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RESUMO

Os papilomavirus constituem uma extensa familia de virus associados a lesdes
epiteliotrépicas, assim como acometem o tecido mucoso onde podem causar tumores
benignos que podem evoluir para a malignizacdo. A papilomatose bovina € uma doenca
economicamente relevante, j& que ha a desvalorizacdo dos animais a serem
comercializados devido a aparéncia e depreciagdo do couro. Em humanos, a
identificacdo dos tipos de papilomavirus (HPV) envolvidos bem como o relato de co-
infecgBes sdo bem estabelecidos. Ja foram descritos na literatura mais de 200 tipos de
HPVs, o que ainda é pouco explorado na area da Medicina Veterinaria, em que somente
21 tipos de papilomavirus bovino (BPV) foram caracterizados até o momento. A
presente dissertacdo visou investigar a diversidade de BPV presentes em um papiloma
de um bovino oriundo do Estado de Rondo6nia. A partir do DNA extraido da lesdo, foi
realizada a rooling circle amplification (RCA) seguida do sequenciamento de ultima
geracdo (llumina MiSeq). O emprego dessas metodologias culminou na identificagdo do
BPV13, que atualmente € bem caracterizado, e de trés provaveis novos tipos de BPVs
que haviam sido descritos em um unico estudo recente. Estes resultados confirmam a
presenca de co-infeccdo em lesdes de papilomatose bovina e demonstram que estas
técnicas possibilitaram a deteccdo de espécies que ndo sdo identificadas pelos métodos
convencionais. Este conhecimento sobre a diversidade de BPV servira de base para o
melhor entendimento da biologia do virus e para a geracdo de vacinas profilaticas ou
terapéuticas eficazes.

Palavras-chave: papilomavirus, papilomatose, bovino, co-infec¢éo, vacina.



ABSTRACT

Papillomaviruses are an extensive family of viruses associated with epitheliotropic
lesions, as well as affecting mucosal tissue where they can cause benign tumors that
may progress to malignancy. Bovine papillomatosis is an economically relevant disease,
since there is a devaluation of the animals to be marketed due to the appearance and
depreciation of the leather. In humans, the identification of the types of papillomavirus
(HPV) involved as well as the reporting of co-infections is well established. More than
200 types of HPV have been described in the literature, which is still little explored in
the area of Veterinary Medicine, in which only 21 types of bovine papillomavirus
(BPV) have been characterized. This study aimed to investigate the diversity of BPV
present in a papilloma of a bovine animal from the State of Ronddnia. From the DNA
extracted from the lesion, the rooling circle amplification (RCA) was performed
followed by the last generation sequencing (llumina MiSeq). The use of these
methodologies culminated in the identification of BPV13, which is currently well
characterized, and of three putative new BPVs types that had been described in a
single recent study. These results confirm the presence of co-infection in bovine
papillomatosis lesions and demonstrate that these techniques enabled the detection of
species that are not identified by conventional methods. This knowledge on BPV
diversity will serve as a basis for a better understanding of the biology of the virus and
for the generation of effective prophylactic or therapeutic vaccines

Key Words: Papillomaviruses, bovine papillomatosis, co-infection, vacines.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui um rebanho de aproximadamente 210 milhdes de cabecgas de
gado, configurando o segundo maior produtor mundial de carne. Entretanto, alguns
entraves ainda prejudicam a balanca comercial agropecuaria, tais como a febre aftosa e
a papilomatose bovina (CARVALHO et al. 2012). Pesquisas estimam que, por nédo
haver estudos publicados, 60% do rebanho bovino brasileiro esté infectado com algum
tipo de papilomavirus bovino (BPV). Outros autores citam que, dentro de um rebanho,
esta taxa pode chegar a 75%. A doenca esta amplamente difundida no rebanho nacional
e é 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 et al. 2014).

A papilomatose bovina & uma enfermidade infecto-contagiosa cronica,
desenvolvida pela infecgdo do BPV de carater tumoral benigna e natureza fibroepitelial,
caracterizando-se por apresentar lesdes localizadas na pele (verrugas ou papilomas) e
mucosa (condilomas), apresentando diferentes morfologias (pedunculada, plana, gréo de
arroz e couve-flor) na regido do Ubere, mucosa e epitélios de revestimento (SANTIN et
al. 2004). Entretanto, também tem sido atribuido a alguns papilomavirus (PV) o
desenvolvimento de lesdes malignas, como o caso da Hematdria Enzoética com a
expressdo da oncoproteina E5 do BPV2 na maioria dos tumores de animais afetados
(ROPERTO et al. 2008). As lesbes ocasionadas pela infeccdo com BPV determinam
prejuizos econdmicos consideraveis a bovinocultura tanto por perdas diretas, causadas
por mortes dos animais, quanto indiretas, representadas por reducgdes na produtividade e

no valor comercial dos animais e subprodutos, como o couro (ALFIERI et al. 2012).

Os estudos de papilomavirus em humanos (HPV) se encontram muito a frente
quando comparados aos do BPV. Atualmente, em humanos mais de 200 tipos de HPV
foram totalmente sequenciados, caracterizados e catalogados, contrastando com o baixo
namero de BPV encontrados em bovinos, que compreende somente 21 tipos
(http://pave.niaid.nih.gov). Apesar de ser um agente etioldgico importante, a deteccdo e
a caracterizacdo de PV em animais € ainda deficiente (MUNDAY et al. 2007; RECTOR

et al. 2013). Esse fato se deve, em parte, pelas técnicas de deteccdo moleculares que

utilizam testes baseados no conhecimento prévio de sequéncias gendmicas (FREITAS

et al., 2013) e ao pequeno numero de estudos em papilomavirus nao-humanos.


http://pave.niaid.nih.gov/
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Portanto, este trabalho objetivou investigar a diversidade de BPVs presentes em
uma leséo de papilomatose bovina. Foram empregadas metodologias (amplificacéo
randémica de genomas circulares e sequenciamento de Ultima geracdo) que propiciaram
a confirmacdo da presenca de quatros BPVs co-infectando uma lesdo e demonstraram
que estas técnincas podem possibilitar a detec¢do de espécies que ndo sdo identificadas
pelos métodos convencionais. Este conhecimento visa contribuir para o conhecimento
da diversidade de PVs que acomentem 0s animais e para a geracdo de vacinas

profilaticas ou terapéuticas eficazes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Estrutura viral dos papilomavirus

Os papilomavirus (PV) sdo virus oncogénicos epitéliotropicos, pequenos e
complexos que pertencem a familia Papillomaviridae (BERNARD et al. 2010; DE
VILLIERS et al. 2004). Esses virus sdo desprovidos de envelope lipoprotéico,
apresentam simetria icosaédrica e sdo constituidos por um genoma circular de DNA
dupla fita (dASDNA) ndo segmentado com aproximadamente 8000 pares de bases (pb),
que acometem mamiferos, inclusive humanos, aves e répteis (BERNARD et al. 2010;
DE VILLIERS et al. 2004; RECTOR et al. 2013) (Figura 1).

A organizacdo génomica dos varios papilomavirus é extremamente similar. O
virion possui 55 a 60 nm de diametro (BORZACCHIELLO et al. 2008). O genoma dos
PV esta conjugado com histonas, formando um complexo semelhante a cromatina
(ALFIERI et al. 2012). A dsDNA esta contida em um capsideo composto de 72
capsomeros (SCHILLER; MULLER, 2015). Sessenta destes capsomeros se ligam de
forma hexavalente e doze de forma pentavalente. Cada capsémero € composto por duas
proteinas codificadas pelo virus, a proteina principal, L1, e a proteina secundaria, L2
(PFISTER et al. 1978).
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Figura 1. Esquema da organizacdo do capsideo viral dos papilomavirus e suas
proteinas. Fonte: adaptado de SCHILLER; MULLER, 2015.
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2.2 Organizacdo gendmica dos papilomavirus

O genoma dos PVs ¢ dividido em trés regides: a regiao LCR (Long Control
Region ou Regiao Longa de Controle), e duas regioes que formam as fases abertas de
leitura (ORF) correspondentes aos genes precoces (E) e tardios (L). As ORFs sao
classificadas como nao-estruturais ou precoces (E, do inglés early) e estruturais ou
tardias (L, do inglés late), de acordo com a fase da diferenciacdo celular em que séo
expressas. A regido E representa mais de 50% do genoma e codifica proteinas que sao
necessarias para a replicagao e transcricao do DNA viral, enquanto que a regido L ocupa
40% do genoma do virus e codifica proteinas que formam a estrutura do capsideo viral
(CAMPO et al. 1997; FREITAS et al. 2011).

LCR € uma regido que possui um segmento de aproximadamente 500-1000
nucleotideos (nt), que compreende aproximadamente 10% do genoma viral
(LAZARCZYK et al. 2009), ndo codifica nenhuma proteina, mas contém a origem da
replicacao e os sitios de ligagao de multiplos fatores de transcricao do material genético
(BORZACHIELLO et al. 2007; LETO et al. 2011; ZHENG et al. 2006).

A regido E contém até seis ORFs, e 0 segmento L contém ateé trés ORFs. Os
genes precoces (E1, E2, E5, E6, E7 e E8) codificam as proteinas (que recebem os
mesmos nomes dos genes) envolvidas tanto na replicacdo e transcricdo do DNA viral
quanto na transformacdo celular, prevenindo a apoptose celular em resposta a entrada
ndo programada na fase S (CORTEGGIO et al. 2013; LAMBERT et al. 1991; VENUTI
et al. 2011). Por outro lado, os genes tardios (L1 e L2) codificam as proteinas do

capsideo viral L1 e L2 (Figura 2).
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Figura 2. Representagao linear do genoma de BPV-1 com as principais fungoes de cada
regiao genica ou de seus produtos. Fonte: Modificada de CAMPO (2006) por DINIZ
(2009).

2.3 Proteinas virais

As principais proteinas para replicacdo do DNA viral sdo as proteinas E1 e E2, que
sdo responsaveis pelos primeiros passos na iniciagdo da transcricdo e replicacédo
(LAMBERT et al. 1991; MUNGER et al. 2002; SANDERS et al. 2001). Enquanto a
proteina E1 atua na replicacdo do DNA viral, a proteina E2 ancora na LCR ativando ou
reprimindo a transcricdo dos genes virais e, desta forma, controlando a atividade
transcricional (BAXTER et al. 2005; HOWLEY et al. 2001). As proteinas E2 sdo
estruturalmente bem conservadas entre os diferentes tipos de PV, sendo bem
semelhantes em tamanho com aproximadamente 350 a 400 aminoacidos (HARRIS et al.
1999). Essas proteinas (E1 e E2) também tem papel importante na segregacdo do
genoma viral para as células filhas e na manutencdo da sua integridade (BRAVO;
FELEZ-SANCHEZ, 2015; DOORBAR et al. 2012).

A correlacdo entre as infecgdes por PVs e 0s processos tumorais esta associada a
expressdo de oncoproteinas virais E5, E6 e E7. Estas proteinas atuam na alteracdo das
funcbes dos genes supressores de tumores e das proteinas de controle do ciclo celular,

podendo induzir alteracbes na cromatina da célula hospedeira (STEWART,;
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BACCHETTI, 1991). As proteinas estruturais L1 e L2, compdem o capsideo
(MUNGER; HOWLEY, 2002). Somente as principais ORFs E1, E2, L1 e L2 estdo
presentes em todos os papilomavirus ja descritos (RECTOR; VAN RANST, 2013) e,
teoricamente, essas proteinas poderiam realizar sozinhas as tarefas basicas de
replicacdo, regulacdo, estabilizacdo e empacotamento do DNA viral, levando a liberacéo
dos virions (BRAVO; FELEZ-SANCHEZ, 2015).

2.4 Classificacao dos papilomavirus

Esta grande familia viral é formada por virus filogeneticamente classificados em
49 géneros que sdo subdivididos em vérias espécies, tipos, subtipos e variantes
(BERNARD et al. 2010; DE VILLIERS et al. 2004; ICTV, 2016). Atualmente, a
sequéncia de nucleotideos do gene L1 ¢ utilizada para a classificacdo dos PV por ser o
gene mais conservado do genoma (BERNARD et al. 2010; DE VILLIERS et al. 2004).
Um novo tipo de PV é considerado quando o seu genoma completo é totalmente
sequenciado e a ORF L1 difere em mais de 10% dos tipos de PV anteriormente
descritos. As espécies de PV compartilham entre 71% e 89% de identidade de
nucleotideos nesta mesma ORF. As similaridades menores do que 60% definem um
novo género. Um subtipo € definido quando a diferenca entre a ORF L1 € entre 2% e
10%, e uma variante viral ocorre quando esta diferenca € menor do que 2%
(BERNARD et al. 2010; DE VILLIERS et al. 2004).

Atualmente, os BPV estéo classificados em cinco géneros, cinco espécies e 21
tipos. O género Deltapapillomavirus, é constituido pela espécie Deltapapillomavirus 4
(compreendendo o BPV1, 2 e 13) e 0 BPV tipo 14; Epsilonpapillomavirus, pela espécie
Epsilonapapillomavirus 1 (BPV5 e BPV8); Dyokappapapilomavirus pelo BPV16;
Dyoxipapillomavirus, pela espécie Dyoxipapillomavirus 1 (BPV7) e o género
Xipapillomavirus, pelas espécies Xipapillomavirus 1 (BPV3, 4, 6, 9, 10 e 11) e
Xipapillomavirus 2 (BPV12) e 0 BPV tipo 15, 17 e 20; BPV18, BPV19 e BPV21 ainda

ndo foram classificados em nenhum género (http://pave.niaid.nih.gov) (Tabela 1). A

Figura 3 mostra a atual disposicdo dos grupos de BPV dentre o0s géneros de
papilomavirus descritos e 0s provaveis novos tipos identificados e caracterizados em um
estudo anterior (DAUDT et al. 2016).


http://pave.niaid.nih.gov/
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Figura 3: Arvore filogenética dos papilomavirus baseada na sequéncia completa da

ORF L1. Fonte: adaptado de DAUDT (2016)
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Tabela 1. Esquema da classicficacdo das espécies e tipos de papilomavirus bovino
dentro dos respectivos géneros. * Representa os tipos ainda ndo classificados dentro de

uma espécie.
Tipos de BPV

Deltapapillomavirus Deltapapillomavirus 4 1,213
* 14

Xipapillomavirus Xipapillomavirus 1 3,4,6,9, 10,
11
Xipapillomavirus 2 12

15, 17, 20

*
Skl iilogenidc s Epsilonpapillomavirus 5,8
1

Dyoxipapillomavirus Dyoxipapillomavirus 1 7
Dyokappapapillomavirus 16
Unclassified 18, 19, 21

2.5 Epidemiologia

A papilomatose bovina tem distribuicdo mundial e, embora a mortalidade seja
baixa, ela pode causar surtos com alta morbidade. No Brasil, esta doenga apresenta um
relevante impacto economico, como nao ¢ de notificagao obrigatdria pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), existe a dificuldade de controle da
doenga por nao haver dados precisos sobre a extensao do comprometimento do rebanho
e sobre 0s tipos virais prevalentes, diferengas regionais e principais consequéncias
clinicas (SMITH et al. 2006; BLOOD, RADOSTITS e GAY, 1991; SANTIN,
HERMONAT, RAVAGGI et al. 2001). A doenca nao é letal, mas pode levar a morte do
animal pela grande presenca de papilomas, causando o enfraquecimento do animal e
propiciar miiases devido a traumatismos causados nos papilomas (SCHUCH et al.
2001). Por outro lado, como muitos virus, o PV pode estabelecer uma infeccéo latente
(CAMPO et al. 1994; DOORBAR et al. 2013; ROPERTO et al. 2010) e ser encontrado
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em pele saudavel (OGAWA et al. 2004; RECTOR; VAN RANST, 2013), assim como
em sangue, esperma e outras secrecdes em bovinos (LINDSEY et al. 2009).

Os papilomas causam prejuizos tanto em rebanho leiteiro como de corte tais
como, cegueira, emagrecimento e atraso no desenvolvimento corporeo, desvalorizagao
do couro, transtornos de ordenha das vacas ou sugacao dos bezerros lactentes e
consequentemente diminuicao da produtividade dos rebanhos bovinos (OLIVEIRA et
al. 2008). Além do mais, ocorre ainda sensivel depreciacao do valor do animal,
dificuldade de comercializagao e de problemas relacionados com a capacidade
reprodutiva, principalmente quando a localizagao do papiloma ¢é observada na genitalia.
Animais com lesoes nos tetos nao podem ser adequadamente ordenhados, nem podem
amamentar os bezerros. Frequentemente, os papilomas pedunculados sofrem fissuras,
com infecgoes oportunistas, onde ocorre perda de produtividade (RADOSTITS, GAY,
BLOOD et al. 2000; CAMPO et al. 2002). Dassie et al. (1999) e Ward et al. (1989)
relatam os problemas comerciais relacionados a papilomatose bovina ¢ ressaltam que a
presenca de verrugas, além de dificultar a comercializagao, impede o animal de

participar de feiras e exposicoes.

O virus se dissemina por contato direto ou indireto, sexual, fomites (agulhas,
brincadores e outros aparelhos contaminados), instalagdes e possivelmente insetos
(CAMPO et al. 1994; FINLAY et al. 2009; REID et al. 1994). Parte do genoma do
BPV1 ja foi detectado em varias espécies diferentes de moscas, incluindo espécies
sugadoras e ndo sugadoras, sugerindo que elas possam ser vetores dos papilomavirus
(FINLAY et al. 2011; FINLAY et al. 2009). Também existem evidéncias que sugerem
que a maioria dos bovinos seja contaminada com BPV2 e os linfocitos possam ser uma
fonte de infeccdo (MUNDAY et al. 2014), disseminando o virus através da via
hematogénica (ROPERTO et al. 2008). Outros estudos demonstraram a presenca de
BPV nos ovarios, Utero, o6citos, sangue, leite, urina, liquido seminal e espermatozdide
de bovinos infectados (DE CARVALHO et al. 2003; LINDSEY et al. 2009).

A manifestacdo do BPV no trato digestorio € sugerida pela interacdo entre o
virus da papilomatose e a ingestdo de samambaia Pteridium spp., proporcionando o
desenvolvimento de carcinomas devido a imunodepressdo que limitaria as respostas
imunoldgicas capazes de controlar tumores (BORZACCHIELLO; ROPERTO, 2008;
BORZACCHIELLO et al. 2003; CAMPO et al. 1997). Acredita-se que 0s PV sdo
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estritamente espécie-especificos (CAMPO et al., 2006), embora o0 BPV1, 2 e 13 também
possam infectar equinos (BOGAERT et al. 2008; LUNARDI et al. 2013; MUNDAY;
KIUPEL, 2010; NASIR; CAMPO, 2008) e o HPV 9 ja tenha sido descrito em um
papiloma em felino (MUNDAY et al. 2007).

2.6 Patogenia e sinais clinicos

A propagacdo do PV acontece em células epiteliais em diferenciagdo, podendo
infectar fibroblastos, queratindcitos e células epiteliais (CAMPO et al. 2002) assim
como juncbes entre diferentes tipos de epitélios, que sdo locais vulneraveis
(DOORBAR et al. 2012), formando projecdes digitiformes microscopicas ou
macroscopicas (SILVA et al. 2004). O PV infecta o epitélio escamoso estratificado da
pele e mucosas causando lesdes benignas as quais podem progredir para neoplasias
(HOWLEY; LOWY, 2001). Acredita-se que para a infeccdo ser estabelecida é
necessario a ocorréncia de um microtrauma ou erosdo da epiderme para que 0 Virus
possa infectar o epitélio basal (DOORBAR et al. 2012).

Uma vez que o PV infecta a célula basal, o genoma viral € incorporado dentro
do nucleo depois da celula completar um ciclo mitotico, e permanece la& como um
cromossomo epissomal (BRAVO; FELEZ-SANCHEZ, 2015; DOORBAR et al. 2012).
Os genes virais sdo expressos na fase proliferativa, e a suas expressdes completas
resultam na producéo de capsideos virais, somente apds o inicio da diferenciacéo celular
nas camadas superiores do epitélio. As proteinas E6 e E7 parecem mediar a proliferacdo
das células das camadas basal e parabasal e a liberacdo do virus ocorre durante a
descamacdo das células infectadas da superficie das lesdes. As células infectadas
proliferam e a diferenciacdo é demorada (DOORBAR et al. 2012). Um esquema da

infeccdo por PV ¢ ilustrado na Figura 4.
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Figura 4. Representagao diagramatica da infecgao do tecido epitelial estratificado por
papilomavirus. Estdo representados os diferentes estagios do ciclo viral com seu
respectivo padrao de expressao genica. Fonte: Modificada de DOORBAR (2005) por
MELO (2009)

As infeccBes crbnicas assintomaticas e 0s papilomas causados pelos PV parecem
estar ligados a estratégia de transformacéo celular e propagacdo dos virions no epitélio
e, provavelmente, também as diferentes relacBes entre eles e o sistema imune do
hospedeiro (DOORBAR et al. 2012). Os fatores genéticos do hospedeiro, que controlam
0 sistema imune inato e as respostas das células T efetoras podem determinar o aumento
do risco de infeccdo persistente (SHAFTI-KERAMAT et al. 2009). A fraca resposta
imune dos bovinos ao BPV pode estar relacionada a dois fatores: ao fato do ciclo de
infeccdo do virus ser ndo litico e, portanto ndo provocar nenhum sinal pro-inflamatério
que ativa as células dendriticas e induza sua migracdo para o local da infeccdo e
também pode estar relacionada ao fato do ciclo de vida do virus ser restrito ao epitélio
(KANODIA et al. 2007; CAMPO et al. 2006). Geralmente, as infec¢bes causadas por
PV regridem naturalmente e o exame histoldégico das lesGes revela uma intensa

infiltracdo de linfécitos na derme e no epitélio (CAMPO et al. 2003), reforcando o papel



23

da resposta imune celular no combate ao agente infeccioso (O’BRIEN; SAVERIA
CAMPO, 2002).

Os PVs ja foram descritos em varias ordens de mamiferos, répteis e aves,
oriundos tanto de lesbes papilomatosas quanto de pele saudavel (ANTONSSON;
HANSSON, 2002; RECTOR; VAN RANST et al. 2013). Nos bovinos, os papilomas
sdo encontrados em diversas areas do corpo desses animais (cabeca, pescoco, dorso,

ventre, abdome, Ubere, mucosas do trato digestivo e de bexiga urinaria) ou podem se
apresentar de maneira generalizada (CAMPO et al. 1997; CARVALHO et al. 2012;
OGAWA et al. 2004; TOZATO et al. 2013).

Figura 5. Aspecto de lesbes papilomatosas em diferentes regides do corpo de um
bovino. Adaptado de Freitas e colaboradores (de Freitas et al., 1994). A) Carcinoma de
bexiga urinaria (Corteggio et al., 2013). B) Papilomas no palato mole
(http://coral.ufsm.br). C) Papiloma na regiao ocular (http://www.dpi.nsw.gov.au). D)
Verrugas na regiao do jarrete (Freitas et al., 2011). E) Papilomas nos tetos (Luciano
Coca - www.estadao.com.br). F) Verrugas na regiao da barbela (Freitas et al., 2011). G)

Verrugas na regiao da boca e focinho (http://www.nadis.org.uk)
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Embora alguns autores hipotetizem que diferentes tipos de BPV tenham

predilecdo por diferentes localidades anatomicas dos bovinos, os BPV tem sido

associados com as varios tipos de lesdes e localidades corporais conforme a Tabela 2.

Tabela 2: Esquema dos tipos de papilomavirus bovino e as respectivas lesbes

associadas.

TIPOS DE PAPILOMAVIRUS BOVINO

BPV1

BPV2

BPV3

BPV4

BPVS5

BPV6

BPV7

BPVS

BPV9

BPV10

BPV11

BPV12

BPV13

BPV14

BPV15

LESOES
Fibropapilomas de teto e pénis

Papilomas cutaneos, trato digestivo e tumores

de bexiga
Papilomas cutneos

Papilomas do trato gastrointestinal superior e

papilomas cutaneos
Fibropapilomas de Ubere
Papilomas de teto

Papiloma cutaneo e teto

Papiloma cutaneo

Papiloma escamoso do Ubere e teto
Papiloma escamoso do Ubere e teto
Papilomas cutaneos

Papiloma epitelial de lingua e associado a

papilomas cutaneos
Papilomas cutaneos
Fibropapilomas

Fibropapilomas
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2.7 Co-infecgéo de diferentes tipos de BPVs

Muitos estudos sobre HPV objetivaram entender a prevaléncia deste virus em
determinadas areas, o que culminou com o conhecimento da co-infeccéo por diferentes
tipos de HPVs causadores de cancer cervical e também auxiliou no conhecimento para
desenvolver vacinas profilaticas e terapéuticas mais eficazes (MUNOZ et al. 2003). No
entanto, ainda existem poucos estudos que relatem a ocorréncia de co-infeccdo com
diferentes tipos de BPV. Na india e Alemanha, diferentes tipos de BPV foram
identificados na mesma lesdo (PANGTY et al. 2010; SCHMITT et al. 2010). No Brasil,
a presenca de BPV1,2,4 e 6 na mesma lesdo também foi relatado (YAGUIU et al. 2006;
CLAUS et al. 2007, 2009; LINDSEY et al., 2009) e atualmente tém-se detectado co-
infeccdo com novos tipos de papiloma ( DA SILVA et al. 2015; DAUDT et al. 2016).

A ocorréncia da co-infec¢cao por BPV em uma unica amostra sugere que nao ha
uma competicao natural entre os diferentes tipos virais (SCHMITT et al. 2010).
Entretanto, ainda nao esta claro se os diferentes tipos de BPV co-infectando as mesmas
lesoes sao capazes de promover uma nova infec¢ao. Alguns relatos descrevem que a
infec¢ao pelo BPV em sitios nao caracteristicos € abortiva por nao produzir novos
virions (AMTMANN et al. 1980; LANCASTER et al. 1981; BOGAERT et al. 2008).
Porém, muitos animais sao constantemente afetados com papilomas em varias partes do

corpo, o que pode ser consequéncia da co-infecgao, que levaria a baixa da imunidade e

dificuldade de regressao das lesoes (FREITAS et al. 2011).

Estudos anteriores também ressaltaram a importancia do conhecimento da
ocorréncia de lesbes de papilomatose bovina causadas por diferentes tipos de BPVs em
sitios de infec¢do diferentes no corpo do animal, promovendo aspectos diversos da lesao
(CARVALHO et al. 2012), assim como lesées com morfologias caracteristicas de
infeccdo por determinado tipo viral sendo causada por outro tipo de BPV (CLAUS et al.
2009). O BPV 4 no estudo de Carvalho et al. (2012) foi encontrado em lesoes cutaneas,
entretanto este tipo viral ¢ relacionado a infec¢ao em mucosas e € responsavel por
cancer do trato digestivo superior. Ja BPV 5 e 6, que estao relacionados a lesoes nas
tetas e ubere, foram relatados promovendo papilomas ao redor do olho e ombro de
bovinos (CARVALHO et al. 2012). A presenca de BPV 1 e 2 ja foi relatada em outros
tecidos como sangue e células reprodutivas (YAGUIU et al. 2006, 2008; DINIZ et al.
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2009; LINDSEY et al. 2009). Os BPV 1 e 2 foram relatados co-infectando lesoes
em bovinos na India (LEISHANGTHEM et al. 2008; PANGTY et al. 2010). Assim
como ja foram encontrados cinco diferentes combinagoes de infeccao multiplas em
bovinos (CLAUS et al. 2009). No Brasil altas incidéncias de BPV 3 foram relatadas,

assim como presenca de BPV tipo 2, 3, 4 ¢ 10 na mesma lesao foi demonstrada
(CARVALHO et al. 2012).

Como consequéncia, a classificagao viral aceita antigamente sofreu alteragoes,
visto que um dos parametros utilizados para distingao dos BPVs era o tipo de lesao
associada ao tipo de papilomavirus. Devido ao desenvolvimento de novas metodologias
que promoveram a genotipagem dos BPV, foi possivel detectar e tipificar os
papilomavirus bovinos presentes nas diferentes lesoes, elucidando a capacidade de

infeccao em diferentes sitios (FREITAS et al. 2011).

2.8 Tratamento e diagndstico

A vacina autogena é o tratamento mais comumente utilizado para a papilomatose
bovina (SCHUCH et al. 2001). E feito um macerado com os papilomas do animal
afetado e o virus é inativado (AIELLO; ASA, 2001; SCHUCH et al. 2001), porém os
resultados dependem do tipo de papiloma, da preparacdo da vacina e do estagio de
evolucdo das lesdes (SCHUCH et al. 2001). No Brasil, a vacina autégena tem sido
utilizada como tratamento terapéutico para animais extensamente atingidos por
papilomatose e apresenta resultados de, aproximadamente, 50% de recuperacdo. No
entanto este tratamento, além de ndo ser muito eficaz, possui custo elevado (SILVA et
al. 2004).

Os papilomas pequenos podem ser removidos cirurgicamente, podendo-se usar
criocirurgia em papilomas grandes, porém, muitos regridem espontaneamente dentro de
alguns meses sem tratamento (SMITH et al. 2006). Uma das formas de tratamento
consiste na utilizacdo de uma ou duas doses de clorobutanol, na dose de 50 mg/Kg, em

solucdo alcoolica via subcutanea (SCHUCH et al. 2001).

As técnicas diagnOsticas consistem em exame clinico, analise histopatologica
(BETIOL et al. 2012) e detec¢ao do DNA viral através de PCR, Southern blot, Dot blot,

Reverse blot e hibridizagao in situ com sondas biotiniladas ou radiomarcadas (DEL
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FAVA et al. 2001; LETO et al. 2011). O emprego de anticorpos monoclonais contra
epitopos de BPV também constitui uma técnica diagnostica por meio de

imunoistoquimica (ELZEIN et al. 1991).

Entretanto, a identificacao e tipificagao do BPV através da Reagao da
Polimerase em Cadeia (PCR), empregando primers degenerados, seguido de
purificacao, sequenciamento e analise de similaridade de sequéncias através de
programas computacionais e ferramentas virtuais como o BLAST, mostra-se o método
mais sensivel para a detecgao viral (BORZACCHIELLO et al. 2003; CARVALHO et
al. 2012; OGAWA et al. 2004; JELINK, TACHEZY et al. 2005; LETO et al. 2011;
MONTEIRO et al. 2008; NASCIMENTO et al. 2012; ZHU et al. 2012).

2.9 Imunoprofilaxia

As pesquisas de vacinas contra o papilomavirus sdo prejudicadas pela
incapacidade do virus de replicar em cultivos celulares e também pela dificuldade de
adaptacdo em cultivos de tecidos. 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 vacinagao encontram-se vacinas de
virus purificados, proteinas recombinantes expressas em bactérias e vacinas baseadas
em VLPs (Virus Like Particles) (CAMPO et al. 1993).

As vacinas terapéuticas sao baseadas na indug¢ao de imunidade celular contra
células expressando antigenos virais, visando a regressao de lesoes. As proteinas nao
estruturais sao alvos da maioria dessas vacinas ja que sao proteinas expressas em células

de tumores associados ao BPV (CAMPO et al. 1997).

As VLPs de L1 constituem uma alternativa para produgao de vacinas profilaticas
sendo capazes de induzir a formag¢ao de anticorpos neutralizantes sistémicos e de

mucosas além de induzir imunidade celular em animais imunizados (LIU et al. 1998).

A resposta imune a infecgao por BPV ¢ 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
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nao sao possiveis, sendo utilizados outros sistemas para producao de vacinas baseadas

nas proteinas L1 ¢ L2 (CAMPO et al. 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-
infecgao por multiplos tipos virais demanda a produgao de vacinas de amplo espectro de
cobertura, entretanto sdo necessarios estudos epidemiologicos capazes de identificar os
tipos virais mais recorrentes no Brasil, e no mundo (CAMPO et al. 1996; NICHOLS;
STANLEY, 2000; CARVALHO et al. 2012; ARALDI et al. 2014).



29

3 MANUSCRITO

O presente experimento ja foi concluido e gerou o artigo cientifico a ser submetido
na revista Veterinary Research Communications e intitulado "Papillomavirus co-
infection in a bovine papillomatous lesion: BPV13 and three recently

papillomaviruses”. O manuscrito sera apresentado a seguir.
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Abstract

Papillomaviruses (PVs) are small circular double-stranded DNA viruses that belong to
the Papillomaviridae family. Currently, 21 bovine papillomavirus (BPV) types have
been fully characterized. Additionally, at least six putative new BPV genomes have
been identified and reported. BPV co-infections are rarely reported, contrasting to
human papillomaviruses (HPV), which are commonly identified in young or
immunodepressed women. In the present study, we described four distinct bovine
papillomavirus (BPV) types in one papillomatous lesion. The genomes were detected by
rolling circle amplification coupled to next generation sequencing (NGS) in a bovine
(Bos taurus) lesion from the Brazilian Amazon region. It was identified the well
characterized BPV13, together with three putative new BPV types recently reported.
The data presented herein reinforces that some putative BPV new types cannot be
accessed by commonly applied PCR protocols and suggest that the knowledge of BPV
co-infections can be underestimated due to the limitation of detection techniques.

Keywords: papillomavirus; bovine; co-infection; next generation sequencing.



32

Introduction

Papillomaviruses (PV) are non-enveloped icosahedral viruses which hold a
supercoiled, circular and double-stranded DNA genome of about 8,000 bp. They belong
to the large Papillomaviridae family which can infect a wide range of amniotes (Campo
et al. 2002; Borzacchiello et al. 2008). Papillomaviridae family is composed by viruses
phylogenetically assigned into 49 genera with several species, types, subtypes and
variants. In cattle, bovine papillomaviruses (BPVs) can induce skin benign lesions at
diverse anatomical locations. Also, when genetic and/or environmental factors are
involved, the infection may result in malignant conversion with lesions within the
mucosa of the urinary bladder and upper alimentary canal (Campo et al. 2002; Wosiacki
et al. 2006). Currently, 21 BPV types have been characterized and classified in four
genera: Xipapillomavirus, Deltapapillomavirus, Epsilonpapillomavirus,

Dyoxipapillomavirus and Dyokappapapillomavirus (http://pave.niaid.nih.gov). In

addition to these fully sequenced BPV types, numerous putative new BPV types have

been identified worldwide (Claus et al. 2009; da Silva et al. 2016; Daudt et al. 2016).

The research of human PV (HPV) encompasses more than 200 types that are
fully sequenced, characterized and cataloged. Besides that, co-infection in lesions of
HPV have been reported using humerous molecular techniques that detect many distinct
HPV types (Antonsson et al. 2000; Forslund et al. 2003; Longworth et al. 2004). In
cattle only 21 BPV types have been characterized and classified, there is much less
research in this field that reflect the vague BPV types and the few cases of BPV co-
infection reported (Araldi et al. 2014; Carvalho et al. 2013; Batista et al. 2013; Daudt et

al. 2016).


http://pave.niaid.nih.gov/
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PVs are usually characterized by PCR amplicon sequencing, which is performed
using degenerated primer pairs that amplify a relatively conserved L1 gene region from
all knows PV types and species (Nasir et al. 2008). Moreover, the extraordinary
diversity of PV types that infect the animal skin combined with low numbers of PV
types detected by degenerated primers (da Silva et al. 2015) indicate that these
techniques allow the discovery of only closely related PVs from known genera. Rector
et al. (2004) showed that application of multiply-primed RCA to clinical samples also
resulted in the detection of viruses which could not be assigned to known virus families.
The next generation sequencing (NGS) and RCA have enabled the identification of
HPV co-infections and of four HPV types that were not detected by commercial assays
(Meiring et al. 2012). Also, the same method used in a bovine papilloma lesion have
identified six putative new BPV types that could not be detected by commonly used

PCR protocols (Daudt et al. 2016).

Here we used multiply-primed RCA coupled with NGS in order to investigate
the genetic BPV diversity in a bovine lesion from the Brazilian Amazon region. This

report will contribute to the knowledge of BPV genetic diversity and co-infections.
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Material and Methods
Sample, DNA extraction and rolling circle amplification (RCA)

One sample (09RO11) of a bovine skin wart from Rondo6nia state, Amazon
region, Northern Brazil, was obtained and processed according to our previous studies
(da Silva et al. 2015; Daudt et al. 2016). Briefly, approximately one gram of a papilloma
sample was ground in 10 mL of phosphate-buffered saline solution (PBS, pH 7.4),
centrifuged at 720 x g for 10 minutes and 100 pL of the supernatant was stored at -20°C
for DNA extraction. DNA was extracted using a silica based-protocol (da Silva et al,
2015).

In order to amplify the full circular PV genomes, randomly-primed rolling circle
amplification (RCA) was performed as described by Dezen et al. (2009). Amplicons
were analyzed by agarose gel electrophoresis as described by Daudt et al. (2016).
Following RCA, the amplification products were purified using a Genomic DNA clean
and Concentrator (Zymo Research). The quality and quantity of the DNA were assessed
using Nanodrop spectrophotometer (Thermo Scientific) and a Qubit fluorometer
(Invitrogen), respectively.

Illumina sequencing

Purified RCA products were used to construct DNA fragment libraries for
Illumina MiSeq™ sequencing. Libraries were prepared with one ng of RCA products
using a Nextera XT DNA sample preparation kit (Illumina) and were paired-end
sequenced using Illumina MiSeq™ instrument (2 x 150 nt with the Illumina v2 reagent
Kit).

High-throughput sequencing data analyses
The quality of the reads was accessed by FastQC. Low quality reads were

trimmed using Geneious software (version 8.1.7). Different softwares were tested to
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perform assemblies, including Geneious version 8.1.7, CLC Genomics Workbench
version 8.5.1, Velvet version 1.2.10, Meta-Velvet and SPAdes 3.6. Best results were
obtained with SPAdes 3.6 and this program was used in this study. All assemblies were
confirmed by mapping reads to contigs generated by SPAdes 3.6 using Geneious
version 8.1.7.

Open reading frame (ORF) predictions and genome annotations of the complete
or near-full-length genomes were performed with aid of the Geneious software (version
8.1.7) and ORF finder tool (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). Gene and
protein comparisons were performed with programs BLASTn and BLASTp.
Reconstruction of phylogenetic threes

Reconstruction of phylogenetic trees was performed in MEGA6 with Maximum-
likelihood method. The best selection model to generate the phylogenetic trees was
selected with the programme Modeltest 3.7. Alignments were performed using
MUSCLE software using default settings.

Histopathology

Tissue was fixed in 10% buffered formalin, trimmed, and processed routinely for
histopathology. Tissue sections were cut at 3 um and stained with haematoxylin and
eosin (H&E) and Masson’s trichrome.1’

Ethics statement

This project was approved by Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Animal Ethics Committee (number 28460) and we had the owner’s permission to access
the animals for the purposes of this study. Lesions were collected by veterinarians to

prepare autogenous vaccines. All efforts were made to minimize animal suffering.
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Results and discussion
IHlumina sequencing overview

The Illumina MiSeq run generated a total 504,352 high quality sequence reads.
Sequence reads were de novo assembled using SPAdes 3.6 and the generated contigs
were compared to the GenBank database using BLASTn and BLASTx. SPAdes 3.6
assembler generated a total of 16,341 contigs (> 200 nt). From these, 22 (0.13%)
showed identities with PV sequences. The remaining contigs were either related to the
bovine, bacterial genomes or to unknown sources. All PV assemblies were confirmed
by mapping sequenced reads to contigs using Geneious version 8.1.7. Using this
approach, a total of 1.354 reads (0.26%) were mapped to the PV contigs. Detailed
results are shown in Table 1.
Phylogenetic tree of recovered BPV genomes

In this study, RCA followed by NGS approach was applied to analyze the extent
of PVs types in a bovine papillomatous lesion. The method enabled the detection of four
PV types, belonging to three genera. This technique could magnify the sensitivity of all
PV present in this sample and allow the understanding of the animal history of infection
by different PV types. From 22 PV-related contigs, two of them (BPV13 and the
recently described BPV BR/14RO-17) were a full genome (Figure 2). Remaining
contigs showed high degree of nucleotide and amino acid identities with the newly
discovered BPV BR/14R0O-18 (nine contigs, comprising approximately 85% of the
genome) and BPV BR/14R0-20 (eleven contigs, comprising approximately 61% of the
genome) (Figure 1).

Regarding BPV13 (Deltapapillomavirus 4 species from Deltapapillomavirus
genus), the recovered genome was 7,963 bp in length, arranged in a circular DNA

molecule. This genome sequence showed the same characteristics as the reference
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genome: six putative early ORFs (E6, E7, E1, E2, E4 and E5), two late ORFs encoding
capsid proteins (L1 and L2) and a non-coding region between them (Batista et al. 2013).
BPV13 strain '09RO11" shows 99.9% of identity with BPV13 strain BR14RO
(GenBank accession no. KU519390, detected Amazon region, Brazil), 99.8% of identity
with BPV13 JQ798171 (from Southern Brazil) e 99.7 % of identity with BPV13 strain
Hainan KM258443 (China). As expected, most of the nucleotide differences were found

in non-coding region.

The second complete genome recovered in this sample was nearly identical to
genome BPV BR/14R0O-17, recently described in Amazon region (Daudt et al. 2016).
This Xipapillomavirus shows low degree of nucleotide identity with previously
characterized congeners (BPV3, 4, 6, 9, 10, 11, 12 and 15) and shares 99.9% of identity
with recently described BPV BR/14R0O-17. The main genomic features is the presence
of the E6 and E7 oncogenes, E1 and E2 ORFs and the two late regions coding the
capsid proteins L1 and L2. This genome, as well as the recently described BPV
BR/14R0O-17 (Daudt et al. 2016) lacks the E4 ORF. Additionally, we detected contigs
related to BPV BR/14RO-18 (putative new genus) and BPV BR/14R0-20 (a
Xipapillomavirus species), which were also found in a previous study (Daudt et al.,
2016). These contigs were mapped to the reference genomes (as shown in Figure 1).
Contigs related to BPV BR/14R0-18 showed 99.9-100% of identity with the reference
genome. BPV BR/14R0-20 related contigs shared 98.2 to 100% of identity with the
reference genome. The majority of BPV types and putative new types have been
characterized using degenerate primers (Batista et al. 2013). Such protocols have
important limitations because they allow the discovery of only closely related PVs and

select a virus population with higher affinity to the primer sequence; this could make
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difficult the annealing of the other viruses present in the same sample. Thus, the
randomly primed RCA followed by NGS offers the possibility to amplify and detect any
circular DNA that is present in a sample without specificity, allowing a great overview

of unknown PVs (Daudt et al. 2016).

A phylogenetic tree was reconstructed with optimized alignments based on the
nucleotide sequence of L1 gene using a set of BPV-representative sequences (Figure 2).
BPV13 strain '09RO11' grouped in the Deltapapillomavirus branch with other BPV13
strains. BPV BR/14RO-17 strain '09RO11' and BPV BR/14R0O-20 strain '09RO11'
grouped in the Xipapillomavirus branch which also contains BPV3, 4, 6, 9, 10, 11 and
15. Three BPV species comprise the Xipapillomavirus genus, according to previous
reports: Xipapillomavirus 1 (comprised by BPV3, 4, 6, 9, 10, 11 and 15),
Xipapillomavirus 2 (BPV12) and Xipapillomavirus 3 (Rangifer tarandus PV2, RtPV2).
BPV BR/14R0-20 was most closely related to RtPV2 (Rangifer tarandus PV2) (74%
sequence identity), and based on phylogenetic analysis, BPV BR/14R0O-20 strain
'09RO11' can be allocated within Xipapillomavirus genus, Xipapillomavirus 2 species.
Our work reinforces the data reported by Daudt et al. (2016) suggesting a new type
within Xipapillomavirus 2 species.

Putative BPV BR/14R0O-17 was most closely related to BPV3 (approximately
62% of nt identity). Based in nucleotide sequence analysis and phylogenetic trees, BPV
BR/14R0O-17 strain '09RO11' can be allocated within Xipapillomavirus genus and
probably is the second member of Xipapillomavirus 3 species. Putative BPV BR/14RO-
18 strain '09R0O11' grouped in the same branch of BPV BR/14R0-18 (KU519393) and

likely represents a new PV genus.
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In the present study, we report the presence of four BPVs in a single papilloma
lesion collected from a bovine. Similar works showed the occurrence of similar events
in cattle (Melo et al. 2014; Claus et al. 2009; Carvalho et al. 2013; Batista et al. 2013;
Daudt et al. 2016) but these reports are not yet comparable to the massive PV co-
infection indications (Goldman et al. 2013; Poljak et al. 2010). More works are
necessary to the understanding of the real dimension of co-infections in BPV lesions.

Histopathological findings

Neoplastic tissue of the sample analyzed consisted of exophytic papillomatous
lesions, epithelium proliferation, and well-differentiated cells, showing marked
acanthosis. This pattern has also been described in other BPV-associated lesions
(Lunardi et al. 2013; Araldi et al. 2014, da Silva et al. 2015; Daudt et al. 2016). Based
on the histopathological findings, the diagnosis of epidermal papillomatosis was

confirmed for the specimen.

Conclusion

This study evaluated the diversity of BPV types co-infecting one sample of a
bovine skin wart. Four different BPV types were detected by RCA followed by NGS, of
which three are putative new types. These results suggest the existence of many other
BPV types that may have been undetected with usual assays. BPV co-infection indicates
that bovines can harbor genetically diverse PVs, similar to humans. However, more
studies are necessary to provide further understanding of the diversity, biology and

pathogenicity of BPVs.
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Table 1. Overall genome coverage of papillomavirus contig sequences recovered
from a papillomatous lesion.

GenBank No. of
acession contigs
no. Read count* Mean genome coverage”
BPV13 XXX 275 3.8 1, circular
BPV BR/14R0O-17 XXX 660 9.9 1, circular
BPV BR/14R0O-18 XXX 235 3.5 9
BPV BR/14RO -20 XXX 184 2.8 11

*Number of reads mapped to the reference. *Average number of times each base was
sequenced.
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Figure 1. Genomic organization of PV genomes found in this study. The first
nucleotide in the ORF6 was assigned a number 1 in the sequences. (A) Complete
genome of BPV13. (B) Complete genome of BPV BR/14R0O-17. (C) and (D) Contigs of
BPV BR/14R0-18 and BPV BR/14R0-20 mapped to reference genomes.
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papillomaviruses sequences described so far.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

e A estratégia de amplificagdo por RCA seguida por NGS, permitiu a obtencéo
de sequéncias gendémicas completas de BPVs ainda ndo descritos. Desta forma, sugere-
se a existéncia de muitos outros tipos de BPVs que podem ndo ter sido detectados por

técnicas convencionais.

e Em uma amostra de lesdo epitial bovina foram detectados 4 tipos de
papilomavirus que, a partir da comparacao das sequéncias de nucleotideos no gene L1
com a de outros representantes desta familia viral, foi determinada a classificacdo no
género Deltapapilomavirus (BPV13), Xipapilomavirus (BPV17 e BPV20) e Novo
género (BPV18).

e Este trabalho contribuiu com as novas descobertas de provaveis novos tipos de
BPVs e, dessa forma, fortalece a hipotese que os bovinos podem abrigar tantos tipos de

PVs quanto os humanos.
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