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RESUMO

A hematuria enzootica bovina (HEB) é uma doenca cronica inflamatéria e neoplasica
da bexiga urinaria de bovinos. A doenca evolui durante um longo periodo de tempo,
sendo caracterizada pelo desenvolvimento da hematuria intermitente e esta associada
ao consumo prolongado de Pteridium aquilinum, planta conhecida popularmente como
samambaia. A infeccdo pelo Papilomavirus bovino tipo 2 (BPV-2) e o consumo de
samambaia tém sido relacionadas ao desenvolvimento da HEB e lesdes neoplasicas
da bexiga de bovinos. Ainda ndo se sabe o real papel da infeccéo pelo BPV-2 no
desenvolvimento da HEB. Desta forma, o presente trabalho, consiste na avaliacao da
infeccdo pelo BPV-2 no desenvolvimento da HEB. Para isto, foi investigada a presenca
do BPV-2 no sangue, urina e lesdes, seguido de avaliagBes clinicas e laboratoriais e a
relacdo destes, com o desenvolvimento ou ndo de HEB. Foram selecionados 16
animais da raga Girolando 5/8, fémeas, com idades entre 2-5 anos, com ou sem lesdes.
As amostras sanguineas foram coletadas através de puncéo venosa da jugular, para a
extracdo de DNA e analises bioguimicas. As amostras de sangue para a extracao de
DNA foram armazenadas em tubos com anticoagulante (EDTA), e as amostras para
andlise bioquimica foram armazenadas em tubo sem anticoagulante. As amostras de
urina foram coletadas através de mic¢do espontanea, para a realizacdo da urinalise.
Para extracdo de DNA do sangue, urina e leséo, foi utilizado o kit Blood and Tissue
(Qiagen, Alemanha). Em seguida foi feita a deteccdo e tipificacdo, por PCR, das
sequéncias de DNA. Para detecc¢éo foram utilizados os primers consenso MY11/09 e
primers especificos de BPV-2 para a tipificacdo. Todas as andlises foram realizadas a
cada 4 meses, durante o periodo de um ano. Os resultados obtidos demonstraram a
deteccdo do BPV-2 em 100% (16/16) das amostras de sangue, 87,5% (14/16) na urina
e 100% (13/13) nas lesdes. Os resultados das analises bioquimicas e de urinélise se
mostraram dentro da normalidade em todos os animais. Nenhum animal apresentou
qualquer caracteristica clinica de HEB. Conclui- se que, 0 virus néo é per si, capaz de

desenvolver a HEB.

Palavras-chave: Papilomavirus bovino. Papilomavirus bovino tipo 2. Hematuria

enzootica bovina.



ABSTRACT

Bovine enzootic hematuria (HEB) is a chronic inflammatory and neoplastic disease of the
urinary bladder of cattle. The disease evolves over a long period of time, characterized by
the development of intermittent hematuria and is associated with prolonged consumption
of Pteridium aquilinum, a plant popularly known as fern. Bovine papillomavirus type 2
(BPV-2) infection and fern consumption have been related to the development of HEB
and neoplastic lesions of the bovine bladder. The role of BPV-2 infection in the
development of HEB is not yet known. Thus, the present study consists of the evaluation
of BPV-2 infection in the development of HEB. For this purpose, the presence of BPV-2
in the blood, urine and lesions was investigated, followed by clinical and laboratory
evaluations and their relation with the development of HEB. Sixteen Girolando 5/8
females, aged 2-5 years, with or without lesions were selected. Blood samples were
collected through venous puncture of the jugular, for DNA extraction and biochemical
analyzes. Blood samples for DNA extraction were stored in tubes with anticoagulant
(EDTA), and the samples for biochemical analysis were stored in tube without
anticoagulant. Urine samples were collected through spontaneous urination to perform
the urinalysis. For DNA extraction from blood, urine and injury, the Blood and Tissue kit
(Qiagen, Germany) was used. PCR detection and typing of the DNA sequences was then
performed. For detection, MY11 / 09 consensus primers and BPV-2 specific primers were
used for typing. All analyzes were performed every 4 months for a period of one year. The
results demonstrated the detection of BPV-2 in 100% (16/16) of the blood samples, 87.5%
(14/16) in the urine and 100% (13/13) in the lesions. The results of biochemical and
urinalysis tests were within normal limits in all animals. No animal had any clinical features

of HEB. It is concluded that, the virus is not per se, capable of developing HEB.

Keywords: Bovine papillomavirus. Bovine papillomavirus type 2. Enzootic bovine

hematuria.
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1 INTRODUCAO

A Hematuaria enzodtica bovina (HEB) € uma doenca inflamatoria crénica e
neoplasica da bexiga urinéria de bovinos, relacionada com o desenvolvimento de
leucopenia, anemia e reducdo do numero de hemoglobina nos animais afetados. Seu
diagnéstico clinico se da através da identificacdo de eritrécitos na urina. HEB é uma
doenca endémica mundial e estd associada a neoplasia da bexiga urinaria. Essa
enfermidade apresenta alta prevaléncia em regiées onde o pasto estd infestado por
samambaia, tornando-se endémica em diversas regides do mundo como Europa
continental, Quénia, China, india, Nova Zelandia e Brasil. No Brasil, a doenca ja foi
relatada nas regifes Sul e Sudeste do pais, em estados como Bahia, Acre, Mato
Grosso do Sul e Pernambuco.

Dentre os fatores que podem ocasionar o desenvolvimento do HEB esta a
infeccdo pelo Papilomavirus bovino associado ao consumo de samambaia. O
Papilomavirus bovino (BPV) é um grupo de virus de DNA circular de cadeia dupla com
cerca de 8000 nucleotideos, ndo envelopados, de 55-60 nm de didmetro. Seu genoma
€ composto por trés regides: regido de longo controle (long control region-LCR) que
contém os sinais responsaveis pela replicacdo e transcricdo do DNA viral, e ainda as
regides codificantes para genes precoces e tardios. Os BPVs pertencem a familia
Papillomaviridae, possuem potencial oncogénico e infectam mucosas e epitélio de
muitos animais causando diversas lesdes hiperproliferativas, neoplasias benignas ou
malignas. Os BPVs séo o0s agentes etioldgicos da papilomatose bovina, doenca que
causa diversos prejuizos econdmicos relacionados a depreciacdo do couro, queda na
producao de leite, mastites e consequente diminuicdo no ganho de peso de animais
destinados ao abate.

Os BPVs estao classificados em quatro diferentes géneros: Xipapilomavirus,
Deltapapilomavirus, Epsilonpapilomavirus e Dyoxipapillomavirus e 15 tipos virais.
Dentre estes tipos encontra-se o Papilomavirus bovino tipo 2 (BPV-2), um
fibropapilomavirus que pode levar ao desenvolvimento de papilomas na pele, trato
digestivo e bexiga urinaria de bovinos. Estudos realizados apontam para uma forte
relacdo entre o BPV-2 e Pteridium aquilinum (planta conhecida popularmente como

samambaia) no desenvolvimento da hematuria enzootica bovina e cancer de bexiga.
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O DNA de BPV-2 foi encontrado em 69% dos tumores de bexiga experimentalmente
produzidos e em 47% dos casos que ocorreram naturalmente. Acredita-se que a
progressao maligna das lesdes na bexiga urinaria de animais com HEB, é resultado de
uma interacdo entre a infeccdo pelo BPV-2 e compostos imunossupressores e
mutagénicos presentes na samambaia. A incidéncia destes tumores em bovinos varia
em pastagens infestadas com samambaia, podendo ser maior que 90% e afetando
principalmente animais adultos. O BPV-2 e a intoxicacao cronica resultante da ingestao
de samambaia estdo intimamente associados com a HEB em animais adultos. A
manifestacdo clinica mais importante da doenca e que atua como forte indicador de
carcinogénese é a presenca de sangue na urina.

Um estudo experimental foi desenvolvido através de injecdo de DNA de BPV-2
em vacas saudaveis e isentas de samambaia na dieta. Decorrido um periodo de 18
meses com acompanhamentos destes animais observou-se o desenvolvimento de
tumores produzidos em 13 dos 15 animais estudados, sugerindo que o BPV, per se,
pode causar o desenvolvimento de hematuria e cancer de bexiga. Apesar dos
resultados obtidos, o trabalho ndo é esclarecedor, visto que, a infeccéo pelo BPV foi
feita de forma induzida, onde o virus foi injetado através de uma via ndo natural e em
quantidades que ndo sdo comuns de ocorrerem naturalmente. Diversos estudos tém
investigado a presenca de BPV-2 em tumores de bexiga de bovinos com HEB
provenientes de areas endémicas, com pastos infestados por samambaia, ou em
infeccbes experimentais pelo virus. No entanto, nenhum estudo investigou se ocorre o
desenvolvimento de HEB em animais naturalmente infectados pelo BPV-2 com
pastagens livres de samambaia. Uma contra prova do desenvolvimento de HEB em
animais expostos a samambaia, infectados ou ndo com BPV-2, seria essencial no
estudo do sinergismo entre o0 BPV-2 e a imunossupressao e ou reativacao viral.

Desta forma, o presente trabalho tem por objetivo, verificar se animais
naturalmente infectados por BPV-2, com uma dieta livre de samambaia, podem

desenvolver HEB.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 HEMATURIA ENZOOTICA BOVINA

Hematuria Enzodtica Bovina (HEB) é uma doenca crénica, ndo infecciosa que
afeta o gado de ambos o0s sexos, geralmente, com idade superior ha dois anos. (Gabriel
et al., 2009). Os sinais clinicos (figura 1) mais comuns apresentados pelos animais com
a forma crbénica da HEB sao caracterizados principalmente por alteracdes na coloracao
da urina e alteracBes fisicas dos animais acometidos. Os primeiros sintomas
apresentados sdo urina escura, incontinéncia urinaria, emagrecimento rapido e
progressivo, hematuria intermitente, prostracéo, uremia, arqueamento, decubito lateral,
fraqueza e consequente morte (Tokarnia et al., 2000; Souto et al., 2006; Radostitis et
al.,2007; Gabriel et al., 2009).

Figura 1 - Bovino em decubito esternal apds urinar um coagulo (& esquerda), bovino com
grande perda de peso (a direita).

B e e SN

—

" =~ - ———
Fonte: Adaptado de Galvéo et al. (2012).

A HEB é causada pela ingestéo prolongada de Pteridium spp., planta conhecida
popularmente como “samambaia-do-campo” ou “samambaia”. Pteridium aquilinum
(figura 2), esta distribuida mundialmente, pertence a familia Polypodiaceae e ao género
Pteridium. A samambaia € uma planta toxica, perene, rizomatosa, ereta e ramificada
(50- 180 cm de altura), suas folhas formam touceiras densas e rizomas bastante
enterrados proporcionando a planta maior resisténcia, até mesmo a queimadas (Falbo
et al., 2005).
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Figura 2 - Campo infestado por Pteridium aq

uilinum
o

Fonte: (Disponivel em http://www.ufsm.br/lpv).

Sabe-se que a planta contém um numero significativo de componentes toxicos,
sendo um dos principais, o Ptaquilosideo um glicosideo sesquiterpenoide que possui
atividade mutagénica e carcinogénica (Smith, 1997; Carvalho et al., 2006). Portanto, o
consumo prologando da planta implica no desenvolvimento de lesbGes tanto
inflamatdérias como neoplasicas da bexiga urinaria, resultando em diversas
manifestacdes clinicas caracteristicas da doenca, sendo a principal e mais comum a
anemia severa causada pela hematuria intermitente, que pode levar a morte do animal
(Falbo et al., 2005; Souto et al., 2006; Cota et al., 2015). Além disso, pode ocorrer o
desenvolvimento de algumas sindromes ja bem estabelecidas, além de neoplasias na
faringe, eséfago e bexiga como resultados do consumo da planta (Yamada et al., 2007).

A intoxicacdo causada pela ingestdo de samambaia pode ser manifestada de
duas formas, uma cronica e outra aguda. As formas crénicas podem ser caracterizadas
pelo desenvolvimento de lesdes na bexiga e/ou trato digestivo e consequente
desenvolvimento de neoplasias em ambos os locais. A lesdo que se da na bexiga
urinaria é chamada de hematuria enzodtica, e quando essa manifestacdo se da de
forma aguda ela é chamada de sindrome hemorragica. Dados os problemas causados
pela doenca, a mesma é de grande importancia do ponto de vista econémico (Marcal
et al., 2002; Rissi et al., 2007; Furlan et al., 2014).

A intoxicacdo do gado pela samambaia é caracterizada pela falha na atividade
da medula 6ssea, acarretando em casos graves de leucopenia, trombocitopenia e crise
hemorragica. Outro sinal clinico grave da doenca, porém menos comum, é a cegueira
brilhante, também conhecida como degeneracdo progressiva da retina (PRD). A PRD
tem sido observada tanto em ovinos quanto em bovinos (Yamada et al., 2007).

O desenvolvimento da HEB se da pela ingestdo de samambaia (P. Aquilinum)


file:///C:/Users/Elias.EliasJr/Downloads/(Disponível%20em%20http:/www.ufsm.br/lpv)
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por bovinos em pequenas quantidades, durante um longo periodo de tempo (um ano
ou mais). Um estudo mostrou que a quantidade necessaria para o desenvolvimento da
HEB esta estabelecida em quantidades inferiores a 10g Kg dia (Tokarnia et al., 2000).
Entretanto, bovinos que ingeriram quantidades superiores a 10g Kg dia durante um
curto periodo (2-11 semanas) podem desenvolver a diatese hemorragica, que se
manifesta nos animais em forma de sindrome hemorragica. Outros sintomas como
petéquias visiveis na pele e mucosas, diarréia com sangue e hemorragias em locais
de puncédo por agulha também podem ocorrer. O animal acometido pela diatese
hemorragica pode vir a morrer em até 72 horas apds o aparecimento dos sintomas
(Tokarnia et al, 2000; da Silva & Nunes, 2012). A associa¢do entre o consumo de
samambaia com a etiologia da HEB se deu a partir da observacao da presenca da
planta em locais onde a doenca era comum (Tokarnia et al.,1969, Jarrett et al., 1978,
Souto et al., 2006).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DA HEB

A hematuria enzodtica € uma doenca de carater endémico que esta diretamente
relacionada ao consumo de P. aquilinum. Essa espécie € amplamente distribuida por
varias regifes ao redor do mundo (figura 3), como Europa, Asia Central, China, Jap&o,
india, Filipinas, América do Sul, América Central até em regides do Canada (Fenwik,
1988, Marcal, 2003). E na época de seca que o gado costuma se alimentar da
samambaia, onde o0 pasto encontra-se escasso e a vegetacao € pobre. As informacgdes
sobre incidéncia da HEB ndo séo préximas da realidade, visto que os casos de HEB
geralmente séo reportados por donos de abatedores ou em hospitais veterinarios onde
0s animais estdo sendo tratados. Dessa forma, o namero de casos reportados
representa apenas uma pequena parcela dos casos reais de hemataria (Sharma,
2012).
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Figura 3. Casos relatados de Hematuria Enzod6tica no mundo.

— T, = .

Fonte: Oliveira (2009).

No Brasil, a doenca tem sido relatada em locais que apresentam uma variacao
de altitude entre 200 e 1000 metros, onde foram comprovados diversos casos de HEB
como os estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Santa
Catarina, Amazonia, Parana (Peixoto et al., 2003; Aparecida da Silva et al., 2009).

A variacdo na prevaléncia da doenca pode ser atribuida devido as préticas de
criacdo de gado e pelas condi¢cdes ambientais, um exemplo € o Brasil onde as maiores
manifestacdes clinicas de surto da doencga ocorrem durante o inverno e (Smith et al.
1994a; Marcal, 2001; Pinto et al., 2004; Marrero et al., 2004, Sharma, 2012). Nao existe
predisposicao ao consumo de samambaia com relagdo ao sexo, no entanto, a doenca

€ mais frequente em fémeas gravidas (Aparecida da Silva et al., 2009).

2.3 DIAGNOSTICO DA HEMATURIA ENZOOTICA BOVINA

Diversos fatores devem ser levados em consideragao para que se possa obter
um diagnoéstico correto de HEB, esses fatores variam desde a observacdes das
primeiras manifestacfes clinicas, até o seu diagndstico diferencial através de exames
especificos favorecendo uma maior rapidez no diagnéstico e a tomada de medidas
preventivas para o restante do gado. Em primeiro lugar deve-se investigar se ha
presenca da samambaia na propriedade, a anamnese investigativa é importante
nesses casos e o historico de compra dos animais afetados, visto que podem ter sido
adquiridos ja doentes (Gabriel et al., 2009). A coleta de urina, por exemplo, se faz
extremamente necessaria, jA que a primeira e mais clara manifestacao clinica da
doenca é a presenca de sangue na urina (Marcal, 2003; Gabriel et al., 2009).

Uma série de exames pode ser realizada para o diagnostico diferencial da HEB,

sdo exames que variam desde o hemograma até a andlise de material de necropsia.
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Em animais com HEB, o hematdcrito e hemoglobina se apresentam com valores
reduzidos devido a anemia arregenetativa causada pela doenca, aumento da
fragilidade nos eritrécitos, linfocitose e neutropenia causados pela inflamacgéo cronica,
além de quadros de linfopenia e leucocitose por neutrofilia (Gabriel et al., 2009; da Silva
& Nunes, 2012).

Os animais podem apresentar a macrohematuria que € uma condicao que se da
pela formacdo de coagulos de sangue na urina, logo apés a centrifugacdo, sendo
possivel a visualizacdo. Em alguns casos, 0s animais também apresentam quadros de
microhematuria, uma forma subclinica da doenca onde néo € possivel a visualizacdo
do sangue macroscopicamente, podendo revelar hematécrito normal apos o
hemograma (Falbo et al., 2005, da Silva & Nunes, 2012).

Além dos exames hematologicos, € muito importante que exames de urina
sejam realizados no diagnéstico da HEB (figura 4). Isso se da pela facilidade da
obtencdo das amostras, e pelo grau de especificidade e sensibilidade que o exame
apresenta. Esses testes sao realizados em duas etapas principais, a primeira atraves
do exame de sedimento e a segunda etapa que é realizada através de tiras reativas,
proporcionando a capacidade de diferenciar a macro da microhematuria (Sanchez-
Vilalobos et al, 2006).

Figura 4 - Coleta de urina para realizacdo de urinalise; amostra de urina normal (N) e amostras dos
Bovinos 17, 21-24 com diferentes graus de hematuria.

Fonte: Galvédo et al. (2012).

Os achados mais comuns nos testes bioquimicos sdo caracterizados pela
diminuicdo dos niveis séricos de calcio, fosforo, além do aumento da creatinina sérica
e fosfatase acida, também se observam elevacfes nos niveis de uréia (Singh et al.,
1973; Favarato et al., 2011). Apesar das formas clinicas da doenca ser bem
estabelecidas, € importante considerar outras doencas que tem sintomatologia
parecida, € o caso da hemoglobinuria, onde através do teste de urina colhido na propria

fazenda pode-se verificar se houve a formagao do sedimento, fato que n&o ocorre
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quando se tem hemoglobinudria por hemoparasitose ou por outra causa (Marcal, 2001;
Da silva & Nunes, 2012).

O diagnéstico da hematuria também pode ser feito analisando os aspectos
macroscopicos e microscopicos das lesdes. Animais acometidos por HEB podem
desenvolver diferentes aspectos macroscopicos de lesbes neopldsicas na bexiga
urindria, e dependendo da vascularizacdo, os tumores podem ser pélidos ou
hemorragicos. Além disso, diferencas entre o tamanho e formato das lesbes podem
existir dependendo do tipo de crescimento (endofilico ou infiltrativo), variando de forma
moderada ou acentuada a cor da bexiga de animais afetados (Carvalho et al., 2006,
Gabiriel et al., 2009).

Na necropsia dos animais afetados por HEB € possivel visualizar diversos
achados macroscopicos (figura 5), dentre eles os mais comuns estao caracterizados
por multiplas formacgdes polipoides, multiplas elevacdes avermelhadas, petéquias e
presenca de massa tumoral firme com superficie amarelada e irregular. Tumores,
presenca de urina vermelha, ulceracédo e acumulo de fibrina também sdo encontrados

na mucosa vesical de animais com HEB (Falbo et al., 2005; da Silva & Nunes, 2012).

Figura 5 - Lesdes macroscépicas encontradas na mucosa da bexiga de bovinos com hematuria
enzodtica. A - lesdo hemangiomatosa (seta) e petéquias (cabeca de seta) B — leséo brancacenta
deprimida (seta).

Fonte: Silva et al. (2012).

O diagnéstico microscopico da HEB se da pela andlise das estruturas
histologicas da bexiga urinaria e também constitui um importante método diagndstico
para a confirmacdo da doenca (figura 6). Nos bovinos com HEB pode se observar
lesBes ndo neoplasicas caracterizadas por espessura variada das camadas do epitélio
transicional, além de diferentes formacdes metaplasicas como displasia, metaplasia
epitelial escamosa, infiltrados inflamatorios, fibrose, cistite e ninhos de Brunn (Oliveira,
2009; da Silva & Nunes, 2012). Existe uma grande variedade de tipos neoplasicos em
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bovinos acometidos por HEB, essas neoplasias podem ser tanto de origem epitelial
gquando mesenquimal. Hemangiomas, hemangiosarcomas, rabdomiossarcoma e
fiboroma s&do alguns dos tipos de lesdes neoplasicas de origem mensenquimal
encontradas na bexiga de bovinos com HEB (Carvalho et al., 2006; Gabriel et al, 2009).

No caso dos tumores de origem epitelial podem ser citados o carcinoma de
células escamosas, adenoma, papiloma invertido, carcinoma transicional tipo ninhado,

carcinoma tubular e adenocarcinoma (Peixoto et al., 2003; Carvalho et al., 2006).

Figura 6 - A - Lesdo neoplasica de origem mesenquimal (hemangioma) a esquerda; B -
Lesao neoplasica de origem epitelial (adenocarcinoma) a direita.

Fonte: Silva et. al. (2012).

Estudos tém apontado que a interacdo entre as substancias cancerigenas
presentes na samambaia e a infecgédo pelo Papilomavirus bovino tipo 2 podem levar
ao desenvolvimento do carcinoma de células escamosas da bexiga no bovino, essa
interacdo também pode evoluir para os sinais clinicos da HEB (Marcal, 2002; Campo,
2006; Bocaneti et al., 2014).

2.4 PAPILOMAVIRUS

Os papilomavirus (PVs), pertencem a familia Papilomaviridae, abrange 29
géneros e mais de 200 tipos virais, fazem parte de um grupo bem diversificado de virus
gue afetam os amniotas (Bernard et al, 2010; Freitas et al., 2011). Sao virus tidos como
espécie-especifico, mas, que podem causar infec¢gdes cruzadas em outros animais,
como equideos por exemplo. Sdo pequenos virus de DNA de fita dupla circular, ndo
envelopados, de formato icosaedro com diametro entre 52-55 nm. Seu genoma possui
cerca de 8 Kb e peso molecular de cerca de 5,6x102 Dalton. Estes virus possuem a
capacidade de causar diversas alteracfes tumorais, a maioria benigna, nos tecidos
epiteliais de diversos mamiferos e até mesmo de aves e répteis (Silva et al., 2012).
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De forma geral, o seu genoma pode ser divido em trés regides principais:
precoce E (early), tardia L (late) e, longa regido de controle (long control region) ou LCR
(Figura 7). Os genes precoces (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) codificam as proteinas
envolvidas na replicacdo e transcricdo do DNA viral (de Villiers et al.,2004; Zheng &
Baker, 2006).

E5, E6 e E7 sdo responsaveis pela modulagcado no processo de transformacéo,
seguidos de duas proteinas reguladoras E1 e E2, que modulam a transcricdo e
replicacdo. L1 e L2 sdo proteinas estruturais que compdem o capsideo viral. Uma
regido ndo codificadora (NCR), também conhecida como regido de controle longo
(LCR), contém a origem de replicacdo, potencial de transcricdo e sequéncias
promotoras. Presente em todos os genomas de papilomavirus esta localizada entre o
final de L1 e o inicio da primeira ORF, na regido inicial (E6 no caso de BPV-1) (de
Villiers et al.,2004; Zheng & Baker, 2006).

Figura 7- Organizagdo do genoma de BPV1. Representagdo em circulo
do genoma viral, e as respectivas posi¢cdes dos genes virais E6, E7,
El, E2, E4,E5,L2,L1 e 0 LCR entre os genes L1 e EG6.
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2.5 PAPILOMAVIRUS BOVINO

Os BPVs fazem parte de um grupo heterogéneo de virus, sdo epiteliotropicos e
0 seu hospedeiro natural € o bovino. O virus, além de induzir doencas nos animais, é
utilizado como um importante modelo in vivo para o estudo de HPV. Os BPVs estao
associados ao desenvolvimento de lesdes cutaneas e mucosas causadas por
papilomas, podendo regredir naturalmente ou levar ao desenvolvimento de tumores
malignos quando associados a importantes co-fatores ambientais (Freitas et al., 2011,
Batista et al., 2013).

Os BPVs estédo classificados e caracterizados em quatro diferentes géneros,
Deltapapillomavirus (BPV-1,-2, -13 e -14), Xipapillomavirus (BPV-3, -4, -6, -9, -10, -
11, -12 e -15) e Epsilonpapillomavirus (BPV-5 e -8) e Dyoxipapillomavirus (BPV-7)
(Tomita et al., 2007; Bernard et al., 2010; Lunardi et al., 2013; Rector & Van Ranst,
2013; Munday et al., 2015, Roperto et al., 2016; Savini et al., 2016; Da Silva et al.,
2016).

Os BPVs séo os responsaveis pelo desenvolvimento da Papilomatose Bovina,
doencga também conhecida como figueira. E uma doenca infecto-contagiosa cronica,
viral e descrita em varias espécies, dentre elas o gado, cachorros, cavalos e bufalos
(Nascimento, 2002; Kumar et al., 2012). A doenca se manifesta em diferentes regides
do corpo dos animais (Figura 8), nos bovinos ocorre a manifestacdo através de
tumoracdes nas regiées do rumen, genitalia, eséfago, cabeca, ao redor dos olhos,

pescoco, Ubere e pele (Murphy et al., 1999; Marins, 2004; Freitas et al., 2011).

Figura 8 - Esquema representativo dos locais afetados pela papilomatose bovina no bovino.

Fonte: Freitas et al. (2011).
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Nos bovinos a doenca é mais comum em animais jovens com idades inferiores
h& dois anos, infecta células basais do epitélio e fibroblastos (Jesus, 2008) e induzem
a hiperplasia do epitélio, conhecidas popularmente de verrugas, causando diversas
infeccbes assintomaticas além de lesdes benignas ou malignas (Monteiro, 2007).

Animais com papilomatose estdo mais sujeitos a infeccdes bacterianas
secundérias, complicacbes causadas pelas feridas mecanicas, que frequentemente
resultam em dermatite necrética, além de outros sérios problemas como hemorragias
e miiase. Sao frequentes em animais que acabam sofrendo algum tipo de lesédo nas
verrugas levando a transtornos gerais toxicos e até mesmo a septicemia e morte do
animal (Hama et al. 1988; Rosenberger, 1993). Quando essas lesbes afetam outras
regides no animal, o crescimento exacerbado de verrugas pode levar a obstrucdo das
tetas, por exemplo, impedindo a ordenha, e no caso dos machos, verrugas no pénis
podem levar ao impedimento do coito (Monteiro et al., 2008).

A infeccao pelo BPV se da principalmente através de inoculagéo cutanea, mas
também pode ser adquirido por contato indireto, seja por meio de vetores (moscas,
carrapatos) ou contato com equipamentos coletivos (maquina de marcacéao, cercas,
ordenhadeiras, bebedouros e comedouros) e contato direto por via transplacentaria
(Murphy et al., 1999; Wosiacki, 2002).

Os BPVs séo caracterizados de acordo com o tipo de lesdo que provocam nos
animais (figura 9), como papilomas na pele (BPV -1, -2 e -3); papilomas no pénis (BPV-
1); papilomas nos tetos e Ubere (BPV -1, -5 e -6); e cancer na bexiga e trato
gastrointestinal superior causados pelos BPVs -2 e -4 respectivamente (Campo, 2002;
Souto et al., 2006; Jesus, 2008). Os BPVS -1, -2 e -3 fazem parte do grupo A, e sao
responsaveis pelo desenvolvimento de fibropapilomas, os demais sdo responsaveis
pelo desenvolvimento do chamado papiloma verdadeiro, localizados na pele, e

mucosas do trato gastrointestinal superior, causado pelo BPV 4 (Souto et al., 2006).
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Figura 9 - Infeccdo sintomatica da papilomatose bovina. A. Fibropapilomas na cabeca e pescogo
causados por BPV2. B. Papilomas epiteliais em tetas causados por BPV6. C. Fibropapilomas no pénis
causados por BPV1.

Fonte: Hatama (2012).

Apesar de serem tidos como espécie especificos, os BPVs -1 e -2 conseguem
infectar diferentes espécies e podem levar ao desenvolvimento de tumores sarcoides,
tumores bastantes invasivos e de pouca resposta a tratamentos, causando grandes
prejuizos aos criadores, principalmente de cavalos e mulas (Wosiack, 2002; Jesus,
2008).

A infeccdo pelo BPV -2 pode ocasionar o desenvolvimento de lesdes
neoplasicas, e esta relacionada ao desenvolvimento do céancer de bexiga urindria
(Borzacchiello et al., 2003), estudos tém apontado para uma relacao sinérgica entre a
infeccdo pelo BPV -2 e o ptaquilosideo (composto presente nos brotos da samambaia)
na etiologia da hematuria enzodética bovina (Figura 10) (Campo, 2002; Leal et al., 2003;
Campo, 2006).

O DNA de BPV 2 tém sido constantemente encontrado em diversos tumores
de bexigas em animais com HEB, na Italia. Um estudo realizado com amostras de
tumores de bexiga de bovinos, detectou a presenca do BPV-2 em 77% das amostras
estudadas (Borzacchiello et al., 2003), porém o papel do virus no desenvolvimento
da doencga ainda é desconhecido (Wosiacki et al., 2005; Campo, 2006).
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Figura 10 - Relagdo do virus com o0s componentes quimicos da samambaia e o
desenvolvimento do cancer de bexiga.
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Fonte: Campo (2002).

A papilomatose bovina € uma grande problematica econdmica, por causar
diversos danos aos animais, como depreciagdo do couro, significante emagrecimento
do animal e diminuicdo na producao de leite (Freitas et al., 2011), causando assim
diversos prejuizos ao criadores de gado que lidam com a doenca, endémica em
diversas regides do Brasil. Segundo dados, o Brasil encontra-se como 0 sexto maior
produtor de leite e um dos lideres em exportacao de carne bovina (MAPA, 2015).

A papilomatose bovina é uma doenca cosmopolita, varios casos da
papilomatose tém sido registrados ao redor do mundo (figura 11), em paises como
Brasil, Estados Unidos, india, Japdo, Alemanha e Italia (Campo, 1995; Ogawa et al.,
2004; Singh et al., 2009, Bocaneti et al., 2014).
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Figura 11 - Distribui¢do mundial da papilomatose bovina.

Fonte: Freitas et al. (2011).

Estima-se que mais da metade do rebanho bovino brasileiro esteja infectado
pelo BPV, porém, observada a auséncia de estudos epidemiol6gicos sobre a
distribuicdo da doenca e levando em consideracdo que a infeccdo pelo virus pode se
dar de forma assintomatica o que dificulta a sua notificagdo, o nimero real de casos de
casos da doenca pode ser bem maior (Araldi et al., 2016).

Animais imunossuprimidos sdo os mais afetados pela papilomatose, as lesées
podem persistir por mais de um ano, causando danos severos aos animais (Gruber,
2002). O reservatorio € o proprio animal (Foz Filho et al., 2002) e em cerca de 85% dos
casos, a doenca apresenta regressao espontanea e as lesées podem vir a desaparecer
sem nenhum tratamento, e esta regressao esta associada principalmente a resposta
imunolégica do animal (Murphy et al., 1999; Gruber, 2002).

Entretanto, o virus pode permanecer latente no animal, sem o aparecimento das
verrugas ou lesées na pele, e se manifestar logo apdés uma queda imunoldgica, lesao
do epitélio e até mesmo a fatores ambientais, como altas temperaturas, ma
alimentacao e presenca de determinadas doencas, acarretando na reativacao do virus
e consequente inducao da proliferacdo celular e aparecimento dos papilomas (Ogawa
et al., 2004).

Apesar de cada tipo de BPV estar relacionado ao tropismo e lesdes especificas,
estudos tém relatado a deteccdo de mais de um tipo de BPV simultaneamente em uma
mesma leséo (Batista et al., 2013).
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J& existem diversos métodos diagnosticos da papilomatose bovina. O mais
simples desses exames € o teste clinico, realizado a partir da identificacdo das lesfes
nos animais, esse teste s0 é possivel em animais sintomaticos (Betiol et al., 2012).
Testes de identificacdo histologica através de métodos de coloracdo também séao
utilizados de forma auxiliar, servindo como determinacdo do diagndstico de lesdes
papilomatosas. Outra técnica sugerida como metodologia para identificacdo dos PVs é
a imunohistoquimica, teste que consiste na deteccdo do revestimento proteico das
particulas virais, no entanto ndo é utilizada como método de escolha para o diagnostico
por ser uma técnica cara e que detecta o virus apenas durante a fase de liberacdo
(Lancellotti et al., 2000).

Os métodos moleculares sdo mais baratos quando comparados a
imunohistoquimica e possuem uma maior reprodutibilidade. S&o utilizados na deteccéo
do DNA viral. A hibridizacdo fluorescente in situ (FISH), RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism- Polimorfismo de Fragmento de restricdo), reacdo em cadeia de
polimerase (PCR), sequenciamento, Southern e Dot blot (Moljn et al.,2005) s&o
técnicas eficientes, sendo a PCR a mais sensivel (Araldi et al., 2014) devido a seu alto
grau de sensibilidade e especificidade, tornando-se a técnica mais adequada para a
deteccado dos PVs (Moljn et al., 2005).

2.6 PAPILOMAVIRUS BOVINO TIPO 2 E HEMATURIA ENZOOTICA BOVINA

Existe uma forte associacdo de carater geografico entre a presenca da
samambaia nas pastagens com o aparecimento de HEB, devido a isto, a doenca por
muito tempo esteve apenas associada com a alimentacédo dos bovinos em pastagens
infestadas pela planta. Entretanto, novos estudos foram realizados associando a
infeccdo pelo BPV-2 ao desenvolvimento da HEB (Wosiacki et al.,, 2002). Essa
associacdo se da principalmente pela presenca do virus em lesbes neoplasicas da
bexiga urinaria de bovinos adultos acometidos pela HEB (Campo et al., 1992; Campo,
1997).

A deteccéo do virus em papilomas e carcinomas na bexiga de bovinos com HEB
foi sugerida primeiramente através da deteccdo de corpusculos de incluséo,
caracteristicos da infec¢éo pelo virus, em células tumorais (Jarrett, 1978).

Campo (1992), em um estudo experimental, detectou a presenca do DNA de

BPV-2 em 69% das lesbes induzidas experimentalmente e em 46% dos casos de
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cancer de bexiga que ocorreram naturalmente, sugerindo uma forte relacao entre BPV
e cancer de bexiga. Neste estudo as vacas foram alimentadas com samambaia e
desenvolveram céancer de bexiga urinaria de origem vascular e epitelial, os dois
chegaram a ocorrer em uma mesma bexiga. Ainda segundo o autor, a
Imunossupressao pode ter ativado o DNA de BPV-2 latente e essa ativagao deve ter
levado ao desenvolvimento das lesdes pré-malignas, porém, isso so foi possivel devido
a presenca dos compostos da samambaia.

Ainda ndo se sabe ao certo sobre o0 processo de sinergia entre a infeccéo pelo
BPV-2 e 0s compostos imunossupressores e oncogénicos presentes nos brotos da
samambaia na evolucao das lesdes malignas da bexiga. Acredita-se que alguns dos
constituintes da samambaia, incluindo o PT, podem levar o animal a quadros de
imunossupressao através reducdo da atividade das células Natural Killers (NK)
reduzindo a acdo do sistema imune em combater e eliminar as células infectadas pelo
BPV. Desta forma haveria uma persisténcia maior dos papilomas no animal e evolucao
para alteracdes malignas (Campo, 1997; Onions, 1997; Stocco dos Santos et al., 1998;
Murphy et al., 1999).

Wosiacki (2002) detectou a presenca do DNA de BPV-2 em amostras de bexiga
de animais com HEB, a presenca do virus foi detectada em 76,3% (29/38) dos animas
estudados, e desse total 80% eram animais alimentados em pastagens endémicas.
Além disso, 10 animais criados em regides onde ndo havia samambaia foram
escolhidos como grupo controle, nesse grupo os animais nao desenvolveram HEB. O
DNA de BPV-2 ja foi amplificado a partir de amostras de bexiga urinaria bovina em
varias regides endémicas para a HEB (Borzacchiello et al., 2003; Wosiacki et al., 2005;
Balcos et al.,, 2008; Resendes et al., 2011; Pathania et al.,, 2012). Na ltalia,
Borzacchiello et al. (2003) detectaram o BPV-2 em amostras de bexiga urinaria bovina,
76,7% (46/60) das amostras possuiam lesao neoplasica e 50% (17/34) nao tinha leséo.
No entanto, a alta taxa de detecc¢édo do BPV-2 na bexiga de animais sem lesédo se deve
a sua obtencdo em &reas endémicas explicando a alta taxa de amostras positivas no
grupo controle.

Wosiaki et al., (2006) detectou BPV-2 em 58% (36-68) das amostras de bexiga
urinaria de animais com HEB. O numero de amostras com lesdes macroscopicas de
bexiga urinaria positiva para BPV-2 foi de 67%, no grupo controle (amostras de bexiga
sem lesdes macroscopicas) a taxa de deteccdo do BPV-2 foi de 10%, sugerindo assim

relacdo entre o virus e 0s componentes presentes na samambaia.
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Pathania et al., (2012) avaliando amostras de urina de vacas com e sem lesdes
neoplasicas da bexiga em areas endémicas de HEB verificou que metade dos animais
eram positivas para o BPV-2, das 35 amostras analisadas 68,57% se mostraram
positivas para BPV-2, estando presente em 15 casos em bexigas com lesdes nao
neoplasicas e 9 casos da presenca do virus em animais afetados por HEB.

Cota et al., (2015) detectou a presenca de BPV-2 em diferentes tipos de tecidos
de bovinos saudaveis e acometidos pela HEB nos Acores. Dos 38 animais afetados
pela HEB, 27 (71%) foram positivos para BPV-2 e 19 desses animais apresentaram
uma ou mais lesdes na bexiga urinaria. O DNA do BPV-2 foi encontrado tanto em
animais com lesfes na bexiga quanto de animais sem lesdes (grupo controle utilizado
na pesquisa), destacando que a infeccdo por BPV-2 ndo é suficiente para a
transformacao neoplasica, necessitando dos compostos presentes na samambaia.

Embora esta relagcdo de sinergia entre 0s componentes presentes na
samambaia e a infeccao pelo BPV-2 ainda seja pouco compreendida, estes estudos
sugerem que o BPV-2 possivelmente infecte a mucosa da bexiga urinaria, produzindo
uma infeccdo latente abortiva. Portanto, 0Ss animais expostos a agentes
imunossupressores (figura 12), principios mutagénicos e carcinogénicos presentes na
samambaia desencadeia uma expressdo do gene viral. Esses eventos patoldgicos
estédo diretamente relacionados a regulacéo positiva da atividade da telomerase que se
correlaciona com a capacidade do PV de afetar este tipo de regulacdo (Borzacchiello
& Roperto, 2008).
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Figura 12 - Representacdo esquematica dos eventos que levam ao cancer de bexiga
urinaria em bovinos alimentados com samambaias. O BPV-2 infecta a mucosa da
bexiga. Os produtos quimicos de samambaia atuam junto com o virus desencadeando
a expressao de oncogene viral (E5, E7). A ligacao de E5 a forma ativada do receptor
do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF pr),a sobreexpressao da
ciclooxigenase-2 (COX-2), cH-ras e da telomerase, bem como a regulagcéo negativa do
fragmento FHIT.
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Fonte: Borzacchiello & Roperto (2008)

Outro achado importante é a detec¢do do BPV em diferentes sitios, apesar de
ser classicamente descrito como epiteliotropico o DNA de BPV ja foi descoberto em
diferentes locais, como o sangue periférico, plasma, leite, colostro (Stocco dos Santos
et al., 1998; Freitas et al., 2003, Roperto et al., 2008) e até mesmo no sémen (Silva et
al., 2011). A presenca do BPV-2 no sangue de vacas que sofriam de HEB e cancer de
bexiga sugere que as células do sangue periférico possam servir de reservatério para
o virus permanecer de forma latente, podendo servir como um diagndstico precoce,
evitando o abate do animal (Santos etal.,2013).

Em um trabalho realizado por Stocco dos Santos et al (1998); com animais que
nao faziam ingestdo de samambaia, e que foram infectados experimentalmente pelo
BPV-2, durante o periodo de 18 meses, foi sugerido que, o virus, in vivo teria potencial
clastogénico suficiente para causar aberracdes cromossémicas. A autora sugeriu que
este possivel potencial clastogénico do virus, seria capaz de, per si, levar ao
desenvolvimento da neoplasia da bexiga, mesmo que em condigbes ausentes da

ingestdo da samambaia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar se a infec¢éo natural pelo BPV-2 é suficiente para o desenvolvimento

de hematuria enzodtica em bovinos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Investigar a presenca de BPV-2 na urina, lesdo e sangue dos animais
acompanhados;

e Avaliar o perfil clinico e laboratorial dos animais acompanhados;

e Comparar os achados clinicos e laboratoriais dos animais BPV positivos

quando ao desenvolvimento ou ndo de hematuria enzodtica bovina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DOS ANIMAIS

Foram selecionados e acompanhados 16 animais da raca Girolando 5/8,
fémeas, com idade variando entre dois e cinco anos, apresentando ou nao lesdes
cutaneas e pertencentes ao Instituto Agronémico de Pernambuco-IPA, Estacao
Experimental de Itambé-EEI, localizada na zona da mata, a 102 km do Recife.

As avaliacBes clinicas para averiguar a presenca de HEB foram realizadas por
veterinarios pesquisadores do IPA. Foram realizadas andlises clinicas iniciais para
investigacdo da presenca ou ndo de lesdes, e avaliacao fisica dos animais. Dos 16
animais selecionados, 13 tinham lesdes e 3 ndo apresentaram lesdes. Em seguida

foram realizadas coletas de sangue e urina.

4.2 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Para realizagdo do estudo foram coletadas amostras de sangue, urina e leséo
(figura 13). As amostras de sangue foram coletadas através de pun¢do venosa da
jugular, colhidas em tubo a vacuo, com anticoagulante EDTA (10%) para a realizacéo
da extracdo de DNA, e sem anticoagulante para a realizacdo de testes bioquimicos. As
amostras de urina foram colhidas através de mic¢do espontanea. As amostras
provenientes de lesdes foram coletadas com o auxilio de laminas de bisturi, dos 16
animais presentes no estudo. Todos os procedimentos de coleta de sangue, pele e

urina foram realizados por pesquisadores veterinarios do IPA.
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Figura 13. Fluxograma representativo da metodologia do estudo.

Obtengdo de 16 Fémeas da raga girolando (2-5 anos)

!

Animais BPV-2 Positivo (sangue)

!

Animais com lesdo (13)
Animais sem lesdo (3)

| !

Andlise bioquimica e
molecular

Sangue S— —) Urina

Analise molecular,
sedimentoscopia, bioquimica,

e analise macroscopica
Avaliagdo da infecg¢do pelo BPV-2 '

no desenvolvimento ou nédo da
Hematdria enzoética bovina/
cancer de bexiga

Fonte: Tibdrcio Junior (2017)

4.3 EXTRACAO DE DNA

Para extracdo de DNA do sangue, urina e lesao, foi utilizado o kit Blood and
Tissue (Qiagen, Alemanha), seguindo as condi¢des indicadas pelo fabricante. O DNA
extraido foi quantificado com o auxilio do equipamento NanoVue (GE, Alemanha). A
qualidade do DNA extraido foi verificada através de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) para o gene da beta-globina bovina (450 pb) (foward &'-
AACCTCTTTGTTCACAACCAG-3’ e reverse 5- CAGATGCTTAACCCACTGAGC-3)
(Freitas et al., 2007).

4. ADETECCAO E GENOTIPAGEM DE BPV-2

Foram utilizados cerca de 100ng de DNA para a analise de PCR. Para a
detecgéo de sequéncias de DNA de BPV, utilizando primers consenso MY11/09 (Fw-
5-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3' e Rev 5-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3’),
de acordo com as condigdes descritas em Carvalho et al. (2012). Desnaturagéo inicial
a 94°C por 10 minutos, a PCR consistiu de 45 ciclos de 1,5 minutos a 94°C, 1,5 minutos
a 50°C e 1,5 minutos a 72°C, seguido por uma extensao final a 72°C por 5 minutos.
Apoés a deteccao do BPV, as amostras positivas foram submetidas a tipificagdo por

PCR, com primers especificos para o BPV-2 segundo condi¢cfes descritas por Silva et
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al. (2011). Desnaturagéo inicial a 95°C por 3 minutos, a PCR constituiu de 40 ciclos de
40 segundos a 94°C, 40 segundos a 58°C, 1,0 minuto a 72°C, seguido por uma
extensado final a 72°C por 5 minutos. As PCRs para a deteccdo do BPV-2 foram
realizadas por meio de primers especificos através do gene L1 de BPV2 Foward - 5’
GTT ATA CCA CCC AAA GAA GAC CCT 3’ BPV2 Reverse - 5 CTG GTT GCA ACA
GCT CTC TTT CTC 3’; 164 pb Gene L1 (6888 — 7051nt GeneBank Access M20219).
Foi utilizado genoma do clone de BPV-2 como controle positivo, no controle negativo
foi utilizado o master mix com os primers de BPV-2 e agua.

Para realizacéo de eletroforese do DNA foram utilizados géis de agarose a 1%
em tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X. Foi adicionado ao gel solugéo de brometo de
etideo (0,5 pug/ml) para promover a visualizacdo das bandas de DNA através de um
transluminador de luz ultravioleta. O material foi aplicado junto com tampé&o de amostra
(Loading Dye 6X), tendo como referencial o marcador de 100pb e 1Kb (GeneRuler DNA

Ladder, LoadingDye e 4gua milliQ) e em seguida foto documentado.

4.5 PERIODO DE INTERVALO DAS AVALIACOES CLINICAS E LABORATORIAIS

Para o acompanhamento dos animais, os exames bioquimicos e de urindlise
foram realizados a cada quatro meses, durante o periodo de um ano. Este periodo foi
determinado com base no tempo necessario para cobrir o periodo de aparicdo dos
sintomas da HEB. Sendo avaliados quanto aos sintomas macro e microscopicos da

doenca, evitando falsos negativos.

4.6 ANALISE BIOQUIMICA

Para a realizacao dos testes bioquimicos, foram colhidos cerca de 10ml de
sangue em tubos esterilizados, sem anticoagulante, submetidos a centrifugacéo (3.000
rotacées por minuto, durante cinco minutos) para obtengcdo do plasma. Os testes
selecionados foram utilizados para avaliacdo da fungédo renal dos animais. Foram

realizados os seguintes exames:

- CREATININA: O método utilizado foi o colorimétrico (Kit Creatinina Labtest). A

creatinina e outros componentes da amostra reagem com a solucéo de picrato em meio
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alcalino formando um complexo de cor vermelha que é medido fotometricamente;

- UREIA: O método utilizado foi o enzimético-colorimétrico para a determinacdo da
uréia em amostras de sangue por reacdo de ponto final. (Kit Uréia Labtest). A uréia é
hidrolisada pela uréase a ions amoénio em pH alcalino com salicilato e hipoclorito de

sbdio, sob a acao catalisadora do nitroprussiato de sodio para formar azul de indofenol.

4.7 URINALISE

Foram realizadas andlises da urina de todos os animais presentes no estudo,
estes exames foram feitos com o uso de tiras reativas que demonstram sensibilidade
de 97,87% e especificidade de 100%. As tiras reativas possuem a finalidade de
determinacdo rapida de pH, proteinas, glicose, densidade, leucdcitos, nitrito e
hemacias. Além das tiras reativas, foi realizado o exame de sedimento urinério, o
mesmo apresenta sensibilidade de 88,29% e especificidade de 99,16%, utilizado na
deteccdo de macrohematuria (Sanchez-Villalobos et al., 2006). Além disso, os testes
de urindlise foram utilizados para uma possivel deteccao de proteinaria (Falbo et al.,
2005; Favarato el al., 2011).

A urinalise completa foi realizada seguindo a técnica de Addis, citada por
Levinson e Mcfate (1969) e Vallada (1981). As amostras com 10ml de urina foram
submetidas ao exame fisico que foi constituido pela determinacdo do volume, cor,
aspecto, odor e a densidade. O exame quimico (proteina, acetona, glicose, pigmentos
biliares, sais biliares, urobilinogénio, hemoglobina), realizado através de tiras reagentes
(URIACTION 10). Para as andlises do sedimento urinario as amostras foram
centrifugadas a 1800 rota¢des por minuto (rpm) durante cinco minutos, em seguida
desprezou-se o sobrenadante (9ml), restando 1ml de urina mais o sedimento. Realizou-
se a homogeneizacdo e o preenchimento da camara de Neubauer iniciando-se a
contagem de hemacias e leucdcitos no quadrante central da camara, com a objetiva
de 40.
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5 RESULTADOS
5.1 DETECCAO GERAL DO PAPILOMAVIRUS BOVINO

As PCRs de deteccédo no sangue e urina dos animais com primers degenerados
MY11l e MY09 demonstraram que, dos 16 animais analisados, todos foram positivos

para MY (400 pb), como mostra a figura 14.

Figura 14 - Gel representativo da PCR de MY para deteccdo dos Papilomavirus. Poco N:
Controle negativo da reacdo; poco 1-9 (amostras de sangue); 10-18(amostras de urina):
Amostras de DNA de sangue e urina de bovino extraidas; poco MM: Marcador molecular de
1kb.

NI T B g o314 - 15 16
17 18 MM el
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Fonte: Tibdrcio Janior (2017)

5.2 GENOTIPAGEM PARA BPV-2

Todas as amostras de DNA de sangue foram amplificadas no tamanho esperado
(164 pb), sendo todas positivas para BPV-2. Na primeira coleta, 100% dos animais
analisados (16/16), através da PCR, foram positivos para BPV-2 (Figura 15). Foram
realizadas trés coletas de sangue e urina, essas coletas eram realizadas em um
intervalo de tempo de quatro meses, durante o periodo de um ano. A primeira coleta
foi realizada 5 meses ap0s a triagem (escolha dos animais para o estudo). Nas trés

coletas de sangue realizadas, houve uma deteccéo de BPV-2 em 100% das amostras.
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Figura 15 - Gel representativo da PCR de BPV-2 no sangue (A- 13coleta, B-22 coleta, C-32 coleta). Poco
N: Controle negativo da reacéo; pogo 1-17: Amostras de DNA de sangue Bovino extraidas; po¢go MM:
Marcador molecular de 1kb, Po¢co C+: Controle positivo da reacdo (clone BPV-2).

BRI beel 65 i CE MM

Fonte: Tibudrcio Junior (2017)

Entretanto, na detecgéo de BPV-2 em urina, na primeira coleta 68,75 % (11/16)
dos animais foram positivos para o virus, na segunda e terceira 87,5 % (14/16) dos

animais se mostraram positivos para o BPV-2.
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Figura 16. Gel representativo da PCR de BPV-2. Poc¢o N: Controle negativo da reacéo; pogo 1-12
e 13-16: Amostras de DNA de urina de bovino extraidas (primeira coleta); poco MM: Marcador
molecular de 50pb, Poco C+: Controle positivo da reacéo (clone BPV-2).

Fonte: Tibdrcio Janior (2017).
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Figura 17 - Gel representativo da PCR de BPV-2. Poco N: Controle negativo
da reagdo; poco 1-12 e 13-16: Amostras de DNA de urina de bovino extraidas
(segunda coleta); poco MM: Marcador molecular de 50pb, Poco C+ (164 pb):
Controle positivo da reacéo (clone BPV-2).

g 35 3112 Les MM

Fonte: Tuburcio Junior (2017).
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Na tipificacdo para BPV-2 em amostras de urina, 87% (14/16) animais foram
positivos para a presenca do DNA do virus.

Figura 18 - Gel representativo da PCR de BPV-2. Poco N: Controle negativo da reacéo; poco
1-12 e 13-16: Amostras de DNA de urina de bovino extraidas (terceira coleta); poco MM:
Marcador molecular de 50pb, Po¢o C+: Controle positivo da reagdo (164 pb) (clone BPV-2).

S TE T T VM

Fonte: Tiburcio Junior (2017).

Na tipificacdo de DNA de BPV-2 em lesdes, 100% (13/13) dos animais se mostraram

positivos para o virus (Figura 19).

Figura 19 - Gel representativo da PCR de BPV-2. Poco N: Controle
negativo da reacéo; pogo 1-12: Amostras de DNA de lesdes de bovino
extraidas; po¢co MM: Marcador molecular de 1kb, Poco C+: Controle
positivo da reagéo (clone BPV-2).

T B O W O O -1y W 11278 1:3¢% CHE N

Fonte: Pessoa Junior (2017)
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Os resultados da detecgéao de BPV-2 em sangue, urina e lesdo estao reunidos
na tabela 1.

Tabela 1 - Resultados das deteccfes de BPV-2, nas trés coletas de sangue, urina e lesdo dos animais.
* Primeira coleta realizada 5 meses ap6s a sele¢do dos animais para o estudo; ** coleta realizada 4
meses apos a primeira coleta; *** coleta realizada 4 meses apds a segunda coleta.

BPV-2 BPV-2 BPV-2 ANIMAIS BPV-2 BPV-2 BPV-2
AMOSTRAS  (SANGUE)  (SANGUE)  (SANGUE) COM OU (URINA) (URINA) (URINA)
1acoleta* 23coleta** 3%coleta*** SEM 13coleta* 23coleta** 33coleta***
LESAO
01 Pos (+) Pos (+) Pos (+) C/LESAO Neg (-) Pos (+) Pos (+)
02 Pos (+) Pos (+) Pos (+) C/LESAO Neg (-) Neg (-) Neg (-)
03 Pos (+) Pos (+) Pos (+) C/LESAO Pos (+) Pos (+) Pos (+)
04 Pos (+) Pos (+) Pos (+) C/LESAO Pos (+) Pos (+) Pos (+)
05 Pos (+) Pos (+) Pos (+) C/LESAO Pos (+) Pos (+) Pos (+)
06 Pos (+) Pos (+) Pos (+) C/LESAO Neg (-) Pos (+) Pos (+)
07 Pos (+) Pos (+) Pos (+) C/LESAO Pos (+) Pos (+) Pos (+)
08 Pos (+) Pos (+) Pos (+) C/LESAO Pos (+) Pos (+) Pos (+)
09 Pos (+) Pos (+) Pos (+) S/ILESAO Pos (+) Pos (+) Pos (+)
10 Pos (+) Pos (+) Pos (+) C/LESAO Neg (-) Pos (+) Pos (+)
11 Pos (+) Pos (+) Pos (+) C/LESAO Pos (+) Pos (+) Pos (+)
12 Pos (+) Pos (+) Pos (+) S/ILESAO Neg (-) Neg (-) Neg (-)
13 Pos (+) Pos (+) Pos (+) C/LESAO Pos (+) Pos (+) Pos (+)
14 Pos (+) Pos (+) Pos (+) S/ILESAO Pos (+) Pos (+) Pos (+)
15 Pos (+) Pos (+) Pos (+) C/LESAO Pos (+) Pos (+) Pos (+)
16 Pos (+) Pos (+) Pos (+) C/LESAO Pos (+) Pos (+) Pos (+)

Fonte: Tiburcio Janior (2017).

5.3 ANALISES BIOQUIMICAS

A média dos valores das analises de uréia e creatinina encontram-se dentro da
normalidade segundo Kaneko et al., (1997). Para uréia e creatinina os valores de
referéncia sdo: 23-58 mg/dL e 1-2 mg/dL respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2 - Média de resultados das analises bioguimicas de sangue (trimestrais) de Uréia
(método enzimético-colorimétrico) e Creatinina (método colorimétrico) durante o ano de 2016 e
suas respectivas médias gerais e desvio padrdo de bovinos adultos, fémeas da raca Girolando
5/8 da cidade de Iltambé-PE.

Animal Uréia (Média) Creatinina (Média)
1 28,6 1,2
2 32,0 1,7
3 35,0 1,4
4 31,6 2,0
5 30,6 1,4
6 30,3 1,6
7 34,0 1,4
8 31,3 1,3
9 32,0 1,3
10 35,6 1,2
11 29,6 1,3
12 35,6 1,3
13 28,3 1,7
14 31,6 14
15 30,3 1,4
16 35,0 11
Média Geral 31,9 14
Total Desvio +2,41 +0,23
padréo

Fonte: Tibarcio Junior (2017)

5.4 URINALISE

As analises quimicas das amostras de urina (Tabela 3), realizadas através de
tiras reagentes, ndo demonstraram proteinaria, ndo foi detectada a presenca de
hemacias nas tiras reativas e nas amostras de urina analisadas no microscopio. A cor

e aspecto também se mostraram dentro da normalidade.
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Tabela 3 - Média dos exames visuais, quimicos e microscopicos da urina de bovinos adultos fémeas da
raca Girolando 5/8 da cidade de ltambé-PE. Obs: Proteina: (+) 30mg/dl; (++) 100mg/dl; (+++) 500mg/dI.
Hemoglobina: (+) 10mg/dl; (++) 50mg/dl; (+++) 250 mg/dl. Cor: 1= amarelo claro; 2= amarelo escuro; 3=
ambar; 4= vermelho. Aspecto: 1= limpido; 2= ligeiramente turvo; 3= turvo.

MEDIA DAS VARIAVEIS

AMOSTRAS Ph Proteina Glicose Nitrito Cor Aspecto Densidade Leucécitos Hemécias
(x103/ml) (x103/ml)
(mg/dl) (mg/dl)

01 8,5 0 0 0 1 1 1005 0 0
02 8,5 0 0 0 1 1 1.005 0 0
03 8,5 0 0 0 1 1 1.010 0 0
04 9,0 0 0 0 2 1 1.005 0 0
05 8,5 + 0 0 1 2 1.005 0 0
06 9,0 0 0 0 2 1 1.010 0 0
07 8,0 0 0 0 2 2 1.005 0 0
08 8,5 0 0 0 2 2 1.005 0 0
09 8,5 0 0 0 1 1 1.000 0 0
10 9,0 0 0 0 2 1 1.005 0 0
11 9,0 + 0 0 2 1 1.010 0 0
12 9,0 + 0 0 2 1 1.000 0 0
13 9,0 0 0 0 1 1 1.005 0 0
14 9,0 0 0 0 1 1 1.005 0 0
15 9,0 + 0 0 2 1 1.010 0 0
16 9,0 + 0 0 1 2 1.010 0 0

Fonte: Tibdrcio Janior (2017).
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho, n6s avaliamos a presenca do Papilomavirus bovino tipo 2, por
PCR utilizando primers especificos, em sangue de bovinos da raca Girolando 5/8,
fémeas, entre 2-5 anos de idade, apresentando ou néo lesdes cutaneas. Todos o0s
animais do trabalho estavam entre a média comum de idade para o desenvolvimento
da HEB, entre 2-5 anos de idade. Além do fator idade, neste trabalho, todos os animais
foram avaliados quanto as condicdes fisicas, como peso e também analise do historico
de compra e venda, utilizados para o rastreamento antes de serem utilizados no
trabalho. Todos os animais se mostraram saudaveis, nenhum dos animais escolhidos
apresentou qualquer sintoma de HEB, dado um periodo de tempo de pelo menos seis
meses antes da primeira coleta e seis meses apos a Ultima coleta. Estes dados de
avaliacao fisica servem para eliminar falso-positivos ou falso-negativos do estudo.

Foi observado a presenca do DNA viral em 100% (16/16) dos animais do estudo.
Essa alta prevaléncia de BPV-2 em animais da regido de Pernambuco, esta de acordo
com os resultados de Junior-Pessoa (2016) em um estudo realizado na mesma regiao.

Apesar do virus ser descrito como epiteliotrépico, neste trabalho, foi realizada a
deteccdo do BPV no sangue e urina. Esses resultados corroboram com achados de
outros estudos, nos quais o0 DNA de BPV ja foi detectado em diferentes sitios, como o
sémen (Silva et al., 2011, 2013), sangue periférico, leite, plasma e colostro (Stocco dos
Santos et al., 1998). Esses estudos tém refor¢cado a ideia de que a presenca do virus
na corrente sanguinea facilita a infeccdo do BPV (Roperto et al., 2011), tonando-se
uma via de transporte do virus para tecidos ndo epiteliais (Freitas et al., 2007; Santos
et al., 2013).

Nés também realizamos a deteccdo do BPV-2, por meio de PCR, na urina dos
bovinos. A prevaléncia do DNA de BPV-2 foi de 87,5% (14/16) das amostras de
analisadas. Um estudo realizado por Pathania et al., (2012) avaliando a presenca de
BPV-2, constatou a presenca do DNA viral em 50% das amostras de urina dos animais
com ou sem lesdes em areas endémicas de HEB. Esses achados corroboram com
nossos resultados, mostrando a alta prevaléncia do virus tipo 2 e sua presenga em
sitios ndo epiteliais, sugerindo que o virus circule por todo o corpo 57 do animal,
possivelmente através da via sanguinea chegando até a bexiga ou outros sitios de
infeccdo. Apesar do virus estar presente na bexiga desses animais, 0 Vvirus

provavelmente encontra-se na forma latente na bexiga, e apenas apos a ingestao da
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samambaia e da atividade dos componentes presentes na planta, com destaque para
o Ptaquilosideo, o virus seja ativado. Apés esta ativagdo, o virus atua sinergicamente
com os componentes de efeito clastogénico da samambaia acarretando nos sintomas
clinicos da hematuria enzodtica e desenvolvimento da neoplasia da bexiga destes
animais. Quatro dos 13 animais com lesdes foram negativos para BPV-2 na urina na
primeira coleta, no entanto, a partir da segunda coleta, apenas um animal continuou
negativo na urina dos animais com lesdes. Isto € um indicio de que o virus possa ter
circulado através do sangue até chegar na bexiga destes animais. Apenas um animal
sem lesdo foi negativo para a deteccdo de BPV-2 na urina, permanecendo assim
durante as trés coletas.

Os resultados das analises bioquimicas de ureia e creatinina dos 16 animais do
estudo foram realizadas para a avaliacdo da funcéo renal. Os resultados das analises
de ureia se mostraram dentro dos valores de referéncia em 100% das amostras. Este
valor, segundo Kaneko (2008), é de 23-58 mg/dL em bovinos. Entretanto, em animais
afetados pela HEB os resultados das analises de ureia encontram-se acima dos valores
de referéncia, evidenciando uma deficiéncia da funcéo renal.

Segundo Kaneko (2008), os valores de referéncia para creatinina plasmatica sdo
de 1-2 mg/dL. Em nosso estudo a média apresentada para creatinina foi de A 1,4
mg/dL, ou seja, resultados dentro da normalidade em 100% dos animais avaliados.
Estes resultados atestam o funcionamento normal do sistema urinario dos animais do
estudo.

A urindlise realizada neste estudo foi dividida em trés etapas, devido a sua
grande importancia no diagnéstico da HEB, isso se deve ao fato de que, 0s primeiros
sintomas da doenca podem ser observados através da presenca de sangue na urina.
Além disso, a deteccdo de sangue oculto também € realizada através de uma das
etapas do teste de urindlise. A analise inicial da coloracdo da urina se mostrou dentro
da normalidade em 100% das amostras analisadas. Esta analise do grau de coloracao
€ a primeira etapa da urinalise e € utilizada para a visualizagdo macroscopica do
sangue. Em animais afetados por HEB, em determinados niveis da doenca, é possivel
visualizar o sangue na urina a olho nu. Os resultados desta 58 analise confirmam que
0s animais ndo apresentaram nenhum sinal clinico crénico da doenga, sinais estes bem
caracteristicos da HEB.

A segunda etapa, foi realizada através da analise dos sedimentos da urina, ndo

foi detectado nenhum sinal da presenca de hemacias na urina. Estes resultados
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demonstram que n&o houve perca de sangue, diferentemente do que ocorre em
animais afetados pela HEB, quando ha hemorragias causadas pela hematuria
intermitente. Esses dados divergem dos encontrados por Galvéo et al., (2012), que
detectou a presenca de hemacias na urina dos animais do estudo, sendo essa
detecc¢do evidenciada através da coloracao anormal da urina. Em seu trabalho, podem
ser observados os diferentes graus de hematuria de acordo com a coloracéo da urina.

As categorias como, presenca de proteinas, nitrito, densidade, presenca de
leucdcitos e de hemacias foram avaliadas no estudo através das tiras reagentes. As
tiras reagentes foram utlizadas devido ao seu alto grau de sensibilidade e
especificidade da técnica. Foi detectada a presenca de proteina na urina dos animais,
no entanto, a quantidade encontrada € aceitavel, estando dentro dos padrdes de
normalidade. Estes resultados podem ser comparados ao trabalho de Falbo et al.,
(2005), que demonstraram uma moderada proteindria em animais que apresentavam
tanto micro como macrohematuria. N&o foi encontrado nitrito em nenhuma das
amostras nas trés coletas realizadas, e a densidade variou entre 1.005 e 1.020. Estes
resultados encontram-se dentro da normalidade. Também nédo foi detectada a
presenca de leucécitos, nem de hemacias em 100% das amostras, durante as trés
coletas realizadas.

As tiras reagentes sao utilizadas principalmente na deteccdo de sangue oculto,
sendo este teste de suma importancia no que se diz respeito ao diagnéstico da HEB,
qguando existem apenas quadros de microhematiria, uma vez que, a presenca de
sangue na urina, durante quadros de microhematuria, sdo detectados unicamente por
meio das tiras reagentes, devido ao seu alto grau de sensibilidade e especificidade.
Falbo et al., (2005) detectou a presenca de sangue oculto em animais com quadros de
microhematudria, no nosso trabalho ndo foi detectada a presenca de sangue nas
amostras, o que esta de acordo com 0s outros testes para deteccao de sangue na urina
realizados no nosso estudo. Desta forma, o conjunto de resultados obtidos através das
trés técnicas de urinalise aplicadas neste estudo, demonstram que 0S animais nao
apresentaram nenhum sinal clinico da HEB, 59 durante o periodo de um ano.

Existe uma grande lacuna na literatura de trabalhos que tenham realizado testes
bioquimicos e de urinalise na pesquisa de HEB. A maioria dos trabalhos realizaram
apenas a analise dos tecidos da bexiga urinaria dos animais que foram levados para o
abate, sendo realizada apenas a pesquisa do virus na urina (Borzacchiello et al., 2003;
Peixoto et al., 2003; Carvalho et al., 2006; Gabriel et al., 2009; Cota et al., 2015). Dessa
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forma ndo tivemos um bom numero de trabalhos para realizar a comparagdo dos
resultados de bioquimica e urinalise do nosso trabalho com o de outros autores.

Cota et al., (2015) avaliou a presenca de BPV-2 em animais acometidos pela
HEB, onde num total de 38 animais afetados pela HEB, 27 (71%) estavam
contaminados pelo BPV-2. O nosso estudo difere do estudo de Cota et al., (2015)
porque avaliamos os animais durante o periodo de um ano, além disso avaliamos a
presenca do BPV-2 em animais ndo afetados pela HEB. Outro fator importante foi que
os critérios de avaliacéo realizados no estudo de Cota et al., (2015) foram apenas a
deteccdo viral e avaliacdo da presenca do virus em diferentes lesfes de animais
abatidos.

Diversos estudos estudaram a presenca do BPV-2 em lesGes neoplasicas em
animais de regides endémicas para a HEB (Borzacchiello et al., 2003; Wosiacki et al.,
2005, Balcos et al., 2008, Resendes et al., 2011; Pathania et al., 2012; Cota et al.,
2015), no entanto, esses estudos, diferem do nosso porque avaliaram apenas a
presenca do BPV-2. Todos estes estudos avaliaram animais de regides endémicas e
que faziam ou fizeram consumo da samambaia em algum momento, e além disso o
material estudado foi a bexiga urinaria destes animais para avaliacdo da presenca ou
ndo de lesdes caracteristicas da HEB. No nosso trabalho realizamos a avaliacdo da
presenca do BPV-2 em trés diferentes tipos de amostras (sangue, urina e lesdes de
pele) e realizamos o acompanhamento dos animais durante um longo periodo de
tempo (13 meses) em animais gue nunca tiveram contato algum com a samambaia.

Os nossos resultados sugerem que, a infeccéo pelo BPV-2 em animais que nao
fazem o consumo de samambaia, ndo é suficiente para causar os sinais clinicos da
hematuria enzodtica bovina e consequente desenvolvimento do cancer de bexiga.
Estes resultados diferem dos resultados de Stocco dos Santos et al., (1998), que em
seu trabalho afirmou que o BPV-2, per si, era capaz de causar fragilidade
cromossOmica e consequente desenvolvimento dos sinais clinicos da hematuria 60
enzootica e cancer de bexiga. No entanto, sdo claras as limitacdes do trabalho de
Stocco dos Santos et al., (1998). Os animais doadores foram expostos ao consumo de
samambaia em pastagens e foram afetados por hemataria cronica. Apesar destes
animais doadores terem sido mantidos livres do consumo de samambaia, durante 36
meses antes do inicio do trabalho, os mesmos podem ter sofrido alteracdes
cromossOmicas antes mesmo do inicio da pesquisa. No nosso trabalho, selecionamos

animais de uma regido ausente de samambaia nas pastagens, todos os animais do
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trabalho ndo tiveram nenhum contato com a samambaia ou sequer histérico de
hematuria enzodtica bovina, 0 que aumenta a seguranca dos nossos resultados.

A via de inoculacéo escolhida por Stocco dos Santos et al., (1998) ndo € uma
via de infeccdo pelo virus, tendo o virus sido inoculado através da via intramuscular.
Os animais séo infectados naturalmente pelo virus, essa infeccdo ocorre inicialmente
através da camada basal, por meio de microlesées na pele ou mucosas. O BPV pode
ser contraido através de inoculacdo cutanea por contato direto, contato indireto por
meio de fémites (cercas, bebedouros, cordas, moscas, ordenhadeira), ou pela via
transplacentéria.

Além da via de inoculagdo, outro fator importante e limitante do trabalho de
Stocco dos Santos et al., (1998) foi a quantidade de virus inoculada. No presente
trabalho nds selecionamos animais infectados naturalmente pelo virus, o que torna o
estudo mais confidvel em relacdo com a forma como o virus infectou o animal e
quantidade do virus presente. A grande quantidade do virus inoculada por Stocco dos
Santos et al., (1998) pode ter tido influéncia nos resultados de aberracdes
cromossOmicas, 0 virus pode ter potencial clastogénico, porém esse potencial ndo
seria suficiente para desencadear a hematlria enzooética ou desenvolvimento de
neoplasias da bexiga, nos bovinos. Ou seja, essa quantidade pode ter tido interferéncia
direta nos resultados, levantando resultados falso-positivos.

Todos os resultados obtidos neste trabalho foram analisados durante um
periodo de tempo suficiente para cobrir o aparecimento dos sintomas da HEB, incluindo
também periodos de remissdo da doenca, periodo onde os sintomas ndo aparecem.
Os animais foram avaliados quanto a presenca do BPV-2 no sangue, urina e lesoes.
Também foi realizada a avaliacdo da funcdo renal, analises fisicas dos animais e
analises fisica e quimica da urina. As andlises fisica e quimica da urina eram capazes
de detectar a presenca de sangue nas duas fases das HEB, 61 detectando tanto a
micro quanto a macro hematuria.

Desta forma, através dos resultados obtidos € possivel observar que, apenas a
infeccdo pelo BPV-2 ndo € capaz de desencadear a hematlria enzodtica bovina,
sugerindo-se que, o desenvolvimento da HEB seja dependente do sinergismo entre 0s
componentes toxicos da samambaia, que possuem potencial clastogénico, mais a
presenca de componentes imunossupressores ativem a infecgéo pelo BPV-2. O virus,
gue estaria presente na bexiga urinaria desses animais que fazem a ingestdo de

samambaia, logo apOs a ingestdo da planta, seria ativado, inativando genes
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supressores tumorais e de reparo. Isto acarretaria no desenvolvimento da HEB e
cancer da bexiga desses animais. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para

avaliarem o papel do BPV e da samambaia no desenvolvimento da HEB.



47

7 CONCLUSOES

Os resultados demonstraram a deteccdo do BPV-2 no sangue e urina dos
animais do estudo e que se encontravam em uma propriedade ndo endémica néo
havendo qualquer tipo de ingestdo de samambaia por estes animais, demonstrando a
presenca do virus em outros tecidos. Os resultados das andlises bioquimicas se
mostraram dentro da normalidade, demonstrando a funcionalidade normal da funcéo
renal, além dos resultados das analises de urina, que ndo detectou nenhum sinal de
HEB em nenhuma das fases da doenca, o que confirma a confiabilidade dos testes.

A relacdo dos resultados se mostraram coerentes, confirmando o n&o
desenvolvimento da HEB nos animais do estudo. Desta forma, sugere-se que, a
infeccdo pelo BPV-2 per si, ndo é suficiente para o desenvolvimento da Hematuria

enzoodtica bovina e cancer de bexiga.
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Tabela 4. Exame visual, quimico e microscépico da urina de bovinos adultos fémeas da raca Girolando
5/8 da cidade de ltambé-PE.

AMOSTRAS VARIAVEL
AMOSTRAS pH Proteina  Glicose Nitrito Cor Aspecto Densidade Leuc6citos Hemaécias
(x103/ml) (x103/ml)
(mg/dl) (mg/dl)

01 9,0 + 0 0 1 1 1.005 0 +
02 9,0 + 0 0 1 1 1.005 0 0
03 9,0 + 0 0 2 2 1.010 0 0
04 9,0 0 0 0 1 1 1.005 0 0
05 9,0 + 0 0 2 2 1.005 0 0
06 9,0 0 0 0 1 1 1.010 0 0
07 9,0 0 0 0 2 2 1.005 0 0

E 08 90 + 0 0 2 2 1.005 0 0

é 09 9,0 + 0 0 1 1 1.000 0 0

©

- 10 90 o 0 0 1 1 1.005 0 0
11 9,0 + 0 0 2 1 1.010 0 0
12 9,0 + 0 0 2 1 1.000 0 0
13 9,0 + 0 0 2 1 1.005 0 0
14 9,0 0 0 0 1 1 1.005 0 0
15 9,0 + 0 0 2 1 1.010 0 0
16 9,0 + 0 0 1 1 1.010 0 0
01 8,5 0 0 0 1 1 1.010 0 0
02 8,0 0 0 0 1 1 1.010 0 0
03 8,0 0 0 0 1 1 1.010 0 0
04 9,0 0 0 0 2 1 1.000 0 0
05 8,5 + 0 0 1 2 1.005 0 0

ﬁ 06 9,0 0 0 0 1 1 1.020 0 0

g 07 8,0 0 0 0 2 2 1.020 0 0
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16

8,5

8,0

8,5

8,0

8,0

8,5

8,0

8,5

8,5

9,0

9,0

8,5

9,0

9,0

9,0

8,0

1.000

1.020

1.010

1.010

1.005

1.010

1.010

1.010

1.010

1.005

1.010

1.020

1.010

1.000

1.005

1.010

Obs: Proteina: (+) 30mg/dl; (++) 100mg/dl; (+++) 500mg/dl. Hemoglobina: (+) 10mg/dl; (++) 50mg/dI;

(+++) 250 mg/dl. Cor: 1= amarelo claro; 2= amarelo escuro; 3= ambar; 4= vermelho. Aspecto: 1=
limpido; 2= ligeiramente turvo; 3= turvo



