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RESUMO

Atualmente existem 24 tipos de BPV descritos na literatura. O BPV é o0 agente
etiolégico da papilomatose bovina e causa grandes prejuizos ao gado, deterioracdo
da aparéncia do animal, baixa na producao de carne bovina e leite. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi investigar a presenca de diversos tipos de BPV em sangue
periférico, lesdes cutdneas e tecidos reprodutivos, relacionando-os e buscando
compreender melhor o mecanismo de disseminagéo viral no bovino. Foram obtidas
amostras biolégicas de 126 animais, dentre elas amostras de sangue, lesdes de
fémeas bovinas, tecidos reprodutivos e feto. A extracdo de DNA e RNA foram
realizadas e sucedeu a quantificagdo das amostras. As reacdes de PCR foram
realizadas com primers especificos para BPV (BPV-1 ao 6, 8 ao 14), sendo 100 ng de
template. Para as amostras de sangue bovino obtivemos o resultado, o BPV-12 com
94% (119/126), o BPV2 com 82% (103/126), o BPV-9 com 60% (75/126), o BPV-10
com 70% (88/126), o BPV-14 com 52% (66/126) e o BPV-1 com 47% (60/126) sendo
considerados os mais prevalentes no sangue do rebanho investigado. Foi possivel a
deteccdo de 10 tipos virais em lesdes cutaneas (-2,-4,-6,-8,-9,-10,-11,-12,-14), com
prevaléncia de 100% (13/13) das amostras analisadas para os tipos BPV-2, -3, -10, -
11 e -12. Foi realizada uma reacao de expressao génica no qual foi possivel confirmar
que 0 virus estava expresso e ndo apenas presentes nas amostras analisadas.
Podemos concluir que houve a deteccédo de expressao viral tanto na matriz como no
feto. Portanto, sugerimos que a transmissao materno-fetal € uma caracteristica dos

BPVs.

Palavras-chave: Feto; BPV; Bovino; Transmissao



ABSTRACT

There are currently 24 types of BPV described in the literature. BPV is the
etiological agent of bovine papillomatosis and causes great damage to cattle,
deterioration of the animal's appearance, low production of beef and milk. Therefore,
the aim of this study was to investigate the presence of different types of BPV in
peripheral blood, skin lesions and reproductive tissues, relating them and seeking to
better understand the mechanism of viral dissemination in cattle. Samples were
obtained from 126 animals, including blood samples, lesions from bovine females,
reproductive tissues and fetus. DNA and RNA extraction were performed and the
samples were quantified. The PCR reactions were performed with specific primers for
BPV (BPV-1 to 6, 8 to 14), with 100 ng of template. For bovine blood samples we
obtained the result BPV-12 with 94% (119/126), BPV2 with 82% (103/126), BPV-9 with
60% (75/126), BPV-10 with 70% (88/126), BPV-14 with 52% (66/126) and BPV-1 with
47% (60/126) being considered the most prevalent in the blood of the investigated
herd. It was possible to detect 10 viral types in skin lesions (-2, -4, -6, -8, -9, -10, -11,
-12, -14), with a prevalence of 100% (13/13) of the samples analyzed for types BPV-
2, -3, -10, -11 and -12. A gene expression reaction was carried out in which it was
possible to confirm that the virus was expressed and not only present in the analyzed

samples. We can conclude that viral expression was detected in both the matrix and



the fetus. Therefore, we suggest that maternal-fetal transmission is a characteristic of

BPVs.

Keywords: Fetus; BPV; Bovine; Streaming
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos houve um aumento na producéo de carne bovina brasileira,
e a exportacdo de carne in natura apresentou aumentos expressivos apenas em
alguns paises como China, Chile e alguns parceiros Sul-americanos, como
Paraguai, Uruguai e Argentina (IBGE, 2018), em alguns como Hong Kong houve
uma diminuicdo de exportacdes. Alguns fatores como as doencas
infectocontagiosas ameacam a produtividade nacional. Entre estas, a papilomatose
ocorre em todo territorio nacional, apresenta alta incidéncia que pode chegar a 30%
do rebanho em algumas propriedades, provocando prejuizos aos criadores (Freitas
et al., 2011).

Os papilomavirus bovinos (BPV) séo virus de DNA, dupla fita, com genoma
de cerca de 8000 pb, que infectam os epitélios cutdneos e mucosos induzindo o
desenvolvimento de lesdes hiperplasicas no gado (Roperto et al., 2019). O BPV é o
agente etiolégico da papilomatose, carcinomas e adenocarcinomas de bexiga
urinaria e trato digestorio superior. Os tumores benignos e malignos causados pelo
BPV sé&o doengas emergentes importantes para o gado bovino e leiteiro no mundo
(Roperto et a., 2012; Freitas et al., 2013; Roperto et al., 2019).

Os BPVs pertencem a familia Papillomaviridae e 24 tipos de BPV (BPV-1 a

24) ja foram relatados (https://pave.niaid.nih.gov/). Os BPVs estdo classificados e

caracterizados em cinco géneros, Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus, Epsilon-

papillomavirus, Dyoxipapillomavirus, Dyokappapapillomavirus.

A infeccéo pelo BPV causa lesdes 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 projecdes digitiformes
microscopicas ou macroscopicas caracteristicas (Monteiro et al., 2008). As lesdes
cutaneas geralmente se encontram distribuidas em grande numero pelo corpo do
animal infectado, ndo manifestando predilegcdo por sexo ou raga (Campo, 2002;
Mello e Leite, 2003; Carvalho, 2012).


https://pave.niaid.nih.gov/
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A raca Girolando surgiu e proliferou espontaneamente no Brasil, pelo préprio
ciclo biolégico e evolutivo adaptada a ecologia tropical, seu habitat natural.
Longevidade, fertilidade e precocidade estdo bem evidentes no Girolando, virtudes
herdadas do Gir e Holandés, resultando Otima producao vitalicia e uma progénie
numerosa. As fémeas dessa raca sdo as maiores produtoras de leite do Brasil. A
vida produtiva se inicia normalmente aos 36 meses de idade (idade a 12 cria), 0 pico
de producdo de leite chega até os 10 anos, e produz satisfatoriamente até aos 15
anos de idade (Associacao Brasileira dos Criadores de Girolando, 2017). Enquanto
gue a Nelore € a raca com cerca de 80% do rebanho nacional de corte.

Embora descritos como virus epiteliotrépicos, esses tém sido encontrados em
sangue e sitios ndo epiteliais, como leite, sangue, sémen, urina e espermatozoides
(Freitas et al., 2007; Lindsey et al., 2009). Células sanguineas contendo o genoma
de BPV ativo podem ser responsaveis por disseminar o BPV para numerosos 0rgaos
(Freitas et al., 2003; Freitas et al., 2007; Roperto et al., 2011).

Alguns trabalhos descrevem a ocorréncia de coinfeccdo 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 BPV 1 e BPV2 foi detectada
em uma mesma lesédo (Yaguiu et al., 2006, 2008, Lindsey et al., 2009). No Brasil,
utilizando primers especificos para os tipos de BPV, foi observada coinfec¢do por
varios tipos de BPVs (Carvalho et al., 2012, Santos et al., 2014).

Cofatores como desnutricdo, desequilibrios hormonais, muta¢cdes e exposi¢ao
prolongada a luz solar podem aumentar o risco de infeccdo por BPV, causando

imunodeficiéncia (Hamad et al., 2016).
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Investigar a diversidade de papilomavirus bovinos presentes em diferentes
tecidos do rebanho e sua possivel transmisséo transplacentaria.
1.1.2 Objetivos especificos
1. Avaliar a presenca dos tipos de BPV-1 ao BPV-14 em amostras de sangue e
papilomas de bovinos afetados por papilomatose cutanea;
2. Investigar e avaliar a presenca de BPV em tecidos reprodutivos da sua matriz e
amostras fetais;
3. Relacionar a presenca viral em lesfes cutaneas e outros tecidos como sangue,

tecidos reprodutivos e fetos.

4. Investigar a expressao viral do BPV, utilizando primers E5BPV-2.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Papilomavirus bovino

Os Papilomavirus bovinos (BPVs) pertencem a familia Papillomaviridae e 24
tipos de BPV (BPV-1 a 24) foram reportados até agora (https://pave.niaid.nih.gov/).
O BPV anteriormente destacado como espécie-especifico de bovinos, ja foi relatado
em equinos, ovinos, sarcoide felino, bdfalos, girafas, zebras, entre outros
hospedeiros (Bocaneti et al., 2014; Munday et al., 2015; Roperto et al., 2018).

Todos os PV possuem genoma de DNA fita dupla circular, com tamanho
aproximado de 8 Kb e peso molecular de cerca de 5,6x10? e pode ser dividido, em
geral, em trés principais regides: precoce (E, do inglés early), tardia (L, de late) e
longa regido de controle (LCR, long control region). As trés regides sdo separadas
por dois sitios de poliadenilacdo (pA): o sitio na regido precoce (pAE) e outro na
regido tardia (pAL) (Zheng & Baker, 2006 apud Silva et al., 2012). A informacao
genética esta distribuida em pelo menos oito ORF no genoma dos papilomavirus
(Figura 1).

Os genes de expressdo precoce (E) codificam proteinas envolvidas na
replicacdo do DNA (E1 e E2), na transcricdo (E2 e E4) e no processo de
transformacéo celular (E5, E6 e E7). Os genes de expressao tardia (L) codificam as

proteinas L1 e L2 que formam o capsideo viral (Campo, 2006).
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Figura 1 - Representacdo do Genoma do BPV-14 com as suas ORFs. (Fonte:
Munday et al., 2015).

BPV-14

7,966 bp

2.2 Oncoproteinas virais E5, E6 e E7

Trés genes possuem atividade estimuladora da proliferacéo: E5, E6 e E7. E5
junto com E6 atuam na transformagdo celular. E7 tem um papel menor na
transformacédo, mas é um regulador do numero de copias de BPV (Bogaert et al.,
2007). E5 estimula o crescimento celular formando um complexo com o receptor do
fator de crescimento epidérmico, o receptor fator de crescimento derivado de
plaquetas B e o receptor do fator-1 estimulante de col6nias. O E5 também

demonstrou evitar a apoptose apos danos no DNA (Roperto et al., 2008).

A acdo oncogénica viral envolve a expressao de genes que codificam
proteinas precoces (E6 e E7) dentro da célula hospedeira. Estas oncoproteinas
interferem no controle do ciclo celular através de interacdo com proteinas celulares
especificas, tais como a proteina 53 (p53) e a proteina do retinoblastoma (pRB)
(Campo, 2006).
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2.3 Ciclo viral do BPV

O ciclo infeccioso dos PV esté intimamente ligado a diferenciacdo epitelial,
uma vez que estes virus se replicam no epitélio escamoso estratificado da pele e
mucosas (Figura 2). A infeccdo requer a disponibilidade de uma célula da camada
basal, ocorrendo geralmente em pequenas lesdes de pele ou mucosa. A célula
infectada se divide e a populacdo se espalha lateralmente. Algumas progénies
migram para as camadas celulares diferenciadas supra basais, onde 0s genes virais
sdo ativados, o DNA viral é replicado e as proteinas do capsideo sédo formadas. A
formacdo de particulas virais ocorre e elas sdo liberadas na superficie e podem
infectar tecidos adicionais (zur Hausen, 2002). Interessante que na célula bovina o
DNA viral ndo se integra ao DNA do hospedeiro, mas necessita da maquinaria da

célula para a sua replicacdo e sobrevivéncia.

Figura 2 - Ciclo infeccioso do Papilomavirus (zur Hausen, 2002).
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e =1 - e - =l
B _— P B I —d R T N
E iy Y= e = = T — Regpicagho
¢ Mo do DNA viral
i = |~ SR ==\ 32 &) sucy e formagdo
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A - OO0
Diferenciagdo
0|0 (O] Oj 0|0 |C|O]O

. 0J]0|0
 [olo]ofololololclolololololo

Infecgdo priméria das
céltas basais

‘
Expansao lateral

2.4 Diversidade viral

Os BPVs estdo classificados e caracterizados em cinco géneros, 24 tipos
descritos, incluindo novos tipos e subtipos, sendo eles: Deltapapillomavirus (BPV-
1,-2, -13 e -14); Xipapillomavirus (BPV-3, -4, -6, -9, -10, -11, -12, -15, -17 e -20);
Epsilonpapillomavirus (BPV-5 e -8); Dyoxipapillomavirus (BPV-7);
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Dyokappapapillomavirus (BPV -16, -18 e -22) (Figura 3). Os BPVs -19 e -21 ainda
nao foram classificados em nenhum género (Batista et al., 2013; Bauermann et al.,
2017; Lunardi et al., 2013; Munday et al., 2015; Roperto et al., 2018).

No nosso estudo fizemos a analise dos tipos virais mais frequentemente

mencionados na literatura (BPV-1 ao BPV-14) (Fonte: Bauermann et al., 2017).

Figura 3 -Arvore filogenética do papilomavirus baseada no gene L1. (Fonte:

Bauermann et al., 2017). Construir s6 a arvore de BPV
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2.5 Doencas causadas pela infec¢ao por BPV

2.5.1 Papilomatose bovina

A papilomatose bovina é uma doenca causada pelo Papilomavirus bovino, que
infecta os epitélios cutdneos e mucosos e que induzem lesdes hiperplasicas (falar
sobre a malignizacéao) no gado (Figura 4a). Em geral os epitélios mucosos evoluem

para as neoplasias (carcinomas e adenocarcinomas). A infeccdo por BPV também
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pode evoluir para a neoplasia do trato gastrointestinal superior e da bexiga urinaria
(Figura 4b). Os tumores benignos e malignos causados pelo BPV sao doencas

emergentes importantes para o gado bovino e leiteiro no mundo (Freitas et al., 2011).

Figura 4 - Imagens ilustrativas de lesdes cutéaneas e tumores de canceres causados
pelo BPV.

W —

Cancer do trato digestdrio superior

Cancer de Bexiga

2.5.2 Infecgao pelo BPV e desenvolvimento de tumores

O BPV-1 causa fibropapilomas frondosos da pele das tetas e fibropapiloma
peniano. O BPV-1 e BPV-2 causam fibropapiloma da pele, regides anteriores e
ventral do corpo, incluindo testa, pescoco e costas. As verrugas cutaneas causadas
pelo BPV-2 séo tipo couve-flor nas regides anal, genital e ventral da pele abdominal.
O BPV-3 causa papilomas cutaneos enquanto o BPV-4 com predilecéo do local para
a parte superior da alimentacdo (Ugochukwu et al., 2016). O BPV-2 também esta
associado ao cancer de bexiga urinario em bovinos e isso ocorre quando ha uma
associacao sinérgica com a ingestdo de samambaia (Borzacchiello & Roperto,
2008), também esta associado a infeccdo do epitélio coribnico da placenta (Munday,
2014).

A infeccéo depende do protoétipo viral e dos cofatores ambientais, causando
sinais clinicos perturbadores em bovinos, como fibropapilomas cutaneos causados

pelo BPV-1 e 2; cancer do trato gastrointestinal superior causado pelo BPV-4;
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papilomatose de tetas e Ubere causadas por BPV-1, -5, -6, -9 e -10; papilomatose
do pénis causada por BPV-1; cancer da bexiga urinaria causada por BPV-1 e 2; e
papilomas cutaneos causados por BPV-8 (Borzacchiello e Roperto 2008; Tozato et
al. 2013).

A papilomatose persistente das tetas nas vacas pode levar a mastite,
impedindo a amamentacdo dos bezerros e impossibilitando a ordenha (Campo,
2002). Os papilomas da teta parecem pedunculados e sdo chamados
fibropapillomas de grédos de arroz (Borzacchiello e Roperto 2008). A infeccéo por
BPV-1 leva a fibropapiloma do pénis; isso ocorre nos epitélios peniano e prepucial e
pode se espalhar ao longo do perineo, podendo se tornar necrético e levar a
esterilidade (Campo, 2006).

Em bovinos saudaveis, os papilomas sao poucos e normalmente regridem
apo6s um ano. Porém em animais imunossuprimidos, a regressao ndo ocorre e 0S
papilomas se espalham para outros locais (Campo, 2006). A imunossupressao
cronica em bovinos geralmente resulta da exposicdo a produtos quimicos
Imunossupressores, como presentes na samambaia (Campo, 2006 apud
Ugochukwu et al., 2016).

2.6 Mecanismos de transmisséo e/ou Disseminac¢do do BPV

Embora os Papilomavirus sejam descritos classicamente como
epiteliotropicos, a atividade destes virus ja foi verificada em sangue e sémen de
bovinos (Carvalho & Stocco, 2009; Silva et al., 2013). A sua presenca ja foi relatada
em fluidos como plasma sanguineo, leite e colostro (Freitas et al., 2003; Freitas et
al., 2007).

O material genético do BPV foi identificado no trato reprodutivo, tecidos
embrionarios e gametas em um mesmo animal e no sangue periférico de sua prole
(Yaguiu et al. 2009). Ja foi sugerido que o0 sangue possa atuar como um caminho
para a disseminacdo de papilomavirus para outros tecidos e fluidos corporais, em

especial para o aparelho reprodutivo e gametas, levando a consideracoes
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importantes sobre a disseminacao de doencas relacionadas a BPV e inseminacao
artificial e transferéncia de embrides (Freitas et al., 2007).

Em sangue e placenta de éguas saudaveis e sangue da prole foi detectada a
presenca do DNA do BPV-1 e -2, corroborando com a possivel transmissao vertical
do virus (Savini et al., 2019).

O Brasil sendo o maior produtor de carne e leite bovino, tem se deparado com
situagbes como infecgbes e doencas nos animais que prejudicam a ordenha, a
producéo de leite, a deterioracdo da carne e depreciacao do couro. Visto que alguns
animais ficam com lesdes tao severas que impossibilita a sua comercializagao. Por

isso é muito importante o estudo dessas viroses, incluindo o Papilomavirus bovino.
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RESUMO
Atualmente existem 24 tipos de BPV descritos na literatura. O BPV é o agente
etiologico da papilomatose bovina e causa grandes prejuizos ao gado, deterioracdo
da aparéncia do animal, baixa na producdo de carne bovina e leite. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi investigar a presenca de diversos tipos de BPV em sangue
periférico, lesbes cutaneas e tecidos reprodutivos, relacionando-os e buscando
compreender melhor o mecanismo de disseminacé&o viral no bovino. Foram obtidas
amostras bioldgicas de 126 animais, dentre elas amostras de sangue, lesGes de
fémeas bovinas, tecidos reprodutivos e fetos. A extracdo de DNA e RNA foram
realizadas e sucedeu a quantificacdo das amostras. As reagbes de PCR foram
realizadas com primers especificos para BPV (BPV-1 ao 6, 8 ao 14), sendo 100 ng
de template. Para as amostras de sangue bovino obtivemos o resultado, o BPV-12
com 94% (119/126), o BPV2 com 82% (103/126), o BPV-9 com 60% (75/126), o
BPV-10 com 70% (88/126), o BPV-14 com 52% (66/126) e o BPV-1 com 47%
(60/126) sendo considerados o0s mais prevalentes no sangue do rebanho
investigado. Foi possivel a deteccédo de 10 tipos virais em lesdes cutaneas (-2,-4,-
6,-8,-9,-10,-11,-12,-14), com prevaléncia de 100% (13/13) das amostras analisadas
para os tipos BPV-2, -3, -10, -11 e -12. Foi realizada uma reacao de expressao
génica no qual foi possivel confirmar que o virus estava expresso e ndo apenas
presentes nas amostras analisadas. Podemos concluir que houve a deteccéo de
expressao viral tanto na matriz como no feto. Portanto, sugerimos que a transmissao

materno-fetal € uma caracteristica dos BPVs.

Palavras-chave: Feto; BPV; Bovino; Transmissao; Vertical.
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Introducéo

Segundo o IBGE, o abate de 296,51 mil cabecas de bovinos a mais no 2°
trimestre de 2018 em relacdo ao mesmo periodo do ano anterior, foi impulsionado
por aumentos em 15 das 27 Unidades da Federacéo (UFs). Alguns fatores como as
doencas infecto-contagiosas ameacam a produtividade nacional. Entre estas, a
papilomatose ocorre em todo territorio nacional, apresenta alta incidéncia que pode
chegar a 30% do rebanho em algumas propriedades, provocando prejuizos aos
criadores (Freitas et al., 2011).

Os papilomavirus bovinos (BPV) sao virus de DNA, dupla fita, com genoma
de cerca de 8000 pb, que infectam os epitélios cutdneos e mucosos induzindo o
desenvolvimento de lesdes hiperplasicas no gado (Roperto et al., 2019). O BPV é o
agente etiologico da papilomatose e cancer bexiga e trato digestorio superior. Os
tumores benignos e malignos causados pelo BPV s&do doencas endémicas
importantes para o gado bovino e leiteiro no mundo (Freitas et al., 2013; Roperto et
al., 2012; Roperto et al., 2019).

Os BPVs pertencem a familia Papillomaviridae e 24 tipos de BPV (BPV-1 a

24) ja foram relatados (https://pave.niaid.nih.gov/). Os BPVs estéo classificados e

caracterizados em cinco géneros, Deltapapillomavirus, Papillomavirus,

Epsilonpapillomavirus, Dyoxipapillomavirus, Dyokappapapillomavirus.

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

Embora descritos como virus epiteliotrépicos, 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 podem ser responsaveis por


https://pave.niaid.nih.gov/
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disseminar o BPV para numerosos 6rgaos (Freitas et al., 2003; Freitas et al., 2007;
Roperto et al., 2011).

Alguns trabalhos descrevem a ocorréncia de coinfecgcao 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 BPV-1 e BPV-2 foi detectada
em uma mesma leséo (Yaguiu et al., 2006, 2008, Lindsey et al., 2009). No Brasil,
utilizando primers especificos para os tipos de BPV, foi observada coinfec¢édo por
varios tipos de BPVs (Carvalho et al., 2012, Santos et al., 2014).

O progresso da infeccdo esta relacionado com a deficiéncia imunologica do
hospedeiro. Condicdes estressantes podem levar a uma baixa da imunidade
facilitando o surgimento da doenca (Silva et al., 2014).

Os objetivos deste trabalho foram: caracterizar os bovinos quanto a infecgéo
por BPV, analisar a presenca de coinfeccbes em lesdes cutaneas e em tecido
sanguineo; como também investigar a presenca dos BPVs em lesdes, sangue e
tecidos reprodutivos de fémeas bovinas e feto bovino (animais que foram ao abate),
relacionando e buscando compreender melhor a transmissdo materno-fetal, e os

mecanismos de disseminacéo viral no bovino.



31

3 1 Material e Métodos

3.1.1 OBTENCAO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

O projeto para realizagéo deste estudo foi encaminhado para apreciagao da
Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA da Universidade Federal Rural de
Pernambuco — UFRPE, com namero de protocolo N°23082.013040/2015-49.

A propriedade do IPA — Instituto Agrondmico de Pernambuco — Estacgao
Experimental de Itambé (EEI), possui 138 bovinos da raca Girolando 5/8 (Figura 5).
Desses obtivemos amostras de 126 animais, sendo elas amostras de sangue, e 39
destes animais tinham lesdes cutaneas pelo seu corpo, de leve a grave. Entéo foi
possivel a obtencdo de 13/39 (1/3) de amostras de papilomas do rebanho de 126
fémeas bovinas.

O IPA-PE com uma area de 240 ha, distante do Recife (PE) 102 km foi
avaliado quanto a presenca viral. Sendo selecionados bovinos jovens e adultos, com
idade variando entre 1 a 16 anos, fémeas, identificadas através de brincos
numerados, criadas de forma semi-intensiva, com alimentagéo a base de capim
elefante (Pennisetum purpureum), agua e sal mineral comercial especifico para
bovinos, ad libitum, apresentando ou ndo lesdes cutaneas.

Posteriormente foram obtidas amostras de abatedouro de oito fémeas que
foram ao abate, 25 amostras sendo 11 de tecidos reprodutivos (placenta, ovario e
Utero), oito de sangue e seis de tecido fetal (sangue e pele). Todas as amostras
seguiram para o laboratoério para processamento. Todas as coletas foram realizadas

por profissional capacitado do IPA-PE.
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Figura 5 - Foto de bovino na raga Girolando.
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3.1.2 EXTRACOES DE DNA E RNA

EXTRACAO DE SANGUE: Seguiu-se o protocolo manual de Fenol-cloroférmio
(Davis et al., 1986).

EXTRAGCAO DE LESAO CUTANEA E TECIDOS REPRODUTIVOS: Seguiu-se as
instrucdes do protocolo do Qiagen® DNA Mini Kit — Promega e parte do protocolo
manual de Trizol. Inicialmente foi pesado 30 mg de bidpsia e acrescentado a ela
nitrogénio liquido até sua masseracdo. Apods isso foi sendo adicionado trizol e
transferido para um tubo de 1,5 ml e incubado a temperatura ambiente. Adicionado
cloroformio para ocorrer separacdo do DNA e RNA para posterior purificacdo pelo
kit. A fase aquosa (RNA) é transferida para um tubo de 1,5 ml, e a membrana
intermediaria (DNA) transferida para outro tubo e o restante liquido descartado. Apos
ISSO seqguiu-se o protocolo de extracao pelo kit de DNA e de RNA da Qiagen.

Logo em seguida o DNA extraido foi quantificado com o auxilio do equipamento
NanoVue (GE, Alemanha).


https://www.promega.com.br/products/nucleic-acid-extraction/genomic-dna/wizard-genomic-dna-purification-kit/
https://www.promega.com.br/products/nucleic-acid-extraction/genomic-dna/wizard-genomic-dna-purification-kit/
https://www.promega.com.br/products/nucleic-acid-extraction/genomic-dna/wizard-genomic-dna-purification-kit/
https://www.promega.com.br/products/nucleic-acid-extraction/genomic-dna/wizard-genomic-dna-purification-kit/
https://www.promega.com.br/products/nucleic-acid-extraction/genomic-dna/wizard-genomic-dna-purification-kit/
https://www.promega.com.br/products/nucleic-acid-extraction/genomic-dna/wizard-genomic-dna-purification-kit/
https://www.promega.com.br/products/nucleic-acid-extraction/genomic-dna/wizard-genomic-dna-purification-kit/
https://www.promega.com.br/products/nucleic-acid-extraction/genomic-dna/wizard-genomic-dna-purification-kit/
https://www.promega.com.br/products/nucleic-acid-extraction/genomic-dna/wizard-genomic-dna-purification-kit/
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3.1.3 SINTESE DE CDNA

Apos a extracdo do RNA de acordo com o RNeasy Mini Kit , se seguiu para a
sintese do cDNA. Selecionamos 12 amostras embebidas no RNA latter, que foram
previamente constatadas positivas para o DNA do BPV-2, incluindo representantes
dos tecidos de lesédo, placenta, ovario e Gtero de vacas matrizes, e também amostra
de pele fetal. Todas analisadas para a expressao génica do oncogene E5 de BPV-
2.

As amostras de RNA foram tratadas com a enzima RNase-free DNAse
(Promega, EUA) antes de proceder a sintese do cDNA. Para a produc¢do da primeira
fita de cDNA, foram utilizados Oligo (dT) 15 Primer (Promega, EUA) e a enzima
ImProm-II Reverse Transcriptase (Promega, EUA) em uma reagao com volume final
de 20puL. Foram utilizados dois controles negativos, um sem a adicdo da
transcriptase reversa, com 0s demais reagentes, e outro sem a adicdo do RNA

(controle sem template).
3.1.4 PCR para avaliacéo do controle de DNA E RNA

Para a PCR de avaliacdo da qualidade do DNA extraido, utilizou-se primers
endogeno bovino, gene da beta-globina bovina (beta globina: F-5
AACCTCTTTGTTCACAACCG-3, R-5 CAGATGCTTAACCCACTGAC-3),

amplificando um fragmento de 400 pb.

Para o RNA utilizou-se primers enddégeno Mbl2 bovina para avaliar a qualidade
do cDNA. Par de primers Mbl2: F-5 (F:TAATCTCCCTTGACCTTTCTTACACC,;
R:AGAACAGCCCAAACTGT, fragmento de 247 pb (Wang et al., 2012).

3.1.5 Reacédo de PCR


https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/rna-purification/total-rna/rneasy-mini-kit/
https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/rna-purification/total-rna/rneasy-mini-kit/
https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/rna-purification/total-rna/rneasy-mini-kit/
https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/rna-purification/total-rna/rneasy-mini-kit/
https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/rna-purification/total-rna/rneasy-mini-kit/
https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/rna-purification/total-rna/rneasy-mini-kit/
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As reacgoes de PCR seguiram com cerca de 100 ng de DNA foram utilizados
para a analise por PCR utilizando o kit de reagentes Master mix (Promega, USA). A
deteccdo dos tipos especificos de BPV foi realizada com primers especificos
descritos na literatura sendo do BPV-1 ao -6, -8 ao -14 (Silva et al.,, 2012 com
modificacdes; Lunardi et al., 2013; Munday et al., 2015), que anelam na regido L1
do genoma viral (Tabela 1). Os produtos de amplificacédo (10 uL) foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose a 2% em tampao TAE, corados com brometo de
etidio, visualizados sob luz ultravioleta e foto documentada.

Tabela 1 - Sequéncia dos primes especificos buscando avaliar a presenca dos tipos virais

com seus respectivos fragmentos amplificados e temperatura de anelamento utilizados.

Primers Sequéncia Fragmento Temperatura

amplificado de anelamento

BPV1 BPV1F - GGA GCG CCT GCT AAC TAT 301 pb 68°C
AGG
BPV1R-ATCTGT TGT TTG GGT GGT
GAC
BPV2 BPV2F - GTT ATA CCA CCC AAA GAA 164 pb 58°C
GAC CCT
BPV2R -CTG GTT GCA ACA GCT CTC
TTTCTC
BPV3 BPV3 F - CAG TCA ATT GCA ACT AGA 216 pb 60°C
TGCC
BPV3R-GGC TGC TAC TTT CAA AAG
TGA
BPV4 BPV4 F-GCT GACCTT CCAGTCTTA 170 pb 60°C
AT
BPV4R-CAGTTT CAATCTCCTCTT
CA
BPV5 BPV5 F - GGC ATG TAG AGG AAT ATA 262 pb 60°C
AGC
BPVSR-TTC TCT GAG ATC AAT ATT
cc

BPV6 BPV6 F-TTA GAG ACCTGG AACTTG 260 pb 65°C
GG 3’
BPV6R-TACGCT TTGGCGCTTTTT
TGC 3’



BPV8

BPV9

BPV10

BPV11

BPV12

BPV13

BPV14

BPV8F -5’
TAGAGGACACATACCGCTTCCAAAGC
3
BPV8BR -5’
TTTGCGAGCACTGCAGGTGATCCC 3’
BPVIF -5’
AAAGAGCAAATCGGGAGCACC 3’
BPVOR-5’
AACTAATGACCCACTAGGGCTCC 3°
BPV10OF-5°
AAGGCATTTGTGGTCTCGAGG 3’
BPVIOR-5’
CTAAAGAACCACTTGGAGTGCC 3°
BPV11F -
TGCAGACACTCAACCAGGAG ¥’
BPV11R -
CCATAAGGGTCGTTGCTCAT 3’
BPV12 F -
AAAGCTGAACCATGCAAACC 3
BPV12R -
TAACAATGTCAAGGGGCACA 3’

BPV13 L1 F 5-GCCACA
CCATTGACCTCTA-3
BPV13 L1 R 5-GCCAGCAA
AGCGATTATTC-3

BPV14L1F 5-
CCTCCAACACCTGTGTCTAAGG
BPV14L1R 5-
ATCAGTTACACAAGGACGTGC

196 pb

264 pb

148 pb

200 pb

200 pb

250 pb

500 pb

60°C

60°C

60°C

57°C

54°C

54°C

58°C

3.1.6

de RT-PCR convencional para verificacdo da expressao génica de BPV-2
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Ensaios

Seguiu-se o protocolo de reacdo de PCR descrito acima modificando apenas

o template utilizado nesse caso o cDNA, e os primers utilizados foram de ESBPV-2

oncogene viral, fragmento esperado de 153 pb.

3.1.7 Sequenciamento
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Os amplicons dos tipos de BPV mais prevalentes foram sequenciados usando
o kit ABI PRISM BigDye® Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Os primers usados para sequenciamento foram dos tipos BPV-2,
BPV-9 e BPV-14 (tipos mais frequentes). As sequéncias obtidas foram analisadas
pelos programas BioEdit Sequence Alignment Editor
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) e BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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3 2 Resultados

Para os 126 animais analisados obtivemos positividade para todos animais. A
coinfeccao foi bem prevalente (125/126), apenas um animal estava infectado com
um unico tipo viral, animal 115, infectado com o BPV-12, tipo mais prevalente nesse

rebanho. Os animais foram negativos apenas para os tipos BPV-5 e BPV-13.

3.2.1. Resultados das PCRs das 126 fémeas bovinas

Para as 126 fémeas bovinas, obtivemos resultados das amostras de sangue,
(Figura 6, Tabela 2), encontramos os tipos virais: BPV-12 com 94% (119/126), BPV2
com 82% (103/126), BPV-9 com 60% (75/126), BPV-10 com 70% (88/126) , BPV-14
com 52% (66/126) e BPV-1 com prevaléncia de 47% (60/126) mais prevalentes no
sangue do rebanho investigado (Quadro 1). O BPV-3, -4 e -6 tiverem pouca
prevaléncia no sangue. Os BPV-s -5, -8 e -13 ndo foram detectados nas amostras
sanguineas. Houve coinfeccdo de até sete tipos virais por amostra. Houve uma
amostra que apresentou apenas um tipo viral. (dados de coinfec¢cao quais tipos mais
coinfectados).

Para a analise das lesbes bovinas, obtivemos também resultados positivos
(Figura 7, Tabela 3). Foi possivel a deteccéo de 10 tipos virais em lesdes cutaneas
(-2,-4,-6,-8,-9,-10,-11,-12,-14), com prevaléncia de 100% (13/13) das amostras
analisadas para os tipos BPV-2, -3, -10, -11 e -12. Para BPV-4 observou-se uma
prevaléncia de 85% (11/13) em lesdes cutaneas, diferente do sangue que teve baixa
prevaléncia. Para o BPV-9 foi de 46% em lesGes. Em amostras de lesdes foi possivel
a deteccao de BPV-8 (77% - 10/13), BPV-6 (70% - 9/13) e 0 menos frequente foi o
BPV-14 (15% - 2/13) (Quadro 2). O BPV-14 teve uma frequéncia geral de 67%
somando sangue e lesdes.

N&o houve a identificacdo do BPV-1 em lesbes cutaneas, ao passo que para
0 sangue houve uma razoavel presenca de BPV-1. Nas lesdes observamos a

coinfecgéo de até 10 tipos virais na mesma amostra.
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Fizemos uma correlagédo das amostras de sangue e lesdes buscando verificar
guais tipos virais circulam no animal (Tabela 4). No sangue observamos uma
coinfec¢cdo de no minimo 2 tipos por amostra e maximo de 7 tipos virais por amostra
(com excecdo de uma amostra, que foram nove tipos detectados), porém nas lesdes
observamos no minimo seis e maximo 10 por amostra. Podemos observar uma
maior coinfeccéo em lesoes.

Com relacdo ao BPV-14 podemos verificar uma maior prevaléncia no sangue
do que nas lesbes. O BPV-2 e -12 foram mais frequentes tanto no sangue como em

lesdes.

Figura 6 - Gel representativo da PCR de BPV-2 em amostras de DNA de sangue bovino.
C- Controle negativo de reacédo; M: Marcador de 50pb; amostras 90 (001) - 99 (1904E)
amostras de DNA; C+ Controle positivo de BPV-2.

C- M 001 E361887E 1892F G49 1886E §925K 77 032 1904E C+

Tabela 2: Relacdo de amostras de sangue bovino, com a humeracao do LEMTE, tipos de
BPV, quantidade de BPVs por amostra. Legenda: LEMTE — Laboratério de Estudos
Moleculares e Terapia Experimental, BPV — Papilomavirus bovino.

Quantidade de

Ndmero LEMTE Tipos de BPVs
BPVs por amostra
1 2,9,10,12 4
2 2,4,6,9,10,12 6
3 2,6,9,10,12 5
4 2,9,10,12 4
5 2,9,10,12 4
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37
38
39
40
41
42
43
44

2,9,10,12
2,9,10,12
1,2,9,10,12
1,2,9,10,12
1,2,49,10,12
1,2,6,9,10,12
1,2,6,9,10,12
1,2,6,9,10,11,12
1,2,6,9,10,11,12
1,2,6,9,10,11,12
1,2,9,10,11,12,14
1,2,4,9,10,12,14
1,2,9,10,11,12,14
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
1,2,10,12,14
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
2,3,4,6,8,9,10,11,12,14
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
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45
46
47
48
49
50
51

52
53

54

55

56
57
58
59

60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

71
72
73

74

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
2,3,4,6,8,9,10,11,12
2,9,10,12,14
2,9,10,12,14
2,9,10,12,14

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

1,2,4,9,10,12,14
2,3,4,6,8,10,11,12
1,2,9,10,12
1,2,9,10,12,14
2,9,10,12,14
1,2,9,10,12,14
2,3,4,6,8,11,12
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
2,3,4,6,10,11,12
2,10,12
1,2,10
10,12,14
2,3,6,8,9,10,11,12

1,9,10,12
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75
76

77
78

79

80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109

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

2,3,4,6,8,9,10,11,12,14

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
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
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

A 00 © »~ b
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110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126

6,12

3,6,11,12

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

N W N W W W A~ NN PPN P W W W™D

Quadro 1: Resultado das PCRS nas amostras sanguineas (EM PORCENTAGEM).

BPV-12 94%
BPV-2 82%
BPV-10 70%
BPV-9 60%
BPV-14 52%
BPV-1 47%

Figura 7 - Gel representativo de BPV-2 nas amostras de lesdo. C- Controle negativo; M:

Marcador 100 pb; controle amostra positiva; 1-6 amostras de leséo.
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Tabela 3 - Relagédo de amostras de lesdo cutanea, com a numeracao do LEMTE, tipos de
BPV, quantidade de BPVs por amostra. LEMTE — Laboratoério de Estudos Moleculares e

Terapia Experimental, BPV — Papilomavirus bovino.

Numeracao Tipos de BPV Quantidade de BPV

por amostra

G47 2,3,8,10,11,12 6
G41 2,3,4,6,8,9,10,11,12 9
G58 2,3,4,6,8,10,11,12 8
76 2,3,4,6,8,9,10,11,12,14 10
70 2,3,4,6,10,11,12 7
52 2,3,4,6,9,10,11,12 8

36 2,3,4,8,9,10,11,12,14 9




38

73

51

22

55

54

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

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

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

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

Quadro 2 - Resultados das PCRs nas amostras de lesGes cutaneas (em porcentagem).

44

BPV-2 100%
BPV-3 100%
BPV-10 100%
BPV-11 100%
BPV-12 100%
BPV-4 85%
BPV-8 7%
BPV-6 70%
BPV-9 46%
BPV-14 15%
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Tabela 4 - Achado da presenca de BPV em sangue e lesédo, de nove fémeas bovinas.

Amostras

Fémea

Fémea

Fémea

Fémea

Fémea

Fémea

Fémea

Fémea

Fémea

Tecidos

Lesédo

Sangue
Lesédo

Sangue

Lesao

Sangue

Lesao

Sangue

Lesao

Sangue

Lesdo

Sangue

Lesédo

Sangue

Lesado

Sangue

Lesao

Sangue

Identificacdo

36

51

59

73

70

55

54

79

76

ldade

Genotipagem
BPV
2,3,4,6,8,9,
10, 11, 12, 14
2,9,10,12, 14
2,3,4,6,8,9,
10, 11, 12
2,9, 10, 12
2,3,4,6,8,11
12
1,29 10,12
14
2,3,6,8,9, 10,
11,12
2,10,12,14
1,2,3,4,6,9,
10, 11, 12
1,2,9 10,12
2,3,4,6,8,9,
10, 11, 12
1,2,4,9 10,12
14
2,3,4,6,10, 11
12
2,9,10,12, 14
2,3,46, 8, 10,
11,12
2,9, 10, 12
2,3,4,6,8,9,
10, 11, 12, 14
2,9, 10,12, 14
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3.2.2 Resultados das PCRs das oito fémeas

Para as fémeas que foram ao abate, obtivemos resultados positivos para os
animais sem prenhez (cinco fémeas) e animais com prenhes (trés fémeas),
respectivamente (Figura 8 e 9, Tabela 5 e 6). Podemos observar que 0s tipos mais
prevalentes foram -2, -3 e -9 nos tecidos reprodutivos (Utero e ovario) e bexiga desse
grupo (Tabela 5).

Outro ponto importante € com relacdo as amostras de sangue de feto tem
uma correspondéncia entre os tipos presentes na fémea bovina e no feto, tipos
encontrados no sangue fetal BPV-2, -9, -10, -12 e -14. Com relacdo as lesdes
cutaneas e pele de feto obtivemos a correspondéncia dos tipos -2, -9, -14 (Tabela
6). Nas lesGes observamos a prevaléncia de BPV-3, no entanto no sangue houve a
auséncia desse tipo viral neste grupo amostral. O BPV-4 foi pouco prevalente em
sangue e bem prevalente em lesao (Tabela 5).

Foram investigadas trés amostras de placenta, sendo uma amostra negativa;
outras duas positivas, sendo para o tipos -2, -3, -9, -11 e -12 e outra amostra de

placenta para os tipos -8 e -12 (Tabela 6).

Figura 8 - Gel representativo da PCR de BPV-3 nas amostras de DNA extraidas de animais
oriundos de abatedouro (amostras de fémeas bovinas). C- Controle negativo de reacéo; M:
Marcador de peso molecular de 100pb; 14-24, amostras de DNA de bexiga, placenta, ovario
e Utero de DNA.
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Tabela 5 - Deteccéo e Genotipagem de BPV no trato reprodutor (ovario e Gtero), de sangue

e lesdo de vacas nao prenhes (cinco fémeas).

Amostras de DNA Tecidos Genotipagem
Tecidos BPV
92**
Sangue 2,12, 14
Utero -
Ovério -
Bexiga 3
55 Lesao 2,3,4,6,8,9,
10,11, 12
Sangue
1,2,4,9,10,12, 14
Utero
Ovaério
3,9
Bexiga
3,12
73 Lesao 2,3,6,8,9, 10,
11, 12

Sangue
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Utero 2,10, 12, 14
Bexiga 9
62** Sangue 1,2,910, 12
Utero 3,11
Ovaério 2,3
Bexiga 13,9
70 Lesao 2,3,4,6,10, 11,
12
Sangue
2,9 10, 12
Utero
3,9
Ovério
9
Bexiga

**N4&o houve quantidade de lesdo suficiente para a coleta.

Figura 9 - Gel representativo da PCR de BPV-2 nas amostras de DNA extraidas de animais
oriundos de abatedouro (amostras fetais). C- Controle negativo de reacdo; M: Marcador de
peso molecular de 100pb; 33-40 amostras de DNA de pele, figado, ovario e utero de fémeas
fetais. C + clone de BPV-2.
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164 pb

Tabela 6 - Deteccéo e Genotipagem de BPV em sangue e leséo de vaca matriz (trés

fémeas), e de sangue e lesdo de fetos bovinos.

Genotipagem

_ Identific
Amostras Tecido - ldade
acdo BPV
2,9, 10,12, 14
Sangue
Matriz bovina -
Leséo 36* 2,3,4,6,8,10,11, 12, 14
 Placenta 2,3,9,11e12
Feto Pele 2,3,12
2,9, 10,12, 14
Sangue 5 anos
L 51 2,4,8,9, 10, 11, 12
Matriz bovina Lesdo
Placenta -
Feto bovino Sangue

29,10,12, 14
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Pele 2,9
Sangue 3 anos 2,9,12, 14
_ o Lesdo 26
Matriz bovina 2,3,4,6,8,9, 11,12, 14
Placenta 8,12
Sangue 2,9,10,12, 14
Feto bovino
Pele 2

*N&o houve coleta da amostra de sangue do feto.

3.2.3 Analise do RNA, cDNA e expressao de E5BPV-2

Para analise da qualidade do cDNA, tivemos a amplificacdo por um primer de
gene enddgeno mbl2 (Figura 10). Foi possivel obter uma boa avaliacdo da qualidade
do RNA extraido e cDNA construido.

Obtivemos uma avaliacdo da expressdo génica, onde identificamos atividade
viral em 11/12 amostras avaliadas quando a expressao de ESBPV-2, apenas uma

amostra de cDNA ndo demonstrou esta expressa (Figura 11).

Figura 10 - Gel representativo da PCR de MbI2 bovina nas amostras de cDNA extraidas.
C- Controle negativo; C + Controle positivo: PLACENTA-OVARIO amostras de DNA de

placenta, lesdes, feto, bexiga, Utero e ovario.
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C+ PLA LES LES LES LES BEX FUTE FPELE

C+ FE.PELE FUTE FOVA OVA

Figura 11 - Gel representativo da PCR com amostras de cDNA analisadas e primers
E5BPV-2. C + controle positivo, amostras de cDNA sintetizadas PLA-OVA, amostras de

DNA de placenta, lesao, Utero, bexiga, ovario, feto (pele, Utero e ovario). Fragmento de 153
pb.

3.2.4 Resultados do Sequenciamento

As sequéncias geradas confirmaram a identidade das amostras entre 98-99%
com sequéncias ja depositadas no Genbank e blast, podendo estas amostras serem
consideradas variantes virais dos BPVs investigados. Confirmando também que as
amostras néo sao artefatos de reacdes de PCRs e muito menos resultados falso-
positivos.
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3 3 Discusséao

A presenca dos virus no sangue representa uma preocupagdo com a
transmissdo 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¢cdes causadas
por papilomavirus desencadeiam uma resposta imune no hospedeiro, levando, na
maioria dos casos, a regressdo da doenca (Borzacciello & Roperto, 2008). Em
alguns casos provocados por tipos virais especificos podem vir a se tornar lesées
malignas (De Villiers et al., 2004). Essa formacéao de lesdes malignas esta associada
a diversos cofatores ambientais (Campo, 2006).

Os tipos de BPV encontrados nas lesdes foram: BPV-2, -3, -4, -6, -8, -9, -10,
-11, -12, -14, resultados proximos aos obtidos por Carvalho et al (2012). Os BPVs -
5 e -13 né&o foram detectados.

Geralmente os papilomavirus sao descritos como epiteliotrépicos, no entanto,
o DNA do BPV foi detectado em diferentes sitios como o sémen (Silva et al., 2011,
2013) sangue periférico, leite, plasma e colostro (Stocco dos Santos et al., 1998). O
tecido sanguineo foi identificado como propicio a infeccao 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., 2014) tornando o sangue como veiculo
disseminador do virus por todo o corpo do animal, podendo facilitar a infec¢ao pelo
BPV.

O BPV-4 apresentou uma quantidade irriséria de amostras positivas, no
sangue, resultados semelhantes com o encontrado na literatura (Santos et al., 2014).

Ja nas amostras de lesdes, o BPV-4 foi detectado em mais de 80%, esse resultado
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estd de acordo com o encontrado na literatura para amostras originarias de lesdes
(Carvalho et al., 2012; Silva et al. 2012).

Os tipos BPV-3 e BPV-6 apresentaram uma baixa deteccdo em relagédo aos
tipos mais encontrados nas amostras de sangue, resultados divergentes dos
detectados por Santos et al. (2014); que em suas analises em tecido sanguineo,
identificaram mais de 50% das amostras com os BPV-3 e BPV-6. A discrepancia
entre os resultados pode ser explicada pela diferenca nas populagdes estudadas.

Nas amostras de sangue analisadas em nosso estudo, ndo foram encontrados
os tipos de BPV-5 e -8. Estes resultados diferem em parte da literatura onde os
papilomas bovinos tém sido diagnosticados em todo o mundo. Santos et al., (2014)
em suas analises verificaram a presenca de BPV-8 em amostras de sangue em
bovinos de fazendas do interior da Bahia, Brasil, e a auséncia de BPV-5 em suas
amostras.

Na literatura podemos observar que o tipo viral mais comum em lesdes
cutaneas ocorre com os tipos virais BPV-1 e BPV-2 (Freitas et al., 2003, 2007;
Carvalho et al., 2012), por esse motivo o numero de dados sobre esses tipos virais
se apresentam com maior volume na literatura.

Em nossos estudos, podemos observar a presenca em grande quantidade dos
novos tipos de BPV (-11, -12 e -14) circulantes na Estacdo Experimental de ltambé
- IPA, tanto em lesdo cutanea como no tecido sanguineo. O BPV-12 foi 0 mais
encontrado nas amostras analisadas. O BPV-14 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 com nossas
amostras positivas para o BPV-14.

O BPV-11 apresentou uma alta incidéncia nas amostras oriundas de lesdes
cutaneas, ja nas amostras de sangue nao foram detectadas em grande quantidade.
O BPV- 5 e -13 nédo foram detectados em nenhuma das amostras.

A coinfeccdo nas amostras de sangue foi observada em 99% das amostras
analisadas, com dois ou mais tipos de BPV. A mdltipla infeccdo frequente em nosso

estudo se apresentou com seis tipos diferentes de BPV (-1,-2,-9,-10,-12 e -14). A
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multipla infeccdo 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.

Para o BPV-14 enfatizamos a sua detec¢cdo em lesdes cutaneas e sangue. A
deteccédo do BPV-14 na literatura foi relatada anteriormente em sarcoides felinos
(Munday et al. 2015) e em tumores de bexiga urinaria (Bocaneti et al., 2014). O BPV-
13 foi descrito pela primeira vez no Brasil (Lunardi et al.,, 2013), porém néo foi
detectada a presenca do BPV-13 em nossas amostras, provavelmente porque este
tipo viral ndo estava em circulagao no rebanho estudado.

Em nosso estudo foram encontrados varios tipos de BPVs nas amostras de
sangue, com uma infeccdo multipla de até nove tipos diferentes no mesmo animal.
Santos et al., (2014) em seus estudos detectou multiplos tipos de BPVs em amostras
de sangue, com cinco tipos de BPV por amostra.

De acordo com Batista et al.,, (2013) as coinfec¢cdes podem ser uma
consequéncia da imunossupresséao, fatores ambientais e de estresse, facilitando a
existéncia de infec¢des persistentes em rebanhos bovinos.

A presenca do BPV-2 ja foi descrita em espermatozoides e liquido seminal
(Silva et al., 2011) e a expressao de BPV-2 ja foi demonstrada em sangue e sémen
de cavalos (Silva et al., 2014). Freitas et al. (2003) demonstraram a presenca de
BPV-1 em amostra da placenta, liuido seminal da fémea bovina, também no
sangue da amostra do recém-nascido.

Roperto et al., 2019 correlacionaram a evidéncia de transmissdo materno-fetal
do virus por meio de amostra de fetos (rim e figado) e cancer de bexiga urinaria,
analisando a presenca de BPV-2. Roperto et al., 2012 analisaram a presenca de
BPV-2 e a expressao da proteina E5 em placentas de vacas, e epitélio coridnico e
uterino. No nosso trabalho também podemos corroborar com esta evidéncia, pois
obtivemos também resultados positivos em amostras fetais, tecidos reprodutivos e
placenta. Além disso, conseguimos identificar a presenca de outros tipos virais além
do BPV-2.

Podemos identificar além da presenca viral, a presenca de atividade viral

através da analise de expressdo génica de E5 do BPV-2 em algumas amostras
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representativas dos tecidos abordados. Verificando a importancia do virus, de sua
acao viral e disseminacdo no rebanho. Uma presenca de 100% para alguns tipos
virais verifica a importancia de rever métodos de manejo e criacdo dos animais, na
tentativa de minimizar os danos causados aos animais e a bovinocultura.

No nosso estudo podemos verificar também a via transplacentaria. A partir da
identificacdo da presenca de BPV tanto no sangue da fémea bovina como no sangue
fetal, e na placenta da matriz bovina. Existe em especial uma relacado das amostras
positivas da placenta e das lesdes cutaneas. Podemos ilustrar essa via de
transmissao transplacentaria (fémea bovina para o feto), através da placenta bovina

e cordao umbilical (Figura 12).

Figura 12 - Via de transmissao transplacentaria.

I 7S === PELE DO FETO

D

LESAO CUTANEA =======) SANGUE FEMEABOVINA * SANGUE DO FETO

CORDAO l
UMBILICAL . .
OVARIOE UTERO

DOFETO
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4 CONCLUSAO

Concluimos que a via de transmissao transplacentaria € uma caracteristica do
BPV. Podemos corroborar que a coinfecgcao existe e se confirma nos nossos dados,
com a multipla infeccdo de até 10 tipos numa mesma amostra. O BPV-14

demonstrou ser bem comum no rebanho estudado (dados inéditos).
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ABSTRACT

Bovine Papillomaviruses (BPVs) are constituted by double strand DNA with approximately
8000 bp in length. There are 24 types of BPV (BPV-1 to 24) which infect either bovine skin
and fluids, such as blood, semen, milk and colostrum. BPVs are also capable of infecting
other species such as buffalo, giraffe, tapirs, horses and zebras but, so far, there is no report
about the detection of BPV in goat specimens. For this reason, our study aimed to
investigate the presence of BPV-2 in goat specimens (skin lesions and milk) in order to
assess the possible existence of cross infection in a hew non-bovine species. For that,
specimens from goat (two from skin lesions and one from milk belonged to two individuals)
were obtained. The presence of BPV-2 DNA was verified by PCR through specific primers.
BPV-2 DNA was detected in one skin lesion and milk specimen from the same animal.
Therefore, it is possible to conclude that BPV-2 may infect goat, a new host animal and, as

in bovine, this virus is able to be found in epithelial tissue and body fluids.

Keywords: BPV-2, goat, PCR ,detection
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1. INTRODUCTION

Bovine Papillomaviruses are constituted by double strand DNA with approximately
8000 bp in length [1], [2], [3], [4]. They belong to Papillomaviridae family and 24 BPV types
(BPV-1 to 24) have been reported so far (https://pave.niaid.nih.gov/). However, new types
and subtypes may exist [5], [1], [6], [3], [4], [7], [8].

In addition to bovine, BPV can infect other animal species such as buffalos and
giraffes, causing the appearance of fibropapillomas and bladder lesions, as well as anta,
horses, African antelope and zebras, causing papillomas and sarcoides [9], [10], [6], [11],
[12], [13]. According to Bocaneti [2], four types of BPV have been described (BPV-1, 2, 5

and 13) as infectious agents of nhon-bovine species.

Despite BPV has been classically described to have tropism for epithelial tissues, the
activity of this virus has been detected in other sites like blood and semen [14], [15], [11]. A
high incidence of BPV has been detected in commercially frozen semen [7] and its biologic
activity has been noticed in semen and blood [16], [11]. Furthermore, this virus has been
found in several fluids specimens such as serum, milk and colostrum [17], [18], and in
various components of the reproductive tract, such as oocytes, ovary, uterus, cumulus cells,

uterine fluid, placenta and amniotic fluid [18].

Capra hircus presents a specific papillomavirus ChPV-1 [19], and ChPV-2 [20] which
has approximately 7600 bp and is phylogenetically close to BPV-5. It contains sequences
of ORFs from E1, E2, L1 and L2 genes, like the ORFs from 54 types of HPV and BPV. In
addition, these sequences form clusters with BPVs-3, -4, -6 and HPVs-5 and -8 [19], [21].

By now, no study has ever been reported about the detection of BPV in goat clinical
specimens. Therefore, this study aimed at investigating the presence of BPV-2 in skin
lesions and milk specimens from goat to assess the existence of cross infection between

this virus and non-bovine species.
2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Clinical specimens

Two biopsies from skin lesions (Fig 1) and one of milk were collected from goats from
the Experimental Station in Pernambuco Agronomic Institute, in Sertania city, situated in

Pernambuco state, Brazil.


https://pave.niaid.nih.gov/
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2.2. Negative and positive controls

For positive and negative controls, it was obtained positive and negative DNA samples
for BPV-2 from skin lesions of female bovine. The study was carried out in the Laboratory
of Molecular Studies and Experimental Therapy (LEMTE-UFPE).

2.3. DNA extraction

Total DNA was extracted using a commercial kit (Wizard® Genomic DNA Purification;
Promega, Wisconsin, EUA) and stored at -20°C until analysis. Extracted DNA was quantified

using NanoVue (GE, Germany).
2.4. PCR assays

DNA (=100 ng) and Master mix reagent (Promega, USA) were used for execution of
PCR assay. For BPV-2 detection, DNA specimens were submitted to specific primers for
BPV-2 (Silva [7]). Amplification products (10 pL) were submitted to agarose gel
electrophoresis in TAE 2%, stained with ethidium bromide, visualized under UV light and

archived electronically.

2.5. Sequencing and bioinformatics analysis
The amplicons were sequenced using the kit ABI PRISM BigDye® Terminator Cycle
Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The primers for sequencing were
the primers BPV2F and BPV2R. The sequences obtained were analysed by the programs
BioEdit Sequence Alignment Editor (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.ntml) and
BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/).

3. RESULTS:

BPV-2 was found in lesion and milk samples provided from the same animal; for
another animal, the lesion was negative (Fig 2). The controls were provided from bovine
specimens: one was positive for BPV-2 while another was negative, showing that there

weren't false positive or negative in the PCR assay.

The null control (without DNA) was negative as expected; thus, there was no cross-

contamination. Samples positive for BPV-2 were confirmed by sequencing.
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4. DISCUSSION

It was demonstrated the presence of BPV-2 amplification product (164 bp) by specific
PCR assay using DNA samples extracted from skin lesion and milk specimens of goat. A
sample for another animal was BPV-2 negative. Control specimens were used and showed
coherent results. Our data confirmed the results found in other studies which detected BPV-

2 in non-bovine species.

Although Papillomavirus are known as strictly species-specific, several studies have
demonstrated the presence of BPV in different mammal species [6], [22], [23], [11], [24].
Specifically, BPV-2 is one of the most described viral type found in different host types.

In addition to being detected in papillomas of mammals of Bovidade family, such as
sheep, buffalo, bison and antelope [12], [13], BPV has also been described in more distantly
related animals when caused papillomas and sarcoids. In this way, the presence of BPV-2
in goat, which also belong to Bovidade family, is a very plausible finding.

Several studies have reported the presence and the expression of BPV genes in non-
epithelial tissues of bovine animals [2], [25], [14]. In this way, blood was pointed out as
dissemination way BPV can reach other tissues in the host [6], [23], [15]. Even in other
hosts, such as horses and zebras, BPV has been found in non-epithelial sites as blood and
semen [11], [12]. Therefore, it is possible that in the goat, as well as observed for cattle and
equines, the blood may have acted as a vehicle of dissemination of BPV to other sites, such
as the breast tissue.

Considering the observed aspects, it is concluded that BPV-2 DNA was detected in
another host animal (Capra hircus). To the best of our knowledge, it was the first time the
presence of this virus was detected in Capra hircus specimens, both in epithelial and non-
epithelial tissues of this host. However, new studies are necessary and important to
understand the biology and epidemiology of this viral type.
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Figure 1

Figure 1: Photo from epithelial cutaneous papilloma of goat from a city of Pernambuco state.

Figure 2: Detection of BPV-2 in goat and female bovine samples. Amplification products of
PCR assay using specific primers for BPV-2 showing the expected fragment of 164 pb in
agarose gel following DNA electrophoresis. Legend: M1kb: 1 kb DNA ladder; C- : assay
negative control (without template); LEIC1: goat milk sample 1; LESC1: goat skin lesion
sample 1; LESC2: goat skin lesion sample 2; 062B: BPV-2-negative skin lesion sample from

bovine; 002B: BPV-2-positive skin lesion sample from bovine.
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APENDICE B Normas da Revista Arquives of Virology

Brief Reports

Papers describing sequences only will only be considered for publication as
“Original Articles” or “Brief Reports” if the genomic organization derived from the
nucleotide sequences determined differs fundamentally from those of typical
members of the virus genus/family. Preferably, the biological significance and
function of certain sequence differences should also have been experimentally

addressed.

If a manuscript only describes the complete sequence of a virus for which no or
only very limited sequence information is available, the manuscript can be
considered for submission in the format of an Annotated Sequence Record (see
link ‘Annotated Sequence Records’)”. To facilitate a thorough review of any
sequence-based manuscript, sequences generated by the author(s) and described
in the manuscript must be either available from GenBank or some other public
database, or provided as FASTA (or similar) files together with the submitted

manuscript.

Brief Reports are intended for the presentation of observations that do not warrant
a full-length article—they are not meant for preliminary communication of

incomplete studies.

e They should not exceed six pages (21000 characters incl. spaces) when
printed. This should include all the text, i. e. short Abstract (no more than 100
words), Acknowledgements, References and legends. Division of the text by
headings of sections should be omitted, but the general sequence of
introduction, materials and methods, results, and discussion may be
generally maintained. References should be cited in the same way as in full-
length articles. In addition to the text, a maximum of 3 figures or 3 Tables

(any combination of 3 such items) can be included.
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Review

Reviews are intended to draw together important information from recent

publications on subjects of broad interest. They are meant to provide a venue for

critical examination and considered opinion of such information.

Reviews are not meant to be encyclopedic, and should not exceed 20 pages
when printed. Reviews may contain figures and tables. References should be
cited in the same way as in full-length articles. It is recommended that

authors contact a member of the Editorial Board beforehand to determine if a

proposed review is likely to be suitable for publication.

Annotated Sequence Records

Annotated Sequence Record papers are intended to draw attention to the
availability of ceoemepeleectee viral sequences that are appreciably different
from those of known sequenced isolates. Currently, we welcome the
molecular description of isolate(s) in the format of an Annotated Sequence
Record only if (i) the complete genome sequence of a new or established
member of a virus genus is reported for the first time and (ii) the isolate of a
virus species under study has unusual molecular features (in terms of
differences in sequence identity, genome organization or recombination)
and/or differs strikingly from other isolates of the virus in biological properties.
Sequences that do not differ from already deposited or published type
(reference) sequences by more than random mutations will not be accepted
for publication.

These papers should not exceed two pages in length, when printed (which
equals four manuscript pages with 1800 characters each [incl. spaces],
including references and figure legends, but excluding the title page and
tables) and should not have more than 2 figures or tables.

The report should give information on the provenance of the virus material
(isolated by whom, when and where; together with a reference if available), a

reference to the sequence (accession number), an annotated diagram of the
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sequence information (ORFs, promoters, control sequences etc.), some
biological information (host range, pathogenicity, etc.) and the justification for
considering why the material is different from previously published isolates.

e To facilitate a thorough review of any sequence-based manuscript,
sequences generated by the author(s) and described in the manuscript must
be either available from GenBank or some other public database, or provided

as FASTA (or similar) files together with the submitted manuscript.
Special Issues

e Special issues of Archives of Virology are published to record the
proceedings of meetings, symposia, conferences, and congresses on various
virologic topics, special issues are also published to record multi-authored
treatises and reviews of large, complex virologic topics. In general, special
issues are of similar size and page format as the regular issues of Archives of
Virology; the number of pages per issue is limited to 240 pages. The Archives
of Virology provides full and flexible publishing and marketing services, in
timely fashion. Individuals who are organizing a meeting, symposium,
conference, or congress, and individuals who would like to organize the
writing and publication of a treatise or large review are invited to

communicate directly with the Special Issues Editor for further information.

Virology Division News:

Papers published under the rubric Virology Division News (VDN) should describe
news and developments that are of interest to the Virology Community, including
papers on virus taxonomy, classification, and nomenclature, as well as minutes of

IUMS or ICTV committees and obituaries of prominent virologists.

If the authors suggest or discuss novel taxa, the authors should include the

following Disclaimer to the article:

e The taxonomic changes suggested/proposed/described here



76

(i) have not been endorsed by the ICTV Executive Committee,

(i) may differ from any new taxonomy that is ultimately approved by the
ICTV, and

(iii) is presented for discussion only but has no official standing.

Further and if applicable, the authors should add the following sentence: “this article
is related to an ongoing taxonomic proposal, submitted to the ICTV but not yet

accepted at the time of submission."
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Curriculum Vitae

Nome civil

Nome

Nayara Evaristo de Pontes

Dados pessoais

Filiacdo

Nascimento

Ronaldo Evaristo de Pontes e Iranete Maria da Silva Pontes
Recife/PE - Brasil

Endereco residencial

Endereco eletronico

E-mail para contato : nayar-apontes@hotmail.com

E-mail alternativo nayara.evaristopontes@gmail.com

Formacédo académicaltitulacao

2015

Doutorado em Genética.

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Titulo: Avaliacdo da Carga viral e Expressdo Génica em animais
infectados por Papilomavirus bovino tipos 2 e 13 no Desenvolvimento da

Hematuaria Enzodtica e da Papilomatose bovina
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Orientador: Antonio Carlos de Freitas
Bolsista do(a): Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado

de Pernambuco

2012 - 2014 Mestrado em Genética.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil
Titulo: Estudos Moleculares Aplicados ao circovirus suino tipo 2:
Desenvolvimento da técnica de Nested-PCR em tubo Unico (STNPCR) e
descrigao das variantes virais em Pernambuco, Ano de obtengéo: 2014
Orientador: Dr. Antonio Carlos de Freitas
Co-orientador: Dra. Clara Nilce Barbosa
Bolsista do(a): Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior

2007 - 2011 Graduacdo em Licenciatura plena em ciéncias bioldgicas.
Universidade Federal Rural de Pernambuco, UFRPE, Recife, Brasil
Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico

2013 - 2015 Ensino Profissional de nivel técnico em Técnico em Analises Quimicas.

Centro universitario Mauricio de Nassau - Recife, UNINASSAU, Recife,

Brasil

Atuacdao profissional

1. Prefeitura Municipal de Jaboatdo dos Guararapes - P JABOATAO

Vinculo institucional

2014 - 2015 Vinculo: CONTRATADO , Enquadramento funcional:
PROFESSOR DE CIENCIAS , Carga horaria: 20, Regime:
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Parcial

2. Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE

Vinculo institucional

2014 - 2014

Projetos

Projetos de pesquisa

2015 - Atual Avaliagéo da Carga Viral e Expressao Génica em animais infectados por
Papilomavirus bovino tipos 2 e 13 no desenvolvimento da Hematuaria

Enzodtica e da Papilomatose bovina
Descricao: Atualmente o Brasil possui a maior populagao bovina comercial
do mundo, entretanto alguns fatores, dentre os quais as doencas
infectocontagiosas, ameacam a produtividade desse rebanho. Entre estas
doencas se encontra a papilomatose, causada pelo Papilomavirus bovino
(BPV), provocando lesdes de pele que podem evoluir para o cancer devido
a acao sinérgica de genética e cofatores ambientais, e em associacdo com
a planta Pteridium aquilinium (samambaia) esta diretamente relacionada ao
desenvolvimento da Hematuria Enzodtica Crbnica (HEC). Atualmente,
existem 13 tipos de BPV (BPV-1 a 13) descritos na literatura, além de
diversos provaveis novos tipos e subtipos. Além disso, ndo estdo bem
elucidados tecidos afetados, carga e expressao destes virus na populagéo
bovina afetada sem o consumo de samambaia, sendo necessarios estudos
gue demonstrem a biologia da infeccao do BPV-2 e BPV-13 nesses casos.

Alguns autores sugerem gue 0 sangue possa atuar como sitio de reserva e
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propagacao para o BPV. Desta forma, visto a importancia da HEC e dos
prejuizos econdmicos causados por ela, faz-se necessério, maiores
esclarecimentos a respeito da doenca, como forma de auxiliar o
entendimento do papel do BPV na auséncia da samambaia, contribuindo
para a adocdo de possiveis medidas profilaticas e terapéuticas que possam
vir a ser tomadas, bem como para a pecuaria nacional. Portanto, o objetivo
desse trabalho serd de avaliar animais positivos para BPV-2 e BPV-13 em
dieta livre de samambaia quanto ao desenvolvimento de lesdes de bexigas
e Hematuria Enzodtica Crénica (HEC). Serao utilizadas amostras de sangue
coletadas através de puncéo venosa da jugular de bovinos para realizacao
de hemograma, bioquimica clinica, genotipagem e carga viral. Amostras de
pele serdo coletadas através de bidpsia para realizacdo de genotipagem,
analise de carga e expressao viral, e amostras de urina, através de miccao
espontanea para urinalise e genotipagem. Imagens ultrassonograficas do
trato urinario, através de aparelho Pie Medical, serdo realizadas para
identificagcdo e acompanhamento de lesGes tumorais. As extragdes de DNA,
RNA e sintese de cDNA seré realizada simultaneamente para DNA e RNA
com kit comercial seguindo as condi¢cOes indicadas pelo fabricante. A
deteccédo de BPV-2 e BPV-13 em lesdes cutaneas, sangue e urina, serao
submetidas a tipificacdo com primers especificos para os tipos virais BPV-2
e BPV-13. A Andlise de Carga viral nas lesdes cutaneas e amostras de
sangue serdo avaliadas com primers desenhados para anelar na regido L1
de BPV-2 e BPV-13. Para os Ensaios de RT-PCR para verificagcdo da
expressdo génica de BPV, serdo desenhados primers para genes do BPV e
utilizados nas amostras de cDNA produzidas anteriormente.

Situacdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Doutorado (1);

Integrantes: Nayara Evaristo de Pontes; Antonio Carlos de Freitas

(Responsavel); Maria Angélica Ramos da Silva
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Projeto de extenséo

2014 -2014  ORIENTAGCAO TECNICA AS CRIACOES DE SUINOS DESTINADAS A
SUBSISTENCIA NA REGIAO METROPOLITANA DE RECIFE-PE

Situacéo: Concluido Natureza: Projeto de extenséo
Alunos envolvidos: Mestrado académico (1);

Integrantes: Nayara Evaristo de Pontes; Clara Nilce Barbosa (Responsavel)

Areas de atuacio

1. Genética
Idiomas
Inglés Compreende Razoavelmente, Fala Pouco, Escreve Pouco, Lé

Razoavelmente

Espanhol Compreende Pouco, Fala Pouco, Escreve Pouco, L& Pouco

Producéo

Producéo bibliogréafica

Artigos completos publicados em periédicos

1. SANTOS, E. U. D,; SILVA, M. A. R.; PONTES, N. E.; COUTINHO, L. C. A,; PAIVA, S. S.
L.; CASTRO, R. S.; FREITAS, A. C.

Detection of Different Bovine Papillomavirus Types and Co-infection in Bloodstream of
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Cattle. Transboundary and Emerging Diseases., v.63, p.n/a - n/a, 2014.

2. PONTES, N. E.; BARBOSA, C. N.; JESUS, A. L. S.; SILVA, J. G.; FREITAS, A. C.
Development and Evaluation of Single-tube Nested PCR (STNPCR) for the Detection of
Porcine Circovirus type 2 (PCV2). Transboundary and Emerging Diseases (Print)., v.61,
p.233 - 238, 2014.

Artigos aceitos para publicacéo

1. SANTOS, E. U. D,; SILVA, M. A. R.; PONTES, N. E.; COUTINHO, L. C. A.; PAIVA, S. S.
L.; CASTRO, R. S.; FREITAS, A. C.

Detection of Different Bovine Papillomavirus Types and Co-infection in Bloodstream of
Cattle. Transboundary and Emerging Diseases (Print)., 2014.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo expandido)

1. ANDRADE, M. A. S.; PONTES, NAYARA E.; TIBURCIO JUNIOR, E.; SILVA, A. M. S;;
PESSOA JUNIOR, M. E.; FREITAS, ANTONIO C.
DETECTION AND EVALUATE OF OCCURRENCE OF Bovine Papilomavirus TYPES IN
AN OVINE GROUP In: VIl Sinanter - Simpésio Internacional de Diagndstico e Terapéutica
e X Jornada Cientifica do Lika, 2016, Recife.

VII Sinanter., 2016.

2. PONTES, N.E.; PONTES, N. E.; SILVA, A. M. S.; TIBURCIO JUNIOR, E.; PESSOA
JUNIOR, M. E.; FREITAS, A.C.

Deteccdo de Papilomavirus bovino em lesdes cutaneas e feto. In: V Jornada de Poés-
Graduacado em Genética, Recife.

V Jornada de P6s-Graduacédo em Genética., 2015.

Apresentacéo de trabalho e palestra

1. PONTES, N. E.; TIBURCIO JUNIOR, E.; SILVA, A. M. S.; PESSOA JUNIOR, M. E;
CARRAZZONI, P. G.; FREITAS, A. C.
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DETECCAO DE DNA DE DIFERENTES TIPOS DE BPVS EM AMOSTRAS DE TECIDOS
REPRODUTIVOS, BEXIGA E FETO DE FEMEAS BOVINAS ACOMETIDAS PELA
PAPILOMATOSE, 2016. (Congresso, Apresentacdo de Trabalho)

2. PONTES, NAYARA E.; SILVA, A. M. S.; TIBURCIO JUNIOR, E.; PESSOA JUNIOR, M.
E.; FREITAS, A. C.

Deteccéo de Papilomavirus bovino em lesdes cuténeas e feto, 2015. (Congresso,
Apresentacdo de Trabalho)

Bancas

Bancas

Participagc&do em banca de trabalhos de concluséo

Curso de aperfeicoamento/especializacdo

1. FREITAS, A. C.; PONTES, N.E.; SILVA JUNIOR, A. H. P.; BRANDAO, J. M.
Participagdo em banca de Marcos Aurélio Souza de Andrade. Deteccdo e Avaliagdo da
ocorréncia de tipos de Papilomavirus Bovino em um Grupo de Ovinos, 2016

(Diagndstico Molecular) Faculdade Pernambucana de Saude

Graduagéao

1. BARBOSA, C. N.; PONTES, NAYARA E.; BARROS JUNIOR, M. R.; FREITAS, A.C.
Participacdo em banca de Priscila Rocha Duque. Protocolo Moleculares em amostras
clinicas de suinos para diagnésticos laboratoriais, 2016

(Medicina Veterinaria) Universidade Federal Rural de Pernambuco

2. REIS, C.R.S.; FREITAS, A.C.; PONTES, NAYARA E.
Participagdo em banca de Olivia Amorim. Avaliacdo de Variantes do Oncogene E6 do
Papilomavirus humano tipo 16 identificadas na regido Nordeste do Brasil, 2014

(Biomedicina) Universidade Mauricio de Nassau
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