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Sarcoide equino associado ao papilomavirus bovino BR-UEL-4

Equine sarcoid associated with bovine papillomavirus BR-UEL-4
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-NOTA-

RESUMO

Um equino, sem racga definida, macho com trés
anos de idade apresentou multiplos nédulos na pele, em diversas
regides do corpo. As lesdes localizavam-se predominantemente
nos labios, nas bochechas, na regido submandibular e na
regido inguinal direita. Os tumores caracterizavam-se como
sarcoides dos tipos misto, fibroblastico, verrucoso e oculto.
Histologicamente apresentaram proliferacdo de fibroblastos
dérmicos, muitas vezes ulcerado, com ou sem hiperplasia
pseudoepiteliomatosa da epiderme e formagao de pequenos
grupos isolados de fibroblastos neoplédsicos na derme
superficial. Trés amostras de tecido foram submetidas & extrag&o
de DNA e amplificacdo por PCR com oligonucleotideos
iniciadores genéricos direcionados para uma regido interna
do gene L1 dos papilomavirus. Os produtos resultantes da
amplificacdo de duas amostras foram sequenciados e
demonstraram identidade de 99% com o papilomavirus bovino
(BPV) BR-UEL-4. Essa é a primeira descri¢do da infec¢do de
equinos, bem como de sua associagdo com sarcoide pelo BPV
BR-UEL-4, um suposto novo tipo de BPV identificado
recentemente no Brasil a partir de papilomas cutaneos em
bovinos.
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ABSTRACT

A 3-year-old, mixed breed, male horse showed
multiple nodules in different areas of the skin. Lesions occurred

predominantly on the lips, cheeks, and submandibular and
right inguinal regions. The nodules were characterized as mixed,
fibroblastic, verrucous and occult types of sarcoid.
Histologically there was proliferation of dermal fibroblasts,
with or without pseudoepitheliomatous hyperplasia of the
epidermis (frequently ulcerated), and formation of small isolated
groups of neoplastic fibroblasts in the superficial dermis. Three
tissue samples were submitted to DNA extraction and PCR
amplification with generic primers for the internal region of
the papillomavirus L1 gene. The amplified products from two
samples were sequenced and showed 99% identity with the
bovine papillomavirus (BPV) BR-UEL-4. This is the first
description of BPV BR-UEL-4 infecting a horse and causing
sarcoid in this species. BPV BR-UEL-4 is a putative new BPV
type recently identified in skin papillomas in a Brazilian cattle
herd.

Key words: horse diseases, pathology, bovine papillomavirus,
BR-UEL-4, sarcoid, PCR.

Sarcoide equino ou fibropapiloma é um
neoplasma benigno, ndo-metastatico, formado por
componentes epidermais e dermais frequentemente
observados na pele de equinos, asininos ¢ muares.
Esse tumor afeta principalmente cavalos com idade
entre trés e seis anos, apresenta-se localmente invasivo,
embora seu comportamento seja benigno. Sua forma

Curso de Pos-graduacdo em Ciéncias Veterinarias, area de concentragdo em Patologia Veterinaria, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ), 23890-000, Seropédica, RJ, Brasil. E-mail: anjosje@yahoo.com.br. *Autor para correspondéncia.
"Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP), Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), 97105-900, Santa

Maria, RS, Brasil.

MLaboratorio de Patologia Veterinaria (LAPAV), Departamento de Epidemiologia e Satide Publica, UFRRJ, Seropédica, RJ, Brasil.
VHospital Veterinario de Grandes Animais, Instituto de Veterinaria, UFRRIJ, Seropédica, RJ, Brasil.
VUniversidade Federal do Pampa (UNIPAMPA), Uruguaiana, RS, Brasil.

Recebido para publicacéo 03.02.10 Aprovado em 27.04.10 Devolvido pelo autor 29.05.10

CR- 3105



Sarcoide equino associado ao papilomavirus bovino BR-UEL-4. 1457

maligna é rara(GOLDSCHMIDT & HENDRICK, 2002;
KNOTTENBELT et al., 2005). Esses tumores podem
ocorrer de forma solitdria ou disseminada pelo corpo.
Areas como cabeca, 1abios, membros e abdome ventral
sdo mais comumente afetadas, bem como locais
proximos a traumas (GOLDSCHMIDT & HENDRICK,
2002).

Atualmente a infeccdo por papilomavirus
bovino (BPV) ¢é entendida como a causa do
desenvolvimento de sarcoides em equideos (NASIR
& CAMPO, 2008). A familia Papillomaviridae ¢
composta por 18 géneros, dos quais quatro sdo
compostos por diferentes espécies de BPV,
destacando-se os Deltapapillomavirus (BPV-1 e 2),
Xipapillomavirus (BPV-3, 4, 6, 9 e 10),
Epsilonpapillomavirus (BPV-5 e 8), e um género ainda
nao classificado (BPV-7) (HATAMA et al., 2008). A
identificac@o e classificacdo das espécies virais
baseiam-se na homologia de regides gendmicas,
especialmente do gene L1, que codifica a proteina mais
importante do capsideo viral (BORZACCHIELLO &
ROPERTO, 2008). Recentemente, os BPV BR-UEL-2 a 5
foram identificados no Brasil, associados com
papilomas na pele de bovinos (CLAUS et al., 2008). No
entanto, ndo ha relato da ocorréncia desses
papilomavirus em associacdo a lesdes cutaneas em
outras espécies animais (CLAUS et al., 2008; HATAMA
et al., 2008). O objetivo deste trabalho foi relatar um
caso de sarcoide associado ao BPV BR-UEL-4 em um
equino, no Estado do Rio de Janeiro.

Em margo de 2008, um equino com trés anos
de idade foi encaminhado ao Hospital de Grandes
Animais (HVGA) da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro por apresentar massas tumorais cutineas
em diversas regides do corpo. As lesdes iniciaram ha
aproximadamente 2,5 anos, apds traumatismo cortante
na pele, proximo a articulagdo metacarpo-falangeana
esquerda. O animal era mantido em contato com
bovinos que também apresentavam lesdes verrucosas
na pele. Clinicamente, o animal encontrava-se em bom
estado corporal, com eritrograma, leucograma,
plaquetograma, bioquimica sérica e urinalise normais.
A remocdo cirurgica e os tratamentos homeopaticos,
como acupuntura e auto-hemoterapia, nfio apresentaram
resultados satisfatorios. Os nodulos ulcerados eram
tratados com unguento e sulfadiazina topica contra
infeccdes secundarias. Foram observados episddios
de febre.

Macroscopicamente, as lesdes foram
classificadas, em ordem de maior ocorréncia, como
sarcoides dos tipos misto, fibroblastico, verrucoso e
oculto. Os nédulos variaram entre 1 e 18cm de diametro,
com superficie multilobulada com ou sem crostas e

superficie de corte brancacenta. Os tumores foram
observados com maior frequéncia na pele das regides
submandibular (Figura 1A) e palpebral esquerda, na
lateral do pescogo, na regido inguinal proximo aos
testiculos ¢ na base da cauda (Figura 1B), na regido
peitoral e nas areas distais dos membros toracicos e
pélvicos. A maioria dos nodulos apresentava superficie
irregular e, por vezes, com acentuada queratinizag@o
com aspecto filiforme e eram bastante firmes. Os
ndédulos maiores apresentavam consisténcia
fibroelastica, superficie alopécica, levemente rugosa e
muitos deles eram ulcerados. Pequenos nddulos
também foram observados no tecido subcutdneo da
regido massetérica e peitoral. Fragmentos dos nddulos
foram coletados por meio de bidpsia incisional, sob
sedagdo com acepromazina 1% e anestesia local com
lidocaina 2%. Cerca de trés meses apds a coleta dos
fragmentos, o animal apresentou quadro clinico de
colica impactante e foi submetido a eutanasia de acordo
com as normas éticas de bem-estar animal. Os achados
de necropsia confirmaram o diagnoéstico clinico de
colica por impactacdo do colon maior.

Os fragmentos foram processados
rotineiramente para histopatologia e corados pela
hematoxilina ¢ eosina. Ao exame microscopico, os
noédulos eram formados por intensa proliferagdo de
fibroblastos dérmicos e ou acentuada hiperqueratose
paraqueratotica, com areas de ulceragdo da epiderme e
projecdes pseudoepiteliomatosas (rete ridges) que, por
vezes, formavam pequenas ilhas de fibroblastos
encarcerados (Figura 1C). O componente dérmico visto
nos tipos fibroblastico, misto e oculto, apresentava
intensa proliferagdo de fibroblastos e fibras colagenas
arranjados em feixes entrelagados, emaranhados ou em
redemoinhos. Os fibroblastos apresentavam nucleo
redondo ou alongado com cromatina frouxa e nucléolo
por vezes proeminente e leve pleomorfismo. Os
sarcoides mistos apresentavam fibroblastos
perpendiculares na jungdo dermo-epidérmica (picket-
fence) (Figura 1D).

Trés fragmentos de tumores foram coletados
sob refrigeragdo ¢ submetidos a extragdo de DNA e
deteccdo do genoma viral. A extragdo de DNA viral foi
realizada a partir de uma suspensdo de 100mg dos
tumores em 900uL de tampao de lise [10mM Tris, 10mM
EDTA (TE), 0,5% Nonited, 1% SDS, 0,001mg mL"'!
proteinase K] e incubados por 1h a 56°C. O DNA foi
extraido com fenol:cloroférmio (1:1), precipitado com
etanol absoluto por 2h a 20°C, centrifugado ¢
ressuspenso em tampao TE. Na PCR, para a
amplificagdo parcial do gene L1, foram utilizados 2uL
do DNA extraido (aproximadamente 1 g de DNA total)
e 48uL de mix (0,5uM de cada primer; 200uM dNTPs,
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= 75um.

Figura 1 - Sarcoide associado ao papilomavirus bovino BR-UEL-4 em um equino. A. Equino apresentando multiplos
nddulos tumorais com até 10cm de didmetro na cabeca, com superficie crostosa e irregular. Alguns
nodulos estdo ulcerados. B. Aspecto macroscopico de nddulos tumorais na regido inguinal, proximos ao
prepucio (1) e na base da cauda (2). C. Aspecto histologico do sarcoide misto caracterizado por proliferagao
de fibroblastos dérmicos, moderada acantose com proje¢des pseudoepiteliomatosas em diregdo a derme
(rete ridges) e formagdo de ilhas de fibroblastos encarcerados. Barra = 250um. D. Sarcoide do tipo misto
com proliferagdo de fibroblastos orientados perpendicularmente a epiderme (picket-fence) (seta). Barra

tampdo de reagdo 1X, 2,5uM MgCl e 1UI Taq
polimerase (Invitrogen). Os primers utilizados foram:
FAP 59 (5°-TAACWGTIGGICAYCCWTATT-3") e
FAP 64 (5>-CCWATATCWVHCATITCICCATC-3)
(FORSLUND etal., 1999). As condicdes utilizadas para
amplificac@o foram: 94°C por Smin, seguido de 40 ciclos:
desnaturacdo (94°C, 50s), anelamento (58°C, 55s) e
extensdo (72°C, Imin). Os produtos de PCR de duas
amostras foram analisados em gel de agarose (1,5%),
observados sob luz ultravioleta e posteriormente
purificados (PureLink-Invitrogen) e sequenciados em
triplicata (MegaBace 1000). As sequéncias foram
analisadas e montadas com o auxilio do pacote Staden
(STADEN, 1996). As amostras do sarcoide dos tipos
misto e oculto foram positivas para o BPV com a
amplificagdo de um produto com aproximadamente
478pb. A andlise das sequéncias gerou um consenso

de 453pb (amostra 1) e 471pb (amostra 2), e ambos os
consensos apresentaram homologia de nucleotideos
de 99% com o isolado BR-UEL-4 (n. acesso no GenBank
EU293540.1). A diferenca de 1% entre o primeiro relato
de BR-UEL-4 e a sequéncia identificada neste caso pode
indicar uma variante viral adaptada ao outro hospedeiro.

Os tumores descritos nesse caso
apresentaram caracteristicas macroscdpicas e
microscopicas idénticas as observadas em sarcoides
equideos; sdo formados por populagdo densa de
células mesenquimais semelhantes a fibroblastos,
redondas ou fusiformes, com ou sem hiperplasia da
epiderme (GOLDSCHMIDT & HENDRICK, 2002). Os
sarcoides dos tipos misto e fibroblastico foram os mais
observados nesse estudo, seguidos pelos tipos
verrucoso e oculto. Diferencas histolégicas sdo
observadas entre os diferentes sarcoides; no tipo
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verrucoso sdo comuns a hiperplasia da epiderme com
queratinizacdo acentuada e infrequente proliferagdo de
fibroblastos dérmicos; o tipo fibroblastico apresenta-
se mais firme, circunscrito e formado por intensa
proliferacdo de fibroblastos e colageno, com frequéncia
sdo ulcerados e apresentam variada reac@o hiperplasica
da epiderme; o tipo oculto consiste em massas
nodulares de variados tamanhos, no tecido
subcutaneo, formadas por intensa proliferagdo de
fibroblastos e colageno; o tipo misto, em geral,
apresenta combinacdo entre as formas verrucosa,
fibroblastica e oculta (GOLDSCHMIDT & HENDRICK,
2002; HARGIS & GINN, 2007).

Muitas das massas tumorais observadas
nesse equino estavam localizadas em areas de dificil
acesso cirurgico e boas margens de seguranca nem
sempre foram possiveis, possibilitando recidivas e o
surgimento de novos nddulos. Esse comportamento
tumoral ja foi observado em diversos casos de sarcoide
equino (KNOTTENBELT et al., 2005; NASIR &
CAMPO, 2008).

A detecg@o e identifica¢do do genoma viral
demonstram a associacdo do BPV BR-UEL-4 com
sarcoide equino, contribuindo no diagnostico
histopatologico. O contato desse animal com bovinos
que apresentavam lesoes papilomatosas refor¢aram o
envolvimento viral na patogénese das lesdes. A
variante viral BR-UEL-4 foi inicialmente identificada no
Brasil em bovinos com lesdes papilomatosas na regido
auricular e do pescoco de bovinos. Esse virus foi
classificado como uma nova espécie por apresentar
homologia inferior a 88% com amostras ja conhecidas
(CLAUS etal., 2008). O BPV BR-UEL-4 possui grande
similaridade com o BPV-2, agente reconhecidamente
presente em casos de sarcoide equino (CLAUS et al.,
2008; NASIR & CAMPO, 2008). No entanto, a ndo
identificagdo de antigenos de BPV intratumorais ¢ de
anticorpos neutralizantes anti-BPV no soro de cavalos
afetados sugerem uma infecc¢éo viral nao-produtiva
(GOLDSCHMIDT & HENDRICK, 2002; NASIR &
CAMPO, 2008). Estudos recentes ja demonstraram
transcrigdes oncogénicas especificas de diversos BPV
que apontam para o envolvimento viral direto na
patogénese desses tumores em equideos (NASIR &
CAMPO, 2008). Essa ¢ a primeira descri¢@o da infecgéo

pelo BPV BR-UEL-4 associado a sarcoide em equinos
no Brasil.
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