-

PG
@

Graduagéo
N

Sanidade, Segurancga
Alimentar e Ambiental

no Agronegocio

INSTITUTO BIOLOGICO

- -

Estudo citoldgico, anatomopatoldgico e molecular do papiloma virus bovino (bpv)

no trato reprodutivo de vacas

Talita de Paula Silva Moura

Dissertacdo apresentada para a obtencdo do
titulo de Mestre em Sanidade, Seguranca
Alimentar e Ambiental no Agronegécio.
Area de  concentragdo:  Seguranca

\ Alimentar e Sanidade no Agroecossistema.

_______

SAO PAULO
2017

’
’

/
7

’

1



INSTITUTO BIOLOGICO

POS-GRADUACAO

Estudo citoldgico, anatomopatoldgico e molecular do papiloma virus bovino (bpv)

no trato reprodutivo de vacas

Dissertacdo apresentada para a obtencdo do titulo
de Mestre em Sanidade, Seguranca Alimentar e

Ambiental no Agronegécio.

Area de concentracdo: Seguranca Alimentar e
Sanidade no Agroecossistema.

Orientador:

Dra. Claudia Del Fava

SAO PAULO
2017

. Talita de Paula Silva Moura .



FOLHA DE APROVACAO

Nome: Talita de Paula Silva Moura

Titulo: Estudo citologico, anatomopatoldgico e molecular do papiloma virus bovino (bpv)
no trato reprodutivo de vacas.

Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs- graduacdo em Sanidade, Seguranca
Alimentar e Ambiental no Agronegécio do Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de
Tecnologia do agronegécio, da Secretaria da Agricultura e Abastecimento do Estado de Séo
Paulo para a obtencdo do titulo de Mestre em Sanidade, Seguran¢a Alimentar e Ambiental

no Agronegocio.

Aprovado em: 26 /05/2017

Banca Examinadora

Profé. Dra: Claudia Del Fava Instituicdo: Instituto Bioldgico
Julgamento: Assinatura:

Prof. Dra: Enio Mori Instituicdo: Instituto Pasteur
Julgamento: Assinatura:

Profé. Dra: Rosa Maria Piatti Instituto: Instituto Bioldgico

Julgamento: Asssinatura:




DEDICATORIA

Em memoria de Inacia Lucinda Moura da Silva (Tia), Michelle Alexandra da Silva (Prima),
Toninho Correiro Lopes (Tio) e Laura Pereira de Moura (Avo), dedico esse trabalho aos
bons momentos que passei com cada um de vocés. Dedico Também a meus Pais, a todos

meus familiares e amigos.



Vi

AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus e aos meus Mentores Espirituais, por mais uma vitoria, pela evolucao

espiritual e intelectual e por nunca me deixar desanimar frente as dificuldades.

A minha m&e Meire de Silva Moura, agradeco pelo amor incondicional, pela dedicacéo e
por sempre estar a0 meu lado em todos os momentos da minha vida e por acreditar em

meus sonhos.

Ao meu companheiro Renato Kumamoto, agradeco pela pareceria, pela amizade, pelo

amor que construimos e por me escolher como sua companheira para essa linda jornada.

A minha irm Patricia de Paula Silva Moura, agradeco os incentivos, e 0 amor, e por me
presentear com meus dois amores Lucas Moura Pestana e David Moura Pestana meus

sobrinhos.

A minha orientadora Dra. Claudia Del Fava, agradeco pela paciéncia, a amizade, a
compreensdo, por acreditar no trabalho, e por me apresentar o universo fascinante da

anatomia patologia de animais.

A Dra. Liria Hiromi Okuda, agradeco por estar sempre pronta a ajudar, pela colaboracio
e principalmente por acreditar no trabalho.

A banca examinadora formada pelo Dr. Enio Mori e Dra. Rosa Maria Piatti, agradeco

pela imensa contribuicdo ao trabalho.

Ao Carlos Algusto Burjato Filho, agradeco pela amizade, por acreditar no trabalho e

pelas coletas a campo.

Ao Roberto Tadeu, a amizade e a contribui¢cdo com os periddicos.

Ao Vitor José Gomes Vieira, agradeco por sempre estar pronto a ajudar.

A Dirlene Marques Justino, agradeco a amizade, por bons momentos juntas e pelo apoio.

A Vitoria Abaz Galero, agradeco pela amizade e pelo apoio.



Vii

Aos funcionérios e estudantes do Instituto Bioldgico em especial do LAP e LVB, do APC
Laboratério e dos Frigorificos que forneceram as amostras, gostaria de agradecer por

ajudarem tanto direta quanto indiretamente para que fosse possivel concluir o trabalho.

Agradeco a CAPES pela bolsa.



viii

EPIGRAFE

“A convicg¢do € inimigo mais perigoso da verdade que a propria mentira.”

Friedrich Nietzsche



RESUMO

MOURA, Talita de Paula Silva - Estudo citolégico, anatomopatoldgico e molecular do
papiloma virus bovino (BPV) no trato reprodutivo de vacas. Sdo Paulo. 2017. 82 f.
Dissertacdo (Mestrado em Seguranga Alimentar e Sanidade no Agroecossistema) — Instituto
Bioldgico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios, Secretaria de Agricultura e

Abastecimento do Estado de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2017.

O DNA do papiloma virus bovino-1 (BPV-1) tem sido constatado em lavado uterino
de vacas, evidenciando que o virus infecta o trato reprodutor feminino, mas estudos
necessitam avaliar sua patogenicidade. Investigou-se o BPV e sua associacdo as lesdes no
sistema reprodutivo de fémeas bovinas adultas por meio de diferentes técnicas:
macroscopia e histopatologia (colora¢do hematoxilina e eosina — HE); imunohistoquimica
(IHQ) para marcadores oncogénicos pl6, Ki-67 e receptor de estrégeno (RE); anélise
citoldgica em esfregaco de colo uterino pela técnica Papanicolau; nested-PCR para o gene
L1 do capsideo viral do BPV utilizando os primers FAP59/ FAP64 e Delta Epsilon F/ Delta
Epsilon R. Amostras de tecidos de 80 vacas (ovarios, tubas, cornos, corpo e cérvix uterino)
e sangue total com anticoagulante (EDTA) foram coletadas em abatedouros no Estado de
Sdo Paulo. Os materiais para a analise histopatoldgica foram fixados em formol 10%
tamponado; sangue total e tecidos coletados para nested-PCR foram mantidos congelados a
-20°C até realizagdo das analises. Foi colhido suabe de colo uterino para estudo citolégico
em laminas de vidro e fixados com polietilenoglicol em spray. A macroscopia mostrou que
em 80 animais 5,0% apresentaram metrite e 5,0% endometrite; na histopatologia (HE)
25,0% das vacas apresentaram endometrite inespecifica. A citologia encontrou atipias em
25% (20/80) amostras: cariomegalia, binucleacdo e multinucleagdo. A IHQ e nested-PCR
foram realizadas a fim de verificar se havia associacdo entre lesbes teciduais e infeccdo
pelo BPV. A nested-PCR e a IHQ p-16 foram negativas em todas as amostras. 20 animais
com atipia celular (Papanicolau) foram analisadas em HE confirmando a presenca de
endometrite inespecifica; a IHQ destes materiais utilizando Ki-67 e RE detectou
positividade em 17,5% (14/80) para ambos biomarcadores, identificando adenocarcinoma

endometrial. Demonstra-se que o estrogeno foi fator de risco para esta neoplasia.



PALAVRAS-CHAVE: Anatomopatologia. IHQ. Marcador de receptor de estrogeno. Ki-
67. p-16. Nested-PCR.
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ABSTRACT

MOURA, Talita de Paula Silva. Cytological, anatomopathological and molecular study
of bovine papillomavirus (BPV) in the reproductive tract of cows. Sdo Paulo. 2017. 82
f. S&o Paulo. 2017. Dissertacdo (Mestrado em Seguranga Alimentar e Sanidade no
Agroecossistema) — Instituto Biologico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios,

Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Séo Paulo, S&o Paulo, 2017.

The bovine papilloma virus-1 (BPV-1) DNA has been found in uterine lavage cows,
indicating that the virus infects the feminine reproductive tract, but studies need to study its
pathogenicity. It was investigated the BPV infection and its association to lesions in the
reproductive tract of adult cows by different techniques: macroscopic and histologic lesions
(hematoxylin and eosin staining - HE); immunohistochemistry (IHC) for oncogenic p16
and Ki-67 markers, and estrogen receptors (ER); cytological analysis of smear cervix by the
Papanicolaou technique; nested-PCR for the L1 gene of BPV viral capsid using the primers
FAP59/ FAP64, and Delta Epsilon F/ Delta Epsilon R. Tissue samples from 80 cows
(ovaries, tubas, horns, body and cervix) and total blood in EDTA anticoagulant were
collected in abattoirs in S&o Paulo state. Materials for histopathology were fixed in 10%
buffered formalin; total blood and tissue samples for nested-PCR were kept frozen -20°C
until analysis. Cervical swabs collected for cytological study were fixed into glass slides by
polyethylene glycol spray. The macroscopy showed in 80 animals 5.0% metritis and 5.0%
endometritis; in histopathology (HE) 25.0% samples showed nonspecific endometritis. The
cytology found atypia in 25.0% of (20/80) samples: karyomegaly, binucleation and
multinucleation. IHC and nested-PCR were performed in order to check for association
between lesions and BPV infection. The nested-PCR and ICH p-16 were negative in all
samples. 20 animals with cellular atypia (Papanicolau) were analyzed by HE confirming
unspecific endometritis; ki-67 and ER IHQ detected positivity in 17.5% (14/80) samples by
both biomarkers, identifying endometrial adenocarcinoma. It was demonstrated that the

estrogen was a risk factor for this neoplasia.
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1 INTRODUCAO

Os papilomavirus (PV) compdem um grupo altamente diverso de virus que infectam
os epitélios cutaneos e da mucosa, sendo capaz de induzir a lesdo hiperplasica na maioria
dos mamiferos e aves. No entanto, tem sido relatado que os PV podem ser detectados na
pele saudavel de seres humanos e animais como agentes comensais (CLAUS et al., 2009;
RECTOR et al., 2006).

Segundo o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, 2014), foram
identificados 83 novos tipos de PV, caracterizados de 2010 a primeiro de junho de 2013.
Estes incluem 40 papilomavirus humanos (HPV) e 43 PV n&o humanos. Os PVs sdo
classificados em 30 géneros, de acordo com a sequéncia de nucleotideos ORF (Open
Reading Frame) do gene L1, o mais conservado; as diferencas acima de 10% da mesma
ORF definem um novo virus, enquanto que até 10% de diferencas definem um novo
subtipo viral (DE VILLIERS et al., 2004).

Os papilomavirus sdo estritamente especificos das espécies, mesmo em condicdes
experimentais, ndo infectam nenhum outro hospedeiro do que o natural. O Unico caso
conhecido de infeccdo cruzada é a infeccdo em equideos pelo Papilomavirus Bovino
(BPV) e BPV-2 natural em bovinos, que causam os sarcéides equinos (RECTOR et al.,
2006). O sarcoide equino é notoriamente dificil de ser tratado. A cisplatina, droga
quimioterapica utilizada para tratar tumores solidos, tem sido uma estratégia terapéutica das
mais eficazes para sarcoides, tumores de pele mais comuns em todo o mundo, afetando
bovinos e equinos (FINLAY et al., 2012).

O papiloma virus bovino (BPV) pertence a familia Papillomaviridae, atualmente
sabe-se que apenas 16 tipos de papilomavirus bovino: BPV-1 a 16 foram estudados
(CLAUS et al., 2009; ICTV, 2014). Os BPV sédo pequenos virus oncogénicos que causam
papilomas e fibropapilomas em epitélio e mucosa cutanea de diferentes espécies animais
(ICTV, 2014). Cada tipo de BPV é distinguido com base na sequéncia de DNA, e esta
associado a lesbes de tipos especificos: BPV-1, BPV-2, BPV-13 e BPV-14 sdo
classificados como genes Deltapapillomavirus e infectam o epitélio e a derme, dando
origem a fibropapilomas; BPV-3, BPV-4, BPV-6,BPV-9, BPV-10, BPV-11 e BPV12 sdo

classificados no género Xipapillomavirus e sdo estritamente epiteliotropicos, induzindo



verdadeiros papilomas epiteliais. O BPV-5 e BPV-8 sdo classificado no género
Epsilonpapillomavirus, o BPV-7 é classificado no género Dyoxipapillomavirus, ambos
infectam o epitélio e derme, e induzem fibropapilomas e papilomas da pele (HATAMA,;
NOBUMOTO; KANNO, 2008; ICTV, 2014).

Em bovinos, os diferentes tipos de BPV estdo associados mais comumente a tecidos
como a verruga cutanea (BPV-1 e BPV-2), a papilomatose e cancer do trato gastrointestinal
(BPV-4), papilomas de tetas e ubere (BPV-1, BPV-5 e BPV-6), papiloma em pénis (BPV-
1) e cancer de bexiga (BPV-1 e BPV-2) (CAMPOS et al., 2013).

A ocorréncia de infecgdes multiplas por papilomavirus tem sido demonstrada em
varios estudos que envolvem o hospedeiro humano. Investigagdes com o objetivo de
identificar infeccBes mistas por papilomavirus em bovinos tém sido realizadas. A andlise de
sequéncia de 10 clones obtidos de papiloma cutaneo bovino revelou que o produto da PCR
foi gerado a partir de dois diferentes tipos de BPVs: o BPV-1 foi detectado em seis clones,
enquanto o BPV-6 foi detectado em quatro clones. O resultado obtido da sequéncia de
nucleotideos apresentou 100% de similaridade com BPV-1 e BPV-6, confirmando que o
papiloma bovino analisado abrigava dois tipos de BPV, um do género Deltapapillomavirus
(BPV-1) e outro do género Xipapillomavirus (BPV-6). Resultado semelhante foi observado
ao serem analisadas trés tetas de bovinos com papiloma, no entanto, todos os tipos de BPV
detectados pertenciam a um género unico (CLAUS et al., 2009).

No Japdo, observaram-se co-infeccdes de BPV em um numero consideravel de
amostras de papilomas de teta e de pele saudavel, caracterizando infec¢cdes duplas por
BPV-1 e BPV-2. Em outro trabalho que avaliou os tipos de BPV envolvidos em um surto
de papilomatose de teta, trés das quatorze amostras analisadas também revelaram infecgdes
duplas (CLAUS et al., 2009).

Investigagbes com amostras de pele saudaveis também demonstraram a ocorréncia
de infeccBes duplas em bovinos, provavelmente como uma condigéo latente. No entanto, a
importancia da identificacdo de uma infeccdo mdltipla em pele saudavel deve ser
interpretada com cautela, uma vez que uma grande variedade de diferentes tipos de PV
pode ser detectada em amostras de pele normal (CLAUS et al., 2009). Os BPV descritos
como agentes infectantes especificos do epitélio tém sido associados a diversas formas de

cancer em diferentes animais. Dada a intensa disseminacdo da papilomatose nos rebanhos,



a investigacdo de diferentes formas de transmissdo e seus respectivos mecanismos tem
exigido especial atencdo (CARVALHO et al., 2003).

PV esta presente em células de esperma de individuos humanos infectados e
aparentemente saudaveis, e a lavagem de esperma ndo elimina o risco de transmissao.
Recomenda-se que o sémen de doadores potenciais seja submetido ao teste molecular para
identificacdo do DNA de PV, para que aqueles com testes positivos sejam excluidos da
doacdo (OLATUNBOSUN; DENEER; PIERSON, 2001).

A transmissdo do BPV pode ocorrer através do contato entre animais infectados,
areas contaminadas ou fomites como ordenhadeira mecénicas, cordas, bebedouros e
comedouros (MCBRIDE et al., 2012).

O DNA de BPV-2 foi encontrado em lavado uterino, ovocitos e celulas do cumulus
de vacas, trazendo evidéncias de que a infeccdo viral pode se desenvolver fora do tecido
epitelial. Esses achados alertam para a possibilidade de transmissdo do BPV através dos
procedimentos de transferéncia de embrides e de fertilizagdo in vitro (CARVALHO et al.,
2003).

Lesdes teciduais ou microfissuras teciduais colaboram com o contagio pelo BPV,
pois provocam a exposicdo de peptideoglicanos de sulfato de heparina presentes no
citoplasma celular, no qual se tornam um sitio de ligacdo da proteina L1, causando
endocitose viral (FERNANDES et al., 2013).

Em bovinos, a citologia oncoética e a histopatologia sdo pouco empregadas em
estudo de lesdes pré-cancerigenas. O que se tem comprovado até 0 momento € a presenca
do BPV no utero de bovinos por meio de técnicas moleculares, porém nédo foi comprovada
a associacdo do patdgeno a lesdes uterinas.

A producdo de leite no Brasil cresceu 4,3% ao ano, no periodo de 2000 a 2012,
havendo registros de producdo de leite em 555 microrregides geograficas, das 558
existentes no pais (IBGE, 2012), demonstrando sua importancia econémica.

O conhecimento do impacto reprodutivo do BPV € uma etapa fundamental para
justificar o diagndstico e implantacéo de agdes preventivas contra este agente nos rebanhos

de aptidao leiteira.



1.1 OBJETIVOS

Gerais

Estudo citoldgico, anatomopatolégico e molecular do BPV no trato reprodutivo de

fémeas bovinas de aptidao leiteira.

Especificos

» Identificar a presenca de lesbes causadas por BPV no trato reprodutor de fémeas bovinas
abatidas em frigorificos.

» Avaliar lesGes microscopicas por meio das técnicas de Hematoxilina e Eosina (H.E.) e
Imunohistoquimica (IHQ) por marcadores anticorpo anti-proteina Ki-67, pl6é e
marcadores de receptores de estrogeno (RE).

» Analise de esfregaco de colo uterino para diagnostico citomorfologico utilizando a
coloragéo de Papanicolaou.

» Utilizar a técnica da nested-PCR utilizando os primers FAP59/ FAP64 e Delta Epsilon F/
Delta Epsilon R para investigar a presenca de BPV nas regifes do aparelho reprodutor e

sangue total.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BPV

O PV ¢é formado por aproximadamente 8.000 pares de base organizados nos genes
em E (early) e L (late), regides que regulam a expresséo viral e replicacdo do genoma. A
regido E é responsavel pela sobrevida viral e pela codificacdo de proteinas na expressao
viral e replicacdo, enquanto a regido L codifica proteinas estruturais e as NCR (Non- coding
Region) - regibes ndo codificantes responsaveis pela replicacdo, sitios de ligacdo de
multifatores de transcricdo e regulacdo da RNA polimerase Il (BOOY et al., 1998; LETO et
al., 2011; RAMPIAS et al., 2013).

O DNA viral dos PVs possui ainda uma Longa Regido de Controle “LCR” (Long
Control Region) ndo-codificante (KANODIA; FATHEY; KAST, 2007; FERRARO et al.,
2011). A regido E codifica 7 ou 8 proteinas, as quais estdo associadas a replicacdo do DNA
viral, transcricdo e transformacdo celular, executando as funcgdes regulatdrias vitais para a
producdo da progénie viral; a regido L codifica duas proteinas do capsidio responsaveis
pela producdo viral e empacotamento do DNA (KANODIA; FATHEY; KAST, 2007;
THOMISSON; THOMAS; SHROYER, 2008; FERNANDES et al., 2013). As funces
dessas proteinas estdo resumidas na Tabela 1 (SANCLEMENTE; GILL, 2002).

A proteina E1 é responsavel pela replicagdo do DNA viral e tem relacéo direta com
a proteina E2, é a responsavel pela transferéncia do DNA viral a células-filhas durante a
divisdo celular. A proteina E4 esta relacionada com a maturacéo viral e alteracdo da matriz
celular para a ampliacéo e liberacdo do DNA viral do HPV (IARC, 2007; MCBRIDE et al.,
2012).

As proteinas E6 e E7 sdo comumentes expressas nas celulas tumorais, por
estimularem a proliferacdo celular descontrolada e impedirem a acdo das proteinas
supressoras de tumores p53 e pRb (proteina retinoblastoma) (ZUMBACH et al., 2000;
CORTES, 1993).

As proteinas L1 e L2 estdo presentes na estrutura do capside viral (IARC, 2007,
FERNANDES et al., 2013).



Os PVs apresentam capsideo icosaédrico ndo envelopado com didmetro de 52 a 55
nm. Devido a auséncia de um envelope, o virus é relativamente estavel e resistente a
dessecagdo, mantendo-se viavel no meio extracelular por até uma semana (DOORBAR,

2005). A figura 1 apresenta a estrutura e organizacao do genoma viral:

L2

L1

Figura 1 - Representagéo esqueméatica do genoma do HPV. Fonte: MUNOZ et al., 2003.



Tabela 1 - Fung6es dos genes do papilomavirus. Fonte: SANCLEMENTE; GILL, 2002.

GENE | FUNCAO

El Atividade de DNA helicase, ligacdo de ATP DNA dependente, atividade de
ATPase.
E2 Papel na replicacéo e na repressao da replicacéo.

Regulacdo da transcricdo e replicacdo viral. Controle da regido da expressao

(Early), necessaria para a replicacdo viral eficiente junto com E1.

E3 Sem funcdo conhecida (presente apenas em uma minoria de virus)

E4 Expresso em epitélio em diferenciacdo, associado ao citoesqueleto de ceratina

das células epiteliais, papel de liberagdo viral.

E5 Estimula o inicio da proliferagdo celular in vivo, e pode ter papel inicial na

carcinogénese.

E6 Ativagdo transcricional junto com a E7 dos HPV’s de alto risco inativando a p53
pela degradacdo rapida da via ubiquitina. Junto com a E7 propicia o

ambiente celular para a replicagdo viral.

E7 Induz a sintese de DNA em células de repouso. E7 se liga a forma hipo-
fosforilada da proteina retinoblastoma (pRb), resultando em sua inativacao,

permitindo a progressao da fase S do ciclo celular.

ES8 Sem func¢édo conhecida (presente apenas em uma minoria de virus)

L1 Proteina principal do capsidio (expressao tardia, Late).

L2 Menor proteina do capsidio.




2.2 INFECCAO CAUSADA PELO BPV

A infeccdo pelo BPV ocorre com a adsorcdo dos virions as células basais do
epitélio. Esta adsorcdo pode ocorrer com auxilio de lesGes em microfissuras no tecido. A
proteina L1, presente no capsideo viral, se liga aos receptores de sulfato de heparina
presentes na membrana celular do hospedeiro; o virus vai sofrer uma mudanca estrutural,
expondo a proteina presente no capsideo L2, que € quebrada pela furina, que permite a
ligagdo do virus a integrina alfa 6, que promove endocitose das particulas virais
(MCBRIDE et al., 2012). O DNA do PV ¢é detectado mais comumente como moléculas
epissomais em lesdes benignas, em linfocitos e em lesbes precursoras. Nas lesdes benignas,
h& um grande numero de particulas virais. Quando as lesdes benignas sdo persistentes, a
expressao dos receptores MCH-I, MCH-II e Toll-like mantém a presenca do BPV por um
longo tempo (MANGLENNON; DOORBAR, 2012).

Quando as lesdes pelo PV progridem para leses malignas, o DNA viral €
geralmente integrado no genoma da célula hospedeira, havendo apenas uma cépia de DNA
viral para cada célula hospedeira. Isso € um passo importante na progressdo de uma lesao,
sendo necessario para a deteccdo de lesdes malignas em PV o uso de técnicas de
diagnostico com elevada sensibilidade e especificidade, como a biologia molecular
(WOZNIACKI et al., 2005).

Carvalho et al. (2003) relataram a deteccdo de sequéncias de DNA do BPV em
tecidos do trato reprodutivo feminino, fluidos e odcitos de bovinos abatidos, néo
apresentando papilomatose cutanea. Sequéncias de DNA de BPV-2 foram encontradas em
tecidos ovarianos e uterinos, bem como em odcitos, células de cumulus e lavados uterinos.
A presenca de sequéncias do BPV em tecidos de 6rgdos reprodutivos e liquidos mostra que
a infeccdo viral pode ser verificada em outros tecidos. Esses achados alertam para a
possibilidade de transmissdo do BPV em programas de transferéncia de embriGes e
procedimentos de fertilizagdo assistida.

No Japdo, Ogawa et al. (2004) identificaram mais 10 supostos tipos de BPV,
demonstrando que, a exemplo do HPV, a diversidade de tipos do BPV também pode ser
bastante ampla. Portanto, esse nimero pequeno de tipos virais conhecidos parece ser falha

metodoldgica na determinacgdo dos tipos presentes em infeccGes, e ndo da inexisténcia de



diversidade antigénica e molecular em BPV. No Brasil, independentemente do nivel de
tecnificacdo da exploracdo pecuaria, a infecgdo pelo BPV pode ser encontrada em rebanhos
bovinos de corte e, principalmente, nos de aptidao leiteira em praticamente todo o pais.
Apesar da alta frequéncia da infeccdo, a determinacdo dos tipos virais circulantes nos
rebanhos ainda é bastante esporadica (CLAUS et al., 2007).

Nos estudos envolvendo amostras brasileiras foi possivel detectar a infecgdo pelo
BPV-2 em papilomas cutaneos, sangue, placenta e liquido aminidtico, o que pode sugerir a
possibilidade de transmissdo vertical (FREITAS et al., 2003; ROPERTO et al., 2008).

A infeccdo pelo BPV causa lesbes hiperplasicas no epitélio cutaneo dos animais, de
acordo com a localizacdo e as caracteristicas morfoldgicas das lesdes. No estudo do BPV
presente em lesbes cutaneas em bovinos de rebanhos do Estado do Parand, foi possivel
idenficar 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 regides do corpo do animal. Em um dos animais, do qual foram colhidas mais de
uma amostra, foi detectada infeccdo concomitante do BPV-1 com o BPV-2 (CLAUS et al.,
2007).

As formas de transmissdo pelo BPV s&o por contato direto entre animais infectados
(monta), por fomites (pipetas de inseminacédo, cordas e ordenhadeiras elétricas), e atraves
de areas contaminadas (McBRIDE et al., 2012).

2.3 IMPORTANCIA ECONOMICA DO BPV NO REBANHO BRASILEIRO

A papilomatose bovina causa perdas econémicas em propriedades leiteiras no
Brasil. Bovinos com papilomatose disseminada no trato gastro intestinal superior tem
dificuldades em se alimentar e respirar e sdo abatidos, causando perdas econdmicas
(CAMPOS et al., 2013).

Papilomatose em tetos e Uberes ndo € apenas um problema de salde entre os
animais, mas também de perdas econdmicas para o produtor, uma vez que 0s papilomas em
tetas de vacas dificultam ou impedem a ordenha e a amamentacdo dos bezerros jovens, e
ocasionalmente o rebanho inteiro tem de ser abatido se a papilomatose ndo regredir
(CAMPOS et al., 2008; MELO et al., 2014).
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Lesdes papilomatosas podem estar presentes no pénis do touro e interferem na
funcdo reprodutiva normal do animal, que por ter dificuldade em se reproduzir, deve ser
abatido (BLOCH, 1997).

Hematuria Enzodtica Bovina e Papilomatose Bovina podem prejudicar a balanca
comercial agropecuéria em todo o mundo, causando perdas econdmicas, principalmente em
rebanhos bovinos de corte onde a taxa de mortalidade de vacas é maior em regifes
endémicas para hematdria enzodtica do que em regides livres. Muitos estudos demonstram
a participacdo da BPV-2 e BPV-1 na etiologia da hematuria enzooltica. Para o
desenvolvimento de lesdes de PV e sua progressdo para a neoplasia é necessaria uma
interagdo entre 0S co-agentes cancerigenos externos e imunossupressores presentes na
samambaia e 0 BPV-1 (CARVALHO et al., 2003; TAN et al., 2012; PATHANIA et al.,
2012; WOZNIACKI et al., 2005).

Quatro surtos de papilomatose em rebanhos bovinos foram documentadas em
Estados brasileiros, estando as lesbes papilomatosas localizadas no tetos, Ubere, cabeca e
pescoco (CATROXO et al., 2013).

O BVP induz fibropapilomas na cabeca e no pesco¢o dos animais e estd associado a
lesOes naturais da bexiga urinaria, embora possam estar relacionados com fibropapilomas
no esofago e ramen (CARVALHO et al., 2003; WOSIACK et al., 2012).

O aumento do uso da transferéncia de embrides e técnicas de fertilizacdo in vitro
exige estudos precisos para avaliar a presenca do BPV no trato reprodutivo feminino e
gametas para controle das doengas do trato reprodutor. O tipo viral mais frequente é o
BPV-2 (CARVALHO et al., 2003; ROPERTO et al., 2008).

A presenca de agentes infecciosos em bovinos aponta a necessidade de implantacdo
de medidas higiénico-sanitarias, a fim de prevenir a infeccdo ascendente do trato genital
(GRUNERT,; BIRGEL,; VALE, 2005).

2.4 CITOLOGIA ONCOTICA

Em 1928, o Dr. Georgios N. Papanicolaou foi precursor da Citopatologia,
descobrindo a técnica de coloracdo multicromatica, composta por Hematoxilina de Harris,
Orange G e Policromos EA-36. Esta técnica auxilia na avaliagdo citomorfoldgica de células
neoplasicas (PAPANICOLAOQOU, 1942; NAKAGAWA et al., 2010).
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Citologia Oncotica é um método de rastreamento para diagnostico de cancer de colo
uterino em humanos, sendo necessario associar & esta o exame histopatologico como
padrdo ouro. Em estudo comparando o diagnostico citoldgico/colpocitolégico com
histologia, em rastreamento de 63 bidpsias de colo uterino, obteve-se 43,8% de
sensibilidade e 80,9% de especificidade, sendo 71% a concordancia entre os dois exames
(PIAS; VARGAS, 2009).

2.5 HISTOPATOLOGIA

A andlise histopatoldgica da amostra representativa da lesdo causada pelo HPV é
utilizada para confirmar e graduar a mesma, porém nédo é capaz de identificar o BPV como
agente causal da lesdo, sendo possivel confirmar esta informagdo somente pelas técnicas de
biologia molecular (CAMARGOS; HUGO, 2001) ¢ “Southern Blot" e PCR (WOZNIACKI
etal., 2005; LETO et al., 2011).

Os efeitos causados pelo PV podem ser observados macroscopicamente em lesdes
classificadas como atipicas, pedunculadas e planas. Na microscopia, as atipias observadas
sdo coilocitose (halo claro peri-nuclear), aumento do nucleo e da relagdo nucleo:citoplasma,
binucleagdo, irregularidade de membrana nuclear, hipercromasia nuclear, classificados
segundo o sistema Bethesda (ASC, 2001; LUNARDI et al., 2013; DA SILVA et al., 2015).

2.6 IMUNOHISTOQUIMICA DO BPV

A imunoistoquimica (IHQ) permite detectar proteinas virais do PV que se
encontram nas lesdes observadas na microscopia éptica, em material incluido em parafina
ou em preparados citologicos. Na pratica, utilizam-se anticorpos policlonais contra
antigenos especificos do HPV (CARVALHO; OYAKAWA, 2000; MUNDAY et al., 2007).

A IHQ para a proteina L1 do virus tem alta especificidade, porém detecta apenas as
fases epissomais encontradas nas lesdes de baixo grau, como condilomas e papilomas.

Quando quando o virus ndo esta na fase epissomal e ocorreu a integracdo do genoma viral
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a célula hospedeira, o virus causa lesbes no DNA do hospedeiro as lesdes passam a ser
pré cancerigenas e se torna mais dificil detectar L1 (CARVALHO; OYAKAWA, 2000).

A IHQ tem revolucionado a anatomia patoldgica, auxiliando o diagndstico de
diferentes tipos de neoplasias e permite a identificacdo de proteinas enzimaticas, receptores,
produtos de genes entre outros (SCHMITT et al., 1998). A IHQ tem o papel de anélise da
infecgdo virdtica por meio da deteccdo de proteinas relacionadas ao HPV em material de
patologia cirurgica, sendo técnica muito especifica, porém pouco sensivel.

A partir da utilizacdo de um marcador prognéstico € possivel estudar as
caracteristicas de células normais e neoplésicas, 0 crescimento de tumores e 0 processo de
metastase. As displasias podem ser analisadas por meio de alguns marcadores,
principalmente antigeno Ki-67 e proteina p16 (INCA, 2006). O controle da divisdo celular
€ um evento critico para o funcionamento normal das células. Os processos reguladores da
carcinogénese interferem diretamente ou indiretamente na proliferacdo celular. As células
em proliferacdo expressam em seus nicleos uma proteina ndo-histona de meia-vida curta,
chamada Ki-67 (HAHN; WEINBERG, 2002). Em relacdo aos marcadores de proliferacéo
celular, o antigeno Ki-67 é considerado, atualmente, o de maior acuracia, sendo analisado
em diversos tipos de neoplasias. O antigeno Ki-67 estd presente em todas as fases do ciclo
celular, com excecdo de GO (SCHOLZEN; GERDES, 2000).

A expressdo de pl6INK4a foi observada em 85,3% (29/34) das mulheres positivas
para HPV e esta associacdo foi estatisticamente significativa (p=0,02), sendo que todas as
bidpsias positivas para HPV-16 (16/34) expressaram a proteina (p=0,01). Houve uma
associacdo estatisticamente significativa entre a intensidade de expressdo, o padrdo de
expressao de pl6INK4a e Ki-67 e o grau da lesdo, mostrando-se biomarcadores eficientes
em avaliar lesGes pré cancerigenas de alto grau (MYLIUS, 2008).

A sensibilidade dos biomarcadores p16INK4a e Ki67 em lesdes escamosas de baixo
grau no colo uterino de mulheres ndo expressou diferencas significativas. A expressao dos
biomarcadores em pacientes atréficas e distroficas que apresentaram lesdes escamosas de
alto grau em colo uterino foi satisfatoria. Os biomarcadores sdo usados como estratégias de
rastreamento do HPV, podendo confirmar resultados citologicos e histopatologicos
(ROSSI, 2015).
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A expressdo do Ki-67 em achados clinico- patoldgicos de carcinoma escamoso de
colo uterino em mulheres indicou correlagéo significativa entre a expresséo da proteina Ki-
67 com o tamanho tumoral, disseminacgéo linfatica e sobrevida da doenca, mas ndo com o
grau de diferenciacdo tumoral. Outro estudo retrospectivo evidenciou menor sobrevida nas
pacientes com maior expressdo tumoral de Ki-67 (GARZETT] et al., 1995).

Vérios trabalhos estdo usando a imunohistoquimica para avaliacdo da carcinogénese
por meio de diferentes biomarcadores tais como receptores hormonais de estrogénio (RE) e
indice de proliferacédo celular (Ki-67), esses marcadores tém mostrado a contribuicdo dessas
moléculas para o desenvolvimento do carcinoma endometrial (MORIN, 2005).

A expressdo de marcador dos receptores de estrogeno na IHQ é encontrada
principalmente em carcinoma endometridide; em estagio inicial pode-se encontrar
receptores para estrogeno e progesterona, porém, quando o carcinoma endometrial possui
um estagio avancado, ocorre uma falha na expressdo de receptores de progesterona e 0s
receptores de estrégeno sdo mais expressados (BONFITTO, 2002).
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2.7 REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE (PCR) UTILIZADA PARA AVALIAR A
PRESENCA DE BPV

As diferentes técnicas da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) apresentam uma
discrepancia nas taxas positivas quando utilizadas em diferentes amostras clinicas. Assim,
para a deteccdo do gene L1 do BPV-2 em amostras clinicas com baixo nimero de copias
virais, deve-se avaliar o nimero de cOpias no sangue total, sendo possivel também haver
infecgdo de mais de um gendtipo de BPV no mesmo animal (WOZNIACKI et al., 2005).

O desenvolvimento de técnicas utilizadas para a reproducdo bovina resultou na
necessidade de controle das doencas do trato reprodutivo. Ressalta-se a possibilidade de
transmissdo dos agentes infecciosos por transferéncia de embrides, no entanto sdo poucos
0s dados sobre a detecgdo de BPV em tecidos do trato reprodutivo feminino bovino.
CARVALHO et al. (2003) detectaram pela PCR o BPV-2 no trato reprodutivo e gametas
femininos, mas ndo associaram sua presenca a lesdes teciduais. Estes autores discutem que
a presenca do BPV-2 na corrente sanguinea, teoricamente, permite que particulas virais
sejam levadas a quaisquer tecidos irrigados. Esta viremia poderia explicar a presenca de
BPV-2 nos ovarios, utero, cumulus e odcitos dos animais investigados, porém nado explica
patologia.

Atualmente, existem diferentes primers usados para pesquisa de BPV, inicialmente
desenhados para deteccdo de HPV em mucosas e que também tém sido aplicados em
estudos que abordam a diversidade do BPV. A Delta Epsilon F/Delta Epsilon R e
FAP59/FAP64 sdo primers utilizados para amplificacdo do gene L1 do BPV presente em
pele e mucosa (FORSLUND et al., 1999; MAEDA et al., 2007; ARALDI, 2014).

O virus em papiloma de pele, quando em titulo elevado, facilita sua identificagdo
genbmica. Porém, em tecidos neoplasicos, como, por exemplo, o encontrado na bexiga
urinéria, 0 BPV integra-se ao genoma celular e apresenta baixos niveis de deteccao viral
(CARVALHO et al., 2003).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal do
Instituto Bioldgico (CETEA-IB) em 29 de outubro de 2015, estando registrado sob o
nimero de protocolo 145/15. Atende os Principios Eticos na Experimentacdo Animal
adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio
(SBCAL/COBEA), pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos (DBCA) (Anexo 1).

3.2 AMOSTRAGEM

Foram amostradas 80 vacas de aptidao leiteria abatidas na faixa etaria de trés a
cinco anos para andlise laboratorial. Todos 0s animais eram provenientes de frigorificos sob
inspecdo sanitéria na regido do Vale do Paraiba, uma das mais importantes bacias leiteiras
do Estado de Sdo Paulo, LEITE BRASIL, 2005/2006 (Fig. 2).

Produtores de Leite no Estado de Sao Paulo

$30 José do Rio Preto
Aragatuba » 4.813 produtores
2.003 produtores ‘ 4 .

Presidente Prudente

5.254 produtores
» Vale do Paraiba

4,165 produtores

Nimero de Produtores SIF
por municipio ™
* Htapetininga
3.207 produtores
] até 10
Jde11a30
B de31as0

B mais de 50 Fonte: DOIE/DIPOA/SDA/MAPA - Leite Brasil
(gerado através do Estatcard - IBGE)

Figura 2 — Produtores de Leite no Estado de S&o Paulo. Fonte: LEITE BRASIL, 2005/2006.




Os locais e datas de colheitas das amostras estdo relacionados na Tab. 2.
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Tabela 2 - Relacéo dos frigorificos e matadouro do Estado de S&o Paulo, locais onde foram

realizadas as colheitas.

FRIGORIFICO E LOCAL DATA NUMERO DE
MATADOURO AMOSTRAS
Multicortes Pindamonhangaba-SP 12/05/2015 07
12/05/2015
Multicortes Pindamonhangaba-SP 15/05/2015 18
15/05/2015
Multicortes Pindamonhangaba-SP 26/05/2015 19
26/05/2015
Multicortes Pindamonhangaba-SP 29/05/2015 12
29/05/2015
Multicortes Pindamonhangaba-SP 08/06/2015 14
08/06/2015
Multicortes Pindamonhangaba-SP 22/06/2015 04
22/06/2015
Frigorifico Jatoba | S&o José dos Campos — 21/03/2016 06
SP
21/03/2016

3.3 COLHEITA DAS AMOSTRAS

Apos o abate, o trato reprodutor das vacas foi extraido e submetido a analise

macroscopica, visualizando a conformacéo, cor, presenca de possiveis lesGes em ovarios,

tubas uterinas, cornos uterinos, corpo uterino e cérvix. As amostras de citologia de cérvix

uterina para o Papanicolaou foram colhidas com suabe, e realizado esfregaco em lamina de
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vidro e fixadas com spray (CARBOVAX®). Foram coletados fragmentos dos 6rgaos
reprodutores para histopatologia e imunohistoquimica e fixados em formol 10% tamponado
por até 24 horas. Fragmentos de tecido e sangue total colhidos em frascos de tubo a vacuo
com EDTA foram congelados a -20°C para realizar posteriormente a nested-PCR. As
amostras de tecidos para nested-PCR foram mantidas congeladas a -20°C até realizar esta
analise.

Os tecidos para estudo histopatologico e citologico foram processadas no
Laboratorio de Anatomia Patoldgica, a nested-PCR no Laboratorio de Viroses de Bovideos
do Instituto Biologico, e a IHQ para as proteinas p-16 e Ki-67, e o receptor de estrogeno
(RE) foram analisadas pelo Laboratério APC - Apoio em Patologia Cirtrgica (S&o
Paulo/SP) .

3.4 ANATOMOPATOLOGICO

Técnicas histoldgicas

A histotécnica (desidratacdo, diafanizacdo, emblocagem em parafina, microtomia e
coloragdo hematoxilina/eosina) foi realizada segundo o protocolo descrito no Manual de
Métodos Histotecnologicos do Instituto de Patologia das Forcas Armadas dos Estados
Unidos (AFIP, 1995).

Emblocagem em parafina e colora¢do Hematoxilina e Eosina (H.E.)

Os fragmentos dos 6Orgdos do trato reprodutor (ovarios, tubas uterinas, cornos
uterinos, corpo uterino e cérvix uterina) foram fixados em solucdo de formol tamponado a
10%, por um periodo de 48 horas. Posteriormente foi realizada a bateria de desidratacdo
onde o material passou por diversas solucbes de alcool etilico, diafanizacdo pelo xilol,
impregnacdo em parafina liquida e emblocagem em parafina (AFIP, 1995).

O tecido emblocado em parafina foi cortado em micrétomo (3 um de espessura),
estendido em banho-maria (60°C) e colocado em lamina de vidro tratada previamente com

albumina, para facilitar a adeséo do corte histologico na lamina. Em seguida, a lamina ficou
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em estufa 60°C até a desparafinizacdo, sendo posteriormente corada pela
hematoxilina/eosina (AFIP, 1995). O protocolo de coloracdo das laminas foi assim
realizado: desparafinizacdo em dois banhos de Xilol por cinco minutos, hidratacdo em
sucessivos banhos de alcool etilico (absoluto, 95%, 80% e 70%) por dois minutos, e a
coloracdo em Hematoxilina por 30 segundos, agua corrente por 15 minutos e corado pela
Eosina por dois minutos, lavagem em agua corrente rapidamente para tirar o excesso do
corante eosina; em seguida as laminas foram desidratadas em sucessivos banhos de alcool
etilico a 70%, 80%, 90% por 1 minuto e alcool absoluto (duas vezes) por cinco minutos;
por fim o material foi diafanizado em dois banhos de Xilol por cinco minutos cada (AFIP,
1995). A montagem de ldmina e laminula foi realizada com resina Entellan (Merck®).

3.5 PAPANICOLAQU

Foi realizado em laminas de esfregaco de colo uterino o método de Papanicolaou
(PAPANICOLAOQU, 1942), modificado por OLIVEIRA; MOTA, VIEIRO (2000), para
evidencia da morfologia, graus de maturidade e de atividade metabolica celular. Utilizou-se
hematoxilina - corante basico, com afinidade pelo nucleo das células; Orange G - corante
acido que se combina com o citoplasma das células queratinizadas; EA-65 - corante
policromético, que oferece tonalidades de cores diferentes no citoplasma das células. Este

método abrangeu cinco etapas, como segue:

1- Hidratacdo: as células foram submetidas gradualmente por banhos de concentracGes
decrescentes de alcool etilico (90%, 80%, 70% e 50%) em seguida banho de &gua corrente.
2- Coloracdo nuclear: as células hidratadas foram coradas com hematoxilina de Harris.

3- Desidratacdo: retirou-se a agua das células com banhos de é&lcool etilico em
concentragdes crescentes (70%, 80% e 90%).

4- Coloracdo citoplasmatica: o citoplasma das células foi corado por Orange G e EA-65,
de modo a diferenciar com diversas tonalidades de acordo com a sua maturidade e
metabolismo celular.

5- Desidratagéo, clarificacdo e selagem: a &gua intracelular foi retirada com banhos de
alcool etilico absoluto, as células foram clarificadas com xilol e seladas com meios

permanentes e hidrofébicos.
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3.6 IMUNOHISTOQUIMICA

Os biomarcadores utilizados foram: o anticorpo Ki-67- clone MIB-1- pré diluido
(FLEX) com recuperacdo antigénica em pH baixo com linker Mouse da DAKO®, e o
anticorpo p16 , clone G175-405 — dilui¢do 1:100, e recuperagéo antigénica em pH alto com
linker Mouse da Medaysis. Marcador de receptor de estrégeno (RE), clone — ID5 — diluido
1:20, e recuperagdo antigénica em pH alto linker Mouse da DAKO®. Os equipamentos
utilizados foram PT LINK (desparafinizacdo e hidratacdo da laminas) da DAKO® e o
COVERSLEEPER (montador de I[dminas com laminulas) da DAKO®.

Utilizou-se como controle positivo um papiloma cutaneo bovino, positivo na PCR
para BPV, confirmado por sequenciamento como BPV-1, como controle negativo foram

usadas as amostras que ndo foram marcadas por Ki-67, RE e p16.

Preparacéo do Corte

= Os blocos foram entregues a area de histotécnica apos a triagem (identificacdo), e
colocados no freezer para gelar;

= Apos resfriamento do bloco, foram realizados cortes de 2 micras em micrétomo manual;

= Os cortes foram colocados em banho-maria a +/-65°C e “pescados” nas laminas ja
identificadas com o nimero do caso;

= Estas ldminas foram colocadas em estufa a 60°C por 40 minutos para o inicio da
desparafinizacdo.

Preparacao no periodo noturno

= As laminas foram colocadas em bercos de coloragdo devidamente numeradas para
serem distribuidas nos tanques dos ptLink (equipamento em comodato DAKO®) e
de acordo com o pH determinado.

= Fecharam-se os ptLink, fez-se a programacao na tela do Menu de cada equipamento,
verificou-se horéario, dia da semana, temperatura e programacdo de inicio do

processo.



garantir o inicio do processo no periodo da manha.

Processo da imunohistoquimica - Periodo da manha

respectivos pH’s.

das 4:00 AM em solucdes de pH alto e baixo.

Finalmente verificou-se se 0 NO-BREAK estava ativo corretamente, a fim de
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O processo de desparafinizacdo e re-hidratacdo das laminas ocorrem nas méaquinas
ptLink com agua deionizada e solugdes prontas de pH baixo e pH alto que atingiréo

uma temperatura de aproximadamente 180°C num periodo de 72 minutos a partir

A continuidade do processo se da com o uso do kit Encision Flex da DAKO® (Fig.
3) para a realizacdo da reacdo imunohistoquimica, juntamente com o uso de

anticorpos concentrados (a serem diluidos) e flex (ja diluidos) de acordo com seus

()

Protocolo EnVision™ FLEX

Etapa Tempo
1. EnVision™ FLEX Peroxidase Block 5 minutos
Solugdo de Lavagem 5 minutos
2. Anticorpo primario FLEX RTU 20 minutos
Solugdo de Lavagem 5 minutos
3. EnVision™ FLEX /HRP 20 minutos

Solugdo de Lavagem

4. EnVision™ FLEX Substrate Working
Selution
Solugdo de Lavagem
5. EnVision™ FLEX Hematoxilyn
Agua destilada ou deionizada
Solugdo de Lavagem
Agua destilada ou deionizada

2x 5 minutos

2 x 5 minutos

5 minutos

5 minutos

Obs.: Quando realizados os dois protocolos simultaneamente, apds a etapa 2
deixar as ldminas em solugio de lavagem enquanto se incuba o “Linker” do
protocolo EnVision™ FLEX +. Apds isto, todas as etapas serfo semelhantes

para ambos os protocolos.

Protocolo EnVision™ FLEX +

Etapa Tempe

L EnVision™ FLEX Peroxidase Block 5 minutos
Solugdio de Lavagem 5 minutos
= Anticorpo primario FLEX RTU 20 minutos
Solugédio de Lavagem 5 minutos
3. EnVision™ FLEX+ (Linker) 15 minutos
Solugdio de Lavagem 5 minutos
4, EnVision™ FLEX /HRP 20 minutos
Solugdio de Lavagem 2 x 5 minutos
5. EnVision™ FLEX Substrate Working 2 x 5 minutos.
Solution
Solugdio de Lavagem
6. EnVision™ FLEX Hematoxilyn 5 minutos

Agua destilada ou deionizada

Solugdo de Lavagem 5 minutos

Agua destilada ou deionizada

Figura 3- O protocolo resumido do uso do Kit Envisiom Flex (DAKO®)
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A seguir a descri¢do detalhada do processo resumido na figura 3.

= Abrir as tampas do PT LINK e deixar esfriar por 30 minutos para que ndo haja
choque térmico nas laminas.

= Retirar os carrinhos do PT LINK;

= Mergulhar 10 vezes em solugédo tampdo e deixar descansar por 5 minutos.

= Trocar o tampado, repetir o procedimento e deixar mais 5 minutos em descanso;

= Retirar os carrinhos com as laminas da solucéo, tirar dos carrinhos uma a uma,
secar nos arredores do fragmento com campo cirurgico, fazer um circulo com a
caneta hidrofébica DAKO® PEN ao redor do fragmento delimitando-o, e
distribuir as mesmas nas caixas acrilicas lado a lado. Em seguida pipetar 100 pL
de peroxidase block e deixar por 5 minutos em descanso;

= Em seguida lavar com solucdo tampéao (WASH) as laminas e deixar também por 5
minutos em descanso;

= Retirar 0 excesso de solugdo tampéo, levantando uma lamina por vez, devolver na
caixa novamente para pipetar o anticorpo primario ja diluido, conforme designado
nas laminas previamente etiquetadas. O processo de incubacdo dos anticorpos

deve seguir as instrugdes a seguir:

Incubacdo com anticorpo primario

= Utilizar anticorpos que ja vem pré-diluidos (FLEX) ou concentrados, diluidos em
diluente DAKO®.

= Enxugar as laminas que estavam na agua deionizada com campo cirdrgico ou
papel toalha, tomando o cuidado de ndo estragar fragmento.

= Delimitar a area do corte com caneta Dako Pen.

* Pingar 100 pL do anticorpo primario em cima do corte.

= Colocar as laminas dentro de uma caixa de acrilico ou recipiente plastico, e
incubou-se por 30 minutos em temperatura ambiente.

= Lavar as laminas com tampéao Dako na propria cuba, utilizando pisseta.
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= Apos a reacdo com 0s anticorpos primarios, lavar as laminas novamente nas caixas
acrilicas com solucdo tampdo (WASH) e deixar novamente em solucdo tampéo
por 5 minutos;

= Retirar o tampéo levantando as laminas, levantando uma lamina por vez, devolver
na caixa novamente e pipetar o polimero HRP e deixar incubar por 20 minutos;

=  Ap0s, entrar novamente em processo de lavagem com a solucdo tampdao por 2
vezes e descansar de 5 minutos em cada etapa;

= No caso de anticorpos (anti camundongo ou anti coelho) incubar o linker por 15
minutos e depois lavar com tampéo;

= Na proxima etapa entrar em processo de revelacdo com o cromdgeno Substrate
Working Solution (equivalente ao DAB), onde pipeta-se 2 vezes e permanece em
reacao por 7 minutos em cada uma das vezes;

»  Depois, lavar as ldminas com solucédo de lavagem (tampédo wash) e colocé-las em
carrinhos que serdo levados as cubas de hematoxilina por 30 segundos em
descanso, para depois serem lavadas em agua corrente;

= Em seguida, mergulhar cada carrinho na bateria de 4 cubas de alcool absoluto e 8
cubas de xilol, até serem trocadas de carrinhos e levadas & maquina de montagem
de ldminas (COVERSLEEP — DAKO®).

3.7 nested-PCR

Para a extracdo de DNA foi utilizado o kit Cador Pathogen (Qiagen®), que se
baseia na lise de membranas celulares e realizado em sistema automatizado de extragédo
(Qiacube HT - Qiagen®). Apds descongelado, os fragmentos do tarto reprodutor foram
macerados e adicionados 500 uL de solucdo salina tamponada 0,9% (pH 7,2). Esse material
foi transferido para a rack de extracdo e seguiu o protocolo do kit no Qiacube HT. Apos
este procedimento, o material foi mantido a temperatura de -20°C.

A amplificagdo do segmento de DNA foi realizada empregando oligonucleotideos
iniciadores (primers) genéricos para o gene que codifica a proteina L1 do capsideo viral de
Papilomavirus descritos por Forslund et al. (1999) e Maeda et al. (2007) (Tab. 3).



Tabela 3 - Primers utilizados na nested-PCR para diagnostico do BPV.
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Sequéncia de nucleotideos (5'- 3")

Primers | Sequéncia de nucleotideos Tamanho | Autor e Ano

FAP59 | 5>-TAACWGTIGGICAYCCWTATT-3’ 478 pb FORSLUND et al. (1999)
FAP64 | 5>-CCWATATCWVHCATITCICCATC-3” | 478 pb FORSLUND et al. (1999)
Delta 5’-CCAGAYTAYYTMAAAATGGC-3’ 430 pb MAEDA et al. (2007)
Epsilon

F

Delta 5’- ATAAMKGCTAGCTTATATTC-3’ 430 pb MAEDA et al. (2007)
Epsilon

R

Amplificacdo do gene Delta Epsilon F e Delta Epsilon R pela nested-PCR

Resumidamente, as condi¢cdes de amplificacdo de BPV pela nested-PCR no

termociclador estdo representadas na tabela 4. O mix da reacdo foi feito com o kit PCR

Master Mix da Promega. Esse mix € uma solugdo pronta, contendo Tag DNA polimerase,

dNTPs, MgCl e tampdes de reacdo. O mix PCR consistiu em 8,5 uL. de Nuclease Free
Water, com 1 pL de Delta Epsilon F 10 pmol. e Delta Epsilon R 10 pmol, PCR Master Mix

(Promega®) 12,5 uL o volume total foi de 23 pL, foi utilizado para a reacdo 2 uL de DNA.

A andlise dos produtos amplificados foi realizada por eletroforese (100V/60min) em gel de

agarose a 1,5%, em tampdo Tris, borato, EDTA pH 8,0 e evidenciada em gel RED (1:150).

A imagem do gel sob luz UV foi registrada em fotodocumentador acoplado a computador.
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Tabela 4 - Condigdes da nested-PCR no termociclador para os primers Delta Epsilon F e

Delta Epsilon R.

N° de ciclos Temperatura (°C) Tempo

1 ciclo 94 ]
10 min

94 )
1 min

35 ciclos 52 )
1 min

72 )

1 min

1 ciclo 72 )
10 min

Hold 4 )

Amplificacdo do gene FAP59 e FAP64 pela nested-PCR

As condicBes da nested-PCR no termociclador estdo representadas na tabela 5. O

mix da reacdo consistiu em 3,75 uL Nuclease Free Water com 1,075 puL de FAP59 10
pmol e FAP64 10 pmol, PCR Master Mix (Promega ®) 12,5 uL, o volume total foi de 20
uL, foi utilizado para a reacdo 5 uL de DNA. A anélise dos produtos amplificados foi

realizada por eletroforese (100Vv/60min) em gel de agarose a 1,5% em tampao Tris borato,
EDTA pH 8,0 e evidenciada em gel RED (1:150). A imagem do gel sob luz UV foi

registrada em fotodocumentador acoplado a computador.



Tabela 5 - Condi¢6es da nested-PCR no termociclador para os primers FAP59 e FAP64.

N° de ciclos Temperatura (°C) Tempo

1 ciclo 9 )
5 min

94 ]
1 min

45 ciclos 49,3 )
1 min

72 )
1 min

1 ciclo 72 )
5 min

Hold 4 ©

3.8 ANALISE ESTATISTICA
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O célculo da frequéncia de ocorréncia (%) das lesGes macroscopicas e

microscopicas e de marcadores de IHQ foi realizado segundo CORTES (1993).
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4 RESULTADOS
4.1 AVALIACAO CLINICA DOS ANIMAIS

De 80 vacas avaliadas, apenas uma (1%) apresentou na pele, nas regides do dorso,
pescogo, rabo e focinho, lesdes papilomatosas em forma fungiforme (couve-flor) em

coloragéo enegrecida, medindo de 2,0 a 6,0 centimetros por 2,0 a 5,0 centimetros.

4.2 DIAGNOSTICO MACROSCOPICO DO UTERO

O diagnostico macroscopico revelou que 72 vacas (90,0%) ndo apresentaram
alteracdes patoldgicas (Tab. 6) (Fig. 4A). Em quatro vacas (5,0%) foram observadas lesdes
macroscopicas sugestivas de endometrite (Tab. 6), que é uma inflamagdo restrita ao
endométrio. Essas inflamacGes sdo caracterizadas por presenca de edema, hiperplasia
endometrial, acimulo de fluidos, hemorragias, fragmentos aderentes de fibrinas e debris
necroticos. Em outras quatro (5,0%) foi evidenciado metrite (Tab. 6), que é a inflamacédo de
todas as camadas da parede uterina e apresenta edema generalizado, serosa escura, descarga
achocolatada de odor fétido, finamento granular com hemorragia petequial e finos feixes de
fibrinas aderidas com debris necréticos (Figs. 4B e 5). Ndo foram observadas lesbes

papilomatosas na analise macroscopica dos Uteros das vacas.

Tabela 6 — Diagnostico macroscopico uterino

Diagnostico macroscopico uterino

Descrigdo Total %
Auséncia de lesbes uterinas 72 90,0
Endometrite 4 50
Metrite 4 5,0
Total 80 100,0
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Figura 4 — Regido da cérvix uterina. (A) Cérvix uterina normal. (B) Cérvix uterina com

metrite apresentando (edema, petéquias e sufusdes).

Figura 5 - Corpo uterino com metrite puerperal aguda: feixes de fibrina e debris necréticos
aderidos, cicatrizacdo, edema e descarga uterina de coloragdo achocolatada.
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4.3 DIAGNOSTICO CITOLOGICO

As citologias que foram avaliadas tiveram consenso com o diagndstico
histopatologico. De 80 animais examinados, 20 (25%) apresentaram atipia celular. As
atipias celulares observadas nestes 20 animais foram assim classificadas: cariomegalia,
binucleacdo e multinucleacdo (Fig. 6). Estas alteracGes sdo caracteristicas de reparos
celulares e que podem estar associadas a algum trauma ou agente (s) infeccioso (s) a
esclarecer presente (S) no Utero. Todas as alteracBes celulares vieram associadas a
neutréfilos, demonstrando processo inflamatério inespecifico.

Figura 6 — Citologia. (A) Citologia normal. (B) Binucleagdo. (C) Multinucleacdo. (D)
Cariomegalia. Coloracéo Papanicolau. 100x.
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4.4 DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

O diagndstico histopatoldgico utilizando a coloracdo HE demonstrou consenso ao
exame de citologia. Em 60 vacas (75,0%) ndo houve alterac6es patologicas (Tab. 7) (Figs.
7 e 8). Em 20 vacas (25,0%) (Tab. 7) (Figs. 9 e 10) apresentaram endometrite inespecifica
acompanhada de atipias celulares (cariomegalia, irregularidade na membrana nuclear,
nucléolo proeminente, cromatina grosseira e desorganizada, presenga de pleomorfismo

celular, eosinofilos e neutréfilos), hiperplasia e Glceras.

Tabela 7 — Diagnostico histopatolégico

Diagnostico histopatoldgico
Descricao Total %
Sem Alteracdes Patoldgicas 60 75,0
Endometrite inespecifica 20 25,0
TOTAL 80 100,0

=

~0 7100 pm’

Figura 7 — Endométrio normal. HE. 40x.
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Figura 8 - Utero normal. O epitélio é simples e cuboide e tecido conjuntivo fibroso. (A)-
HE.25x. (B)- HE. 40x.(C e D)- HE.100x.

Figura 9 — Endométrio com alteragdes atipicas. (A) Endométrio com alteracdes atipicas. (B)
O epitélio cuboide esta hiperplasico, os nucleos apresentam nucléolo evidente, cariomegalia

e irregularidade na membrana nuclear. H. E. 100x.
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Figura 10 — Endométrio com alteraces atipicas. (A) Inflamagéo intensa com presenca de
polimorfonucleares e formacdo de Ulcera acompanhada de invasdo celular do epitélio
cuboide ao miométrio adjacente. H.E. 25x. (B) O epitélio estd em desarranjo e com
cariomegalia, membrana nuclear irregular, a cromatina estd grosseira e em desarranjo,

presenca de eosinofilos e neutréfilos. H.E. 100x. (C) Nucléolo evidente. H.E. 100x.

4.5 DIAGNOSTICO IMUNOHISTOQUIMICO

Na IHQ, o biomarcador pl6 ndo marcou 0s controles positivos, enquanto que o
biomarcador ki-67 marcou a expressdo nuclear no controle positivo.

Foram selecionadas para a pesquisa da Ki-67 apenas as 20 amostras que
apresentaram atipia endometrial diagnosticada na citologia e confirmada na histologia.
Destas, seis amostras (30,0%) foram negativas (Tab. 8) (Fig. 11) e 14 amostras (70,0%)
foram positivas para Ki-67 marcando adenocarcinoma pela IHQ (Tab. 8) (Figs. 12, 13 e
14).



Tabela 8 - Diagnostico de IHQ da Ki-67
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Imunohistoquimica da Ki-67

Resultados Total %

Positivas 14 70,0
Negativas 6 30,0
Total 20 100,0

Figura 11- Endométrio normal na IHQ. Amostra negativo para a marcagdo por ki-67. IHQ.

40xX.

Nas amostras marcadas por Ki-67, as alteragdes foram adenocarcinoma endometrial

de padrdo endometridide com células agrupadas e sobrepostas, com cromatina de

distribuicdo grosseira, pequenos nucléolos, células com aspecto em palicada (Fig. 12),

presenca de varios focos de hiperplasia, binucleacdo e multinucleagéo (Fig. 13).
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Figura 12 - Endométrio positivo para Ki-67. (A) Adenocarcinoma endometrial marcado por
Ki-67. IHQ. 25x. (B) O adenocarcinoma apresenta alteracGes citopatopaticas como
cariomegalia, cromatina extremamente grosseira, presenca de nucléolos, as glandulas

endometriais estdo comprometidas e hiperplésicas. IHQ. 100x

ThiarT &

T

Figura 13 - Endométrio positivo para Ki-67. (A) Células endometriais com cariomegalia,
binucleacdo e cromatina grosseira . (B) Células com cromatina estd grosseira € 0S

nucléolos evidentes. IHQ. 100x.
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As células marcadas pelo Ki-67 acometeram todo o endométrio; as celulas
apresentaram formas bizarras, tais como binucleacdo em formato de girino, caracteristicas
de células invasivas (Fig.14). Foi observado em lumen de vasos sanguineos, linfocitos
marcados pela Ki-67 em endométrio (Fig. 15) e também préximo a cérvix uterina (Fig.16).

Figura 14 — Adenocarcinoma endometrial. (A) Células endometriais marcadas por Ki-67
acometendo todo endométrio. (B) Células endometriais em formas de girino com

binuclagdo, membrana nuclear irregular e a cromatina densa. IHQ. 100x.

Figura 15 — Linfocitos marcados por Ki-67. (A) Linfocitos marcados por Ki-67 em lumen
de vaso sanguineo. (B) Trés vasos sanguineos com linfocitos marcados por ki-67. IHQ.
100x.
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As 14 amostras positivas para Ki-67 forma submetidas a IHQ com biomarcador do
receptor de hormdnio Estrogénico (RE) e todas foram positivas para esse marcador (Tab.
9). As células marcadas por RE apresentaram lesdo de adenocarcinoma endometrial
caracteristicas, tais como cariomegalia e cromatina condensada, bem como membrana
nuclear irregular (Figs. 17, 18 e 19), confirmando a presenca do estrogeno no

adenocarcinoma. As amostras positivas ndo marcaram linfocitos em limen de vasos.

Tabela 9 - Diagndstico de IHQ de receptor de estrégeno (RE)

Imunohistoquimica de RE

Resultados Total %
Positivas 14 100,0
Negativas 0 0
Total 14 100,0
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Figura 16 - IHQ de RE positivo. A imagem acima representa RE positiva em leséo de

adenocarcinoma endometrial. IHQ. 25x.

Figura 17 - IHQ de RE positivo. (A) Marcador de estrogeno na IHQ positivo em lesdo de
adenocarcinoma endometrial. (B) Nucléolos evidentes, cromatina grosseira e membrana
nuclear irregular. IHQ. 100x.
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Figura 18 - IHQ de RE positivo. (A) Marcador de estrogeno na IHQ positivo para lesdo de
adenocarcinoma endometrial. (B) Cariomegalia e cromatina condensada, membrana nuclear
irregular. IHQ. 100x.

4.6 DIAGNOSTICO nested-PCR

As amostras de ovario, tuba uterina, corno uterino, corpo uterino, cérvix uterino e
sangue total das 80 vacas foram submetidas a nested-PCR utilizando os primers Delta
Epsilon F, Delta Epsilon R, FAP59 e FAP64 para o BPV e o resultado foi negativo. A
figura 20 trata-se dos resultados da nested-PCR dos primers Delta Epsilon F e Delta
Epsilon R, e a figura 21 dos primers FAP59 e FAP64 .
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10 11 12 CN CP pb
100

1 23 45 67 89 101112 1314 1516 17CNCP ph
100

Figura 19 - Nested-PCR primer Delta Epsilon, com o tamanho de 430pb. Nas canaletas 1 a
17 estdo representadas as amostras. Nas trés ultimas canaletas trata-se do controle negativo
(CN), controle positivo (CP) e o marcador de 100 pares de base (pb).

9 10 11 12 CN CP ph
100

1 2 3 4 56 78 910111213141516 17 CNCPpb
100

Figura 20 - Nested-PCR primers FAP, com o tamanho de 478 pb. Nas canaletas 1 a 17
estdo representadas as amostras. Nas trés ultimas canaletas trata-se do controle negativo

(CN), controle positivo (CP) e o marcador de 100 pares de base (pb).
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A tabela 10 organiza todas as anélises realizadas e os resultados obtidos no presente
estudo. Observa-se que a anélise clinica e macroscopica ndo foram suficientes para fechar o
diagnostico. O histopatologico e citolégico revelaram a presenca de atipias teciduais. A
IHQ para marcadores Ki-67 e RE foram utilizados como provas confirmatorias, nos casos

de atipia, para carcinoma endometrial. A nested-PCR néo detectou o BPV nas amostras.

Tabela 10 — Diagnostico do estado fisico, macroscopia, citologico, histolégico, IHQ pl6 e
Ki-67, Marcador de Estrogeno (RE) na IHQ e nested-PCR.

Estado fisico, macroscopia, citolégico, histoldgico, IHQ (pl16, Ki-67, RE)
e nested-PCR

Positivo Negativo %

Diagnostico total % Total % total

Estado Fisico 1 1,25 79 98,75 80 100,0
Macroscopia 8 10,0 72 90,0 80 100,0
Citoldgico 20 25,0 60 75,0 80 100,0
Histoldgico 20 25,0 60 75,0 80 100,0
IHQ p16 0 0 20 100,0 20 100,0
IHQ Ki-67 14 70,0 6 30,0 20 100,0
IHQ RE 14 100,0 0 0 14 100,0
nested-PCR BPV 0 0 80 100,0 80 100,0
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5 DISCUSSAO

E importante estudar patologias que acometem bovinos leiteiros, porque a producio
de leite no Brasil tem crescido nos ultimos anos, estimada em torno de 4,3% no periodo de
2000 a 2012, havendo registros de producéo de leite em 555 microrregiGes geogréficas, das
558 existentes no pais (IBGE, 2012). O presente estudo utilizou vacas abatidas em
frigorificos sob inspecéo sanitaria na Regido do Vale do Paraiba, que se destaca pela maior
concentracdo de produtores leiteiros no Estado de Séo Paulo (LEITE BRASIL, 2005/2006)
(Fig. 2).

No presente estudo, foram coletados 80 Gteros de vacas de aptiddo leiteira na faixa
etaria de 3 a 5 anos. A avaliacdo clinica mostrou vacas em bom estado fisico geral, apenas
uma vaca apresentou papilomas em pele, e nenhuma apresentou papiloma em vulva.
Mesmo considerando que vacas leiteiras jovens encaminhadas para o abatedouro sdo
animais de descarte de rebanho por problemas produtivos e reprodutivos, ndo foi possivel
obter o historico clinico destes animais. N&o foram observados sintomas clinicos
(corrimento); em geral, as secrecfes genitais sdo totalmente reabsorvidas pela mucosa do
sistema reprodutivo apés o parto, sendo o Unico sintoma clinico a repeticdo do cio.
Acredita-se que cerca de 10% a 20% dos animais que repetem o cio sem causa aparente séo
portadores de endometrite (SANTOS; VASCONCELOS, 2006).

Foi possivel avaliar na macroscopia, que quatro vacas (5%) apresentaram metrite
decorrente da retencdo de placenta, acompanhada de necrose, cicatrizagdo, edema, descarga
uterina de coloracdo achocolatada e odor fétido. Entende-se por metrite a inflamacdo de
todas as camadas uterinas, e acomete 0s animais alguns dias ap0s o parto. Foi possivel
notar que outras quatro vacas (5%) apresentaram endometrite na mucosa da cérvix e corpo
uterino, estando a mucosa edemaciada, com superficie rugosa e presenca de fibrina, tendo
comprovado por microscopia Optica € comum a presenca de neutrofilos e um pequeno
espessamento endometrial (McGAVIN; ZACHARY, 2007).

Na citologia da cérvix uterina, de 80 esfregagos citoldgicos analisados, atipias foram
encontradas em 20 vacas (25%), tais como cariomegalia, binucleacdo e multinucleacao,
acompanhadas de neutrofilos. Em seres humanos, o Sistema Bethesda de classificacéo

citoldgica cérvico-vaginal considera que atipias celulares de significado indeterminado sédo
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caracterizadas por cariomegalia, binucleacéo e multinucleagdo (ASC, 2001), indicando uma
patologia a ser investigada. Ressalta-se que semelhantes atipias também foram observadas
nas vacas estudadas. Segundo Santos (1975), a endometrite bovina pode ser causada por
coliformes fecais, estafilococos, Vibrio foetus e Trichomonas foetus, dentre outros agentes,
que causam inflamagé&o.

A avaliacdo microscopica dos tecidos foi realizada por comparacdo de tecido
normal com lesionado. Segundo BACHA; BACHA (2003), o epitélio normal que reveste a
cérvix uterina bovina possui células cuboidais a poliédricas, com citoplasma abundante e
eosinofilico, e a submucosa é uniforme e fibrilar, com limites moderadamente distintos
entre mucosa e submucosa; as células normais de revestimento da mucosa uterina
apresentam nucleo redondo, com leve variacdo da forma e tamanho, localizacdo central e
cromatina uniforme. As alteracbes teciduais inflamatdrias, degenerativas, necroticas,
circulatorias, hiperplasia, hipertrofia e anaplasia foram descritas segundo literatura de
referéncia em anatomia patoldgica veterindria (JONES; HUNT; KING, 2000; McGAVIN;
ZACHARY, 2007).

Foram diagnosticadas por histologia 80 vacas, das quais 20 (25%) apresentaram
endometrite inespecifica e apresentaram as seguintes alteracfes: cariomegalia, hiperplasia
epitelial, binucleagdo e infitrado inflamatdrio neutrofilico. Estas alteragBes de endometrite
foram encontradas na cérvix, corpo uterino e corno uterino. Em tuba e ovéario ndo foram
encontradas alteracdes histopatoldgicas. Através do diagndstico histopatoldgico, foi
possivel concluir que o processo inflamatorio observado era localizado no Gtero. Processos
inflamatorios do trato genital feminino sdo, em sua grande maioria, de origem infecciosa, e
geralmente causados por manejo reprodutivo inadequado, principalmente os relacionados a
cobertura, auxilio obstétrico e acompanhamento do puerpério (GRUNERT; BIRGEL;
VALE, 2005).

Nas amostras positivas onde houve correlagdo de citologia e histologia para atipias
celulares e endometrite inespecifica, investigou-se um possivel agente oncogénico
associado a uma lesdo. Realizou-se a IHQ para o marcador pl6, por ser utilizado para
detectar atividade viral pré-lesional pelo PV humano (INCA, 2006). Estudos da p16 em

regido de colo uterino afirmaram que, em humanos, esse marcador é de alta confiabilidade
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para diagnosticar a presenca do HPV (GUO et al., 2011). Todas as amostras de cérvix
uterina e corpo uterino das vacas foram negativas para este marcador.

A origem da atipia citoldgica continuou sendo investigada, utilizando por IHQ o
marcador para a proteina Ki-67, que avalia expressdo mitética. Esta é a forma mais
confidvel para a avaliacdo do indice mitético em humanos, visando determinar um fator
prognostico de lesGes pré-cancerigenas e cancerigenas (GARZETTI et al., 1995). Esta
analise marcou intensamente o epitélio endometrial e linfécitos presentes no corpo uterino
das vacas, caracterizando adenocarcinoma endometrial e demonstrando que a Ki-67 pode
ser usada para avaliar indice mitético e lesdes cancerigenas em bovinos. Porém, este
biomarcador ndo marcou expressivamente o epitélio de revestimento da cérvix uterina pelo
fato de que nesta regido antdmica ndo havia lesdo tecidual atipica, porém os linfécitos
presente no limen de vasos sanguineos em corpo uterino e proximos da cérvix uterina
foram marcados pela Ki-67. O adenocarcinoma presente no corpo uterino das vacas
apresentou padrdo de marcagdo imunohistoquimica pela ki-67 e morfologico semelhante ao
descrito por Xavier (2010) em mulheres (ANEXOS 11 e 111), mostrando a possibilidade do
uso de bovinos como modelo experimental para esta patologia.

Estudos do carcinoma endometrial em humanos utilisaram na IHQ a associagéo do
biomarcador ki-67 e receptores hormonais de estrégeno (RE), mostrando a importancia
dessas moléculas no desenvolvimento desta patologia (MORIN, 2005). A expressdo do RE
na IHQ é encontrada principalmente em carcinoma endometridide humano em estagio
avancado (BONFITTO, 2002).

No presente trabalho, os 14 adenocarcinomas marcados pela Ki-67 foram
submetidos a IHQ para RE e resultaram positivos, revelando a participacdo do estrogeno na
carcinogénese, devendo ser considerado como um dos fatores de risco para o
desenvolvimento tumoral em datero bovino. Em vacas, a reproducdo assistida busca
aumentar os indices de fertilidade utilizando a hormonioterapia para induzir e sincronizar o
cio, e promover superovulacdo (EMBRAPA, 2002). Sdo utilizados horménios injetaveis
comerciais, tais como o Benzoato de Estradiol, Citrato de Estradiol, VValerato de Estradiol e
progesterona utilizadas na forma de dispositivos intra-vaginais, implante auricular e
injetaveis entre outros (SALISTRE, 2017). O uso de estradiol para induzir as vacas ao estro

deve sempre ser usado com cautela, pois ndo existe estudos que avaliem as doses de
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seguranca para a utilizacdo desses farmacos em vacas. Em humanos, os riscos da
estrogenoterapia e seus efeitos colaterais parecem estar relacionados & doses elevadas de
contraceptivos orais (RANG et al., 2001) por isso o presente trabalho analisou a presenca
de estrégeno através de biomarcador pela IHQ no utero das vacas com lesdes de
adenocarcinoma endometrial. Segundo o Ministério da Saude (2016), sabe-se que, entre as
causas de carcinoma endometrial em humanos, a terapia hormonal utilizando o estr6geno
sem associacdo da progesterona é o fator de risco mais preocupante, pois esse tipo tumoral
aproveita a auséncia do horménio progestacional, que tem a funcdo de proteger o
endométrio contra o crescimento anormal. A exata causa e origem do adenocarcinoma
endometrial em mulheres ainda é desconhecida (INCA, 2016).

Um dos maiores problemas relacionados a IA no Brasil refere-se a dificuldade na
deteccdo do estro (OLIVEIRA, 2007). Por essa dificuldade na detec¢cdo de estro em gado
leiteiro, a maioria dos produtores usa a IATF no rebanho a fim de explorar a0 maximo o
potencial reprodutivo do rebanho. Para que se tenha uma producéo eficaz com o uso da 1A
ou em qualquer manejo reprodutivo, € necessario avaliar a sanidade do animal e decidir se
estd apto ou ndo para esse procedimento (NUNES, 2017). Desta forma, podemos prevenir
ndo s6 o adenocarcinoma endometrial, pelo excesso no uso de estrégeno, mas também
outras patologias ligadas a manipulacdo hormonal em vacas, que podem reduzir a vida
reprodutiva desses animais, causando impacto econémico.

O uso da IATF s6 é justificavel se o rebanho tiver pastagem de boa qualidade, se 0s
animais estiver recebendo sal mineral e agua a vontade, para que vacas apresentem alto
indice reprodutivo com a utilizacdo hormonal. Outros fatores que podem interferir na 1A
sd0 0 estresse térmico e a falta de higiene no plantel (GODOI et al., 2010). Ou seja, antes
de introduzir no plantel a IATF, é necessario avaliar o0 ambiente, os fatores de estresse € a
sanidade do rebanho.

Atualmente, existem varios protolos de IATF utilizados em bovinos
(GOTTSCHALL et al., 2009). Os protocolos ja existentes exigem grande investimento do
produtor e corpo técnico preparado para esse fim, e em muitas situagdes os resultados séo
limitados, pois em alguns casos as taxas de prenhez sdo baixas em comparacdo a IA
convencional (PURSLEY et al., 1997), ndo justificando em ganhos produtivos o

investimento do pecuarista em farmacos de alto custo.
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Tratamentos para induzir novilhas a puberdade foram amplamente descritos na
literatura (RODRIGUES et al., 2014). O uso de estradiol se mostrou efetivo junto a outros
farmacos para inducdo da primeira ovulacdo em novilhas pré-puberes (RASBY et al.,
1998). No presente estudo, as vacas avaliadas tinham idade entre 3 a 5 anos; em 80 animais
abatidos, 14 (17,5%) apresentaram adenocarcinoma uterino, valor elevado para a
ocorréncia de neoplasia maligna acometendo o trato reprodutivo. A presenca de estrégeno
em novilhas vem encurtando a vida reprodutiva desses animais, esse tumor fragiliza o Utero
e pode causas infeccBes secundarias, das quais apds tratamento a base de antibidticos
resultardo em recidiva, devido a presencga do adenocarcinoma endometrial.

Farmacos a base de estrégeno sdo utilizados em técnicas para super ovular novilhas.
No estudo feito por Bacelar et al. (2010), novilhas Nelore foram tratadas com progesterona
e benzoato de estradiol injetavel, concluindo que esse protocolo foi eficaz na obtencao de
oocitos. RANG et al. (2001) utilizaram estrégeno em tratamento de reposi¢do hormonal em
mulheres e mostrou ser fator de risco para o desenvolvimento do carcinoma endometrial.
Portanto, a presenca de estrégeno avaliada pela IHQ nas vacas comprovou ser o estrégeno
também fator de risco para o desenvolvimento do adenocarcinoma endometrial.

O método Ovsynch desenvolvido para a sincronizacéo do estro e ovulacdo permite a
IATF sem a necessidade de observacdo de estro, e ndo utiliza estrogeno. O tratamento
consiste na administracdo de farmacos a base de protaglandina e de GhRH (WOLFENSON
et al., 1994; PURSLEY et al., 1997). Esse protocolo é mais seguro a satde reprodutiva das
vacas, tendo em vista que o presente trabalho confirmou ser o estrogeno um fator que
contribui para o desenvolvimento do adenocarcinoma endometrial, portanto, mais
protolocos que ndo uilizam estrégenos, como o Ovsynch, devem ser desenvolvidos para o
aumento da vida reprodutiva de vacas.

Gottschall et al. (2012) concluiram que a idade para o primeiro acasalamento nédo
exerceu influéncia sobre a taxa de prenhez na IATF e prenhez final em novilha de corte. O
protocolo OvSynch associado a um implante de progesterona se mostrou superior nos
resultados de prenhez a IATF quando comparado ao protoloco PEPE, que usa progesterona,
estrogeno, prostaglandina e estrogeno. Se temos a nossa disposicdo outras formas de
aplicacdo da IATF com auséncia de estrogeno, esses protocolos podem ser uma boa opc¢ao,

pois auxiliariam na sanidade e longevidade reprodutiva das matrizes.
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No presente estudo, todas as amostras das vacas (sangue total, ovério, tuba uterina,
corno uterino, corpo uterino e cérvix uterina) foram negativas para a nested-PCR utilizando
quatro diferentes primers do gene gene L1 para BPV (Delta Epsilon F/Delta Epsilon R e
FAP59/FAP64). Estes primers foram inicialmente desenhados para deteccdo de HPV,
porém tém sido aplicados em estudos que abordam a diversidade do BPV em bovinos.
Delta Epsilon F/Delta Epsilon R e FAP59/FAP64 também foram utilizados na pesquisa de
BPV presente em pele e mucosa de bovinos, por outros pesquisadores (FORSLUND et
al.,1999; MAEDA et al., 2007). Araldi (2014) utilizou os primers Delta Epsilon e
FAP59/FAP64 para pesquisa de BPV em papilomas cutaneos bovinos, com a finalidade de
obter um banco de BPV, tendo encontrado que os primers especificos para BPV-1 e BPV-2
foram mais sensiveis do que os degenerados na identificacdo do BPV, porém os especificos
apresentavam a desvantagem de ndo detectar novos tipos virais, podendo haver a
possibilidade de ocorréncia de outro genotipo de BPV néo identificado por estes primers. O
fato da nested-PCR ter resultado negativo, pode ser devido ao fato de que, em tecidos
neoplasicos, como exemplo em carcinoma de bexiga urinaria, o0 BPV esteja integrado ao
genoma da célula hospedeira e apresente baixos niveis de deteccao viral (CARVALHO et
al., 2003). Por outro lado, o virus controle utilizado na nested-PCR foi extraido de
papiloma cutdneo bovino, encontra-se em fase epissomal e apresenta titulos elevados,
facilitando sua deteccdo. Também torna-se necessario desenhar primers para deteccdo de
BPV a partir de sequéncias de nucleotideos destes virus, e ndo somente dos HPV.

No Japdo, Ogawa et al. (2004) identificaram mais 10 supostos tipos de BPV,
demonstrando que, a exemplo do HPV, a diversidade de tipos do BPV também pode ser
bastante ampla. Portanto, esse nimero pequeno de tipos virais conhecidos parece ser falha
metodoldgica na determinacdo dos tipos presentes em infec¢cbes, e ndo da inexisténcia de
diversidade antigénica e molecular em BPV (ARAUDI, 2014). No Brasil,
independentemente do nivel de tecnificacdo da exploracdo pecuéria, a infeccdo pelo BPV
pode ser encontrada em rebanhos bovinos de corte e, principalmente, nos de aptiddo leiteira
em praticamente todo o pais. Apesar da alta frequéncia da infeccdo, a determinacdo dos
tipos virais circulantes nos rebanhos ainda é bastante esporadica (CLAUS et al., 2007).

As diferentes técnicas da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) apresentam uma

discrepancia nas taxas positivas quando utilizadas em diferentes amostras clinicas. A
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padronizacdo da técnica nested-PCR validou o controle positivo em um papiloma cutaneo
bovino, genotipificado como BPV-1. A extracdo de DNA das amostras de tecido e sangue
total utilizaram kit de extracdo, reduzindo erros do manipulador. Utilizou-se primers de
regido conservada e ndo conservada do gene L1.

Em vacas, é possivel que o BPV seja inserido no Gtero por meio de inseminagdo
artificial, tendo em vista que ndo é realizado o controle sanitario obrigatério do BPV em
partidas de sémen bovino industrializado. Silva (2008) detectou DNA do BPV em sémen
bovino fresco e congelado industrializado. Em humanos, o sémen é reconhecida via de
eliminacdo do HPV e proibe-se que portadores seja doadores (RINTALA et al., 2004).

Tendo em vista que o BPV nédo foi detectado pela nested-PCR no trato genital,
sugere-se que outros fatores de risco possam estar associados as lesdes identificadas, tendo
em vista que os animais abatidos como descarte eram jovens e estavam em idade
reprodutiva, sendo possivel que a infertilidade tenha sido a causa do descarte. O
agronegocio do leite bovino leva em consideracdo o aumento da produtividade leiteira por
animal (IBGE, 2012). Por este motivo, a fémea bovina é explorada em seu maximo
potencial reprodutivo, a fim de gerar um bezerro ao ano e, consequentemente, entrar todo
ano em lactacdo. Do ponto de vista zootécnico, esse objetivo € alcancado por meio de
manejo reprodutivo racional, utilizando as biotécnicas da reproducdo, dentre as quais a
utilizacdo de hormdnios que sdo fatores de risco oncogénicos, e ndo devem ser utilisados de
forma discriminada.

O presente trabalho serve de referéncia para estudos de citologia oncoética uterina
bovina e histopatologia, bem como é inovador ao validar o uso de IHQ com biomarcadores
ki-67 e RE no diagnostico de adenocarcinoma uterino bovino, uma vez que ndo existe na
literatura cientifica fonte de referéncia para consulta que sirva de comparacdo, além da

humana.
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6 CONCLUSAO

» O adenocarcinoma endometrial em fémeas bovinas abatidas em frigorificos mostrou ser
uma patologia de ocorréncia elevada 17,50% (14/80), e esta associada a infertilidade e

descarte prematuro de matrizes em idade reprodutiva.

» A citologia oncética utilizando a técnica de coloracdo de Papanicolau demonstrou
concordancia com a histopatologia de HE, a exemplo do padréo diagndstico utilizado em

humanos para rastreamento de lesdes em Utero.

» A imunohistoquimica utilizando marcador anticorpo anti-proteina Ki-67 pode ser
utilizada no diagnostico de adenocarcinoma endometrial uterino bovino, sugerindo o

prognastico, a exemplo do utilizado em humanos.

» A imunohistoquimica utilizando marcador anticorpo anti-receptor de estrogeno
demonstrou que este horménio é um fator causal para o desenvolvimento de

adenocarcinoma endometrial uterino bovino, a exemplo do utilizado em humanos.

» Na amostragem avaliada, a nested-PCR utilizando os primers FAP59/ FAP64 e Delta
Epsilon F/ Delta Epsilon R para BPV ndo detectou o agente em Utero saudavel e nem em

utero com lesdes histoldgicas inflamatdrias inespecificas e tumorais.

» A fémea bovina mostrou ser um modelo experimental para a pesquisa de

adenocarcinoma uterino.
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ANEXO I

Figura 21 - Fotografia de adenocarcinoma endometrial. A expressdo da proteina Ki-67 esta
presente em 10% dos ndcleos em IHQ (XAVIER, 2010).

Figura 22 - Fotografia de adenocarcinoma endometria. A expressdo da proteina Ki-67 esta
presente 50% dos nacleos em IHQ (XAVIER, 2010).

|

Figura 23 - Fotografia de adenocarcinoma endometrial. A expressdo da proteina Ki-67 esta
presente 75% dos nucleos em IHQ (XAVIER, 2010).
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ANEXO Il

Figura 24 - Fotografia de adenocarcinoma endometrial. A expressdo da proteina Ki-67 esta
presente 90% dos nacleos em IHQ (XAVIER, 2010).



