co-infeccado de BPV5 e BPV4 (amostras 17, 22,30). J& para as amostras 17

e 22 houve co-infeccao de BPV2, 4,5 e 6.

5.4 Limite de Deteccao e Determinacédo de Carga Viral por PCR e qPCR

Através das reacfes de gPCR e PCR classica com todos os pares de iniciadores
aqui estudados FR L1BPVQgPCR 1, 2, 4, 5 e 6, foram determinadas a carga viral presente
nas amostras biologicas. O limiar da deteccédo foi de 4fg de DNA, em torno de 40 copias
de DNA de BPV por microLitro (uL) para as reacfes de qPCR, ja para reacbes de PCR
classica foi possivel observar através da analise de eletroforese um limiar cerca de 1000x
menos sensivel, algo em torno de 4pg-400fg, ou 40000-4000copias/uL. Na Figura 16
observa-se o limite de deteccdo para o par de primer FRL1BPV1qPCR em reacao de
PCR classica, através de um experimento utilizando uma escala de diluicdo 1:10 do
genoma padréo de BPV1, partindo de 4ng (40x10° copias/uL) até 4fg (4x10'cépias/uL). E
possivel observar claramente amplificacdo até 400fg para este par de iniciadores,

correspondendo a 4x10° copias/uL.
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B 4ng 4ng 4ng 400pg 400pg 400pg M 40pg 40pg 40pg 4pg 4pg  9pg

L Bl B Tl

400fg 400fg 400fg M . 40fgg 40fg 40fg 4fg 4fg 4fg

Figura 16: Eletroforese PCR Classica Com Iniciador FRL1BPV1gPCR - Limite de Deteccédo; M-
marcador B — branco da reacdo; Amostras em triplicata, utilizando escala de diluicdo 1:10 partindo de 4ng

até 4fg.

Na Figura 17 observa-se o limiar de deteccdo entre 4fg e 400ag para o par de
primer FRL1BPV1gPCR em reacdo de qPCR. Neste experimento utilizou-se uma escala
de diluicdo 1:10 do genoma padrdo de BPV1, partindo de 4ng (40x10° copias/uL) até
400ag (4 copias/uL). E possivel observar claramente registro de Cq (amplificacéo) até

400ag para este par de iniciadores, correspondendo a 4 copias/pL.
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Figura 17: Limite de Deteccdo qPCR Iniciador FRL1BPV1gPCR; Curva de quantificacdo avaliada pelo
software Rotor-Gene 6000, VS 1.7 (Build 87), mostrando amplificacdo do genoma BPV1 clonado no vetor
pAT153 em diluicbes seriadas 1:10, amostras em triplicata para cada concentracdo do genoma adicionado

na reacao, partindo de 4ng-400ag; Branco — reacdo sem DNA BPV (No Templete Control).

As anadlises de limiar de deteccdo para o par de iniciadores FRL1BPV1gPCR nos
fornecem valores de teste de hipdteses, R?=0,99, junto do valor de eficiéncia da reacao,
0,92, que asseguram a seletividade da reacdo. Todos o0s outros iniciadores
FRL1BPVQPCR 2, 4, 5 e 6, mostraram limiar de deteccdo entre 40-4fg, ou 400-40

copias/uL.
Nas determinacbes de carga viral presentes em amostras de lesGes cutaneas

observamos BPV2 100-20000 cépias/uL, BPV4 3700-22000 cépias/uL, BPV5 500-4000

copias/uL, BPV6 350-8000 copias/uL. Nas amostras de lesdo cutdnea avaliadas foi
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possivel observar que h4 uma alta taxa de co-infecgcdo onde as amostras 17, 22 e 30
apresentaram BPV5 (500-4000 copias/yL) e BPV4 (3700-20000 copias/pL) infectando-as

simultaneamente.

As amostras de sangue de bovinos com sintomatologia para BPV que foram
submetidas a andlise de carga viral para BPV1 e BPV2, apresentaram para BPV2 de 14 a
310 copias/uL do gene L1 dentro das 7 amostras avaliadas, ja para BPV1 ha significativa

diminuicdo na quantidade de copias/pL ndo ultrapassando 4 copias/pL.
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6. Discussao

A papilomatose bovina representa um grave problema econémico do ponto de vista
pecuario. Possui distribuicdo mundial e no Brasil representa um prejuizo econémico para
os criadores atingindo em casos extremos até 75% dos bovinos de uma criacéo (Iglesias
& Brito, 2004). Em observacfes do nosso grupo pudemos relatar que muitos animais
infectados em fazendas de gado para producdo de leite e seus derivados, assim como
gado para corte tém apresentado infeccdes persistentes (Silva et al., 2012). Os BPVs
também infectam outras espécies de animais além dos bovinos como equinos, girafas,
bufalos e felinos, promovendo graves problemas (Bogaert et al., 2005; van Dyk et al.,

2011; Somvanshi R, 2011; Silva et al., 2012).

Em vista das metodologias disponiveis para tipificacdo e deteccdo do BPV
demandarem periodo de tempo demasiado na realizacdo do procedimento e
apresentarem reacfes cruzadas com outros organismos relacionados, uma das opc¢des
mais promissoras de diagndstico do virus é a reacao quantitativa em tempo real de cadeia
da polimerase (qPCR) por ser uma ferramenta de destaque na deteccao, tipificacdo e
guantificacdo de nucleotideos alvos e, ainda possibilitar a avaliacdo da carga viral de

diferentes infec¢des na pratica clinica (Nasir et al., 2007 & Wittwer et al., 2009).

A deteccdo de BPV, ndo s6 em bovinos, mas a triagem desses virus que causam
infeccbes em outros animais necessita de uma metodologia que se faga mais robusta e
completa. Como cita Carvalho et al., (2012) um programa de vigilancia que identifique a
prevaléncia, a incidéncia e a distribuicdo da papilomatose bovina € imprescindivel para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas e de prevengdo, assim como O

estabelecimento futuro de métodos confiaveis de diagnosticos.
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Muitos estudos disponiveis lancaram mao do uso de primers degenerados para
detectar infeccdo pelos BPVs. O uso desses, proporcionam alguns prejuizos a analise por
acarretar diminuicdo da sensibilidade do procedimento, o que prejudica andlises da
presenca e auséncia da infeccdo e de co-infeccdo (Silva et al.,, 2012). A deteccéao do
Papilomavirus bovino em células brancas do sangue de equinos foi recentemente
permitida através de PCR tendo como alvo o gene E5 (Stanek et al., 2008). Até entao,
havia uma escassez de dados a respeito da presenca de genomas virais dos
Papilomavirus bovinos em sangue de equideos, o que poderia estar relacionado a
guantidade de virus presente neste tipo de fluido, além do limite de deteccdo das
metodologias disponiveis (Angelos et al., 1991; Nasir et al., 1997; Bogaert et al., 2008).
No estudo de Stanek e colaboradores em 2008 é empregada técnica de PCR para
deteccdo de BPV em equideos com um limite de deteccdo (LOD) de 1Ocopias/uL,
semelhante ao alcancado neste trabalho. Essa metodologia, porém, nao permite
guantificar as amostras e lanca méao da subjetividade da observacdo humana de géis de
eletroforese para liberacédo dos resultados.

Por estarem intimamente mais envolvidos nos relatos de infeccdo em bovinos e
equinos, os papilomavirus tipo 1 e 2 foram aqui abordados, junto aos 4, 5 e 6, também
muito frequentes nos relatos bibliograficos (Nasir et al., 2008; Bogaert , 2008). O BPV 1 e
BPV 2 sdo os principais agentes de fibropapilomas cutaneos, causando diversos prejuizos
nos planteis de bovinos e estdo envolvidos na patogénese das lesdes cutaneas
denominadas sarcéides que frequentemente afetam equinos (Stanek et al., 2008). Ja os
BPV 4, 5 e 6 causam papilomas do epitélio do trato digestério, fibropapilomas em forma
de grdo de arroz no uUbere, e papiloma epitelial de tetos, sendo esses tipos muito
importantes economicamente por trazerem perdas significativas na producao de carne e
leite (Bloch, 1997; Campo, 1997; Schuch, 1998; Van Regenmortel et al., 2000; Hatama et

al., 2011). Deste modo, neste estudo, foi elaborado um teste diagndstico através da gPCR
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nao s6 para detectar, como para tipificar e quantificar os tipos mais relevantes de BPVs

(1,2, 4,5 e 6).

Os iniciadores desenvolvidos para detectar, genotipar e quantificar os BPV 1 e 2,
apesar de nao possuirem perfil térmico semelhante nas rea¢bes de gPCR, contam com
um limiar de deteccdo semelhante e animadores . Os niveis de quantificacdo estdo entre
4fg e 400ag para os pares de primer FRL1BPV1gPCR e FRL1BPV2gPCR em reacédo de

gPCR, o que corresponde a 4 copias/uL.

A escolha da reacdo quantitativa em tempo real de cadeia da polimerase com
SybrGreen ocorreu, por ser uma metodologia similar, em principio a PCR, que ja esta
bastante disseminada no campo do diagnéstico molecular (Bustin AS, 2000 & Kubista et
al., 2006). A gPCR ainda demonstra sensibilidade analitica superior quando comparada
ao sequénciamento, especialmente para deteccdo de amostras com multiplas infeccdes.
Além da praticidade e sensibilidade ja conhecidas na PCR comum, na gPCR, o resultado
€ obtido assim que terminado o procedimento no equipamento, agilizando a analise dos

resultados (Gasthuys et al., 2008).

A analise de eletroforese se faz desnecesséaria nos procedimentos de gPCR ja
padronizados, visto que os equipamentos permitem utilizar a ferramenta de HRM (Hight
Resolution Melting) que nos fornece analise detalhada dos oligonucleotideos formados
pela reacdo. Porém foi necessaria a realizacdo desta técnica durante os procedimentos
de qPCR, por esta ser utilizada como metodologia complementar que auxilia na validacao

de novos procedimentos, junto ao sequenciamento.

Ao observar as temperaturas de hibridizagdo dos oligonucleotideos L1BPV1gPCR
de 60°C e L1BPVQPCR 2, 4, 5 e 6 de 69°C, percebemos quéo elevadas se apresentaram,
ficando muito préximo a temperatura ideal de polimerizacdo para as enzimas DNA

polimerase usualmente utilizadas nos KITs comerciais de PCR (72°C). A melhor
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temperatura de hibridizacdo é obtida apenas através de experimentos e otimizacgéo,
enquanto a temperatura de melting, utilizada para tipificar as amostras, € intrinseca a
cada sequéncia nas diferentes condi¢cdes de pH e osmolaridade. E possivel estimar esse
valor através de programas computacionais baseado na sequéncia, concentracdo dos

primers e potencial osmético no meio reacional (Janes & Chen, 2002).

Devido as caracteristicas fisico-quimicas dos iniciadores, o0 passo de
polimerizacao/extensdo foi omitido, por associar esse ao de anelamento, tornando o
método mais breve, ocasionando um menor desgaste do equipamento, menos consumo
de energia, e maior produtividade por hora de trabalho. Isso se torna bastante importante

no uso por parte dos laboratérios de andlises clinicas.

A proximidade das temperaturas de despolimerizacdo entre 0s primers
desenvolvidos permite a realizacdo de testes MULTIPLEX. Esses expandem as
aplicabilidades das analises de qPCR (Klapper et al.,, 2000 & Elenitoba-Johnson et al.,
2001). Como cita Elenitoba-Johnson et al. (2001) o MULTIPLEX ndo se torna
enfraquecida pela andlise de quantificagcdo de multiplos alvos em um dnico tubo, e ndo
sofre interferéncia quanto a eficiéncia da reacdo e limite de detecgdo. Isto se torna
bastante importante quando alvos pouco concentrados sao amplificados em mesmo tubo
com outros alvos de alta concentracao (Wittwer et al., 2009). As andlises aqui elaboradas,
porém, ndo obtiveram resultados que permitissem tipificar todos os tipos virais em uma
Gnica analise multiplex, permitindo apenas MULTIPLEX para os primers FRL1BPV2gPCR
e FRL1BPV6QPCR. Essa incompatibilidade pode ser devida limitacdo do intercalante de
DNA para deteccdo, SybrGreen®, por este ndo possuir um padrdo Gnico de intercalacéo
no dsDNA (doble strand DNA), promovendo curvas de melting com variabilidade que
interfere nas tipificagdes (Elenitoba-Johnson et al., 2001). Uma alternativa para essa
problematica seria utilizacdo de outro tipo de agente intercalante com o EvaGreen, que

vem sendo utilizado em testes de HRM (Hight Resolution Melting) para avaliar
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polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP - Single Nucleotide Polimorfism). Este possui
um padrao de intercalacdo no dsDNA que permite construcdo de curvas de melting com
reduzidas variabilidades (Wagner et al., 2005).

Apesar da impossibilidade de realizacdo do MULTIPLEX com todos os iniciadores
em unico tubo, como alternativa pode-se tipificar as amostras para diferentes tipos virais
(BPV 2, 4, 5 e 6) a0 mesmo tempo, desde que 0s ensaios sejam realizados em tubos
separados. Essa possibilidade associada a quantificagdo das amostras através da
importacdo das curvas de quantificacdo de bancos de dados, necessarias para
determinacao da carga viral presente na amostra, se torna atraente do ponto de vista do
diagndstico molecular dos BPVs. Assim em reacdes com valores de eficiéncia
semelhantes sera permitido importar curvas de um banco de dados elaborado no préprio
laboratério, promovendo a determinacdo da carga viral e ndo apenas a deteccdo e
tipificacdo. Vale ressaltar que os iniciadores aqui desenvolvidos podem ser utilizados nas
reacdes classicas de PCR, como relatado a cima. Assim o emprego desses primers
podera atender tanto aos laboratérios que adquirirem algum equipamento de gPCR, ou o0s

gue preferirem utilizar termocicladores para PCR convencional.

O limite de deteccdo da metodologia aqui desenvolvida se mostra superior aos
poucos relatos da literatura referente a Papilomavirus bovino, enquanto se aproxima
bastante dos utilizados para deteccdo de outros tipos de virus infectante de diversos
outros animais, possuindo como diferenca a quantidade de material utilizado no
procedimento que em meédia € de 25ulL/reacdo e aqui utilizamos 10ul/reacdo em cada
tubo (Dwyer et al., 2010; Ulrich et al., 2006; Somvanshi et al., 2011; Somvanshi et al.,
2010 & Adler-Storthz et al., 2007).

Apesar da padronizacgéo dos iniciadores terem sido elaboradas a partir de diferentes
kits de diferentes empresas, consequentemente com enzimas distintas e contetudo

variado, para testes de gPCR o Quantifast Sybr Green PCR Master Mix contendo HotStar
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Taq® Plus DNA polymerase da Qiagen e na PCR classica o kit da Promega® contendo
Taq DNA Polymerase extraida de bactéria, ndo seria possivel relacionar diretamente o
limite de deteccéo entre as duas técnicas. Porém é possivel afirmar que a sensibilidade
na avaliacdo, através do software do equipamento da qPCR é muito mais acurada,
quando comparada a visualizacdo dos géis de agarose utilizados em eletroforese para
liberacdo de resultados da PCR classica. Sem contar que mesmo lancando mé&o de
ferramentas espectrofotométrica para avaliacdo da eletroforese, o custo total e o tempo
decorrido para tais procedimentos trazem alguns 6nus ao uso dos iniciadores na PCR
classica.

A presenca simultanea de mais de um tipo de Papilomavirus bovino em uma anica
lesé@o esta de acordo com relatos anteriores, assim como a presenca do material genético
em sangue, este, porém, nunca foi quantificado (Freitas et al., 2003 & Wosiacki et al.,
2005). Como mostrado aqui, o DNA viral foi detectado, tipificado e quantificado em
amostras de sangue e epiderme, provavelmente em multiplas copias episomais, como
relatam outros estudos (Somvanshi et al., 2011).

Como foram realizados testes com qPCR SybrGreen em poucas amostras (n=11)
nao foi possivel elaborar uma avaliacdo que permitisse comparar a carga viral com grau
de lesdo e que possuisse validade estatistica. O enfoque desse trabalho trata apenas da
viabilidade da utilizacdo dos iniciadores desenhados para detectar, tipificar e quantificar
os Papilomavirus bovino 1, 2, 4, 5 e 6. Através da analise dos resultados sumarizados na
Tabela 03 fica claro que alguns animais que ndo apresentavam nenhum sinal clinico de

infecgdo pelo BPV, possuiam genoma dos papilomavirus nas amostras analisadas.

A primeira vista, as tipificagdes permitirio uma diminui¢cdo de tempo e gasto para
tracar perfil epidemiolégico em criagdo de bovinos. Permitird também avaliar a carga viral
em determinados bovinos, sendo uma ferramenta diagndstica eficaz no combate a
infeccdo pelos Papilomavirus bovinos. Contribuird também como ferramentas para os
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orgaos de defesa sanitaria como metodologia de escolha ou auxiliar no diagndstico da

infecgao pelos BPVs.

O teste aqui desenvolvido apresenta total concordancia com os resultados de
tipificacdo dos primers utilizados em PCR classica, além de promover deteccéo,
tipificacéo e quantificacéo acurada de 3x10° & 3x10* copias/uL. Isto é bastante importante
guando utilizado para quantificar carga viral em diferentes tipos de amostras clinicas, de
diferentes animais. Pois como observado nas quantificacdes realizadas, as amostras de
lesdo cutanea apresentaram ao menos carga de 1000 copias/uL. Essa metodologia
desenvolvida permitird o desenvolvimento de véarios estudos concernentes a infeccao por
Papilomavirus bovino acometendo tanto os bovinos como equinos. Também podera
auxiliar no entendimento da infeccdo e na sugestdo de medidas para prevenir a

propagacéo da infecgdo entre animais em um mesmo rebanho e entre diferentes Estados.
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7. Conclusao

Os iniciadores aqui desenvolvidos se mostraram promissores para o diagnostico da
infeccdo pelos BPVs tipo 1, 2, 4, 5 e 6. Por possuir um limiar de deteccdo entre 40
copias/PCR e o limite teérico de 3 copias/PCR os primers FRL1BPVgPCR promovem
confiavel e sensivel deteccdo dos BPVs, tipificacdo e quantificacdo da carga viral em
diferentes tipos de amostras. O conhecimento dos tipos de BPV circulantes é bastante
importante por conduzir estratégias de controle e prevencao da disseminacédo do BPV em
bovinos e em outros animais. Assim a metodologia possui particular importancia por
apresentar especificidade elevada e permitir estudos epidemiolégicos da infeccédo pelo
BPV. Este trabalho também contribui para validacdo da PCR em tempo real em
diagnostico da papilomatose bovina, com aplicacdes praticas no monitoramento por

veterinarios da eficacia das futuras vacinas.
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