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ABSTRACT.- Claus M.P,, Vivian D., Lunardi M., Alfieri A.E & Alfieri A.A. 2007. [Phylogenetic
analysis of bovine papillomavirus associated with skin warts in cattle herds from the
state of Parana.| Analise filogenética do papilomavirus bovino associado a lesoes cutianeas
em rebanhos do Estado do Parana. Pesquisa Veterinaria Brasileira 27(7):314-318. Laboratorio de
Virologia Animal, Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Centro de Ciéncias
Agrarias, Universidade Estadual de Londrina, Cx. Postal 6001, Campus Universitario, Londrina,
PR 86051-990, Brazil. E-mail: alfieri@uel.br

Bovine papillomavirus (BPV) infection causes hyperplastic lesions in the cutaneous epithe-
lium of cattle. Six types of BPV were classified in two sub-groups, being correlated to the
anatomical regions of the infection and morphologic characteristics of the lesions. The present
study was carried out to identify the types of BPV present in skin warts of cattle from the state
of Parana, Brazil. The generic primers FAP59 and FAP64 were used for amplification of a 478 bp
fragment of BPV L1 gene in nine cutaneous papilloma samples obtained from six animals in
four herds. In all papillomas examined, a product with the expected molecular size was ampli-
fied. Phylogenetic analysis of the PCR products identified BPV-2 in three samples, BPV-1 in one,
and BPV-6 in five papillomas. BPV-6 was detected in cutaneous papillomas of the teat and in
other body parts as well. In one animal, from which more than one sample was collected, a
concomitant infection by BPV-1 and BPV-2 was identified. The five positive BPV-6 samples
showed a nucleotide identity of 100% with the sequence of the reference strain available in
GenBank. However, differences among BPV-2 and BPV-1 Brazilian samples and the respective
reference sequences deposited in GenBank were observed. Molecular comparison of the two
BPV-2 strains identified showed the involvement of two viral variants. This study revealed the
diversity of BPV types circulating in the state of Parana.

INDEX TERMS: Bovine papillomavirus, cutaneous papillomatosis, phylogeny, polymerase chain reaction.

RESUMO.- A infec¢ao pelo papilomavirus bovino (BPV) causa le-
soes hiperplasicas no epitélio cutaneo dos animais. De acordo
com a localizacao e as caracteristicas morfologicas das lesoes,
os seis tipos de BPV sao classificados em dois sub-grupos. O ob-
jetivo desse trabalho foi identificar os tipos de BPV presentes
em lesoes cutaneas em bovinos de rebanhos do Estado do Parana.
Os primers degenerados FAP59 e FAP64 foram utilizados para a
amplificacao de um fragmento com 478 pb do gene L1 do BPV
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bovino em nove amostras de papilomas cutaneos obtidos de
seis animais provenientes de quatro rebanhos bovinos do Esta-
do. Em todas as amostras foi possivel a amplificacao de um pro-
duto com a massa molecular esperada. Por meio da analise
filogenética das sequiéncias dos amplicons foi possivel identifi-
car o BPV-2 em trés amostras, o BPV-1 em uma e o BPV-6 em
cinco amostras de papilomas. O BPV-6 foi encontrado tanto em
papilomas localizados no teto quanto em outras partes do cor-
po. Em um dos animais, do qual foram colhidas mais de uma
amostra, foi detectada infeccao concomitante do BPV-1 com o
BPV-2. As cinco amostras positivas para o BPV-6 apresentaram
100% de identidade de nucleotideos com a amostra padrao dis-
ponivel no GenBank. No entanto, foram identificadas diferencas
entre as amostras do BPV-2 e BPV-1 e aquelas depositadas neste
banco de dados. Esse estudo demonstrou a diversidade de tipos
do BPV circulantes em rebanhos do Estado do Parana.
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TERMOS DE INDEXACAO: Papilomavirus bovino, papilomatose
cutdnea, filogenia, reagao da polimerase em cadeia.

INTRODUCAO

Os papilomavirus (PV) pertencem a um grupo heterogéneo de vi-
rus DNA epiteliotropicos, que infectam as células basais induzin-
do-as a formacao de lesoes tumorais, conhecidas como papilomas
ou verrugas, nos epitélios cutaneo e mucoso. As lesoes sao geral-
mente benignas e com tendéncia a regressao, mas sob condi¢oes
especiais, podem se transformar em tumores malignos. A
papilomatose cutdanea encontra-se amplamente disseminada em
todo o mundo e ocorre em diversas espécies de mamiferos e aves
(Lancaster & Olson 1982, Campo & Jarrett 1986, Hopkins 1986).

A familia Papillomaviridae é constituida por 16 géneros e mais
de uma centena de tipos virais. Até o momento, foram caracteri-
zados apenas seis tipos de papilomavirus bovino (BPV-1 a BPV-6),
que estao incluidos nos géneros Delta-papillomavirus (BPV-1 e 2),
Epsilon-papillomavirus (BPV-5) e Xi-papillomavirus (BPV-3, 4 e 6)
(De Villiers et al. 2004). Mais recentemente, com o uso de méto-
dos moleculares, foram descritos 16 supostos novos tipos virais
de BPV (Antonsson & Hansson 2002, Ogawa et al. 2004).

Considerando o tropismo celular e as lesoes ocasionadas, os
seis tipos de BPV podem ser classificados em dois subgrupos. O
subgrupo A (BPV-1, 2 e 5) compreende os fibropapilomavirus, e o
subgrupo B (BPV-3, 4 e 6) abrange os papilomavirus
epiteliotropicos (Campo 1997). Todos os tipos de BPV ja foram
identificados em papilomas cutaneos presentes em varias par-
tes do corpo, incluindo os tetos e tibere (Bloch et al. 1997, Cam-
po 1998, Jelinek & Tachezy, 2005). Lesoes neoplasicas na bexiga
e no trato digestorio superior de bovinos também sao associa-
das com a infeccao pelo BPV-2 e BPV-4, respectivamente, em asso-
ciacao com cofatores oncogénicos presentes na samambaia
(Pteridium aquilinum) (Campo et al. 1992, Borzacchiello et al.
2001).

O genoma dos papilomavirus é constituido por uma fita du-
pla de DNA circular que contém 10 seqtiéncias abertas de leitura
(open reading frames — ORF), distribuidas em duas regioes princi-
pais (E e L), conforme a fase de transcricao. O segmento inicial
(early - E) é constituido por oito ORFs e o segmento tardio (late —
L) contém duas ORFs. Entre os segmentos E e L existe ainda um
outro segmento denominado LCR (long control region). O segmento
E codifica proteinas nao-estruturais, o segmento L codifica as
proteinas estruturais L1 e L2 e o LCR contém elementos promo-
tores e reguladores da replicagao viral. O capsideo viral é forma-
do pelas proteinas L1 e L2. A proteina género-especifica L1 é a
principal proteina do capsideo, contém epitopos que induzem
anticorpos neutralizantes e, mesmo na auséncia do genoma e
da outra proteina, pode formar particulas semelhantes a virions
(Campo 1995, David et al. 2001).

A ORF L1 é a mais conservada no genoma do papilomavirus e
tem sido utilizada para a identificacao de novos tipos virais. Um
novo tipo de papilomavirus é reconhecido quando o seqiien-
ciamento da ORF L1 demonstrar diferenca de identidade de
nucleotideos superior a 10%. Diferencas de identidade entre 2 e
10% definem um subtipo e inferiores a 2% caracterizam uma vari-
ante viral (De Villiers et al. 2004, Bernard 2005).

Forslund et al. (1999), utilizando os primers degenerados

FAP59 e FAP64 para a amplificacao parcial do gene L1, e pos-
terior seqiienciamento do produto amplificado, descreveram
12 supostos novos tipos de papilomavirus humano (HPV).
Posteriormente, essa mesma estratégia possibilitou a identi-
ficacao de 16 supostos novos tipos de BPV provenientes tan-
to de lesoes cutdaneas quanto de pele saudavel (Antonsson et
al. 2000, Antonsson & Hansson 2002, Ogawa et al. 2004). Es-
ses achados sugerem que a mesma diversidade molecular ja
caracterizada no papilomavirus humano (HPV), entre os quais
atualmente sao reconhecidos mais de 200 tipos virais, tam-
bém pode ocorrer nos PV de origem bovina (Bernard 2005).

O objetivo do presente trabalho foi identificar os tipos de
BPV presentes em lesoes cutaneas de bovinos da regiao norte
do Estado do Parana por meio do seqiienciamento e de anali-
se filogenética da regiao do gene L1.

MATERIAL E METODOS

Origem das amostras

Foram avaliadas nove amostras de papilomas cutaneos. Para
evitar uma possivel contaminacao com diferentes tipos de BPV
presentes em um mesmo animal, cada amostra era constituida por
um Unico papiloma colhido assepticamente. As amostras foram
provenientes de seis animais (A-F) de quatro rebanhos (1-4) bovinos
dos municipios de Tamarana, Sao Pedro do Ivai e Ortigueira, na regiao
norte do Estado do Parana. Os animais analisados eram de ambos os
sexos, com aptidao mista (corte e leite) e com idade entre 20 a 32
meses. Em trés animais (B, C e E) foi colhido um tGnico papiloma e
em outros trés (A, D e F) foram colhidos dois papilomas por animal
em diferentes regioes do corpo. Nas amostras com excesso de
queratina, as por¢oes mais externas do papiloma foram retiradas.
Apos a colheita as amostras foram conservadas individualmente a
4°C e, posteriormente, estocadas a -20°C até o processamento.

Extragao do DNA

Os papilomas foram triturados em PBS pH 7,2 e a suspensao
(10% p/v) foi centrifugada por 15 min a 3000 x g a 4°C. Aliquotas de
250 pl do sobrenadante foram incubadas com tampao de lise (1%
Nonidet P40, 2% SDS e 0,2 mg/ml proteinase K) a 56°C por 30 min.
Para a extracao do DNA foi utilizada uma combinacgao das técnicas
fenol/cloroféormio/alcool isoamilico e silica/tiocianato de guanidina
(Alfieri et al. 2006). As amostras foram tratadas com igual volume de
fenol/cloroformio/alcool isoamilico na proporgcao 25:24:1,
homogeneizadas e aquecidas a 56°C por 15 min (Sambrook & Russel
2001). Apos centrifugacao a 10.000 x g por 10 min, a fase aquosa foi
processada com silica/tiocianato de guanidina (Boom et al. 1990). O
DNA foi eluido em 125 pL de agua ultrapura estéril e mantido a -
20°C até a sua utilizacao. Para o controle de eventuais contaminagoes
foi incluida uma aliquota de agua ultra-pura estéril em todos os
procedimentos de extracao do DNA.

Reagao da polimerase em cadeia (PCR)

Para a amplificacao parcial do gene L1 do BPV foram utilizados
os primers degenerados FAP59 e FAP64 (Quadro 1), resultando em
um fragmento de 478 pb (Forslund et al. 1999).

Areacao foi realizada com 2,5 pl do DNA extraido, 0,4 pmol/ml de
cada primer; 2,5 unidades de Platinum Tag DNA polymerase (Invitrogen™
Life Technologies, EUA), 1x PCR buffer, 1,5 mM MgCl,, 200 mM de cada
dNTP e agua ultrapura estéril para o volume final de 25 ul. A
amplificagao foi realizada em termociclador nas seguintes condi¢oes
de tempo e temperatura: uma etapa de 10 min a 94°C, seguida de 40
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Quadro 1. Primers utilizados na reagao em cadeia da
polimerase para a identificagao e andlise filogenética do
papilomavirus bovino associado a lesoes cutaneas

Primer? Seqiiéncia® nt HPV-8
FAP59 5'TAA CWG TIG GIC AYC CWT ATT 3’ 5981-6001
FAP64 5’ CCW ATA TCW VHC ATI TCI CCATC 3’ 6458-6436

4 Fourslund et al. 1999.
b Nucleotideos degenerados : W=T, C; I=Inosina; Y=C, T; V=A, C, G; H=A,
T, C.

ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 50°C, 1 min a 72°C e uma etapa final de
7 min a 72°C. Aliquotas de 8 ml dos produtos amplificados foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2% com brometo de
etidio (0,5 mg/ml) em TBE pH 8,4 sob voltagem constante (90 V) por
aproximadamente 45 min. O gel foi visualizado sob luz UV.

Seqiienciamento e anilise das seqiiéncias

Os produtos da PCR foram purificados utilizando os kits comerciais
GFX PCR DNA e Band Purification (GE Healthcare) e posteriormente
sequienciados com o kit DYEnamic ET Dye Terminator (GE Healthcare),
em sequenciador automatico MegaBACE 1000 (GE Healthcare), com
os primers forward e reverse. A qualidade das seqiiéncias obtidas foi
avaliada pelos softwares Phred/Phrap/Consed Analysis Program (http:/
fwww.phrap.org/phredphrapconsed.html) e a identidade dos produtos
foi comparada com as seqiiéncias depositadas em bases ptiblicas de
dados (GenBank — National Institute of Health, Bethesda, MD, EUA)
utilizando o software BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Para a definicao de subtipos e variantes de PV foi utilizado o
critério do Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV).

Alinhamento das seqiiéncias e analise filogenética

0 alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos e o percentual
de identidade com as seqiiéncias previamente determinadas de
estirpes padrao do BPV-1 a 6, HPV-16 e 19 e COPV (canine oral PV), foi
estimada usando o software BioEdit 7.0.5 (Ibis Therapeutics, Carlsbad,
CA, EUA) (Hall, 1999). A analise filogenética de distancia foi calculada
usando o modelo evolutivo Kimura 2 - parametro e o algoritmo neigh-
bor-joining, com suporte de bootstrap para 1000 réplicas, utilizando
o programa Mega 3.1 (Kumar et al., 2004)

Nimero de acesso das seqiiéncias de nucleotideos

Os nimeros de acesso no GenBank dos diferentes tipos de PV
utilizados para as analises filogenéticas sao: BPV-1 (AY312992), BPV-2
(MZ20219), BPV-3 (NC004197), BPV-4 (X05817), BPV-5 (NC23217014), BPV-
6 (AJ620208), HPV-16 (DQ469930), HPV-19 (X74470), COPV (NC001619).

Quadro 2. Distribui¢ao dos tipos de papilomavirus bovino
(BPV) de acordo com a procedéncia da amostra, localizagao e
morfologia dos papilomas analisados

Rebanho Animal Amostra Papiloma Tipo BPV
Aspecto Localizagao

1 A LVA 1 Filiforme Pesco¢o BPV-2
LVA 2 Pedunculado Dorso BPV-2

2 B LVA 3 Filiforme Teto BPV-6
3 C LVA 4 Filiforme Teto BPV-6
D LVA 5 Filiforme Cabeca BPV-6

LVA 6 Pedunculado Teto BPV-6

E LVA 7 Pedunculado Torax BPV-6

4 F LVA 8 Pedunculado Pescoco BPV-1
LVA9 Pedunculado Escapula BPV-2
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RESULTADOS

A amplificagcao do fragmento esperado com 478 pb foi obtida
nas nove amostras de papiloma cutdaneo examinadas. A anali-
se das seqiiéncias das amostras do BPV possibilitou a identifi-
cacao do BPV do tipo 2 (LVA-1, 2 e 9), do BPV-1 (LVA-8) e do
BPV-6 (LVA-3, 4,5, 6 e 7). O Quadro 2 apresenta a distribuicao
dos tipos de BPV encontrados em relagao a amostragem ana-
lisada, localizacao e caracteristica macroscopica da lesao
cutanea. O BPV-6 foi encontrado tanto em lesoes localizadas
no teto quanto em outras regioes do corpo. Em um animal (F;
amostras LVA8 e LVA9), foi possivel detectar infeccao

Quadro 3. Matriz de identidade entre as seqiiéncias de
nucleotideos de um fragmento do gene L1 do BPV, obtidas a
partir de lesoes cutaneas (LVA) em bovinos, e as seqiiéncias do
BPV 1 a 6 (GenBank)

Amostra BPV-1 BPV-2 BPV-3 BPV-4 BPV-5  BPV-6
LVA1 85,6 99,3 59,5 57,6 64,4 59
LVA2 85,6 99,3 59,5 57,6 64,4 59
LVA3 57,6 59 70,4 69,4 53,6 100
LVA4 57,6 59 70,4 69,4 53,6 100
LVAS 57,6 59 70,4 69,4 53,6 100
LVA6 57,6 59 70,4 69,4 53,6 100
LVA7 57,6 59 70,4 69,4 53,6 100
LVA8 99,3 84,7 56,5 56,7 65,3 53,4
LVA9 85,1 97,7 59,2 57,4 64,9 58,5
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Fig.1. Arvore filogenética construida pelo método de distancia utilizan-
do o modelo evolutivo Kimura 2 — parametro e o algoritmo de agru-
pamento de vizinhos (neighbor-joining) com suporte de bootstrap para
1000 réplicas, a partir de um produto do gene L1 do papilomavirus
amplificado pela PCR com primers degenerados (FAP59 e FAP64),
incluindo nove amostras de papilomavirus bovino (LVA) identificadas
no norte do Estado do Parana e estirpes padrao de papilomavirus
bovino (BPV-1 a 6); humano (HPV-16 e 19) e canino (COPV).
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concomitante com dois tipos de papilomavirus (BPV-1 e BPV-
2).

O Quadro 3 apresenta a matriz de identidade dos produ-
tos amplificados em relacao as estirpes padrao do BPV-1 a 6
disponiveis no GenBank. Todas as amostras do BPV-6 apre-
sentaram 100% de identidade entre si com a amostra padrao
utilizada para a analise. A figura 1 apresenta a arvore
filogenética incluindo as nove amostras do BPV analisadas,
os seis tipos padrao do BPV, o HPV-16 e 19, e o COPV.

DISCUSSAO

A amplificacao parcial do gene L1 dos papilomavirus de ori-
gem humana e animal, utilizando-se primers degenerados em
PCR e posterior seqiienciamento e analise filogenética, tem
se apresentado como a principal estratégia para a identifica-
¢ao dos tipos de PV presentes em lesoes cutaneas. Além da
identificacao dos tipos virais ja descritos, essas estratégias
tém ainda proporcionado a identificacao de supostos novos
tipos virais em varias espécies animais e em humanos (Forslund
et al. 1999, Antonsson & Hansson 2002, Ogawa et al. 2004).

A epidemiologia molecular das infec¢oes pelos PV possui
importancia na profilaxia das infec¢oes, uma vez que a imuni-
dade é tipo-especifica (Nicholls & Stanley, 2000). Em huma-
nos ja foram descritos mais de 200 tipos do HPV, demonstran-
do a diversidade dessa familia viral (Bernard 2005). Em bovi-
nos, sao conhecidos até o presente apenas seis tipos do BPV
(Ogawa et al. 2004). Porém, esse niimero restrito provavel-
mente reflete mais uma falha na determinacao dos tipos real-
mente presentes em infecgoes do que a nao ocorréncia de
diversidade antigénica e molecular no BPV.

Antonsson & Hansson (2002) na Suécia, utilizando os
primers FAP59 e FAP64, identificaram cinco supostos novos
tipos de BPV. No Japao, Ogawa et al. (2004) identificaram mais
10 supostos tipos, demonstrando que, a exemplo do HPV, a
diversidade de tipos do BPV também pode ser bastante am-
pla. Portanto, esse nimero pequeno parece ser reflexo de fa-
lha metodoldgica na determinagao dos tipos presentes em
infeccoes, e nao da inexisténcia de diversidade antigénica e
molecular em BPV.

No Brasil, independentemente do nivel de tecnificagao da
exploracao pecudria, a infeccao pelo BPV pode ser encontra-
da em rebanhos bovinos de corte e, principalmente, nos de
aptidao leiteira em praticamente todo o pais. Apesar da alta
frequéncia da infeccao, a determinacao dos tipos virais
circulantes nos rebanhos ainda é bastante esporadica.

Nos estudos envolvendo amostras brasileiras foi possivel
detectar a infeccao pelo BPV-1 em papilomas cutaneos, san-
gue, placenta e liquido aminiético, o que pode sugerir a pos-
sibilidade de transmissao vertical (Santos et al. 1998, Freitas
et al. 2003). O DNA do BPV-2 ja foi detectado em amostras de
sangue total, em tumores de bexiga de animais exibindo si-
nais clinicos de hematuria enzootica, assim como em tecido
do trato reprodutivo e em gametas (Carvalho et al. 2003,
Wosiacki et al. 2005, 2006)

No presente trabalho, a utilizacao dos primers degenera-
dos FAP59 e FAP64, seguida do seqiienciamento e analise
filogenética dos produtos amplificados, possibilitou a deter-

minacao do tipo viral em todos os nove papilomas cutaneos
analisados.

O BPV-2 tem sido universalmente relacionado com tumo-
res epiteliais benignos e com o carcinoma da bexiga urinaria,
que ocasiona o quadro clinico de hematuria enzodtica (Cam-
po 1995, Schuch 1998). Das trés amostras (LVA1, 2 e 9) de
BPV-2 identificadas no presente estudo, duas (LVA1 e 2) esta-
vam presentes no mesmo animal. Porém, essas amostras fo-
ram provenientes de locais distintos do corpo (pescoco e dor-
so) e apresentavam morfologia distinta, sendo uma filiforme
(LVA1) e outra pedunculada (LVA2), demonstrando que o mes-
mo tipo viral pode determinar lesoes cutaneas com localiza-
cao e aspecto distintos. Apesar das trés amostras de BPV-2
apresentarem de 99,3% a 97,7% de identidade com a estirpe
padrao utilizada para a analise filogenética, a comparacao
das amostras de BPV-2 provenientes de diferentes animais (A
e F) demonstrou que a identidade entre elas foi de 98,4%.
Esse resultado caracteriza a presenca de diversidade molecular
entre estirpes de BPV provenientes de diferentes rebanhos.

Uma amostra (LVA8) apresentou 99,3% de identidade com
o BPV-1. A identificagao do BPV-1 no animal F possibilitou a
caracterizacao de infeccao por dois tipos virais no mesmo
animal, uma vez que no papiloma retirado da regiao escapular
desse animal (LVA9) foi identificado como BPV-2.

O BPV-6 foi o tipo viral identificado com maior freqiién-
cia nesse estudo. Ressalta-se que esse resultado pode nao re-
fletir a maior prevaléncia desse tipo viral em lesoes cutaneas
em bovinos, mas pode ter sido originado pelo direcionamento
da amostragem. O BPV-6 tem sido, com frequiéncia, relaciona-
do com papilomas localizados no (ibere e nos tetos. As cinco
amostras identificadas como BPV-6 eram provenientes de
quatro animais, trés dos quais apresentavam lesoes papilo-
matosas no tbere e nos tetos. No animal D, que além dos
papilomas presentes no aparelho mamario também apresen-
tava papilomas cutaneos pedunculados em outras partes do
corpo, foi possivel a identificacao do BPV-6 em um fragmento
de papiloma pedunculado retirado do dorso. Esse resultado
sugere que o padrao de localizagao e o aspecto da lesao, que
em algumas situacoes ja foi utilizado para definir o tipo de
BPV, pode nao ser conclusivo e deve ser interpretado com
cautela. O resultado obtido no animal E, que nao apresenta-
va papilomas no tibere/tetos e no qual foi identificado o BPV-
6 em um fragmento de papiloma retirado do dorso, reforca
essa afirmacao. Todas as cinco amostras identificadas como
BPV-6 apresentaram 100% de identidade entre si e com o vi-
rus padrao utilizado para a analise filogenética.

Estudos relacionados com a determinacao de tipos do BPV
causadores de lesoes cutaneas; correlacao do tipo viral coma
patologia da lesao e identificacao de infeccoes mistas, ainda
nao foram realizados no rebanho bovino brasileiro. Esse tra-
balho demonstrou a diversidade de tipos de BPV presentes
na regiao estudada, uma vez que trés diferentes tipos virais
foram encontrados em apenas nove amostras de papilomas.
Foi ainda possivel identificar diferencas de identidade dos BPV-
2 identificados. Os principais grupos internacionais que reali-
zam pesquisas com o BPV tém dado énfase ao desenvolvi-
mento de vacinas para o controle das infec¢oes, tanto cutaneas
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quanto em mucosas, como a hematiria enzo6tica bovina e o
carcinoma do trato digestorio superior (Campo 1995). Novos
estudos, utilizando amostras provenientes de outras regioes
do pais sao necessarios com o objetivo principal de caracteri-
zar a epidemiologia molecular dos BPVs circulantes nos reba-
nhos bovinos brasileiros. Os resultados poderao delinear o
desenvolvimento de medidas especificas de controle e
profilaxia dessas infec¢oes.
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