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RESUMO 

 

A papilomatose é uma doença causada por um grande grupo de vírus epiteliotrópicos 

pertencentes a família Papillomaviridae que infectam virtualmente todos os animais 

amniotas. Os papilomavírus são compostos por um capsídeo formado pelas proteínas L1 e 

L2, do qual abriga uma molécula de DNA dupla fita e circular em seu interior, não contendo 

envelope lipoproteico. Eles são denominados vírus oncogênicos por causarem lesões 

benignas e malignas na epiderme e mucosas de seus hospedeiros. Ao longo dos últimos anos, 

há uma crescente identificação de diversos tipos de papilomavírus causando ampla variedade 

de lesões tanto em animais domésticos, quanto em animais selvagens. Isso se deve a difusão 

e maior facilidade ao acesso às ferramentas de sequenciamento convencional e de alto 

desempenho das quais permitem a identificação, a diferenciação e a quantificação viral. 

Grande parte das lesões papilomatosas podem ter significativo impacto na saúde animal, e 

também importantes perdas econômicas diretas e indiretas na pecuária. Esse estudo tem por 

objetivo compreender a diversidade genética de papilomavírus encontrados em cães e em 

bovinos leiteiros, provendo a comunidade científica e veterinária uma concisa atualização 

sobre este campo. Dessa maneira, foi realizada a detecção dos papilomavírus presentes em 

lesões associadas a papilomas, utilizando análise patológica, ferramentas de biologia 

molecular, sequenciamento pelo método Sanger e de alto desempenho, permitindo a 

classificação e a inferência filogenética das sequências obtidas. Este trabalho está dividido 

em dois capítulos. O primeiro capítulo apresenta o relato de um caso clínico de uma cadela 

com lesões papilomatosas incomuns que progrediram para uma neoplasia maligna. Foi 

possível descrever através da caracterização patológica das lesões, utilizando 

imunohistoquímica e hibridização in situ, revelando fortes sinais de associação entre o 

CPV16 com a neoplasia maligna. Foi possível recuperar o genoma viral presente na lesão, 

identificar o envolvimento do CPV16, construir uma inferência filogenética e comparar suas 

oncoproteínas. No segundo capítulo, descrevemos o projeto que teve como objetivo utilizar 

a estratégia de sequenciamento de alto desempenho afim de identificar coinfecções, 

possibilitar a montagem completa dos genomas virais, a caracterização e inferência 

filogenética dos tipos de papilomavírus bovino envolvidos nas lesões de teto de vacas 

leiteiras. Foi observado 23,5% de coinfecções, destacando a técnica de PCR convencional 

seguida por sequenciamento SANGER não demonstra a real totalidade de BPVs contidos na 

lesão. Além disso, foram caracterizados 17 novos prováveis novos tipos de BPVs, dentre eles 

um novo gênero e uma nova espécie. Devido a diversidade de BPVs encontrada nas lesões 

não se pode associar algum tipo a determinada localização anatômica. Esse estudo destaca a 

importância da oncogênese induzida pelo CPV e a diversidade de tipos de BPVs encontrada 

em tetos de vacas leiteiras, expandindo o atual conhecimento genético da família 

Papillomaviridae.  

 

Palavras-chave: papilomavírus bovino; papilomavírus canino; sequenciamento; 

caracterização; detecção   



ABSTRACT 

 

The papillomatosis is a disease caused by a large group epitheliotropic viruses belonging to 

the family Papillomaviridae that infect virtually all amniote animals. They are non-enveloped 

viruses composed of a capsid that is structured by the L1 and L2 proteins, which harbor a 

circular double-stranded DNA molecule. PVs are oncogenic viruses that cause benign and 

malignant lesions in the epidermis and mucosa of their hosts. Over the last few years, there 

is increasing identification of various types of papillomavirus causing wide range of lesions 

in both domestic and wild animals. This is due to the diffusion and easier access to the 

conventional and high throughput sequencing tools that allow identification, differentiation 

and viral quantification. Much of the papillomatous lesions can have a significant impact on 

animal health, as well as significant direct and indirect economic losses on livestock. This 

study aims to understand the genetic diversity of papillomavirus found in dogs and dairy 

cattle, providing the scientific and veterinary community a concise update on this field. 

Hence, the detection of papillomavirus present in papillomatous-like lesions was performed 

using molecular biology tools, Sanger and high yield sequencing, allowing the classification 

and phylogenetic inference of the sequences obtained. This work is divided into two chapters. 

The first chapter report a clinical case of a female dog with uncommon papillomatous lesions 

that progressed to a malignant neoplasm. Among them, we were able to describe the 

associations of a CPV16 strain with invasive SCC, build a phylogenetic inference, identify 

and compare the oncoprotein genes of the CPV16 strain. In the second chapter, is was applied 

an unbiased molecular tool for the detection and characterization of BPV in samples 

regarding teats warts lesion. We observed 23.5% of coinfections, highlighting that PCR 

followed by sanger sequencing cannot represet the totality of BPVs presents in the sample. 

Moreover, we described fifteen putative new BPV tipes, among them one new genus and one 

new species. Due to the diversity of BPVs found in the lesions, no type can be associated 

with a specific anatomical location. This study highlights the importance of CPV-induced 

oncogenesis and the diversity of BPV types found in dairy cow teats warts, expanding the 

current genetic knowledge of the Papillomaviridae family. 

 

Keyworlds: bovine papilomavirus; canine papilomavirus; sequencing; characterization; 

detection 
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INTRODUÇÃO 

 

A papilomatose é uma doença infectocontagiosa causada por um grande grupo de 

vírus epiteliotrópicos altamente diversos que ocorre na maioria dos vertebrados, incluindo as 

aves, os peixes, répteis e os mamíferos (CAMPO, 1997, 2006; DE VILLIERS et al., 2004; 

LÓPEZ-BUENO et al., 2016; RECTOR; VAN RANST, 2013). Os papilomavírus (PVs) são 

transmitidos por contato direto ou indireto através de fômites, devido a propriedade do agente 

de se manter infectivo no meio ambiente (MUNDAY; THOMSON; LUFF, 2017) A 

apresentação clínica do PV em seus hospedeiros varia de lesões proliferativas benignas na 

epiderme, conhecidas popularmente como verrugas, que regridem espontaneamente a partir 

de uma resposta imune eficiente do hospedeiro, a lesões neoplásicas malignas, as quais 

geralmente acometem as mucosas, acarretando risco à vida do animal (GIL DA COSTA et 

al., 2017; MUNDAY; KIUPEL, 2010; SILVESTRE et al., 2009). 

As infecções por papilomavírus canino (CPV) costumam ser inaparentes, porém 

verrugas orais e cutâneas são as manifestações clínicas mais frequentes em cães. A infecção 

normalmente não resulta em hiperplasia epitelial clinicamente visível, devido a eficiente 

resposta do sistema imune que evita que as proteínas virais promovam alterações na 

regulação normal das células epiteliais (EGAWA; DOORBAR, 2017). No entanto, alterações 

do hospedeiro associadas ao seu estado imunitário, ainda não compreendidas em sua 

totalidade, podem permitir a maior expressão de proteínas virais. A imunodepressão parece 

ser um fator importante na predisposição do animal a desenvolver lesões associadas ao CPV 

e o aumento na frequência de casos associados a placas de pigmentação em cães sugere que 

fatores genéticos podem influenciar na evolução das lesões papilomatosas (MUNDAY; 

THOMSON; LUFF, 2017).  

Diversos CPVs recentemente identificados e caracterizados estão sendo associados à 

indução de placas pigmentadas, que podem subsequentemente progredir para carcinomas in 

situ ou invasivos, através de uma imunodepressão causada por fármacos em sua maioria 

(GOLDSCHMIDT et al., 2006; LUFF et al., 2016; MUNDAY; KIUPEL, 2010). A frequente 

identificação de novos tipos de CPV e a observação de que alguns tipos virais podem de fato 

estar associados a lesões malignas, continuam alimentando esta discussão (GIL DA COSTA 

et al., 2017). 
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Da mesma forma, o papilomavírus bovino (BPV) causa uma enfermidade crônica, de 

caráter tumoral que afeta rebanhos bovinos de leite e de corte em todo o mundo, sendo 

associado a diversas formas de tumores benignos e malignos (BORZACCHIELLO; 

ROPERTO, 2008). As lesões ocasionadas pela infecção com BPV determinam prejuízos 

econômicos consideráveis à bovinocultura tanto por perdas diretas, causadas por mortes dos 

animais, quanto indiretas, representadas por reduções na produtividade e no valor comercial 

dos animais e subprodutos, como o leite (ALFIERI; LUNARDI; ALFIERI, 2012).  

Especialmente a papilomatose de teto, a qual afeta vacas leiteiras do mundo todo, é 

um problema de saúde negligenciado na produção, resultando em perdas econômicas. A 

ordenha pode ser dificultada quando os animais apresentam numerosas verrugas no teto, e a 

ocorrência de ulceração e as rupturas de lesões cutâneas estabelecidas podem predispor à 

mastite e distorções nos ductos do teto (LUNARDI et al., 2016), além de causar desconforto, 

dor e sofrimento ao animal. A manutenção de animais com alterações na conformação da 

glândula mamária, assim como rebanhos com alto número de animais infectados pode 

resultar em redução do lucros na produção leiteira (BORZACCHIELLO; ROPERTO, 2008; 

CAMPO, 2002, 2003). Ademais, dentre os PVs que infectam animais de produção, os BPVs 

são os mais estudados, tanto pela sua relevância clínica, quanto pela utilização como modelo 

comparativo no estudo da patogênese das lesões induzidas pelos papilomavírus em geral, 

especialmente os PVs humanos (HPVs) (GIL DA COSTA; MEDEIROS, 2014).  

Atualmente, mais de 200 tipos de HPVs foram totalmente sequenciados, 

caracterizados e catalogados, contrastando com o pequeno número de papilomavírus 

encontrados em bovinos e caninos (http://pave.niaid.nih.gov). Apesar de ser um agente 

etiológico importante, a detecção e a caracterização de PVs em animais é ainda deficiente 

(MUNDAY et al., 2007; RECTOR; VAN RANST, 2013). Esse fato se deve, em parte, às 

técnicas de detecção moleculares, que utilizam-se de testes baseados no conhecimento prévio 

de sequências genômicas (FREITAS et al., 2013) e ao pequeno número de estudos em 

papilomavírus não-humanos. 

As técnicas de biologia molecular permitem a detecção, a diferenciação e a 

quantificação viral, além de identificar variantes virais e novos papilomavírus (BRUM; 

WEIBLEN, 2012). Além disso, com a difusão e maior facilidade ao acesso a tecnologias de 

sequenciamento convencional e de última geração (HARISMENDY et al., 2009; 
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SCHUSTER, 2008), estudos de caracterização genética dos tipos virais podem elucidar 

questões sobre as lesões induzidas pelo PV, auxiliando no controle e tratamento da 

papilomatose (DOORBAR et al., 2016). 

O presente estudo teve por objetivo contribuir acerca do compreendimento da 

diversidade genética de papilomavírus encontrados em cães e em bovinos leiteiros. Através 

de métodos moleculares e patológicos foi possível detectar, caracterizar e inferir 

filogeneticamente os papilomavírus presentes nas lesões desses animais. Baseado na 

perspectiva tanto do bem-estar animal, quanto da produção animal, o estudo teve o intuito de 

prover novos conhecimentos para estabelecimento de estratégias de controle e tratamento 

desta enfermidade.  

 

1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 Histórico  

 

A ocorrência de papilomas em humanos é descrita há séculos e está presente em 

relatos de origem grega e romana. Evidentemente, de acordo com o conhecimento científico 

da época, não se sabia a etiologia das lesões, fato é que verrugas genitais eram consideradas 

como apresentações distintas de sífilis e/ou gonorreia. A origem viral das lesões verrucosas 

foi demonstrada no começo do século XX por Ciuffo (1907), ao inocular um filtrado de 

células retiradas diretamente da lesão verrucosa em outro indivíduo, havendo assim a 

reprodução da doença.  

Em 1898, M’Fadycan e Hobday relataram a etiologia infecciosa do papilomavírus 

oral canino (COPV) (apud ROUS; BEARD, 1935). No entanto, o primeiro papilomavírus em 

animal foi identificado nos anos 30, por Richard Shope, ao caracterizar a natureza da 

transmissão do papiloma cutâneo em uma espécie de coelho selvagem (do inglês cottontail 

rabbit, gênero Sylvilagus). Portanto, o cottontail rabbit papillomavirus (CRPV) foi o 

primeiro vírus DNA oncogênico identificado (apud NICHOLLS; STANLEY, 2000) e um 

importante modelo para estudos pioneiros sobre oncogênese viral. Porém, esse modelo de 

estudo oncogênico foi substituído pela descoberta dos poliomavírus, que poderiam ser 

replicados em cultivos de monocamada celular e ainda induziam transformações 
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morfológicas in vitro, em contraste ao CRPV cujos estudos somente poderiam ser feitos em 

cobaias (HOWLEY; SCHILLER; LOWY, 2013). Os estudos com os PVs foram menos 

intensos nas décadas de 50 e 60, no entanto, o advento da tecnologia do DNA recombinante 

e clonagem gênica na década de 70, permitiu aos pesquisadores “contornar” a 

impossibilidade de replicar os PVs in vitro (HOWLEY; SCHILLER; LOWY, 2013). 

Historicamente, os poliomavírus e PVs formavam uma única família denominada 

Papovaviridae, cujo nome é derivado das iniciais de seus três membros (Papillomavirus, 

Polyomavirus e Simian Vacuolating Agent – SV40). Essa classificação se deu devido a 

semelhanças nas propriedades estruturais como tamanho e forma do vírion, ausência de 

envelope e genoma constituído por DNA fita dupla circular. A família Papoviridae incluía 

dois gêneros, distintos apenas com base no diâmetro médio dos vírions: os Polyomavirus, 

com as espécies poliomavírus e o SV-40, e o Papillomavirus. No entanto, o 7° Comitê 

Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) dividiu a família Papovaridae nas famílias 

Papillomaviridae e Polyomaviridae, de acordo com estudos moleculares comparativos que 

indicaram diferenças fundamentais entre eles, destacando-se o tamanho e a organização 

genômica, na qual, praticamente, não são observadas similaridades na sequência de 

nucleotídeos entre estas famílias (VAN REGERNMORTEL et al., 2000). 

 

1.2  Estrutura dos virions 

 

Os papilomavírus são vírus pequenos, com 55 a 60 nm de diâmetro, desprovidos de 

envelope lipoprotéico, apresentando simetria icosaédrica (BORZACCHIELLO; ROPERTO, 

2008) (Figura 1). Cada capsômero é composto por duas proteínas denominadas late protein 

1 e late protein 2 (L1 e L2, respectivamente) (PFISTER; ZUR HAUSEN, 1978). 
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Figura 1. Esquema da organização do capsídeo viral e suas proteínas. Adaptado de Schiller e Müller 

(2015). 

 

O capsídeo é composto por 72 capsômeros originando o aspecto arredondado do 

vírion observado por microscopia eletrônica (ME) (Figura 2). A partícula viral é resistente 

às condições ambientais e a solventes lipídicos, fator esse importante na transmissão do vírus.  

 

Figura 2. Microscopia eletrônica da superfície a partícula viral de um papilomavírus bovino tipo 1 

(WOLF et al., 2010). 
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1.3 Organização genômica 

 

O genoma dos PVs é composto por uma molécula de DNA fita dupla circular, de 

aproximadamente 7,3 a 8 kpb (RECTOR; VAN RANST, 2013). Contido dentro do capsídeo 

está o genoma dos PVs conjugado com histonas, formando um complexo semelhante à 

cromatina (DE VILLIERS et al., 2004). Todos os genótipos de PV seguem um mesmo padrão 

de organização genômica, com somente uma fita codificante e apresentam fases abertas de 

leitura (open reading frame - ORFs) sobrepostas e aninhadas (ALFIERI; LUNARDI; 

ALFIERI, 2012; LAZARCZYK et al., 2009). A arquitetura do genoma dos PVs é dividida 

em três diferentes regiões: a região longa de controle (long control region - LCR), que 

contém os elementos necessários para replicação e transcrição do DNA viral, e duas regiões 

que contém as ORFs, que correspondem aos genes precoces (early - E) e tardios (late - L) 

(BORZACCHIELLO; ROPERTO, 2008; VAN DOORSLAER et al., 2013). As três regiões 

são separadas por dois sítios de poliadenilação (pA), o sítio da região precoce (pAE) e o sítio 

da região tardia (pAL) (ZENG e BAKER, 2006).  

A arquitetura genômica típica dos PVs utiliza o BPV1 como protótipo (RECTOR; 

VAN RANST, 2013). O BPV1 contém no segmento E (early genes) até seis ORFs, e o 

segmento L (late genes) contém duas ORFs. Os genes precoces (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) 

codificam as proteínas (que recebem os mesmos nomes dos genes) envolvidas tanto na 

replicação e transcrição do DNA viral quanto na transformação celular (CORTEGGIO et al., 

2013; LAMBERT, 1991; VENUTI et al., 2011); por outro lado, os genes tardios (L1 e L2) 

codificam as proteínas do capsídeo viral L1 e L2. Há um elevado grau de conservação entre 

os genomas, porém estudos apontam organizações genômicas divergentes entre os membros 

da família Papillomaviridae, e somente o core das ORFs E1, E2, L2 e L1 está presente em 

todos seus membros já descritos (RECTOR; VAN RANST, 2013). A Figura 3 mostra um 

esquema da organização do genoma do BPV1. 
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Figura 3. Representação esquemática da organização do genoma do BPV1. A figura da organização 

genômica foi montada com o programa Geneious (versão 8.1) (número de acesso no GenBank 

NC_001522). 

 

A LCR é uma região não-codificante do genoma, com aproximadamente 500-1000 

nucleotídeos (nt), localizada a montante da região de transcrição precoce e compreende 

aproximadamente 10 a 15% do genoma viral (LAZARCZYK et al., 2009). Esta possui 

elementos regulatórios para a replicação viral e controla os genes de transcrição e 

transformação celular nos PVs. Genericamente as LCRs possuem organizações similares: 

uma região promotora, uma região potencializadora e um ou mais sítios de ligação altamente 

conservados para a proteína E2 (E2 binding-sites - E2BS) (DESAINTES; DEMERET, 1996; 
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ZHENG; BAKER, 2006). As posições dos E2BS nos diferentes genomas podem influenciar 

nas características da regulação da expressão do genoma viral (LAZARCZYK et al., 2009). 

 

1.4 Proteínas virais 

 

As proteínas dos BPVs são divididas em tardias (L1 e L2) e precoces (E1, E2, E4, 

E5, E6, E7 e E8). As proteínas L1 e L2 são estruturais, compõem o capsídeo viral e as 

oncoproteínas E5, E6 e E7, modulam o processo de transformação celular (MÜNGER; 

HOWLEY, 2002). Teoricamente, as proteínas E1, E2, L1 e L2 poderiam realizar sozinhas as 

tarefas básicas de replicação, regulação, estabilização e empacotamento do DNA viral, 

levando à liberação dos vírions (BRAVO; FÉLEZ-SÁNCHEZ, 2015). 

As proteínas E1 e E2 são expressas logo após a infecção pelo PV, uma vez que suas 

funções são essenciais para a replicação viral (TEREZA et al., 2011). A ORF correspondente 

à proteína E1 é a segunda mais conservada dentre as demais, muito pelo seu papel essencial 

na replicação do PV. Para isso, três domínios funcionais atuam de forma a iniciar o processo 

induzindo a fosforilação da proteína quinase CdK2 (domínio N-terminal), promover a 

abertura da dupla hélice do DNA viral (domínio C-terminal) e formar o complexo proteico 

E1/E2 (WALLACE; GALLOWAY, 2014). Por sua vez o complexo proteico E1/E2 recruta 

proteínas responsáveis pela replicação viral, tais como topoisomerase I, DNA polimerase I e 

proteína de replicação A ao se ligar ao domínio presente na LCR denominado ori 

(ENEMARK et al., 2000; SCHUCK; STENLUND, 2015). 

A proteína E2 é considerada uma importante moduladora da expressão proteica 

celular e viral (conhecida como reguladora epigenética), por causa de sua função inibitória 

no reparo a danos do DNA e de sua função regulatória da expressão das proteínas ditas 

oncogênicas dos PVs (E6 e E7) (ARALDI et al., 2017). Em altos níveis de expressão, a E2 

inibe a ligação da RNA polimerase II, reprimindo a transcrição das proteínas E6 e E7 (CAI 

et al., 2013); em baixos níveis de expressão, a E2 recruta fatores de transcrição, formando 

um livre complexo de transcrição (GARCÍA-VALLVÉ; ALONSO; BRAVO, 2005). O 

domínio C-terminal da proteína E2 tem como função a distribuição equitativa das cópias 

virais após a citocinese, por interagir com resíduos de lisina das histonas acetiladas 

(WALLACE; GALLOWAY, 2014). A acetilação dos resíduos de lisina propicia o acesso de 
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fatores de transcrição e da RNA polimerase II a região codificadora por promover menor 

afinidade entre o DNA e as histonas, removendo as cargas positivas da porção N-terminal do 

componente proteico das histonas. Consequentemente, a acetilação estimula a transcrição; 

enquanto a deacetilação a inibe. 

A proteína BPV E5 é capaz de ligar-se aos receptores β do fator de crescimento 

derivado de plaquetas (PDGFβR) e conduzir a transformação das células 

(BORZACCHIELLO et al., 2006). A proteína expressa pelo gene E7 associa-se fortemente 

à proteína supressora de tumores de retinoblastoma (RB), inativando-a e, por fim, 

estimulando o ciclo celular, sendo a E7 a principal proteína oncogênica viral (SHAI et al., 

2007; ZUR HAUSEN, 2009). Adicionalmente, a oncoproteína E6 promove a transformação 

neoplásica por dois mecanismos: ativando a telomerase e inativando a proteína 53 (p53), 

desregulando o ciclo celular (SHAI et al., 2007; ZUR HAUSEN, 2009). Essas diferenças são, 

por um lado, críticas para a compreensão das especificidades das lesões induzidas pelo PVs 

e, por outro lado, uma oportunidade para obter conhecimentos sobre a fisiologia celular em 

geral (GIL DA COSTA et al., 2017). Em resumo a figura 4 apresenta a expressão diferencial 

das proteínas. 
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Figura 4. Organização do genoma de BPV e expressão diferencial de proteínas: o genoma DNA 

circular de cadeia dupla é dividido em região precoce (E), tardia (L) e na região longa de controle 

(LCR). A região inicial codifica as proteínas de replicação e oncoproteínas (E1, E2, E4, E5, E6 e E7). 

Essas proteínas são expressas da camada basal para a camada cornificada, estando envolvidas com a 

replicação viral e liberação de vírion (E4). A região tardia codifica as proteínas do capsídeo L1 e L2. 

Uma vez que essas proteínas estruturais estão envolvidas na montagem do vírus, elas são expressas 

nas camadas do epitélio mais diferenciadas (granular e cornea). Retirados de Araldi (2017).  

 

1.5 Classificação 

 

Esta grande família viral é formada por vírus filogeneticamente classificados em 49 

gêneros e composta de diversas espécies, tipos, subtipos e variantes 

(http://ictvonline.org/index.asp) (Figura 5). Atualmente, a sequência de nucleotídeos do gene 

L1 é utilizada para a classificação dos PVs, por ser o gene mais conservado do genoma 

(BERNARD et al., 2010; DE VILLIERS et al., 2004). Um novo tipo de PV é considerado 

quando o seu genoma completo é totalmente sequenciado e a ORF L1 difere mais de 10% 

dos tipos de PVs já descritos. Mesmas espécies de PV compartilham entre 71% e 89% de 

http://ictvonline.org/index.asp
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identidade de nucleotídeos nesta mesma ORF. As similaridades menores que 60% definem 

um novo gênero. Um subtipo é definido quando a diferença entre a ORF L1 é entre 2% e 

10%, e uma variante viral ocorre quando esta diferença é menor do que 2% (BERNARD et 

al., 2010; DE VILLIERS et al., 2004).  
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Figura 5. Relações filogenéticas entre todos os tipos de papilomavírus estabelecidos, demonstrando 

sua classificação. A árvore filogenética é baseada num alinhamento de sequência de nucleótideos L1 

de todos os tipos de papilomavírus caracterizados (os 112 papilomavírus que não infectam humano). 

Retirado de Rector e Van Ranst (2013). 
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1.5.1 Papilomavírus bovino 

 

Atualmente, os BPVs estão classificados em cinco gêneros, cinco espécies e 24 tipos. 

O gênero Deltapapillomavirus é constituído pela espécie Deltapapillomavirus 4 

(compreendendo o BPV1, 2, 13 e 14); Epsilonpapillomavirus pela espécie 

Epsilonapapillomavirus 1 (BPV5 e BPV8); Dyoxipapillomavirus pela espécie 

Dyoxipapillomavirus 1 (BPV7); o gênero Xipapillomavirus pelas espécies Xipapillomavirus 

1 (BPV3, 4, 6, 9, 10, 11, e 15), Xipapillomavirus 2 (BPV12) e pelos BPVs tipo 17, 20, 23 e 

24; por fim, o gênero Dyokapapillomavirus formado pelos tipos BPV16, 18 e 22. Os BPVs 

19 e 21, recentemente descobertos, ainda não foram classificados (http://pave.niaid.nih.gov) 

(Tabela 1). A Figura 6 mostra a atual disposição dos grupos de BPV dentre os gêneros de 

papilomavírus descritos. Além disso, novos tipos de PVs estão sendo descobertos através do 

emprego de técnicas moleculares que facilitam a detecção e caracterização filogenética da 

diversidade viral encontrada entre os papilomavírus que infectam bovinos (DA SILVA et al., 

2016). 

 

Tabela 1. Esquema da classificação das espécies e tipos de papilomavírus bovino dentro dos 

respectivos gêneros. * Representa os tipos ainda não classificados dentro de uma espécie. 

Gênero Espécie Tipos de BPV  

Deltapapillomavirus Deltapapillomavirus 4  1, 2, 13 e 14 

Xipapillomavirus Xipapillomavirus 1 3, 4, 6, 9, 10, 11 e 15 

Xipapillomavirus 2 12 

Xipapillomavirus * 17, 20, 23 e 24 

Epsilonpapillomavirus Epsilonpapillomavirus 1 5, 8 

Dyokapapillomavirus Dyokapapillomavirus* 16, 18 e 22 

Dyoxipapillomavirus Dyoxipapillomavirus 1 7 

* * 19 e 21 
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Figura 6. Disposição filogenética dos grupos de papilomavírus bovino utilizando a ORF L1 completa 

de cada representante de BPV. Gêneros ainda não classificados estão representados por *. Retirado 

de Chaves (2017)  

 

1.5.2 Papilomavírus canino 

 

Atualmente, 20 papilomavírus caninos (CPVs) já foram reconhecidos de acordo com 

a base de dados Papillomavirus Episteme (PaVE) (https://pave.niaid.nih.gov). Os CPVs são 

organizados entre três gêneros distintos (Figura 7). Os tipos 1 e 6 são classificados dentro do 

gênero Lambdapapillomavirus; CPV 2, 7, 13, 17 e 19 dentro do Taupapillomavirus; e o 

gênero Chipapillomavirus é composto pelos demais tipos (CPVs 3, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 

15, 16, 18 e 20) (Tabela 2).  
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Tabela 2. Esquema da classificação das espécies e tipos de papilomavírus canino dentro dos 

respectivos gêneros. * Representa os tipos ainda não classificados dentro de uma espécie. 

Gênero Espécie Tipos de CPV 

Lambdapapillomavirus 
Lambdapapillomavirus 2 1 

Lambdapapillomavirus 3 6 

Taupapillomavirus 

Taupapillomavirus * 17 e 19 

Taupapillomavirus 1 2 e 7 

Taupapillomavirus 2 13 

Chipapillomavirus 

Chipapillomavirus * 18 e 20 

Chipapillomavirus 1 3, 5, 9, 11 e 12 

Chipapillomavirus 2 4 e 16 

Chipapillomavirus 3 8, 10, 14 e 15 

 

 

Figura 7. Disposição filogenética dos grupos de papilomavírus canino utilizando a ORF L1 completa 

de cada representante de CPV. Retirado de Alves colaboradores (em publicação). 
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1.6 Epidemiologia 

 

As papilomatoses tem distribuição mundial e, embora a mortalidade seja baixa, lesões 

de caráter maligno podem levar o animal a óbito. O vírus se dissemina por contato direto ou 

indireto, sexual, fômites (agulhas, brincadores e outros aparelhos contaminados), instalações 

e, possivelmente, insetos (CAMPO et al., 1994; FINLAY et al., 2009; REID et al., 1994).  

Diversos tipos de papilomavírus caninos foram relatados e associados a uma série de 

lesões de mucosas e/ou cutâneas. No entanto, existem dúvidas quanto a gama de lesões 

(principalmente benignas) atribuíveis a cada tipo viral (GIL DA COSTA et al., 2017). Em 

geral, acredita-se que o CPV1 é associado a papilomatoses orais (PORCELLATO et al., 

2014; SANCAK et al., 2015) (Figura 8), em conjunto com o CPV13 (LANGE et al., 2009) 

que está presente em uma gama de lesões conjuntivais (BRANDES et al., 2009). Porém, a 

maioria dos papilomas orais não progridem para tumores malignos e raramente seu DNA é 

encontrado em carcinomas, tipo de câncer comum na epiderme (GIL DA COSTA et al., 

2017).  

 

Figura 8. Papilomatose oral em um cão. Esta doença é caracterizada pela presença de numerosos 

crescimentos vegetativos exofíticos envolvendo os lábios e a boca. Este cão também tem papilomas 

cutâneos envolvendo a pele ao redor da boca (fotografia gentilmente cedida pelo Dr. Stephen White, 

da University of California Davis, Califórnia, EUA). Retirado de Munday, Thomson and Luff (2017). 
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Os CPVs pertencentes ao gênero Chi são largamente associados a placas 

pigmentadas, porém poucos tipos são identificados em lesões malignas (LUFF et al., 2015, 

2016; TOBLER et al., 2006). Especula-se que algumas raças possam ser predispostas à 

formação de placas pigmentadas (Figura 9), causada pela infecção do CPV (NAGATA et al., 

1995; TOBLER et al., 2008), enquanto o desenvolvimento da mesma lesão em outras raças 

tem sido restrita a cães imunodeprimidos (CALLAN; PREZIOSI; MAULDIN, 2005; 

STOKKING et al., 2004). Além disso, os recentemente identificados CPV12, 16 e 18 (LUFF 

et al., 2016), como também três dos quatros CPVs pertencentes ao gênero Tau, e por fim, o 

CPV2 foram reportados em casos de placas de pigmentação que se transformaram em lesões 

malignas (GOLDSCHMIDT et al., 2006; YUAN et al., 2007). Devido à escassez de artigos 

identificando associações entre os CPVs e as lesões cancerígenas, não se pode determinar 

quais tipos seriam mais prevalentes e, ainda, quais tipos causam quais lesões (GIL DA 

COSTA et al., 2017). 

 

 

Figura 9. Placas pigmentadas em um cão. As placas são escuras e estão cobertas por uma camada de 

queratina (fotografia cortesia do Dr. Mark Turnwald, Clínica Veterinária Belmont, North Shore City, 

New Zealand). Retirado de Munday, Thomson and Luff (2017) 
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Em bovinos, os papilomavírus bovinos induzem lesões benignas em diversas 

localizações anatômicas da pele, verrugas no úbere, prepúcio e vulva e lesões malignas na 

mucosa da bexiga urinária e do tubo digestivo superior (CAMPO, 2002; ELZEIN et al., 1991; 

WOSIACKI et al., 2006) (Figura 10). Especificamente na bovinocultura leiteira, a ordenha 

pode tornar-se difícil devido às lesões papilomatosas no teto e manter as vacas afetadas nos 

rebanhos pode diminuir o lucro econômico na indústria de laticínios (LUNARDI et al., 2016) 

(Figura 11). 

 

 

Figura 10. Papilomatose em um bovino. Lesões exofíticas nas regiões da cabeça, tabua do pescoço 

e cernelha. Retirado do banco de dados do site http://pave.niaid.nih.gov (BAKER, [s.d.]). 

 

Figura 11. Papilomatose de teto em um bovino. Lesõe de padrão exofítico no teto uma vaca. 

Adaptado de Lunardi e colaboradores (2016). 

 

Os tipos de BPV que estão classicamente relacionados com a infecção de tetos e úbere 

de vacas são BPV1, 5 e 6. No entanto, as investigações visando a detecção e genotipagem de 

novos tipos de BPV envolvidos como agentes causadores da papilomatose de teto revelaram 

uma alta diversidade de tipos virais associados a essas lesões (LUNARDI et al., 2016). Com 

base nestes achados epidemiológicos, pode-se concluir que estabelecer uma relação entre os 

tipos de BPV e o tropismo anatômico para verrugas cutâneas de bovinos é difícil e pouco 
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confiável, e que esses tipos virais podem não estar restritos à localização anatômica 

específica no gado (BATISTA et al., 2013; CLAUS et al., 2007, 2009; MAEDA et al., 2007; 

OGAWA et al., 2004). 

 

1.7 Patogenia e sinais clínicos 

 

1.7.1 Biologia da papilomatose 

 

Atualmente, considera-se que, em geral, as infecções por PVs são limitadas ao 

epitélio estratificado mucocutâneo, sendo seu ciclo de replicação viral dependente e 

intimamente coordenado pela replicação e diferenciação de células da epiderme 

(DOORBAR, 2005; DOORBAR et al., 2012; MUNDAY, 2014). Acredita-se que, para a 

infecção ser estabelecida, é necessária a ocorrência de um microtrauma ou erosão da 

epiderme para que o vírus possa infectar o epitélio basal (DOORBAR et al., 2012; 

SCHILLER; DAY; KINES, 2010).  

Uma vez que o PV infecta as células basais, o genoma viral é incorporado ao núcleo 

celular. Após a célula completar um ciclo mitótico, o vírus inicia a expressão de proteínas E1 

e E2, resultando na produção de 10 a 200 cópias do genoma viral, que permanecem no núcleo 

celular como um cromossomo epissomal, não integrado ao genoma celular (BRAVO; 

FÉLEZ-SÁNCHEZ, 2015; DOORBAR et al., 2012). A replicação das células basais mantém 

a infecção, contudo, a diferenciação terminal e a queratinização das células infectadas é 

necessária para uma infecção produtiva (DOORBAR, 2006). A diferenciação celular 

desencadeia a expressão das proteínas virais precoces, que impedem as células suprabasais 

de deixar o ciclo celular (o que resultaria em degeneração nuclear) e, ao invés disso, faz com 

que as células reentrem na fase S do ciclo celular e produzam numerosas cópias virais 

(DOORBAR et al., 2012). As proteínas E6, E7 e, predominantemente, a proteína E5, no caso 

dos delta-BPVs, parecem mediar esse processo de proliferação das células das camadas 

basais e parabasais (BOHL; HULL; VANDE POL, 2001; DOORBAR et al., 2012; SILVA 

et al., 2013). A liberação do vírion ocorre durante a descamação das células infectadas da 

superfície das lesões (DOORBAR, 2006). Um esquema da infecção por HPV é ilustrado na 

figura 12.  
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Figura 12. Representação esquemática do ciclo replicativo do papilomavírus. Adaptado de Lowry 

and Schiller (2006) 

 

1.7.2 Papilomatose de teto bovino 

 

Os agentes etiológicos das lesões de papiloma encontradas nos tetos e úbere 

consistem nos diversos tipos de BPVs, porém o BPV1, 5 e 6 têm sido frequentemente 

identificados nessas localizações anatômicas. As lesões cutâneas se caracterizam por serem 

exofíticas e histologicamente classificadas como neoplasias de células escamosas benignas 

(papiloma cutâneo) e fibropapilomas, independentemente do tipo viral identificado (Figuras 

13 e 14) (CAMPO, 2002; LINDHOLM et al., 1984). 

  



37 

 

Figura 13. Corte histológico de um fibropapiloma bovino, coloração HE. Vírus do gênero delta, 

como o BPV1, causam fibropapilomas em ungulados. O vírus infecta e replica em fibroblastos 

dérmicos causando extensa proliferação e um grande fibroma subjacente ao epitélio. O epitélio 

apresenta acantose, coilocitose, paraqueratose e hiperqueratose. Retirado do banco de dados do site 

http://pave.niaid.nih.gov (BAKER, [s.d.]). 

 

 

Figura 14. Papilomavírus de teto em uma vaca. As maiores lesões frontais de fibropapiloma são 

causadas por BPV1; pequenos fibropapilomas ovais ('grão de arroz') por BPV5 e pequenos papilomas 

epiteliais por BPV6. Retirado do banco de dados do site http://pave.niaid.nih.gov (BAKER, [s.d.]). 

 

Microscopicamente, os tumores apresentam similaridades histológicas, 

caracterizadas por graus variados de hiperqueratose ou paraqueratose, e proliferações 

alongadas do epitélio escamoso (Figura 15A). Em todas as lesões avaliadas por Tozato et al. 

(2013), a maioria dos queratinócitos dentro do estrato espinhoso demonstrou halo perinuclear 

claro, núcleos picnóticos (caracterizados como coilócitos) e discreta degeneração; em 

algumas áreas, duas ou mais células degeneradas adjacentes fundidas produzindo 

microvesículas (Figura 15B-D). Além disso, neste mesmo trabalho, observou-se acantose, 
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focos de apoptose no epitélio escamoso e acumulações severas de grânulos irregulares 

queratohialinos dentro das células do estrato granuloso. 

 

 

Figura 15. Caracterização histológica da lesão papilomatosa no teto. Caracterização histológica da 

lesão papilomatosa no teto. Existência proliferativa do tipo digital do epitélio escamoso com 

hiperqueratose (setas) do estrato córneo (A). Observa-se que os núcleos da maioria dos queratinócitos 

estão rodeados por um halo claro (B) e núcleo picnótico de coloração basofílica dos coilócitos. 

Degeneração de diversos queratinócitos (setas abertas) e observa-se também algumas células 

inchadas adjacentes das quais são coalescidas em uma microvesícula maior (seta fechada) (D). (A, 

Hematoxilina e eosina, 4 x Obj., B-D, Hematoxilina e eosina, 40 x Obj.). Adaptado de Tozato e 

colaboradores (2013).  

 

1.7.3 Papilomatose associada a neoplasias cutâneas em cães 

 

As lesões cutâneas em cães causadas por infecção pelo CPV podem ser subdivididas 

em papilomas e placas virais pigmentadas. Os CPVs cutâneos demonstram expressiva 

proliferação epidérmica e os tipos de CPVs associados a infecção são o papilomavírus canino 

oral (COPV ou CPV1), CPV2, CPV6 e CPV7 (TEIFKE, 1998). Em sua maioria, as lesões de 

papilomas cutâneos resolvem-se espontaneamente, no entanto, transformações malignas já 

foram relatadas em cães imunocomprometidos (GOLDSCHMIDT et al., 2006). 

As placas virais caninas exibem aumento da espessura da camada córnea com 

presença de queratinócitos anucleados (ortoqueratose) e estão associadas com CPV3, CPV4 

e CPV5 (LANGE et al., 2012; TOBLER et al., 2006, 2008). Em geral, as placas virais 

pigmentadas se mantêm pequenas e de pouca significância clínica, porém a lesão gerada não 

têm resolução espontânea (GROSS, T. L., IHRKE, P. J., WALDER, E. J. AND AFFOLTER, 
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2005). Atualmente, transformações malignas dessas placas de pigmentação têm sido 

frequentemente relatadas (LUFF et al., 2016; MUNDAY; O’CONNOR; SMITS, 2011; 

NAGATA et al., 1995; STOKKING et al., 2004; TOBLER et al., 2008). 

Comumente encontradas no ventre, virilha e axilas de cães, as placas virais 

pigmentadas caracterizam-se macroscopicamente por serem elevações irregulares, de 

coloração escura, medindo em torno de 1 a 3 cm de diâmetro, entretanto, é comum placas 

alcançando diâmetros maiores (Figura 16) (MUNDAY; O’CONNOR; SMITS, 2011). O 

exame histológico da placa viral pigmentada revela espessamento papilar da epiderme, 

hiperqueratose, hipermelanose em toda a epiderme e derme superficial, e a presença de 

grandes grânulos queratohialinos (Figura 17) (NAGATA et al., 1995).  

 

 

Figura 16. Múltiplas placas virais pigmentadas no ventre de um cão senil causadas pelo CPV. 

Adaptado de Munday e colaboradores (2011). 
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Figura 17. Placa viral pigmentada, pele de um cão, coloração H & E. Caracterizada por hiperplasia 

epitelial, hiperqueratose ortoqueratótica e hipergranulose. Adaptado de Luff e colaboradores (2016). 

 

A evidência histológica da infecção viral tem sido demonstrada nas placas virais 

pigmentadas (CALLAN; PREZIOSI; MAULDIN, 2005; LUFF et al., 2016; NAGATA et al., 

1995; STOKKING et al., 2004) em casos que existiu a progressão para carcinoma in situ 

(SCC in situ), embora a transformação neoplásica seja rara (Figura 18). Essa, por sua vez, 

caracteriza-se por ser uma neoplasia maligna da qual ainda não houve a invasão do estroma 

adjacente, portanto o crescimento está restrito à área de origem. Todavia, como são menos 

aderidas entre si, essas células cancerígenas possuem grandes chances de movimentar-se e 

infiltrar-se no estroma e nos tecidos adjacentes. O termo in situ refere-se ao padrão não 

infiltrativo, assim preservando a membrana basal (MORTON; BIRNIE; EEDY, 2014).  
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Figura 18. Placa viral pigmentada, pele de um cão, IHC para papilomavírus. Imunorreatividade 

nuclear forte para o antígeno do papilomavírus dentro dos queratinócitos hiperplásticos da placa viral 

pigmentada. In box: maior amplificação para demonstrar imunoreatividade nuclear forte para o 

antígeno do papilomavírus. Adaptado de Luff e colaboradores (2016). 

 

1.8 Diagnóstico e tratamento 

 

O diagnóstico clínico é comum em alterações na epiderme do animal, lesões essas 

denominadas verrugas. O clínico pode concluir o diagnóstico de acordo com as 

características macroscópicas das lesões em conjunto com a coleta de dados e histórico do 

animal ou do rebanho (MUNDAY; THOMSON; LUFF, 2017). Porém, quando é necessário 

lançar mão de diagnósticos complementares, diversos métodos (de aplicabilidade clínica e 

experimental) têm sido empregados a fim de identificar o vírus, alguns exemplos são: 

histopatologia, imuno-histoquímica, hibridização in situ e PCR (ARALDI et al., 2017). 

Através da biópsia do tecido lesionado pode-se observar microscopicamente em 

cortes histológicos as alterações histológicas provocadas pelo vírus. Uma vez que o ciclo 

viral dos PVs promove a proliferação epitelial, os achados histopatológicos revela um 

espessamento do epitélio. Alterações nas células epiteliais também são visíveis e incluem o 

aumento do tamanho celular, associado a atrofia do nucléolo envolto por halo citoplasmático 
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(coilócitos). O exame histopatológico revela moderada acantose da epiderme, hiperqueratose 

e proeminente pigmentação melânica (MUNDAY; THOMSON; LUFF, 2017).  

 O exame de imuno-histoquímica tem como alvo detectar a produção da proteína L1 

do PV no tecido lesionado. A marcação imunológica confirma a presença do vírus, porém é 

restrita a lesões que contenham infecção ativa (LONGWORTH; LAIMINS, 2004). Já o teste 

de hibridização in situ utiliza sondas específicas que tem como alvo genes precoces e tardios, 

representando mais uma estratégia de detecção dos PVs.  

O diagnóstico viral também é realizado através da PCR. Esta é uma técnica que vem 

sendo largamente utilizada para identificação de PV devido ao alto grau de especificidade e 

sensibilidade (FORSLUND et al., 1999). No entanto, a diversidade genética apresentada pela 

família Papillomaviridae é uma desvantagem na elaboração de um par de oligonucleotídeos 

capaz de detectar todos os tipos existentes. Resultados negativos de detecção estão 

relacionados a ineficiente homologia da região 3’ de um ou ambos os iniciadores 

(FORSLUND et al., 1999). Como também, o teste pode ser afetado por fatores primários 

como a concentração e a pureza da amostra de DNA (OGAWA et al., 2004). Portanto, a 

coleta e armazenamento adequados da amostra, assim como o cuidado na extração do DNA, 

são passos importantes e que devem ser levados em consideração para termos resultados 

confiáveis na biologia molecular. 

A vacina autógena é o tratamento mais comumente utilizado para a papilomatose bovina 

(SCHUCH, 2001). É feito um macerado com os papilomas do animal afetado e o vírus é 

inativado (AIELLO; ASA, 2001; SCHUCH, 2001), porém os resultados dependem do tipo 

de papiloma, da preparação da vacina e do estágio de evolução das lesões (SCHUCH, 2001). 

No Brasil, a vacina autógena tem sido utilizada como tratamento terapêutico para animais 

extensamente atingidos por papilomatose, no entanto apresenta resultados discutíveis de 

recuperação. Além disso, este tratamento possui custo elevado ao produtor (SILVA et al., 

2004). 

 Os papilomas pequenos podem ser removidos cirurgicamente, podendo-se usar 

criocirurgia em papilomas grandes, porém, muitos regridem espontaneamente dentro de 

alguns meses sem o tratamento (SMITH, 2006). Uma das formas de tratamento consiste na 

utilização de uma ou duas doses de clorobutanol, na dose de 50 mg/Kg, em solução alcoólica 

via subcutânea (SCHUCH, 2001). 
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1.9 Prevenção e controle 

 

Acredita-se que os papilomas em cães se desenvolvam quando um cão não infectado 

é infectado pela primeira vez por um tipo específico de PV. O desenvolvimento de um 

papiloma coincide com o liberação de um grande número de virions, portanto, é aconselhável 

impedir o contato entre um cão afetado e um cão que nunca teve papilomas (SANCAK et al., 

2015). Porém, como as partículas virais dos PVs são resistentes ao meio ambiente, infecções 

podem acontecer sem o contato direto entre os animais (RODEN; LOWY; SCHILLER, 

1997). 

A vacinação profilática de bovinos com partículas semelhantes a vírus (virus like 

particles – VLPs) ou com vírus purificados induz uma alta proteção somente ao tipo viral 

homólogo e não confere nenhum efeito terapêutico em tumores estabelecidos. Além disso, 

as vacinas compostas de VLPs apresentam limitações devido ao custo e restrições em relação 

à sua produção em sistemas de cultivo celular eucariótico (RIBEIRO-MULLER; MULLER, 

2014). Por outro lado, a proteína menor do capsídeo viral (L2) produzida em sistema 

procarioto se mostrou eficaz em tratamentos profiláticos e terapêuticos em bovinos, e a 

massiva infiltração de linfócitos sugere que este peptídeo contenha epítopos específicos que 

estimulem células T (JARRETT et al., 1991). 

Estudos posteriores in vitro e in vivo, demonstraram que a porção terminal da proteína 

L2 do capsídeo viral induz uma resposta imune heteróloga contra um grande número de PV, 

incluindo o BPV1 (RUBIO et al., 2011). Grande parte de estudos sobre PV, como a indução 

de tumores malignos e o conhecimento do papel dos oncogenes, foram conduzidos utilizando 

o BPV e o bovino como modelos de estudo (CORTEGGIO et al., 2013). Portanto, o bovino 

é atualmente o animal mais indicado para a condução de testes vacinais, uma vez que ele 

vem contribuindo de maneira significativa para a elucidação da transformação celular em 

tumores de ocorrência natural, assim como para o estudo do papel dos genes precoces na 

transformação celular (BORZACCHIELLO et al., 2009).  

A elaboração de uma vacina parte da dificuldade de que vários tipos de PV estarem 

envolvidos nas lesões. Segundo, para que a vacina previna a infecção é necessário que ela 

seja administrada antes de uma primeira exposição ao PV e, por último, ela deve ser 

economicamente viável mesmo tendo a necessidade de protocolos vacinais diferentes, 
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quando o objetivo é prevenir ou tratar CPVs comuns ou raros (MUNDAY; THOMSON; 

LUFF, 2017). 

 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 

Compreender a diversidade genética de papilomavírus encontrados em bovinos e 

caninos. 

 

2.2 Específicos 

• Investigar os tipos de BPV presentes em lesões papilomatosas de bovinos de leite do 

Rio Grande do Sul, através de sequenciamento de alta eficiência; 

• Sequenciar os genomas completos de prováveis novos tipos virais encontrados neste 

estudo;  

• Detectar os casos de coinfecções em amostras de papilomas de teto; 

• Associar à transformação maligna de placas de pigmentação em carcinoma de células 

escamosas (SCC);  
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3 CAPÍTULO 1 

 

Papilomavírus canino tipo 16 (CPV16) associado ao carcinoma de células escamosas em um 

cão: achados patológicos e virológicos.  

 

O presente experimento já foi concluído e um artigo científico foi submetido no periódico 

Veterinary Pathology. O artigo científico será apresentado a seguir, tal qual foi submetido.
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Abstract 29 

Papillomavirus (PV) is a circular double-stranded DNA virus belonging to 30 

Papillomaviridae family. During the infection cycle, PV translate proteins that can 31 

influence cell growth and differentiation, leading to hyperplastic papillomas (warts) 32 

or neoplasia. Canis familiaris papillomaviruses (CPVs) have been associated with 33 

different lesions, such as oral and cutaneous papillomatosis, pigmented plaques, 34 

and squamous cell carcinomas (SCC). Here, we reported a clinical case of a female 35 

dog with uncommon papillomatous-like lesions induced by the CPV16 36 

(Chipapillomavirus 2) that progressed to SCC. In addition, we characterized 37 

pathological lesions caused by this virus, using immunohistochemistry and in situ 38 

hybridization, which revealed strong signals within the neoplastic tissue. The full 39 

genome of the CPV16 recovered directly from the lesion was characterized, and the 40 

phylogenetic relationships were determined. The identification of oncogenic protein 41 

genes (E5, E6, and E7) by high throughput sequencing and (HTS) their expected 42 

domains are suggestive of the malignant transformation conducted by CPV16. 43 

Keywords: CPV16; canine papillomavirus; oncogenesis; squamous cell carcinoma.  44 
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Papillomaviruses (PV) are circular double-stranded DNA viruses belonging to 45 

the Papillomaviridae family(DE VILLIERS et al., 2004). Although the majority of PV 46 

infections do not develop visible lesions, some PVs can produce hyperplastic 47 

papilloma (warts) and induce neoplasia.(MUNDAY; THOMSON; LUFF, 2017) Canis 48 

familiaris papillomaviruses (CPV) have been associated to different lesions such as 49 

oral and cutaneous papillomatosis, pigmented plaques, and squamous cell 50 

carcinomas (SCC).(LUFF et al., 2016; MUNDAY; O’CONNOR; SMITS, 2011) 51 

However, CPV-associated malignant lesions are rare, and most cases of SCC have 52 

no CPV-induced etiology.(MUNDAY; THOMSON; LUFF, 2017) Pigmented plaques 53 

typically presents well-demarcated erythematous hyperkeratotic plaque with an 54 

irregular border, which can result in the development of multiple lesions or progress 55 

to invasive SCC. Here, we describe the features of a CPV16 induced malignant 56 

neoplasia in a female dog. The full genome of CPV16 was recovered directly from 57 

lesions, and their phylogenetic relationships and genome characterization were 58 

determined. In addition, we pathologically characterized the lesions caused by this 59 

virus, using immunohistochemistry and in situ hybridization. 60 

The eight-year-old mongrel female dog exhibited proliferative lesions like 61 

scabs and sores on the plantar and palmar cushions, on both sides (S1).The 62 

abdominal skin presented inverted papilloma up to 2 cm in diameter with ulceration 63 

(S2). Numerous warts smaller than 1 cm in diameter and multiple pigmented plaques 64 

of several sizes (1 cm to 6 cm) were distributed in the abdomen and groin (S3), as 65 

well as an infiltrative subcutaneous tumor measuring up to 3 cm in diameter without 66 

ulceration (S4).Pigmented plaques had the standard distribution in the ventrum and 67 

axilas.(MUNDAY; KIUPEL, 2010) In contrast, the diameter reached 6 cm, bigger 68 

than the standard growing stabilization within 1 cm of diameter.(MUNDAY; KIUPEL, 69 

2010) Beside the fact that the lesions were already in a high stage of maturation, it 70 

was not possible to evaluate the progress of this pigmented plaques, since the dog 71 

never returned for a follow up. Similar cases of dogs with pigmented plaques that 72 

developed subsequently into SCC were well documented.(GIL DA COSTA et al., 73 

2017) Skin and subcutaneous tissue samples of the infiltrated subcutaneous tumor 74 

were collected and sent for histopathological analysis. Half sample was fixed with 75 
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formalin for histopathology, immunohistochemistry (IHC), and in situ hybridization 76 

(ISH), and the other half was stored at −20°C for DNA extraction and viral genomic 77 

analysis. The tissue samples were obtained after being removed for clinical 78 

purposes only. The removal of the tissues was not part of the study design. The 79 

animal and sampling activities described in this study were conducted under 80 

accordance with the standards of the Ethics Committee on the Use of Animals 81 

(CEUA) of the Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS) under the protocol 82 

number #24984. Its attributions and competences are defined according to the 83 

provisions of Law 11794/08 and resolutions of the National Council for the Control 84 

of Animal Experimentation (CONCEA).  85 

According to the histological examination, the infiltrated subcutaneous tumor 86 

showed the absence of ordered pattern of cell maturation in the epidermis, cellular 87 

dysplasia, islands of tumor epithelial cells and transformation that evidenced the loss 88 

of the basal membrane compatible with invasive SCC (S5). The presence of the 89 

“keratin pearls” reveals the origin of the tumor from squamous layer. Also, the “halo 90 

cells” enclosed to the squamous layer (named koilocyte) were characterized by clear 91 

perinuclear area and condensed nuclei, which occurs because of the papillomavirus 92 

infection. Furthermore, neoplastic tissue was surrounded by epidermis that was 93 

markedly thickened, contained large numbers of large keratohyaline granules (S6). 94 

The keratinocytes in the affected epidermis exhibited variable anisokaryosis and 95 

anisocytosis, prominent nucleoli, and marked mitosis with in average 5 to 6 figures 96 

of mitosis per field (S7). 97 

IHC was performed on fixed tissue fragments with the aid of monoclonal anti-98 

human PV antibody against the major capsid protein (K1H8, DakoCytomation) for 99 

the detection of papillomavirus antigens. Antibodies against Ki67 and cytokeratin 100 

(type I and II) antigens (DakoCytomation) were used to detect the activity of cell 101 

differentiation and division. There was also multifocal marking anti-Ki67 in 102 

hyperplastic cells (S8). Anti-pancytokeratin exhibited diffuse immunoreactivity to the 103 

neoplastic epithelium (S9). These two antibodies are used as markers of tumor cell 104 

proliferation. ISH was performed according to a standardized protocol in order to 105 

detect CPVs using three pairs of oligonucleotides to target the open reading frames 106 
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(ORFs) E6 and E7, as well as the gene L1, as previously described.(TEIFKE, 1998) 107 

Neoplastic tissue revealed strong diffuse nuclear hybridization signals within the 108 

spinosum stratum of the epithelium layer (Fig. 1 and 2), suggesting the earlier steps 109 

of virus replication. There was also intense CPV capsid protein immunostaining in 110 

IHC along the margins of hyperkeratosis and within keratinocytes in the upper 111 

epithelial layers, where virion assembly occurs during the last steps of PV infection, 112 

before its release (Fig. 3 and 4). The two different locations confirm the virus cycle, 113 

and these findings strongly support a causative role for CPV in carcinogenesis. Since 114 

the CPV can be detected in normal skin, the results of IHC and ISH discarded the 115 

possibility of surface contamination. 116 

 117 

Figure 1-2. In situ hybridization assay, SCC; specific associated signal with the 118 

CPV16-specific probes in epithelial cells (500 µm and 100 µm, respectively). 119 

 120 

Figure 3-4. Immunochemistry assay anti-papillomavirus, SCC; marked cytoplasmic 121 

and nuclear immunoreactivity of a part of the neoplastic cells of the spinous and 122 
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spinous and granular layers and the cornified layer (500 µm and 100 µm, 123 

respectively).  124 

Indeed, previous studies reported lesions reminiscent of human epidermo 125 

dysplasia verruciformis in dogs.(MUNDAY; THOMSON; LUFF, 2017) It is a genetic 126 

predisposition to develop flat warts, some of which subsequently undergo cancer 127 

transformation. The lesions could be limited to pigmented plaques and did not 128 

undergo malignant transformation.(MUNDAY; THOMSON; LUFF, 2017) 129 

Nevertheless, the larger pigmented plaques that contain greater histological 130 

changes may be predisposed to malignant transformation.(LUFF et al., 2016)There 131 

is no doubt about the histopathological changes that underwent in this process and 132 

the favorable environment provided by the pigmented plaques; but the viral factors 133 

that promoted this malignant transformation are still not clear. 134 

The CPV was obtained directly from an invasive SCC by PCR using primer 135 

pairs FAP59/FAP64.(FORSLUND et al., 1999) In order to sequence the 136 

papillomavirus whole genome present in the invasive SCC, we proceeded with 137 

multiply-primed rolling-circle amplification (RCA) to enrich the sample followed by 138 

high throughput sequencing (HTS) as previously described.(DA SILVA et al., 2016) 139 

The HTS generated 153,620 paired-end high-quality reads (average read length of 140 

140 nt). De novo assembling in SPAdes 3.6 software revealed a circular contig of 141 

7,796 nt, sharing 99.7% nucleotide identity with the recently described CPV16 strain 142 

Chana (GenBank accession number NC_026640).(LUFF et al., 2015) The complete 143 

genome size of CPV16 (named 134RS/can15) has a GC content of 50.6%, and 144 

encodes eight proteins: six early genes E1, E2, E4, E5, E6, and E7; and two late 145 

genes L1 and L2 (S10).The phylogenetic tree was reconstructed with optimized 146 

alignments based on the nucleotide sequence of the L1 gene using Bayesian 147 

analysis.(HUELSENBECK; RONQUIST, 2001) Using a set of genus-representative 148 

sequences of CPV, CPV16 134RS/can15 strain grouped within the 149 

Chipapillomavirus genus, closest to the Chana strain (S11), which was also detected 150 

from pigmented skin plaques that progressed to squamous cell carcinoma in a 151 

female Basenji dog.(LUFF et al., 2015) 152 



52 

 

 

In cattle, the Deltapapillomavirus comprise the high-risk mucosal types that 153 

can cause urinary bladder cancer in their natural hosts. The set of all three 154 

oncoproteins E5/E6/E7 present in the Deltapapillomavirus and its distribution in the 155 

genome appear to be essential for the progression of malignancy.(DAUDT et al., 156 

2018a) Similarly, we identified the putative oncoproteins E5, E6 and E7 by the 157 

genomic characterization besides the pathological analysis. The presence of the 158 

oncoprotein genes in the tissue suggests that the oncoproteins could be interfering 159 

in the cellular cycle. Therefore, the replication of the oncogenic virus in the tissue 160 

strongly suggests the malignant transformation conducted by CPV16. The putative 161 

E6 of CPV16 134RS/can15 strain has two zinc-finger domains (CX2CX29CX2C) that 162 

are critical for the transformation activity of the viral oncoproteins, including the 163 

product of the pRB gene.(MANTOVANI; BANKS, 2001) Moreover, the putative E7 164 

contains one zinc-finger domain, as well as the conserved binding site for the 165 

retinoblastoma protein (LXCXE) that is closely linked to malignant potential and cell 166 

transformation.(DAHIYA et al., 2000; MÜNGER et al., 2001) 167 

In order to correlate the presence or absence of the oncoprotein complex (E5, 168 

E6 and E7) with malignant potential, the complete genomes of reference sequences 169 

were aligned (Fig. 5). The comparison revealed that the oncoprotein complex is 170 

absent in the Chipapillomavirus strains linked to malignant transformation (CPV9, 171 

CPV12). However, CPV16 strains Chana and 134RS/can15 contain this complex 172 

equally arranged in the genome, besides the process of pathological transformation 173 

has similarities.  174 
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 175 

Figure 5. The oncogenes comparison using complete genome sequences 176 

alignment. The E5 oncogene is present in two CPV19, CPV2 (Taupapillomavirus 177 

genus) and in CPV11, CP16 and CPV20 (Chipapillomavirusgenus). CPV16 strains 178 

Chana and 134RS/can15 present this complex of oncoproteins equally arranged in 179 

the genome.  180 

 181 

 Contributing factors that cannot be disregarded are iatrogenic 182 

immunosuppression, breed susceptibility, systemic diseases, senility, genetic 183 

mutations, among others. In a study describing the occurrence of papillomavirus 184 
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infection in transplanted dogs with X-linked severe combined immunodeficiency 185 

(XSCID), CPV2 was linked with a papilloma lesion that progressed to metastatic 186 

SCC.(GOLDSCHMIDT et al., 2006) Interestingly, the mongrel female described in 187 

this study did not present history of use of any immunosuppressive drugs. Currently, 188 

there is no breed with a genetic predisposition to CPV-associated-malignant tumor 189 

described in the literature. 190 

 In this work, we reported a mongrel female dog suffering from numerous 191 

lesions related to CPV infection. Among them, we were able to describe the 192 

association of one CPV16 strain with invasive SCC, build a phylogenetic inference, 193 

identify and compare the oncoprotein genes of the CPV16 strain. Also, the study 194 

highlights the importance of CPV-induced oncogenesis and expands the current 195 

knowledge of the genetic background of the Papillomaviridae family. 196 
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Supplemental figures legends 

 

Supplemental Figures 1–4. Macroscopic resentation of lesions caused by CPV in 

a mongrel female dog. S1. Proliferative lesion with scabs and sores on the plantar 

cushion. S2. Inverted papilloma in the abdomen, with ulcerated and irregular surface. 

S3. Numerous pigmented plates in abdominal skin. S4. Infiltrative subcutaneous 

tumor near the mammary gland. 
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Supplemental Figure 5-7. The SCC in situ neoplastic tissue, epidermis, mongrel 

female dog. S5 Formation of neoplastic nests in the dermis, HE. S6 Accented 

dysplasia involving follicular infundibulum and marked anisocytosis and 

anisokaryosis, HE. S7 In addition, the cells present cellular atypia such as increased 

nucleus-cytoplasm ratio, cellular pleomorphism, nuclei and increased nucleoli, 

several mitoses and the presence of atypical mitoses, HE [*]. 
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Supplemental Figure 8-9. Immunochemistry assay, SCC in situ; S8 anti-cytokeratin 

immunoreactivity exhibits the borderline between neoplastic tissue and connective 

tissue. Inset: strong cytoplasmic immunoreactivity signal. S9 antibody anti-Ki67 with 

multifocal marking in neoplastic cells with intense cellular proliferation (700 µm and 

100 µm, respectively).  
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Supplemental Figure 10. Genomic features of the CPV16 134RS/can15; S10 

Genomic map of CPV16. Identification of putative ORFs was made with the aid of 

ORF Finder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder), and figure drawn was 

performed in Geneious software, 8.1.4 version.(KEARSE et al., 2012) Features of 

the CPV16 134RS/can15 non-coding region. Colored boxes (red) display the 

genomic locations of the E2 binding site (ACCN5GGT), polyadenylation site 

(AATAAA) (black), and TATA box (TATAAA) (orange). 
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Supplemental Figure 11. Phylogenetic analysis of the complete L1 of canine 

papillomavirus. L1 nucleotide sequence was compared to those of 20 canine 

papillomaviruses retrieved from GenBank. Posterior probability values are indicated 

above the branches. CPV16 134RS/can15 is labeled with a red diamond. 

Evolutionary analyses were conducted in MrBayes (v3.2.1).(HUELSENBECK; 

RONQUIST, 2001) 
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4 CAPÍTULO 2 

 

Detecção de papilomavírus bovino em tetos de bovinos leiteiros. 

O presente experimento já foi concluído e seu manuscrito está em fase final de elaboração, 

com a intenção de publicação no periódico Scientific Reports.
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Abstract 

Papillomavirus (PV) are viruses which affect virtually all amniotes, including humans. 

Bovine papillomaviruses (BPVs) cause benign warts in the skin, among them teat lesions that 

can difficult the milking and result in lower profits for the milk industry. In the past few 

years, genetic characterization of animal PVs has increased due to the availability of new 

techniques, which simplified the sequencing of complete genomes. Currently, 24 BPV are 

fully characterized and assigned in four genera, in contrast to the more than 200 types of the 

human papillomavirus (HPVs). The aim of this study was to identify the BPV types 

associated with teat warts, by conventional PCR, followed by Sanger sequencing. After, the 

samples were selected to perform rolling circle amplification (RCA) followed by high 

throughput sequencing (HTS) and phylogenetic analysis. Twenty-five complete BPV 

genomes were assembled from the 17 papillomatous-like teat warts displaying a 23.5% of 

coinfection rate. Moreover, we observed 17 new putative BPV types, including one new 

species and one new genus. It can be concluded that the etiology of papillomatosis in the teat 

of cows is much more complex than previously reported, that about one half of the lesions 

has more than one BPV type and that HTS is more appropriate for typing papillomavirus.  

 

Introduction  

 

Papillomaviruses (PVs) are small viruses whose comprise a highly diverse group that can 

produce epithelial proliferative lesion virtually found infecting all amniotes (RECTOR; VAN 

RANST, 2013). Bovine papillomavirus (BPV) is recognized as an etiological agent 

associated with several forms of benign tumors, among them the teat papillomatosis that are 

distributed worldwide in dairy cows (RECTOR; VAN RANST, 2013). The papillomatosis 
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in teat can result in lower profits for the milk industry. Moreover, it can cause ulceration and 

rupture of the wart and the lesions may predispose to mastitis and distortion of the milk ducts 

(BORZACCHIELLO; ROPERTO, 2008; CAMPO, 2003). 

Currently, only 24 BPV types have been reported, in contrast to more than 200 types of the 

human papillomavirus (HPVs) (http://pave.niaid.nih.gov). The BPVs are assigned in four 

genera, although the types BPV19 and 21 have not been grouped within any genus. The genus 

Deltapapillomavirus, with one species the Deltapapillomavirus 4, comprising four types 

(BPV1, 2, 13 and 14); the genus Epsilonpapillomavirus, comprising the species 

Epsilonpapillomavirus 1, with two types (BPV5 and BPV8); Dyoxipapillomavirus, which 

comprises Dyoxipapillomavirus 1 species (BPV7); Dyokappapilomavirus, comprising three 

types without species differentiation (BPV 16, 18, 22); the Xipapillomavirus genus, 

composed by the Xipapillomavirus 1 (BPV3, 4, 6, 9, 10, 11 and 15), the Xipapillomavirus 2 

(BPV12) and the types BPV17, 20, 23, 24 that have not been classified in species 

demarcation (http://pave.niaid.nih.gov). 

Despite the BPV1, 5 and 6 have been classically associated with udder and teat lesions 

(CAMPO, 2002; JARRETT et al., 1984; SAVERIA CAMPO et al., 1981) other BPV types 

have been detected in this anatomic region (CLAUS et al., 2008; LINDHOLM et al., 1984; 

MAEDA et al., 2007; OGAWA et al., 2004; TOZATO et al., 2013). The detection and 

classification of BPVs using conventional PCR carried out with primer pair FAP59 and 

FAP64 (FORSLUND et al., 1999) followed by Sanger sequencing is widely used. The 

applicability of the designed primers has been satisfactory for most of the papillomavirus 

types, but negatives results appears due to inefficient base pairing in the 3’ region between 

one or both primers and the templates (FORSLUND et al., 1999). Recently, the application 

of unbiased tools as rolling circle amplification (RCA) followed by high throughput 
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sequencing (HTS) for BPV identification revealed the presence of new BPVs (DA SILVA et 

al., 2016; DAUDT et al., 2016a, 2018b). Moreover, this technique allows the identification 

of BPV-coinfections in a single papilloma lesion (DAUDT et al., 2016a). Therefore, the 

present study aimed to detect coinfections, recover the complete the viral genome, 

characterized and perform the phylogenetic inferences based on the RCA followed by HTS 

methods in seventeen teat warts from dairy cattle. 

 

Material and methods 

 

Ethics Statement 

 

Lesions were collected by veterinarians in commercial abattoirs with owner’s permission. 

All procedures were performed in compliance with the European Convention for the 

Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and Other Scientific Purposes 

(European Treaty Series—No. 170 revised 2005) and the procedures of the Brazilian College 

of Animal Experimentation (COBEA). It must be highlighted that this project was approved 

by Universidade Federal do Rio Grande do Sul Animal Ethics Committee (number 28460). 

 

Sample collection 

 

Teat warts of 76 specimens of dairy cows from tree different municipalities (Farroupilha, 

Passo Fundo and Dois Irmãos) of Rio Grande do Sul state, Southern Brazil, were collected. 

Each papilloma specimen represents one bovine carcass sent for slaughter. The teats with 

papillomatous lesions were kept in 10% formalin, routinely processed for histopathology, 
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and stained by hematoxylin and eosin (H&E). Other part of the papillomatous lesions were 

ground with sterile sand in 10 mL of phosphate buffered saline (PBS) (pH 7.4), centrifuged 

at 720 x g for 10 min and 1000 µL of the supernatant was stored at -20 °C for molecular 

analysis. Based on the histopathological assay and PCR(FORSLUND et al., 1999) followed 

by Sanger sequencing, the diagnoses of epidermal papillomatosis was confirmed in 63 

specimens (these data belong to the previous study and are available on request). For this 

study, we selected seventeen specimens among the 63 positives papillomavirus specimens to 

procced the rolling-circle amplification (RCA) followed to high throughput sequencing 

(HTS). The criteria of the selection was based on three aspects: topology of the phylogenetic 

tree, quantity and quality of extracted DNA and nucleotide sequence similarity of the putative 

new PV types to their closest related PV. 

 

Rolling-circle amplification (RCA) and high throughput sequencing (HTS) 

 

The RCA assay was performed as previously described (DEZEN et al., 2010; RIJSEWIJK et 

al., 2011). Briefly, 100 ng of total DNA in a final solution of 10 µL from papillomatous tissue 

was denatured at 95°C for 5 minutes and immediately cooled on ice. It was prepared a 

solution containing 3.6 mM of each dNTP (Ludwig Biotec, Porto Alegre, RS, Brazil), 15.5 

mM random exonuclease-resistant hexanucleotides (Thermo Fisher, Waltham, MASS, 

USA), 2 U of ɸ29 DNA polymerase (Thermo Fisher, Waltham, MASS, USA), 2X Bovine 

Serum Albumine and 2X of reaction buffer [50 mM Tris/HCl pH 7.5, 10 mM MgCl2, 10 mM 

(NH4)2SO4, 4 mM dithiothreitol] in a total volume of 10 µL. The amplification solution was 

incubated for 18 hours at 30°C, followed by 10 min at 65°C to inactivate the enzyme. The 

amplicon was electrophoresed in a 0.8% agarose gel and visualized on a UV light source 



68 

 

 

after ethidium bromide staining. The RCA products were purified with a commercial kit 

(GFX™ Purification Kit; Amersham Biosciences, Little Chalfont, Bucks, UK). The quality 

and quantity of the DNA were assessed through spectrophotometry and fluorometry 

performed with NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific) and Qubit™ (Thermo Fisher 

Scientific) respectively. DNA fragment libraries were further prepared with one ng of 

purified RCA DNA using a Nextera XT DNA sample preparation kit and sequenced using 

an Illumina MiSeq instrument (2× 150 paired-end reads with the Illumina v2 reagent kit). 

The reads quality was evaluated with FastQC, trimmed in Geneious software (version 9) and 

were de novo assembled into contigs using SPAdes (3.6 version) (BANKEVICH et al., 2012). 

The contigs were compared to known sequences in the GenBank nucleotide and protein 

databases using BLASTn/BLASTx (YE; MCGINNIS; MADDEN, 2006). Geneious software 

was used for alignments, open reading frame (ORF) prediction, genome annotations and 

similarity searches were performed with the NCBI BLAST server(YE; MCGINNIS; 

MADDEN, 2006).  

 

Phylogenetic inferences 

 

Local sequence alignments were constructed to determine the sequence identity with 

BLASTn (YE; MCGINNIS; MADDEN, 2006). Representative sequences of the ruminants 

PV sequences were retrieved from GenBank. Nucleotide alignments were performed using 

MUSCLE software (EDGAR, 2004). The best selection model to generate the phylogenetic 

trees was selected with the MEGA6 software (TAMURA et al., 2013). A phylogenetic tree 

with 1,000 bootstrap resamples of the alignment data sets was generated using the Maximum 

Likelihood method in MEGA6 (TAMURA et al., 2013). The taxonomy criteria of the BPV 
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samples was conducted based on the L1 gene(BERNARD et al., 2010). The entire L1 gene 

sequence must be different more than 10% of nucleotide pairwise identity of the closest know 

type to be considered a new type. The PV types within a species share between 71% and 89% 

nucleotide identity and members of the same genera share until 60%. 

 

Results 

 

HTS and data analysis 

 

The HTS using Ilumina MiSeq System generated 68,976 to 3 papillomavirus-related 

reads of the seventeen specimens. The paired-end reads were de novo assembled in SPAdes 

3.6 and revealed circular contigs, sharing highest identities with the Papillomaviridae family 

members. Overall were recovered 25 complete papillomavirus genomes, and contigs 

(fragments) relative for papillomavirus members. Based on the L1 nucleotide sequence 

among the 25 complete genomes there are eight that can be classified as BPV type 7, BPV8, 

BPV9 or BPV12. Moreover, seventeen of them displayed identity consistent with putative 

new types, including one that can be a new species and another can represent a new genus 

(Table 2). The sequence 4160/3 can considered a new genus because form a distinct cluster 

between members of Epsilonpapillomavirus and Dyokappapapillomavirus and was more 

closely related to Rusa timorensis papillomavirus type 2 (RtPV2) with 65.4% sequence 

identity. The sequence 4160/1 likely represents a new species, grouped in the limits of the 

cluster representative of the genus Dyokappapapillomavirus and most closely related to 

BPV7 (68.2% nucleotide identity). Among the new types there are nine sequences belonging 

to the species Xipapillomavirus 1, four belonging to the Xipapillomavirus 2 and two 
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sequences clustered within Epsilonpapillomavirus 1 species (Figure 1). Two or more 

papillomavirus sequences were observed in 23.5% of the papilloma samples (04/17) (3895-

16, 3896-16, 4144-16, 4160-16). The new type of XiPV1 was the most frequently found BPV 

type since it was detected in six different samples, while other BPVs ranged from one to two 

detections. The details and the GenBank accession numbers about these genomes are 

described in Table 2. 

 

Figure 1. Phylogenetic tree of the papillomaviruses based on the complete sequences of the 

L1 ORF. Sequence belonging to single infection are indicated with black dots and sequences 

that are from the same sample have the same dot color. All the 67 PV types described to 

infect ruminants were analyzed. Accession numbers for the sequences are included and 

abbreviations are used according to PAVE.   
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Sample  Description Classification (L1) 
Best 

Blastn Hit  

GenBank 

Accession 

Number  

Parwise 

Identity 

(%) 

3682-16 Complete Genome  BPV8 BPV8  DQ098913 99.9% 

3689-16 Complete Genome  New Type (XiPV2) BPV12 JF834523 71.4% 

3697-16 Complete Genome  BPV7  BPV7 DQ217793 98.8% 

3880-16 Complete Genome  New Type (XiPV1) BPV11 AB543507 75.6% 

3881-16 Complete Genome  BPV8 BPV8  DQ098913 100.0% 

3884-16 Complete Genome  New Type (XiPV1) 
BPV Aks-

2 
KM983393 75.5% 

3895-16 Complete Genome 1 BPV9  BPV9 AB331650 99.6% 

  Complete Genome 2 New Type (XiPV1) BPV15 KM983393 74.6% 

  Complete Genome 3 BPV12 BPV12 JF834524 93.4% 

  Complete Genome 4 New Type (XiPV2) BPV12 JF834524 71.2% 

  Complete Genome 5 New Type (XiPV2) BPV12 JF834524 78.3% 

3896-16 Complete Genome 1 New Type (EpsilonPV1) BPV5  AF457465 76.3% 

  Complete Genome 2 New Type (XiPV1) BPV24 MG602223 80.1% 

  Complete Genome 3 New Type (XiPV1) BPV11 AF486184 75.3% 

4144-16 Complete Genome 1 New Type (XiPV1) BPV3 AF486184 71.9% 

  Complete Genome 2 New Type (EpsilonPV1) BPV5  AF457465 76.3% 

4151-16 Complete Genome BPV7  BPV7 DQ217793 99.3% 

4152-16 Fragment L2 Unclassified       

4160-16 Complete Genome 1 New Species (DyoxiPV) BPV7 KM096429 68.2% 

  Complete Genome 2 BPV7  BPV7 DQ217793 99.7% 

  Complete Genome 3 New Genus RtPV2 KT852571 65.4% 

  Complete Genome 4 New Type (XiPV1) BPV11 AB543507 81.4% 

  Complete Genome 5 New Type (XiPV1) 
BPV Ask-

2 
KM983393 86.2% 

  Complete Genome 6 BPV12 BPV12 JF834523 96.9% 

4163-16 Fragment L1/L2 Putative New Type (EpsilonPV1) BPV 8  DQ098917 74.5%  

4167-16 Complete Genome New Type (XiPV2) BPV12 JF834523 78.2% 

4178-16 Complete Genome New Type (XiPV1) BPV3 AF486184 73.0% 

4826-16 Fragment E1/L1 Putative New Type (XiPV1) BPV 9 AB331650 74.0% 

4833-16 Fragment L1 BPV 7 BPV7 DQ217793 98.8% 

Table 2. The description of pairwise identity percentage between complete genome 

sequences from the BPV samples compared with sequences available in GenBank. Genomes 

recovered from t sample are numbered sequentially after the sample name, thus identifying 

cases of coinfection. 
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Discussion 

In the present study, seventeen samples of BPV teat warts were tested by a 

combination of RCA followed by HTS which allowed (i) to detect multiple coinfections, (ii) 

enable the complete assembly of the viral genome, (iii) its characterization and (iv) its 

phylogenetic inferences. Classically, BPV was believed to have a tropism for specific 

anatomic locations (CAMPO, 2002; JARRETT et al., 1984; SAVERIA CAMPO et al., 

1981). However, recent studies have suggested that BPV types do not distinguish between 

beef and dairy cattle, and no tropism by anatomical location has been confirmed (BATISTA 

et al., 2013; LUNARDI et al., 2016; MAEDA et al., 2007; OGAWA et al., 2004). Although 

there is a tendency to design a tropism by anatomical regions for each type of BPV in order 

to better understand its biology, it seems that BPV infection is guided mainly by its tropism 

by mucous and cutaneous epithelia (DAUDT et al., 2018a). Based on our results, we detected 

classical BPV types 7, 8, 9 and 12, but there were 68% of new BPVs involved in the teats 

warts. Overall, the most detected BPV genus among the specimens was Xipapillomavirus 

with 68% of total detections (Figure 1). 

PVs are usually characterized by conventional PCR followed by Sanger sequencing, 

using degenerate oligonucleotide pairs FAP59/FAP64 that amplify a relatively conserved L1 

gene fragment virtually from all known PV types and species (FORSLUND et al., 1999). 

The applicability of the designed oligonucleotides has been satisfactory for most of the 

papillomavirus types, but negatives results appears due to lower homology of the base pairing 

in the 3’ region of primer biding sites (FORSLUND et al., 1999). Moreover, direct 

sequencing of the amplicons might be unsuccessful, yielding overlapping peak patterns, since 

the presence of more than one type of Papillomavirus template in each sample (FORSLUND 

et al., 1999). In our study, 25 complete genomes were recovered directly from seventeen 
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lesions of teat warts. The conventional PCR followed by Sanger sequencing is a weak 

predictive instrument since it may not reflect of the actual variability of BPVs found in the 

samples, due to lower homology of oligonucleotide annealing sites, low coverage compared 

to HTS and the impossibility of detecting coinfections. 

 Currently, the occurrence of coinfections by different types of BPV in cattle has been 

reported in several regions (DAUDT et al., 2018a). These findings reflect the finding of HPV 

cutaneous infections, where coinfections with more than 10 different types of HPV can be 

detected (ANTONSSON et al., 2000). However, BPV coinfections comprising up to seven 

known PV types are rarely reported (DAUDT et al., 2016a). Although most of the work still 

employs conventional PCR methods with different oligonucleotide combinations for the 

detection and characterization of probable new viral types, such protocols have important 

limitations (DAUDT et al., 2016a). Here in, the RCA-HTS method allowed the detection of 

23.5% of coinfection within seventeen teat wart samples with up to six BPV types involved, 

better characterization e phylogenetic inference of the BPV types involved in coinfection 

than conventional PCR followed by Sanger sequencing. 

 Human PV (HPV) encompasses more than 200 types that are fully sequenced, 

characterized and cataloged, in contrast to the low number of BPV, which comprises only 24 

types (http://pave.niaid.nih.gov). The use of random oligonucleotides in RCA-HTS offers the 

possibility to amplify and detect any circular DNA that is present in a non-specificity sample, 

thus allowing a large overview of unknown PVs. This methodology can increase the 

sensibility of detection of PVs because there is a greater quantity and quality of recovery of 

the viral sequences present in each sample, making possible the understanding of the natural 

history of the infection by different types of PV. Moreover, the increasing in application of 
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RCA-HTS in BPV lesions allowed the characterization of new BPV types recently (DA 

SILVA et al., 2015; DAUDT et al., 2016b, 2018b). 

In the present study, it was applied an unbiased molecular tool for detection and 

characterization of BPV in samples regarding teat warts lesion that are important infection 

disease in the dairy cattle herds around the world. We observed 23.5%% of coinfections, 

highlighting that PCR followed by Sanger sequencing cannot represent the totally of BPVs 

present in the sample. Moreover, we described one BPV classified in new genus, one BPV 

classified in a new species and, fifteen putative new types. It was also possible to verify that 

BPVs types apparently are not associated with specific anatomic presence. Our work 

reinforces that RCA followed by HTS can yield bias in BPV diversity in different samples.
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5 CONCLUSÕES  

 

Em resumo, os dois trabalhos que compõem a presente tese de doutorado levaram  às 

seguintes conclusões descritas abaixo:  

 

Capítulo 1:  

• O genoma completo do vírus foi recuperado diretamente da lesão e sua 

caracterização, bem com sua inferência filogenética foi determinada e classificado 

como CPV16.  

• A provável associação entre CPV16 com a neoplasia maligna foi determinada 

caracterização das alterações patológicas utilizando imuno-histoquímica e 

hibridização in situ, aonde pode se observar os marcadores oncogênicos e uma 

infecção viral ativa na lesão.  

• O estudo destacou a importância da oncogênese induzida pelo CPV e expande o 

conhecimento atual do background genético da família Papillomaviridae. 

 

Capítulo 2: 

• O sequenciamento de alto desempenho possibilitou a utilização de ferramentas 

moleculares para a detecção e caracterização de sequencias de BPV extraídas de 

lesões de teto de vacas leiterias.  

• Foi possível detectar em 23,5% das amostras de BPV de teto mais de uma cepa de 

BPV. 

• A PCR seguida do sequenciamento Sanger não é uma boa ferramenta preditiva da 

totalidade dos BPVs encontrados em uma amostra.  

• O sequenciamento do gene L1 de 17 amostras de lesões de teto revelou a presença 

dos tipos conhecidos BPV7, BPV8, BPV9 e BPV12. Também foram descritos um 

provável novo gênero e uma provável nova espécie pertencente ao gênero 

Dyokappapapillomavirus. Entre os novos tipos de BPV, 9 são pertencentes a 

espécie Xipapillomavirus 1, 4 pertencentes ao Xipapillomavirus 2 e 2 ao 

Epsilonpapillomavirus 1. Desta forma, 17 prováveis novos tipos de BPV foram 

adicionados aos 24 já descritos.  
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ANEXOS 

Anexo A: Coautoria de artigos científicos relacionados ao tema da tese 

Artigo de revisão 

Experimento concluído e artigo publicado na revista Transboundary and Emerging Diseases. 

Título: Papillomaviruses in ruminants: An update 

  



90 

 

 

 



91 

 

 

 



92 

 

 

 



93 

 

 

 



94 

 

 

 



95 

 

 

 



96 

 

 

 



97 

 

 

 



98 

 

 

 



99 

 

 

 



100 

 

 

 



101 

 

 

 



102 

 

 

 



103 

 

 

 



104 

 

 

 

  



105 

 

 

Anexo B: Autoria e coautoria de artigos científicos desenvolvidos durante o doutorado 

Artigo 1 

Experimento concluído e artigo publicado na revista Virology. 

Título: Characterization of dog serum virome from Northeastern Brazil 
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Artigo 2 

Experimento concluído e artigo publicado na revista Comparative, Immunology, 

Microbiology and Infection Diseases. 

Título: Mamastrovirus5 detected in a crab-eating fox (Cerdocyon thous): Expanding wildlife 

host range of astroviruses 

  



114 

 

 

 



115 

 

 

 



116 

 

 

 



117 

 

 

 



118 

 

 

 



119 

 

 

 



120 

 

 

 



121 

 

 

 

  



122 

 

 

Artigo 3 

Experimento concluído e artigo publicado na revista Archieves of Virology - annotated 

sequence record. 

Título: New polyomavirus species identified in nutria, Myocastor coypus polyomavirus 1 
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