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“Existem ainda muitas coisas a serem
aprendidas com o BPV. Nao é exagero afirmar
que o estudo do BPV borrou a linha divisoria
entre a medicina humana e a medicina

veterinaria.”

Maria Saviera Campo



RESUMO

Titulo: ESTUDO CLINICO, LABORATORIAL E BIOMOLECULAR DE REBANHO
LEITEIRO PARA PRODUCAO DE BIOTERAPICO DE PAPILLOMAVIRUS
BOVINO

O Papillomavirus Bovino e a papilomatose cutanea estdo amplamente difundidos no rebanho
brasileiro causando perdas econdmicas significativas. Os tratamentos existentes sao
dispendiosos, ineficazes e ndo ha vacinas comerciais disponiveis, sugerindo a pesquisa por
medicamentos vidveis e seguros. Dentre os medicamentos homeopaticos, 0s bioterapicos séo
produzidos a partir de produtos ou tecidos do paciente e utilizam o proprio agente causal da
doenca para estimular o organismo a promover a cura. Neste contexto, teve-se como objetivo
acompanhar bovinos leiteiros naturalmente infectados por BPV, caracterizar os aspectos
clinicos, epidemioldgicos, laboratoriais e moleculares do rebanho, para, a partir do sangue e
lesbes dos animais estudados produzir e avaliar bioterapico de Papillomavirus Bovino. O
trabalho foi desenvolvido no Instituto Agronémico de Pernambuco e no Laboratério de
Estudos Moleculares e Terapia Experimental da Universidade Federal de Pernambuco. A
propriedade foi avaliada quanto a localizagdo, estrutura fisica, manejo nutricional, reprodutivo
e sanitario do rebanho. Dentre os animais da propriedade, foram acompanhadas 92 fémeas
bovinas, das quais foram coletados 35 fragmentos de lesdes cutdneas e 89 amostras
sanguineas. Destas amostras, foram realizados hemogramas, extracdo de DNA, identificacdo e
genotipagem de BPV, e produzidos dois bioterapicos de Papillomavirus Bovino. BiotSan,
produzido a partir do pool de amostras de sangue e BiotLes, produzido a partir de um pool de
lesbes cutaneas, ambos seguindo a Farmcopeia Homeopética Brasileira na diluicdo D30. Os
bioterapicos prontos foram avaliados por biologia molecular quanto a presenca do virus nas
diluicbes D1 a D30. O estudo caracterizou os aspectos epidemioldgicos da propriedade, 0s
aspectos clinicos e laboratoriais do rebanho, a infeccdo dos animais pelo BPV, o
desenvolvimento, caracteristicas e evolucdo clinica das lesdes em 24 meses, a frequéncia e
compara¢do dos tipos virais no sangue e lesdes cutaneas. Os resultados mostraram que todos
0s animais estavam infectados pelo BPV, as avaliages hematoldgicas indicaram evidéncia de
doenca crdnica no rebanho, semelhante entre animais sintomaticos e assintomaticos. Foi
identificado comprometimento reprodutivo do rebanho, indicando ser causado pela infeccéo
com o0s BPVs. A papilomatose cutanea leve com lesbes do tipo atipico basal Gnico foi a mais
frequente e ndo houve regressdo das lesdes no periodo estudado. A presenca de maultiplos
tipos virais no sangue e lesdes foi identificada em quase 100% das amostras, ocorreu com
varios tipos virais, sem relacdo com localizacdo, tipo ou gravidade das lesbes e ndo foi
determinante para o desenvolvimento de lesbes cutaneas e sintomatologia clinica. Os tipos
virais presentes no sangue e lesdes do rebanho foram semelhantes e ndo diferiram entre
animais sintomaticos e assintomaticos. BPV2 e BPV3 foram os tipos mais frequentes nas
lesGes e BPV10 e 12 no sangue. Os tipos virais BPV11 e 12 foram identificados pela primeira
vez em Pernambuco em amostras de sangue e lesdes. As técnicas empregadas para producao e
avaliacdo dos bioterapicos BiotLes e BiotSan foram eficazes e a analise molecular mostrou
composigdo por tipos virais dos géneros Delta, Epsilon e Xipapillomavirus, ideal para indugéo
de resposta imune especifica do BPV. A diluicdo D30 destes bioterapicos, no entanto,
apresenta fragmentos virais, ndo sendo recomendada para utilizagdo no tratamento e
prevencdo da doenca em bovinos, indicando a necessidade de novos estudos para determinar a
diluicdo homeopatica para qual inexistam particulas virais.

PALAVRAS-CHAVE: isoterapia, papilomatose cutanea, BPV, sangue, lesdes cutaneas



ABSTRACT

Title: CLINICAL, LABORATORY AND BIOMOLECULAR STUDY OF DAIRY
HERD FOR PAPILLOMAVIRUS BOVINO BIOTHERAPIC PRODUCTION

The Bovine Papillomavirus and cutaneous papillomatosis are widespread in the Brazilian herd
causing significant economic losses. Existing treatments are costly, ineffective and there is no
commercial vaccines available, suggesting the search for viable and safe medicines. Out of
the homeopathic medicines, biotherapics are produced from products or tissues of the patient
and use the causal agent of the disease to stimulate the body itself to promote healing. In this
context , the aim of the study was to accompany dairy cattle naturally infected with BPV,
characterize the clinical, epidemiological, laboratorial and molecular aspects of the herd, for,
from the blood and lesions of animals studied produce and evaluate biotherapic of Bovine
Papillomavirus. The study was conducted at the Agronomic Institute of Pernambuco and at
the Laboratory of Molecular Research and Experimental Therapy (LEMTE) of the Federal
University of Pernambuco. The property was evaluated as the location, physical structure,
nutritional, reproductive and sanitary management of the herd. Among the animals of the
property, 92 cows were accompanied, of these, 35 fragments of skin lesions and 89 blood
samples were collected. From these samples, blood tests, DNA extraction, identification and
genotyping of BPV were carried out, and two Bovine Papillomavirus biotherapics produced:
BiotSan produced from a pool of blood samples and BiotLes produced from a pool of skin
lesions, both following the Brazilian Homeopathic Farmcopeia in D30 dilution. The ready
biotherapic were evaluated by molecular biology regarding the presence of the virus in D1 to
D30 dilutions. The study characterized the epidemiological aspects of the property, clinical
and laboratory aspects of the herd, the infection of animals by BPV, development,
characteristics and clinical evolution of the lesions in 24 months, the frequency and
comparison of viral types in the blood and cutaneous lesions. The results showed that all the
animals were infected with BPV, hematologic evaluations indicated evidence of chronic
disease in the herd , similar in symptomatic and asymptomatic animals. Reproductive
impairment of the herd was identified and could be caused by infection with BPVs. A mild
cutaneous papillomatosis with the single basal atypical type injury was the most frequent and
there was no regression of the lesions during the study period. The presence of multiple viral
types in the blood and lesions was detected in almost 100 % of the samples, took place with
various viral types, without regard to location, type or severity of injuries and it was not
decisive for the development of skin lesions and clinical symptoms. Viral types present in the
blood and lesions were similar and did not differ between symptomatic and asymptomatic
animals. BPV2 and BPV3 were the most frequent types of lesions and BPV10 and 12 in the
blood. The viral types BPV11 and 12 were first identified in Pernambuco in samples of blood
and lesions. The techniques employed for the production and evaluation of BiotLes and
BiotSan biotherapic were effective and molecular analysis showed composition with viral
types of genres Delta, Epsilon and Xipapillomavirus, ideal for induction of specific immune
response of BPV. The dilution D30 of biotherapics, however, presents viral fragments, which
does not recommend for use in the treatment and prevention of disease in cattle, indicating the
need for further studies to determine the homeopathic dilution for which there be no viral
particles.

KEY WORDS: isotherapy, cutaneous papillomatosis, autoisotherapic, organic management
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1. INTRODUCAO

O Papilomavirus Bovino (BPV) através de seus tipos virais é responsavel por causar
lesBes tumorais benignas e trés sindromes clinicas principais nos bovinos, seus hospedeiros
naturais: (1) a papilomatose cuténea, (2) tumores do trato gastrointestinal (TGI), que em
associacdo ao consumo da samambaia podem se transformar em céncer, e (3) lesdes da bexiga
e trato urinario que também concomitante a ingestao da planta agravam o quadro clinico com
surgimento da Hemataria Enzodtica Bovina (HEB) (Campo 1994, 1997, 2002, 2003).

A papilomatose cutanea embora menos grave sob o ponto de vista da malignidade
das lesdes, ocorre em todo o Brasil e independe da presenca da samambaia (Pteridium
aquilinum), o que a torna mais frequente, mais disseminada e geradora de grandes prejuizos

aos produtores (Campo 1992).

A presenca de lesBes unicas, aglomeradas, pequenas, grandes, localizadas ou
disseminadas em todo o corpo acometem 0s animais em areas especificas gerando quadros
clinicos diferenciados. Papilomas na regido dos olhos dificultam a movimentacdo do animal, a
alimentacdo e a defesa de obstaculos. Nos tetos, impedem a saida do leite, mamada dos
bezerros e podem causar mastite. Na regido vulvar e peniana dificultam a reproducdo. Quando
aglomerados geram sangramentos apds atrito com cercas, cochos ou outros animais, podendo
levar a miiases e infeccBes secundérias. Estudos relatam o comprometimento de células e
6rgdos reprodutivos sugerindo a transmissao vertical e favorecendo a disseminacao da doenca
(Freitas et al., 2003).

A relevancia da papilomatose cutanea bovina esta associada a ocorréncia das lesGes
que independente da forma em que se apresentam ou onde se localizam geram prejuizos
econdmicos por perda e reducdo no ganho de peso, queda na producéo leiteira, menor taxa de
desfrute, desvalorizacdo de animais de alto valor zootécnico e morte. Outro fator agravante, é
gue os produtores ndo identificam a papilomatose cutanea como causa primaria dessas perdas,
negligenciando a presenca de poucos casos ou poucas lesdes na propriedade, potencializando

a infeccédo no rebanho (Muro et al., 2008).
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Pesquisas estimam, por ndo haver estudos publicados, que 60% do rebanho bovino
brasileiro estd infectado com algum tipo de BPV. Outros autores citam que dentro de um
rebanho esta taxa pode chegar a 75%. A doenca estd amplamente difundida no rebanho
nacional e € estimado que o nimero de casos seja expressivamente mais elevado do que o
descrito na literatura (Silva et al. 2004; Catroxo et al., 2013; Araldi, 2014).

Estes dados sdo alarmantes quando se analisa o Brasil, maior exportador mundial de
carne e sexto maior produtor de leite (MAPA, 2015), apresentando mais da metade do seu
rebanho acometido por um virus endémico, responsével por perda expressiva na produgéo de
carne e leite, para o qual ndo ha vacina comercializada e tratamento eficaz, demonstrando que

estar-se diante de um grave problema de ordem econdmica.

Muitos estudos foram desenvolvidos para conhecimento da biologia, epidemiologia,
e patogenia do virus. Estas pesquisas utilizaram os animais como modelo de estudo para
conhecimento do HPV (Papiloma virus Humano) e foram principalmente direcionadas ao
entendimento do potencial oncogénico do virus, a malignizacéo das lesdes na presenca de co-
fatores ambientais e ao desenvolvimento de vacinas curativas e profilaticas, ainda sem
sucesso (Nicholls e Stanley, 2000; Campo, 2002; Borzacchielo e Roperto 2008; Bocaneti et
al; 20013).

Os tratamentos ndo tém sido alvo dos grupos de pesquisa e 0s existentes sdo pouco
eficazes, no entanto, na presenga de um rebanho mundialmente infectado é necessaria a busca
por tratamentos capazes de impedir o desenvolvimento da doenca clinica nos portadores,
regredir as lesBes ja estabelecidas, promovendo a cura dos doentes e permitir profilaxia de
novos infectados (Campo, 1993; Veiga et al., 2000; Marins, 2004).

Atualmente, e cada vez mais, a sociedade consumidora e produtores exigem que
além de eficazes os medicamentos sejam também seguros do ponto de vista toxicoldgico,
residual, que respeitem 0 meio ambiente, o bem-estar animal e apresentem um custo real

passivel de compra (Marinho, 2008; Luz et al., 2013).

Neste contexto, os medicamentos homeopéticos vem se desenvolvendo no meio
agropecudario por atender as necessidades demandadas pela sociedade e pecuaristas de
pequeno, médio e grande porte, apresentando resultados satisfatorios no tratamento de

condigdes clinicas como mastite, endo e ecto parasitoses (Mitidiero, 2002).
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Dentro da homeopatia, os bioterapicos representam outro seguimento, com outra
perspectiva de tratamento. Utilizam o agente causador da doenca para ele mesmo induzir a
cura, 0 que estd diretamente relacionado as caracteristicas imunologicas tipo-especificas
induzidas pelos BPVs. Ainda nao foram relatados no tratamento da papilomatose e diante das
caracteristicas de seguridade e custo podem representar uma importante ferramenta no
controle da doenca, sendo, portanto, o desenvolvimento de bioterdpico para tratamento da

papilomatose bovina o objetivo deste trabalho.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Papilomavirus: aspectos gerais

Os Papilomavirus (PVs) pertencem a um diverso grupo de pequenos DNA virus, ndo
envelopados, circulares e de dupla-fita, que acometem mamiferos, inclusive humanos, aves e
répteis, infectam células basais do epitélio mucoso e cuténeo levando a formacao de lesbes
hiperproliferativas, conhecidas como papilomas ou verrugas, de carater benigno com
tendéncia a regressao que, no entanto, na presenca de co-fatores podem se transformar em
cancer (Freitas et al., 2003; Monteiro et al., 2008; Pessoa, 2009; Bernard et al., 2010; Silva et
al., 2011).

Sdo considerados espécie-especificos, mas em condi¢Ges naturais ha relatos na
literatura de infeccdo cruzada entre espécies como no caso dos equinos (Nasir e Campo, 2008;
Silvestre et al., 2009; Pangty et al., 2010; Kumar et al., 2013).

A nomenclatura desses virus ocorre de acordo com seu hospedeiro incluindo uma ou
duas letras antes da sigla PV seguida do tipo viral, como por exemplo, BPV-1, que caracteriza

0 Bos taurus Papillomavirus 1(Souza, 2013).

O Papilomavirus encontra-se amplamente disseminado em todo o mundo sendo na
década de 1930 o primeiro DNA oncovirus identificado, denominado CRPV (cottontrail
rabbit papillomavirus) encontrado em verrugas de coelhos. Desde entdo inimeras pesquisas
vem sendo desenvolvidas em bovinos (BPV), coelhos (CRPV) e caninos (COPV), utilizados
como sistemas modelos de estudo da biologia viral, interacdo com o hospedeiro natural,

fatores ambientais co-carcinogénicos e resposta imune a infecgdo (Lunardi et al., 2013).
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Os resultados obtidos com esses modelos animais de estudo contribuiram de forma
decisiva para a identificagdo oficial do HPV-16 e HPV-18 como virus carcinogénicos para
humanos (WHO, 1995) e vem colaborando na elucidacdo da patogénese dos papilomavirus,
seu potencial oncogénico, a relacdo entre virus e co-fatores e o desenvolvimento de vacinas
terapéuticas e profilaticas para humanos e animais (Campo, 1992, 1994, 1995, 1997, 2002,
2003, 2006; Borzachiello et al., 2009).

2.2 Genoma e Estrutura Viral

Na década de 70 a clonagem do genoma dos PVs contribuiu para o estudo das
propriedades bioldgicas e bioquimicas do virus e permitiu a identificacdo de diferentes Open

Reading Frames (ORFs) como provaveis genes virais (Gottschling et al., 2007; Pessoa, 2009).

A organizacdo genbmica dos varios papilomavirus € extremamente similar.
Apresentam estrutura icosaédrica, variando de 55 a 60 nanémetros (nn) de didmetro, ndo
envelopados, com capsideo formado de 72 capsémeros (60 hexaméricos e 12 pentaméricos),
molécula Unica de DNA dupla fita circular com tamanho aproximado de 8.000 pares de bases
(pb), complexado com histonas e pesando cerca de 5,6x102 Daltons (Da) (Nasir et al., 2007,
Campo, 2002; Souza, 2013).

O genoma viral esta contido dentro do capsideo esférico e a informacédo genética esta
distribuida em trés principais regides (Borzacchiello e Roperto, 2008; Melo, 2009; Freitas et
al., 2011)(Figura 1):

Regido de transcricdo precoce (E-early), compreende até 8 ORFs que codificam as
seis proteinas ndo-estruturais e regulatorias mais comuns, E1, E2, E4, E5, E6 e E7 que se

expressam nas células basais ou durante os estagios intermediarios de maturacao;

Regido de transcricdo tardia (L-late), usualmente contém 2 ORFs que codificam as
duas proteinas estruturais do virus expressas em queratindcitos no final do estagio de

maturacéo;

Regido predominante de controle (LCR), terceira regido, sem ORFs, ndo
codificante, tem sido identificada nos genomas de todos os PVs e contém a origem da

replicacdo bem como elementos que controlam a transcrigdo do DNA do virus.
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Figura 1.0rganizagdo gendmica de BPV1. Fonte: Freitas et al., 2011.

2.2.1 Proteinas virais

A proteina viral E1, junto com E2, reconhece a origem da replicacdo e representa o
fator central para replicacdo dos PVs. E indispensavel para iniciagio da replicacio do DNA
viral. A presenca da ORF E1 intacta é crucial para manutencdo da estabilidade do genoma
viral, no entanto, a interacdo entre E1 e a origem da replicacdo apresenta pouca especificidade
sendo necessaria uma ligagdo cooperativa entre E1 e E2 para o reconhecimento eficiente da
origem da replicagdo (Ham et al., 1991; Hedge, 2002;).

A ORF E2 codifica a proteina que compreende o sistema de controle regulatorio
central do virus e com isso controla a expressao genética e replicacdo viral, além disso,
participa da manutencdo do genoma viral em sua forma epissomal promovendo a ligacdo
entre estes genomas e cromossomos mitdticos do hospedeiro durante a divisdo celular
(Pessoa, 2009; Melo, 2009; Bocaneti et al., 2014).

E4 e uma proteina ndo estrutural, ocorre abundantemente no citoplasma de
queratindcitos diferenciados dos papilomas e embora 0 gene que a codifica esteja localizado
na regido Early do genoma viral, E4 é produzida tardiamente no processo de diferenciagdo
celular (Doobar et al., 2005).
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As proteinas E5, E6 e E7 representam os primeiros fatores virais relacionados a
progressao de lesbes cancerigenas. Esses produtos geneticos sobrepfem-se a regulacdo
negativa de crescimento da célula hospedeira e promovem a instabilidade gendmica
observada no cancer. E5 é uma proteina hidrofébica associada a membrana que atua
interrompendo o controle de crescimento celular (Souza, 2013). E7 aparenta cooperar com E5
e E6 para transformacdo celular, elevando a eficiéncia da transformacdo. E6 estd ausente no
BPV tipo 3, 4 e 6 (Campo, 2006).

L1 e L2 sdo proteinas estruturais expressas no nucleo dos queratindcitos e
responsaveis pela formacao do capsideo viral. Em conjunto, atuam na conexao viral com 0s
receptores celulares. L1 possui a capacidade de se auto organizar em VLPs (virus like
particles — particulas semelhantes ao virus) sendo utilizada na producgdo de vacinas devido a
sua imunogenicidade (Liu et al., 1998; Freitas et al., 2007).

A ORF L1 é a mais conservada do genoma e, por este motivo, tem sido utilizada para
identificacdo de novos tipos de papilomavirus, classificacdo e construcdo de arvores
filogenéticas (De Villiers et al., 2004).

O capsideo é formado por 360 copias da proteina L1 organizada em 72 capsdmeros
pentaméricos e 12 cOpias da proteina L2. Embora presente em menor nimero, a proteina L2 é
necessaria para a morfogénese viral (Modis et al., 2002).

2.3 Taxonomia e Classificacdo dos PVs

Os Pvs foram inicialmente agrupados com os Polyomavirus na familia
Papovaviridae baseado em semelhancas morfoldgicas como capsideo ndo envelopado e
genoma do DNA de dupla fita circular caracteristicos destes virus. Estudos posteriores, no
entanto, demonstraram diferentes tamanhos, organizacdo e baixa similaridade entre seus
nucleotideos e sequéncia de aminoacidos, classificando os papilomavirus em uma nova

familia, a Papillomaviridae (Lunardi et al., 2013).
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Os PVs sdo tradicionalmente denominados como “tipos virais”. Os termos
taxondmicos “cepa” e “sorotipo” ndo sdo utilizados para papilomavirus uma vez que esses
virus ndo se desenvolvem em culturas celulares classicas e ndo induzem resposta imune
humoral significativa em seus hospedeiros. Consequentemente sua classificacdo é baseada nas
similaridades na sequéncia de nucleotideos e em um numero limitado de propriedades

médicas e bioldgicas (De Villiers et al., 2004; Fauquet et al., 2005).

Cada novo tipo viral apresenta uma divergéncia maior que 10% na sequéncia de
nucleotideos do gene L1. Por ser o mais conservado dentro do genoma do papilomavirus, o
gene L1 tem sido utilizado em estudos para diferenciar os papilomavirus e classifica-los em

tipos, subtipos e variantes (Souza, 2013; Batista et al; 2011).

Diferencas acima de 10% entre duas sequéncias de DNA da ORF de L1 definem um
novo tipo de PV. Diferencas entre 2% e 10% identificam um novo subtipo viral enquanto que
a definicdo de uma nova variante se da com menos de 2% de divergéncia entre as sequéncias
de L1. Diferentes géneros apresentam menos de 60% de identidade na ORF L1 e diferentes
espécies de um mesmo género apresentam entre 60 e 70% de similaridade (Lunardi et al.,
2013).

Estudos sugerem que a grande diversidade de PVs pode ser explicada por
mecanismos evolucionarios como divergéncia virus-hospedeiro, duplicagdo viral intra-
hospedeiro, recombinacdo, variedades de tipos virais, adaptacdo aos mecanismos de defesa do
hospedeiro, entre outros (Shah et al., 2010; Gottschiling et al., 2011).

Embora ndo esteja claro como estes mecanismos evolucionarios atuam na
diversidade dos PVs, véarios estudos tém sido empregados para sua elucidacdo. Sao analises
filogenéticas robustas, que fornecem a base do conhecimento contemporéneo para
classificacdo dos PVs, o que é imprescindivel para pesquisas médicas e veterinarias (Freitas et
al., 2011).

Atualmente a familia Papillomaviridae é constituida por pelo menos 29 géneros e
mais de 200 tipos virais, nimero sugerido como subestimado diante da diversidade conhecida
dos PVs. Portanto, acredita-se que novos tipos, subtipos e variantes permanecem
desconhecidos (Bernard et al., 2010; Batista et al; 2011; Bocaneti et al., 2014).
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Entre os PVs identificados encontram-se 11 géneros, 15 espécies e 28 tipos virais
que acometem os animais domésticos como descrito na Figura 2. Dentre estes, 0 BPV tem
sido extensivamente estudado e continua contribuindo com o estudo da papilomatose mundial
(Lunardi et al., 2013).

Figura 2. Espécies de Papillomavirus que infectam animais domésticos. Fonte: Adaptado de Lunardi, et al., 2013

Géneros

Espécies

Tipos Virais

Deltapapillomavirus

Bos taurus Papillomavirus 1

Bos taurus Papillomavirus 1

Bos taurus Papillomavirus 2

Bos taurus Papillomavirus 13

Ovis aries Papillomavirus 1

Ovis aries Papillomavirus 1

Ovis aries Papillomavirus 2

Epsilonpapillomavirus

Bos taurus Papillomavirus 5

Bos taurus Papillomavirus 5

Bos taurus Papillomavirus 8

Zetapapillomavirus

Equus caballus Papillomavirus 1

Equus caballus Papillomavirus 1

Lambdapapilloamvirus

Canis familiaris Papillomavirus 1

Canis familiaris Papillomavirus 1

Canis familiaris Papillomavirus 6

Canis familiaris Papillomavirus 6

Felis domesticus Papillomavirus 1

Felis domesticus Papillomavirus 1

Xipapillomavirus

Bos taurus Papillomavirus 3

Bos taurus Papillomavirus 3

Bos taurus Papillomavirus 4

Bos taurus Papillomavirus 6

Bos taurus Papillomavirus 9

Bos taurus Papillomavirus 10

Bos taurus Papillomavirus 11

Bos taurus Papillomavirus 12

Taupapillomavirus

Canis familiaris Papillomavirus 2

Canis familiaris Papillomavirus 2

Canis familiaris Papillomavirus 7

Phipapillomavirus

Capra hircus Papillomavirus 1

Capra hircus Papillomavirus 1

Chipapillomavirus

Canis familiaris Papillomavirus 3

Canis familiaris Papillomavirus 3

Canis familiaris Papillomavirus 5

Canis familiaris Papillomavirus 4

Canis familiaris Papillomavirus 4

Dyodeltapapillomavirus

Sus scrofa Papillomavirus 1

Sus scrofa Papillomavirus 1

Dyothetapapillomavirus

Felis domesticus Papillomavirus 2

Felis domesticus Papillomavirus 2

Dyoiotapapillomavirus

Equus caballus Papillomavirus 2

Equus caballus Papillomavirus 2

Bos taurus Papillomavirus 7
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Para nomenclatura dos géneros, utiliza-se o alfabeto grego. A nomenclatura
taxondmica de cada PV é baseada no nome cientifico do género e espécie dos seus
hospedeiros. Como exemplo, FAPV1 é o nome dado ao PV que infecta os gatos (Felis
domesticus). Uma excecéo é o caso dos papilomavirus dos bovinos, que recebeu 0 nome Bos
taurus papilomavirus, mas por consenso é usualmente denominado BPV (Bernard et al.,
2010; Souza, 2013).

2.4 Papillomavirus Bovino - BPV

O Papillomavirus Bovino pertence a familia Papillomaviridae apresenta treze

genotipos identificados e classificados em trés géneros (Bocanetti et al., 2014).

Ao género Deltapapillomavirus pertence o BPV-1, BPV-2 e BPV-13, causam
proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos gerando fibropapilomas benignos envolvendo o

epitélio e a derme subjacente (Nasir e Campo, 2008; Lunardi et al., 2012).

O género Xipapillomavirus é composto pelo BPV-3, BPV-4, BPV-6, BPV-9, BPV-
10, BPV-11 e BPV-12. Apresentam um genoma menor que os demais BPVs (7.3 Kb).
Infectam queratindcitos causando papilomas que envolvem exclusivamente o epitélio sendo

denominados “papilomas verdadeiros” (Hatama et al., 2008, 2011).

O género Epsilonpapillomavirus induz tanto os papilomas verdadeiros como
fibropapilomas e a este género pertencem o BPV-5 e BPV-8 (Tomita et al., 2007).

O BPV-7 foi inicialmente denominado BAPV-6. Como sua sequéncia de
nucleotideos esta mais préxima de PVs do género Betapapillomavirus, Gammapapilomavirus
e Pipapillomavirus, que causam lesbes de pele em humanos e na mucosa de hamsters, estes

virus permanecem em um género ainda ndo denominado (Ogawa et al., 2007).

Batista et al.,(2013) demonstraram, no entanto, que a morfologia, tipos e localizagdo
das lesGes causadas pelos BPVs ndo atendem a classificagdo descrita anteriormente na
literatura, tendo observado na presenca de co-infeccOes de BPVs a associacdo de lesdes do

epitélio e fibropapilomas cutaneos.
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O BPV-1 é o tipo mais pesquisado e tem sido amplamente utilizado como modelo de
estudo para infecgdo e persisténcia do HPV, causa fibropapilomas localizados em &reas
paragenitais como tetos, pénis e Ubere em seu hospedeiro natural, os bovinos, e sarcoide em
equinos. Sarcoide equino é uma neoplasia cutanea frequente em equideos, de etiologia
controversa e associado a ocorréncia de BPV-1 e mais raramente BPV-2 nas lesdes.
Representa caso de infeccdo cruzada por PV e estd associado a invasdo pelos fibroblastos
transformados do sarcoide, permitindo que essas células se infiltrem no tecido saudavel
circundante (Schiller et al., 1984; Yuan et al., 2010, 2011; Souza, 2013).

BPV-2 infecta o epitélio e a derme formando os fibropapilomas na pele, trato
gastrointestinal e trato urinario. Estudos com bovinos relatam que a presenca de BPV-2
associado a compostos quimicos da samambaia induzem a HEB e céncer de bexiga
(Borzacchiello et al., 2003, 2007). Infeccdes reprodutivas e abortos podem ocorrer, podendo

também induzir fibropapilomas no esdéfago e rumem. (Campo, 1994).

O BPV-3 foi isolado na Australia de um papiloma epitelial de lesdo de pele em 1979
e muito pouco é conhecido sobre sua historia natural. Os tumores induzidos pelo BPV-3 sdo
caracterizados pela semelhanca tipica com tumores induzidos por BPV-4 e BPV-6 (Pfister et
al., 1979; Campo, 2006).

BPV-4 foi caracterizado molecularmente em 1987 relacionado a bovinos com
carcinoma de células escamosas oculares, papilomas esofagicos e tumores do trato digestivo
associados ao consumo da samambaia (Ford et al., 1982; Patel et al., 1987; Borzacchiello et
al., 2003).

BPV-5 pode infectar fibroblastos do epitélio e da derme induzindo fibropapilomas e
papilomas epiteliais em bovinos. No Ubere causam fibropapilomas como grdos de arroz
(Bloch et al., 1994; Campo, 2006).

BPV-6 estd relacionado a aparicdo de papilomas epiteliais planos no Ubere de

bovinos e foi descrito por Jarrett et al., (1984).

BPV-7 deve ser classificado em um novo género da familia Papillomavirus devido a
sua pouca semelhanca com os trés géneros da familia. Rector e Van Ranst, (2013) propuseram
sua inclusdo ao género Dyoxipapillomavirus, mas ainda ndo esta confirmado. Foi isolado de
um papiloma cutaneo e de pele integra de Ubere, indicando a possibilidade de produzir

infeccdo latente ou subclinica sem sintomas ou sinais clinicos (Ogawa et al., 2007).
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BPV-8 foi inicialmente denominado BAPV-2, identificado no Japdo em um caso de
papilomatose cutdnea e de um bison europeu nascido na Italia. O grau de similaridade
observado entre a sequéncia de ORF L1 de BPV-8 e BPV-5, assim como os resultados da
analise filogenetica foram a base para classifica-lo no género Epsilonpapillomavirus, a Gnica
diferenca entre eles foi na ORF E4 a qual estava presente para BPV-8 e ausente em BPV-5
(Tomita et al., 2007).

BPV-9 e BPV-10 foram identificados em papilomas e pele integra do teto de bovinos
no Japdo. A analise filogenética demonstrou a similaridade de 74,2% e 71,2% da ORF L1 de
BPV-9 e BPV-10 em relacdo a BPV-3, respectivamente, permitindo a classificacdo dos dois

novos tipos isolados no género Xipapillomavirus (Hatama et al., 2008).

Hatama et al.,(2011) avaliaram papilomas cutdneos no rebanho bovino japonés
identificando trés novos possiveis tipos de BPVs e caracterizaram um desses como 0 nNovo
BPV-11 e a comparacdo da sequéncia de nucleotideos do gene L1 permitiu sua classificacdo

no género Xipapillomavirus.

A partir de amostra de lesdo de lingua coletada em bovino no Japéo foi sequenciado
0 genoma de um novo tipo de BPV, este isolado foi denominado BPV-12 e a comparacao da
sequéncia de nucleotideos do gene L1 do BPV-12 com outros isolados virais de bovinos,
sugeriu sua classificacdo no género Xipapillomavirus (Zhu et al., 2012).

BPV-13 foi isolado de um papiloma cutaneo de uma vaca no sul do Brasil. A analise
filogenética da sequéncia de nucleotideos do gene L1 mostrou que 0 novo tipo pertence ao
género Deltapapillomavirus. A proteina E7 do BPV-13 ndo contém o sitio de ligacdo para o
supressor do tumor retinoblastoma, assim como identificado para BPV-1 e BPV-2, e a ORF
E5 de BPV-13 codifica uma pequena proteina transformadora. A combinacdo desses dois
diferentes aspectos biologicos foi reconhecida como uma marca distinta para o
desenvolvimento do fibropapiloma e este mecanismo patogénico aparentemente ocorre apenas
entre os delta-PVs (Narechania et al., 2004; Lunardi et al., 2012; 2013).

Embora estejam descritos atualmente 13 tipos de BPVs, supostos novos tipos vem
sendo descritos na literatura utilizando analises filogenéticas de segmentos amplificados da
ORF L1. 14 supostos novos tipos foram detectados em verrugas cutaneas e pele integra de
bovinos, e outros estudos continuam em desenvolvimento (de Villiers et al., 2004; Hatama et
al., 2004; Claus et al., 2007; Maeda et al., 2007).
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Os BPVs estdo distribuidos no rebanho bovino em todo 0 mundo e séo responsaveis
por causar lesdes benignas que frequentemente regridem espontaneamente em 12 meses e
afetam em sua maioria animais jovens e aqueles manejados de forma semi-intensiva e
intensiva (Muro et al., 2008).

Algumas lesbes podem persistir em animais com baixa imunidade ou submetidos a
fatores estressantes, quando estas lesbes podem se transformar em tumores malignos

particularmente sob acdo de co-fatores ambientais (Marins, 2004).

Nos bovinos, a infeccdo pelo BPV pode causar papilomatose cuténea, que ocorre em
diversas areas do corpo animal; papilomas e cancer no trato gastrointestinal e no trato
urinario. Em animais alimentados com a samambaia (Pteridium aquilinum) o
desenvolvimento do céancer no trato gastrointestinal e urinario é resultado da interacdo do
virus (BPV2 e BPV4 respectivamente) com agentes quimicos, carcinogénicos e
imunossupressores presentes na planta (Stocco dos Santos, et al., 1998; Tokarnia et al., 2000;
Marins, 2004; Monteiro et al., 2008).

A Hematuria Enzodtica bovina (HEB) é uma enfermidade ndo infecciosa cronica,
caracterizada pelo desenvolvimento de lesGes na parede da bexiga urinaria e clinicamente por
hematdria intermitente que conduz a anemia, emagrecimento progressivo e morte (Blood e
Radostits, 1989), tem sido observada em varias partes do mundo, do Brasil, e esta associada
ao BPV2 e a ingestdo da planta Pteridium aquilinum, vulgarmente conhecida como
samambaia. Tumores de bexiga sdo raros em bovinos criados fora das areas de ocorréncia da
samambaia e da HEB (Marins, 2004; Tokarnia et al., 2000).

A HEB caracteriza-se por lesdes hemorragicas e hiperplasicas da mucosa vesical
que, com freqléncia, evoluem para neoplasias (Durdo et al., 1995). Campo et al. (1992)
relataram que P. aquilinum possui Vvarios principios carcinogénicos, mutagénicos e
imunossupressores, podendo causar diferentes neoplasmas na bexiga. Segundo Wosiacki
(2002; 2006) ha uma progressdo nas lesdes da bexiga em relacdo a malignidade a partir de

inter-relacdes entre o papilomavirus e os compostos quimicos da samambaia.
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A infeccdo no trato gastrointestinal superior causada por infec¢Ges pelo BPV-4 pode
se estender da boca e lingua ao es6fago, rumem e reticulo, induzindo consequentemente
dificuldades na alimentacéo e respiracdo que podem levar a 6bito (Campo, 1997; Dong et al.,
2013). Em animais imunocompetentes o sistema imune pode levar a regressao desses
papilomas, no entanto, bovinos que se alimentam da samambaia apresentam papilomas
persistentes que podem se transformar em carcinoma (Knowles et al., 1996; Campo et al.,
1994; Borzacchiello et al., 2003; Masuda et al., 2011).

2.5 Papilomatose Cutanea Bovina

A papilomatose cutdnea bovina tem caréter tumoral benigno, infecto-contagioso,
caracterizada por alteracdes na pele, causadas pelos papilomavirus que infectam as células
basais do epitélio ou os fibroblastos, formando projecBes digitiformes microscopicas ou

macroscopicas (Silva et al., 2004; Monteiro et al., 2008).

O BPV é adquirido diretamente por inoculacdo cutanea (Stringfellow et al., 1988) ou
através de solucdes de continuidade da pele (Wosiacki, 2002). A contaminagdo pode ocorrer
por contato direto entre animais infectados ou de forma indireta através de bebedouros,
cochos, cercas, agulhas, ordenhadeiras e maos contaminadas de tratadores (Yaguiu et al.,
2006, Souza, 2013).

A infeccdo pelo BPV ocorre a partir de uma microlesdo tecidual expondo
peptideosglicanos de sulfato de heparina que compdem a membrana plasmatica. A proteina
L1 do BPV se liga ao sulfato de heparina gera uma mudanca de conformacdo expondo a
proteina L2, que é clivada pela furina o que resulta em outra alteracéo estrutural e permite a
ligacdo do virus a integrina alfa 6 de modo que as particulas virais sdo internalizadas por
endocitose cerca de 2-4 horas ap6s a ligacdo do virus a superficie da membrana celular (Hartt
et al 2011; McBride et al., 2012; Araldi, et al., 2014).

Recentemente, estudos tém mostrado outras moléculas como participantes da
infec¢do celular, sendo elas a laminina 5 ou 332, a6 integrina (CD49f) e fatores de
crescimento. A laminina 5 é uma integrina sintetizada por queratindcitos basais (Yaguiu et al.,
2006; Florin et al., 2012).
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A infecgdo pelo papilomavirus se inicia na camada basal do epitélio, nas células
indiferenciadas, onde o genoma viral se mantém em baixo nimero de cépias e epissomal
(Campo, 1995; McBride et al., 2012; Moody e Laimins, 2010). Apds a infeccdo celular, o
ciclo reprodutivo do BPV se da com (1) a formacdo de genomas virais em baixo nimero de
copias, (2) a manutencdo da replicacdo e (3) amplificacdo vegetativa de células diferenciadas
(McBride et al., 2012). Assim sendo, o0 virus s6 completa seu ciclo reprodutivo por meio de
uma diferenciacdo concomitante das células epiteliais, o que resulta na ineficiéncia da
propagacao dos virions em cultura de tecidos (Shafiti-Keramati et al., 2003, White e Howley,
2013).

A presenca de BPVs em diferentes tecidos e fluidos corpdreos como sangue, plasma,
leite, colostro, placenta, liquido amnidtico, gametas e 6rgaos reprodutivos, sugere outros
meios de infeccdo como o acasalamento e a possibilidade de transmissdo vertical (Stocco et
al., 1998; Yaguiu et al., 2006; Freitas et al., 2007; Lindsey et al., 2009; Roperto et al., 2012;
Santos et al., 2014).

Embora haja necessidade de estudos mais aprofundados, a transmissao vertical, tanto
através da monta natural quanto da inseminacdo artificial, chama atencdo para o
comprometimento reprodutivo dos animais, por representar um mecanismo rapido de
disseminacdo da doenca e alerta quanto a necessidade de controle sanitario de doadores de
sémen e embrido, observando condi¢fes sanitarias dos rebanhos quanto a fertiliza¢do in vitro
(Silvaetal., 2011).

A transmissdo através de vetores como insetos e artropodes também esta relatada. As
moscas atuam como transmissores mecanicos tanto por contato, carreando o virus de um
animal infectado a outro ao pousar em areas contaminadas, quanto por inoculagdo ao fazer
repasto sanguineo. De forma semelhante os carrapatos ao introduzirem o aparelho bucal nos
animais poderiam atuar como vetores (Correa e Correa, 1992; Finlay et al., 2009; Catroxo et
al., 2013).

BPVs também s&o encontrados na pele integra de animais aparentemente sadios, sem
sinais ou sintomas da doenca mostrando a pele como sitio de laténcia do virus (Borzacchiello
et al., 2003). Leucdcitos circulantes também abrigam BPVs na forma epissomal sendo

considerado outro sitio de laténcia (Borzacchiello e Roperto, 2008).
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O reservatorio da doenca sdo os proprios doentes, especialmente porque a
papilomatose cutanea tem curso prolongado. O BPV pode estabelecer uma infeccdo latente
em que o animal fica portador, sendo reservatorio natural e principal fonte de transmisséo
(Campo, 1995, Murphy et al., 1999, Ogawa et al., 2004, Campo, 2006).

Os virus em infeccdo latente permanecem no epitélio normal e podem, na ocorréncia
de traumas que lesem o epitélio infectado ou quando submetidos a fatores imunossupressores
como temperaturas extremas, sede, alimentacdo inadequada, acometimento por outras
doencas, levar a formacdo de papilomas nos animais aparentemente sadios, através da
reativacdo do virus que induz a proliferacdo celular devido a expressdo dos seus genes
(Campo, et al., 1994; Ogawa et al., 2004).

A infeccdo estd intimamente relacionada com a competéncia imunologica individual,
por isso condi¢Oes estressantes podem levar a uma baixa da imunidade facilitando o
aparecimento da doenca (Silva et al., 2004).

Geralmente os papilomas aparecem na superficie do corpo dos animais em média aos
2 anos de idade e observam-se 0s sinais clinicos dentro de 1-6 meses apds a inoculacdo do
virus (Campo, 2002). O periodo de incubacdo € bastante variavel e estd intimamente
relacionado com a competéncia imunoldgica individual (Silva et al.,2004). BPVs sdo muito
resistentes aos agentes externos, somente sendo inativados a 70°C e oscilagBes de pH e éter
ndo possuem efeito inativador (Beer, 1999).

As lesdes de pele podem ser causadas por pelo menos 13 diferentes tipos de BPV,
podem se espalhar por todo corpo do animal e se caracterizam histologicamente como
proliferacdo epitelial benigna ou proliferacdo epitelial e dermatoldgica benigna (Silvestre et
al., 2009; Pangty et al., 2010; Bocaneti et al., 2014).
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Estudos da epidemiologia molecular dos BPVs tém correlacionado a identificagdo do
virus com o tropismo por tecidos e lesdes especificas. Como resultado BPV-1 tem sido
relatado nos tetos, pénis e fibrapapilomas cutdneos, BPV-2 em verrugas de pele e
fibropapilomas no trato gastrointestinal, BPV-3 em papilomas de pele, BPV-4 em papilomas
epiteliais do trato gastrointestinal e da pele, BPV-5 em fibropapilomas da bexiga, BPV-6 em
papilomas de tetos, BPV-7 e BPV-8 em verrugas cutaneas, BPV-9 e BPV-10 em papilomas
do epitélio escamoso dos tetos, BPV-11 em fibropapilomas dos tetos e BPV-13 em papilomas
cutaneos na orelha (Ogawa et al., 2007, Borzacchiello e Roperto, 2008, Hatama et al., 2011,
Lunardi et al., 2012, Batista et al., 2013, Bocaneti et al., 2013).

Estudos recentes, porém, citam a presenca de varios tipos de BPVs simultaneamente
em uma mesma lesdo (Schmitt et al., 2010, Carvalho et al., 2012, Batista et al., 2013). A
importancia destes achados esta relacionada ao desenvolvimento de vacina contra 0 BPV que
requer o desenvolvimento de produtos que apresentem um espectro de cobertura para mais de
um tipo viral, ja que pesquisas anteriores mostram que a imunidade induzida por BPV é tipo-
especifica (Nicholls e Stanley, 2000, Claus et al., 2007).

Quanto a localizacdo e caracteristicas histopatoldgicas das lesbes as verrugas sao
observadas topograficamente em regifes especificas e apresentam caracteristicas

macroscopicas e histologicas particulares (Monteiro et al., 2008).

Os papilomas podem se apresentar de formas variadas como tipicos (com aspecto
semelhante ao de uma couve-flor, tendo base de insercdo ampla ou estreita, o que atribui
aspecto pedunculado, bastante firme, as vezes duro como unhas e chifres), atipicos (com
aspecto achatado, plano, com lesdes circulares, base ampla, sem pediculos), atipicos
engastados (com formacdo globosa encapsulada, bem delimitada e profunda) e papilomas
filamentosos de ubere com implantacdo basal fina, superficie extremamente queratinizada,
plumoso ou de “grdo de arroz”, conferindo aspecto fibroso (Campo, 2002, Monteiro et al.,
2008, Araldi, 2014).

As lesbes podem apresentar-se verrugosas, com massas protusas, firmes, de
coloracdo branca acinzentada ou bronze, com superficie seca e cornificada, com dimensdes
que variam desde 1mm até 500mm. Quanto & localizacdo, aparecem mais comumente na
cabeca, pescoco, barbela, tronco, membros, Ubere, teta e pénis, locais onde os animais sofrem

mais atrito e pequenas contusdes (Monteiro et al., 2008).
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Algumas lesbes séo acinzentadas e mais planas, possuindo fixacdo cutanea da base
larga ou pedunculada. Os tumores sdo constituidos por tecido epitelial e conjuntivo, com

aspecto bulboso ou de “couve-flor”, frondoso, plumoso ou de “grdo de arroz” (William et al.,

1992).

A regressdo das lesdes ocorre devido a imunidade celular efetuada através de células
T, mais precisamente CD4 e CD8 e através da imunidade humoral, prevenindo contra novas
infeccOes, entretanto esta imunidade é espécie especifica e os animais podem sofrer infecgdes
sucessivas atraves de tipos virais diferentes, apesar do desenvolvimento imunoldgico para

infeccdes prévias (Knowles et al., 1996).

O animal acometido pelo BPV pode apresentar complicacdes como hemorragias,
infeccbes secundarias e feridas mecéanicas que ocorrem devido ao atrito dos papilomas
grandes ou aglomeradas, e podem levar a transtornos gerais toxicos e até a septicemia (Melo e
Leite, 2003; Silva, 2004b). A presenca de verrugas no Ubere de vacas em lactacdo torna o
animal susceptivel a invasores secundarios e o desvaloriza zootecnicamente (Wadhwa et al.,
1995).

A papilomatose cutanea causa morbidade elevada, havendo diferenga em relagéo ao
tipo de manejo (populagdes confinadas sdo mais susceptiveis aos surtos, como 0s bovinos
utilizados na pecuéria leiteira), idade do rebanho (0os mais jovens sdo mais susceptiveis) e
alguns estudos citam racas (taurinas apresentam maior prevaléncia, 0s animais da raca

Holandesa variedade preto e branco, apresentam maior ocorréncia) (Silva et al., 2005).

A letalidade é baixa. Em alguns casos 0s animais vém a 6bito quando o numero de
papilomas € elevado e estdo situados em &reas como boca, esdfago e partes do trato
respiratdrio superior, dificultando ou impedindo a alimentagdo e respiracdo do animal ou na

presenca de co-fatores ambientais levando as lesdes a malignidade (Lunardi et al., 2013).

Ha varias formas de identificacdo do BPV nos tecidos animais e estas variam
segundo a sensibilidade e especificidade. As técnicas diagnosticas incluem exame clinico,
histopatologico e deteccdo de sequéncia de DNA viral através de técnicas como Southern
blot, dot blot, reverse blot, hibridizagdo in situ e imunohistoquimica (Elzein et al., 1991,
Monteiro, 2008, Leto et al., 2011, Betiol et al., 2012, Araldi et al., 2014).
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Os primeiros diagndsticos de infec¢Ges foram baseados nos achados histolégicos das
lesbes e em alteracbes da morfologia celular (Souza et al., 2013, Wosiacki et al., 2005).
Entretanto a polymerase chain reaction (PCR) tem demostrado ser o método mais sensivel
para identificacdo e caracterizacdo de BPV através do uso de primers degenerados seguido de
purificacdo do DNA e andlise de similaridade das sequéncias em programas de computador e
busca em bancos de dados como Blast (Carvalho et al., 2012, Nascimento et al., 2012, Zhu et
al., 2012).

A avaliagdo do tratamento contra papilomatose cutdnea é relativa por ser uma
enfermidade autolimitante e que pode regredir de acordo com a condicdo imune de cada
animal (Veiga et al., 2000).

Na presenca de poucos papilomas em alguns animais acometidos, o procedimento
indicado é cirurgico, pois os tumores normalmente ndo recidivam. No entanto, papilomas
costumam ser numerosos e acometem grande parte do rebanho o que exclui a praticabilidade
da cirurgia, desta forma, numerosos tratamentos sistémicos tém sido preconizados (Marins,
2004).

Ha tratamentos de fundo religioso, crencas e simpatias; quimico-corrosivos,
fitoterapicos, empirico-cientificos e imunoterapicos. Nenhum deles é especifico e ndo
apresentam resultados constantes, justificando o surgimento de novos tratamentos (Correa e
Correa, 1992).

Os quimicos-corrosivos utilizam a cauterizacdo com bastdo de soda, acido sulfurico,
nitrato de prata, entre outros, e podem causar reabsorcdo de tecidos ricos em virus e animais
imunocompetentes podem vir a curar-se secundariamente ao estimulo desencadeado (Correa e
Correa, 1992).

Entre os compostos quimicos usados, clorobutanol e diaceturato de diaminazina
administrado semanal ou quinzenalmente apresentam resultados significativos. Levamisole
estimula a producdo de mediadores da imunidade celular e ativa a populacdo de linfocitos T e
a ivermectina estimula o sistema imunemediado e apresenta efeito anti-tumorigénico (Correa
e Correa, 1992; Santin, 2001).
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Entre os empiricos-cientificos utiliza-se amarrar uma verruga pediculada com crina
de cavalo ou com fio de seda para causar gangrena seca e reabsor¢do do coto e pendurar fio

de cobre em volta do pescoco do animal acometido (Correa e Correa, 1992).

A fitoterapia utiliza plantas medicinais para o tratamento da enfermidade e dentre
elas a Genipa americana (Jenipapo), a Thuya occidentalis, e a Euphorbia tirucallis (aveloz)
apresentam efeitos promissores contra alguns tipos de tumor. A Thuya occidentalis tem sido
empregada no tratamento da papilomatose cutédnea bovina apresentando resultados positivos
(Marins, 2004; Monteiro et al., 2008).

Em relacdo a imunoterapia, h4 a auto-hemoterapia, vacina autdgena e vacinas de
virus purificados. As vacinas autdgenas sdo preparadas com tecidos dos papilomas do proprio
rebanho que sera imunizado. Tem carater curativo e evita-se o tratamento preventivo com este
produto bioldgico (Correa e Correa, 1992, Hama et al., 1988, Muro et al., 2008).

A auto-hemoterapia utiliza sangue venoso, com ou sem anticoagulante, de animal
acometido aplicando imediatamente ap0s a retirada via intramuscular profunda ou subcutanea
no préprio animal. Baseia-se na tentativa de desencadear um estimulo imunoldgico de defesa
do organismo do animal, levando a eliminacdo das les6es (Correa e Correa, 1992, Santin et
al., 2004, Muro et al., 2008, Souza, 2013).

As primeiras vacinas para BPV foram baseadas em extratos obtidos de macerados de
verrugas e mais tarde de virus purificados (Jarrett et al., 1991). Dentre as diferentes
possibilidades de vacinacdo encontram-se vacinas de virus purificados, proteinas

recombinantes expressas e vacinas baseadas em VLPs (Virus Like Particles) (Campo, 1993).

A imunidade contra BPV ¢é considerada tipo-especifica e o status imune do animal
infectado é considerado fator crucial para a progressdo clinica da doenca. Enquanto a
imunidade humoral previne contra novas infec¢bes, a imunidade celular est associada a

regressdo espontanea e imunomediada das lesdes (Nichols e Stanley, 2000).

As vacinas terapéuticas sdo baseadas na indugédo de imunidade celular contra células
expressando antigenos virais, visando a regressdo de lesdes. As proteinas ndo estruturais sao
alvos da maioria dessas vacinas ja que sdo proteinas expressas em células de tumores
associados ao BPV (Campo, 1997).
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As VLPs de L1 constituem uma alternativa para produgdo de vacinas profilaticas
sendo capazes de induzir a formacdo de anticorpos neutralizantes sistémicos e de mucosas

além de induzir imunidade celular em animais imunizados (Liu et al., 1998).

A resposta imune a infeccdo por BPV é pobre, provavelmente devido ao ciclo de
vida restrito do virus que nao entra em contato com o sistema imune do hospedeiro. Vacinas
tradicionais produzidas a partir de virus mortos ou atenuados de cultura celular ndo sdo
possiveis, sendo utilizados outros sistemas para producdo de vacinas baseadas nas proteinas
L1e L2 (Campo, 1997; Lunardi et al., 2013).

O desenvolvimento de vacinas profilaticas e/ou terapéuticas para BPVs continua
sendo um desafio para os cientistas (Bocanetti et al., 2014). A ocorréncia de co-infec¢do por
multiplos tipos virais demanda a producdo de vacinas de amplo espectro de cobertura,
entretanto ndo ha estudos epidemioldgicos capazes de identificar os tipos virais mais
recorrentes no Brasil, e no mundo (Campo, 1996; Nichols e Stanley, 2000; Carvalho et al.,
2012; Araldi, 2014).

Os tratamentos citados demonstram resultados favoraveis, porém ndo séo
reproduziveis. A grande maioria revela-se dispendiosa, insatisfatoria e, frequentemente, com
ocorréncia de recidiva, levando o produtor a descartar precocemente animais de alto valor
zootécnico, 0 que tem gerado uma busca de novos protocolos de tratamento menos
dispendiosos, mais seguros e eficazes (Correa e Correa, 1992, Santin et al., 2004). Neste

contexto surge a homeopatia.

Ciéncia terapéutica baseada na lei natural de cura Similia similibus curenter
(semelhantes curados pelos semelhantes), a homeopatia tem sido utilizada com sucesso
(Rodriguéz et al., 2005, Monteiro et al., 2008) por suas caracteristicas de eficacia, seguridade,
auséncia de residuos in6cuos a saude humana, animal e vegetal (Arenales, 2002).

Na pratica médica homeopatica € comum e difundido o uso de alguns medicamentos
que possuem a capacidade especifica de promover o desaparecimento de verrugas. As acles
parecem estar relacionadas a estimulacdo e purificagdo do sangue, sendo utilizados no
desaparecimento de verrugas, condilomas e papilomas em geral (Offergeld et al., 1992,
Arenales, 2002).
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2.6 Homeopatia

A homeopatia surgiu como nova abordagem terapéutica ha mais de dois séculos,
baseada no principio dos semelhantes curam semelhantes “Similia similibus cutantur”,
postulado por Hipdcrates, e desenvolvida pelo médico aleméo Friedrich Samuel Hahnemann
(Pereira, 2012)

Hahnemann nasceu em Meissen, aos 12 anos cursou humanidades, aos 14 ministrava
aulas de grego e aos 20 finalizou seu curso de medicina da Universidade de Leipzig na
Alemanha. Dominava varios idiomas como inglés, francés, espanhol, sirio, latim, grego,
arabe, hebreu e caldeu. Para se sustentar lecionava linguas estrangeiras e traduzia livros para o
alemdo (Mitidieiro, 2002). Tornou-se um clinico de renome, prospero e com boa clientela.

Publicou documentos na area de quimica e medicina (Coelho, 2010).

Este aspecto de sua vida foi decisivo em seu futuro, pois lhe permitiu ler varias obras
em grego e latim de autores cl&ssicos e modernos. Leu os livros de Hipdcrates tomando
conhecimento pela primeira vez do principio de tratamento “Similia similibus curantur”,
estudou patologias e doencas, pesquisou sobre as correntes filosoficas da época, o

materialismo e o vitalismo (Marinho, 2008).

Por ndo se conformar com a imprecisdo dos meios utilizados para tratamento dos
doentes, fez criticas a medicina de sua época que era baseada em sangrias, substancias
toxicas, laxativas, catarticas e enemas, e resolveu abandonar a clinica médica, passando a

viver de traduc@es de livros para a lingua alema (Mitidieiro, 2002, Marinho, 2008).

Traduzindo a matéria médica de Wilhiam Cullen, médico francés, em 1790, livro em
que o autor descrevia as principais substancias em uso na pratica clinica e tentava explicar seu
mecanismo de acdo, Hahnemann comeca seu questionamento por ndo concordar com o autor
ao afirmar que a quina (Chinchona officinalis) curava a malaria por ser adstringente e amarga,
ja que outras drogas mais adstringentes e amargas ndo atuavam nesta doenca (Mitidieiro,
2002; Pereira, 2012).
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Decidiu experimentar em si mesmo, ingerindo a quina diariamente, nas doses
recomendadas na época e para sua surpresa passou a apresentar uma serie de sintomas tipicos
da malaria. Ao suspender o uso, 0s sintomas desapareceram e sua saude voltou ao normal.
Considerou entdo, haver uma identidade entre a droga e a doenca, uma vez que a droga
eficiente no tratamento da maléria era capaz de produzir sintomas semelhantes aos desta
enfermidade. Ressurgiu para Hahnemann os ensinamentos de Hipdcrates sobre os principios

da cura pelos semelhantes (Marinho, 2008).

Como havia traduzido o livro do fisiologista Albrecht Von Haller que preconizava a
necessidade de estudar a acdo de medicamentos em homens sadios antes da prescricdo aos
doentes, repetiu a experimentagdo com a quina e passou a testar outros medicamentos
utilizados na época, em si, em parentes e amigos, compilando todos os sinais e sintomas

produzidos pelas substancias testadas (Kossak-Romanach, 1994; Dantas, 1989).

A partir da compilacdo dos sintomas, passou entdo a fazer prescri¢cbes a pacientes
que apresentavam sintomas semelhantes aos produzidos pelos medicamentos no homem séo e
observar se havia cura. Diante dos resultados obtidos, Hahnemann pode confirmar sua
hipbtese e em 1796 publicou no Jornal de Medicina Prética, principal revista médica alema da
época, seu primeiro trabalho relatando sua descoberta e marcando o nascimento da
homeopatia (Kossak-Romanach, 1994).

Desenvolveu muitos estudos posteriores com a ajuda de discipulos e catalogou com
detalhes a acdo farmacodindmica e curativa das drogas testadas, dando origem a matéria
médica homeopatica. Em seu livro “Organon da Arte de Curar” exp0s toda a sua teoria e
método terapéutico representando a doutrina homeopética, seus ensinamentos e regras

minuciosas (Marinho, 2008).

A partir dai Hahnemann passa a difundir sua teoria através de conferéncias levando
sua doutrina para os alunos de medicina da Universidade de Leipzig e estes médicos
difundem a obra do autor atraindo a atencéo de clinicos e pacientes de varios paises (Fontes,
2001).
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2.6.1 Principios Basicos da Homeopatia

Na homeopatia admite-se a existéncia de uma “for¢a organizadora™ que ajuda a
manter 0s organismos vivos em estado saudavel, chamada Forca ou Principio Vital. O sistema
imune do corpo fisico relaciona-se intrinsecamente com a forga vital, esta energia flui através

do corpo e controla suas fungdes (Demers, 2007).

O equilibrio da energia vital representa o estado de saude e reflete na integridade dos
orgdos e regularidades das funcdes, costumes e comportamentos adequados dos animais de
acordo com sua especie. Desta forma, sob a perspectiva vitalista, a salde representa a energia
a fluir no corpo controlando as suas funcdes vitais de forma dindmica e harmoniosa, que, ao

ser desequilibrada implica no aparecimento da doenca (Kossak-Romanach, 2003).

Para Hahnemann, a doenca seria uma alteracdo do equilibrio vital que precede a
instalacdo do processo patoldgico e possibilita o desenvolvimento da alteracdo organica. A
doenca surge entdo a partir da invasdo por um elemento especifico combinada com a

predisposicdo do individuo (Pereira, 2012).

A partir do entendimento da Forca Vital, Hahnemann propde em seu “Organon da

Arte de Curar” os ensinamentos basicos conhecidos como Pilares da Homeopatia (Marinho,

2008):

(1) Lei dos Semelhantes: sobre a qual se baseia a homeopatia e determina que a
doenca é curada por substancia capaz de reproduzir os mesmos sintomas da doenca em

homem sadio.

(2) Experimentacdo no Homem Sadio (Patogenesia): demonstrou que um homem
sadio ao tomar determinada substancia por algum tempo, desenvolvia sintomas que néo

apresentava antes e estes sintomas assemelhavam-se a relatos de uma doengca artificial.
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(3) Doses Minimas (Medicamento diluido, atenuado e dinamizado): é o processo
de preparacdo de medicamentos baseado em dilui¢Oes infinitessimais da substancia e capazes
de potencializar seus efeitos. No inicio Hahnemann diluia as substancias para reduzir sua
toxicidade, entretanto como, muitas vezes, algumas substancias nao dissolviam, ele agitava os
frascos para solubilizar as particulas, adicionando energia cinética as mesmas por meio de
sucucdes. Denominou este processo de dinamizacdo e observou que quanto mais diluia e

agitava mais potente ficava o medicamento e se obtinha melhores resultados de cura

(4) Medicamento Unico: Hahnemann administrava um medicamento por vez para
impedir as interacbes medicamentosas e argumentava que durante a experimentacdo

patogenética ndo se experimentam varias drogas ao mesmo tempo.

Atualmente existem varias correntes homeopaticas. A Escola Unicista que prescreve
um unico medicamento tentando cobrir 0 maximo de sintomas possiveis, a Escola Organicista
que prescreve medicamento pelos sintomas das doencas detectando possiveis disturbios do
6rgdo afetado e também procura estabelecer uma associacdo entre o medicamento e sua
atuacdo a nivel mental, Escola Alternista ou Pluralista que prescreve um ou mais
medicamentos complementares para cada sintoma ou doenca e 0s medicamentos sdo ingeridos
um de cada vez em horéarios alternados e a Escola Complexista que prescreve Varios
medicamentos com indicacdo especifica para doenca e sintoma, sendo 0s mesmos ministrados
juntos (Mitidieiro, 2002).

As substancias que dao origem aos medicamentos homeopaticos podem pertencer ao
reino animal, vegetal ou mineral, podem ter origem em substancias industrializadas,
substancias de laboratdrios biolégicos e de materiais fisiolégicos e patolégicos, 0s
denominados nosodios ou bioterapicos (Benez, 2001).

A preparacdo do medicamento homeopatico obedece a normas precisas e definidas
pela farmacopeia homeopatica a partir das orientacdes basicas enunciadas por Hahnemann no
Organon. No Brasil a Farmacopeia Homeopatica Brasileira foi oficializada pelo governo
federal através do decreto N°. 78.841 de 25.11.76 (Brasil, 2011).
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A farmacotécnica homeopética emprega trés escalas de acordo com a propor¢ao
entre a substancia ativa e inerte (agua ou alcool): a decimal, a centesimal e a cinquenta

milesimal.

Na escala decimal a diluicdo é preparada na proporcéo de 1/10, ou seja, uma parte da
substancia ativa para nove partes da substancia inerte, compondo um total de dez partes. Essa
escala foi criada por Constantine Hering médico homeopata e utiliza como simbolo a letra X
(dez em algarismo romano) D ou DH (decimal de Hering) (Dantas, 1989; Nassif, 1997,
Benez, 2001; Mitidieiro, 2002).

Na escala centesimal a diluicdo é preparada na proporcdo de 1/100, ou seja, uma
parte da substancia ativa para noventa e nove partes da substancia inerte, compondo um total
de cem partes. Essa escala foi criada por Hahnemann e utiliza como simbolo a letra C,

nenhuma indicagéo, CH (centesimal Hahnemanniana) ou o simbolo « # *’(Fontes, 2005).

Na escala cinquenta milesimal a diluicdo é preparada na proporcao de 1/50000 e seus
simbolos sdo Q ou LM. A poténcia do medicamento é o resultado final de cada etapa do
processo de dinamizacdo. A partir da diluicdo 24 DH e 12 CH ndo é possivel detectar &tomos
ou moléculas da substancia original uma vez que se ultrapassa 0 nimero de avogrado
(6,02x10%) e 0 medicamento deixa de ter qualquer elemento que deu origem a tintura mae
(César, 2003).

A energia gerada na dinamizacdo do medicamento consegue despertar na substancia
a capacidade de agir sobre a forca vital do organismo vivo. O estimulo do medicamento
homeopatico produz uma patogenesia que, quando semelhante a manifestacdo da doenca,
provoca no organismo uma reacao de estimulo capaz de reativar as células do sistema imune,
tornando-o capaz de reequilibrar a forga vital. No entanto é necessario avaliar a intensidade
deste estimulo que devera ser proporcional a condi¢cdo do paciente evitando-se uma resposta

humoral exagerada que a supere (Benites, 1996; Marinho, 2008).

Desta forma a escolha da poténcia do medicamento a ser administrado, deve ser
diretamente proporcional a capacidade do organismo de suportar a agravacdo homeopatica
que € uma resposta do organismo em reacdo a enfermidade, o caminho em direcdo a cura
(Marinho, 2008).
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Portanto, quem promove a cura ndo ¢ a acao direta do remédio sobre a patologia, mas
sim, a acdo do medicamento na energia vital que se encontra desequilibrada e ao restaurar o

equilibrio energético permite que o proprio organismo combata a doenca (Seleghini, 2007).

2.7 Isoterapia e Bioterapicos

Johann Joseph Wilhelm Lux nasceu em 1777 em Oppeln na Alemanha, médico
veterinario e contemporaneo de Hahnemann utilizou a homeopatia e criou um novo sistema
terapéutico, a isoterapia, que consiste no método de tratamento através dos iguais (Aequalia
aequalibus curantur). A isoterapia tem por base o0 principio “igual cura igual” e independente
da natureza da substancia empregada esta é utilizada como matéria prima para preparacao do
medicamento de forma dinamizada e diluida segundo o método prescrito por Hahnemann
(Coelho, 2010).

O termo isopatia é originario do grego (iso = igual e pathos = doenga) e se refere a
prética terapéutica que consiste em administrar a um individuo, com fins curativos, 0 mesmo
agente causal da enfermidade que se pretende curar, produzido de acordo a farmacopeia
homeopatica. Em outras palavras, a isopatia € 0 método de curar as doencgas por intermédio

dos agentes causais (Sampaio, 1995; Costa, 1998).

Em seu trabalho publicado “Isopatia de las enfermidades contagiosas”, Lux
demonstra o tratamento da peste bovina a partir da secrecdo nasal de animais infectados e o
tratamento do carbinculo a partir de sangue de animais infectados dinamizados na poténcia
30 CH (Benez, 2001).

Segundo a classificacdo da Farmacopeia o0s lIsoterapicos (Bioterdpicos) sdo
preparacdes medicamentosas obtidas a partir de insumos relacionados com a patologia do
paciente, sendo classificadas como autoisoterapicos e heteroisoterapicos. Os autoisoterapicos
utilizam insumos obtidos do préprio paciente e os heteroisoterapicos utilizam insumos

externos ao paciente que de alguma forma o sensibilizam (Brasil, 2011).

Segundo a 3? edigdo da Farmacopeia Homeopatica Brasileira os bioterapicos sédo
preparacfes medicamentosas a partir de produtos bioldgicos, quimicamente indefinidos:
secrecOes, excrecdes, tecidos, 6rgdos, produtos de origem microbiana e alergenos. Essas

preparacdes podem ser de origem patoldgica (nosodios) ou ndo patoldgicas (sarcédios). Os
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bioterapicos de estoque sdo produtos cujo insumo ativo € constituido por amostras preparadas
e fornecidas por laboratorios especializados (Brasil, 2011).

Podem utilizar a escala decimal, centesimal ou cinquenta milesimal e os
autoisoterapicos s6 podem ser estocados em etanol 77% (v/v) ou superior e dispensados a
partir da diluicdo 12 CH ou 24 DH (Brasil, 2011).

H& uma discussdo se os bioterdpicos sdo medicamentos homeopaticos, pois de forma
geral ndo tém experimentacdo no homem sdo. Os franceses os consideram medicamentos
homeopaticos por serem fundamentados numa lei andloga a homeopatia (Lei do Equalia), por
serem dinamizados, dependerem de uma reacdo prépria do organismo ao qual sdo
administrados e serem eficazes sem serem tdxicos. Podem ser aplicados com aspectos
curativos e preventivos ja que podem utilizar o agente etiologico da doenca gque se pretende
combater (Nassif, 1997).

Diversos experimentos tém sido conduzidos em animais utilizando bioterépicos para
tratamento de doencas na medicina veterindria e sua indicagdo estd principalmente
relacionada a patologias em que inexiste tratamento alopéatico satisfatorio ou vacina, na
impossibilidade de uso de produtos alopaticos como no manejo organico e na ineficiéncia do

tratamento com medicamentos homeopaticos (Silva, 2005).
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ESTUDO EPIDEMIOLOGICO, CLINICO-LABORATORIAL E POSSIVEL IMPACTO NA
REPRODUCAO DE BOVINOS LEITEIROS INFECTADOS POR PAPILLOMAVIRUS BOVINO (BPV)

ABSTRACT.-
[Epidemiological , clinical laboratory study and possible impact on dairy cattle breeding cattle infected by
papillomavirus (BPV)] Estudo epidemioldgico, clinico-laboratorial e possivel impacto na reproducdo de
bovinos leiteiros infectados por Papillomavirus Bovino (BPV). Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00.
Departamento de Pesquisa, Instituto Agrondmico de Pernambuco, Estagdo Experimental de Itambé, Rodovia PE
75 Km 32, Zona Rural, Itambé,PE 55920-000, Brazil. E-mail: patricia.carrazzoni@ipa.br

Studies suggest that the Brazilian cattle herd is highly infected by Bovine Papillomavirus (BPV).
The BPVs can cause benign or malignant tumor lesions in the urinary and gastrointestinal tract of cattle, as
well as skin lesions, that characterize the clinical syndrome Cutaneous Papillomatosis, leading producers to
significant economic losses. Aspects of clinical disease still need to be clarified. Among these , the role of
immunity of animals to infection , interference from external factors such as immunosuppressants, the
importance of latency sites, the involvement of the reproductive tract and their importance in the spread of
the virus , the possible routes of infection , as well as the role of ectoparasites in transmission. Thus, the
purpose of the study was to monitor dairy cattle naturally infected with BPV and characterize the clinical,
epidemiological and laboratory aspects of the herd. 89 females presenting cutaneous papillomas or not were
selected. All animals were infected with BPV demonstrating high rate of infection in the herd. Hematologic
evaluations indicated evidence of chronic disease in the herd and were similar between symptomatic and
asymptomatic animals. Reproductive commitment was identified in the herd appears to be caused by

infection with BPV .

INDEX TERMS: skin lesions, papillomatosis, reproductive tract

RESUMO. - Estudos sugerem que o rebanho bovino brasileiro esta altamente infectado pelo Papillomavirus
Bovino (BPV). Os BPVs podem causar leses tumorais benignas ou malignas no trato urinario e trato
gastrointestinal de bovinos, além de lesGes na pele que caracterizam a sindrome clinica Papilomatose
Cuténea, levando os produtores a perdas econdmicas significantes. Aspectos da doenca clinica precisam ser
esclarecidos. Entre estes, o papel da imunidade dos animais frente a infeccdo, a interferéncia de fatores
externos como imunossupressores, a importancia dos sitios de laténcia, 0 acometimento do trato reprodutivo
e sua importancia na disseminacdo do virus, as possiveis vias de infecgcdo, assim como o papel dos
ectoparasitos na transmissdo. Desta forma, o objetivo do estudo foi acompanhar bovinos leiteiros
naturalmente infectados por BPV e caracterizar os aspectos clinicos, epidemiol6gicos e laboratoriais do
rebanho. Foram selecionadas 89 fémeas apresentando ou ndo papilomas cutaneos. Todos 0s animais estavam
infectados pelo BPV demonstrando alto indice de infec¢do no rebanho. AvaliagGes hematolégicas indicaram
evidéncia de doenga cronica no rebanho e foram semelhantes entre animais sintométicos e assintomaticos.
Foi identificado comprometimento reprodutivo do rebanho que aparenta ser causado pela infeccéo por BPV.

TERMOS DE INDEXACAO: lesdes cutaneas, papilomatose, trato reprodutivo

INTRODUCAO

Estudos sugerem que 60% do rebanho nacional estejam infectados com pelo menos um tipo de
Papillomavirus Bovino (BPV) e que, em uma propriedade, cerca de 75% dos animais encontram-se
acometidos (Catroxo et al. 2013). A doenca estd amplamente difundida no rebanho bovino brasileiro e
estima-se que o0 nimero de casos é expressivamente mais elevado do que o descrito na literatura, embora nao
haja dados confirmativos (Silva et al. 2004).

Os Papillomavirus Bovinos (BPVs) infectam as células basais do epitélio ou os fibroblastos, s&o
responsaveis por causar lesdes tumorais benignas ou malignas no trato urinario e trato gastrointestinal de
bovinos, além de lesdes na pele que caracterizam a Papilomatose Cutanea, levando os produtores a perdas
econdmicas significantes (Silva et al. 2004, Monteiro et al. 2008).

Os animais se infectam diretamente por inoculagdo cutanea, através de solugdes de continuidade da
pele, por contato direto ou indireto (Stringfellow et al. 1988, Wosiacki, et al. 2005). Entretanto, existem
relatos da identificacdo de virus em fluidos e tecidos néo epiteliais como leite, urina, liquido seminal, sangue,
Utero, ovario, espermatozoides entre outros tecidos reprodutivos e germinativos, assim como a transmisséo
do BPV por diferentes espécies de moscas, sugerindo outros reservatérios do virus assim como a
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possibilidade da transmisséo vertical, o que demonstra que as vias de transmissdo dos BPVs e seus
reservatorios nao estdo totalmente elucidadas e demandam novos estudos. (Stocco dos Santos et al. 1998,
Roperto et al. 2008, Diniz et al. 2009, Lindsey et al. 2009, Finlay et al. 2009, Silva et al. 20013, Bocaneti et
al. 2014).

Os virus pertencem a familia Papillomaviridae, estdo classificados em treze gendtipos e trés
géneros. O género Deltapapillomavirus, ao qual pertencem os tipos virais BPV-1, -2 e -13, 0 género
Xipapillomavirus, ao qual pertencem os tipos virais BPV-3, -4, -6, -9, -10, -11 e -12, e 0 género
Epsilonpapillomavirus, ao qual pertencem os tipos virais BPV-5 e -8. O tipo viral BPV 7 embora
identificado, ainda ndo esta classificado em nenhum género (Tomita et al. 2007, Hattama et al. 2008, 2011,
Freitas et al. 2013, Bocaneti et al. 2014).

Geralmente os papilomas aparecem na superficie do corpo dos animais em média aos 2 anos de
idade e os sinais clinicos sdo observados dentro de 1 a 6 meses ap6s a inoculagdo do virus (Campo 2002). O
periodo de incubacdo é bastante variavel e as lesdes tendem a regressdo, o que estd intimamente relacionado
com a competéncia imunoldgica individual (Silva et al. 2004).

O animal acometido pela papilomatose cutanea pode apresentar complicagfes como hemorragias,
infeccBes secundarias e feridas mecanicas que ocorrem devido ao atrito dos papilomas grandes ou
aglomerados, e podem levar a transtornos gerais toxicos e a septicemia (Wadhwa et al. 1995, Melo e Leite
2003, Silva 2004b).

A relevancia da papilomatose cutanea encontra-se menos na letalidade e mais na sintomatologia
secundaria causada pela doenca como perda de peso, desenvolvimento retardado, infecces secundarias,
miiases, problemas reprodutivos, mastite, entre outras alteraces clinicas. Estas alteragcdes levam a perdas
econdmicas devido ao baixo ganho de peso dos animais, perda da eficiéncia reprodutiva, reducdo da
producdo leiteira, manejo da ordenha comprometido, custo com medicamentos, depreciacdo do couro, e
perda de valor zootécnico dos animais acometidos (Muro et al. 2008).

Pesquisas diagnosticas com a identificagdo do virus sdo necessarias para maior compreensao da
doenca. Embora ao longo dos anos muito conhecimento tenha sido produzido referente aos BPVs e a
papilomatose cutanea, varios aspectos precisam ser esclarecidos quanto a biologia do virus, como a
multiplicidade de BPVs nas lesdes, os sitios de laténcia, o papel da imunidade dos animais frente a infeccao,
a interferéncia de fatores externos como imunossupressores, 0 acometimento do trato reprodutivo e sua
importancia na disseminagdo do virus, as possiveis vias de infecgdo, assim como o papel dos ectoparasitos na
transmissdo (Nicholls e Stanley 2000, Yaguiu et al. 2008, Borzacchielo e Roperto 2008, Roperto et al. 2012,
Freitas et al. 2013, Carvalho et al. 2012, Bocanetti et al. 2014, Araldi et al. 2014).

Estudos clinicos por meio de andlises da atividade do virus na natureza sdo fundamentais para o
esclarecimento destes aspectos, podendo contribuir com o controle, tratamento e prevengdo da doenga. Desta
forma, o objetivo do trabalho foi acompanhar bovinos leiteiros naturalmente infectados por BPV e
caracterizar os aspectos clinicos, epidemiolégicos e laboratoriais do rebanho.

MATERIAL E METODOS

O projeto para realizacio deste estudo foi encaminhado para apreciacdo da Comissdo de Etica no
Uso de Animais — CEUA da Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE, com nUumero de
protocolo N°23082.013040/2015-49.

O experimento foi realizado no Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA) - Estagdo Experimental
de Itambé — EEI e no Laboratério de Estudos Moleculares e Terapia Experimental (LEMTE) do
Departamento de Genética da Universidade Federal de Pernambuco.

Para estudo epidemiol6gico da ocorréncia e transmissdo do BPV, o rebanho da propriedade,
composto por 138 animais, foi avaliado quanto ao manejo nutricional, reprodutivo e sanitario e a propriedade
foi avaliada quanto a localizacdo, estrutura fisica e instalagdes.

Para o estudo clinico, laboratorial, quanto a condicdo de infeccdo e identificacdo do BPV foram
selecionadas no rebanho 89 fémeas bovinas a partir de 12 meses de idade, identificadas através de brincos
numerados, sintomaticas e assintomaticas, das quais foram coletadas amostras sanguineas.

Amostras de sangue foram colhidas através de venopungdo da jugular em tubos tipo “vaccutainer”
contendo anticoagulante EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-acético) para hemograma, dosagem da proteina
plasmética total (PPT), fibrinogénio (FIB) e extracdo de DNA para posterior genotipagem do virus.

Para 0 hemograma, a contagem do numero total de hemacias e leucdcitos foi realizada pelo método
manual com a utilizagdo de hemocitdmetro de Neubauer. A determinacdo da hemoglobina foi feita pelo
método da cianometahemoglobina e o volume globular pelo método do microhematécrito, aplicando-se a
técnica descrita por Coles (1984) para o processamento.
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O Fibrinogénio (FIB) e as Proteinas Plasmaticas Totais (PPT) das amostras foram determinados
empregando-se o refratbmetro manual, segundo a técnica descrita por Jain (1993) e Coles (1984),
respectivamente.

Para andlise dos valores obtidos no hemograma, fibrinogénio e proteinas plasmaticas totais, foram
obtidos de cada um dos parametros o valor médio, desvio padrdo para comparacdo entre as medias dos
animais apresentando lesdes cutaneas e 0s que se mostraram assintomaticos, nas diferentes idades.

Para diagndstico da infeccdo por BPV, 0 DNA genémico foi extraido de uma aliquota de 200uL da
amostra sanguinea contendo anticoagulante, através do kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen, Hilden,
Alemanha) seguindo as instrucdes preconizadas pelo fabricante. O DNA extraido foi quantificado utilizando-
se Nanovue (GE, Fairfield, CT, USA), e a qualidade aferida através da Reacdo em Cadeia de Polimerase
(PCR) do gene da B-globina como descrito por Freitas et al. (2003). Para genotipagem do virus, 0 DNA viral
foi amplificado através de PCR utilizando Master Mix Promega Kit (Promega, Fitchburg, WI, USA), primers
BPV tipo-especifico. Todos os produtos amplificados foram visualizados através de eletroforese em gel de
Agarose 2% TAE corados com Brometo de Etidio e fotografados.

Para catalogacdo dos dados, os animais foram divididos em grupos de acordo com a idade e quanto
ao desenvolvimento ou ndo de lesdes cutaneas.

RESULTADOS

A Estacdo Experimental de Itambé estd localizada na microrregido Mata Setentrional
Pernambucana a uma latitude 07°24°37°’ sul e longitude 35°06°46°’oeste, 179 metros acima do nivel do mar,
area de clima tropical chuvoso com indice pluviométrico médio de 1190 mm? anuais.

Todos os dados zootécnicos do rebanho eram catalogados, os animais permaneciam isolados na
propriedade, ndo havia saida nem entrada e nenhum contato com rebanho externo.

Eram criados na EEI bovinos da raca 5/8 Girolando, destinados a producéo leiteira, separados por
faixa etaria e 0 grupo que apresentava lesdes cutdneas permanecia em piquete isolado. A propriedade nao
realizava compra externa de animais e ndo participava de eventos agropecuéarios. Transferéncia eventual de
animais entre EstacOes Experimentais do IPA podia ocorrer, no entanto, os animais vinham de sistema de
criagdo semelhante, eram da mesma raca e permaneciam em experimentos, separados do rebanho da
propriedade estudada.

O manejo nutricional, semi-intensivo, utilizava pastagens de Braquiarias, complemento no cocho
de volumoso a base de capim elefante (Penisetum purpureum) em periodos de estiagem. A &gua e sal
mineral comercial especifico para bovinos ad libitum eram ofertados em cochos coletivos durante todo o
ano. O curral de manejo e os piquetes eram cercados com arame farpado e plantas como a samambaia
(Pteridium aquilinum) ndo ocorria na propriedade.

Os animais eram vacinados anualmente contra raiva, semestralmente contra febre aftosa e fémeas
entre trés e oito meses de idade, contra brucelose. O rebanho era tratado para parasitos gastrointestinais duas
vezes ao ano utilizando-se medicamento alopético injetdvel. O manejo utilizado para vacinagdo e controle de
parasitos separava 0s animais por faixa etaria e grupo com lesdes. Em um mesmo grupo, as agulhas eram
compartilhadas. Animais doentes, eram tratados individualmente e utilizava-se agulhas descartaveis.

Carrapatos Rhipicephalus Boophilus microplus foram os principais ectoparasitos presentes no
rebanho. Representavam problema cronico na, com altos niveis de infestagdo. Dentre as espécies de moscas
gue ocorriam na propriedade, a Haematobia irritans irritans, mosca-do-chifre, era pouco significante,
Tabanus modestus, mutuca, era observada em pequena quantidade e a Musca domestica era frequente no
curral da ordenha. Cochliomya hominivorax foi a mais relevante no rebanho, sendo comumente observadas
miiases em lesbes causadas pelos carrapatos e em papilomas traumatizados.

O manejo reprodutivo utilizava inseminag&o artificial exclusiva, com sémen produzido em centrais
nacionais, sem presenca de touros no rebanho. A ordenha da propriedade era diaria, manual, no periodo da
manhd e da tarde.

O manejo dos bezerros utilizava a permanéncia com a mae nas primeiras 48 horas. Apds este
periodo, mamada de colostro/leite de um teto duas vezes ao dia durante dois meses, seguido de redugédo
gradativa até os sete meses de idade quando era realizado o desmame. A partir da segunda semana de vida
era ofertado concentrado para bezerros lactentes duas vezes ao dia e volumoso em piquetes de braquiaria.

O rebanho era composto por 138 bovinos, dos quais, 107 fémeas jovens e adultas, 12 bezerros com
idade inferior a um ano e 19 machos jovens isolados, participando de outros experimentos. A partir dos
critérios determinados, foram selecionadas 89 fémeas apresentando ou ndo papilomas cutaneos. A
representacdo esquematica do rebanho da propriedade, animais avaliados e frequéncia da infeccdo pelo BPV
estdo demonstrados na Fig.1.
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Os animais foram divididos em trés grupos de acordo com a faixa etéria. Grupo 1 animais de 1 a 4
anos, Grupo 2 animais de 5 a 9 anos e Grupo 3 animais de 10 a 16 anos. Todos estavam infectados pelo
BPV (89/89, 100%). No Grupo 1, 78.9% dos animais apresentaram lesfes cutaneas, no Grupo 2, 21.2% e no
Grupo 3, 11.1%. A idade dos animais em relagdo a presenca de lesdes cuténeas e infeccdo pelo BPV estdo
demonstradas na Fig. 2.

Os animais sem lesBes cutaneas (50/89) ndo apresentaram sinais e sintomas clinicos. Ndo houve
apatia, hiporexia e perda de peso, demonstrando condicdo clinica compativel com animais saudaveis. Os
animais com papilomas cutaneos apresentaram quadro clinico diferenciado de acordo com o grau de
intensidade das lesBes. Animais com poucas lesdes (26/39) ndo demonstraram quadro clinico evidente de
doenca sistémica, semelhante ao estado clinico dos animais assintomaticos. Treze animais (13/39)
apresentaram muitas lesGes, miiases frequentes, sangramento de lesdes apo6s traumatismos, alguns com
apatia, hiporexia, perda de peso e trés animais vieram a ébito.

Os parametros hematol6gicos dos animais com e sem papilomas cutdneos, em diferentes faixas
etarias, estdo demonstrados nas Fig. 3 e 4. Os valores médios para 0s elementos que constituem o
Eritrograma, para os animais dos Grupos 1, 2 e 3, com lesdo e sem leséo, se encontravam dentro dos limites
fisioldgicos para a espécie bovina. Ndo foram observadas diferencas entre as médias quando comparados
animais com e sem lesdo, mesmo em diferentes idades.

Entre os animais com lesdes, a hematimetria, a concentracdo de hemoglobina e o hematdcrito dos
animais dos Grupos 1 e 2 mostrou-se inferior quando comparado a média dos animais nestas idades sem
lesGes. Os animais do Grupo 3 apresentaram médias superiores para estes parametros hematol6gicos quando
comparados aos animais da mesma faixa etéria sem lesdes (Fig. 3).

Na dosagem de Proteinas Plasméticas Totais, todos os animais apresentaram hiperproteinemia. Os
animais do Grupo 1 com lesdes cutaneas demonstraram valores médios de 9,4g/dL, o Grupo 2 de 9,7g/dL e 0
Grupo 3 de 10g/dL. Os animais sem lesdes cutaneas demonstram valores médios de 9,93g/dL para o Grupo
1, 9,99/dL Grupo 2 e de 9,8g/dL para o Grupo 3 (Fig. 3).

A concentragdo media de fibrinogénio foi inferior a 300mg/dL para todos os animais, valor
limitrofe de referéncia para bovinos. Os animais do Grupo 1, com lesGes, apresentaram a maior média de
fibrinogénio (280mg/dL) e os animais do Grupo 3, também com lesdes, apresentaram a menor média de
fibrinogénio (100mg/dL) (Fig. 3.).

Os pardmetros leucocitérios dos bovinos avaliados estdo demonstrados na Fig. 4. Entre os animais
com lesBes cuténeas, o Grupo 1 apresentou leucocitose, que ocorreu por neutrofilia e linfocitose. Os animais
sem lesGes cutaneas do Grupo 1 e 2 apresentaram leucocitose por monocitose.

Os indices reprodutivos das fémeas avaliadas estdo demonstrados na Fig. 5. No Grupo 1, com
lesBes cutaneas, 27/30 fémeas ndo apresentaram estro, destas 11 tinham um ano de idade e 16 tinham entre
dois e quatro anos. Nas fémeas sem lesfes cutineas do Grupo 1, trés animais (3/8) ndo apresentaram estro,
trés animais (3/8) foram inseminados e um retornou ao estro com repeticdo da inseminagdo artificial.

No Grupo 2 com lesdes, seis animais (6/7) ndo apresentaram estro, e entre os animais sem lesdes,
12 (12/26) ndo apresentaram estro, oito (8/26) foram inseminadas, das quais seis repetiram estro e foram
novamente inseminadas.

No Grupo 3 com lesdes, dois animais (2/2) ndo apresentaram estro. Entre os animais sem lesdes, 9
(9/16) ndo apresentaram estro e seis (6/16) foram inseminadas, uma retornou ao cio e foi repetida a
inseminacéo.

DISCUSSAO

Os animais avaliados representaram 64,5% do rebanho e 100% estavam infectados pelo BPV,
superando a estimativa feita por Catroxo et al. (2013). Dentre os animais infectados, a maior parte (56,2%)
ndo apresentava lesdes de pele caracteristicas da doenca, embora tenham sido diagnosticadas alteracdes
hematoldgicas e reprodutivas sugestivas de doenca cronica, que poderiam ser causadas pelo BPV. Animais
assintomaticos ou que desenvolvem poucas lesdes atuam como reservatorio da doenca, disseminam o virus,
sdo livremente comercializados e introduzidos em outros rebanhos, o que ressalta a importancia da
divulgacdo e esclarecimento de produtores e veterinarios acerca do virus.

Dados clinicos e epidemioldgicos sobre 0 BPV e a papilomatose cutdnea bovina sdo importantes
para o controle e prevencdo. O estudo foi realizado em uma fazenda experimental pela primeira vez em
Pernambuco e no Nordeste, tornando possivel acompanhar varios aspectos da doenca, conhecer a realidade
local e as diferengas entre relatos anteriores na regido, no Brasil e no mundo.
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A propriedade estudada, como selecionadora da raca Girolando e estacdo de pesquisa, detinha todo
0 controle sobre os dados zootécnicos, historico de desenvolvimento e producdo dos animais tornando
possivel algumas suposi¢Bes quanto a fonte de infeccdo, a forma como os animais se infectam e quando esta
infeccdo ocorre.

O Girolando, em seus diferentes graus sanguineos, é a raca de maior expansao e crescimento no
mercado nacional, responsavel por 80% do leite produzido no Brasil (Silva et al. 2010). Sdo animais mais
rusticos por possuirem sangue indiano, no entanto, a raca € tao susceptivel ao BPV quanto 0s taurinos puros
como a raga Holandesa. Acredita-se, entretanto, que o tipo de manejo empregado esteja mais relacionado a
infeccdo e desenvolvimento de lesdes do que a raca dos animais, 0 que estd de acordo com Santin (2001) e
Araldi (2014) ao afirmarem que o rebanho leiteiro é mais afetado. O momento da ordenha é um periodo de
maior aglomeragdo e contato entre fémeas leiteiras e entre os animais e as instalacdes. A frequéncia dessa
aglomeracdo expde os animais, aumentando a chance de infec¢do. Quanto maior a proximidade e o contato
entre 0s animais e o stress a que sdo submetidos no manejo, maior a chance de se infectarem e
desenvolverem lesdes (Santo e Marins 2004).

O manejo semi-intensivo, utilizado na propriedade, permite um contato maior entre os animais. Os
gue desenvolveram lesbes permaneceram separados do rebanho, mas utilizavam areas comuns como o brete
e curral de manejo. Para maioria das propriedades é inviavel a permanéncia de um piquete exclusivo para
animais acometidos pela papilomatose por comprometer para 0 manejo, elevar custos e pela deficiéncia de
pasto. Com frequéncia, os animais sdo vendidos ou permanecem junto com o restante do rebanho.

Os cochos de agua e sal podem ser uma importante fonte de infeccdo (Santo e Marins 2004). Na
propriedade estudada e naquelas que empregam o manejo semi-intensivo, sdo os Unicos utilizados durante
todo o0 ano. A presenca de BPV em bexigas de animas infectados sugere que a urina pode ser uma fonte de
infeccdo, havendo a possibilidade de contaminagdo da &gua, dos pastos, cochos e bebedouros (Lindsey et al.
2009).

Em propriedades de Pernambuco o Pteridium aquilinum ndo é frequente (Carrazzoni, 2015). Na
Zona da Mata, mais Umida e na regido da bacia leiteira, agreste do Estado, ndo sdo observados nos pastos,
justificando a baixa frequéncia de lesbes tumorais no trato gastrointestinal, urinario e auséncia de hematuria
enzootica, responsaveis por maiores danos causados pelo BPV. Este fato, associado a frequéncia de
papilomatose cuténea de intensidade leve comumente observada entre os animais, provavelmente contribui
para que a presenca do virus seja subestimada nas propriedades.

O arame farpado, utilizado em cercas e currais, € uma constante causadora de lesdes da pele e
favorece a disseminacéo da doenca, principalmente em currais de manejo onde 0s animais se aglomeram e se
encostam, na tentativa de se esquivar e refugiar.

O uso de agulhas contaminadas, seja para tratamento ou vacinagdo do rebanho, € uma importante
fonte de infeccdo do BPV (Santos et al. 2002, Santo e Marins 2004). Na propriedade estudada o risco foi
minimizado ao utilizar agulhas estéreis individuais descartaveis, esterilizadas, e separacdo dos animais em
grupos por idade e aqueles com lesfes. Na rotina atual do campo, no entanto, dificilmente sera utilizada
agulha individual ou descartavel por animal, mas sugere a necessidade da industria especializada criar
alternativa, que os veterinarios de campo atentem para o problema e organizem o manejo reduzindo a
possibilidade de disseminacdo do virus e principalmente, ressalta a importancia de levantamento
epidemioldgico do virus nos rebanhos.

Os carrapatos dos bovinos, Ripcephalus (Boophilus) microplus, sdo ectoparasitos de hospedeiro
Gnico. As larvas sobem nos animais, se fixam, se desenvolvem até o estagio de fémea ingurgitada e se
desprendem dos hospedeiros caindo ao chdo para realizarem a ovoposicao e em seguida morrem (Morando e
Gelinsky 2010). Esta caracteristica do ciclo biolégico dos R. Boophilus microplus, dificulta a transmisséo
direta do BPV de um hospedeiro a outro no momento do repasto sanguineo, como pode ocorrer com as
moscas picadoras-sugadoras, e indica que a atuacdo destes artropodes na epidemiologia da doenga esteja
mais relacionada as micro e macro lesGes que causam na pele dos animais, ao comprometimento da
imunidade causado pela deplecdo sanguinea e o stress, favorecendo o desenvolvimento de doengas
secundarias, do que & transmissdo direta entre animais.

No entanto, assim como ocorre para a Babesiose, em que a Babesia bigemina infecta tecidos do
carrapato e pode ser transmitida pela via transovariana originando ovos, larvas e ninfas de carrapatos
infectados por este parasito (Massard e Fonseca 2004), o R. Boophilus microplus poderia atuar disseminando
BPV. Em andlise comparativa, embora tratando-se de um virus, questiona-se a possibilidade do BPV
ingerido durante o repasto sanguineo da teledgina em animal infectado, permanecer viavel no organismo do
carrapato, no trato reprodutivo e ser transmitido aos ovos pela via transovariana. S0 suposi¢des que
precisam ser investigadas e poderdo contribuir com o estudo epidemioldgico do virus.



58

As moscas picadoras-sugadoras parecem ter pouca importancia na epidemiologia da papilomatose
cutdnea na propriedade estudada devido a baixa frequéncia. As miiases causadas pela Cochliomya sdo as
doencas clinicas mais frequentes do rebanho estudado, responsaveis por feridas que sangram contaminando
cercas, mourdes onde os animais se cogam, cochos, e bretes, favorecendo a disseminagdo do virus no
rebanho e atraindo outras moscas, inclusive a doméstica, que segundo Finlay et al. (2009), também foi
identificada carreando BPV e pode, ao pousar em feridas ou sangue contaminado, levar o virus a outros
animais. A Musca domestica é muito frequente em propriedades leiteiras, atraidas por restos de leite e
embora controladas por higiene das instalagdes, ndo sdo identificadas pelos produtores como vetores de
doencas, nem do BPV.

A ocorréncia de morcegos hematdfagos na propriedade chama atencdo e sugere outra via possivel
de transmissdo do BPV entre os animais estudados e entre propriedades. A area de alcance e sobrevida dos
morcegos é maior que a dos insetos, causam feridas que sangram devido a atuagdo de fatores anti-
coagulantes da saliva, o que favorece a contaminacdo dos animais por contato com sangue infectado, e
sugere-se que podem causar transmissao direta ao inocular o virus através do aparelho bucal contaminado.

Todas as bezerras de 1 ano de idade apresentavam lesfes cutédneas. Nos animais mais velhos a
frequéncia dos que desenvolveram lesdes e quadro clinico acentuado foi regredindo, demonstrando que se
tornaram mais resistentes ou imunologicamente aptos a impedir o desenvolvimento de lesbes, porém
permaneceram infectados. Os animais jovens entre 1 e 2 anos séo mais afetados clinicamente como descrito
por Monteiro (2008) em estudo desenvolvido na mesma regido. A elevada susceptibilidade de jovens a
infeccbes € uma evidéncia de que animais mais velhos adquiriram imunidade em episodios anteriores
(Nichols e Stanley, 2000).

O perfil do eritrograma dos animais mostra que o rebanho estava bem alimentado, com auséncia de
doencas debilitantes como babesiose e anaplasmose e que estes pardmetros ndo foram determinantes para o
desenvolvimento de papilomas, ja que se apresentaram semelhantes entre animais com e sem lesdes
cutaneas.

O quadro de hiperproteinemia leve (Kaneko et al. 1997) encontrada em todos os bovinos avaliados,
e pouco superior nos animais mais velhos, pode ser considerada fisioldgica devido a auséncia de anemia e
desidratacdo sugerindo como causas provaveis a dieta rica em proteinas (Monteiro, 2008) ou particularidade
da raga (Souza 1997, Fagliari et al. 1998). Outra justificativa poderia ser uma elevacdo de gamaglobulinas
como consequéncia de infecgdo cronica, neste caso, secundéria a infeccdo pelo BPV.

O fibrinogénio plasméatico é uma proteina sinalizadora de fase aguda nos bovinos (Fagliari et al.
1998). A concentracéo de fibrinogénio se eleva na presenca de inflamacdo e reparos teciduais e precede o
aumento de gamaglobulinas. Em doengas cronicas, no entanto, o fibrinogénio volta ao limite normal dias
apos o encerramento da destruigdo tecidual com elevacdo da gamaglobulina (Phillips et al. 1984, Jain et al.
1993, Murata et al. 2004, Silva et al. 2006). A baixa concentracdo de fibrinogénio nos animais avaliados com
elevada PPT estdo de acordo com os achados dos autores citados, demonstrando o carater crénico da
infeccdo por BPV no rebanho e auséncia de outras doencas clinicas de carater agudo como Babesiose e
Anaplasmose.

Os animais sem lesdes demonstraram leucograma compativel com doenca cronica e na presenca de
stress. A resposta imunol6gica mediada por células é mais importante para regressao de lesGes causadas pelo
BPV do que a resposta humoral (Nicholls e Stanley 2000). Os animais jovens mais afetados por lesfes
demonstraram quadro clinico mais grave. Este achado provavelmente se refletiu no leucograma, que
demonstrou a tentativa do organismo em regredir as lesdes. Segundo Coles et al. (1984), leucometria global
alta por neutrofilia indica condigéo severa. Por outro lado a linfocitose ocorre em infecgdes crénicas devido
ao estimulo antigénico constante.

Os bovinos respondem menos em termos de leucometria global que outros animais domésticos,
sendo observada a contagem de leucdcitos totais dentro da faixa de normalidade na presencga de evidéncias
de infeccdo ou stress (Coles et al. 1984). Sob este aspecto observa-se que 0s animais sem lesdes
apresentaram contagem elevada de leucécitos, demonstrando que embora aparentemente sadios estes animais
estavam acometidos e sua condi¢do embora subclinica pode refletir negativamente nos resultados produtivos
e reprodutivo do rebanho, sem a percepcao do produtor e mesmo do veterinario responsavel.

Freitas et al. (2003, 2007), relatam a presenca de BPV1 na placenta e liquido aminidtico de fémea
bovina e de seu recém nascido mostrando a evidéncia da transmissdo vertical do BPV (Yaguiu et al. 2006,
2008). A elevada taxa de infeccdo encontrada nas fémeas e nos bezerros acompanhados sugere que estes
possam estar se infectando j& na vida intrauterina. Esta afirmacdo é corroborada por achados de Carrazzoni
(2015) ao identificar BPV em sangue retirado da jugular de fetos entre 4 e 5 meses, filhos de vacas também
infectadas pelo virus.
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Lindsey et al. (2009) identificaram BPV no leite, evidenciando a possibilidade de transmisséo
através da mamada. Tendo em vista que o manejo da propriedade estudada adota a mamada do colostro e do
leite até os seis meses de idade, inseminacdo exclusiva e ndo ha entrada de animais externos, esta seria mais
uma possivel forma de infeccéo dos animais.

As fémeas jovens de 1 ano podem, quando precoces e bem alimentadas, apresentar estro nesta
idade, porém ndo é comum na raca 5/8 Girolando (Oliveira e Nogueira 2006), desta forma a auséncia de
estro entre os animais de 1 ano era um resultado esperado. A partir dos 18 meses, no entanto, as fémeas por
estarem em condicdes corporais adequadas deveriam iniciar as atividades reprodutivas com apresentacdo de
estro, 0 que ocorreu abaixo do esperado (Santos et al. 2002).

A auséncia de ciclo estral nas fémeas com lesdes cutaneas sugere que a doenca clinica causada pelo
BPV afeta o animal de forma sistémica suprimindo a atividade reprodutiva. Em condicGes adversas o sistema
reprodutivo dos animais pode entrar em anestro como consequéncia da apatia, subnutricdo, perda de peso,
stress e doenca clinica (Mello 2015).

As causas primarias de problemas reprodutivos podem ocorrer de forma epidémica ou endémica. A
introducdo de um agente infeccioso determina que os problemas reprodutivos ocorram de forma epidémica,
com varios animais apresentando sintomatologia reprodutiva simultaneamente. Em rebanhos cronicamente
infectados, as causas primarias manifestam-se de forma endémica, onde 0s animais, ou apenas algumas
categorias, manifestam sinais clinicos reprodutivos (Junqueira e Alfieri 2006). Como o rebanho estava com
bom escore corporal, ndo apresentava outras doencas clinicas, ndo havia abortos, transito de animais e
animais errantes, eram vacinados para brucelose, havia controle de roedores e na presenca de frequéncia
elevada de animais infectados por BPV, pode-se suspeitar da infeccdo crbnica pelo virus como responsavel
pelos baixos indices reprodutivos no rebanho

A baixa frequéncia de estro e elevada repeticdo de inseminages artificiais indicaram problemas
reprodutivos no rebanho, que ocorriam em animais apresentando ou ndo lesdes cutaneas. Como a
propriedade utiliza inseminacéo artificial exclusiva, com sémen adquirido em centrais de sémen, o0 retorno ao
estro e repeti¢des de inseminacdes artificiais podem ter ocorrido como consequéncia de sémen contaminado
por BPV, induzindo reabsor¢do embrionaria. Silva et al. (2011) detectaram BPV nos espermatozdides e
fluido seminal de quatro centrais de sémen e Henneberg et al. (2006) demonstraram que o desenvolvimento
de embrides de duas células é inibido depois da exposi¢do ao HPV. H4, portanto, uma indicacdo de que a
presenga do virus no sistema reprodutivo de touros é possivel e frequente, e demanda mais estudos a fim de
se avaliar a interferéncia nas taxas de prenhez do rebanho e a via de transmissao vertical do virus.

O BPV e as doencas clinicas causadas pelo virus ainda ndo séo consideradas doencgas de impacto
reprodutivo, embora a literatura relate o diagnostico do virus em tecidos, células e fluidos do sistema
reprodutor como Utero, ovarios, odcitos, células do cumullus, liquido aminidtico, fluido uterino, placenta,
sémen e espermatozoides (Carvalho et al. 2003, Yaguiu et al. 2006, 2008, Silva et al. 2011).

A infeccdo do trato reprodutivo pelo virus pode ter severas consequéncias como disseminacdo do
agente infeccioso, baixa fertilidade, esterilidade, abortos e transmissdo vertical (Silva et al. 2011). Neste
estudo muitos dados sugerem a atuacdo do virus no sistema reprodutor das fémeas e no sémen. Muitos
aspectos precisam ser investigados e comprovados para que o BPV seja considerado responsavel por doenca
de impacto reprodutivo.

CONCLUSAO

A frequéncia de infeccdo por BPV em animais apresentando ou ndo lesfes cutaneas é elevada no
rebanho.

Animais assintomaticos sdo os mais frequentes dentre os infectados por BPV na propriedade
estudada.

Avaliagdes hematologicas demonstraram evidéncia de doenga cronica no rebanho e foram
semelhantes entre animais sintomaticos e assintomaticos.

A alta infestacdo de carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus é importante na epidemiologia
da papilomatose cuténea do rebanho por causar lesGes cutaneas que favorecem a disseminacao do virus.

Existe na propriedade um comprometimento reprodutivo do rebanho que aparenta ser causado pela
infeccdo por BPV.
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Legendas das Figuras

Fig. 1. Demonstracdo esquematica do rebanho acompanhado e frequéncia de BPV nos animais estudados.

Fig. 2. Idade dos animais, condicdo de infeccdo e presenca de lesbes cutaneas em bovinos naturalmente
infectados por BPV - Itambé, Zona da Mata de Pernambuco (2015).

Fig. 3. Eritrograma, PPT e Fibrinogénio de bovinos infectados por BPV apresentando ou ndo lesdes
cutaneas- Itambé, Pernambuco (2015).

Fig. 4. Pardmetros leucocitarios de bovinos infectados por BPV apresentando ou ndo lesGes cutaneas-
Itambé, Pernambuco (2015).

Fig. 5: indices reprodutivos de fémeas infectadas por BPV apresentando ou ndo lesdes cutineas - Itambé,
Zona da Mata (2015).
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Fig. 2.

Ndmero
Grupos de animais Com lesGes Sem lesbes
infectados cutaneas cutaneas
BPV
Grupo 1 38 30 8
1 a4 anos
1 ano 11 11 -
2 anos 13 11 2
3 anos 7 6 1
4 anos 7 2 5
Grupo 2 33 7 26
5a9anos
5 anos 11 2 9
6 anos 6 3 3
7 anos 5 2 3
8 anos 3 - 3
9 anos 8 - 8
Grupo 3 18 2 16
10 a 16 anos
10 anos 3 - 3
11 anos 1 - 1
12 anos 6 - 6
13 anos 2 1 1
15 anos 2 - 2
16 anos 4 1 3
Total 89 39 50
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Fig. 5.
Com lesBes cuténeas (n = 39) Sem lesdes cutaneas (n = 50)
N° Estro néo N° Estro néo Repeticao
animais apresentado 1A animais apresentado | de IA

Elge 30 27 3 8 3 4 1
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529 anos 6 1 26 12 8 6
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Tipos Virais, Co-Infeccdo e Evolucdo das Lesdes de Bovinos Apresentando Papilomatose
Cuténea

RESUMO

A papilomatose cutanea bovina é uma doenca infectocontagiosa causada pelo Papillomavirus
bovino (BPV) causando lesbes conhecidas como papilomas ou verrugas em varias areas do
corpo e que aparecem principalmente em locais onde os animais sofrem atrito e pequenas
contusdes. A sintomatologia secundaria causada pela presenca das lesdes leva a perdas
econbmicas significantes. Teve-se como objetivo avaliar rebanho bovino apresentando
papilomas cutdneos quanto as caracteristicas das les@es, infeccdo pelo BPV, frequéncia dos
tipos virais e evolucdo do quadro clinico. Foram avaliadas 42 fémeas Girolando apresentando
lesGes cutaneas. Os resultados demonstraram que a papilomatose cuténea leve, com lesdes do
tipo atipico basal unico foi a mais frequente entre os animais do rebanho estudado. BPV2 e
BPV3 foram os tipos virais mais frequentes, BPV11 e BPV12 foram identificados pela
primeira vez em Pernambuco e a co-infec¢do ocorreu com Varios tipos virais sem relacdo com
localizacdo, tipo ou a gravidade das lesdes cutaneas. Ndo houve regresséo das lesdes.

Palavras-chave: BPV, regressao, doencas infectocontagiosas

INTRODUCAO

A papilomatose cutanea bovina é uma doenca infectocontagiosa causada pelo
Papillomavirus bovino (BPV) que acomete as células basais do epitélio e fibroblastos

subepiteliais causando lesGes tumorais de carater benigno na pele e na mucosa, conhecidas

como papilomas ou verrugas (Nasir e Campo, 2008; Monteiro et al., 2008; Silva et al., 2013).

O Papillomavirus bovino pertence a familia Papillomaviridae composta por treze
gendtipos identificados e classificados em trés géneros. Género Deltapapillomavirus (BPV-1,
BPV-2 e BPV-13), Xipapillomavirus (BPV-3, BPV-4, BPV-6, BPV-9, BPV-10, BPV-11 e
BPV-12), Epsilonpapillomavirus (BPV-5 e BPV-8) e o BPV-7 que ainda ndo esta

classificado em nenhum género (Tomita et al., 2007; Hatama et al., 2008, 2011; Zhu et al.,
2012; Freitas et al., 2013; Bocaneti et al., 2014).
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Estudos da epidemiologia molecular dos BPVs tém correlacionado a identificagédo do
tipo viral com o tropismo por locais e lesdes especificas (Batista et al., 2013; Bocaneti et al.,
2014). Pesquisas recentes, porém, citam a presenca simultanea de varios tipos de BPVs em
uma mesma lesdo caracterizando co-infecgdes (Schmitt et al., 2010; Carvalho et al., 2012;
Batista et al., 2013). Estes novos achados, no entanto, ainda ndo determinam maiores
informacdes como a frequéncia em que ocorrem as co-infec¢fes, quais 0s tipos virais mais
presentes, sua relacdo com a capacidade imune do hospedeiro, se ha correlagdo com o

desenvolvimento e intensidade do quadro clinico, entre outros fatores.

As lesbes se apresentam como papilomas tipicos, atipicos basais, atipicos engastados
e filamentosos (Campo, 2002; Monteiro, 2008; Araldi, 2014). Apresentam coloracao branca,
acinzentada ou rosea, com superficie seca e cornificada, com dimensfes que variam desde
1mm até 500mm (Monteiro, 2008). Aparecem mais comumente na cabega, pescogo, barbela,

membros, Ubere e pénis, locais onde os animais sofrem atrito e pequenas contusdes.

Segundo a literatura, regridem espontaneamente em 12 meses e afetam em sua
maioria animais jovens, imunologicamente imaturos ou imunocomprometidos pelo manejo
das propriedades, e animais criados de forma semi-intensiva e intensiva, sugerindo maior
prevaléncia da doenca em rebanhos e ragas leiteiras (Campo, 2006). Algumas lesdes podem
persistir em animais submetidos a fatores estressantes, quando estas lesdes podem se
transformar em tumores malignos particularmente sob acdo de co-fatores ambientais
(Borzacchiello e Roperto, 2008; Carvalho et al., 2012).

A sintomatologia secundaria causada pela presenca das lesdes leva a perdas
econdmicas e os produtores nédo identificam estas perdas como consequéncia da papilomatose
cuténea fazendo com que negligenciem a presenca do virus na propriedade, principalmente
em casos isolados ou animais com pequenas lesdes, 0 que potencializa a infec¢do no rebanho

e favorece a disseminacdo da doenca.

Estudos continuados sdo necessarios para maior conhecimento sobre a infeccéo,
patogenia, doenca clinica e a biologia dos virus (Silva et al., 2012). A importancia destes
resultados esta na contribuicdo com o tratamento, prevencdo e controle, abrindo uma ampla
discussdo a respeito das estratégias vacinais, o que requer produtos com amplo espectro de
cobertura, ja que a imunidade induzida por BPV é tipo-especifica (Nicholls e Stanley, 2000;
Claus et al., 2007).
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Diante do exposto, teve-se como objetivo avaliar rebanho bovino apresentando
papilomas cutaneos quanto as caracteristicas das les@es, infeccdo pelo BPV, frequéncia dos

tipos virais e evolucao clinica das lesdes.

MATERIAL E METODOS

O projeto para realizagdo deste estudo foi encaminhado para apreciacdo (protocolo
nimero N°23082.013040/2015-49) da Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA da
Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE.

O trabalho foi realizado no Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA) - Estacdo
Experimental de Itambé - EEI, localizada na microrregido da Zona da Mata Setentrional
pernambucana e no Laboratorio de Estudos Moleculares e Terapia Experimental (LEMTE) do

Departamento de Genética da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Foram selecionadas 42 fémeas bovinas leiteiras, apresentando papilomas cutaneos,
com idade variando entre um e 16 anos da raga Girolando 5/8, provenientes do IPA - EEI,

identificadas através de brincos numerados.

Os animais, criados de forma semi-intensiva, ingeriam a campo pastagens de

braquiaria, em piquetes limpos, livres de samambaia (Pteridium aquilinum), recebiam

complemento no cocho em periodos de estiagem com volumoso a base de capim elefante

(Penisetum purpureum) e cana-de-agucar (Saccharum spp), agua e sal mineral especifico para

bovinos ad libitum. O rebanho era everminado e vacinado contra raiva, febre aftosa e
brucelose. O manejo reprodutivo utilizava inseminacao artificial exclusiva, sem presenca de

touros e a ordenha da propriedade feita de forma manual, nos turnos da manha e tarde.

As lesdes cutaneas foram analisadas por parametros macroscopicos, como tipo, cor,
aspecto, tamanho, localizagcdo. A quantidade das lesbes foi determinada pela distribuicdo das
mesmas ao longo do corpo do animal, sendo considerada como leve (até 25% do corpo
afetado), moderada (entre 25 e 50% do corpo afetado) e intensa (mais de 50% do corpo
afetado). Foram avaliadas por observacdo e imagens fotograficas, catalogadas em fichas de

acompanhamento individual e seguindo a metodologia descrita por Monteiro (2008).
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Para avali¢do das lesdes quanto a infeccdo por BPV, foram coletados aleatoriamente
de 16 animais 35 fragmentos de papilomas tipicos, atipicos e filamentosos, em regiGes do
corpo animal como cabeca, dorso, membros, Ubere, cauda, pescoco, barbela e ventre, por
desprendimento e, quando necessario, através de biopsia em regides previamente anestesiadas
com lidocaina a 2% e incisdo eliptica com lamina de bisturi. As amostras foram
acondicionadas em recipiente refrigerado e encaminhadas ao LEMTE. Foram coletadas para

cada animal lesBes que apresentavam tipo/caracteristicas diferentes.

O DNA genbmico foi extraido de fragmentos de 20mg de papilomas através do kit
Wizard Genomic Purification A1125® seguindo as instrucdes preconizadas pelo fabricante. O
DNA extraido foi quantificado utilizando-se Nanovue®, e a qualidade aferida através da

Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) do gene da [3-globina.

Para diagnostico da infeccdo por BPV e genotipagem do virus, o DNA viral foi
amplificado através de PCR utilizando Master Mix Promega Kit® primers BPV tipo-
especifico (BPV1 - BPV12, com excecdo do BPV-7). Todos os produtos amplificados foram
visualizados através de eletroforese em gel de Agarose 2% TAE corados com Brometo de
Etidio e fotografados.

Os animais foram avaliados quanto a condicdo de infec¢cdo pelo BPV, frequéncia de
tipos virais nas lesdes cutaneas, quanto a presenca de co-infeccdo e a relacdo entre os tipos
virais e caracteristicas da lesdo. A evolucdo clinica das lesGes foi acompanhada por um

periodo de 24 meses.

4. RESULTADOS

O perfil da idade dos animais acompanhados e a correlacdo com a quantidade das

lesGes cutaneas encontradas estdo demonstrados na Figural.

A papilomatose cutanea leve ocorreu em 26/42 animais (62%), moderada em 13/42

animais (31%) e intensa em 3/42 animais (7%).

- Master Mix Promega Kit® (Promega, Fitchburg, Estados Unidos)
- Nanovue® (GE, Fairfield, CT, USA)
- Wizard Genomic Purification A1125® (Promega, Fitchburg, Estados Unidos)
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Os animais jovens de um a trés anos foram os mais afetados (31/42), representando
74% dos animais acometidos. Dentre estes jovens, 19/31 (61%) apresentaram quantidade de
lesGes leve, 10/31 (32%) quadro de lesdes moderado e 2/31 (6,5%) intenso.

O tamanho dos papilomas variou entre 0,5 a 8 cm. As lesdes se apresentaram de tipos
unicos ou em associacdo de varios tipos, algumas vezes dificultando a identificacdo de um
tipo especifico. A Figura 2 mostra 0s aspectos macroscopicos das lesdes encontradas,

identificando tipos de papilomas e associagdes entre eles.

O tipo atipico basal foi 0 mais frequente encontrado no rebanho. Na papilomatose
leve, os tipos pedunculado, filamentoso e a associacdo de diferentes tipos de papilomas néo
ocorreram e 0s papilomas atipicos apresentaram-se Unicos, pequenos (até 1cm) e distribuidos
em varias partes do corpo dos animais. Na papilomatose moderada e intensa os tipos tipico
pedunculado, atipico basal multiplo e a associacdo de tipos de papilomas foram os mais
frequentes. A relacdo entre a intensidade das lesGes e o tipo de papiloma encontrado esta

descrita na Figura 3.
A cor dos papilomas variou entre branco amarelado, rosado, cinza e preto.

Lesdes nos membros foram encontradas com maior frequéncia, mas a ocorréncia no
Ubere/tetos, cernelha/dorso, barbela e cabeca foi semelhante. Outras localiza¢cdes encontradas
com menor ocorréncia foram linha alba, prega umbilical, cauda e sobre cicatrizes. A
frequéncia de localizacdo de papilomas entre os bovinos estudados estda demonstrada na

Figura 4.

A classificagdo quanto ao local de retirada, tipo de leséo, cor e identificacdo dos tipos

virais nas 35 lesdes coletadas estdo demonstrados na Figura 5.

Todas as lesdes apresentaram infeccdo por Papillomavirus bovino. Os tipos virais

mais frequentes foram BPV2 e BPV3 que ocorreram em 100% das lesdes (35/35) e 0 menos
frequente foi BPV9 que ocorreu em 31% das lesGes (11/35). Ndo houve predominancia de
tipo viral ou grupo de virus associado ao local de ocorréncia das lesfes ou tipo de leséo. A
relacdo dos BPVs encontrados esta disposta na Figura 6.
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A co-infecgdo ocorreu em todas as lesdes e apresentou grupos de no minimo cinco e
no méaximo nove diferentes tipos de virus. A associa¢do de BPVs incluindo os géneros Delta e
Xi-PV ocorreu em 34% das lesbes (11/35) e a associacdo dos géneros Delta, Epsilon e Xi-PV
ocorreu em 68,5% das lesbes (24/35) (Figura 7).

Em 24 meses de acompanhamento, nenhum animal (0/42) apresentou regressao com
remissdo das lesdes e dentre os que apresentaram melhora ou agravamento, um animal (1/42,
2%), jovem, mudou a intensidade apresentada no inicio do estudo, passando do quadro

intenso ao quadro moderado de lesBes apds 24 meses de observacao.

Trés animais (3/42, 7%) vieram a 6bito. Eram jovens entre um e dois anos e

apresentavam lesdes intensas (um animal) e moderadas (dois animais).

5. DISCUSSAO

Estudos de acompanhamento do quadro clinico, caracteristicas e evolucgao das lesdes
causadas pelo Papillomavirus bovino ndo tém sido relatados, embora sejam fundamentais para

compreensdo da biologia do virus, epidemiologia e controle da doenca.

A partir dos resultados foi possivel identificar dois quadros clinicos diferentes no
rebanho. O primeiro, presente na maioria dos animais (62%), se mostrou leve, com poucas
lesBes, Unicas, pequenas, sem predilecdo por area especifica, muitas vezes despercebidas. O
segundo quadro clinico se caracterizou mais grave e evidente, ocorreu em 16/42 animais
(38%) e demonstrou todas as caracteristicas clinicas relatadas na papilomatose cutanea
(Campo, 2002; Nasir e Campo, 2008; Borzacchiello e Roperto, 2008).

O quadro clinico com leses evidentes (Campo, 2006; Muro et al., 2008, Monteiro et
al., 2008) é caracteristico dos animais que desenvolvem os achados secundarios de perda de
peso, mastite, infeccBes, feridas mecénicas entre outros sintomas que geram prejuizos

econbmicos identificaveis pelos produtores e sdo 0os comumente isolados e descartados.
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A identificagdo do quadro clinico leve ndo é relatada na literatura, sendo
considerados importantes apenas 0s casos graves, com muitas lesdes aparentes. De forma
geral, nas propriedades, os animais com quadro clinico leve, apresentando uma ou duas
pequenas lesdes sdo 0s que permanecem no rebanho. Estes animais ndo chamam atencéo
negativa dos produtores. S&o livremente comercializados, atuam como reservatorio
disseminador da doenca, e na presenca de fatores estressantes, irdo provavelmente apresentar

agravamento das lesoes.

No inicio do experimento, ao ser identificado em maior frequéncia no rebanho, foi
suposto que 0s animais que apresentavam quadro de lesdes de intensidade leve estavam no
inicio do desenvolvimento da doenca clinica causada pelo BPV. Ao longo dos 24 meses de
observacgdo, no entanto, mesmo entre jovens, citados na literatura como mais susceptiveis ao
desenvolvimento da papilomatose cutanea (Monteiro et al., 2008), nenhum dos animais
evoluiu a quantidade de lesGes apresentadas, demonstrando que o quadro leve de lesdes pode

ndo ser um estagio da doenca, mas uma condicdo clinica permanente causada pelo virus BPV.

Havendo, portanto, uma indicacdo que o0s animais demonstraram uma reacdo a
infeccdo, que embora tenha sido insuficiente para impedir o surgimento das lesGes, em alguns
casos, foi capaz de controlar o agravamento da intensidade das mesmas. Este achado pode
estar relacionado a biologia viral, ou a capacidade imunolégica do animal como sugerido por
Nicholls e Stanley (2000).

Tendo em vista que 0s animais pertencem a mesma propriedade desde o nascimento,
sdo submetidos ao mesmo tipo de manejo e condices desafiadoras, foi suposto haver uma
capacidade individual na resposta imunoldgica frente a infeccdo ou que a infeccdo seria
causada por tipos de virus diferentes. Esta possibilidade, no entanto, foi desconsiderada ja que

0s tipos virais encontrados nas lesdes ndo diferiram nos animais mais ou menos afetados.

Acredita-se que o manejo da propriedade estudada, com boa oferta de colostro,
higiene e alimentacdo adequada durante o desenvolvimento do bezerro foi determinante para
estes achados. De forma geral, em propriedades leiteiras, ha falha no fornecimento de
colostro, oferta insuficiente de leite nos primeiros meses de vida, interrup¢do precoce do
fornecimento, stress de manejo e higiene inadequada do ambiente e instalagbes, o que
dificulta o estabelecimento de uma resposta imunolégica minima (Fagliari et al., 1996;
Feitosa et al.; 2010; Carrazzoni et al., 2014).
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O papiloma do tipo atipico basal Unico ndo ocorreu na presenca de sintomatologia
moderada e intensa, indicando haver uma relacéo entre o tipo de papiloma com a intensidade
das lesbes. Este achado sugere uma evolucdo da lesdo. Surgindo como atipico engastado,
semelhante a uma reacdo alérgica, de coloracdo preta com presenca de pelos. Posteriormente
estes pelos desaparecem dando lugar a uma superficie seca, acinzentada, circundada por pelos
e que se caracteriza como papiloma atipico basal Unico (Figura 8). Provavelmente,
posteriormente, na auséncia de uma resposta imune adequada, possivelmente estas lesbes se

agravam surgindo lesdes multiplas.

Lesdes em cicatrizes mostram que nos locais onde ocorreram lesdes mecanicas como
cortes e arranhdes, surgiram em seguida papilomas cutaneos. Segundo Araldi (2014),
papilomas em &reas sujeitas a atritos sugerem a via de infec¢do através do sangue, isto porque
ap6s uma micro-lesdo tecidual ocorre uma infiltracdo leucocitaria nos sitios lesionados,

podendo carrear 0 BPV.

Os mesmos tipos de BPVs ocorreram em papilomas tipicos, atipicos e filamentosos e
em diferentes localizacdes do corpo animal. Observa-se o grupo de BPVs 2,3,4,6,8,9,10,11,12
causando papiloma do tipo pedunculado, basal e engastado em regides como cernelha, teto e
barbela. Estes achados s&o semelhantes aos descritos por Carvalho et al. (2012) e Batista et al.

(2013) ao afirmarem que 0s tipos virais nao estdo restritos a areas anatbmicas particulares.

Poucas informagcbes sdo conhecidas sobre os tipos de BPVs descritos mais
recentemente (Batista et al., 2013). Entre eles, BPVs 11 e 12 foram, neste estudo, avaliados
pela primeira vez em amostras no Estado de Pernambuco. A frequéncia encontrada mostra
que os tipos virais estdo disseminados no rebanho, ocorrem em lesGes localizadas em varias
regides do corpo animal como cabega, membros, tetos, barbela e pescoco e em associacdo

com outros tipos virais.

A associacdo de virus ocorreu em todas as lesdes e a mais frequente incluiu os trés

géneros Delta, Epsilon e Xi-PV demonstrando a elevada circulacdo de virus, tendo em vista

que em uma unica propriedade foram identificados nove dos 11 tipos de BPVs testados,
dentre os 13 mundialmente identificados. A co-infeccdo por apenas dois géneros Delta e Xi-
PV em 31% das lesdes (11/35) esta relacionada ao virus BPV5 do género Epsilon, que néo foi

encontrado nas lesdes e BPV8 que ocorreu em 24/35 lesdes.
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A co-infeccdo apresentou uma associa¢do de muitos tipos virais e, no entanto, ndo
estd relacionada a intensidade, tipo ou localizagdo das lesdes uma vez que as mesmas
associacfes ocorreram em animais com papilomatose leve, moderada e intensa, em Varios
locais do corpo e em todos os tipos de papilomas, incluindo o atipico basal Gnico, mais

frequente nos animais pouco acometidos.

Este achado demonstra que existe no rebanho um grupo de virus circulante entre os
animais, 0s quais estdo em contato direto ou indireto constante, como consequéncia do

manejo, o0 que permite as infecg¢des ao longo do tempo (Nicholls e Stanley, 2000).

A co-infeccdo € particularmente importante quando relacionada ao tratamento e
prevencdo da doenca. A producdo de tratamentos especificos, como 0s homeopaticos assim
como o desenvolvimento de vacinas, requer um amplo espectro de cobertura. Conhecer e
utilizar o maior nimero de tipos de BPVs presentes no rebanho é fundamental para o
tratamento e controle (Carvalho et al., 2012; Araldi et al., 2013, 2014).

Estudos anteriores definem a papilomatose cutdnea como autolimitante com
regressdo total das lesdes, na auséncia de co-fatores ambientais, ao final do primeiro ou
segundo ano de vida do animal (Campo, 2006). No entanto, neste estudo ndo houve regressao
com remissdo das lesdes em nenhum dos animais de diferentes faixas etarias. Este achado
sugere alteracdes na patogenia da doenca. Vérios fatores podem estar associados como a
multiplicidade de virus causando sucessivas novas re-infeccdes, infeccdes latentes, resposta
imune celular defeituosa ou condi¢des imunossupressoras, cada vez mais presentes devido as

necessidades da producdo (Nicholls e Stanley, 2000).

A identificacdo de apenas um animal com atenuacdo das lesdes sugere uma condicao
individual que, no entanto, ndo pode ser generalizada ao rebanho e a papilomatose cutanea.
Esta consideracdo difere da literatura acerca da doenca, que cita a regressao total das lesdes,
em média, 24 meses apds o0 aparecimento das mesmas. As lesdes, no entanto, ndo regridem
totalmente. Algumas vezes, ha diminuicdes na quantidade, principalmente os papilomas
maiores e aglomerados, permanecendo 0s menores e individuais (Carrazzoni, dados nao

publicados).

Estudos recentes com a evolugdo do quadro clinico de bovinos apresentando
papilomatose cutanea ndo sdo encontrados na literatura, sobretudo em periodos de tempo

acima de seis meses e com grande nimero de animais. Por serem dispendiosos, 0s
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experimentos comumente utilizam pequeno ndmero de animais, que sdo acompanhados por
variavel espaco de tempo e, em sua maioria, a infeccdo pelo BPV é produzida artificialmente
com carga e tipos virais controlados. Estes fatores podem justificar a dissonancia dos achados
deste estudo com a literatura. Por outro lado, atualmente sdo conhecidos tipos e variantes dos
BPVs que podem ser inimeros (Araldi et al, 2014; Batista et al., 2013) e apresentar viruléncia
diferenciada, os rebanhos vém sendo cruzados e alterados geneticamente, o clima, parasitos,
alimentacdo e o manejo tem sido modificados havendo uma pressao pela elevada producéo e
todas estas mudangas podem também ter contribuido com alteracdes na biologia viral e o

curso da papilomatose cutanea bovina.

A baixa mortalidade encontrada esta de acordo com a citada na literatura e atribui o
Obito a casos em que o nimero de papilomas é elevado, estdo situados em &reas como boca,
esdfago e partes do trato respiratdrio superior, dificultando ou impedindo a alimentacéo e
respiracdo do animal ou na presenca de co-fatores ambientais levando as lesdes a malignidade
(Borzacchiello e Roperto, 2008).

5. CONCLUSAO

A papilomatose cuténea leve, com lesGes do tipo atipico basal Unico € a mais

frequente entre os animais do rebanho estudado.

Existe um grupo de virus circulantes no rebanho no qual BPV2 e BPV3 sdo 0s mais
frequentes. BPV11 e BPV12 foram identificados pela primeira vez em Pernambuco, em

diversas areas do corpo animal e em associagcdo com outros virus.

A co-infeccdo ocorre com Varios tipos virais sem relacdo com localizacdo, tipo ou a

gravidade das lesdes cutaneas.

N&o houve regressdo e cura nos animais acompanhados, e a atenuacdo das lesdes

ocorreu em um animal.
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Figura 1. Idade dos animais e quantidade de lesGes cutaneas em bovinos naturalmente infectados por BPV -
Itambé, Zona da Mata de Pernambuco — Brasil (2015). Carrazzoni et al, 2015.
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Figura 2. Aspectos macroscopicos das lesdes papilomatosas observadas. A - papilomas filamentosos localizados no teto,
com aspecto fibroso. B - papilomas do tipo tipico pedunculado. C - papiloma atipico engastado. D - papiloma atipico
basal, com aspecto achatado. E - associacdo de varios tipos de papilomas. F - papilomas recobrindo grande extensdo de
pele. Itambé, Zona da Mata de Pernambuco — Brasil (2015). Carrazzoni et al, 2015.
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Figura 3. Frequéncia dos tipos de lesfes cutdneas em papilomatose leve, moderada e intensa em bovinos
naturalmente infectados por BPV - Itambé, Zona da Mata de Pernambuco — Brasil (2015). Carrazzoni et al,

2015.

tipico atipico atipico associacao
Intensidade N°de animais pedunculado  basal  engastado filamentoso de tipos (misto)
leve 26 0 26* 8 0 0
moderada 13 10 10** 4 4 9
intensa 3 3 3** 0 1 3
Total animais 42 13 39 12 5 12

*Unicos  **multiplos



86

Figura 4. Localizacéo de lesBes cutaneas em bovinos naturalmente infectados por BPV - Itambé, Zona da Mata
de Pernambuco — Brasil (2015). Carrazzoni et al, 2015.
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Figura 5. Aspectos macroscopicos, localizacao e tipos de BPV em lesdes cutaneas de bovinos leiteiros - Itambé, Zona
da Mata de Pernambuco — Brasil (2015). Carrazzoni et al, 2015.

escapula

atipico engastado

preto

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

Localizagao Tipo da leséo Cor BPV Agrupamento Filogenético
orelha tipico pedunculado cinza 2,3,8,10,11,12 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
olho tipico pedunculado cinza 2,3.8,10,11,12 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
pescogo tipico pedunculado cinza 2,3.8,10,11,12 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
pescoco tipico pedunculado branca 2,3,4,6,8,9,10,11,12 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
pescogo atipico basal cinza 2,3,4,8,9,10 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
cabeca tipico pedunculado branca 2,3,4,89,10,11,12 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
cabeca tipico pedunculado cinzaescuro  2,3,4,6,10,11,12 Delta-PV, Xi-PV
cabeca atipico basal branca 2,3,4,6,8,10,11,12 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
cabega atipico basal cinza escuro  2.3:4,8,9,10,11,12 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
membro atipico basal branca 2,3,8,10,11,12 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
teto filamentoso rosa 2,3,4,6,8,10,11,12 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
teto tipico pedunculado branca 2,3,4,6,10,11,12 Delta-PV, Xi-PV
teto tipico pedunculado cinza escuro  2.3:4,6,8,10,11,12 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
teto tipico pedunculado  cinzaescuro 23468101112 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
teto tipico pedunculado branca 2,3,4,6,8,9,10,11,12 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
teto tipico pedunculado branca 2,3,6,8,9,10,11,12 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
teto tipico pedunculado ~ branca 2,34,6,10,11,12 Delta-PV, Xi-PV
teto atipico basal branca 2,3,4,6,8,10,11,12 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
teto tipico pedunculado cinza escuro  2.3:4,6,8,10,11,12 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
teto tipico pedunculado branca 2,3,4,6,8,10,11,12 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
teto tipico pedunculado cinzaescuro  2,3,6,11,12 Delta-PV, Xi-PV
prega umbilical  tipico pedunculado branca 2,3,4,6,10,11,12 Delta-PV, Xi-PV
barbela tipico pedunculado cinzaescuro  2,3,4,6,10,11,12 Delta-PV, Xi-PV
barbela tipico pedunculado cinza escuro  2.3,4,6,10,11,12 Delta-PV, Xi-PV
barbela tipico pedunculado ~ branca 2,3/4,6,89,10,11,12  Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
barbela atipico basal cinzaescuro  2,3,4,6,9,10,11 Delta-PV, Xi-PV
cernelha atipico engastado cinzaescuro  2,3,4,6,9,10,11,12 Delta-PV, Xi-PV
cernelha atipico engastado cinza escuro  2.3,4,6,8,10,11,12 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
cernelha atip engastado preto 2,3,4,6,8,9,10,11,12 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
cauda atipico basal cinzaescuro  23:4,6,10,11,12 Delta-PV, Xi-PV
costela atipico basal cinzaescuro  2.3,4,6,8,10,11 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
costela atipico basal cinza 2,3,4,6,89,10,11,12  Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
linha alba tipico pedunculado cinzaescuro  2.3,4,6,10,11,12 Delta-PV, Xi-PV
escapula atipico basal cinzaescuro  2,3,4,6,8,10,11,12 Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV

Delta-PV, Epsilon-PV, Xi-PV
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Figura 6. Frequéncia dos tipos de BPVs encontrados em lesdes cutineas de fémeas bovinas leiteiras - Itambé,
Zona da Mata de Pernambuco — Brasil (2015). Carrazzoni et al, 2015.
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Figura 7. Co-infeccdo em lesdes cutaneas por BPVs agrupados filogeneticamente - Itambé, Zona da Mata de
Pernambuco — Brasil (2015). Carrazzoni et al, 2015.
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Figura 8. Tipos de papilomas caracteristicos da papilomatose cutanea leve. A - papiloma atipico engastado, semelhante
a uma reacdo alérgica, com presenga de pelos e B - papilomas atipicos basais Unicos. - Itambé, Zona da Mata de
Pernambuco — Brasil (2015). Carrazzoni et al, 2015.
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SANGUE E LESOES DE ANIMAIS SINTOMATICOS E ASSINTOMATICOS
INFECTADOS POR PAPILLOMAVIRUS BOVINO

RESUMO

A presenca de Papillomavirus Bovino (BPV) em diferentes tecidos e fluidos corpdreos como
sangue, plasma, leite, colostro, placenta, liquido amniotico, gametas e 6rgaos reprodutivos,
sugere outros meios de infeccdo e a possibilidade de transmisséo vertical e horizontal. BPVs
sdo encontrados na pele integra de animais aparentemente sadios e em leucdcitos circulantes
sendo considerados outro sitio de laténcia, com relevante papel no estudo da doenga. Neste
contexto, teve-se como objetivo avaliar a presenca e tipos virais de BPV no sangue e lesdes de
rebanho bovino leiteiro, e correlacionar esses achados ao desenvolvimento de lesdes cutaneas.
Foram acompanhadas 92 fémeas bovinas leiteiras, apresentando ou ndo papilomas cutaneos,
das quais foram analisadas 89 amostras sanguineas e, de 16 animais, foram avaliadas 35
lesGes cutaneas. A prevaléncia da infeccdo por BPV em animais assintomaticos é elevada e
pode ser diagnosticada através da identificacdo viral no sangue. Os tipos virais presentes no
sangue e lesGes do rebanho sdo semelhantes, ndo diferem entre animais sintomaticos e
assintomaticos, e a co-infeccdo ndo € determinante para o desenvolvimento de lesGes
cutaneas.

Palavras-chave: BPV, co-infeccdo, tipos virais

INTRODUCAO

A papilomatose esta amplamente difundida no rebanho bovino brasileiro e seu agente
etiologico, o Papillomavirus Bovino (BPV) é adquirido diretamente por inoculagdo cutanea
ou através de solucbes de continuidade da pele por contato direto entre animais infectados ou

de forma indireta atraves de objetos contaminados (Wosiacki, 2005).

BPVs sdo responsaveis por causar papilomas ou verrugas cutaneas, tumores na
bexiga e trato digestivo (Borzacchiello e Roperto, 2008), que podem regredir
espontaneamente ou tornarem-se malignos, especialmente quando associados a co-fatores
ambientais (Bocanetti et al., 2014). As varias formas de doenca causadas pelos virus sdo de
importancia clinica e econémica mundial, para rebanhos de corte e leiteiro (Rocio et al.,
2012).

A presenca de BPVs em diferentes tecidos e fluidos corpéreos como sangue, plasma,
leite, colostro, placenta, liquido amnidtico, gametas e 6rgdos reprodutivos, sugere outros

meios de infeccdo e a possibilidade de transmissdo vertical (Stocco dos Santos et al., 1998;
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Freitas et al., 2003, 2007; Lindsey et al., 2009; Roperto et al., 2012). A transmissdo através de
vetores como insetos e artropodes também esté relatada (Finlay et al.,2009).

BPVs sdo encontrados na pele integra de animais aparentemente sadios, sem sinais
ou sintomas da doenca mostrando a pele como sitio de laténcia do virus (Borzacchiello et al.,
2003). Leucdcitos circulantes também abrigam BPVs na forma epissomal sendo considerados
outro sitio de laténcia com relevante papel no estudo da doenca (Freitas et al., 2003; Silva et
al., 2012).

Os virus em infeccdo latente permanecem no tecido e podem, na ocorréncia de
traumas que lesem a pele ou, quando os animais sdo submetidos a fatores imunossupressores,

levar a formacdo de papilomas nos animais aparentemente sadios (Silva et al., 2013).

Estdo descritos atualmente na literatura 13 tipos de BPVs e supostos novos tipos vem
sendo estudados (Freitas et al., 2011; Bocanetti et al., 2014). A co-infeccdo em lesdes esta
relatada assim como em amostras sanguineas, no entanto, pouco € conhecido a respeito da
importancia clinica da presenca de maltiplos tipos virais nas les@es e, sobretudo, no sangue
(Schimitt et al., 2010; Freitas et al., 2011; Carvalho et al., 2012; Batista et al; 2013; Santos et
al., 2014). Como a imunidade induzida por BPV ¢ tipo-especifica, 0 estudo dos tipos virais e
sua frequéncia sdo necessarios ao conhecimento da epidemiologia, patogenia, tratamento e
controle da doenca (Araldi et al., 2014).

O diagnéstico e tipificacdo de BPVs no sangue podem auxiliar na pesquisa de
vacinas e outros tratamentos, tornam mais pratico o diagndstico no rebanho e deve ser
investigado ja que o sangue é um disseminador potencial do virus (Roperto et al.; 2011; Silva
et al., 2013). Neste contexto, teve-se como objetivo avaliar a presenca e tipos virais de BPV
no sangue e lesbes de rebanho bovino leiteiro, e correlacionar esses achados a condicdo

clinica sintomética e assintomatica apresentada pelos animais.

MATERIAL E METODOS

O projeto para realizagdo deste estudo foi encaminhado para apreciacdo (protocolo
nimero N°23082.013040/2015-49) da Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA da
Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE.
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O trabalho foi realizado no Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA) - Estacdo
Experimental de Itambé - EEI, localizada na microrregido da Zona da Mata Setentrional
pernambucana e no Laboratorio de Estudos Moleculares e Terapia Experimental (LEMTE) do

Departamento de Genética da Universidade Federal de Pernambuco.

Foram acompanhadas 92 fémeas bovinas leiteiras, apresentando ou nao papilomas
cutaneos, com idade variando entre 1 e 16 anos, da raga Girolando 5/8, provenientes do IPA -
EEI, identificadas através de brincos numerados, criadas em piquetes de Braquidrias, livres de

samambaia (Pteridium aquilinum).

Para avalicdo de lesbes quanto a infeccdo por BPV foram coletados de 16 animais 35
fragmentos de papilomas cutaneos por desprendimento e quando necessario, através de
bidpsia em regides previamente anestesiadas com lidocaina a 2% e incisdo eliptica com
lamina de bisturi. As amostras foram acondicionadas em recipiente refrigerado e
encaminhadas ao LEMTE. Foram coletados tipos e locais diferentes de papilomas para os

animais estudados.

Amostras de sangue foram colhidas de 89 animais através de venopungao da jugular

em tubos tipo “vaccutainer” contendo EDTA para extracdo de DNA e genotipagem do virus.

O DNA genbémico sanguineo foi extraido de uma aliquota de 200uL da amostra
contendo anticoagulante, através do kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen, Hilden,
Alemanha) e 0 DNA gendmico dos papilomas foi extraido de fragmentos de 20mg de tecido
através do kit Wizard Genomic Purification A1125 (Promega, Fitchburg, Estados Unidos)
ambos seguindo as instrucdes preconizadas pelo fabricante.

O DNA extraido foi quantificado utilizando-se Nanovue (GE, Fairfield, Estados
Unidos), e a qualidade aferida através da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) do gene da

R-globina como descrito por Freitas et al. (2003).

Para diagnostico da infeccdo por BPV e genotipagem do virus, o DNA viral foi
amplificado através de PCR utilizando Master Mix Promega Kit (Promega, Fitchburg,
Estados Unidos), primers BPV tipo-especifico (BPV1 - BPV12, excecdo BPV7), conforme
descrito por Silva et al.(2003). Todos os produtos amplificados foram visualizados atraves de
eletroforese em gel de Agarose 2% TAE corados com Brometo de Etidio e fotografados.
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Os animais foram avaliados quanto a condicdo de infeccdo pelo BPV no sangue e nas
lesbes cutdneas, frequéncia de tipos virais, presenca de co-infecgdo e a relagdo entre a

infeccdo, os tipos virais e desenvolvimento de lesdes.

RESULTADOS

Todos os animais avaliados 92/92 (100%) estavam infectados pelo Papillomavirus

Bovino (BPV) tanto nas amostras sanguineas (89/89) quanto nas lesdes coletadas (35/35).

O perfil da idade dos animais estudados demonstrou que jovens de um a trés anos
foram mais afetados clinicamente e que 50/89 (56%) animais, incluindo jovens de 1 a 3 anos,

mostraram-se infectados, porém nédo desenvolveram lesdes cutaneas (Fig.1).

Virus dos géneros Delta, Epsilon e Xi-PV foram detectados nas amostras de leses
coletadas. Delta e Xi-PV foram os mais frequentes (35/35) e Epsilon-PV ocorreu em 24/35.
Nove dos onze tipos de BPV incluidos no estudo foram detectados em amostras de lesdes
cutaneas. BPVs 2 e 3 foram os tipos virais mais frequentes (35/35), BPV 9 o menos frequente
(11/35) e os BPVs 1 e 5 ndo foram identificados. Os BPVs 11, 10 e 12 estiveram presentes em
34/35, 33/35 e 32/35 amostras respectivamente (Fig. 2).

Os virus dos géneros Delta e Xi-PV foram detectado em amostras de sangue
coletadas e Xi-PV foi 0 mais frequente (89/89). Dos tipos de BPV testados no estudo, nove
foram detectados nas amostras de sangue. BPV 10 foi o tipo viral mais frequente (88/89)
seguido do BPV 12 (83/89) e BPV 9 (81/89). Os BPVs 3 (1/89) e 4 (7/89) foram os menos

frequentes e os BPVs 5 e 8 ndo foram identificados (Fig. 3).

A presenca de maultiplos virus nas lesbes foi observada em todas as amostras 35/35
(100%), com no minimo cinco diferentes tipos de BPVs e no méaximo apresentando 9 tipos de
BPVs. A co-infec¢do das amostras de lesdes cutaneas esta demonstrada na Figura 4, onde se
observa a ocorréncia de multiplos virus agrupados. Os virus do género Xi-PV ocorreram em
35/35 lesdes, a associa¢do dos virus dos géneros Delta e Xi-PV ocorreram em 35/35 lesdes,
dos géneros Delta e Epsilon-PV, Epsilon e Xi-PV e a associa¢do dos trés diferentes géneros

em 24/35 lesoes.

As amostras sanguineas apresentaram co-infeccdo em 87/89 (98,8%) amostras com

no minimo 2 tipos virais e no maximo 8 associa¢des de virus. Os virus do género Delta-PV



96

ocorreram em 53/89 amostras, 0s virus do género Xi-PV ocorreram em 87/89 amostras e a
associacao dos virus do género Delta e Xi-PV em 82/89 amostras sanguineas (Fig.5.).

Para 0s 16 bovinos sintométicos, dos quais foram coletadas amostras de papilomas
cutaneos, foi avaliada a frequéncia de tipos virais no sangue e nas lesdes. BPV 1 ocorreu
exclusivamente no sangue, BPVs 4, 6 e 8 ocorreram exclusivamente nas leses e os BPVs 3 e

11 ocorreram nas lesdes de 16/16 animais e no sangue de 1/16 animais (Fig. 6).

Na Figura 7 esta demonstrada a frequéncia dos tipos de BPVs encontrados em
amostras de sangue de animais sintomaticos e assintomaticos. A frequéncia de tipos virais nos
animais sintomaticos e assintomaticos foi semelhante para os BPVs, diferindo para os BPVs 3
e 6. Observa-se que os BPVs 1, 2, 4, 9, 10, 11 e 12 ocorreram nos animais com e sem lesdo,

BPV 3 em um animal com lesdo e BPV6 em oito animais sem lesao.

A Fig.8 demonstra a frequéncia da co-infeccdo em animais sintomaticos e
assintomaticos. Todos os animais que apresentavam lesfes cutaneas apresentaram co-infecgéo

(39/39) e 49/50 dos animais sem lesGes ou sintomas da doenca apresentaram co-infecgéo.

DISCUSSAO

A alta prevaléncia do Papillomavirus Bovino € descrita em todo 0 mundo e em vérias
regides do Brasil (Freitas et al., 2011, Bocaneti et al., 2014). Neste estudo, todas as amostras
avaliadas apresentaram-se infectadas pelo BPV demonstrando 100% de infec¢do nos animais
estudados, mesmo nos assintomaticos, sugerindo que a infeccdo pelo Papillomavirus Bovino

no rebanho brasileiro pode superar os 60% estimado por Catroxo et al. (2013).

Animais jovens sdo mais acometidos pela doenca clinica causada pelo
Papillomavirus Bovino embora adultos apresentado lesdes de pele ocorram com frequéncia
como descrito por Monteiro et al. (2008). O desenvolvimento de lesbes nos animais
infectados pode estar relacionado a incapacidade do sistema imune em debelar a infeccdo, a
presenca de desafio constante e a fatores do manejo, depressores do sistema imunolégico
(Silva, 2004, Monteiro, 2008, Rocio, 2012). Como o0s animais pertenciam a mesma
propriedade, portanto submetidos as mesmas condi¢cGes de manejo e em contato direto,
acredita-se que a competéncia imunoldgica individual foi determinante para o

desenvolvimento do quadro cinico.
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A alta prevaléncia da infeccdo (56%) em animais assintomaticos é dado importante
para a epidemiologia do virus e para os veterinarios de campo. Estes animais, aparentemente
sadios, carreiam no sangue os virus e podem, além de desenvolver lesdes quando desafiados
imunologicamente, serem agentes de transmissdo do virus na propriedade, em feiras

agropecuérias, e mesmo para outros rebanhos, quando comercializados.

A elevada diversidade de BPVs nas lesbes cutaneas e em amostras sanguineas foi
demonstrado por Carvalho et al. (2012) e Santos et al. (2014) em mais de uma propriedade
nos Estados da Bahia e Pernambuco. Neste estudo, observa-se a ocorréncia de 10 tipos virais
em uma unica propriedade, uma fazenda experimental com todos os aspectos produtivos
controlados em que se conhece o histérico do rebanho e ndo ha transito de animais na
propriedade, demonstrando a elevada disseminacdo do virus e ressaltando a possibilidade de

transmissdo por outras vias como através de moscas, carrapatos e por meio reprodutivo.

Multiplos  mecanismos  evolucionarios como replicacdo intra-hospedeiro,
recombinacédo e adaptacdo explicam a diversidade de BPVs (Gottschiling et al., 2011; Freitas
et al., 2011) embora, comparando-se com o Papillomavirus Humano (HPV), exista a
expectativa da existéncia de muitos outros tipos virais e que mais amostragens no rebanho

bovino precisam ser realizadas (Claus et al., 2009; Silva et al., 2010; Araldi et al., 2014).

A frequéncia dos tipos virais nas lesdes foi similar entre os BPVs 2, 3, 10, 11 e 12. A
incidéncia de BPV2 e 3 foi relatada por Monteiro et al. (2008), Carvalho et al. (2012) e
Batista et al. (2013) em diferentes propriedades de Pernambuco demonstrando que o rebanho
estudado reflete a ocorréncia do virus no Estado. Estes achados, no entanto, diferem
parcialmente de Schmitt et al. (2010) que encontraram BPV 8, 1 e 10 como mais frequentes
em amostras de lesfes cutaneas na Alemanha, confirmando que a prevaléncia de tipos virais

varia entre regides.

Este estudo descreve a primeira detec¢do dos BPVs 11 e 12 no sangue de bovinos em
Pernambuco e no Nordeste brasileiro, em animais sintomaticos, assintomaticos e associados a
outros tipos virais. Em lesGes cutaneas, Carrazzoni et al. (dados ndo publicados)
demonstraram a presenca destes tipos virais em lesdes cutaneas de fémeas bovinas leiteiras de

Pernambuco.

BPV1 tem sido pouco identificado em lesGes cutdneas de bovinos no Nordeste
brasileiro (Carvalho et al., 2012; Silva et al., 2012; Batista et al., 2013). O virus, entretanto,
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circula no rebanho estudado, uma vez que embora ndo identificado nas amostras de lesoes
coletadas, esteve presente em 59/89 amostras de sangue avaliadas. A baixa ocorréncia de
BPV1 pode estar associada a diversos fatores como desenvolvimento de resposta imune dos
animais impedindo o desencadeamento de lesdes, linhagem menos virulenta na regido, ou ao
fato da maior parte dos estudos com BPV1 serem associados a ocorréncia do Pteridium
aquilinum (samambaia) o que poderia potencializar a patogénese do virus, e que nao é o caso
deste estudo nem dos anteriormente descritos. S&o especulacdes, que, no entanto, precisam ser

investigadas.

Ao contrario de BPV 1, BPV 5 parece ndo estar presente no rebanho por néo ter sido
identificado na lesGes nem no sangue dos 89 animais avaliados. Estudos anteriores na regido
demonstram baixa frequéncia de BPV 5 em lesGes cutaneas, o que se assemelha aos nossos
achados (Batista et al., 2013).

A presenca de co-infeccdo em uma mesma lesdo foi descrita por varios grupos de
estudo no Brasil e em outros paises (Ogawa et al., 2004; Yaguiu et al., 2006; 2008; Lindsey et
al., 2009; Claus et al., 2009; Pangty et al., 2010; Schmitt et al., 2010; Carvalho et al., 2012;
Silva et al., 2012; Batista et al., 2013). O papel dos vérios tipos de BPV nas lesGes nao esta
esclarecido. Em nossos resultados observa-se que a presenca de mdaltiplos virus ocorre em
todas as lesdes, por virus dos trés diferentes géneros, sem predominancia, sugerindo que nédo
hd formacdo de um grupo viral especifico, mais patogénico, responsavel pelas lesGes.
Entretanto, novas avaliagbes precisam ser realizadas para saber se todos 0s tipos virais

presentes estdo ativos nas lesdes.

Da mesma forma, no sangue, a ocorréncia de multiplos virus ocorreu em quase todas
as amostras (88/89) e quando comparados 0s tipos virais em animais com e sem lesdo,
observou-se que os BPVs sdo 0s mesmos e que a co-infeccdo ndo é determinante para o

desenvolvimento de lesbes, visto que esta presente em animais sintomaticos e assintomaticos.

Batista et al. (2013) sugerem a co-infeccdo como causa de imunossupressao e
consequente persisténcia de infecgOes e lesdes no rebanho. No entanto, como a co-infecgdo
ocorre em animais com e sem lesdes parece haver mais fatores determinantes da
imunossupressdo responsaveis pela persisténcia da infecgdo. A capacidade imune do
hospedeiro, e a atividade e nimero de cdpias do virus sdo provavelmente os fatores mais

importantes para o desencadeamento da sintomatologia (Silva et al., 2013).
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A identificacdo de nove diferentes tipos de BPVs no sangue dos animais, semelhante
a diversidade de virus encontrada nas lesdes, mostra a relevancia do sangue na patogenia e
epidemiologia da doenca (Freitas et al., 2007). Roperto et al., (2011) e Silva et al. (2014)
demonstraram a expressdao de BPV no sangue de animais sintomaticos e assintomaticos,
sugerindo que leucdcitos mononucleares carreiam 0 virus na corrente sanguinea e que 0
sangue € uma potencial forma de infec¢do e disseminacdo do virus (Freitas et al., 2007;
Roperto et al., 2008; 2011; Santos et al., 2014; Araldi et al., 2014).

A presenca de BPV 4, 6 e 8 exclusivamente nas lesGes e a alta frequéncia de BPV3 e
BPV11 nas lesbes com baixa frequéncia no sangue dos 16 animais, sugere que os BPVs
migram das lesBes para 0 sangue, embora o contrario também possa ocorrer. Os achados dos
animais avaliados mostra que para alguns tipos virais esta migracéo ainda ndo havia ocorrido,
portanto, alguns tipos virais foram encontrados nas leses e estavam ausentes no sangue.
Sugere-se também que possa ocorrer um periodo sem virus circulantes no sangue ou que uma
baixa frequéncia do virus no sangue do animal ou na amostra coletada dificulte sua

identificacéo.

Freitas et al., 2007 e Roperto et al., (2011) sugerem a disseminacdo de BPV através
do sangue para varios 6rgdos do corpo animal, o que sob o ponto de vista clinico e pratico das
propriedades é mais relevante como via de contaminac¢do do que o contato direto e indireto
com lesdes e superficies infectadas, sobretudo ao se considerar a infeccdo do trato reprodutivo
de fémeas, e principalmente dos machos. A possibilidade de disseminacéo do virus atraves do
sangue e meio reprodutivo é muitas vezes superior a possibilidade de contaminacdo através de

contato direto e indireto com superficies contaminadas.

Como meio diagndstico, a similaridade dos tipos virais encontrados no sangue € nas
lesbes abre o leque de opcdes diagndsticas do BPV sugerindo sua utilizacdo em estudos

epidemioldgicos da doenca, e mesmo na profilaxia e controle das propriedades.

CONCLUSOES

A prevaléncia de infeccdo por BPV em animais assintomaticos € elevada e pode ser

diagnosticada através da identificacdo viral no sangue.
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Os tipos virais presentes no sangue e lesées do rebanho séo semelhantes e sugerem

uma migracao dos virus das lesdes para o sangue.

Os tipos virais ndo diferem entre animais sintomaticos e assintomaéticos e a co-

infeccdo ndo é determinante para o desenvolvimento de lesdes cutaneas.
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Figura 1. Perfil da idade e desenvolvimento de lesdes cutaneas em bovinos naturalmente infectados por BPV -
Itambé, Zona da Mata de Pernambuco (2015).

Infecgdo pelo BPV

12 4

W com lesdo M sem lesdo

10 A

Numero de animais
(2]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 15 16

Idade dos animais em anos




107

Figura 2. Distribuicdo dos tipos e géneros de BPVs em lesdes cutaneas coletadas de fémeas bovinas - Itambé,
Zona da Mata de Pernambuco (2015)
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Figura 3. Distribuicdo dos tipos e géneros de BPVs no sangue de fémeas bovinas leiteiras - Itambé, Zona da
Mata de Pernambuco (2015)
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Figura 4. Associacéo de virus e grupos filogenéticos de BPV em lesdes cutneas de fémeas bovinas leiteiras -
Itambé, Zona da Mata de Pernambuco (2015)
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Figura 5. Associacdo de virus e grupos filogenéticos de BPV em amostras de sangue de fémeas bovinas -

Itambé, Zona da Mata de Pernambuco (2015)
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Figura 6. Comparagdo dos tipos de BPVs no sangue e lesdes de 16 fémeas bovinas

papilomatose cutanea - Itambé, Zona da Mata de Pernambuco (2015).
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Figura 7. Tipos de BPVs no sangue de fémeas bovinas leiteiras sintomaticas e assintomaticas - Itambé, Zona da
Mata de Pernambuco (2015).
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Figura 8. Frequéncia de co-infeccdo de BPVs em bovinos sintométicos e assintoméaticos - Itambé, Zona da

Mata de Pernambuco (2015).
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CARACTERIZACAO MOLECULAR DE BIOTERAPICOS DE PAPILLOMAVIRUS
BOVINO PRODUZIDOS A PARTIR DO SANGUE E LESOES DE ANIMAIS

NATURALMENTE INFECTADOS.

Molecular evaluation of Bovine Papillomavirus biotherapics produced from blood and lesions

of naturally infected animals.

RESUMO A infeccdo pelo Papillomavirus Bovino (BPV) pode causar papilomatose cutanea
em diversas areas do corpo animal além de cancer no trato gastrointestinal e urinario de
bovinos. A doenca estd amplamente difundida no rebanho bovino brasileiro e os tratamentos
para a doenga clinica causada pelos BPVs demonstram resultados insatisfatorios justificando
a busca por medicamentos eficazes, seguros e de menor custo. O estudo teve como objetivo
produzir e avaliar bioterdpico de Papillomavirus Bovino a partir do sangue e lesdes de
bovinos naturalmente infectados. Foram estudadas 89 fémeas bovinas, destas, 16 foram
utilizadas para coleta de sangue e lesGes empregadas na producdo de dois bioterapicos,
sanguineo e de lesdes. Os medicamentos foram produzidos segundo o Manual de Normas
Técnicas para a Farmacia Homeopatica Brasileira na diluicdo D30. Analises moleculares dos
bioterapicos foram realizadas nas diluicbes D1 a D30. Todos os animais estavam infectados
pelo BPV, as analises para identificacdo de virus nos bioterapicos demonstraram a presenca
de BPVs dos géneros Delta, Epsilon e Xipapillomavirus e a identificacdo de BPVs na diluicdo
D30 nédo sendo recomendada a utilizacdo dos bioterapicos nesta diluicdo para o tratamento e
prevencdo da doenga em bovinos.

PALAVRAS-CHAVE: isoterapia, BPV, terapias ndo-convencionais

ABSTRACT Infection with Bovine Papillomaviruses (BPV) can cause cutaneous
papillomatosis in several areas of the animal body besides cancer in the gastrointestinal and
urinary tract of catlle. The disease is widespread among Brazilian catlle and treatments shows
unsatisfactory results justifying the search for effective, insurance and lower cost medicines.
The aim of the study was to produce and evaluate biotherapic of Bovine Papillomavirus from
the blood and cutaneos warts of naturally infected bovines. 89 bovine females were studied,
of these, 16 were used for blood and lesions collection from which 2 biotherapic were made.
The biotherapics were produced in accordance with the Manual of Technical Standards for the
Brazilian Homeopathic Pharmacy in D30 dilution. Molecular analyzes of biotherapics were
held in D1 a D30 dilutions. All animals were infected with BPV, the analyzes for virus
identification in biotherapics showed the presence of virus from Delta, Epsilon and
Xipapillomavirus genera, and the identification of the BPVs in D30 dilution does not
recommend use of this dilution for the treatment and prevention of the disease in cattle.

KEY WORDS: isotherapy, BPV, unconventional therapies



65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

116

INTRODUCAO

A infeccéo pelo Papillomavirus Bovino (BPV) pode causar papilomatose cutdnea em
diversas areas do corpo animal alem de cancer no trato gastrointestinal e urinério de bovinos.
A infeccdo no trato gastrointestinal superior causada pelo BPV pode se estender da boca e
lingua ao esbéfago, rumem e reticulo, induzindo dificuldades na alimentacao e respiragdo que
comumente levam a O6bito (CAMPO, 1997; DONG et al., 2013). Em animais que se
alimentam com a samambaia (Pteridium aquilinum) o desenvolvimento de céancer no trato
urindrio e gastrointestinal é resultado da interacdo dos virus com agentes quimicos,
carcinogénicos e imunossupressores presentes na planta, e causam quadros Severos,

debilitantes e seguidos de morte (WOSIACKI et al., 2006, ROPERTO et al., 2015).

A doenca esta amplamente difundida no rebanho bovino brasileiro e estudos sugerem
gue 60% dos animais estejam infectados por pelo menos um tipo de papilomavirus bovino
(CATROXO et al., 2013). Atualmente estdo identificados 13 diferentes tipos virais que
induzem resposta imunoldgica especifica e varios supostos novos tipos estdo em estudo
(FREITAS et al., 2011; CARVALHO et al., 2012; BATISTA et al., 2013, DA SILVA et al.,

2015).

O animal acometido pelo BPV pode apresentar complicacdes como hemorragias,
perda de peso, desenvolvimento retardado, feridas mecanicas, infeccGes secundarias, miiases,
problemas reprodutivos, mastite, entre outras alteragdes clinicas que geram perdas

econbmicas significativas (MELO; LEITE, 2003; SILVA, 2004).

Numerosos tratamentos sistémicos tém sido utilizados. Drogas comerciais como
levamisole, ivermectina, clorobutanol e diaceturato de diaminazina séo os mais frequentes. Na
fitoterapia, Thuya occidentalis tem sido empregada no tratamento da papilomatose cutanea

apresentando resultados positivos (MONTEIRO, 2011). No entanto, nenhum dos tratamentos
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é especifico e ndo apresentam resultados constantes. (CORREA; CORREA, 1992;

MONTEIRO, 2008).

A auto-hemoterapia é o tratamento mais empregado nas propriedades, utiliza sangue
venoso de animal acometido reaplicado imediatamente ap0s a retirada, via intramuscular ou
subcutanea. As vacinas autogenas, também frequentemente utilizadas, sdo preparadas com
tecidos macerados dos papilomas do rebanho que serd imunizado e aplicadas também por via

intramuscular (CORREA; CORREA, 1992; HAMA et al., 1998; MURO et al., 2008).

Estes tratamentos baseiam-se na tentativa de desencadear um estimulo imunologico
de defesa do organismo animal, levando a eliminacdo das lesdes, no entanto, tém carater
curativo e individual. Ndo sdo praticos para 0 manejo das propriedades, pouco seguros e
devem ser evitados no uso como preventivo assim como a aplicacdo em todo o rebanho
devido a possibilidade de causar novas infeccoes e infeccBes cruzadas (CORREA; CORREA,

1992; SOUZA, 2013).

O desenvolvimento de vacinas profilaticas e/ou terapéuticas para BPVs continua
sendo um desafio para os cientistas (RUIZ et al., 2015). As lesdes podem ser causadas por
pelo menos 13 diferentes tipos virais e a imunidade desenvolvida pelo organismo animal

contra o virus € especifica para cada tipo viral (LUNARDI et al., 2013).

Neste contexto, a utilizacdo da isoterapia no tratamento da infecgdo por BPV
representa importante possibilidade no controle da doenca. Ao longo dos anos, a isoterapia
tem se mostrado um método eficaz no tratamento de infecgdes crénicas e recorrentes e sua
indicacdo esta relacionada a patologias em que inexistem tratamentos satisfatorios, vacinas e
na impossibilidade de uso de produtos alopaticos como em rebanhos submetidos a0 manejo

organico (SILVA, 2005).



112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

118

Consiste no método de tratamento baseado na lei “igual cura igual” que utiliza o
agente causal da doenca para produzir, seguindo a metodologia da farmacopeia homeopatica,
medicamentos diluidos e dinamizados que irdo induzir a cura e prevencdo da doenca
(MITIDIERO, 2002; LUZ et al., 2013).

Esta terapia tem sido utilizada em indmeras condig¢des clinicas humanas e animais
(SILVA et al., 2005; QUEIROZ et al., 2006; LESSA et al., 2008; AGOSTINHO, et al., 2010)
e segue a premissa de que 0S microrganismos ou antigenos que causam uma doenca
especifica, quando diluidos e dinamizados tornam-se potentes medicamentos especificos para
aquela patologia sem expor o paciente ao risco do contato com o agente (LYRIO, 2002;
FONTES, 2005; MONTEIRO, 2009).

Os medicamentos sdo denominados bioterapicos e ttm como matéria prima o0 agente
causal da doenca elaborado a partir de culturas de bactérias, fungos, virus, acaros, vermes,
secrecdes ou excrecOes patoldgicas de origem vegetal ou animal, do proprio paciente (auto-
isoterapicos) ou exdgenas (heteroisoterapicos) (COELHO, 2010).

Os bioterapicos sdo utilizados a partir da diluicdo 12CH ou D24, sendo a dilui¢do
D30 mais empregada. A préatica homeopética afirma que o nimero de Avogrado (6,02 x 10%
atomos / mol de substancia) é ultrapassado acima da diluicdo D24 ndo sendo mais possivel
detectar moléculas da substancia que deram origem ao medicamento, garantindo sua
seguridade (COSTA, 1988; BASTIDE et al.,1995; MONTERIO, 2007; BRASIL, 2011)

Os tratamentos disponiveis para BPV sdo dispendiosos, insatisfatérios, permitem
recidivas, apresentam resultados ndo reproduziveis e levam o produtor a descartar
precocemente animais de alto valor zootécnico (SANTIN et al., 2004). Desta forma, a busca
por tratamentos de menor custo, mais seguros e eficazes € uma necessidade da pecuéria,

justificando o objetivo deste estudo de produzir bioterapicos a partir do sangue e lesdes de
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bovinos naturalmente infectados, avaliar por biologia molecular os medicamentos produzidos

e confrontar sua composicao com o estudo epidemioldgico no rebanho utilizado.
MATERIAL E METODOS

O projeto para realizaco deste estudo foi encaminhado & Comissdo de Etica no Uso
de Animais — CEUA da Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE para
apreciacdo e aprovado através do protocolo N°23082.013040/2015-49.

O trabalho foi desenvolvido no Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA) - Estacéo
Experimental de Itambé - EEI, localizada na Zona da Mata pernambucana e no Laboratorio de
Estudos Moleculares e Terapia Experimental (LEMTE) do Departamento de Genética da
Universidade Federal de Pernambuco.

Foram utilizadas fémeas bovinas da raca Girolando 5/8, com idade variando entre um
e 16 anos, provenientes do IPA - EEI, identificadas através de brincos numerados, criadas de
forma semi-intensiva, alimentadas em pastagens de braquiaria, recebendo agua e sal mineral
especifico para bovinos ad libitum, everminadas e vacinadas contra raiva, febre aftosa e
brucelose.

Producéo dos bioterapicos

A coleta de material para producdo do bioterapico de sangue utilizou 1mL de
sangue venoso, por venopunc¢do da jugular, sem anticoagulante de 16 animais, dispensados
em tubo coletor contendo 10mL de 4gua destilada estéril para produgdo de um “pool” de
sangue.

Para o bioterdpico das lesGes foram coletados dos 16 animais 35 fragmentos de
papilomas tipicos, atipicos e filamentosos, em regides do corpo animal como cabeca, dorso,
membros, Ubere, cauda, pescogo, barbela e ventre, coletados por desprendimento e, quando
necessario, através de biopsia em regides previamente anestesiadas com lidocaina a 2% e

incisdo eliptica com lamina de bisturi. Foram coletadas para cada animal lesdes que
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apresentavam tipo/carcteristicas diferentes. As amostras foram acondicionadas em um tubo
coletor contendo 10mL de dgua destilada estéril para produgao de um “pool” de papilomas.
Os tubos coletores contendo os “pools” de sangue e papilomas foram mantidos
refrigerados e encaminhados a farmacia homeopatica.
A técnica homeopatica utilizada para producdo dos medicamentos foi realizada por
farmacéutico especializado, em farmacia de manipulacdo homeopéatica e seguindo a
Farmacopeia Homeopatica Brasileira e o Manual de Normas Técnicas para a Farmécia

Homeopética Brasileira.

O “pool” de papilomas foi macerado com 10mL de &gua destilada estéril, a seguir
adicionado 1mL desta mistura ao frasco n°1, contendo 9mL de &lcool de cereal a 70%. Este,
submetido a 100 sucussdes vigorosas e regulares, em sentido vertical e em aparelho
dinamizador, obtendo-se assim a primeira dinamizacdo decimal (D1). Na sequéncia, 1mL da
primeira dinamizacéo foi transferido para o frasco n°2 contendo 9mL de &lcool de cereal a
70%, submetido a 100 sucussdes, correspondendo a segunda dinamizacdo decimal (D2). Esta
sequéncia foi repetida até a obtencdo do frasco n°30 correspondente a trigésima dinamizacgéo

decimal de Papilomavirus bovino D30 ou 30DH do “pool” de papilomas.

O mesmo processo foi realizado em separado para sangue obtendo-se ao final a

trigésima dinamizacdo decimal de Papilomavirus bovino D30 ou 30DH do pool de sangue.

A andlise molecular dos bioterapicos do sangue e das lesbes foi realizada para as
diluicdes D1, D5, D10, D15, D20, D25 e D30 de duas partidas diferentes para cada diluicéo e

em duplicata.

Para a precipitagdo de DNA foi utilizada uma aliquota de 750pL da amostra do
bioterapico homogeneizado. A amostra foi centrifugada a 8000 rotagdes por minuto (rpm) por

cinco minutos e descartado o sobrenadante. Ao pellet foi adicionado 1mL de PBSI1X,
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homogeneizado, incubado por uma hora em temperatura ambiente, centrifugado a 8000 rpm
por cinco minutos, descartado o sobrenadante e secagem do pellet em speedvac por 20

minutos. Pesagem da amostra e extracdo de DNA.

A extracdo de DNA foi realizada através do kit Wizard Genomic Purification A1125
(Promega, Fitchburg, Estados Unidos) seguindo as instrugOes preconizadas pelo fabricante

para extracdo de DNA de tecido.

Para a quantificacdo de DNA das amostras utilizou-se Nanovue (GE, Fairfield,
Estados Unidos), agua para injecdo e alcool a 70% como branco para leitura e trés repeticdes

por amostra.

A identificacdo de BPV nas dilui¢cbes dos bioterdpicos foi realizada através da
técnica da PCR para identificacdo viral utilizando-se Master Mix Promega Kit (Promega,
Fitchburg, Estados Unidos), primers BPV tipo-especifico, conforme descrito por SILVA et
al.(2003), para BPV1, 2, 3, 8 e 10 e os produtos da PCR foram visualizados na eletroforese

em gel de Agarose 2% TAE corados com Brometo de Etidio e fotografados.

Estudo epidemiolégico molecular do rebanho

Para o estudo epidemioldgico do rebanho quanto a infeccdo por BPV no sangue,
foram coletadas amostras de sangue de 89 animais da propriedade por venopuncao da jugular
em tubos tipo “vaccutainer” contendo EDTA para extracdo de DNA e genotipagem do virus.

Para o estudo epidemiologico do BPV nas lesdes do rebanho foram utilizados
fragmentos das 35 lesdes coletadas para producdo do bioterapico de lesdes.

Todas as amostras foram acondicionadas em recipiente esteril, mantidas refrigeradas
e encaminhadas ao LEMTE.

O DNA gendmico sanguineo foi extraido de uma aliquota de 200uL da amostra

através do kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen, Hilden, Alemanha). O DNA genémico dos
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papilomas foi extraido de fragmentos de 20mg de tecido atraves do kit Wizard Genomic
Purification A1125 (Promega, Fitchburg, Estados Unidos). Ambos seguindo-se as instrucoes
preconizadas pelo fabricante. Para quantificacdo de DNA das amostras utilizou-se Nanovue
(GE, Fairfield, Estados Unidos), e a qualidade do DNA foi aferida através da Reacdo em

Cadeia de Polimerase (PCR) do gene da 3-globina como descrito por FREITAS et al. (2003).

Para genotipagem do virus no sangue e lesdes, o DNA viral foi amplificado através
de PCR utilizando Master Mix Promega Kit (Promega, Fitchburg, Estados Unidos), primers
BPV tipo-especifico (BPV1 - BPV12, excecdo de BPV-7), conforme descrito por SILVA et
al.(2003). Todos os produtos amplificados foram visualizados atraves de eletroforese em gel

de Agarose 2% TAE corados com Brometo de Etidio e fotografados.

RESULTADQOS

Foram obtidos dois bioterapicos produzidos a partir do sangue e fragmentos de
lesGes na diluicdo D30 sendo denominados “BiotSan” (bioterapico do “pool” de sangue) e
“BiotLes” (bioterapico do “pool” de lesdes cuténeas). Para ambos os medicamentos obteve-se
da farmacia homeopatica as diluicdes D1 a D30. Nas dilui¢bes D1 a D5 do pool de papilomas
foi possivel observar pequenos fragmentos de tecido e no pool de sangue observou-se

coloracdo résea na diluicdo D1.

A precipitacdo do DNA das amostras dos medicamentos nas varias diluicdes mostrou
ao final do processo um pellet que variou em peso. Para o BiotSan o pellet variou de 0,21mg a

8,47mg. Para o BiotLes o peso do pellet variou de 0,28mg a 1,03mg.

A quantificacdo de DNA variou entre 5.0ng/uL a 8.4ng/pL nas diluicdes dos
bioterapico BiotSan e BiotLes. As quantidades de DNA das amostras menos diluidas (D1) em

relacdo as mais diluidas (D25, D30) foram semelhantes, para ambos os bioterapicos.
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As analises para identificacdo de virus nos bioterapicos demonstraram a presenca de
BPVs dos tipos BPV2, 3, 8 e 10, pertencentes aos géneros Delta, Epsilon e Xipapillomavirus.

BPV1 néo foi identificado nos bioterapicos.

A identificacdo dos tipos virais nas diferentes diluicdes do BiotLes e BiotSan estéo
demonstradas na Fig.1. No bioterapico BiotLes, BVP2 foi identificado nas diluicdes D1 a
D30, BPV3 nas diluicdes D5, D20 e D30, BPV8 nas diluigdes D5 a D30, BPV10 nas
diluicbes D1 a D30. Para o bioterdpico BiotSan, BPV2 foi encontrado nas diluigdes D1 a

D30, BPV3, BPV8 e BPV10 ndo foram identificados em nenhuma das diluicdes.

A identificacdo de BPVs na diluicdo D30 foi um resultado inesperado de acordo com
a pratica homeopatica sendo repetida toda a metodologia de andlise molecular dos
bioterapicos para esta diluicdo testando-se nova partida do medicamento. As novas analises
confirmaram os achados anteriores mostrando a diluicdo D30 positiva para BPV2 no

bioterapico BiotSan e BiotLes.

O estudo epidemiolégico molecular do rebanho mostrou que 89/89 animais
acompanhados estavam infectados pelo Papillomavirus bovino. Foram identificados BPVs em
todas as amostras coletadas de sangue (89/89) e lesBes cutaneas (35/35), e 0s tipos virais mais

frequentes estdo demonstrados na Fig.2.

DISCUSSAO

A elevada frequéncia de infeccdo por Papillomavirus Bovino na propriedade mostra
a importancia destes virus na sanidade do rebanho brasileiro. Os animais avaliados
representaram 66,6% do rebanho da propriedade estudada e 100% estavam infectados,
sugerindo que o nivel de infeccdo nos bovinos supera a estimativa de CATROXO et al.

(2013). Da mesma forma, estes autores citam que a infeccdo seria causada por pelo menos um
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tipo viral, no entanto os animais avaliados apresentaram infecdes por no minimo 6 diferentes

tipos de BPV no sangue e nas lesdes.

A identificacdo no rebanho de 10 entre os 11 tipos virais testados mostra alta
circulagdo dos virus, considerando-se, sobretudo, que no rebanho mundial séo reconhecidos
13 BPVs e destes, 10 foram detectados em uma Unica propriedade no Brasil. Estes resultados
corroboram os achados de CARVALHO et al. (2012), BATISTA et al. (2013) e
GRINDATTO et al. (2015), e demonstram a complexidade da epidemiologia do BPV,
caracterizada pela circulacdo de maltiplos tipos virais mesmo em rebanho Unico, e reafirmam
a necessidade da producdo de medicamentos e vacinas, com atuacao sobre varios tipos virais
ja que a resposta imune induzida pelo BPV é sabidamente tipo-especifica e que os animais
podem sofrer infec¢bes sucessivas através de tipos virais diferentes, apesar do

desenvolvimento imunologico para infec¢cdes prévias (KNOWLES et al., 1996).

A producéo dos bioterapicos BiotSan e BiotLes utilizou como técnica homeopatica o
alcool de cereais 70% desde a primeira diluicdo (D1), diferindo de autores, como COSTA
(1998; 2002) e SIQUEIRA (2009) que utilizam agua destilada na preparacdo de bioterapicos
para manter a viabilidade do microrganismo, sugerindo maior potencial imunogénico do
medicamento (MARINHO, 2008). A opcdo do alcool como solvente desde a primeira
diluicdo, neste estudo, teve por objetivo elevar a seguranca dos bioterapicos ao promover a
inativacdo do virus, atender a orientacdo da Farmacopeia Brasileira, que determina o estoque
e comercializacdo dos bioterdpicos em alcool 70% (BRASIL, 2011), garantindo maior

durabilidade ao produto, permitindo o uso prolongado e para maior nimero de animais.

O peso do pellet e a quantificacdo de DNA ap0s a extracdo ndo foram relevantes nas
avaliacdes dos bioterdpicos. Esperava-se encontrar valores proporcionalmente decrescentes a

partir do aumento das diluicbes, no entanto os resultados apresentaram-se aleatérios,
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mostrando que o equipamento ndo foi capaz de mensurar com precisdo, provavelmente por se

tratar de quantidades pequenas de DNA.

A identificacdo de virus na primeira diluigdo (D1) dos bioterapicos foi um resultado
esperado para as diluigdes iniciais e serviu como parametro de avaliacdo da producdo e

avaliacdo dos medicamentos.

A presenca do BPV2, BPV3, BPV8 e BPV10, pertencentes aos trés diferentes
géneros de Papillomavirus que acometem 0s bovinos, nos bioterapicos, demonstra que 0s
agentes etioldgicos da doenca, responsaveis pela inducdo da resposta imune do animal, estdo
presentes nos medicamentos e esta possibilidade de identificar a composicao dos bioterapicos
¢ um diferencial do BiotSan e BiotLes. A composicdo por multiplos virus € outra
caracteristica importante. Como os BPVs induzem resposta imunoldgica especifica para cada
tipo viral e a isoterapia utiliza “igual para curar o igual”, quanto maior o nimero de tipos de
BPVs nos bioterapicos, maior a probabilidade destes medicamentos estimularem reacédo

imunolégica do animal atuando para o tratamento e prevencdo da doenca.

Neste aspecto, o BiotSan ao ser identificado apenas com BPV2 demonstrou
composicdo inferior, quando comparado ao BiotLes, no entanto a ndo identificacdo pela
analise molecular ndo exclui a possibilidade da existéncia de outros tipos virais neste
bioterapico, principalmente diante da mdltipla circulacdo de virus no rebanho, sugerindo a

possibilidade que outros tipos de BPVs, se testados, poderiam estar presentes.

A comparacdo entre os dois bioterdpicos, no entanto, é uma analise necessaria. A
producéo do BiotLes requer manejo mais elaborado e dispendioso dos animais para coleta das
lesGes, assim como a maceragdo e homogeneizacdo demandam mais custos e trabalho na

farmacia homeopatica quando comparados a coleta e manipulagdo do sangue. Portanto,
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produzir o BiotSan com as caracteristicas semelhantes ao BiotLes & imprescindivel por

representar menor custo, mais praticidade e deve ser buscado em estudos posteriores.

A diferenga na composicdo pode ser justificada pela natureza caracteristica dos virus
que tém as ceélulas basais dos epitélios mucoso e cutdneo como sitios primarios de
localizacdo, embora possam ser detectados em outros tecidos e células, entre estes, 0 sangue
(FREITAS et al., 2003; YAGUIU et al., 2006, LINDSEY et al., 2009, SILVA et al., 2011).
Portanto, por ndo ser a localizagdo priméaria do BPV, os animais poderiam estar infectados
pelos virus, no entanto, 0s mesmos ndo se encontravam na corrente sanguinea ou estavam, em
menor quantidade de cépias, sugerindo que para uma melhor composicdo do BiotSan, o
namero de animais a serem colhidas amostras de sangue para producdo do bioterapico seja o

maior possivel dentro do rebanho.

Em diluicdes superiores a D1, a identificacdo de BPV3, BPV8 e BPV10 foi
inconstante. Este achado provavelmente esta associado tanto a frequéncia em que 0s virus
ocorreram nas amostras utilizadas para producao do bioterapico, como em relacéo a expressao
desses virus (quantidade de moléculas) presentes. A auséncia destes virus em algumas
diluicdes ndo é relevante sob o ponto de vista de composi¢do dos bioterapicos, desde que 0s

tipos virais estiveram presentes em pelo menos uma diluicdo do medicamento.

A auséncia de BPV1 em todas as analises do BiotLes corrobora o estudo da
epidemiologia viral nas lesdes do rebanho, nas quais ndo foi encontrado BPV1, e mostra a

eficiéncia da analise molecular dos bioterapicos.

Tendo em vista a alta incidéncia de BPV1 nos rebanhos brasileiros e mundiais, a
auséncia deste tipo viral nos bioterapicos BiotSan e BiotLes ¢ um achado indesejado quando
se considera a possibilidade de uso destes medicamentos para tratamento e prevengdo em

outras propriedades.
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Em relacdo ao BiotSan, embora BPV1 estivesse presente em 4/16 (25%) amostras
sanguineas utilizadas para producédo do bioterapico, a ndo identificacdo no medicamento pode
estar associada a pequena quantidade de amostras, a expressdao do virus, quantidade de
moléculas presentes, como também pelo fato do sangue ndo ser a localizacdo primaria do
virus justificando a presenca, porém em menor quantidade de coOpias. A auséncia de BPV1
nos bioterapicos reflete a epidemiologia molecular do BPV no rebanho estudado, reforgando a

importancia deste estudo na producdo dos medicamentos.

O estudo da epidemiologia molecular do rebanho foi fundamental para a produgéo
dos bioterapicos. A partir do diagnostico dos tipos virais presentes no rebanho, foi possivel
confrontar e entender os achados dos tipos virais encontrados nos medicamentos. Neste caso,
a producdo dos bioterapicos seguida pela avaliagdo molecular através da PCR e andlise da
epidemiologia molecular do rebanho permitiu a producéo de medicamentos mais elaborados e

representam um avanco quando comparado a auto-hemoterapia e a autovacina.

Embora os tratamentos partam do mesmo principio: a utilizacdo de tecidos e sangue
infectados como estimulo a atuacdo do sistema imunoldgico dos animais para regressdo das
lesGes, para os bioterapicos € possivel conhecer a composi¢cdo do produto em relacdo aos tipos
virais presentes, a producdo pode ser unica e mantida na farmacia homeopética, podem
atender melhor a realidade do rebanho, sdo superiores em seguranca por serem diluidos e
dinamizados garantindo tratamento e prevencdo da doenca em todos 0s animais, em varias

propriedades e apresentam praticidade de administracdo na dgua ou alimentagdo do rebanho.

A préatica homeopética afirma que a diluicdo D30 é altamente eficaz sendo utilizada
com seguranca para o tratamento e profilaxia de infec¢cfes intra e extracelulares (COSTA,
1988; MONTERIO, 2009), justificando a escolha desta diluicdo para producdo do BiotSan e

BiotLes. BASTIDE et al.(1995) e MONTEIRO (2009) afirmam que o numero de Avogrado
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(6,02 x 10% atomos / mol de substancia) é ultrapassado acima da diluicdo D24 n&o sendo mais
possivel detectar moléculas da substancia que deram origem ao medicamento e que a dilui¢do
D30 ndo apresenta qualquer risco de infeccdo aos pacienrtes. No entanto, através da biologia
molecular com a técnica da PCR, foi demonstrada nos bioterapicos produzidos a presenca de
particulas virais na diluicdo D30, impedindo a recomendacéo de utilizacao destes bioterapicos

nesta diluicdo em animais.

N&o é possivel afirmar a viabilidade destas particulas virais em causar infecces.
SIQUEIRA (2009) produziu bioterapico em &gua destilada a partir do virus da influenza na
diluicdo D30 e realizou varios testes para avaliar a capacidade infectiva do bioterapico,
incluindo a inoculagdo em ovos embrionados, demonstrando a inexisténcia de particulas virais
capazes de gerar infeccdo. No entanto, sdo resultados Unicos e demonstram a necessidade de

novos estudos com outros agentes etiologicos para esclarecimento e confirmacao.

Né&o foram encontrados na literatura estudos utilizando a biologia molecular, através
da técnica da PCR, para deteccdo de particulas de DNA em bioterapicos. SIQUEIRA (2009)
utilizou espectroscopia UV-vis para pesquisar material genético de origem viral no
bioterapico Influenzum D30, a qual ndo foi capaz de detectar nenhuma particula. Acredita-se,
entretanto, que a alta sensibilidade e especificidade da técnica da PCR foram determinantes
para 0s achados da identificacdo viral na diluicdo D30 dos bioterapicos BiotSan e BiotLes.
SILVA (1998) e MOLINA; TOBO (2004) relatam a importancia da biologia molecular

através da PCR para o diagndstico de doengas infecciosas.

Embora a diluicio D30 ndo possa ser recomendada para 0 uso em animais, 0S
resultados das andlises demonstram que o BiotSan e o BiotLes sdo medicamentos
promissores, de boa composicdo, controle e identificacdo de producdo e podem contribuir

com o tratamento e prevencéo da infeccdo por Papillomavirus Bovino. Para tanto, as dilui¢des
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dos bioterapicos devem ser continuadas até a identificacdo da diluicdo na qual inexistam
particulas virais ou até que a técnica de avaliagdo molecular ndo seja sensivel para

identificacdo, com posterior avaliagdo em animais.

CONCLUSOES

A partir dos resultados encontrados pode-se concluir que as técnicas empregadas
para producao e caracterizacdo dos bioterapicos BiotLes e BiotSan de Papillomavirus Bovino

foram eficazes;

Novos estudos devem ser realizados para determinar a diluicdo homeopatica para

qual inexista material viral, recomendando os bioterapicos para o uso em animais.
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403 Fig. 1. Tipos de BPVs encontrados nos bioterapicos BiotLes e BiotSan nas diluicbes D1, D5,
104 D10. D15. D20. D25 e D30 - Itambé. Zona da Mata de Pernambuco (2015).
Bioterapicos
Diluicbes BiotLes BiotSan

D1 BPV- 2, -10 BPV2
D5 BPV-2,-3,-8,-10  BPV2
D10 BPV-2,-8,-10  BPV2
D15 BPV-2,-8,-10  BPV2
D20  BPV-2,-3,-8,-10 BPV2
D25 BPV-2,-8,-10  BPV2
D30  BPV-2,-3,-8,-10 BPV2
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418 Fig. 2. Frequéncia dos tipos de BPVs encontrados em amostras de sangue e lesGes cutaneas
de fémeas bovinas leiteiras - Itambé. Zona da Mata de Pernambuco (2015).
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