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Resumo

A papilomatose bovina € uma doenca infecto-contagiosa causada pelo
Papillomavirus Bovino (BPV). Existem relatos na literatura de bovinos
infectados com mais de um tipo de BPV, além de animais que ndo apresentam
0s sintomas da doencga O estudo tem como objetivos, genotipar os animais
quanto a infeccdo pelo BPV e ao desenvolvimento da papilomatose cutanea;
analisar a presenca de co-infeccbes em lesbes cutaneas e em tecido
sanguineo, avaliar a associacao de polimorfismos dos genes MBL2 e TNF-alfa
com a papilomatose bovina. Foram coletadas 127 amostras de sangue de
bovinos e 35 amostras de lesGes cutaneas, realizada a tipificacdo dos BPVs
por PCR e o estudo de associacdo dos SNPs dos genes TNF-alfa e MBL2, por
PCR e sequenciamento. Os tipos de BPV mais encontrados nas amostras de
sangue foram: BPV 10 (97,75%), BPV 12 (92,13%), BPV 2 e BPV 9 com
(88,76%). Os tipos de BPV mais encontrados nas lesdes foram: BPV 2 e BPV 3
(100%), BPV 11 (97,1%), BPV 10 (94,2), BPV 12 (91,42%), BPV 4 (82,85%),
BPV 6 (80,0 %). A co-infeccao foi detectada em 99% das amostras de sangue.
Nas amostras de lesbes foi constatado a co-infeccdo em 100% das amostras.
As sequéncias obtidas para o gene MBL2 apresentaram 245 sitios
conservados e 02 variaveis, o0 gene TNF-alfa apresentou 638 sitios
conservados e um variavel. Nas amostras avaliadas, ndo foram encontradas
associacfes com os SNPs dos genes MBL2 (exonl) com um p-value de 0.837,
TNF-alfa (-1044 a -406) com um p-value de 0.782 e a papilomatose bovina.

Palavras-chave: Polimorfismo. Bovinos. Papilomavirus. MBL2. TNF-alfa.



Abstract

Bovine papillomatosis is an infectious disease caused by Bovine
Papillomavirus (BPV). There are reports in the literature of infected cattle with
more than one type of BPV, and animals that do not show symptoms of the
disease The study aims, genotyping animals as the BPV infection and the
development of cutaneous papillomatosis; analyze the presence of co-infections
in skin lesions and blood tissue, evaluate the association of polymorphisms of
genes MBL2 and TNF-alpha with bovine papillomatosis. 127 were collected
bovine blood samples and 35 samples of skin lesions, carried out the
characterization of BPVs PCR and SNP association study of TNF-alpha and
MBL2 by PCR and sequencing. The BPV types most commonly found in blood
samples were BPV 10 (97.75%), BPV 12 (92.13%), BPV 2 and 9 with BPV
(88.76%). The BPV types most commonly found in lesions were BPV BPV 2
and 3 (100%), BPV 11 (97.1%), BPV 10 (94.2), BPV 12 (91.42%), BPV 4 (82,
85%), BPV 6 (80.0%). Co-infection was detected in 99% of the blood samples.
In lesions of the samples was found to co-infection in 100% of the samples. The
sequences obtained for the MBL2 gene are conserved sites 245 and 02
variables, TNF-alpha gene showed 638 and a variable conserved sites. In the
analyzed samples, associations were found with the SNPs of the MBL2 (exonl)
with a p-value of 0.837, TNF-alpha (-1044 to -406) with a p-value of 0782 and
bovine papillomatosis.

Key words: Polymorphism. Cattle. Papillomavirus. MBL2. TNF-alpha.
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1. Introducéao

A papilomatose bovina € uma doenca infecto-contagiosa causada pelo
Papillomavirus Bovino (BPV) que compromete a produtividade do rebanho. E
importante economicamente porque leva a reducdo da producédo do leite, ao
baixo ganho de peso e deterioracdo da aparéncia e do couro animal,
provocando uma reducdo em até 80% do valor de revenda.

O Brasil possui o maior rebanho bovino comercial do mundo com cerca
de 200 milhdes de cabecas, alguns fatores como as doencas infecto-
contagiosas ameacam a produtividade nacional, dentre estas, a papilomatose.
Na regido Nordeste, em especial no Estado de Pernambuco, regido da Zona da
Mata, a ocorréncia de papilomatose bovina pode chegar a 30% de animais
acometidos, provocando grandes perdas econémicas para os criadores.

Existem relatos na literatura de bovinos infectados com mais de um tipo
de BPV, além de animais que ndo apresentam o0s sintomas da doenca,
indicando que o BPV é necessario, mas nao suficiente para o desenvolvimento
das lesdes. Dentre os fatores que podem estar relacionados com esta situacao
estd a capacidade de montar uma resposta imune eficiente.

Polimorfismos de Base Unica (SNPs) em genes responsaveis pela
imunidade inata tem sido objeto de estudo de varias pesquisas e apresentam
grande importancia na susceptibilidade dos animais as infeccdes e ao
desenvolvimento das lesdes.

Vérias proteinas estdo envolvidas na resposta imunoldgica, dentre elas o

Fator de Necrose Tumoral (TNF-alfa) e a Lectina Ligadora de Manose (MBL).
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Essas proteinas estdo relacionadas com a defesa inicial contra
microrganismaos.

O TNF-alfa presente nos macréfagos é liberado por inUmeros estimulos
e tem importancia central nas dinamicas virais, por ser um fator de protecéo
contra progressao das infecgbes. Em estudos com HPV, a ocorréncia de
polimorfismos no gene TNF-alfa esta relacionada com a presenca de lesfes de
baixo ou alto grau dependendo da alteragdo presente no genotipo.

A ocorréncia de mutacdes na regido promotora ou nhas regides
codificantes do gene MBL resultam na diminuicdo de expressao, causando a
incapacidade de manter a sua conformacao oligomérica necessaria para fixar a
manose e ativar o complemento, comprometendo as defesas do organismo nas
infec¢des bacterianas e virais.

Em relagdo a infeccdo por BPV, ndo h& dados na literatura associados
aos polimorfismos dos genes TNF-alfa e MBL2. Nosso estudo € pioneiro sobre
a associacao de SNPs dos genes TNF-alfa e MBL2 e pode ajudar a esclarecer
a relacdo das mdltiplas infeccbes em bovinos, bem como a presenca de
animais infectados que apresentam diferentes niveis de comprometimento,
contribuindo com o controle e a prevencao da papilomatose bovina.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar os bovinos quanto a infeccao
por BPV e analisar a presenca de co-infec¢ges, em tecido sanguineo e lesdes
cutaneas. Realizar um estudo de associacao entre os polimorfismos na regiao
promotora do gene TNF-alfa e do exon 1 do gene MBL2 e a papilomatose

bovina.
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2. Revisao da literatura

2.1 Papilomavirus

Os papilomavirus (PV) formam um grupo com uma diversidade grande
de virus que infectam os amniotas (Freitas et al., 2011). No entanto s&o
espécie-especificos e até mesmo em condi¢cdes experimentais, ndo infectam
outro hospedeiro que nédo o seu natural (Campo, 2006). Os poucos casos
conhecidos de infecgdo cruzada entre PV envolvem o papilomavirus bovino
(BPV) e outras espécies animais (Freitas et al., 2011).

Os papilomavirus eram classificados na subfamilia Papilomavirinae,
dentro da familia Papovaviridade que incluiam os Polyomavirus (Bernard,
2005). Posteriormente, os PV foram reclassificados e formam a grande familia
Papilomaviridae, que compreende 29 géneros (Alphapapillomavirus a
Dyoiotapapillomavirus) e mais de 200 tipos virais (de Villiers et al., 2004;
Bernard et al.,, 2010). Embora a maior parte dos tipos virais caracterizados
correspondam a PV humanos (150), 64 tipos virais foram identificados em
hospedeiros mamiferos ndo humanos, trés tipos foram isolados de passaros e
outros dois de répteis (Bernard et al., 2010).

A presenca de lesGes verrucosas em animais foi descrita no século IX,
em equinos (Lancaster, 1982) e em canideos (Nicholls, 2000). Todavia, apenas
em 1933 que o virus foi isolado a partir de lesdes de coelhos (Shope, Hurst,
1933; Leto et al.,, 2011). Em 1935, Rous demonstrou que o PV apresentava
uma acao oncogénica (Crawford, 1963). No entanto, a estrutura gendmica do
PV so foi descrita em 1963 (Crawford, 1963). Os estudos do PV comecaram a

evoluir a partir de 1970, ap0s Zur Hausen ter mostrado a participacdo do
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papilomavirus humano (HPV) na etiogénese do cancer cervical (Zur Hausen,
1999; Leto et al., 2011).

A papilomatose bovina é causada pelo Papillomavirus Bovino (BPV). Os
BPVs sdo virus oncogénicos, ndo envelopados, com morfologia icosaédrica e
didmetro de 52-55 nm. O capsideo apresenta 72 capsémeros (60 hexaméricos
e 12 pentaméricos) e o acido nucléico € composto por DNA de fita dupla
circular com massa molecular de 5,0 x 10° daltons e cerca de 8 kb
(Stringflellow et al., 1988).

O genoma do BPV contém segmentos cada um constituido por uma
série de regibes ou ORFs que codificam as proteinas virais. A regidao de
controle precoce (ECR — Early Control Region), tardio (LCR — Long Control
Region) e a regido nao codificante (NCR — NonCoding Region), separadas por
dois sitios de poliadenilacdo (Zheng Baker, 2006; Borzachiello, 2007; Leto et
al., 2011), sendo que apenas uma das fitas de DNA atua como molde para a
transcricdo (Fernandes et al., 2013).

O segmento E ocupa 50% do genoma viral, possuindo aproximadamente
4.000 pb e codifica as proteinas E1, E2, E4, E5, E6 e E7. A regido L ocupa
40% do genoma, com aproximadamente 3.000 pb e contém os genes L1 e L2,
que codificam proteinas do capsideo. A regido nado codificante que ocupa 10%
do genoma, com aproximadamente 1.000 pb, contém a origem da replicacdo e
os sitios de ligacao de multiplos fatores de transcricao, que sao importantes na
regulacédo da RNA polimerase Il (Campo et al., 1994; Wosiacki et al., 2002;
Zheng, Baker, 2006; Borzachiello, 2007; Claus et al., 2007; Freitas et al., 2011,

Leto et al., 2011; Rampias et al., 2013; Bocaneti et al., 2014) (figura 1).
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940bp

1,488bp

1,818bp

Intergenic region

Figura 1: Diagrama da organizacdo do genoma de BPV1. O genoma viral esta representado
em circulo, demonstrando as posi¢des dos genes virais E6, E7, E1, E2, E4, E5, L2, L1 e 0 LCR
entre os genes L1 e E6 (Freitas et al., 2011).

O gene E1 esta associado com a replicacdo viral, e o E2 com a
transcricdo e replicacdo do virus. O gene E4 atua no controle da maturacéo e
alteracdo da matriz intracelular. Os genes E5, E6 e E7 estdo envolvidos na
transformacao celular. A regido “Late” é formada pelos genes que codificam as
proteinas do capsideo L1 e L2 (quadro 1). Ademais, o genoma é composto de
uma regido reguladora LCR (Long Control Region) e URR (Upstream
Regulatory Region), variando de 400 a 1000 pbs, localizadas entre as regides
L1 e E6. Nessa regidao existem sequéncias ativadoras e repressoras da
transcricdo viral, além da origem de replicacdo (Chang, 1990; Longworth and

Laiminis, 2004; Souto et al., 2005).
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Proteina Localizacao Funcao

El Nucleo Replicacéo

E2 Nucleo Replicagéo/transcricao
Early E4 Citoplasma Expressdo corresponde ao
Proteinas comeco da amplificacdo do
Regulatorias genoma viral

E5 Citoplasma Transformacéo celular

E6 Nucleo Transformacéo celular,

ativador transcricional

E7 Nucleo/citoplasma Transformacéao celular
Late L1 Nucleo Compbe o0 capsidio viral,
Proteinas papel na infeccéo
Estruturais L2 Nucleo Compde o capsidio viral,

papel na infeccao

organizacdo do DNA viral.

e

Quadro 1: Proteinas expressas pelos Papilomavirus, localizacdo e funcdes (Bocaneti et al.,
2014).

Segundo o International Commitee on Taxonomy of Viruses (ICTV,
2014) os papilomavirus sdo classificados em 29 géneros de acordo com a
diversidade de sequéncias nucleotidicas da ORF (Open Reading Frame) do
gene L1. Diferencas acima de 10% entre duas sequéncias de DNA da mesma
ORF definem um novo tipo de viral; diferencas entre 2 e 10% definem um novo
subtipo viral (De Villiers et al., 2004).

Atualmente, existem 14 tipos de BPV (BPV -1 a -14) descritos na
literatura, Deltapapillomavirus (BPV -1,2, 13 e 14), Epsilonpapillomavirus (BPV
-5 e 8), Xipapillomavirus (BPV -3,4,6,9,10,11,e 12) e Dyoxipapillomavirus (BPV

7) (Lunardi et al., 2012, Bocaneti et al., 2014; Munday et al., 2015; Lunardi et
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al., 2016). Além destes, ha mais de 16 supostos novos tipos de BPVs (White,

Howley, 2013).

2.2 Infecgao por papilomatose bovina - BPV

A infecgdo por papilomavirus ocorre inicialmente na camada basal,
geralmente por meio de microlesdes na pele ou mucosas. Em seguida, as
células infectadas se dividem ocasionando uma expansao lateral. As células-
filhas migram para a camada supra-basal, onde sao ativados genes que
replicam o DNA viral e formam o capsideo protéico (Figura 2). Particulas virais
sdo formadas e liberadas para a superficie, podendo infectar tecidos adicionais
(Zur Hausen, 2002). O virus infecta as ceélulas basais do epitélio ou os
fibroblastos, formando proje¢cfes digitiformes microscépicas ou macroscopicas

caracteristicas (Monteiro et al., 2008).

Tecido Infectado Tecido Normal

1
. Virion de HPV ! Virus introduzido na pele por
Célula : microabrasio ou corpo

=) = Célula ap: dora
Virion de HPV — @ s & L] { o N O A de antigenos
[ IR ——; g = @ o (=) ° 4= o = Epitélio
Liel2 - (=] - o (=] o escamoso
) . = o O - /@ - =) diferenciado
Células supra-basais ey 5 -
e - D/ AN )
(s} ©C /0. 0O o [ o Epitélio
G -. — E4 P ] = =) ! /o (=] ) escamoso
e = o (%o 9 O e EANE)
Virus E6 e E7 ; | =
Iechaic ® 1 9)8|g/0]a(e olo]ololo/oY o
‘ @ i @ @ . @_,, @ ° o O O (@] ) 22 Q | Quera(;%xlf’:c_xtos para-basais
§ L (] ) & | @ @ (v ) (divisdo ausente)
Camada transitoria g L o
amplificante expandida = —'6 @ o = o O O O O l
Célula amplificante 3 Pty @) 4§ @ ® o = ol (@ Q) N
t.rans'nz.issora 2T S > Membrana basal do epitélio
i == __.~"Células Basais < :| |
E6eE7 e i S
a5 LB T 1 Células amplificantes de
Ele-E2 ( ! icdo (divisdo p: )
- - ’ @ & :
Virus L i :
epissomais Ele

Figura 2: Estagios do ciclo viral do papilomavirus em epitélio estratificado escamoso
(modificado a partir de Frazer, 2004).
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De acordo com a intensidade e do numero de lesdes, poderdo ocorrer
debilitacdo e alteragcbes funcionais organicas ocasionadas pelos tumores.
Infeccbes bacterianas secundarias podem resultar em perda de condi¢ao
corporal. A hemorragia e miiase de verrugas traumatizadas também séo
comuns e podem resultar na morte do animal. Dificuldades na lactagéo e no
coito também séo relatadas, em decorréncia da obstrucéo fisica (Mello e Leite,
2003).

O BPV pode ser contraido diretamente por inoculagdo cutanea
(Stringfellow et al., 1988), por contato direto, indireto (cercas, bebedouros,
cordas, moscas, ordenhadeira), ou pela via transplacentaria (Campo, 1997;
Murphy et al., 1999).

Na forma cutanea, a deteccdo clinica da doenca € simples, sendo
baseada apenas na verificagdo da presenca de verrugas ou papilomas. No
entanto, o diagnostico de lesdes nos sistemas digestivo, respiratorio e nas
lesdes no trato urinario, torna-se mais laborioso, permitindo que as formas
benignas se desenvolvam em tumores malignos, impossibilitando a tentativa de
tratamento (Corréa e Corréa, 1992).

A infeccéo pelo papilomavirus bovino (BPV) causa lesfes hiperplésicas,
definidas como verrugas ou papilomas, que ocorrem na pele e mucosas

(Bocaneti et al., 2014) (Figura 3).
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Figura 3: Animais infectados por papilomavirus bovino (BPV). A. Fibropapilomas na cabecga e
pescoco causados por BPV2. B. Papilomas epiteliais em tetas causados por BPV6. C.
Fibropapilomas no pénis causados por BPV1 (Hatama, 2012).

As lesbes cutédneas geralmente se encontram distribuidas em grande
namero pelo corpo do animal infectado, ndo manifestando predile¢céo por sexo

ou raca (Campo, 2002; Mello e Leite, 2003; Carvalho, 2012) (Figura 4).

Figura 04: Representacdo esquematica de papilomatose bovina em diferentes localizagdes no
bovino (Freitas et al., 2011).

Os papilomas séo classificados em escamosos, mucosos, planos e

pedunculares, de acordo com a superficie, zona ou local onde sédo produzidos
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e a forma que apresentam o 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. O tamanho varia e
apresentam uma aparéncia seca, cornea e semelhante a couve-flor (Mello e
Leite, 2003).

Papilomas mucosos se apresentam como nodulos encapsulados e
circunscritos. Os papilomas planos promovem engrossamento da epiderme
com queratinizagdo forte nas camadas superficiais e nos animais aparecem
como nodula¢des arredondadas com pouca saliéncia da superficie da pele
(Mello e Leite, 2003). Os papilomas pedunculares sado neo-formacgfes que
sobressaem a pele como prolongamentos de diferentes longitudes e que
podem apresentar-se em forma de digitos, sdo muito comuns nas tetas e
Ubere, mas sdo de dificil tratamento, com as verrugas nas tetas provocando
dificuldade durante a ordenha (Wadhwa et al., 1996; Wang et al., 2012).

Os papilomas, ou tumores, podem ser formados na mucosa do trato
gastro-intestinais e bexiga, e em alguns casos podem progredir para
carcinomas, principalmente quando associadas a co-fatores ambientais, como
na alimentacdo com o broto da samambaia Pteridium aquilinum (Campo,
2006). A Pteridium aquilinum é uma planta invasora, que tem a sua distribuicdo
por varias regibes como as tropicais e temperadas, infestam campos e
possuem agentes imunossupressores e mutagénicos. O consumo da

samambaia pelo gado pode ocasionar o desenvolvimento de hematuria
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enzoodtica e cancer de bexiga urinaria (Borzachielo et al., 2003; Campo, 2006;
Bocaneti et al., 2014).

Os tumores do trato alimentar s&o os mais comuns induzidos por BPV.
Esses tumores, induzidos por BPV4, quando associados ao consumo de P.
aquillinium, podem evoluir para o carcinoma celular escamoso. Lesbes na
bexiga urinaria induzidas por BPV1 e -2 também podem progredir para o

cancer (Campo, 2002; Borzacchielo, 2007) (Figura 5).

Figura 5: Carcinomas induzidos por BPV. A Cancer de Bexiga; B Progresséo de papiloma a
cancer do trato gastro-intestinal superior (Campo, 2002; Borzachiello, 2007).

Embora descritos como virus epiteliotropicos, o papilomavirus bovino
tem sido encontrado em sangue e em outros sitios ndo epiteliais (Freitas et al.,
2007; Lindsey et al., 2009). Células sanguineas com o genoma de BPV ativo
podem ser responsaveis por disseminar o BPV para diversos 6rgaos (Freitas et
al., 2003; 2007; Roperto et al., 2011).

Segundo a literatura ha descricao de co-infec¢cdes em todo 0 mundo com
diferentes tipos de BPV. Ogawa et al. (2004) descreveram no Japdo a
presenca de BPV em até quatro tipos diferentes e de supostos novos tipos de
BPV no mesmo papiloma em rebanhos. No Brasil, a presenca simultanea de
BPV1 e BPV2 foi detectada em uma mesma leséo (Yaguiu et al., 2006, 2008,.

Lindsey et al., 2009). Além disso, foram verificadas cinco combinagdes
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diferentes de infeccdo multipla por BPV em bovinos (Claus et al., 2009). A co-
infeccdo com BPV1 e BPV2 descrita na India (Leishangthem et al., 2008;
Pangty et al., 2010). Co-infeccdo com BPV1 e BPV11 foi analisada utilizando
um ensaio de genotipagem multiplex BPV em bovinos na Alemanha (Schmitt et
al., 2010) e no Brasil, utilizando primers especificos para os tipos de BPV, foi
observada co—infeccéo por varios tipos de BPVs (Carvalho et al., 2012; Santos
et al., 2013).

O progresso da infeccao esta relacionado com a eficiéncia imunolégica
do hospedeiro. As condigcbes estressantes podem levar a uma baixa da
imunidade do hospedeiro facilitando o surgimento da doenca (Silva et al.,

2013c).

2.3 Importancia econémica

O BPV tem ocorréncia mundial, e € clinicamente caracterizado pela
presenca de lesbes hiperproliferativas (papilomas) que acometem o tecido
cutdneo e mucoso, causando prejuizos econémicos (Carvalho et al., 2003;
Freitas et al., 2011; Nascimento et al., 2012).

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo com cerca
de 200 milhdes de cabecas distribuido em gado de corte e de leite. O valor
bruto da producéo desses dois segmentos é estimado em R$ 67 bilhdes, com
presenca de atividades em todos os estados brasileiros, evidenciando a
importancia econdmica e social da bovinocultura (Mapa, 2015).

O Brasil lidera o ranking de maior exportador de carne bovina do mundo

desde 2008 e as estatisticas mostram crescimento também para 0s proximos
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anos. A exportacdo de carne bovina crescerd a 2,15% ao ano, enquanto a
carne de aves a 3,64% (Mapa 2015). Um percentual de 84%, da carne bovina
produzida no Brasil atende ao mercado interno, o que corresponde a um
consumo médio de 37 kg por habitante, por ano (Mapa 2015).

Segundo a Pesquisa Pecuéaria Municipal realizada pelo IBGE, com
informacgdes sobre a producéo brasileira de leite em 2014. A produgéo de leite
no Brasil foi de 35,17 bilhdes de litros, representando um aumento de 2,7% em
relagdo a registrada no ano anterior. De acordo com o Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (United States Department of Agriculture -
USDA), o Brasil ocupou a quinta posi¢cao no ranking mundial de producgéo de
leite em 2014, atras da Uni&o Europeia, India, Estados Unidos e China (Deral
2015).

Em rebanho leiteiro, a presenca de verrugas no teto dificulta a ordenha,
com consequentes infeccfes secundarias, além de reduzir a producdo do
animal (Wadhwa et al., 1995; Campo 2002). O bovino afetado por papilomatose
pode apresentar problemas como hemorragias, infec¢gdes secundarias e feridas
mecanicas que ocorrem devido a friccdo dos papilomas grandes ou
aglomeradas, podendo levar a transtornos gerais toxicos e até a septicemia
(Melo e Leite 2003; Silva, 2013b).

A papilomatose bovina gera importantes prejuizos econdémicos a
pecuéria, pois leva a queda da producédo leiteira decorrente de quadros de
mastites e obstrucdo dos tetos. 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 mecanica (Monteiro et al.,

2008; Muro et al., 2008).
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A doencga também leva a depreciacdo do couro, com consequente
diminuicdo do valor de mercardo variando de 30% a 60% em desvalorizacao
nos animais com papilomatose bovina. As lesdes de trato digestério superior e
da bexiga urinaria podem evoluir para o cancer devido a ag¢do sinérgica com

co-fatores ambientais (Borzacchiello; Roperto, 2008).

2.4 Epidemiologia, diagndstico e tratamento da papilomatose bovina

A papilomatose bovina tem distribuicdo mundial. Nos bovinos a mais
comum é a papilomatose cutanea, da mucosa genital e a orofaringea. Nao ha
predilecdo por sexo ou raga, no entanto a doenca é mais comum em animais

com idade inferior a dois anos (Eisa et al., 2000), ou a trés anos de idade

(Corréa e Corréa, 1992) (Figura 6).

Figura 6: Distribuicio da papilomatose bovina no mundo (Freitas et al., 2011).
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A morbidade é muito variavel, havendo propriedades onde ocorrem
poucos casos e outras em que 20% e até uma maior porcentagem dos bovinos
apresentam a doenca (Corréa e Corréa, 1992).

A letalidade € baixa e, quando ocorre, € ocasionada pelo
enfraquecimento do animal e pela presenca de grande quantidade de
papilomas ou pela ocorréncia de miiases, que aparecem quando os papilomas
sdo extirpados por traumatismos (Corréa e Corréa, 1992). O periodo de
incubacdo e o aparecimento das lesdes variam de trés semanas a quatro
meses (Mayr e Guerreiro, 1988; Foz Filho et al., 2002). O reservatorio é o
proprio animal e o curso da doenca € geralmente longo (Corréa e Corréa,
1992).

Em aproximadamente 85% dos casos, a doenca tem caracteristica
autolimitante, apresenta regressao espontanea com o desaparecimento das
lesGes, mesmo sem a instituicdo de qualquer tratamento (Dulbecco e Ginsberg,
1979; Murphy et al., 1999). Uma vez matura, com seu crescimento completo, a
verruga sofre necrose e queda espontdnea associada principalmente, a
resposta imunocelular do hospedeiro (Santos et al., 2002).

A papilomatose cutdnea em bezerros costuma regredir no prazo de um
ano ou menos; entretanto em vacas, a tendéncia € nao regredir, principalmente
na forma do papiloma plano (Corréa e Corréa, 1992). De acordo com Turk et al.
(2005), os tumores frequentemente regridem espontaneamente, entretanto,
podem persistir e, na presenca de cofatores genéticos e/ou ambientais,
podendo progredir para um cancer.

A expresséo clinica da doenca é caracteristica, tornando o diagnostico

clinico facil pela simples observacdo dos papilomas a olho nu (Russel e
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Edington, 1985; Corréa e Corréa, 1992; Romanos et al., 2002). O
desenvolvimento de técnicas moleculares possibilitou - se uma revolugdo no
diagnostico de doencgas infecciosas, principalmente com as aplicagbes da
reagdo em cadeia da polimerase (PCR). A técnica da PCR possui alta
sensibilidade e especificidade, além da facilidade de utilizacdo para detec¢éo
de qualquer sequéncia genética conhecida, sem requerer o cultivo viral. Outras
técnicas de hibridizagdo como o “Southern blot”, “Western blot”, “Dot blot” e
hibridizacéo in situ (ISH) também s&o utilizadas na deteccdo dos papilomavirus

(Wosiacki et al., 2002; Jelinek e Tachezy, 2005; Roperto et al., 2008).

Os animais com baixa imunidade sdo os mais suscetiveis ao ataque da
doenca, sendo que a condicdo imunoldgica pode ter sido afetada por
consequéncia de estresse ou desbalango nutricional. A presenca de animais
infectados no rebanho também pode ser resultante do manejo adotado,
principalmente quando a densidade animal esta alta, o0 ambiente mal ventilado,
com baixa incidéncia solar, imido e sujo (Santin 2001; Marins 2004; Silva et al.,

2004; Andrews et al., 2008; Mancilha 2013).

O principal meio de controle da doenca ocorre pelo fortalecimento do
sistema imunolégico dos animais acometidos pela papilomatose bovina. Os
tratamentos quimico-corrosivos, como cauterizacdo com soda, acidos, nitrato
de prata e outros produtos sdo meios de desencadear uma reacdo imunologica
positiva e promover a cura (Santin 2001; Marins 2004; Silva et al., 2004;
Andrews et al., 2008; Mancilha, 2013).

Nos métodos empirico-cientificos as verrugas sao amarradas, cortadas
ou arrancadas, e o principio da alternativa também esta relacionado ao

estimulo dos anticorpos contra o papilomavirus. Também existem meios
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homeopaticos e fitoterapicos para controlar a papilomatose bovina, que
causam irritacdo e, por consequéncia, desencadeiam um estimulo no sistema
imunologico (Santin 2001; Marins 2004; Silva et al., 2004; Andrews et al., 2008;
Mancilha 2013).

Auto-hemoterapia, procedimento que consiste na retirada de 10 & 40 mL
de sangue e a aplicacdo imediata do sangue por via intramuscular profunda
gerando um estimulo no sistema imune inespecifico, levando a queda dos
papilomas (Muro et al., 2008). Pode estar associada ao uso de clorobutanol e
babesicida para obter melhores resultados (Santin 2001; Marins 2004; Silva et
al., 2004; Andrews et al., 2008; Mancilha 2013).

Outro procedimento recomendado para controle da papilomatose bovina
€ a aplicacdo da autovacina nos animais. A autovacina é realizada com a
retirada de parte das verrugas, que sao posteriormente trituradas e misturadas
com formol em solucao fisiolégica (Santin 2001; Marins 2004; Silva et al., 2004;
Andrews et al., 2008; Mancilha 2013).

Além dos métodos citados, existem varios medicamentos no mercado,
como o “Papilomax” produzido pela Embrapa. Entretanto, a resposta dos
animais geralmente € variavel para as substancias disponiveis, podendo ser
satisfatoria ou ndo (Santin 2001; Marins 2004, Silva et al., 2004; Andrews et al.,

2008; Mancilha 2013).

2.5 Fator de Necrose Tumoral (TNF-alfa)

O fator de necrose tumoral (TNF-alfa) foi identificado como um fator

soltvel no soro capaz de provocar a necrose de células tumorais (Carswell et
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al. 1975). Trata- se de uma citocina pro-inflamatoéria, que possui importantes
fungbes, tais como a inducdo de outras citocinas e mediadores lipidicos da
inflamacéo, de proliferacédo, diferenciacdo celular e apoptose (Bemelmans et
al., 1996; Togbe et al., 2007; Tracey et al., 2008).

O TNF-alfa possui papel imunomodulador importante, participando da
resposta do hospedeiro em condi¢8es inflamatoérias agudas e crbnicas (Hajeer
& Hutchinson, 2001). Promove o aumento da expressao de moléculas de
adesdo, aumentando a circulagdo de células nos sitios de infeccgéo,
estimulando macréfagos e neutréfilos a realizar fagocitose, e também a
liberacdo de outras citocinas e mediadores inflamatoérios. A expressao de TNF-
alfa nos estados infecciosos esta relacionada com a maioria dos sintomas
clinicos presentes, tais como a febre e reacdes inflamatorias locais. No entanto,
quando produzido em excesso ou liberado de forma sistémica em grandes
quantidades, pode levar a complica¢fes fatais, tais como colapso circulatério e
faléncia multipla de 6rgédos (Murphy 2010).

O TNF-alfa presente nos macrofagos € liberado por inGmeros estimulos,
como por exemplo, componentes de bactérias, protozoarios e algumas células
tumorais, mediadores lipidicos, imuno complexos e citocinas, que estimulam a
producdo de TNF-alfa, liberando uma cascata de mediadores inflamatérios
(Bemelmans et al., 1996; Togbe et al., 2007; Teixeira et al., 2007; Tracey et al.,
2008).

As células endoteliais expressam moléculas de adesdo para o0s
leucdcitos produzirem prostaciclina que € vasodilatadora, proporcionando
condi¢cOes necessarias para a chegada dos leucdcitos ao foco inflamatério. O

TNF-alfa induz a liberacdo de quimiocinas que ajudam na captura de leucécitos
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e estimulam a expressao de proteinas pro-coagulantes, levando a formagéo do
trombo (Bradley 2008). Os leucocitos ativados pelo TNF-alfa produzem
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, essenciais para a eliminacao de
microrganismos (Liew et al., 1990; Megyeri et al., 1995; Tracey et al., 2008).

O TNF-alfa € de importancia central nas dindmicas virais, porque € um
fator de protecdo contra progressdo de varias infeccfes (Guidotti et al., 2000;
Herbein et al.,, 2000). No caso de tumores, essa citocina parece ser
responsavel pela maior parte da atividade tumoricida dos mondcitos e pode
desempenhar alguma funcdo na acdo das células linféides citotdxicas (Igansi,
20009).

O TNF-alfa e sua associagao com a progressao da doenca em infecgbes
agudas e crbnicas e doencgas autoimunes em humanos esta bem estabelecida
(Kassiotis, 2001; Blandizzi et al., 2014, Cigni et al., 2014; Lendez et al., 2015).
Na infeccdo pelo HPV, o TNF-alfa participa induzindo a apoptose de células
infectadas pelo virus e de células tumorais. Desta forma, h& estimulagédo da
resposta inflamatoria por citocinas, que controlam o crescimento da infeccdo
viral (Desphande et al., 2005).

Alteracdes nos niveis de TNF-alfa podem influenciar na resposta imune
a diversos patdgenos que estdo associados com doencas infecciosas. Foi
demonstrada a associacdo entre um polimorfismo de microssatélite no gene
TNF-alfa, com infeccdo pelo HPV-16 e com neoplasia intraepitelial cervical
(NIC), quando combinados com o alelo do gene HLA-DQB (Desphande et
al.,2005). Segundo Fernandes et al. (2008), o gendtipo G/G ou a presenca do
alelo G na regiao - 308 confere ao individuo um fenotipo de baixa producao

desta citocina; os genotipos A/G e A/A, apresenta um fenotipo de alta
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producédo. A baixa producdo desta citocina esta relacionada com a presenca de
lesGes de baixo grau (LSIL), enquanto a alta producado com lesbes de alto grau
(HSIL) e cancer cervical invasivo em humanos (Duarte et al., 2005; Fernandes
et al., 2008).

Em bovinos, o gene TNF-alfa apresenta polimorfismo na regiao
promotora (-824A ou -824G) associado com o aumento da progressao do
linfoma induzido pelo virus da Leucemia Viral Bovina (BLV) (Konnai et al.,

2006; Wang et al., 2012; Pumerssun et al., 2013) (Figura 7). No entanto, em
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relacdo ao BPV e doencas associadas, hdo ha nenhum dado na literatura.

Figura 7: SNP na regido promotora do gene TNF-alfa (-1044 a -406) associado a Leucemia

Viral Bovina (BLV) (Konnai et al., 2006).

2.6 Lectina Ligante de Manose (MBL)

O sistema complemento € composto por 35 proteinas plasmaticas
aproximadamente, associadas a membrana celular, sendo uma das principais
vias efetoras da resposta imunologica e inflamatoria. Essas proteinas, quando
ativadas em forma de cascata por meio de clivagens proteoliticas sequenciais e

com a formacéo de complexos de proteinas, desempenham importante papel
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na manutencdo da homeostase do hospedeiro. Porque combatem
microrganismos e removem complexos imunes circulantes e células apopticas
(Abbas et al., 2000; Tulamo et al., 2010).

A cascata do sistema complemento é ativada por trés diferentes vias: a
classica, a alternativa e a das lectinas (Gulla et al., 2009). Esta ultima via
consiste em moléculas padrdo de reconhecimento, a MBL (Schlapbach et al.,
2010). A proteina MBL ¢é o principal componente de ativacdo da via das lectinas
do sistema complemento, sendo responsavel por mediar um efeito
antimicrobiano através da formacdo do complexo de ataque a membrana
(Garcia-Laorden et al., 2008)

A MBL é um importante componente do sistema imune inato, pertence a
uma familia de proteinas designada colectinas, devido a presenca de uma
regido de colageno e um dominio de lectina. E uma proteina de fase aguda
secretada pelos hepatdcitos que possui em sua forma oligomérica, dominios
que reconhecem e ligam a molécula de N-acetilglicosamina ou manose
presentes na superficie de patégenos que podem entdo ser fagocitados por
macrofagos ou destruidos através do sistema complemento (Hartshorn et al.,
1993).

A forma circulante da proteina MBL € composta por multimeros de
cadeias polipeptidicas idénticas de 32 kDa, possuindo em cada cadeia quatro
regides distintas codificadas por éxons diferentes do gene MBL2 (Dommett et
al., 2006; Ip et al., 2009). Cada cadeia possui uma regido C-terminal, de
dominio de reconhecimento de carboidratos calcio-dependente (DRC), através
do qual a proteina MBL se liga aos diferentes tipos de patdégenos; um dominio

hidrofébico a-helicoidal, uma regido que se assemelha ao colageno contendo
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19 trincas Gly-Xaa-Xaa e uma regidao N-terminal rica em cisteina (Araujo 2009;
Dommett et al., 2006).

A proteina MBL, no soro, consiste de oligbmeros, variando de dimeros a
hexameros, que formam uma estrutura quaterndria, ocasionada por uma
interrupcdo na regido colagenosa, originando uma torcao/dobradi¢ca, segundo
estudos de cristalografia de raios-x/eletromicrografias (Dommett et al., 2006). A
MBL liga-se a agucares como D-manose, L-fucose e N-acetil-D-glucosamina na
superficie de virus, bactérias e fungos, levando a ativacdo do complemento.
Além das estruturas de acucar, a proteina MBL também pode se ligar a
fosfolipidios (Kilpatrick, 1998), acidos nucléicos (Palaniyar et al., 2004) e
proteinas ndo-glicosiladas (Ip et al., 2009).

A ligacdo da proteina MBL ao patdgeno ativa simultaneamente
serinoproteases especificas responsaveis pela ativacdo do sistema
complemento. A concentracdo sérica da MBL pode variar de acordo com a
presenca de polimorfismos na regido codificante e/ou na regido promotora do
gene MBL2 (Tuner, 1996).

Os polimorfismos na regido promotora resultam na diminuigdo de
expressdo da molécula da MBL, enquanto que, na regido codificante as
mutacdes causam incapacidade de manter a conformacdo oligomérica
necessaria para fixar manose e ativar o complemento levando também a
baixos niveis séricos (Garred et al., 2003). Essas mutacdes sdo associadas ao
curso desfavoravel ndo s6 de infec¢cdes bacterianas, mas também, as
causadas por virus (Thomas et al., 1996).

Variagdes na sequéncia de nucleotideos foram encontradas em ambas

as regides codificantes e nas regides nao codificadoras do gene de MBL em
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humanos, ovinos e suinos. Essas variagbes podem afetar a montagem ou
formagdo da proteina MBL, levando assim a um baixo nivel e disfuncdes
imunologicas inatas plasmaticas (Madsen et al., 1998; Lillie et al., 2007; Thiel
and Gadjeva, 2009; Juul-Madsen et al., 2011; Liu et al., 2011; Zhao et al.,
2011).

O primeiro caso de associacao entre doencas e deficiéncia de MBL data
de 1968, (Miller e colaboradores 1968). Nesse estudo foi observado que uma
paciente sofria de infec¢cbes bacterianas recorrentes ndo responsivas a
antibioticoterapia e esterdides, e que devido a uma deficiéncia de um fator do
plasma, embora desconhecido na época, era a proteina MBL (Worthley and
Bardy, 2005). Desde ent&o, a deficiéncia de MBL vem sendo relacionada ao
aumento da frequéncia e severidade das infec¢des bacterianas, virais e
fungicas em criancas e adultos (Dean et al., 2005).

Os polimorfismos no éxon 1 do gene MBL2, com a diminuicdo da MBL
funcional, vem sendo associado a doencas auto-imunes como lapus
eritematoso sistémico (Monticielo, 2008; Sandrin-Garcia et al., 2011), artrite
reumatoide (Ip et al., 2000), doenca celiaca (Boniotto et al., 2002), entre outras;
visto que essa proteina liga-se a células apoptéticas e restos celulares,
contribuindo para eliminacdo de auto-antigenos (Tsutsumi et al., 2003).

Nos seres humanos, trés frequentes SNPs na regido codificadora do
gene MBL, conhecidos como D (Arg52Cys), B (Gly54Asp) e C (Gly57Glu) estédo
associados com a polimerizacdo anormal, diminuicdo da concentracdo sérica e
consequente fungéo prejudicada da proteina MBL (Madsen et al., 1994; Sumiya
et al., 1991; Lipscombe et al., 1995; Larsen et al., 2004; Roos et al., 2004; Liu

et al, 2006). H& evidéncias de que baixos niveis de MBL em humanos
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diminuem a ativacdo do complemento e protegem o hospedeiro de dano
tecidual excessivo (Takahashi et al., 2005; Garred et al., 2006; Capparelli et al.,
2008).

Em bovinos, a ocorréncia de polimorfismos no gene MBL2 esta
associada com a falha no controle da mastite, prejudicando assim a producgéo
de leite. A mastite € uma doenca inflamatoéria da glandula mamaéaria, causada
por infeccbes de microrganismos, lesdo térmica ou mecéanica (Wang et al.,
2012; Zhao et al., 2012).

O gene MBL2 estéa localizado no cromossomo 26 em bovinos (Gjerstorff
et al., 2004). Contém trés introns e quatro éxons codificando 249 aminoacidos.
Mutacbes no gene MBL2 tém contribuido na susceptibilidade de animais a
varios agentes infecciosos (Holmskov et al., 2003; Lillie et al., 2005; Takahashi
et al., 2005; Capparelli et al., 2008). Alguns estudos estabeleceram que o
polimorfismo no locus MBL2 de bufalo estd associado com a resisténcia a
infeccdo por Brucella abortus, no entanto, sdo escassas as informacdes
disponiveis sobre o gene MBL2 e suas variantes, bem como as suas relacdes
com a resisténcia a doencas (Wang et al., 2012).

O estudo de Polimorfismos de Base Unica (SNPs) em genes associados
a fisiopatologia e a patogenia de doencas vem sendo desenvolvido e a
variacdo desses genes pode predispor a susceptibilidade ou protecdo a
doencas (Lin Albertson, 2004; Suffredini Chanock, 2006; Clark Baudouin,
2006).

O namero de estudos genéticos que associam polimorfismos genéticos a
patologias ou a susceptibilidade a doencas vem crescendo gradativamente

(Costa et al.,, 2007). Como sdo o caso de polimorfismos associados a
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hipertensdo (Kimura Lilian, 2010), transtornos neuropsiquiatricos (Souza e
Oliveira, 2012), diabetes em seres humanos (Grant et al., 2006). Polimorfismos
associados com o BLV e o gene do TNF-alfa em bovinos (Konnai et al., 2006),
polimorfismos associados a mastite bovina e o gene da MBL2 (Wang et al.,
2012).

No Estado de Pernambuco néo foram detectados até momento 0s novos
tipos de BPV (-11, -12, -13 e -14) de acordo com a literatura. O nosso trabalho
tem como um dos objetivos, identificar a presenca desses novos tipos de
BPVs, em sangue e em lesdes cutaneas.

Ndo ha registros na literatura de estudos de associacdo dos
polimorfismos dos genes TNF-alfa e MBL2 e a infec¢cdo pelo BPV, e sua
relacdo com o desenvolvimento de lesdes. Desta forma, o presente estudo
busca avaliar a ocorréncia de SNPs nos genes TNF-alfa e MBL2 em animais
infectados pelo BPV, e sua possivel associacdo entre estes SNPs e o

desenvolvimento de lesdes cutdneas em bovinos.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Identificar os tipos de papilomavirus bovino (BPV) presentes em tecido
sanguineo e em lesBes cutaneas, em bovinos da regido de Pernambuco,
Nordeste do Brasil. Avaliar a associacdo entre polimorfismos genéticos do

genoma de bovinos e a susceptibilidade para a papilomatose bovina.

3.2 Objetivos especificos

1. Genotipar os tipos de Papilomavirus bovino (BPVs) e investigar em
tecido sanguineo e em les@es cutaneas;

2. Descrever as principais co-infeccdes causadas pelo Papilomavirus
bovino (BPVs), encontradas em lesdes cutaneas e em tecido sanguineo;

3. Realizar um estudo de associacdo entre os polimorfismos na regido
promotora do gene TNF-alfa e les6es papilomatosas em bovinos;

4. Realizar um estudo de associacdo entre os polimorfismos do exon 1 do

gene MBL2 e lesdes papilomatosas em bovinos;



4. Material e Métodos

4.1 Descri¢cao da area estudada

O Instituto Agrondémico de Pernambuco (IPA) — Estagéo Experimental
de Itambé (EEIl) atua nas seguintes areas de pesquisa: fruticultura, milho,
mandioca, café Conilon, cana-de-agucar, gramineas forrageiras, alimentagéo
e melhoramento animal. Producdo e comercializacdo de mudas frutiferas.
Producdo e comercializacdo de bovinos. A estacdo esta localizada no
municipio de Itambé, Pernambuco, apresenta uma area de 240 ha, e esta a

120 Km da capital pernambucana.

4.2 Obtencao das amostras

No presente estudo foram avaliados 127 bovinos da raca Girolando
5/8, provenientes da EEI. Os bovinos com idade variando entre 1 a 16 anos

e todas fémeas.

Os animais foram identificados através de brincos numerados, criados
de forma semi-intensiva, com alimentacdo a base de capim elefante
(Penisetum purpereum), agua e sal mineral comercial especifico para

bovinos ad libitum.

Os bovinos do presente estudo foram divididos em dois grupos. Grupo

1: animais apresentando lesdes cutaneas e Grupo 2: animais sem lesdes
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cutdneas (tabela 1). A organizacdo dos bovinos em grupos foi possivel a

partir de dados clinicos e registros clinicos da EEI.

Para o estudo de associacdo de polimorfismos nos genes MBL2 e
TNF-alfa e lesBes papilomatosas foram acrescentadas ao estudo 60
amostras de DNA de bovinos da raca Girolando 5/8, pertencentes ao
estoque do LEMTE. Esses animais foram origindrios de fazendas do

Recbncavo Baiano, Bahia, Brasil.

4.3 Coleta de material

As amostras foram coletadas pelos veterinarios da EEI segundo as
normas técnicas da FEPAGRO (Fundacdo Estadual de Pesquisa
Agropecuaria) para a remessa de amostras para diagndéstico laboratorial

veterinario (Fepagro, 2011).

Foram coletadas 127 amostras de sangue por venopuncao com O
auxilio de tubos a vacuo de 5mL contendo EDTA. Destes animais foram
coletadas 35 amostras provenientes de lesdes, com o auxilio de laminas de
bisturi. Por conseguinte foi realizada a extracdo de DNA total com o auxilio
do kit Blood and Tissue (Qiagen, Alemanha), seguindo o protocolo do
fornecedor. O DNA extraido foi quantificado com o auxilio do equipamento

NanoVue (GE, Alemanha).
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4.4 Genotipagem

4.4.1 PCR B-globina bovina

A viabilidade das amostras de DNA para serem usadas como template
foi avaliada por PCR para o gene da -globina bovina. Foi utilizado 100 ng de
DNA e o kit Master mix (Promega, USA). As reacOes foram realizadas nos
mesmos parametros descritos por Freitas et al.,, (2007) e os produtos de
amplificacdo (12ulL) submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% em
tampéo TAE, corados com brometo de etidio, visualizados sob luz ultravioleta e

fotodocumentados.

4.4.2 Deteccéo de Papilomavirus bovino (BPV) em tecido sanguineo

Para realizacdo da genotipagem dos BPVs presentes nas amostras de
tecido sanguineo, foram utilizados primers especificos: BPV1, BPV2, BPV3,
BPV4, BPV5, BPV6, BPVS8, BPVY9, BPV10, BPV11, BPV12, BPV13 e BPV14 de

acordo com as condi¢des descritas por Silva et al., (2011).

4.4.3 Genotipagem amostras de lesdo cutanea

Na genotipagem dos BPVs das amostras provenientes de lesdes, foram
utilizados os primers especificos: BPV1, BPV2, BPV3, BPV4, BPV5, BPV6,
BPVS, BPV9, BPV10, BPV11l, BPV12. Nas amostras de oriundas de lesGes

cutaneas néao foram testados os tipos de BPV7, BPV13 e BPV14.
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4.4.4 Genotipagem para o gene MBL2

Para o estudo de associacdo dos polimorfismos do gene MBL2 na regiao
do exon 1 e lesdes papilomatosas foi realizada utilizando a técnica da PCR
com primers especificos, que amplifica fragmentos de 247 pb. As PCRs foram
realizadas de acordo as condi¢des sugeridas por Wang et al., (2012). E os
produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose,

purificados e sequenciados.

4.4.5 Genotipagem para o gene TNF-alfa

Para o estudo de associagéo dos polimorfismos no gene TNF-alfa (-1044
a -406) e lesbes papilomatosas foram realizadas utilizando a técnica da PCR
com primers especificos, que amplifica fragmentos de 639 pb. As PCRs foram
realizadas de acordo as condi¢cdes sugeridas por Konnai et al. (2006). E os
produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose,

purificados e sequenciados.

4.5 Sequenciamento e andlise dos dados

Os produtos das PCRs especificas para os genes TNF-alfa e MBL2
(9uL) foram submetidos a purificagdo utilizando os kits comerciais GFX PCR
DNA e Band Purification (GE Healthcare) e posteriormente sequenciados
com o kit Bigdye Terminator 3.1v (GE Healthcare), em sequenciador

automatico (3500 Applied Biosystems). Na Plataforma Multiusuario do
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Laboratério de Bioinformatica e Biologia Evolutiva da Universidade Federal

de Pernambuco (UFPE).

Foram geradas sequéncias consenso com base nos valores de Phred 30
ou superiores, com o programa Staden (Staden et al., 2000) e validadas por
meio do software BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). As sequéncias foram
alinhadas utilizando o programa MEGA v. 5.3 (Tamura et al., 2011), foi também

utilizado para visualizar e quantificar os polimorfismos.

4.6 Analise estatistica

As andlises dos SNPs foram realizadas com o auxilio do software
SNPStats (http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats_web), admitindo-se um nivel
de significancia de 5% (Solé et al., 2006).

A associagao entre os polimorfismos e o desenvolvimento das lesdes foi
estimada pelo teste de Odds Ratio (OR) com intervalo de confianca de 95%. A
partir das frequéncias genotipicas observadas foram determinadas as
frequéncias alélicas e as frequéncias genotipicas esperadas. Mediante a
comparacdo das frequéncias genotipicas esperadas e observadas foi
determinado se a populacao estava ou ndo em equilibrio de Hardy e Weinberg.

A estimativa das diferencas significativas na distribuicdo dos gendtipos
foi realizada utilizando o teste de X2. A metodologia empregada neste estudo

esta representada na figura 8.
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Figura 8: Fluxograma representando a metodologia desse estudo
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5. Resultados

No presente estudo um total de 52,75% dos animais apresentaram
lesbes cutaneas, enquanto 47,25% dos animais ndo apresentaram nenhuma
les&o cutanea.

Os bovinos do presente estudo que apresentaram com lesdes cutaneas
foram avaliados clinicamente quanto a localizacdo dos sitios de infeccdo

cutanea (Figura 9).
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Figura 9: Grafico representativo da localizacéo dos sitios de infec¢édo das lesdes cutdneas em
bovinos.

5.1 Genotipagem

5.1.1 PCR Beta-globina bovina

Como controle enddgeno, todas as amostras de sangue periférico e de
lesBes cutaneas dos bovinos foram previamentes submetidas a PCR para o

gene da B-globina bovina. Os resultados das PCRs mostraram que todas as
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amostras analisadas foram positivas para o gene da pf-globina bovina,
evidenciando a viabilidade das amostras para a deteccdao do DNA viral e a

genotipagem de polimorfismos do genoma bovino (Figura 10).

450 pb 500 pb

Figura 10: Gel representativo PCR/B-globina bovina com amplicons de 450 pb, Linhas: 1 — 4
amostras de sangue de bovinos, 5 controle positivo para o gene da Beta globina bovina,
(amostra de sangue bovino, estoque/LEMTE), 6 e 7 controles negativos, 8 marcador de massa
molecular 100 pares de bases.

5.1.2 Deteccao de Papilomavirus bovino (BPV) em tecido sanguineo

Os tipos de BPV detectados por PCR tipo-especifica em sangue bovino
foram os seguintes: BPV 12 (93,70%), BPV 2 (79,52%), BPV 10 (69,29%),
BPV9 (62,20%), BPV14 (50,39%), BPV 1 (47,24%), BPV 11 (35,43%), BPV 6
(12,59%), BPV 4 (4,72%) e BPV3 (3,14%) (Figura 11). Os tipos de BPV 5, BPV
8 e BPV 13 néo foram detectados em nossa analise. O BPV 7 néo foi avaliado

no presente estudo.
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Figura 11: Deteccdo dos BPVs em sangue periférico de bovinos. A- Eletroforeses de PCRs especificas paras os tipos de BPV (-1,-2,-3,-4,-6,-9,-10,-11 e -
12), Linhas 1 — 3 amostras positivas, linha 4 marcador de massa molecular 100 pares de bases. B-Distribuicdo dos tipos de BPVs detectados por PCR
especifica em sangue bovino, no eixo Y esta representado o percentual de amostras, no eixo X os tipos de BPV (-1 a -4, -6, -9 a —12 e -14).




52

O género mais predominante nas amostras de sangue analisadas foi o
Xipapillomavirus, com um percentual de positividade de 98,42% nas amostras.
O Deltapapillomavirus apresentou um percentual de 88,12% (Figura 12, tabela
1). O género Epsilonpapillomavirus nao foi detectado nas andlises com as
amostras de sangue bovino. O género Dyoxipapillomavirus néo foi incluido nas

analises.
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Figura 12: Gréfico representativo do percentual de BPV por agrupamento filogenético em
amostras de sangue bovino.

5.1.3 Genotipagem amostras de lesdo cutanea

Nas amostras oriundas de lesédo cutanea dos animais, os tipos de BPVs
encontrados por PCR tipo-especifica foram os seguintes: BPV 2 e BPV 3
(100%, cada), BPV 11 (97,1%), BPV 6, BPV 10 e BPV 12 (94,2%), BPV 4
(82,8%), BPV 8 (65,7%), BPV 9 (31,4%) (figura 13). Os tipos BPV 1 e BPV 5
nao foram detectados em nossa analise; os tipos BPV 7, BPV 13 e BPV 14 nao

foram avaliados.
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Figura 13: Distribuicdo dos tipos de BPVs detectados por PCR especifica em lesdes
cutaneas em tecido bovino. No eixo Y, esta representado o percentual de amostras e no eixo
X os tipos de BPV (-2 a -4, -6, -8 a -12).

Os géneros mais encontrados nas amostras oriundas de lesdes
cutaneas analisadas foram o Xipapillomavirus, com um percentual de 100%.
Do mesmo modo, o género Deltapapillomavirus apresentou um percentual de
89%. O género Epsilonpapillomavirus apresentou um percentual de 71,42%

(figura 14, tabela 2), e o género Dyoxipapillomavirus ndo foi incluido nas

analises.
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Figura 14: Grafico representativo do percentual de BPV, por agrupamento filogenético, em
amostras de lesBes cutaneas.

5.2 Co-infeccao entre os diversos tipos de BPVs

5.2.1 Co-infeccao de BPVs em amostras de tecido sanguineo

Nas andlises com as amostras de sangue bovino foi observado um
percentual de 99% das amostras positivas para dois ou mais tipos de BPVs
(Figura 15). A co-infeccdo mais frequente em nosso estudo se apresentou com
seis tipos diferentes de BPV (-1,-2,-9,-10,-12 e -14).

A co-infecgcdo com cinco tipos diferentes de BPV foi a segunda mais
frequente nas amostras de sangue bovino. Amostras de sangue bovino
apresentando co-infeccdo com quatro tipos diferentes de BPVs foi o terceiro
tipo mais predominante em nosso estudo.

A co-infeccdo em tecido sanguineo de bovinos, apresentando dois e trés

tipos diferentes de BPV foi o quarto tipo mais comum totalizando 18 animais.
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A co-infeccdo em tecido sanguineo, apresentando sete tipos diferentes
de BPVs foi encontrada em 17 bovinos. Apenas um animal apresentou nove
tipos diferentes de BPVs em amostra de sangue bovino e apenas um dos

animais apresentaram infeccdo em tecido sanguineo bovino, por um unico tipo

de BPV.
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Figura 15: Gréfico representativo da quantidade de BPV por amostras em sangue bovino,
variando de apenas um tipo por amostra a nove tipos por amostra. No eixo Y esta
representado o nimero total de amostras e no eixo X o nimero de tipos de BPVs por amostras
de sangue bovino.

5.2.2 Co-infeccado amostras de lesdo cutanea

Nas andlises com as amostras de lesdo cutanea foram observadas um
percentual de co-infecgcdo em 100% das amostras, com cinco ou mais tipos de
BPVs (Figura 16). A co-infeccdo mais frequente em nosso estudo se

apresentou com oito tipos diferentes de BPV (-2,-3,-4,-6,-8,-10,-11 e -12).
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A co-infeccdo com sete tipos diferentes de BPVs foi a segunda mais
frequente. Amostras com seis tipos diferentes de BPVs foi o terceiro tipo mais
predominante em nosso estudo.

A co-infeccdo com nove tipos diferentes de BPV foi a quarta mais
comum com cinco animais. Apenas um animal apresentou cinco tipos

diferentes de BPV.

30 -+
25 -
wn
g
4 20 -
]
£
<
3 15
e
()
€ 10 -
=]
2
5 -
0 || I I
Cinco Seis Sete Oito Nove
Numero de tipos de BPVs/amostras

Figura 16: Gréafico representativo da quantidade de BPV por amostras em amostras de
lesdo cutdnea em tecido bovino, variando de cinco tipos por amostra a nove tipos por
amostra. No eixo Y esta representado o percentual de amostras e no eixo X o nimero de tipos
de BPVs por amostras de lesdo cutanea em tecido bovino.

5.3 Genotipagem para o gene MBL2
Em relagdo a PCR especifica para o exon 1 do gene MBL2 realizadas
nas amostras de tecido sanguineo 93,58% foram positivas (175/187),

apresentando amplicons com 247 pares de bases (Figura 17).
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Figura 17 Gel representativo PCR — MBL2 (exon 1), com fragmentos de 247 pb. Linhas: 1

marcador molecular de 100 pares de bases, linhas 2 a 5 amostras de sangue bovino.

As amostras de tecido sanguineo positivas por PCR para o exon 1 do
gene MBL2 (175/187) foram sequenciadas e 167 amostras (167/175),
apresentaram sequéncias com cromatogramas de boa qualidade e valores de
Phred iguais ou superiores a 30, viabilizando a correta analise das sequéncias
para posterior identificacdo de SNPs. As demais amostras que apresentaram
valores de Phred inferiores a 30 foram descartadas das analises.

As andlises das sequéncias do exon 1 de MBL2 foram realizadas com o
programa MEGA v. 5.3, onde foram detectados 245 sitios conservados e 02
sitios variaveis, sendo dois informativos. Os sitios informativos foram
encontrados nas regides 235 G/A e 244 T/C.

Em relacdo a avaliagéo das frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs
do exon 1 de MBL2 e de sua possivel associagcdo com a presenca de BPV nao
foi observada associacédo entre os SNPs 235 G/A e 244 T/C do exon 1 do gene

MBL2 e a suscetibilidade para infec¢cbes causadas por BPVs (quadro 2).
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Os SNPs 235 G/A e 244 T/C do exon 1 do gene MBL2 estavam em

equilibrio de Hardy Weinberg tanto para os bovinos com lesédo (p=0.837; X2=

0.041) quanto para os bovinos sem leséo (p= 0.367, X2=0.8112).

SNP1 (235 G/A)

Alelos

G 163 (88) 125 (83) Referéncia

A 21 (12) 25 (17) 0.201, 0.645 [0.32 -1.26]
Genotipos

GG 72 (78) 51 (68) Referéncia

GA 19 (21) 23 (31) 0.15; 0.587 [027 -1.25]
AA 1(1) 1(1) 1;0.71 [0.008 — 56.6]
SNP2 (244 T/C)

Alelos

T 163 (88) 125 (83) Referéncia

C 21 (12) 25 (17) 0.201, 0.645 [0.32 -1.26]
Genotipos

1T 72 (78) 51 (68) Referéncia

TC 19 (21) 23 (31) 0.587, [027 -1.25]

CcC 1(1) 1(1) 1;0.71 [0.008 — 56.6]

Quadro 2: Andlise realizada com o programa SNPstats contendo os SNPs, frequéncia, P-
value, OR, IC - Intervalo de confianga, para o exon 1 do gene MBL2.

5.4 Genotipagem para o gene TNF-alfa

Em relacdo a PCR especifica para a regido promotora do gene TNF-alfa

realizadas nas amostras de tecido sanguineo, 51,33% das amostras foram

positivas (96/187), apresentando amplicons de 639 pares de bases (figura 18).
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Figura 18: Gel representativo PCR — TNF-alfa, do fragmento de 639 pb contento a regido
promotora do gene (-1044 a -406). Linhas: 1 marcador molecular de 100 pares de bases, 2 —
5 amostras de sangue bovino.

As amostras de tecido sanguineo positivas por PCR especifica para a
regido promotora do gene TNF-alfa, (96/187) foram sequenciadas e 36 (36/96),
apresentaram sequéncias com cromatogramas de boa qualidade e valores de
Phred iguais ou superiores a 30, viabilizando a correta analise das sequéncias.
As demais amostras que apresentaram valores de Phred inferiores a 30 foram
eliminadas das analises.

As andlises das sequéncias da regido promotora do gene TNF-alfa (-
1044 a -406) foram realizadas com o programa MEGA v. 5.3, onde foram
detectados 638 sitios conservados e 1 sitio variavel, sendo um informativo. O
sitio informativo foi encontrado na regido — 627 A/G.

Em relacdo a avaliacdo das frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs
da regido promotora do gene TNF-alfa (-1044 a -406), ndo foram observadas
associacoes entre os SNPs do gene TNF-alfa e a susceptibilidade de infeccao
por BPV em bovinos (quadro 3).

O SNP -627 A/G da regido promotora do gene TNF-alfa (-1044 a -406)

esta em equilibrio de Hardy Weinberg para os bovinos com lesdo com valores
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de: p=0.834; X2= 0.043 e estdo em equilibrio de Hardy e Weinberg para os

bovinos sem lesdo com valores de: p= 0.782, X2=0.076.

Com Lesdo Sem Lesdo p-value; OR [95% IC]

n=21 (%) n=15 (%)

SNP (-627 A/G)

Alelos

A 22 (52) 16 (53) Referéncia

G 20 (48) 14 (47) 1;1.03[0.36 — 2.95]
Genotipos

AA 6 (29) 4 (27) Referéncia

AG 10 (48) 8 (53) 1;0.838 [0.12-5.11]

GG 5 (23) 3 (20) 1;1.104 [011 — 11.5]

Quadro 3: Andlise realizada com o programa SNPstats contendo os SNPs, frequéncia, P-
value, OR, IC — Intervalo de confian¢a para a regiao promotora do gene TNF-alfa.
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6. Discusséo

Nesse estudo foram realizadas andlises nas amostras de sangue de
bovinos (com lesdo e sem lesdo) e em amostras oriundas de lesGes cutaneas,
para os diferentes tipos de BPVs, utilizando primers especificos para deteccéo,
bem como andlises de co-infeccdo e identificacdo de novos tipos circulantes.
Foi analisada a associacdes dos SNPs em regides especificas nos genes
MBL2 e TNF-alfa com o BPV.

Os tipos virais mais frequentes, encontrados em nosso estudo, nas
amostras de sangue foram: BPV10, BPV12, BPV2 e BPV9. Resultado que
difere do encontrado por Santos et al., (2013) onde os tipos BPV1 e BPV2
foram os mais encontrados no sangue de bovinos, o mesmo ocorrido com 0s
estudos de Diniz et al., (2009).

Estudos com os BPV1 e BPV2 em amostras de sangue sdo 0s mais
abordados por pesquisadores (Freitas et al., 2003; Roperto et al., 2008; Silva et
al., 2013 a, b, c¢). Tornando necessarios estudos mais amplos com a inclusédo
de todos os tipos virais em sitios ndo epiteliais, como o sangue.

Embora os papilomavirus sejam descritos como epiteliotropicos, no
entanto, o DNA de BPV foi detectado em diferentes sitios, como o sémem
(Silva et al., 2011, 2013a), sangue periférico, leite, plasma e colostro (Stocco
dos Santos et al., 1998). O tecido sanguineo foi identificado como propicio a
infeccéo para o BPV (Roperto et al., 2011), podendo ser transportado para todo
o corpo do animal e para tecidos néo epiteliais (Freitas et al., 2007; Santos et

al., 2013).
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O BPV4 apresentou uma pequena quantidade de amostras positivas, em
amostras de sangue nos bovinos analisados, resultados semelhantes com o
encontrado na literatura (Santos et al., 2013).

Os tipos BPV3 e BPV6 apresentaram uma baixa frequéncia em relacdo
aos tipos mais encontrados nas amostras de sangue em bovinos em nosso
estudo, diferentemente do encontrado por Santos et al. (2013) que em suas
andlises encontraram mais de 50% das amostras com os BPV3 e BPV6. A
divergéncia entre os resultados pode ser explicada pela diferenca nas
populacdes estudadas, por Santos et al.,( 2013) que sdo provenientes de
varias fazendas do interior da Bahia, Brasil e os bovinos do nosso estudo sé&o
provenientes da Estacdo Experimental de Itambé, Pernambuco, Brasil.

Nas amostras de sangue analisadas em nosso estudo, nao foram
encontrados os tipos de BPV5, BPV8 e BPV13. Estes resultados diferem da
literatura onde os papilomas bovinos tém sido diagnosticados em todo o
mundo.

Santos et al. (2013) em suas analises verificaram a presenca de BPV8
em amostras de sangue em bovinos do interior da Bahia, Brasil, e a auséncia
de BPV5 em suas amostras, 0 mesmo resultado encontrado em nosso estudo,
o0 BPV13 néo foi avaliado no referido estudo.

Em nosso estudo foi encontrado em quase todas as amostras (com
excecao de uma) multiplos tipos de BPVs com até nove gendtipos diferentes de
amostras de sangue de bovinos. Santos et al.,, (2013) em seus estudos
detectaram mudltiplos tipos de BPVs em amostras de sangue, com cinco tipos

de BPV por amostra. De acordo com Batista et al., (2013), as co-infec¢des
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podem ser uma consequéncia da imunossupressao, facilitando a existéncia de
infecgOes persistentes em rebanhos bovinos.

Entretanto o BPV presente no sangue e associados com mais de um tipo
de papilomavirus pode ser uma preocupacado relacionada com a transmissao
horizontal, onde um animal pode infectar outros por contato direto ou indireto
(cercas, bebedouros, cordas, ordenhadeiras, moscas) (Campo, 1997; Stocco
dos Santos et al., 1998; Murphy et al., 1999) e na transmissao vertical o animal
com mudltiplos tipos de BPV pode infectar, com maior facilidade, pela via
transplacentaria ou no parto a sua prole (Roperto et al., 2011;. Silva et al.,
2011).

Populacbes confinadas sdo mais susceptiveis aos surtos, como 0s
bovinos utilizados na pecuéria leiteira, e dentre estes, 0os animais da raca
holandesa, apresentam maior incidéncia da doenca (Silva et al., 2012). Dentre
os fatores que podem estar relacionados com a papilomatose bovina, esta a
capacidade de obter uma resposta imune eficiente.

Os tipos virais mais encontrados nas lesdes cutaneas foram: BPV2,
BPV3, BPV4, BPV10, BPV11l e BPV12. Resultados semelhantes aos
encontrados por Claus et al. (2007); Silva et al. (2012) Carvalho et al. (2012)
com excecao dos novos tipos BPV11 e BPV12 que n&o foram testados.

Nas amostras de leséo cutdnea nao foram observados os tipos BPV1 e
BPV5 o que difere da literatura (Carvalho et al., 2012; Silva et al., 2012), onde
os papilomas bovinos oriundo de lesdes cutaneas tem sido diagnosticados em
todo o mundo.

Ogawa et al. (2004) em seus estudos detectaram os tipos de BPV1,

BPV3, BPV5 e BPV6 em amostras de papiloma. No Japdo, onde foram
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encontrados tumores benignos em tetas causados pelo BPV6 (Maeda et al.,
2007). Ha relatos de casos de BPV em bovinos na Europa, América, Asia e
Oceania (Schmitt et al., 2010; Freitas et al., 2011).

Em um estudo com bovinos na Alemanha foram encontrados os tipos de
BPV (-1, -6, -8 e -10) em verrugas (Schmitt et al., 2010; Freitas et al., 2011).
Carvalho et al. (2012) detectaram nas populacdes do estado da Bahia, Brasil
os tipos BPV5 e BPV8 em verrugas.

Alguns trabalhos descrevem a ocorréncia de co-infeccdo com diferentes
tipos de BPV em todo o mundo. No Japédo, Ogawa et al. (2004) observaram a
presenca de BPV em até quatro tipos e supostos novos tipos de BPV no
mesmo papiloma no rebanho japonés. No Brasil, a simultdanea presenca de
BPV1 e BPV2 foi detectada em uma mesma lesdo (Yaguiu et al., 2006, 2008;
Lindsey et al., 2009).

Na literatura podemos observar que o tipo viral mais comum em lesbes
cutaneas ocorre com o0s tipos virais BPV1 e BPV2 (Freitas et al., 2003, 2007;
Carvalho et al., 2012), por esse motivo o nimero de dados sobre esses tipos
virais se apresentam com maior volume na literatura.

Existem relatos de cinco combina¢des diferentes de infeccdo mudltipla
por BPV em bovinos (Claus et al., 2009). A co-infeccdo com BPV1 e BPV2 foi
descrita na india (Leishangthem et al., 2008;. Pangty et al., 2010). A co-
infeccdo com BPV1 e BPV11 foi avaliada utilizando um ensaio de genotipagem
multiplex BPV em bovinos na Alemanha (Schmitt et al.,, 2010). No Brasil,
utilizando primers especificos para os tipos de BPV, foi observada a co-—

infeccdo por varios tipos de BPVs em lesBes cutaneas (Carvalho et al., 2012).
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Nas amostras de lesbes cutaneas, pode se observar que todas as
amostras estavam infectadas com o papiloma bovino. Todas as amostras
apresentaram multiplas infec¢des com no minimo cinco tipos diferentes de BPV
por animais. Cinco amostras apresentaram nove tipos diferentes de BPV,
demonstrando um alto nivel de infec¢éo por BPV.

Em nossos estudos, podemos observar a presenca em grande
quantidade dos novos tipos de BPV (-11, -12 e -14) circulantes na Estacéo
Experimental de Itambé - IPA, tanto em lesdo cutdnea como no tecido
sanguineo.

O BPV11 apresentou um alto niumero de amostras oriundas de leséo
cutaneas, nas amostras de sangue ndo foram detectadas em grandes
guantidades.

O BPV12 foi o tipo mais encontrado nas amostras analisadas no tecido
sanguineo e em lesBes cutaneas.

O BPV13 néo foi detectado em nenhuma das amostras de sangue, o
que significa que outros estudos devem ser iniciados para a confirmacao dessa
informagao.

O BPV14 foi detectado nas amostras de sangue em mais de 50% dos
animais. Esse novo tipo viral foi descrito por Batista et al. (2013)
BPV/UFPEO4BR (GenBank accession number: JQ897975). As amostras do
nosso estudo foram confirmadas por sequenciamento e apresentaram 98% de
similaridade quando em comparacdo com as sequéncias depositadas no
NCBI/BLAST.

As reacdes de PCRs para o exon 1 do gene MBL2 e para a regiao

promotora do gene TNF-alfa, apresentaram algumas amostras negativas, o que
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pode ter ocorrido pela baixa concentracdo do DNA em algumas amostras. As
amostras foram sequenciadas e analisadas pelo software BLAST apresentaram
99% de similaridade, quando comparadas com o0 banco de dados do NCBI,
demostrando a confiabilidade das reacdes de PCR.

Os dois SNPs encontrados em nosso estudo para o exon 1 do gene
MBL2, estdo de acordo com os descritos na literatura (Wang et al., 2012).
Porém nesse mesmo estudo citado, sdo descritos mais dois SNPS, que néo
foram encontrados em nosso trabalho, fato que pode ser explicado por
diferencas nas populagbes estudadas, uma vez que 0s animais do nosso
estudo provém do interior de Pernambuco, Brasil e os animais estudados por
Wang et al (2012) séo provenientes da China.

Nas nossas analises nao foram encontradas associacées com os SNPs
do gene MBL2 (exonl) e a papilomatose bovina.

Existem relatos na literatura que demonstraram uma associagao entre a
presenca de variantes alélicas do gene MBL2 e a ocorréncia de
imunodeficiéncia associada as infeccbes cronicas (Garred et al., 1997; Turner,
1998; Turner e Hamvas, 2000).

Konnai et al. (2006), descreveram trés SNPs relacionados com leucemia
viral bovina na regido promotora do gene TNF-alfa. Em nossos estudos
conseguimos detectar um dos SNPs descritos por Konnai et al., (2006), porém
0 numero reduzido de amostras analisadas impede as inferéncias sobre as
nossas amostras.

Polimorfismos na regido promotora do gene TNF-alfa em humanos
foram associados a diversas doencgas, como o lupus eritematoso sistémico,

psoriase, hepatite B (Reich et al., 2002; Roxo et al., 2003; Lu et al., 2004). A
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associacdo entre o polimorfismo do gene TNF-alfa e a susceptibilidade para
HTLV-l tem sido relatada em seres humanos (Nishimura et al., 2000). No
entanto, uma ligacdo direta entre as citocinas e 0s seus polimorfismos
genéticos receptores, incluindo o TNF-alfa e a susceptibilidade a doenca néo
foi identificada em animais domésticos (Konnai et al., 2006).

Estudos de associacdo como esses poderdo contribuir para estratégias
de melhoramento animal, que se destina a melhorar a resisténcia a doengas

infecciosas.
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7. Conclusodes

1. Novos tipos de BPV (-11, -12 e -14) foram identificados na EEI,
em lesdes cutaneas e no tecido sanguineo. Todos 0s animais
avaliados na EEI apresentaram-se infectados por BPV,
demonstrando alta infec¢cao no rebanho estudado.

2. A co-infecgdo na EEI foi verificada em 99% das amostras
sanguineas avaliadas e demonstrou um elevado nimero de tipos
virais por animal. Nas amostras de oriundas de lesbes cutaneas
100% dos animais da EEI apresentaram multiplas infec¢oes.

3. Nos bovinos avaliados nesse estudo n&do foram encontradas
associacfes com os SNPs dos genes MBL2 (exonl) e a regido

promotora do gene TNF-alfa e a papilomatose bovina.
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9. Anexos

Tabela 1: Relacdo de amostras de sangue bovino, com a numeracédo do LEMTE, tipos de BPV, quantidade de BPVs por amostra, presenca ou
auséncia de lesbes (grupo 1= com lesdo, grupo 2= sem lesdo) e o agrupamento filogenético. Legenda: LEMTE — Laboratério de Estudos
Moleculares e Terapia Experimental, BPV — Papilomavirus bovino, * amostra 94 foi descartada do estudo..

Numero Tipos de BPVs Quantidade de Grupo Agrupamento filogenético
LEMTE BPVs por
amostra

1 2,9,10,12 4 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
2 2,4,6,9,10,12 6 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
3 2,6,9,10,12 5 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
4 2,9,10,12 4 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
5 2,9,10,12 4 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
6 2,9,10,12 4 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
7 2,9,10,12 4 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
8 1,2,9,10,12 5 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
9 1,2,9,10,12 5 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
10 1,2,4,9,10,12 6 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
11 1,2,6,9,10,12 6 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
12 1,2,6,9,10,12 6 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
13 1,2,6,9,10,11,12 7 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
14 1,2,6,9,10,11,12 7 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
15 1,2,6,9,10,11,12 7 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
16 1,2,9,10,11,12,14 7 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
17 1,2,4,9,10,12,14 7 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
18 1,2,9,10,11,12,14 7 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
19 1,2,9,10,12,14 6 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
20 1,2,9,10,11,12,14 7 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
21 1,2,9,10,12,14 6 2 Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus




22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

1,2,9,10,12,14
1,2,10,12,14
1,2,9,10,12,14
1,2,9,10,11,12,14
1,2,9,10,11,12,14
1,2,9,10,11,12,14
1,2,9,10,11,12,14

1,2,4,6,9,10,11,12,14

1,2,9,10,11,12,14
2,3,9,10,12,14
2,9,10,12,14
1,2,9,10,12,14
1,2,9,10,14
1,2,4,9,10,12,14
2,9,10,12,14
1,2,9,10,14
1,2,9,10,12,14
1,2,9,10,11,12,14
1,2,9,10,12,14
1,2,9,10,12,14
1,2,9,10,12,14
1,2,9,10,12,14
1,2,4,9,10,14
1,2,9,10,12,14
1,2,9,10,12,14
1,2,9,10,11,12,14
2,9,10,12,14
1,2,9,10,12,14
1,2,9,10,12,14
2,9,10,12,14

OO0 UITNOOOOO OO NOOO10O1INOUOITO U1TO)NO NNNNOO1O

RPRRPRRPRPRRPRPEPRRPRPPRPRRPRPEPREPEPRENNNNNMNDNNN

Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
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52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

2,9,10,12,14
2,9,10,12,14
2,9,10,12,14
1,2,4,9,10,12,14
1,2,9,10,12
1,2,9,10,12,14
2,9,10,12,14
1,2,9,10,12,14
1,9,10,11,12,14
19,12
1,2,9,10,12
2,9,10,12,14
10,12,14
2,10,12,14
1,2,9,10,12

1,2

1,2,9,10,12
1,9,10,12
1,2,10,12
2,10,12
1,2,10,14

10,12

1,9,10,12
2,9,10,12,14
2,9,10,12,14
2,9,10,11,12,14
2,9,10,12
2,9,10,12
1,2,9,10,12,14
1,9,10,12,14

o h~bhr,oCTOIR_ANPPWOWRAROONOOR WOIOIWO O 01O 01N 0101 01

NNEPNNRPFNNRPNMNNRPRPNNNNNRPRNRRPRRPRERRER

Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Xipapillomavirus

Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
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86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111

1,2,9,10,12,14
1,2,9,10,12,14
10,14
1,2,10,12,14
9,10,12,14
2,9,10,11
1,2,9,10,11,12,14
9,10,12
2,3,11,12

2,12

2,12,14

11,12
Descarte*
2,11,12

11,12

2,11, 14

2,12

2,12, 14

2,12

2,11,12
2,11,12

2,12

2,12

2,12

11,12
2,6,11,12
2,11,12
2,6,11,12,14
6,12

3,6,11,12

NWNP~,WNBEDOaNOO O

ANOWEANNNNWWNWNWDN®W

P PRPNEFEPFNMNNENMNENDNDDN

PRPNRRPRPPRRPRPRPRPEPRLNEN

Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Xipapillomavirus

Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Xipapillomavirus

Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Xipapillomavirus

Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Xipapillomavirus

Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Xipapillomavirus

Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Xipapillomavirus

Xipapillomavirus
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113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127

2,11,12
2,11,12
11,12,14
12

11,12
2,6,11,12
11,12
11,12
6,11,12,14
6,11,12
2,10,12
2,11,12
11,12
6,11,12
11,12
2,3,11,12

BANWNWOWWWEANNENEWWW

PRPRPRRPRPRNNNNNRRRRR

Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Xipapillomavirus
Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Xipapillomavirus
Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus
Xipapillomavirus
Xipapillomavirus
Xipapillomavirus
Xipapillomavirus
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Tabela 2: Relacdo de amostras de lesdo cutanea, com a numeracédo do LEMTE, tipos de BPV, quantidade de BPVs por amostra, e
o agrupamento filogenético. LEMTE — Laboratério de Estudos Moleculares e Terapia Experimental, BPV — Papilomavirus bovino

Numeragéao Localizagdo da  Tipos de BPV Quantidade de  Agrupamento
lesdo BPV por filogenético
amostra
Orelha 2,3,8,10,11,12 6 Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus,
Epsilonpapillomavirus
Olho 2,3,8,10,11,12 6 Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus,
G47 Epsilonpapillomavirus
Pescoco 2,3,8,10,11,12 6 Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus,
Epsilonpapillomavirus
Cabeca 2,3,4,8,9,10,11,12 8 Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus,
Epsilonpapillomavirus
Pescoco 2,3,4,6,8,9,10,11,12 9 Deltapapillomavirus,
G41 Xipapillomavirus,
Epsilonpapillomavirus
Membro 2,3,8,10,11,12 6 Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus,
Epsilonpapillomavirus
Pescoco 2,3,4,8,9,10 6 Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus,
G58 Epsilonpapillomavirus
Cabeca 2,3,4,6,8,10,11,12 8 Deltapapillomavirus,

Xipapillomavirus,
Epsilonpapillomavirus




2,3,4,6,8,10,11,12 Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus,
Epsilonpapillomavirus

Barbela 2,3,4,6,10,11,12 Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus

Cernelha 2,3,4,6,9,10,11,12 8 Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus

o _

Cauda 2,3,4,6,10,11,12 7 Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus

2,3,4,6,10,11,12 Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus

2,3,4,8,9,10,11,12 Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus,




1889E

8931K

8942K

8932K

8935K

Teto

Teto

Costela

Barbela

Teto

Escapula

Teto

Barbela

Cernelha

Linha Alba

Teto

2,3,4,6,8,9,10,11,12

2,3,6,8,9,10,11,12

2,3,4,6,8,9,10,11,12

2,3,4,6,8,9,10,11,12

2,3,4,6,10,11,12

2,3,4,6,8,10,11,12

2,3,4,6,8,10,11,12

2,3,4,6,9,10,11

2,3,4,6,8,10,11,12

2,3,4,6,10,11,12

2,3,4,6,8,10,11,12

Epsilonpapillomavirus
Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus,
Epsilonpapillomavirus
Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus,
Epsilonpapillomavirus
Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus,
Epsilonpapillomavirus
Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus,
Epsilonpapillomavirus
Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus,
Epsilonpapillomavirus
Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus,
Epsilonpapillomavirus
Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus,
Epsilonpapillomavirus
Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus,
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1236C

8933K

E31

Teto

Prega Umbilical

Escéapula

Teto

2,3,4,6,8,10,11,12

2,3,4,6,10,11,12

2,3,4,6,8,11,12

2,3,6,11,12

Epsilonpapillomavirus
Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus,
Epsilonpapillomavirus
Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus
Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus,
Epsilonpapillomavirus
Deltapapillomavirus,
Xipapillomavirus
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Resumo

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo com cerca
de 200 milhdes de cabecas. Alguns fatores como as doencas infecto-
contagiosas ameagam a produtividade nacional, dentre estas, a papilomatose.
A papilomatose é causada pelo Papillomavirus Bovino (BPV), que é
caracterizada por lesdes hiperplasicas, que ocorrem na pele e mucosas. O
objetivo deste trabalho € caracterizar os bovinos quanto a infec¢cdo por BPV e
analisar a presencga de co-infec¢cdes em tecido sanguineo e lesdes cutaneas.
Em nosso estudo foram avaliados 127 bovinos da raca Girolando 5/8. Os tipos
de BPV mais encontrados nas amostras de sangue foram: BPV 10 (97,75%),
BPV 12 (92,13%), BPV 2 e BPV 9 (88,76%). Os tipos de BPV mais
encontrados nas lesdes foram: BPV 2 e BPV 3 (100%), BPV 11 (97,1%), BPV
10 (94,2%), BPV 12 (91,42%), BPV 4 (82,85%) e BPV 6 (80,0 %). A co-
infecgdo foi detectada em 99% das amostras de sangue, nas amostras de
lesBes foi constatado a co-infecgcdo em 100% das amostras. Todos 0s animais
avaliados apresentaram-se infectados por BPV, demonstrando alta infec¢éo no
rebanho estudado e um elevado numero de tipos virais por animal.
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Introducao

O Brasil possui o maior rebanho bovino comercial do mundo com cerca
de 200 milhdes de cabecas (MAPA, 2015), distribuido em gado de corte e de
leite. Alguns fatores como as doengas infecto-contagiosas ameacam a
produtividade nacional. Entre estas, a papilomatose ocorre em todo territério
nacional, apresenta alta incidéncia que pode chegar a 30% do rebanho em
algumas propriedades, provocando prejuizos aos criadores (Freitas et al.,
2011).

A papilomatose é causada pelo Papillomavirus Bovino (BPV). BPVs séo
virus oncogénicos, nao envelopados, com morfologia icosaédrica e diametro de
52-55 nm. O capsideo apresenta 72 capsémeros (60 hexaméricos e 12
pentaméricos) e o acido nucléico € composto por DNA de fita dupla circular
com massa molecular de 5,0 x 10° daltons e cerca de 8 kb (Stringflellow et al.,
1988). O genoma do BPV contém segmentos cada um constituido por uma
série de regides ou ORFs que codificam as proteinas virais.

Atualmente, existem 14 tipos de BPV (BPV -1 a -14) descritos na
literatura, Deltapapillomavirus (BPV -1,2, 13 e 14), Epsilonpapillomavirus (BPV
-5 e -8), Xipapillomavirus (BPV -3,4,6,9,10,11,e 12) e Dyoxipapillomavirus (BPV
7) (Lunardi et al., 2012; Bocaneti et al., 2014; Munday et al., 2015; Lunardi et
al., 2016). Além destes, had mais de 16 supostos novos tipos de BPVs (White,
Howley, 2013).

A infeccao pelo papilomavirus bovino (BPV) causa les@es hiperplasicas,
definidas como verrugas ou papilomas, que ocorrem na pele e mucosas
(Bocaneti et al., 2014). O virus infecta as células basais do epitélio ou os
fibroblastos, formando proje¢c6es digitiformes microscépicas ou macroscopicas
caracteristicas (Monteiro et al., 2008). As lesdes cutaneas geralmente se
encontram distribuidas em grande numero pelo corpo do animal infectado, ndo
manifestando predilecdo por sexo ou raca (Campo, 2002; Mello e Leite, 2003;
Carvalho, 2012).

Embora descritos como virus epiteliotropicos, esses tém sido
encontrados em sangue e em outros sitios ndo epiteliais (Freitas et al., 2007;

Lindsey et al., 2009). Células sanguineas contendo o genoma de BPV ativo
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podem ser responsaveis por disseminar o BPV para numerosos orgaos (Freitas
et al., 2003; Freitas et al., 2007; Roperto et al., 2011).

Alguns trabalhos descrevem a ocorréncia de co-infeccdo com diferentes
tipos de BPV em todo o mundo. No Japéo, Ogawa et al., (2004) observaram a
presenca de BPV em até quatro tipos e supostos novos tipos de BPV no
mesmo papiloma no rebanho japonés. No Brasil, a simultanea presenca de
BPV1 e BPV2 foi detectada em uma mesma leséo (Yaguiu et al., 2006, 2008,.
Lindsey et al., 2009).

Além disso, verificaram-se cinco combinacfes diferentes de infeccéo
multipla por BPV em bovinos (Claus et al., 2009). A co-infeccdo com BPV-1 e
-2 foi descrita na india (Leishangthem et al., 2008;. Pangty et al., 2010). Co-
infeccdo com BPV-1 e -11 foi avaliada utilizando um ensaio de genotipagem
multiplex BPV em bovinos na Alemanha (Schmitt et al., 2010) e no Brasil,
utilizando primers especificos para os tipos de BPV, foi observada co—infeccéo
por varios tipos de BPVs (Carvalho et al., 2012, Santos et al., 2013).

O progresso da infeccao esta relacionado com a eficiéncia imunologica
do hospedeiro. Condicdes estressantes podem levar a uma baixa da imunidade
facilitando o surgimento da doenca (Silva et al.,, 2013c). O objetivo deste
trabalho é caracterizar os bovinos quanto & infecgdo por BPV e analisar a

presenca de co-infeccbes em lesdes cutaneas e em tecido sanguineo.
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Material e métodos

Foram avaliados 127 bovinos da raga Girolando 5/8, provenientes do
Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA) — Estacdo Experimental de Itambé
(EEI), com uma éarea de 240 ha, distante do Recife (PE) 102 Km. Bovinos
jovens e adultos, com idade variando entre 1 a 16 anos, fémeas, identificadas
atravées de brincos numerados, criadas de forma semi-intensiva, com
alimentacdo a base de capim elefante (Penisetum purpereum), agua e sal
mineral comercial especifico para bovinos ad libitum, apresentando ou nédo
lesbes cutaneas.

Foram coletadas 127 amostras de sangue por venopung¢do com o auxilio
de tubos a vacuo contendo EDTA. Destes animais foram coletadas 35
amostras provenientes de lesGes, com o auxilio de laminas de bisturi. Por
conseguinte foi realizada a extracdo de DNA total com o auxilio do kit Blood
and Tissue (Qiagen, Alemanha), seguindo o protocolo do fornecedor. O DNA
extraido foi quantificado com o auxilio do equipamento NanoVue (GE,
Alemanha).

A viabilidade das amostras de DNA para serem usadas como template
foi avaliada por PCR para o gene da B-globina bovina. Utilizando-se 100 ng de
DNA e o kit Master mix (Promega, USA). As reacfes foram realizadas nos
mesmos parametros descritos por Freitas et al.,, (2007) e os produtos de
amplificagdo (12uL) submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% em
tampéo TAE, corados com brometo de etidio, visualizados sob luz ultravioleta e
fotodocumentados.

Para a genotipagem dos BPVs presentes nas amostras, foram utilizados
primers especificos para BPV1, BPV2, BPV3, BPV4, BPV5, BPV6, BPVS,
BPV9, BPV10, BPV11, BPV12, BPV13 e BPV14 de acordo com as condi¢des
descritas por Silva et al., (2011). Nas amostras provenientes de lesdes, nédo
foram testados os tipos de BPV13 e BPV14.



95

Resultados e discussao

Todos os animais analisados em nosso estudo estavam infectados com
no minimo um tipo de BPV. Todas as amostras de sangue e lesdes foram
positivas por PCR quanto a sua viabilidade pela amplificagdo do gene da (-
globina bovina.

A presenca dos virus no sangue representa uma preocupacdo com a
transmissao horizontal, onde um animal pode infectar outros por contato direto
ou indireto (cercas, bebedouros, cordas, ordenhadeiras, moscas) (Campo,
1997; Stocco dos Santos et al., 1998; Murphy et al., 1999) e na transmissao
vertical o animal pode infectar, com maior facilidade, pela via transplacentaria
ou no parto, a sua prole (Roperto et al., 2011;. Silva et al., 2011).

Dentre os fatores que podem estar relacionados com a papilomatose
bovina, esta a capacidade de obter uma resposta imune eficiente. As infec¢des
causadas por papilomavirus desencadeiam uma resposta inune no hospedeiro,
levando, na maioria dos casos a regresséo da doenca (Borzacciello e Roperto,
2008). Em alguns casos provocados por tipos de virais especificos podem vir a
se tornar lesdes malignas (De Villiers et al., 2004). Essa formacao de lesdes
malignas, est& associada a diversos co-fatores ambientais (Campo, 2006).

Os tipos de BPV encontrados nas amostras de sangue foram: BPV 10
(97,75%), BPV 12 (92,13%), BPV 2 e BPV9 com (88,76%), BPV 1 (66,29%),
BPV 11 (20,22%), BPV 6 (8,98%), BPV 4 (7,86%) e BPV3 (1,12%). O BPV5 e
BPV8 e BPV13 nao foram detectados. Diferente de Santos et al., (2013) que
encontraram os tipos de BPVs 1 e 2 como 0s mais prevalentes no sangue de
bovinos, 0 mesmo ocorrido com os estudos de Diniz et al., (2009). Entretanto a
alta prevaléncia de BPV1 e -2 pode estar relacionada com a presenca desses
tipos virais em lesdo de pele (Carvalho et al., 2012; Silva et al., 2012).

Os tipos de BPV encontrados nas lesdes foram: BPV2 e BPV3 (100%),
BPV 11 (97,1%), BPV 10 (94,2), BPV 12 (91,42%), BPV 4 (82,85%), BPV 6
(80,0 %), BPV 8 (68,57%), BPV 9 (31,42%), resultados proximos aos obtidos
por Carvalho et al (2012). Os BPVs -1, -5 ndo foram detectados. Os tipos de
BPVs -7,-13 e -14 n&o foram testados.

Geralmente os papilomavirus sdo descritos como epiteliotropicos, no

entanto, o DNA de BPV foi detectado em diferentes sitios como o sémem (Silva
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et al., 2011, 2013a) sangue periférico, leite, plasma e colostro (Stocco dos
Santos et al., 1998). O tecido sanguineo foi identificado como propicio a
infeccdo pelo BPV (Roperto et al., 2011), podendo ser transportado para todo o
corpo do animal e para tecidos nao epiteliais (Freitas et al., 2007; Santos et al.,
2013) tornando o sangue como veiculo disseminador do virus por todo o corpo
do animal, podendo facilitar a infec¢ao pelo BPV.

O BPV4 apresentou uma pequena quantidade de amostras positivas, no
sangue, resultados semelhantes com o encontrado na literatura (Santos et al.,
2013). Ja nas amostras de lesbes, o BPV4 foi detectado em mais de 80%, esse
resultado estd de acordo com o encontrado na literatura para amostras
originarias de lesfes (Carvalho et al., 2012; Silva et al. 2012).

Os tipos BPV3 e BPV6 apresentaram uma baixa frequéncia em relacao
aos tipos mais encontrados nas amostras de sangue, resultados divergentes
dos detectados por Santos et al. (2013); que em suas andlises em tecido
sanguineo, identificaram mais de 50% das amostras com os BPV3 e BPV6. A
discrepancia entre os resultados pode ser explicada pela diferenca nas
populacdes estudadas por Santos et al. ( 2013) que sao oriundas de fazendas
do interior da Bahia, Brasil e os bovinos do nosso estudo sédo procedentes da
estacao experimental do IPA em Pernambuco, Brasil.

Nas amostras de sangue analisadas em nosso estudo, ndo foram
encontrados os tipos de BPV5 e —8. Estes resultados diferem da literatura onde
0s papilomas bovinos tém sido diagnosticados em todo o mundo. Santos et al.,
(2013) em suas andlises verificaram a presenca de BPV8 em amostras de
sangue em bovinos de fazendas do interior da Bahia, Brasil, e a auséncia de
BPV5 em suas amostras 0 mesmo ocorrido em nosso estudo.

Na literatura podemos observar que o tipo viral mais comum em lesdes
cutaneas ocorre com os tipos virais BPV1 e BPV2 (Freitas et al., 2003, 2007;
Carvalho et al., 2012), por esse motivo o nimero de dados sobre esses tipos
virais se apresentam com maior volume na literatura. Entretanto em amostras
de sangue os BPVs -1 e -2 sdo os tipos virais mais estudados (Freitas et al.,
2003; Roperto et al., 2008; Silva et al., 2013a, b, c), tornando necessario
estudos mais amplos com a inclusdo de todos os tipos virais em sitios ndo

epiteliais, como o sangue, sémem e leite.
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Em nossos estudos, podemos observar a presenca em grande
quantidade dos novos tipos de BPV (-11, -12 e -14) circulantes na Estacéo
Experimental de Itambé - IPA, tanto em lesdo cutdnea como no tecido
sanguineo. O BPV12 foi o mais encontrado nas amostras analisadas e o
BPV14 foi detectado nas amostras de sangue, em mais de 50% dos animais,
esse novo tipo viral foi descrito por Batista et al. (2013) BPV/UFPEO4BR
(GenBank accession number: JQ897975). O qual foi confirmado por
sequenciamento e apresentaram 98% de similaridade no software BLAST, com
nossas amostras de sangue, postivas para o BPV14.

O BPV11 apresentou uma alta incidéncia nas amostras oriundas de
lesdo cutaneas, ja nas amostras de sangue nao foram detectadas em grande
guantidade. O BPV13 nao foi detectado em nenhuma das amostras de sangue,
esse dado sugere que outros estudos devem ser iniciados para a confirmacao
dessa informagao.

A co-infecgdo nas amostras de sangue foi observada em 99% das
amostras analisadas, com dois ou mais tipos de BPV. A multipla infeccdo mais
frequente em nosso estudo se apresentou com seis tipos diferentes de BPV
(-1,-2,-9,-10,-12 e -14). A multipla infec¢do com cinco tipos diferentes de BPV
foi a segunda mais frequente. Amostras com quatro tipos diferentes de BPVs
foi o terceiro tipo mais predominante em nosso estudo.

A co-infec¢cdo com dois e trés tipos diferentes de BPV foi o quarto tipo
mais comum com 18 animais. 17 bovinos apresentaram sete tipos diferentes de
BPVs, um animal apresentou nove tipos diferentes de BPVs e apenas um dos
animais apresentaram infeccdo por um unico tipo de BPV.

Em nosso estudo foi encontrado em quase todas as amostras, (com
exce¢do de uma) mdultiplos tipos de BPVs com até nove tipos diferentes de
amostras de sangue de bovinos. Santos et al., (2013) em seus estudos
detectou mudltiplos tipos de BPVs em amostras de sangue, com cinco tipos de
BPV por amostra. De acordo com Batista et al., (2013), as co-infec¢cdes podem
ser uma consequéncia da imunossupressao, facilitando a existéncia de
infecgdes persistentes em rebanhos bovinos.

Em nosso estudo foi encontrado em 126/127 das amostras, varios tipos

de BPVs nas amostras de sangue, com até nove tipos diferentes por bovinos.
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Santos et al., (2013), em seus estudos detectou multiplos tipos de BPVs em
amostras de sangue, com cinco tipos por amostra.

Nas amostras de lesbes foi constatado a co-infeccdo em 100% das
amostras, com cinco ou mais tipos diferentes de BPV, a multipla infeccdo mais
frequente com oito tipos diferentes de BPV (-2,-3,-4,-6,-8,-10,-11 e -12) em
13/35, o segundo tipo mais comum foi com sete tipos de BPVs com 11/35 o
terceiro tipo de multipla infecdo mais frequente foi com 6 e 9 tipos de BPVs
ambas com 5/35, apenas uma amostra foi detectada com cinco tipos diferentes
de BPV.

De acordo com Batista et al., (2013), as co-infec¢cbes podem ser uma
consequéncia da imunossupressao, facilitando a existéncia de infecgcbes
persistentes em rebanhos bovinos. Nao ha relatos na literatura relacionados
com os virus que compdem o quadro de uma co-infeccao, se eles estdo sendo
expressos ou apenas estdo presentes e inativos, nas lesées ou em sitios ndo

epiteliais, sendo necesséarios mais estudos para elucidar esse questionamento.
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Conclusao

Todos o0s animais avaliados apresentaram-se infectados por BPV,
demonstrando alta infeccdo no rebanho estudado. Os novos tipos de BPV
foram encontrados nas amostras analisadas, com excecao do BPV 13.

A co-infecgéo foi verificada em 99% das amostras sanguineas avaliadas,
nas amostras originarias de lesdo em 100% foi observada a multipla infeccdo, o

que demonstrou um elevado numero de tipos virais por animal.
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Resumo

A papilomatose bovina € uma doenca infecto-contagiosa causada pelo
Papillomavirus Bovino (BPV). Os Polimorfismos de Base Unica (SNPs) em
genes responsaveis pela imunidade inata tem sido objeto de estudo de varias
pesquisas e apresentam grande importancia na susceptibilidade dos animais a
infeccbes. O presente estudo tem como objetivo avaliar a existéncia de
associacdo de polimorfismos do gene MBL2 e a papilomatose bovina. Em
nosso estudo foram avaliados 187 bovinos da raca Girolando 5/8. Foi realizada
coleta de sangue, extracdo de DNA, PCR para o exon 1 do gene MBL2,
sequenciamento e analises das sequencias. As 187 amostras de sangue
testadas para o gene MBL2, 93,58% foram positivas (175/187), apresentando
amplicons com 247 pares de bases. As amostras positivas para o exon 1 do
MBL2 (175/187), foram sequenciadas e 167 amostras (167/175), apresentaram
sequéncias com cromatogramas de boa qualidade e valores de Phred iguais ou
superiores a 30. Nas analises dos polimorfismos para o0 exon 1 de MBL2 foram
detectados 245 sitios conservados e 02 sitios variaveis, sendo dois
informativos. Na avaliagcdo das frequéncias alélicas e genotipicas dos dois
SNPs do exon 1 de MBL2 e de sua associacdo com a presenca de BPV, foi
observado que nenhum desses dois SNPs obteve associacdo para
suscetibilidade com BPV, apresentando p-values acima de 5%. Nas amostras
avaliadas, ndo foram encontradas associa¢cdes com os SNPs do gene MBL2
(exonl) e a papilomatose bovina.

Palavras chave: BPV, Polimorfismo, Bovinos, Papilomavirus, MBL2
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Introducao

A papilomatose bovina € uma doenca infecto-contagiosa causada pelo
virus Papillomavirus Bovino (BPV) que compromete a produtividade do
rebanho. E importante economicamente porque leva a reducédo da producéo do
leite, baixo ganho de peso e deterioragcdo da aparéncia e do couro animal
(Freitas et al., 2011; Bocaneti et al., 2014). Os papilomavirus séo classificados
na familia Papillomaviridae, a qual compreende 29 géneros. Eles abrangem um
grupo heterogénio de virus, ndo envelopado de DNA fita dupla circular e
epiteliotropico (Bocaneti et al., 2014).

Existem relatos de bovinos infectados com mais de um tipo de BPV,
além de animais que ndo apresentam os sintomas da doenga (Carvalho et al.,
2012), indicando que o BPV € necessario mas ndo suficiente para o
desenvolvimento das lesBes. As infeccdes causadas por papilomavirus
desencadeiam uma resposta imune no hospedeiro, levando, na maioria dos
casos a regressao da doenca (Borzacciello e Roperto, 2008). Em alguns casos
provocados por tipos virais especificos podem vir a se tornar lesdes malignas
(De Villiers et al., 2004).

O estudo de polimorfismos de base Unica (SNPs) em genes associados
a fisiopatologia e a patogenia de doencas vem sendo desenvolvido e a
variacdo desses genes pode predispor a susceptibilidade ou protecdo a
doencas (Lin Albertson, 2004; Suffredini Chanock, 2006; Clark Baudouin,
2006).

Os polimorfismos na regido promotora do gene MBL resultam na
diminuicdo de expressdo da molécula, enquanto que, na regido codificante as
mutacdes causam incapacidade de manter a conformacdo oligomérica
necessaria para fixar a manose e ativar o complemento levando também a
baixos niveis séricos (Garred et al., 2003). Estas mutacfes sdo associadas ao
curso desfavoravel ndo sO de infeccbes bacterianas, mas também, as
causadas por virus (Thomas et al., 1996).

O gene MBL2 estéa localizado no cromossomo 26 em bovinos (Gjerstorff
et al., 2004), contém trés introns e quatro exons codificando 249 aminoécidos.

Mutagbes no gene MBL2 tém contribuido na susceptibilidade de animais a
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varios agentes infecciosos (Holmskov et al., 2003; Lillie et al., 2005; Takahashi
et al., 2005; Capparelli et al., 2008).

Varia¢des na sequéncia de nucleotideos foram encontradas nas regides
codificantes e nas nao codificadoras do gene de MBL em humanos, ovinos e
suinos. Essas variacbes podem afetar a montagem ou formacdo da MBL,
levando assim a um baixo nivel e disfuncbes imunoldgicas inatas plasmaticas
(Madsen et al., 1998; Lillie et al., 2007; Thiel and Gadjeva, 2009; Juul-Madsen
et al., 2011, Liu et al., 2011; Zhao et al., 2011).

Em bovinos, a ocorréncia de polimorfismos nos genes MBL2 esta
associada com a falha no controle da mastite, prejudicando assim a producéo
de leite (Wang et al., 2012; Zhao et al., 2012). Alguns estudos estabeleceram
que o polimorfismo no locus MBL2 de bufalo estd associado com a resisténcia
a infeccado por Brucella abortus.

Sao escassas as informacdes disponiveis sobre o gene MBL2 e suas
variantes, bem como as suas relagdes com a resisténcia a doencas (Wang et
al., 2012). O presente estudo tem como objetivo avaliar a existéncia de
associacao de polimorfismos do gene MBL2 e a papilomatose bovina.
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Material e métodos

Neste trabalho foram avaliados 187 bovinos da raca Girolando 5/8,
provenientes do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA) — Estacéo
Experimental de Itambé (EEI), Pernambuco, Brasil, e 60 animais provenientes
de fazendas do reconcavo baiano, Bahia, Brasil, totalizando 187 animais, todas
fémeas criadas de forma semi-intensiva, com alimentagcdo a base de capim
elefante (Penisetum purpereum), agua e sal mineral comercial especifico para
bovinos ad libitum com lesbes e sem lesbes cutaneas.

Os animais foram organizados em dois grupos. Grupo 1: animais
apresentando lesGes cutaneas e grupo 2: animais sem lesdes.

Amostras de sangue foram coletadas por venopuncdo com o auxilio de
tubos a vacuo contendo EDTA. Destas amostras foi realizada a extracdo de
DNA total com o auxilio do kit Blood and Tissue (Qiagen, Alemanha), seguindo
0 protocolo do fornecedor. O DNA extraido foi quantificado com o auxilio do
equipamento NanoVue (GE, Alemanha).

A viabilidade das amostras de DNA para serem usadas como template
foi avaliada por PCR para o gene da B-globina bovina. Utilizando-se 100 ng de
DNA e o kit Master mix (Promega, USA). As reagbes foram realizadas nos
mesmos parametros descritos por Freitas et al.,, (2007) e os produtos de
amplificacdo (12ulL) submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% em
tampéo TAE, corados com brometo de etidio, visualizados sob luz ultravioleta e
fotodocumentados.

A avaliacdo da existéncia do polimorfismo do gene MBL2 na regido do
exon 1, foi realizada utilizando a técnica da PCR com primers especificos, que
amplifica fragmentos com 247 pb, seguindo as condi¢des sugeridas por Wang
et al., (2012). Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose, purificados e sequenciados.

Os produtos das PCRs especificas para os genes MBL2 (9uL) foram
submetidos a purificacao utilizando os kits comerciais GFX PCR DNA e Band
Purification (GE Healthcare) e posteriormente sequenciados com o kit Big Dye
Terminator 3.1v (GE Healthcare), em sequenciador automatico (3500 Applied
Biosystems). Na Plataforma Multiusuario do Laboratério de Bioinformatica e
Biologia Evolutiva da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
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Sequéncias consenso foram geradas com base nos valores de Phred 30 ou
superiores, com o programa Staden (Staden et al., 2000) e validadas por meio
do software BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Foram analisadas 167
sequéncias para o exon 1 do gene MBL2.

As sequéncias foram alinhadas utilizando o programa MEGA v. 5.3
(Tamura et al., 2011), que foi utilizado para visualizar e quantificar o0s
polimorfismos. As associa¢cdes dos SNPs com a doencga, foram realizadas com
o auxilio do software SNPStats (http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats_web),
admitindo-se um nivel de significancia de 5% (Solé et al., 2006).

A associagao entre os polimorfismos e o desenvolvimento das lesdes foi
estimada pelo teste de Odds Ratio (OR) com intervalo de confianca de 95%. A
partir das frequéncias genotipicas observadas foram determinadas as
frequéncias alélicas e as frequéncias genotipicas esperadas. Mediante a
comparacdo das frequéncias genotipicas esperadas e observadas foi
determinado se a populacéo estava ou ndo em equilibrio de Hardy e Weinberg.
A estimativa das diferencas significativas na distribuicdo dos genotipos foi

realizada utilizando o teste de X2.
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Resultados e Discussao

Das 187 amostras de sangue testadas para o gene MBL2 93,58% foram
positivas (175/187), apresentando amplicons com 247 pares de bases, as
amostras positivas para o gene MBL2 (175/187), foram sequenciadas e
dessas, 167 amostras (167/175), apresentaram sequéncias com
cromatogramas de boa qualidade e valores de Phred iguais ou superiores a 30,
viabilizando a correta andlise das sequéncias para posterior identificacdo de
SNPs. As demais amostras que apresentaram valores de Phred inferior a 30
foram descartadas das analises.

A especificidade das reacdes de sequenciamento foi confirmada através
da analise realizada com o software BLAST, que detectou elevados valores de
identidade dos produtos sequenciados para o exon 1 do MBL2, com valores de
99% de identidade, quando comparadas com o banco de dados do NCBI,
demonstrando a confiabilidade das reagdes de PCR. As reagdes de PCRs para
o0 exon 1 do gene MBL2, apresentaram 12 amostras negativas (12/187) o que
pode ter ocorrido pela baixa concentracdo do DNA em algumas amostras,
sendo necessario o aumento da concentracdo em algumas reacdes de PCR.

Nas andlises dos polimorfismos para o exon 1 de MBL2 foram
detectados 245 sitios conservados e 02 sitios variaveis, sendo estes dois
informativos. Os sitios informativos foram encontrados nas regides 235 G/A e
244 TI/C. A presenca de mutacbes no gene MBL2 tem contribuido na
susceptibilidade de animais a diversos agentes infecciosos (Holmskov et al.,
2003; Lillie et al., 2005; Takahashi et al., 2005; Capparelli et al., 2008).

Avaliacdo das frequéncias alélicas e genotipicas dos dois SNPs do exon
1 de MBL2 e de sua associacdo com a presenca de BPV, foi observado que
nenhum desses dois SNPs obteve associacdo para suscetibilidade com BPV,

apresentando p-values acima de 5%. Tabela 1.
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Tabelal: Frequéncias alélicas e genotipicas do exon 1 do gene MBL2

Com Leséo | Sem Leséo | p-value, OR [95% IC]
n=92 (%) n=75 (%)
SNP1 (235 G/A)
Alelos
G 163 (88) 125 (83) Referéncia
A 21 (12) 25 (17) 0.201, 0.645 [0.32 -1.26]
Genatipos
GG 72 (78) 51 (68) Referéncia
GA 19 (21) 23 (31) 0.15; 0.587 [027 -1.25]
AA 1(1) 1(1) 1;0.71 [0.008 — 56.6]
SNP2 (244 T/C)
Alelos
T 163 (88) 125 (83) Referéncia
C 21 (12) 25 (17) 0.201 0.645 [0.32 -1.26]
Genotipos
1T 72 (78) 51 (68) Referéncia
TC 19 (21) 23 (31) 0.15; 0.587 [027 -1.25]
CcC 1(1) 1(1) 1;0.71[0.008 — 56.6]

Os dois SNPs encontrados em nosso estudo para o exon 1 do gene
MBL2, estdo de acordo com os descritos na literatura por Wang et al. (2012).
Porém nesse mesmo estudo, sdo descritos mais dois SNPS, que ndo foram
encontrados em nosso trabalho, fato que pode ser explicado pelo baixo niumero
de amostras sequenciadas e analisadas, ou até diferencas nas populacdes
estudadas, visto que 0s animais do nosso estudo provém do interior de
Pernambuco e da Bahia, Brasil e os animais estudados por Wang et al (2012)
sao provenientes da China.

Os SNPs 235 G/A e 244 T/C do exon 1 do gene MBL2 estdo em
equilibrio de Hardy Weinberg para os bovinos com lesdo com valores de:
p=0.837; X2= 0.041 e estdo em equilibrio de Hardy Weinberg para os bovinos

sem lesdo com valores de: p= 0.367, X2=0.8112.

Concluséo
Nas amostras avaliadas ndo foram encontradas associagcdes com 0sS

SNPs do gene MBL2 (exonl) e a papilomatose bovina.
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