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RESUMO

O Brasil estd entre os maiores produtores de carne do mundo, porém algumas
doencas podem prejudicar essa produgdo acometendo o rebanho e acarretando
prejuizos ao produtor. Uma dessas doencas é a papilomatose vulgarmente chamada
de verruga ou figueira, é uma doenca cosmopolita de carater infectocontagiosa e
origem viral amplamente disseminada no Brasil, 0 agente etioldégico causador da
papilomatose bovina é o Papillomavirus (PVs), sendo classificado na familia
Papillomaviridade. A maior parte dos PVs séo da microbiota da pele, no entanto, em
algumas ocasibes, as infeccbes por alguns tipos do virus podem apresentar formas
clinicas distintas, os papilomas apresentam caracteristicas nodulares da epiderme
podendo ser de forma peduncular ou plana, mdltiplas ou Unicas, afetando um ou mais
animais. Os prejuizos provocados pela papilomatose sédo diversos, sendo que 0s
nédulos sdo desconfortdveis para os animais prejudicando a producdo de leite e
carne, pode manifestar complicacdes por lesdes mecéanicas, como hemorragias ou
infecgbes secundérias, cegueira, retardado desenvolvimento, miiases, e se
localizados no teto podem provocar mastite devido a ndo secagem correta na hora da
ordenha, a debilitagdo do animal devido a um grande nimero de papilomas também
podem levar o animal a Obito. Alguns fatores influenciam no surgimento dos
papilomas, como carcinomas do trato gastrointestinal superior, que sédo especialmente
causadas por infeccdo BPV-4 em sinergismo com a ingestdo de samambaia. Os
animais que estdo debilitados sdo os mais susceptiveis a serem acometidos pela
doenca, sua transmisséao pode ocorrer de forma direta, pelo contato direto do animal
infectado com animal higido ou de forma indireta, por utensilios contaminados,
troncos, cochos, cercas, e palpacédo retal. O diagndstico da doenca se torna facil em
alguns casos por conta da expressdo clinica, onde € possivel ser observado
papilomas a olho nu. Para a realizacdo do trabalho foi realizada uma coleta do banco
de dados do laboratério de Virologia da Universidade Federal do Acre e foram
analisadas 33 amostras utilizando o software Action Stat Pro, coletas de lesdes
sugestivas de Papillomavirus no ramen, de animais abatidos em abatedouros
frigorificos da regido central do estado de Ronddnia. Para a identificacdo do virus nas
amostras foi feito uso da técnica da PCR, indicada para a identificacdo do
Papillomavirus devido a alta sensibilidade, especificidade e por ndo necessitar de
cultivo do virus. A PCR utiliza etapas de oscilacdo de temperatura que promove a
duplicacéo in vitro das cadeias de DNA. Cada ciclo é reproduzido em torno de 30 a 35
vezes e possibilita a amplificacdo da regido alvo, definida de acordo com o anelamento
dos iniciadores sintéticos de DNA. Das amostras analisadas um total de 51,51% das
amostras deram positivas para papiloma virus, podendo com estes resultados e
possivel evidenciar a ocorréncia positiva de Papillomavirus de rimen na regido central
do estado de Rondénia.

Palavras-chave: Papilomatose. Verruga. Figueira. Trato Gastrointestinal.



ABSTRACT

Brazil is among the largest meat producers in the world, howeversome diseases can
harm this production, affecting the herd and causing losses to the producer. One of
these diseases is papillomatosis, commonly called wart or fig, it is a cosmopolitan
disease with an infectious and contagious character and widespread viral origin in
Brazil, the etiologic agent that causes bovine papillomatosis is Papillomavirus (PVs),
being classified in the Papillomavirity family. Most PVs are from the skin's microbiota,
however, on some occasions, infections with some types of the virus may have
different clinical forms, papillomas have nodular characteristics of the epidermis and
can be peduncular or flat, multiple or single, affecting one or more animals. The
damages caused by papillomatosis are diverse, and the nodules are uncomfortable for
animals, impairing the production of milk and meat, can manifest complications from
mechanical injuries, such as bleeding or secondary infections, blindness, delayed
development, myiasis, and if located on the roof can cause mastitis due to not drying
properly at the time of milking, the debilitation of the animal due to a large number of
papillomas can also cause the animal to die. Some factors influence the appearance
of papillomas, such as carcinomas of the upper gastrointestinal tract, which are
especially caused by BPV-4 infection in synergism with the ingestion of fern. Animals
that are weak are the most likely to be affected by the disease, their transmission can
occur directly, through direct contact of the infected animal with a healthy animal or
indirectly, through contaminated utensils, trunks, troughs, fences, and rectal palpation
. The diagnosis of the disease is easy in some cases due to the clinical expression,
where it is possible to observe papillomas with the naked eye.To carry out the work, a
database was collected from the Virology laboratory of the Federal University of Acre
and 33 samples were analyzed using the Action Stat Pro software, collections of
lesions suggestive of Papillomavirus in the rumen, of animals slaughtered in
slaughterhouses in central region of the state of Ronddnia. For the identification of the
virus in the samples, the PCR technique was used, indicated for the identification of
the Papillomavirus due to its high sensitivity, specificity and because it does not require
cultivation of the virus. PCR uses temperature oscillation steps that promote the in vitro
duplication of DNA strands. Each cycle is reproduced around 30 to 35 times and allows
the amplification of the target region, defined according to the ringing of synthetic DNA
primers. Of the analyzed samples, a total of 51.51% of the samples were positive for
papillomavirus, and with these results it is possible to show the positive occurrence of
rumen papillomavirus in the central region of the state of Rondénia.

Keywords: Papillomatosis. Wart. FIG tree. Gastrointestinal tract.
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1 INTRODUCAO

A pecuéria ndo € s6 uma atividade de criacdo, ela também é fonte de renda
de muitas familias brasileiras, ndo s6 os produtores dependem da pecuaria para
sobreviver, mas também os colaboradores responsaveis pelo manejo dos animais,
tendo em vista o tamanho do rebanho brasileiro que é constituido por cerca de 210
milhdes de bovinos (PRADO, 2017) podemos ver como a pecuaria € importante para
0 sustento dos brasileiros. O Brasil esta entre os maiores produtores de carne do
mundo, em 2018 estava em segundo lugar em produc¢éo de carne bovina, tendo 9,90
milhdes de toneladas de equivalente de carcaca, perdendo para os Estados Unidos
da América que produziu 12,60 milhdes de toneladas (CNABRASIL,2018).

O Brasil também é um grande produtor de leite tornando a pecudaria muito
importante no pais. Porém algumas doencas podem afetar o rebanho e gerar prejuizos
ao produtor. Uma dessas doencas é a papilomatose vulgarmente chamada de verruga
ou figueira, que é bastante corriqueira nos rebanhos brasileiros. Por ser uma doenca
comum, diversas vezes ela € subestimada, trazendo muitos prejuizos, que ndo sao
levados em conta pelo produtor, se tornando assim um problema ainda maior, os
prejuizos econémicos causados pela infec¢do pelo BPV séo significativos a pecuéria,
sendo ocasionados tanto pela perda direta, quando resulta na morte dos animais,
guanto pelas indiretas, provocando uma queda no desempenho dos animais e no valor
comercial do gado assim como nos subprodutos (PRADO, 2017).

A papilomatose é uma doenca cosmopolita de carater infectocontagiosa e
origem viral amplamente disseminada no Brasil, sendo encontrada em grande parte
dos rebanhos, afetando animais de todas as idades e sexo, acometendo tanto
rebanhos de corte quanto leiteiro, animais de producao leiteira possuem uma maior
predisposicdo a serem acometidos. Ela é caracterizada por lesdes hiperplasicas
benignas em tecidos cutaneos e mucosas, podem apresentar formas diferentes.
Algumas formas malignas foram associadas ao Papillomavirus, assim como a
ocorréncia da hematuria enzodtica, onde ocorre a expressao da oncoproteina E5 do
BPV-2 encontrado na maior parte dos animais acometidos pela doenca (ROPERTO
et al. 2008).

A identificagdo de DNA s&o de suma importancia para a realizagcdo de um
diagnostico da doenca de acordo com Batista (2013) o fator de custo que é

consideravelmente elevado para poder sequenciar o genoma completo de varios
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BPVs isolados em um estudos populacional. Por conta disto se fazia necessario um
método mais barato para a realizagdo de tal feito. O surgimento da rea¢do em cadeia
da polimerase proporcionou um avanco consideravel para a ciéncia, pois era capaz
de suprir a necessidade e ainda era viavel. Sendo uma técnica que se mostrou unica,
apresentando extrema sensibilidade, facilidade no manuseio, simplicidade e um custo
relativamente baixo, se tornando possivel ser aplicado em diversas possibilidades
(CECCATTO, 2015) a principal vantagem do PCR €& de nao precisar utilizar tantos
passos igual a clonagem, a parte que sera amplificada € aquela que se encontra entre
os dois primers, levando assim a uma alta especificidade (CECCATTO, 2015) Essa
especificidade, sensibilidade e rapidez podem resultar em uma praticidade para que
ocorra a utilizacdo corriqueira em diversas aplicacbes (CECCATTO, 2015) A PCR
propiciou grandes avan¢os em diversas areas do conhecimento. (HAAS; TORRES,
2016) as técnicas moleculares de diagnostico podem ser aplicaveis agora a todas as
areas do laboratorio clinico. (CAMARGO; SILVA, 2011)

1.1 OBJETIVOS:
1.1.1 Objetivo geral:

Verificar através de coleta de dados a ocorréncia de Papillomavirus de ramen,
causador do papiloma das amostras coletadas em abatedouros frigorificos presente
na regiao central do estado de Rondonia.

1.1.2 Objetivo especifico:

Verificar papilomas no raimen de bovinos

Verificar ocorréncia positiva de Papillomavirus de rimen na regidao central de
Rondonia.

1.2 PROBLEMATIZACAO

A papilomatose é uma patologia subestimada, e por ser uma doenca auto

limitante os produtores ndo dao a devida importancia a seus efeitos, sendo algumas
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vezes graves levando esse produtor a ter um grande prejuizo econdmico. Existem
provaveis prejuizos que a papilomatose pode acarretar ao produtor

A papilomatose € uma doenca bastante comum nos rebanhos do Brasil, sendo
comumente encontrada nas propriedades com rebanho bovino. Fatores predispde a

ocorréncia da papilomatose.

1.3 DELIMITACAO DO ESTUDO

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizados dados coletados no
laboratério de virologia da Universidade Federal do Acre (UFAC), sendo esses dados
proveniente de amostras coletadas em bovinos de ambos os sexos e diversas idades,
abatidos nos abatedouros frigorificos da regido central do estado de Rondbnia,
utilizando amostras que foram comprovadas positivos para Papillomavirus por meio

da utilizacdo da técnica de PCR.

1.4 RELEVANCIA DO ESTUDO

O Brasil possui um dos maiores rebanhos bovinos do mundo, estando
presente grande parte desse rebanho na regido amazoénica. Por conta da diversidade
da regido se faz necessario a realizacdo de estudos para obtencdo de maior
conhecimento da regido, visando a exigéncia em se estudar diversidade gendémica
dos BPV. Os prejuizos causados pela papilomatose sdo em diversos casos
negligenciado pelo produtor que ndo tem o conhecimento necessario para entender a
gravidade da doenca, o que agrava ainda mais o quadro. Por ndo possuir estudos
publicados o suficiente pesquisas apontam que 60% do rebanho do Brasil esta

acometido por qualquer tipo de Papillomavirus (PRADO, 2017).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ETIOLOGIA

O Papillomavirus (PVs) € o agente etioldgico causador da papilomatose
bovina, sendo classificado na familia Papillomaviridae. Existem poucos estudos sobre
a diversidade genética e distribuicdo do Papillomavirus bovino (BPV) no Brasil
(DAUDT et al., 2016).

BPVs sdo um grupo de virus crescente epiteliotrépicos que identificam o Bos
taurus como seu hospedeiro classico, mesmo que ocorra algumas infeccdes cruzadas
bem estabelecidas. Mesmo que os BPVs sejam virus epiteliotrépicos por infectarem
queratindcitos e fibroblastos, podem ser achados nos demais tecidos ou fluidos
corporais (MONTEIRO et al., 2008).

A maior parte dos PVs sdo da microbiota da pele, no entanto, em algumas
situacdes, as infec¢des por alguns tipos podem apresentar formas clinicas distintas
(SILVA et al., 2016). O PV é capaz de se manter ativo por 90 dias a 4 °C e até 180
dias a uma temperatura de - 70 °C. Maior parte dos PVs parece predispor por um ciclo
de vida latente, visto que uma extensa variedade de tipos diferentes podem ser
detectados em regides aleatorios de pele saudavel de humanos e animais (VILLIERS
et al., 2004).

Os PVs sdo um amplo grupo de virus que infecta uma extensa variedade de
espécies de vertebrados (BATISTA, 2013). Em seres humanos, virus do papiloma
humano (HPVs) estdo da mesma forma envolvido com lesdes benignas na pele e
mucosa (verrugas), bem como do colo do utero, pénis, anal, vaginal e orofaringe. Os
PVs sdo praticamente espécie-especificos e frequentemente sitio-especificos
(HARTMANN et al., 2002).

2.2 CLASSIFICACAO

Os papilomas podem ter sua classificacdo que depende da sua origem,
podendo ser viral e ndo viral, quanto a sua proliferacdo, dependendo do tecido
envolvido na lesdo como escamoso (acomete apenas tecido epitelial) ou

fibropapilomas (acomete epitélio e mesénquima proliferados). Foi identificado até o
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momento mais de 200 tipos de HPV, mas frequentemente séo relatadas infeccoes
(DAUDT et al., 2018).

Antes chamada de Papoviridae foi dividida em duas familias, Papillomaviridae
e Polyomaviridae (BERNARD et al., 2010). A familia Papillomaviridae é pertencente
ao reino: Shotokuvirae, sub-reino: Monodnaviria, filo: Cossaviricota, classe:
Papovaviricetes, ordem: Zurhausenvirales, possuindo duas sub-familias:
Firstpapillomavirinae e Secondpapillomavirinae (ICTV, 2019) os BPVs sé&o
pertencentes a sub-familia Firstpapillomavirinae, sendo divididos em cinco géneros:
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus, Epsilonpapillomavirus, Dyoxipapillomavirus, e
Dyokappapapillomavirus. Os BPV-19, 21 e 27 néo foram classificados em nenhum
dos géneros, mas possivelmente fazem parte de dois géneros nao atribuidos (DAUDT
et al., 2018).

Os BPVs que estdo classificados no género Deltapapillomavirus provocam
fibropapilomas cutaneos. Os Deltapapillomavirus podem, também, causar sarcomas
equinos, tumores fibroblasticos ndo metastaticos e invasivos, cancer de bexiga e
es6fago (ARALDI, 2014); os Xipapillomavirus responsaveis por provocar lesées de
papilomas verdadeiros, principalmente epiteliotrépico; os Epsilonpapillomavirus e
Dyokappapapillomavirus sdo responsaveis por provocar papilomas verdadeiros e
fibropapilomas. Vem sendo relatado infec¢des pelo BPV em todo o mundo sendo entre
eles o0 BPV-2 um dos tipos mais predominante, o BPV-2 é destinado para espécies do
género Deltapapillomavirus (DAUDT et al., 2016). Conforme apresentado na tabela 1.

Tabela 1-Classificacdo do Papillomavirus bovino

GENERO PAPILLOMAVIRUS BOVINO

Deltapapillomavirus BPV-1, -2,-13e-14

Xipapillomavirus BPV-3, 4, -6, -9, -10, -11, -12, -15, -17, -20, -23,-24
e -26

Epsilonpapillomavirus BPV-5, -8 e -25

Dyoxipapillomavirus BPV-7

Dyokappapapillomavirus BPV-16, -18 e -22

Ainda néo classificados BPV-19, -21 e -27

Fonte: (DAUDT et al.,, 2018) (DAUDT et al., 2016) (Silva et al.,, 2015) (SILVA et al.,, 2016)
https://pave.niaid.nih.gov/#explore/reference _genomes/animal _genomes.
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2.3 ESTRUTURA GENOMICA

A familia Papillomaviridade é conhecida por agrupar virus ndo envelopados,
com DNA fita dupla circular, constituidos por aproximadamente 8000 pares de bases
(pb) (FERNANDES, 2018). Embora possua uma dimenséo pequena, a sua biologia
molecular é muito complexo (VILLIERS et al., 2004). Possuindo ainda poucos estudos
em relacdo a diversidade genética e distribuicdo do BPV no Brasil (DAUDT et al.,
2016).

O BPV caodifica oncoproteinas que estdo envolvidas em varias etapas da
transformacao celular, apresentando acéo clastogénica e induzindo a instabilidade
gendmica que esta intimamente ligada a malignidade. O BPV possui um virion de
conformacao icosaédrica com um diametro de 55-60nm, com 7.265 nucleotideos
(MASUDA, 2010). Os PVs séo virus pequenos e oncogénicos, nao envelopados, seu
capsideo € composto por 72 pentameros (capsdmeros), a proteina L1 e L2 constituem
o capsideo, sendo a L1 a proteina principal e a L2 a proteina secundaria interna
(TOZATO, 2011).

Seu genoma possui trés divisées: a regido que codifica as proteinas E1, E2,
E3, E4, E5, E6 e E7 que desempenham um papel regulador importante no ciclo de
infeccdo do virus, chamada de regido de controle precoce (ECR — Early Control
Region); a regido que codifica as proteinas L1 e L2 chamada de regido de controle
tardio (LCR — Late Control Region). A regido ndo codificante (NCR — Non-Coding
Region) de sulfato de heparina, ela € o sitio de ancoragem da proteina L1
(BORZACHIELLO, 2007).

O capsideo é formado por 360 copias de proteina L1 e 12 cépias da proteina
L2, a proteina L2 € a menor mesmo estando em menor numero (BARROS, 2018). As
proteinas E equivalem a 45% do genoma e é responsavel por codificar as proteinas
utilizadas nas fazes de transcricao e replicacao viral, as proteinas L1 e L2 sao geradas
nas fazes tardias da replicagdo viral sendo encontradas somente nas células com
infecgbes produtivas. As ORFs-Open reading frame (Quadro de leitura aberto) estao
sobrepostas comprimindo varios genes em uma pequena area do genoma (TOZATO,
2011).

A regido LCR equivale a 15% do genoma, sendo constituido por elementos

reguladores da replicacéo, da transcricdo e pelos promotores que sao responsaveis
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pelos fatores celulares, contendo também o ponto de origem (ORI) da replicagdo viral,
0 LCR néo é codificante de proteina (TOZATO, 2011).

El: Os genes E1 e E2 encontram-se incluidos na regulacdo da transcri¢cao e
na replicacdo do virus. Proteina nuclear E1 é codificada pela ORF E1, essa proteina
age como helicase dependente do ATP, fornecendo energia para hidrolisar o
descondensamento da fita dupla do DNA. Das proteinas do BPV as mais importantes
sdo aEl e E2. AEL é a proteina mais conservada, pois possui grande importancia no
reconhecimento da origem de replicacdo (ORI), as proteinas E1 e E2 juntas formam
o complexo E2-E1-ori responsavel por auxiliar na constru¢do de um duplo hexametro
de E1, com atividade de deselicoidizag&o da fita dupla (FERNANDES et al., 2013).

E2: Esta proteina é codificada pela ORF E2, ela é essencial para criar uma
meio favoravel para que ocorra a infeccdo, esta ligada a replicacdo do DNA e a
manuteng¢ao do epissomo, transcricdo viral e o empacotamento do DNA durante a
montagem viral. A proteina E2 tem como fun¢éo o reconhecimento e ligacdo a origem
de replicacao juntamente com o recrutamento da proteina E1 especifica na ori. A E2
também possui funcdo de ligacdo ao cromossomo mitético, com finalidade de
proporcionar uma divisdo igualada de epissomas virais entre as células filha
(BARROS, 2018).

O PV é capaz de utilizar a proteina E2 para modular a atividade das proteinas
E6 e E7, a E2 é imunogénica, sendo assim, ela modula a resposta imune cuja
degradacédo resulta no aumento da expressao das proteinas E6 e E7. Assim o virus
evita a morte celular mantendo a maquinaria necessaria para a expressao e replicacao
do DNA viral ainda em funcionamento (FERNANDES et al., 2013).

E3: Estando presente na minoria dos Papillomavirus a ORF E3 ainda
permanece com a sua funcdo desconhecida (RIVOIRE et al., 2006).

E4: O gene E4 é totalmente sobreposto em E2, mas é encontrado em uma
matriz de leitura diferente. Ele € responsavel por produzir uma pequena proteina que
se encontra no citoplasma de queratindcitos durante a replicacdo. A proteina E4 é
codificada pela ORF E4 que se encontra dentro da ORF E2, a E4 é altamente
abundante nas lesGes onde representa 30% do total de proteinas. Ela possui como
funcdo ajudar na penetracdo do virus nas celular basais, estando juntamente
relacionada com disturbio na integridade da queratina, sendo responsavel pelo efeito
citopatico (BARROS, 2018).
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E5: Na infeccdo pelo BPV-5 o principal gene identificado em células
transformadas é o gene E5. Esse gene é extremamente conservado nos PVs
causadores de fibropapilomas (TOZATO, 2011).

A oncoproteina E5 € um polipeptidio hidrofébico de transmembrana com
funcdo oncogénica. Ela € codificado pela ORF E5, se expressando na camada basal
do epitélio acometido encontrando-se na membrana do reticulo endoplasmatico e
complexo de Golgi, onde vai promover a alcalinizacdo da membrana, tendo como
resultado o sequestro das moléculas do complexo de histocompatibilidade de classe
| e Il (MHC-l e IlI) impedindo que o MHC atinja a superficie da célula
(BORZACCHIELLO, 2007).

Desempenha o papel de desorganizar o controle do crescimento da celular,
interferindo na comunicacdo mediada pelas juncfes gap, bloqueando a conexina
tornando a célula insensiveis aos controles de crescimento das células normais
adjacentes. Atuar regulando negativamente a expressao das proteinas supressoras
tumorais p21 e p27 é outra funcédo da E5 (BARROS, 2018).

E6: A proteina E 6 é codificada pela ORF E6, sendo responsavel pela
modificacdo do citoesqueleto de actina, pela degradacdo proteossbmica via
ubiquinizacédo (degradacéo proteossdmica mediada pela adicdo de mondmeros de
ubiquitina) da p53, apds se formar o complexo E6-ubiquitina ligase, bloqueando assim
o sinal da via de apoptose, a E6 inibe a funcdo da p53, pois na presenca dessa
proteina quando tem algum dano no DNA ela interrompe o ciclo celular, assim quando
a E6 inibe a proteina p53 ela mantem o ciclo celular permitindo que ocorra a
amplificagcdo do genoma viral. A proteina supressora tumoral p53 € codificada pelo
gene TP53, que possui capacidade de regular a transcricdo da p21, um importante
inibidor de quinase dependente de ciclinas (BORZACCHIELLO, 2007).

E7: A E 7 também conhecida como UBR4, é codificada pela ORF E7, essa
oncoproteina é responsavel por degradar a proteina imunossupressora tumoral pRb
(proteinas do Retinoblastoma) e interage com as CDKs p21Wafl/cipl e p27kipl,
resultando em transformacdo maligna. A E7 esta ligada a hiperplasia das células da
camada espinhosa, levando a uma elevacdo no numero de desmossomos e
tonofibrilas (ARALDI, 2014).

E6 e E7 sdo oncoproteinas que provocam anormalidades centroméricas,
aumentando o0 risco de segregacado errada do cromossomo e aneuploidias,

estimulando juntamente a replicacédo excessiva do DNA, isso predispde a quebras do
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DNA levando a instabilidade genémica. Essa instabilidade gendmica é visualizada por
perda e ganho cromossémico, sendo comumente observado em tumores solidos,
tratando-se do primeiro passo que leva a transformacao celular (ARALDI, 2014).

As proteinas E5, E6 e E7 sdo proteinas precoces necessarias no processo
carcinogénico do BPV, sendo chamadas de oncoproteinas (BARROS, 2018).

L1: O gene L1 mostra a regido do genoma viral mais conservada, sendo muito
importante para classificar os tipos, subtipos e variantes dos PV (VILLIERS et al.,
2004). A proteina L1 possui a NCR- como sitio de ancoragem o que resulta na
endocitose viral (FERNANDES et al., 2013).

L2: A proteina L2 se liga ao DNA durante a morfogénese do virion. As
proteinas L1 e provavelmente a L2 podem interceder a ligacdo do virus com o receptor
de membrana celular durante a infeccdo (FERNANDES et al., 2013).

2.4 CICLO REPLICATIVO

O ciclo replicativo do BPV esta profundamente relacionado ao programa de
diferenciacédo do tecido epitelial dos hospedeiro. E considerado provavel que os
Papillomavirus partilhem do mesmo procedimentos durante o ciclo de vida produtiva,
mesmo que possuam diferentes potenciais oncogénicos. As células epiteliais basais
sao infectadas preferencialmente, pois sdo expostas resultante de micro lesées do
epitélio (TOZATO, 2011).

Ap6s o virus invadir a célula os virions vao migrar para o nucleo. A replicacéo
gendmica acontece na fase S do ciclo celular decorrente da acéo das proteinas E1 e
E2, agindo em conjunto com as proteinas de replicacao celular (LEE e LAIMINS,
2007). Depois da replicagdo do genoma as células infectadas se diferenciam
permanecendo com o ciclo celular ativo, onde em circunstancias normais ocorreria a
diferenciacéo e elas interromperiam o ciclo replicativo celular apds deixar a camada
basal. Com as células mantendo ciclo replicativo ativo, isso permite com que elas
voltem a entrar na fase S, mantendo o alto nivel de replicagéo viral. Essa possibilidade
da célula de manter o ciclo replicativo ativo se da por conta da acéo realizada pela
proteina viral E7. As Proteinas virais do capsideo L1 e L2 sdo codificadas nas
transcricdes tardias. A progénie dos virions € construida nas células altamente

diferenciadas sendo liberadas para o meio extracelular em seguida ocorrendo a



18

sintese das proteinas L1 e L2 do capsideo na camada granular do epitélio (LEE e
LAIMINS, 2007).

Para ocorrer a infeccao pelo BPV é necessario a presenca de uma pequena
lesdo tecidual, na qual exponha os peptideoglicanos de sulfato de heparina que
constituem a membrana plasmatica (ARALDI, 2014). Assim a proteina L1 do BPV se
liga ao sulfato de heparina resultando em uma mudanc¢a conformacional que expde a
proteina L2 que € clivada pela Furina levando a uma segunda alteracéo na estrutura.
O que permite a ligacdo do virus a integrina a6 de forma que as particulas virais
entrem na célula por meio de endocitose mediada por clatrina e caveolina
(FERNANDES et al., 2013).

A infeccao produtiva é quando ocorre a expressao génica dos BPVs sendo
conectados a diferentes etapas de diferenciacdo celular de queratinécitos e so6
ocorrendo com aqueles que sofreram diferenciacéo terminal. O virus infecta células
basais expressando alguns de seus genes, replicando seu genoma nos estratos
escamosos e granulares, quando expressa seus genes estruturais formados nos
ceratinocitos escamosos, 0S novos Vvirus sao liberados na camada cornea (MASUDA,
2010).

O gene E4 é responsavel por codificar pequenas proteinas que estao em alta
concentracao no citoplasma dos ceratinocitos, que vao interagir com os filamentos de
citoceratina. Os genes E1 e E2 sdo genes precoces sendo encarregados pela
replicacdo do DNA assim como pelo controle da transcricdo (BARROS, 2018).

As ORF’s E5, E6 e E7 estdo envolvidas no processo de sobrepor o controle
do ciclo celular participando do processo de transformacao celular em célula
hospedeira. Os Papillomavirus bovino-3, -4 e -6 ndo possuem a ORF E6 sendo
substituida pela E5 nesses virus (MASUDA, 2010).

O gene E6 é indispensavel nos BPV-1 e Papillomavirus humano(HPV) ele
provoca a imortalizacdo da célula degradando o gene supressor tumoral, inibindo a
regulacéo do ciclo celular e a apoptose (MASUDA, 2010). Na histologia pode ser
visualizado as alteragGes sofridas pelo tecido acometido, conforme apresentado na

figura 1.



19

b 3
Fonte: (SILVA et al., 2015)
Nota: (a) Acantose (flecha) e hiperqueratose ortoqueratética moderada (ponta de flecha). Obj.10x. (b)
Deposicdo aumentada de granulos de querato-hialina (flecha) no estrato granuloso e em alguns
coilécitos (ponta de flecha). Obj.40x. (c) Granulos de querato-hialina (seta). Hiperqueratose
ortoqueratética (ponta de flecha). Obj.10x. (d) Retencdo acentuada de melanina no estrato basal da
epiderme (flecha) hiperqueratose discreta ortoqueratética (ponta de flecha). Obj.10x

2.5 PATOLOGIA

A papilomatose é uma doenca infectocontagiosa, tendo o Papillomavirus
como agente etiolégico. E conhecida também como “figueira”, “verruga’,
“fibropapilomatose” e “epitelioma contagioso”, ela é classificada como uma doencga
cosmopolita e esta intimamente associada a imunidade celular animal (FERREIRA et
al., 2017).

A papilomatose pode ser descrita como uma hiperplasia do epitélio de
revestimento, com alongamento ou alargamento das cristas interpapilares que se
projetam acima da mucosa de superficie (MONTEIRO et al., 2008). A espécie com
maior ocorréncia é a bovina, que pode apresentar infeccdo cutanea, urogenital e
orofaringea (GONCALVES et al., 2019).

A papilomatose se manifesta nos animais através da presenca de nodulacéo
em diferentes regides do corpo, podendo ser internos como em sistema digestério e
bexiga, também externo como pele, pescoco, regides de cabeca, em torno dos olhos
e boca, Ubere podendo se espalhar para o resto do corpo. Pode ocorrer com que 0S
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animais desenvolvam extensos papilomas no trato gastroentérico superior, e venham
a apresentar como consequéncia, dificuldades para se alimentar e respirar, deixando-
os debilitados podendo assim vir a 6bito (MONTEIRO et al., 2008).

Os papilomas apresentam caracteristicas nodulares da epiderme podendo ser
de forma peduncular ou plana, multiplas ou Unicas e afetando um ou mais animais. O
papiloma de forma pedunculado é mais comum de ocorrer em animais jovens, se
caracteriza por apresentar formato que se assemelha a de couve flor, possuindo
coloracado escura, superficie irregular e consisténcia dura. O papiloma de forma plana
€ mais comum em animais velhos, € caracteriza por apresentar forma circular, nao
apresenta relevo muito elevado e podendo ter coloracdo clara ou escura. Os
papilomas normalmente surgem na cabeca, pescoco e cernelha, ocasionalmente no
dorso e abdome, podendo ter duracdo de um ano ou mais (HARTMANN et al., 2002).
Na figura 2 pode ser visualizado papilomas presente em regido ruminal de bovinos.

Figura 2- Papilomas localizados no rimen

Fonte: (GASPAROTTO, 2019)
Nota: Papilomas encontrados em regido ruminal apresentando forma peduncular de superficie lisa e
multiplos.
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A ocorréncia da papilomatose é um indicativo de baixa resposta imunolégica
dos animais. Uma predisposi¢cdo sao os animais que nao recebem suplementacéo
alimentar, podendo provocar nos bovinos uma diminuicdo na imunidade favorecendo
dessa forma a ocorréncia de enfermidades como a papilomatose (MARINS, 2004).

A papilomatose é uma doenca de distribuicdo mundial, ndo possui relato de
predilecdo por raga ou sexo. Essa enfermidade possui uma baixa letalidade, e quando
resulta na morte do animal é devido a ocorréncia de miiases, que ocorrem quando 0s
papilomas sao lesionados ou arrancados de forma traumatica. Animais jovens possui
uma maior predisposi¢ao, tem sido observado com mais frequéncia em animais com
idade inferior & os dois anos e de preferéncia estabulados (SILVA et al., 2004).

Os papilomas sédo excessivamente desconfortavel para os animais afetando
a producédo de leite e carne, levando a o surgimento de uma infeccfes bacterianas
secundarias e miiases (FERREIRA et al., 2017). A debilitagcdo do animal devido a um
grande numero de papilomas também podem levar o animal a ébito. A papilomatose
pode manifestar complicacdes por lesées mecéanicas como hemorragias ou infeccées
secundarias, que podem ocorrer nos papilomas grandes ou nos aglomerados
podendo levar a transtornos gerais toxicos e até a septicemia (SANTIN; BRITO, 2004).
Podem ocasionar cegueira, retardado desenvolvimento, miiases, produtividade
reduzida, e se localizados no teto podem provocar mastite devido a ndo secagem
correta na hora da ordenha (RECH et al., 2018).

Animais imunossuprimidos costumam permanecer por um tempo maior com
a doenca, na maioria dos casos a papilomatose possui regressao espontanea, ou
seja, ela possui caracteristica autolimitante, onde mesmo sem a aplicacdo de um
tratamento ela apresenta desaparecimento das les6es. O papiloma pode estimular a
imunidade humoral e cito-mediada desencadeando assim a cura espontanea da
doenca (SILVA et al., 2004). Porém algumas situacdes séo de complexa resolucéo, a
multiplicacdo de animais acometidos no rebanho favorece a propagacédo do agente
contaminando outros animais (SILVA et al., 2017). O proprio animal acometido pela
doenca se torna reservatorio durante o curso da patologia que é geralmente longo. O
periodo de incubacédo e a manifestacdo das lesbes variam de semanas a meses
(RECH et al., 2018).
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2.6 SINAIS CLINICOS

Os papilomas séo lesGes de aspecto nodular, resultado de infeccdo por
Papillomavirus, podendo possuir coloracao que varia de branco-acinzentado a negra,
de consisténcia dura, normalmente apresenta superficie aspera e friavel. Além de
apresentar uma aparéncia mais desagradavel no animal atingido pela papilomatose
ela também causa incbmodo no animal, provocando a exibicdo de alguns sinais
clinicos, dentre eles o desenvolvimento retardado, cegueira, Infeccdes secundarias
resultando em mastites, queda na producédo de leite, lesdes papilomatosas no Ubere,
lesGes nos tetos, pénis, papadas, costas, fiboropapilomas cutaneas, gastrointestinais,
verrugas ao redor dos olhos e Ubere da orelha, e tumores de bexiga (BARROS, 2018).

Alguns dos BPV sao correlacionado a neoplasias nos bovinos principalmente
guando associados com cofatores ambientais, como a ingestdo de samambaia que
predispde a o cancer da bexiga urinaria. O PV também provoca papilomas no trato
gastrointestinal superior que pode evoluir para carcinomas (HAGA et al., 2013).

Quando os nédulos se apresentam no esdfago e/ou rimen o animal pode
apresentar sinais clinicos direcionados a regurgitacdo e timpanismo. Animais com
tumores ulcerados nesta area apresentava halitose acentuada devido a impactacao
de alimentos e necrose da massa tumoral (SOUTO et al., 2006).

As causas menos comuns do timpanismo obstrutivo sdo 0s carcinomas,
lesbes granulomatosas ocasionadas pelo Actinomyces bovis perto da goteira
esofagica e na parede do reticulo assim como papiloma da goteira esofégica e reticulo
(PATRICIO, 2012). Papilomas no sistema digestorio podem ser achados acidentais
de necropsia ou frigorifico, podem vir acompanhados de carcinoma de células
escamosas (CCE) causado pela consumo cronica de Pteridium arachnoideum (REIS
etal., 2017). Os tumores normalmente apresentam regressdo espontanea, no entanto,
podem permanecer e na presenca de cofatores ambientais e/ou genéticos podendo
evoluir para um cancer. Em casos mais graves a papilomatose pode ocasionar a morte
do animal (BARROS, 2018).

2.7 SAMAMBAIA DO CAMPO

A Pteridium aquilinum v. arachnoideum é classificada na familia

Polypodiaceae, ela é mais conhecida como samambaia do campo. Juntamente com
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BPVs (BPV-I, BPV-2, e BPV-4), o consumo de samambaia (Pteridium aquilinum) é
ligada com diversos tipos de tumores na bexiga e no trato alimentar (TESSELE;
BARROS, 2016).

E uma planta facil de ser encontrada em quase todo o Brasil, sendo mais
encontradas em solo pouco fértil, arenoso e acido. Ela é uma planta toxica de ampla
distribuicdo. Os carcinomas do trato gastrointestinal superior sédo especialmente
causadas por infeccdo BPV-4 em sinergismo com a samambaia. As concentracdes
de substancias toxicas mudam dependendo dos estagios de crescimento da planta,
encontrando-se mais toxica na fase de brotacdo (GARSZARECK, 2010).

A samambaia € bastante conhecida por seus efeitos carcinogénicos,
mutagénicos e imunossupressores, possui a Ptaquilosideo que tem como principais
causas o0s tumores intestinais, bexiga e 0s mamarios, a quercentina que apresenta
efeito radiomimético e imunossupressor, seu efeito imunossupressor limita a eficacia
da resposta imune do animal diante do agente etiologico. O surgimento de tumores se
deve provavelmente pela acdo do Ptaquilosideo (GARSZARECK, 2010).

2.8 EPIDEMIOLOGIA

A papilomatose bovina € bastante comum no Brasil acometendo
preferencialmente bovinos com idade inferior a dois anos, mas bovinos de diversas
idades podem ser acometidos, tendo uma maior ocorréncia em propriedades onde 0s
animais se apresentam mais aglomerados como em confinamentos ou rebanhos de
leite. Para que ocorra a infec¢ao pelo virus € necessario que tenha uma lesdo como
porta de entrada do virus no epitélio (ARALDI, 2014).

Além de causar infecgdes no hospedeiro original (bovino) o Papillomavirus foi
detectado em lesbGes de outras espécies como 0s equinos e bufalos (DAUDT et al.,
2016). Os PVs infectam epitélio e mucosas sendo em muitas vezes areas especificas
do corpo (VILLIERS et al., 2004). A papilomatose é bastante comum, mas em areas
que apresentam alta infestacdo por samambaia a papilomatose apresenta
persisténcia em elevada quantidades no trato alimentar (MASUDA, 2010). A
papilomatose cutanea que acomete o rebanho leiteiro possui predilecéo por regides
especificas, podendo acometer o animal por longos periodos. (VILLIERS et al., 2004).

O processo de infeccdo do virus é ligado a replicacdo do genoma viral, esse

processo necessita dos fatores do hospedeiro, esses fatores podem ser inibidos ou
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ativados pelas proteinas do patégenos durante a infec¢éo. Alguns estudos demostram
que o virus possui a capacidade de regular esses fatores para proporcionar um alto
namero de coépias do genoma viral desencadeando assim o processo infeccioso
(BARROS, 2018).

2.9 TRANSMISSAO

Os animais que estéo debilitados sdo os mais susceptiveis, sua transmissao
pode ocorrer de forma direta, pelo contato direto do animal infectado com animal
higido ou de forma indireta, por utensilios contaminados, troncos, cochos, cercas, e
palpacao retal. Depois de invadirem a pele os PVs infectam as células basais da
epiderme induzindo de forma expressiva a mitose das mesmas ocasionando acantose
e hiperceratose (SILVA et al., 2017).

Muitos fatos ainda néo foram respondidos, em especial o que abrange suas
vias de infeccdo e o motivo de alguns tipos induzirem mutacfes cancerosas enquanto
outros restringem-se a tumores benignos (FERNANDES, 2018). Por se tratar de uma
doenca transmitida preferivelmente por contato fisico, ordenha e/ou amamentacéo as
areas mais acometidas pelas lesbes sdao a cabeca, vulva, Ubere e tetos
(FERNANDES, 2018).

Quando os animais apresentam verrugas genitais aumentam as chances da
transmissao ocorrer de forma sexual, o contagio pela inseminacéo é considerado raro.
Na ordenha manual ou com equipamento de ordenha pode ocorrer infec¢cao do animal
gue pode vir a manifestar a forma mamaria da doenca. A infeccao transuterina com o
Papillomavirus Bovino - BPV pode acontecer ao longo da gestacdo o que justifica a
verruga congénita (MARINS, 2004).

2.10 PREJUIZOS ECONOMICOS

A papilomatose cutanea bovina provoca consideraveis perdas sendo
amplamente distribuida nos rebanhos brasileiros, causa grandes prejuizos com
infeccbes secundarias e gastos utilizados com tratamentos, por ser varias vezes
negligenciada por produtores e profissionais a Papilomatose acarreta em grandes
prejuizos econdmicos a pecuaria. Os prejuizos econdmicos decorrentes da

papilomatose bovina sdo a desvalorizacdo do couro e a diminuicdo da produtividade
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(SILVA et al., 2004). Ocorrendo assim uma sutil depreciacdo no valor do animal por
conta da dificuldade no comercio do mesmo, de dificuldades relacionados com a
fertilidade especialmente quando o papiloma estd localizado na genitalia
(GONCALVES et al., 2019).

Animais que apresentam papilomas na base da lingua, faringe e epiglote,
apresentam dificuldade na degluticdo do alimento sofrendo perda de desempenho e,
guando acomete a regido mamaria torna mais complexa a colocacdo da ordenha
mecanica, desvalorizando ao mesmo tempo os animais e dificuldade em amamentar
0 bezerro (TOZATO, 2011). Essa dificuldade na ordenha pode ter como resultado os
guadros de mastite e obstrugcdes de tetos sendo observado principalmente em fémeas
primiparas. Quando os papilomas acometem regifes mais especificas como prepucio,
testiculos e pénis (nos machos), tetas e Ubere (nas fémeas) tornando assim
insatisfatorio seu desempenho zootécnico podendo acarretar em grandes prejuizos
(HARTMANN et al., 2002).

Levando em consideracdo o ponto de vista sanitario, o rebanho leiteiro séo
mais susceptiveis a doencas infectocontagiosas podendo comprometer de forma
consideravel a saude do animal e a producdo leiteira resultando em prejuizos ao
produtor (TOZATO, 2011).

2.11 DIAGNOSTICO

2.11.1 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

O diagnéstico da doenca se torna facil em alguns casos por conta da
expressao clinica, onde é possivel ser observado papilomas a olho nu. Em alguns
casos pode se dispor de alguns testes para auxiliar no diagnostico, esses testes
revelam algumas alteracdes celulares que podem indicar uma possivel infec¢ao pelo
virus. Os testes utilizados para detectar acido nucleico viral sdo mais sensiveis, além
de detectar a infeccdo podem também determinar o tipo de virus que esta envolvido.
Uma destas técnicas utilizadas é a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), uma
técnica de amplificacdo utilizada para sintetizar sequéncias especificas de DNA in
vitro. A técnica da PCR adequa-se para a identificacdo do Papillomavirus por conta
da alta sensibilidade e especificidade e por ndo necessitar o cultivo do virus
(MONTEIRO et al., 2008).
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A PCR utiliza etapas de oscilacao de temperatura que promove a duplicacao
in vitro das cadeias de DNA. Cada ciclo é reproduzido em torno de 30 a 35 vezes e
possibilita a amplificacdo da regido alvo definida de acordo com o anelamento dos
iniciadores sintéticos de DNA (CAMARGO; SILVA, 2011), a cada ciclo a quantia de
fragmentos de DNA na reacgao dobra (HAAS; TORRES, 2016).

Nesse processo se faz necessério a utilizagdo dos quatro nucleotideos do
DNA, os desoxinucleotideos trifosfato (ANTP’s) que séo as bases nitrogenadas, elas
sdo o0 molde de DNA, os primers ou sequencias iniciadoras, e uma DNA polimerase
termoestavel. Por ser uma enzima termoestavel, a Taqg DNA polimerase possibilita a
execucdo de mdultiplos ciclos de reacdo com uma Unica adicdo de enzima, o que
permitiu a automatizacao da reacao e consequentemente a generalizacdo de seu uso
(HAAS; TORRES, 2016), tornando assim possivel a partir de uma fita molde a
obtencdo de diversas copias de uma sequéncia de acido nucleico especifica. A
identificacdo por PCR pode ser comprometida por alguns elementos primarios, como
concentracdo de DNA e a sua purificacdo (DAUDT et al., 2018).

A PCR se constitui de trés etapas basicas por ciclo de oscilacdo de
temperatura: 1) a desnaturacdo da fita molde de DNA, esta etapa pode durar de 30
segundos a 1 minuto com uma temperatura de 92 a 96 °C; Il) iniciadores sintéticos da
reacao de polimerizacdo, onde se ligam a o campo complementar da fita de DNA que
sera duplicada, esta etapa pode ter duracdo de 30 segundos a 1 minuto com uma
variacdo de temperatura de 58 a 65 °C,; lll), a amplificacdo por meio da taq polimerase
enzima responsavel por amplificar o DNA a partir de iniciadores utilizando as bases
nitrogenadas como substrato da reacao, esta etapa pode ter duracdo de 45 segundos
a 1 minutos a uma temperatura de 72 °C. A Taq polimerase utilizada € a polimerase
da bactéria Thermus aquaticus, que possui como ambiente 4guas quentes de géiseres
e vulcbes submersos, possuindo um ponto ideal de crescimento entre 70 e 75°C
(CECCATTO, 2015).

2.11.2 Histopatologia

A hiperplasia do epitélio pavimentoso estratificado é bastante destacada,
sendo possivel que se estenda até a derme, o estrato espinhoso é a camada mais
grossa da epiderme ocorrendo normalmente o desaparecimento das pontes

intercelulares. A sustentacdo da hiperplasia € feita por uma haste fibrovascular
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(FERNANDES et al., 2009). Os papilomas escamosos provocados por virus devem
ser diferenciados dos que possui causa ndo-viral mesmo que tenham diversas
caracteristicas clinicas e histopatolégicas em comum. Utilizando de microscopia
eletrbnica é possivel a visualizacdo da estrutura hexagonal densa do virus no ndcleo
das células do estrato granuloso e estrato cérneo (FERNANDES et al., 2009). Com a
utilizacdo da microscopia eletrénica pode ser observado o efeito citopético viral nas
células podendo ser visualizado de duas maneiras: A primeira compreende na
visualizacdo de ceratindcitos apoptoticos. A segunda sendo a mais importante,
apresenta coilécitos, que sdo ceratindcitos (escamosos ou granulosos) apresentando
nucleo picnotico, excéntrico, possuindo um marcado halo perinuclear. Na histologia
as neoplasias se consistem em varias projecdes papilares de espessura variada,
encobertas por epitélio escamoso estratificado acantético uma grossa camada cOrnea
ortoceratética (TESSELE; BARROS, 2016).

Histologicamente a papilomatose causada pelo Papillomavirus tem seu
desenvolvimento dividido em trés fases: o crescimento que é diferenciado por
apresentar hiperplasia das células basais, acantose leve a moderada, hiperceratose,
paraceratose e uma quantidade reduzida de corpusculos de inclusdo; O
desenvolvimento é uma fase com elevada acantose, apresentando tumefacgéo celular
e acentuada hiperceratose ortocerattica e paraceratética, € nessa fase que e
possivel ser observado varios corpusculos de inclusédo viral intranucleares podendo
ser visualizados em células tumefeitas ou degeneradas das camadas espinhosa e
granular; a fase de regressdo dos papilomas € diferenciada por apresentar leve
hiperplasia epidermal, um aumento na formacdo de redes, discreta proliferagdo de
fibroblastos, deposicédo de colageno e infiltrado de linfécitos T na interface dermo-
epidérmica. Mesmo depois da regressao, formas epissomais de DNA de BPV podem
ser observadas em linfécitos circulares, sugerindo que fatores imunossupressivos ou

citocinas sdo capazes de reativar a laténcia viral e provocar lesdes (MASUDA, 2010).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ETICA NA PESQUISA

O trabalho se trata de uma coleta do banco de dados do laboratério de

virologia da Universidade Federal do Acre e, foram analisadas 33 amostras
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provenientes de lesbes ruminais. E dispensada a aprovacéo na comisséo de ética no
uso de animais por se tratar de animais abatidos em abatedouros frigorificos

registrados em algum tipo de inspecao sanitaria e por se tratar de coleta de dados.

3.2 AMOSTRAS

As amostras foram provenientes de diferentes municipios do estado de
Rondonia, regido norte do Brasil. As lesdes sugestivas de papilomatose no ramen
foram coletadas em abatedouro frigorifico sob servi¢o de inspecao Federal, na regido
central do estado de Rondénia. A coleta foi realizada utilizando pincas e laminas de
bisturi estéreis para cada lesdo. Posteriormente, parte de cada amostra foi

acondicionada em formol a 10% e a outra refrigerada a uma temperatura de 4°C.

3.3 EXTRACAO DE DNA E PCR

As amostras de papiloma foram trituradas com areia estéril em 10 mL de
solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) (pH 7,4), e centrifugadas por 2000 rpm
durante 10 minutos (HATAMA et al., 2008). Aliquotas foram utilizadas para a extracéo
do DNA, foi realizado por um protocolo que utiliza silica (BOOM et al., 1990), onde o
DNA foi purificado em uma reacéo contendo silica e um tampao de lise com tiocianato
de guanidina. Apés a lise, o complexo silica-acido nucléico foi lavado duas vezes com
um tampéao contendo tiocianato de guanidina, duas vezes com etanol 75% e uma vez
com acetato. O complexo foi seco, e diluido em TE (10 mM Tris HCI pH 8,0 e 1mM
EDTA) e centrifugado, sendo o produto final estocado a - 20°C.

Para a amplificacdo parcial do gene L1 dos PV, foram utilizados os primers
degenerados FAP59 e FAP64, resultando em um produto de amplificacdo com 478
pares de base (pb) (FORSLUND et al. 1999). A reacao foi realizada com 2,5 pL do
DNA extraido, 0,4 pmol/ml de cada iniciador; 2,5 unidades de Tag DNA polymerase
(Invitrogen Life Technologies, EUA), 1x PCR buffer, 1,5 mM MgClz, 200 mM de cada
dNTP e agua ultrapura estéril para o volume final de 25 pL. A amplificagéo foi realizada
em termociclador nas seguintes condi¢cdes de tempo e temperatura: uma etapa de 10
min a 94°C, seguida de 40 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 50°C, 1 min a 72°C e uma

etapa final de 7 min a 72°C. Aliquotas de 5 pLdos produtos amplificados foram
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submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2% corante Blue Green | (LGC, Brasil),
utilizando 0,1 pL/mL por amostra. O gel foi visualizado sob luz UV.

Os produtos da PCR foram purificados utilizando os kits comerciais
NucleoSpin Extract Il, Macherey-Nagel e, posteriormente, sequenciados utilizando o
sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado com capilares
de 50 cm e polimero POP6 (Applied Biosystems), com os iniciadores direto e reverso.
A qualidade das sequéncias obtidas foi avaliada pelos softwares Phred/Phrap Consed
Analysis Program (http://www.phrap.org/phredphrapconsed.html) e a identidade dos
produtos foi comparada com as sequéncias depositadas em bases publicas de dados
(GenBank — National Institute of Health, Bethesda, MD, EUA) utilizando o software

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST). Para a definicdo de subtipos e variantes

de PV, foi utilizado o critério do Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV,
2019).

3.4 BIOSSEGURANCA

Toda a manipulacdo das amostras no frigorifico e no laboratério, bem como a
manipulacdo dos reagentes e produtos quimicos empregados para a elaboracao das
técnicas laboratoriais, foram realizadas utilizando dispositivos de biosseguranca
disponiveis no laboratério de virologia geral e parasitologia ou em laboratério de apoio.
Desta forma, os procedimentos e EPIs utilizados foram: luvas de manipulacéo
descartaveis; mascaras descartaveis; aventais especificos para cada tipo de
manipulacdo; pipetadores automaticos; ponteiras com protecdo para aerossois;
material plastico descartavel; ambientes distintos para a elaboracdo de diferentes
etapas da pesquisa (1- processamento do material bruto; 2- extracdo de acido
nucleico; 3- elaboracédo do MIX-PCR; 4- realizacéao da técnica de PCR; 5- analise dos
produtos amplificados); utilizacdo de substancias neutralizadoras de produtos toxicos
tais como isotiocianato de guanidina; descarte adequado do material biolégico e

produtos toxicos e esterilizacdo de todos produtos potencialmente infecciosos.

3.5 METODO ESTATISTICO

O método estatistico utilizado foi o teste de propor¢cdo, no qual foi feito

utilizando o software Action Stat Pro, sendo assim realizado o teste de proporc¢ao,
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utilizando o tipo de calculo para Tamanho Amostral e Poder, em ambos os testes o

nivel de significancia utilizado foi 0,05 se equivalendo a 5%.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 RESULTADOS
Das 33 amostras analisadas, 17 foram positivas para Papillomavirus e 16
negativos, conforme ilustrado na figura 3. Isso resulta em um percentual de 51,51%

das amostras positivas e 48,49% negativas.

Figura 3- Resultado dos testes realizados

Amostras

B amostras negativas

® amostras prositivas

Fonte: (MEDEIROS, 2020)

Utilizando o método estatistico para Tamanho Amostral foi possivel chegar a
seguinte conclusdo, com os resultados obtidos neste teste € demostrado que o
tamanho amostral necesséario para que o teste identifique uma diferenca entre as
proporc¢des nula de p0 = 0,51, e uma possivel proporcao real p = 0,49, sendo o poder
de no minimo 0,51, o tamanho da amostra (n) precisa ser = 1743 elementos. Quando
feito o célculo para Poder obtivemos a seguinte conclusdo, com os resultados obtidos
foi possivel observar que este teste tem poder de, aproximadamente 7,85% em
identificar uma diferenca entre a proporgao de hipotese nula pO = 0,51 e uma possivel

proporc¢ao real p = 0,49.
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4.2 DISCUSSAO

Como Silva et al. (2015) afirmam que a Amazbdnia é uma area propicia para
descobertas de novas cepas, sendo encontrado nesta regido um dos maiores
rebanhos de bovinos de corte do Brasil. Concordando com esta necessidade de
estudo envolvendo a regido amazonica, Silva et al. (2015) relata ainda que, utilizando
amostras oriundas do estado de Rondénia foi identificado 4 estirpes (01RO10,
02R010, 12R012, 17R0O12) classificadas como novos subtipos putativos de BPV13,
2 estirpes homologas, identificou como 09R0O11 e 14R012, representantes de um
novo tipo putativo. Pode com isso proporcionar um grande avanco nos estudos dos
PVs com realizacéo de estudos na regido amazbnica, como também feito por Silva et
al. (2016) que de amostras derivadas de um animal localizado no estado Acre dentro
da regido Amazobnica, foi identificado que BPV presente na amostra 04AC14 é
claramente um novo membro do género Xipapillomavirus. Ainda na regido amazonica
foi descoberto mais um novo tipo do BPV por Daudt et al. (2018) relatando que, a
partir de amostras coletadas de animais do estado do Acre na regido amazonica do
Brasil, foi descoberto um novo tipo de BPV putativo chamado BPV24. Demonstrando
com essas descobertas a importancia da regido amazonica para a realizacado de
estudos.

Monteiro et al. (2008) explica que mesmo sendo capaz de identificar a
infeccdo pelo BPV fazendo a utilizacdo de outras técnicas, foi escolhida a técnica de
PCR por ser mais rapida e possuir uma maior especificidade para a obtencdo dos
resultados. Sendo o mesmo teste utilizado para a realizacdo deste trabalho,
concordando com os beneficios da utilizacdo desta técnica Haas e Torres (2016)
realizou estudos em Belo Horizonte afirmando que, por conta de diversas qualidades
a PCR se tornou uma ferramenta de diagndéstico preciosa e muito confiavel para a
realizacdo de diagnéstico e monitoramento de doencas dos animais. Por estas
vantagens ela é bastante indicada para a detec¢do de BPV como ressaltado por Silva
et al. (2015) onde afirmam que a PCR permitiu a identificacdo de diversos novos tipos
de BPV em carne bovina de varias regides em todo o mundo. Sendo até entdo na
nossa realidade considerada uma das mais indicadas na identificagdo dos BPV.

Os resultado apresentando neste trabalho foram abaixo comparado com os
obtidos por Monteiro et al. (2008) relatam que de 40 amostras de diferentes tipos de

papilomas cutaneos submetidas a testes moleculares foram encontrados bandas com
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primers genéticos em 33 amostras (82,5%), demostrando presenca de virus na
propriedade localizada no Municipio de Ribeirdo - PE. Outros autores também relatam
resultados superiores, como Ataseven et al. (2016) que observou de 32 amostras
incluindo 23 papilomas e 9 amostras de sangue coletadas em trés provincias (Hatay,
Adana e Osmaniye) na Turquia, o BPV foi detectado em 69,6% (16) amostras de
papiloma e em 100% de sangue, totalizando 25 (78,1%) positivas. Sendo a quantidade
de amostras bastante aproximada ao numero utilizados neste trabalho, resultados
ainda mais elevados foram observados por Freitas et al. (2007) que observou em
testes realizados na Universidade Federal de Pernambuco, das 19 amostras de
papilomas que foram coletados um total de 100% deram positivos, sendo que nas de
sangue de 20 amostras 18 deram positivas (90%) para BPV. Todos os resultados
apresentados por esses autores confirmam a alta ocorréncia da doenca em rebanhos
acometidos. Embora alguns autores também tenham encontrado valores inferiores
como em Tessele e Barros (2016) onde foram classificados 65 tumores encontrados
em 544 lesdes de bovinos de abatedouro frigorifico do Rio Grande do Sul, destes
tumores 2 deles foram classificados como papilomas sendo um de tetos e um de
mucosa do rimen. Ainda assim ndo se pode afirmar uma baixa ocorréncia, pois deve
ser levado em conta que foram observados tumores de diversas origens ndo sendo
somente papilomas, o que pode explicar o baixo numero de identificacao.

O principal Papillomavirus responsavel por acometer o sistema digestorio
superior e 0 BPV-4 como explica Freitas et al. (2011) que o BPV-4 tem sido descrito
como agente de papilomas do canal alimentar, mostrando especificidade para o
epitélio mucoso. Podemos considerar a corrente sanguinea um meio para que o virus
consiga atingir o TGI concordando com descrito por Freitas et al. (2007) que sugere,
0 sangue periférico pode ser um caminho de disseminacdo para outros tecidos.
Podendo ser considerado um meio para o virus alcancar o TGI.

A papilomatose é uma patologia bastante comum no Brasil porém como
observado por Silva et al. (2015) e Doorslaer et al. (2012) as Infec¢des por BPV muitas
vezes podem ocorrer de forma assintomatica. Passando assim por despercebido
pelos produtores, o que pode fazer com que 0s casos sejam mais elevados do que 0s
relatados, como afirma Rech et al. (2018) com um estudo realizado na Universidade
de Cruz Alta (UNICRUZ) explicam que, a papilomatose é bastante difundida, porém
0S numeros de casos sao muito mais altos do que os descritos em literatura. Podendo

entdo esse problema ser muito maior do que se tem conhecimento. Em algumas
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regides a papilomatose possui uma ocorréncia elevada acometendo mais 0s animais
de producéo leiteira, assim como o afirmado por Schuch (2001) relatando que no Rio
Grande do Sul a doenca acomete todo o estado tendo uma maior frequéncia em
propriedades leiteiras. Mas ainda assim essa é uma preocupacao Séria para a
producdo de animais de corte que também s&o fortemente acometidos por BPV,
visando que os frigorificos sdo utilizados em diversos estudos como ressaltado por
Tessele e Barros (2016) explicando que, abatedouros frigorificos sdo considerados
fontes importantes para identificacdo de doencas que acometem animais de
producao.

Sendo considerado uma doenca de ocorréncia elevada se faz necesséario uma
maior atencdo sobre ela, mas Rech et al. (2018) relata que apesar de ser uma
enfermidade mundialmente distribuida, devido ela ter uma baixa taxa de letalidade
pode ser notado uma negligéncia por parte de alguns produtores, ondem n&o déo a
devida atencédo a os prejuizos causados pela doenca, se tornando ainda mais dificil
de reduzir os prejuizos causados. Nos abatedouros frigorificos as condenacgfes séo
regidas pelo RIISPOA (2017, p. 33) que estabelece no Art. 150. Paragrafo unico. Os
intestinos ou suas partes que apresentem nddulos em pequeno nidmero podem ser
liberados. Ndo sendo especifico para a papilomatose e sim para a presenca de
nédulos independente da causa. O RIISPOA (2017, p. 35) estabelece ainda Art. 165.
As carcacas de animais com neoplasias extensas que apresentem repercussao no
seu estado geral, com ou sem metastase, devem ser condenadas. Essas neoplasias
podem ou ndo envolver os papilomas ja que o regulamento ndo especifica a causa,
pois como explicado por Freitas et al. (2011) Quando ocorre a infec¢cdo dependendo
do tipo viral e dos cofatores ambientais, podem causar sintomas angustiantes nos
bovinos incluindo céncer do trato gastrointestinal superior. Sendo assim a
papilomatose dependendo do grau de acometimento pode acarretar em condenacao
de carcaca.

A papilomatose necessita de mais estudos por conta de sua importancia,
Marins (2004) apds realizar estudos em Campos Dos Goytacazes afirma que entre as
doencas diagnosticadas nos bovinos, as infec¢des virais séo as de maior ocorréncia,
merecendo destaque entre elas a papilomatose. Estando de acordo com o que ja foi
relatado por autores citados neste trabalho, enfatizando a alta ocorréncia da
papilomatose nos rebanhos brasileiros. Tessele e Barros (2016) explicam que os

papilomas consistem em 3% de todos os tumores, temos conhecimento de que séao
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tumores comumente observados em bovinos. Apresentando assim concordancia com
o destaque da papilomatose nos rebanhos. Villiers et al. (2004) também explicam com
estudos realizados na Universidade da California nos EUA que, os PVs podem
coexistir com seu hospedeiros por periodos prolongados de tempo. Estando assim
coerente com o fato de a papilomatose muitas vezes depender de uma baixa na
imunidade para poder afetar o animal. Sendo que algumas dessas baixas na
imunidade podem ser proporcionadas por cofatores externos como € o0 caso da
ingestao da samambaia (Pteridium aquilinum) estando de acordo com o afirmado por
Fernandes (2018) que realizou um estudo na Universidade Federal de Sergipe
explicando que, dependendo do tipo de BPV se ocorrer influéncia de cofatores
externos as lesGes podem se tornar malignas passando a ser chamados de

papilomatoses ou fibropapilomas malignos.

5 CONCLUSAO

Com os resultados a partir de amostras coletadas do rumen foi possivel avaliar
a ocorréncia do Papillomavirus nas lesfes, onde evidenciou também uma grande
guantidade de animais que apresentaram a doenca no rimen mesmo que o BPV de
rimen seja pouco diagnosticado, quando o animal apresenta a forma cutanea da
doenca deve ser levado em conta o risco de infec¢do do TGI pela corrente sanguinea.
Com os resultados apresentados € possivel afirmar a ocorréncia positiva de
Papillomavirus de ramen na regido central do estado de Rondbnia, podendo ser

demonstrado a diversidade viral presente na Amazonia.
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