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RESUMEN

La papilomatosis bovina es una enfermedad viral especie especifica causada
por mas de 10 tipos de Papilomavirus bovino (BPV), que provocan lesiones en
distintas zonas anatomicas del cuerpo del animal. El virus puede ingresar al
organismo a través de cortes o laceraciones en la piel, por contacto con
animales e instrumentos infectados, aunque recientemente se ha encontrado
ADN viral en distintos fluidos corporales, incluyendo sangre; y en otros 6rganos
y células como utero, oocitos y espermatozoides. Los animales mas afectados
son los bovinos jovenes, menores a los 2 afos de edad, pero todos los
animales son susceptibles a la infeccion. Dependiendo del tipo de virus se
provocan lesiones de distinta conformacion y tamafio. Ademas, que en algunos
casos, las lesiones papilomatosis pueden sufrir una transformacion maligna, y
convertirse en neoplasias y posteriormente en carcinoma. Las pérdidas
econdmicas por papilomatosis no son muy significativas. En el Ecuador no
existen estudios acerca de la enfermedad, y no se conocen datos de
prevalencia, incidencia y como afecta la enfermedad a los productores. El
presente estudio tiene por objetivo conocer un poco mejor como afecta la
papilomatosis a la ganaderia lechera en el cantéon Pedro Vicente Maldonado,
en la provincia de Pichincha. Se muestrearon 36 animales con manifestaciones
clinicas de papilomatosis y se realizaron analisis sanguineos de hemograma,
contaje diferencial, proteinas totales, albumina y globulinas; y se llevo a cabo el
estudio histopatolégico de algunas lesiones. Se analiz6 la influencia del manejo
y el clima en la presentacion de la enfermedad. Los resultados mostraron
linfocitosis y monocitosis, relacionados con una infeccion crénica de
papilomatosis; y la presencia de células inmaduras, incluyendo neutréfilos
banda, mielocitos y granulocitos juveniles, fue relacionada con una probable
presencia de neoplasias asociadas al problema de la papilomatosis; que
coincide con el resultado histopatolégico. El clima ejerce un papel importante

en la presentacion de la enfermedad, principalmente en razas Bos taurus
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ABSTRACT

The bovine papilomatosis is a viral disease, specie-specific, caused by more
than 10 types of Bovine Papillomavirus (BPV). These viruses cause injuries in
different anatomic areas in the animal body. The virus enters into the organism
through cuts and lacerations in the skin, through direct contact between
animals, and through infected instruments. Recently, viral DNA has been found
into different body fluids, including blood; and in other organs and cells, such as
uterus, oocytes, and sperm. The most susceptible animals are the calves, and
animals under 2 years old; but all the animals, at any age, can be infected. The
size and structure of the lesions depend on the type of virus that infects the
animal. In some cases, the warts can progress to malignant transformation, and
can develop into neoplasic lesions, and eventually into carcinoma. The
economic losses caused by papilomatosis are not very important. In Ecuador,
there are not any studies about the disease, and there is no data about
prevalence, incidence and influence of the papilomatosis in milk production. The
objective of this study is to know how the papilomatosis affects the Dairy Cattle
in Pedro Vicente Maldonado. 36 animals with clinical lesions of papilomatosis
were sampled, and these samplings were submitted to biometric, protein and
histopathological analysis. The influence of the environment and the animal
handling were also evaluated. The results showed lymphocytosis and
monocytosis, related with chronical papilomatosis. The presence of immature
white cells is related with neoplastic lesions caused by the virus and matches
the histopathological result. The weather plays an important role in the

development of the disease especially in Bos Taurus breeds.
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INTRODUCCION

La papilomatosis es una enfermedad causada por un virus ADN de la familia
Papillomaviridae, que afecta a varias especies animales provocando el
desarrollo de lesiones a nivel cutaneo, conocidas comunmente como verrugas.
Existen mas de 300 tipos de papilomavirus (PV), que se caracterizan por
infectar a una especie determinada, y por tener especificidad por tejidos; y
aunque la mayoria de papilomas causan lesiones de tipo benigno, muchas de
estas pueden sufrir transformacién y terminar en procesos neoplasicos y
cancer. (Saveira M, 2006; Murphy F, 1999)

Los BPV son virus sin envoltura, que contienen un ADN de cadena doble
cerrado circularmente, que contiene alrededor de 8000 nucledtidos o bases y
que se encuentra dividido en 3 regiones encargadas de la codificacion de
proteinas o genes tempranos (E); de proteinas estructurales o tardias (L) y una
region que contiene los reguladores de la replicacion y transcripcion del

genoma. (Saveira M, 2006)

Se han identificado alrededor de 10 tipos de Papilomavirus bovino (BPV),
aunque se siguen realizando nuevos estudios para la tipificacion de nuevos
tipos de virus. Los BPVs causan lesiones de diferentes formas y estructura en
distintas regiones anatdmicas del ganado bovino, y algunos de estos virus se
caracterizan por inducir la transformacién de lesiones en neoplasias y cancer a
nivel del tracto gastrointestinal (TGI) y a nivel de vejiga urinaria. Aunque los
BPV afectan especificamente a los bovinos, se conoce que los tipos BPV-1y
BPV-2 pueden inducir la formacién de sarcoide en los equinos. (Saveira M,
2006; Claus M y et al, 2009).

El BPV-1 y BPV-2 conocidos como delta-papilomavirus, causan lesiones de
fibropapilomas que infectan tanto el epitelio como la dermis superficial; los virus
BPV-3, BPV-4 y BPV-6 se conocen como xi-papilomavirus e infectan solamente

al epitelio causando papilomas verdaderos. EI BPV-5 ha sido clasificado dentro



de los épsilon-papilomavirus y puede causar fibropapilomas o papilomas
verdaderos. (Saveira M, 2006)

Las lesiones causadas por los BPV son consideradas como tumores
benignos, que experimentan regresion espontanea luego de algunos meses;
sin embargo, se sugiere que las lesiones que no desaparecen
espontaneamente, pueden sufrir una transformacion y convertirse en
carcinoma de células escamosas, causantes de cancer en la vejiga y en el
TGI. Los animales de cualquier edad son susceptibles a la infeccién, aunque

los terneros suelen ser los mas afectados. (Saveira M, 2006; Murphy F, 1999)

El virus normalmente ingresa por cortes o abrasiones en la piel, y cumple su
ciclo de vida en células diferenciadas, ocasionando el desarrollo de las
verrugas. El contagio se da por contacto directo con animales e instrumentos
infectados; aunque recientemente se ha identificado ADN viral en otros fluidos
corporales, incluyendo sangre, semen, orina y leche; y de acuerdo a estos
estudios, se considera que los linfocitos actuan como sitios latentes de la
infeccion viral y como vectores para la distribucién del virus en todo el
organismo y hacia otros animales. (Radostits O y et al, 2005; Lindsey CJ y et
al, 2009)

El diagndstico de la enfermedad se basa principalmente en las lesiones
clinicas tipicas que presenta el animal, y que pueden ser sometidas a biopsias
y examenes citologicos e histopatolégicos. Ademas, existen otras técnicas para
el andlisis y la determinacién del virus, siendo el PCR, la mas importante para
el estudio genético y determinacion de nuevos tipos virales. Es importante
conocer, que los PVs son dificiles de cultivar a nivel experimental, lo que ha
limitado el estudio completo de los virus; aunque con las nuevas técnicas se
pretende conocer mas acerca de los PVs. (Radostits O y et al, 2005; Saveira
M, 2006; IARC, 2007)

Las lesiones de la papilomatosis generalmente experimentan regresion
espontanea; pero existe una gran variedad de tratamientos que se han probado

para hacerlas desaparecer mas rapidamente. Existen vacunas comerciales que



son efectivas, siempre y cuando contengan el tipo de virus especifico que
afecta a los animales infectados; por lo que su uso no siempre tiene los
resultados esperados. Es también comun el uso de la autovacuna, que asegura
que el tipo de virus es el infectante, pero sus resultados son variables. También
se pueden remover quirurgicamente las lesiones. Se han descrito también
buenos resultados con el uso de lvermectina, Levamizol, vacuna con cepa La
Sota de Newcastle y Parapoxvirus ovis; y se recomienda siempre la aplicacion
de vitaminas, minerales y otros inmunoestimulantes. (Murphy F, 1999;
Radostits O y et al, 2005; Avki S y et al, 2004; Martin S, 20107?; Borku M y et al,
2007; Salib F y Farghali, 2011; Saveira M, 2006)

Aunque en otros paises se han realizado varios estudios sobre la
enfermedad, en nuestro pais, la papilomatosis no es considerada como una
enfermedad importante; principalmente porque las implicaciones econémicas
de la misma no son muy significativas. Sin embargo, los animales con
papilomatosis pueden presentar disminucién de la condicion corporal; si las
lesiones son en pezones y en glandula mamaria, la produccion de leche se ve
afectada, y la presencia de verrugas a nivel general es antiestética en animales
de exposicion. Ademas, que una vez que ingresa el virus en el hato, es casi
imposible su eliminacién y siempre se van a presentar casos de animales

infectados.

El objetivo de esta investigacion es estudiar los casos de papilomatosis
bovinas en 5 propiedades de ganaderia lechera en la Provincia de Pichincha;
mediante la realizacion de analisis sanguineos, que incluyen hemograma
completo y quimica sanguinea de proteinas, para determinar si el virus provoca
alteraciéon en estos parametros. El estudio incluye también el analisis
histopatoldgico de algunas lesiones; la evaluacion de las formas de manejo y la

influencia del clima en la presentacion de la enfermedad.



CAPITULO 1

1.1.- ESTRUCTURA VIRAL

Los virus se definen como un acumulo de macromoléculas organicas, que al
ingresar a una célula huésped actian como organismos vivos, capaces de
reproducirse y transmitir su genoma. Los virus tienen la capacidad de
evolucionar, de autoreplicarse, de experimentar variaciones y transmitirlas a su
progenie, y tienen especificidad de interaccion con células hospedadoras.
(Vargas M, 2002)

Los virus contienen los elementos necesarios para empacar genomas virales
de manera especifica y eficiente, pueden escapar de una célula infectada,
sobreviven la transferencia a una nueva célula huésped, y se unen, penetran e
inician un nuevo ciclo de replicacion. Los virus estan formados a manera de
una concha, para poder proteger los acidos nucleicos virales. (Knipe D y P
Howley, 2007)

Al describir la estructura viral, existen varios términos relacionados que valen
mencionar. El viriobn se denomina a la particula viral completa; que contiene
subunidades proteicas o protdmeros, que corresponden a la cadena
polipeptidica. Los virus poseen también una unidad de ensamblaje, que es el
conjunto de protémeros que forman un bloque de ensamblaje mayor llamado
capsomero. El capsomero es la unidad morfolégica del virus y se encuentra en
la superficie del viridn. Finalmente, la capside es el caparazdn proteico que
rodea al genoma viral, para protegerlo del medio externo. Algunos virus mas
complejos presentan una nucleocapside que corresponde a la unién de
proteinas con acidos nucleicos que empacan al genoma. Algunos virus
presentan una envoltura o membrana, de tipo lipidica asociada a glicoproteinas
que rodean a toda la particula viral. (Vargas M, 2002) ANEXO 1

Los virus pueden o no tener una cubierta, la cual estd formada por una
membrana de una doble capa de lipidos. Los virus con cubierta la obtienen al
‘echar raices” a través de membranas de las células hospedadoras, que puede

ser la membrana plasmatica, la del reticulo endoplasmatico (RE) o del aparato



de Golgi. Esta formaciéon de membranas es el ultimo paso en el ensamblaje
viral y muy importante para la salida de los virus de la célula infectada. (Knipe
D y P Howley, 2007)

La cantidad de material genético que poseen los virus es limitada y por lo
tanto, existe un numero limitado de proteinas virales. Por esta razén, la
estructura viral se forma a partir de un numero reducido de subunidades
proteicas, y por eso deben organizarse de forma simétrica, usando varias
copias de una misma proteina, o varias proteinas con distintas conformaciones.
(Vargas M, 2002)

La envoltura viral estd compuesta de muchas subunidades idénticas, y la
interaccién entre estas subunidades es especifica y bien definida. La cobertura
proteica que envuelve a los virus se denomina capside, del latin capsa, que
significa caja; y que se encarga de empacar directamente al ARN o ADN de los
virus. La mayoria de proteinas de la envoltura son llamadas proteinas de
membrana tipo |, y contienen una hélice alfa transmembrana unico, un
ectodominio y “cola” de citoplasma. El contacto entre la glicoproteinas de la
envoltura y sitios diana de las subunidades de la matriz determina una
envoltura especifica para la incorporacion de proteinas. (Knipe D y P Howley,
2007; Vargas M, 2002)

Las proteinas de superficie de los virus con envoltura cumplen dos funciones
importantes: actuan como receptores de uniéon y como receptores de fusion.
Ademas, pueden existir enzimas destructoras de receptores, que facilitan la

liberacion de los virus de la célula huésped. (Knipe D y P Howley, 2007)

En los virus sin envoltura, la capside tiene una conformacion conocida como
barrilete beta, formada por ocho hojas beta-plegadas, dispuestas
antiparalelamente, y dos hélices alfa que dan una estructura en forma de cuna.
Las subunidades tienen un tamafio de 20 - 40 kDa. (Vargas M, 2002)

En los virus con o sin envoltura, las estructuras mas superficiales juegan un
papel mas importante en cuanto a estimulos al sistema inmune. En la parte

externa del virion existen ademas antirreceptores, que son proteinas



encargadas de unirse a los receptores de membrana de las células huésped.
(Vargas M, 2002)

1.2.- COMPOSICION QUIMICA DE LOS VIRUS

1.2.1- Acidos nucleicos

Los virus mantienen su genoma en forma de ARN o ADN, que puede ser de
cadena unica, doble, helicoidal, doble cadena circular (PV), molécula unica o
segmentada. Algunos virus tienen la capacidad de transformar su ARN en ADN
e incorporarlo a las células del huésped, a través de la enzima transcriptasa
inversa. De esta forma, los virus transforman las células normales en células

tumorales. (Vargas M, 2002)

El tamano del genoma varia en 3 a 300 kb (kilobases), considerando que un
gen es equivalente a 1 kb. Ademas algunos virus pueden aumentar el potencial
de codificacion del genoma y aumentar la diversidad de proteinas virales,
mediante mecanismos de splicing, una sola region del genoma puede codificar
varias proteinas, a través de marcos abierto de lectura (ORF). (Vargas M,
2002)

1.2.2.- Proteinas

Se sintetizan en base al material genético. La sintesis proteica se lleva a
cabo en los polirribosomas de las células huésped, que se encuentran unidos
al reticulo endoplasmatico (RE) o en los ribosomas libres en el citoplasma.
(Vargas M, 2002)

La funcion principal de las proteinas es de proteger al acido nucleico viral,
mediante la formacion de una estructura estable. Estas proteinas pueden
cambiar y mutar constantemente, como proteccion frente al sistema inmune.
Dentro de estas proteinas también se encuentran las proteinas de unién que

actuan como antirreceptores. Otras funciones incluyen: (Vargas M, 2002)



v" Reguladora: alteran la actividad de sintesis de la célula, para beneficiar
al virion; frenan la produccion de macromoléculas para la célula huésped

tan pronto como ingresan en ella. (Vargas M, 2002)

v" Nucleoproteinas: sirven para empacar el genoma viral en forma de
enzimas celulares, conocidos como histonas y protaminas. Regulan la
expresion de genes y forman estructuras parecidas a la cromatina.
(Vargas M, 2002)

v’ Estructural: forman las unidades proteicas o protdmeros de la capside y
membrana virales; se unen en la superficie de forma ordenada dando
una estructura regular y estable. Establecen interaccion con el huésped
mediante receptores que facilitan su ingreso a la célula y el transporte
del virion. Incluye proteinas como la proteina hemoaglutinante (H),
neuraminidasa (N), proteina de fusion (F), y proteina HN. (Vargas M,
2002)

v' Enzimatica: pueden actuar como catalizadores de ciertas funciones

virales.

1.2.3.- Lipidos

Forman parte de la envoltura viral y provienen de las membranas de las
células hospedadoras, durante el ensamblaje del virus. Son importantes para la

fusion de la envoltura viral con la membrana celular. (Vargas M, 2002)

Los lipidos son también importantes para el anclaje de las proteinas en la
membrana viral, en la membrana externa se anclan proteinas mediante
radicales de glicosilfosfatidilinositol, y en la membrana interna mediante

radicales de acido miristilico. (Vargas M, 2002)

1.2.4.- Carbohidratos

Son importantes para formar la estructura viral, y forman glicoproteinas y
glicolipidos. Se unen al RE (reticulo endoplasmatico) mediante un proceso de

translocacién, adicionando residuos de polisacaridos a residuos de



aminoacidos; y en el aparato de Golgi, ayudan a terminar el empaquetamiento.
En algunos virus, los carbohidratos ayudan a ocultar los epitopos antigénicos.
(Vargas M, 2002)

1.3.- REPLICACION VIRAL

En el ciclo de replicacion, también llamado ciclo litico, hay produccion y
liberacion de la progenie viral, y destruccion de la célula hospedadora y dafio
tisular. La fase inicial se conoce como periodo de eclipse o de latencia, que
comprende desde la captacién de viriones infectantes hasta la aparicion de un

nuevo primer virion en el medio. (Vargas M, 2002)

Los pasos para la multiplicacion viral incluyen:

1.3.1.- Acercamiento

La particula viral infecciosa se aproxima hacia la superficie de la célula
hospedadora. En esta etapa son importantes las cargas eléctricas del virion y
de la célula, al igual que la fluidez de la membrana tanto celular como viral.
(Vargas M, 2002)

1.3.2.- Adsorcion

Corresponde a la union entre el viridn y la célula diana, por accion de
elementos complementarios: las proteinas de unidén virales se unen a los
receptores de membrana de las células. En esta union interviene la afinidad y
especificidad entre virion y célula, que puede estar dada por determinadas
secuencias de aminoacidos que reconocen solamente un sitio especifico de la

membrana celular. (Vargas M, 2002)

1.3.3.- Entrada del virion

En los virus bacteridéfagos la capside queda en la superficie y solo ingresa el
acido nucleico. En organismos mas complejos, el virus debe pasar una serie de
barreras biolégicas para entrar en contacto con la célula diana; y poder ingresar

en ella. Para la entrada, ocurre un proceso de englobamiento endocitdcico o



viropexis, que consiste en la fusion de membranas en virus con envoltura; o un
proceso de traslocacion o penetracion directa en virus sin envoltura. La union
da lugar a la formacion de un fagosoma, que inhibe la union de los lisosomas
protegiendo asi al genoma. (Vargas M, 2002) ANEXO 2

1.3.4.- Denudamiento

Consiste en la remocién de la capside y envolturas virales para liberar el
acido nucleico, de tal forma que pueda interactuar con el metabolismo celular.
Hay una pérdida de estabilidad estructural de la capside, o se fusionan las
membranas viral y celular. Las sefiales para que esto ocurra son dadas al
unirse el virion al receptor o si el virus esta en un ambiente con pH bajo como

el de los endosomas. (Vargas M, 2002)

1.3.5.- Transcripcion

En esta etapa se transfiere la informacion genética de una secuencia de
nucledétidos de una molécula de ARN o ADN, a otra. Para esto, es necesario
que se forme ARNm (Mensajero) a partir de una molécula de ADN, o la
formacion de una cadena de ARN complementario. Para producir el ARNm, se
utilizan las enzimas virales ARN polimerasas ARN dependientes, las cuales
cumplen con la funcién de transcripcion al producir el ARNm, aunque también
cumplen funciones de replicacién, es decir, que copian el ARN viral para formar
nuevos genomas. La mayor parte de virus ADN se replican en el nucleo y
dependen de las ARN polimerasas celulares. Intervienen tanto genes
tempranos o de lectura rapida, y genes tardios o de lectura en fase final del
ciclo. (Vargas M, 2002)

1.3.6.- Traslacion

En esta fase se sintetiza una cadena de polipéptidos a partir del ARNm. El
ARNm sintetiza proteinas durante dos periodos de tiempo simultaneos: la
traslacion de proteinas tempranas, en las que se producen proteinas con
funciones enzimaticas y reguladoras de la funcién celular; y la traslacion de

proteinas tardias o estructurales, que conforman el viriéon. (Vargas M, 2002)



10

1.3.7.- Replicacion del genoma

Aqui ocurre la sintesis de ADN o ARN viral. Los virus de ADN utilizan las
ADN polimerasas de la célula que se encuentran en el nucleo; mientras que los
virus ARN wusan replicacion para formar ARN a partir de cadenas

complementarias que actuan como molde. (Vargas M, 2002)

1.3.8.- Sintesis proteica tardia

Las proteinas se sintetizan en la célula infectada luego de que se han
replicado los genomas virales. Durante esta fase se sintetizan las proteinas

estructurales del virus. (Vargas M, 2002)

1.3.9.- Ensamblaje

Se produce una organizacion de las proteinas y acidos nucleicos virales,
para la formacioén de viriones maduros. En los virus con envoltura, se organiza
y se ensambla la nucleocapside debajo de la membrana celular; y en los virus
si envoltura, la capside se forma alrededor del genoma. En esta fase hay gran
expresion de antigenos virales en la superficie de la membrana celular; y las
proteinas sintetizadas en la célula hospedadora, se procesan en los
proteosomas y se presentan a través del MHC | (Complejo mayor de
histocompatibilidad 1) para que puedan ser identificados por los linfocitos T.
(Vargas M, 2002)

1.3.10.- Liberacién

Los nuevos viriones infecciosos son liberados al medio externo a través de

procesos de citolisis o gemacion. (Vargas M, 2002) ANEXO 3
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CAPITULO 2

2.1.- GENERALIDADES DE LA PAPILOMATOSIS

La papilomatosis esta causada por virus ADN oncogénicos, que infectan el
epitelio cutaneo y mucoso en una gran variedad de animales, incluyendo
humanos, bovinos, equinos, chimpancés, mono Rhesus, venados, perros,
elefantes, ratones, loros entre otros. El virus ingresa a través de cortes,
abrasiones y otras lesiones, e induce la formacion de papilomas o verrugas,
que generalmente no causan dafo y tienen una regresion espontanea, aunque
existen casos en los que progresan y pueden ser malignos. (Saveira M, 2006;
Murphy F, 1999) ANEXO 4

En general existen mas de 300 tipos de papilomavirus, incluyendo mas de
200 tipos para el papilomavirus humano (HPV). Sin embargo, todos los
papilomas tienen una organizacion genética muy similar. Estan formados por
un genoma viral con una doble hélice de ADN circular, que tiene
aproximadamente 8 kilobases, que se dividen en tres regiones: (Saveira M,
2006)

— Regiéon E: que codifica proteinas tempranas, de E1 a E7, responsables
de la patogenicidad del virus.

— Regioén L: que codifica proteinas tardias estructurales, L1y L2.

— Region LCR: que es una regién no codificante, que contienen los
elementos necesarios para la replicacion y transcripcion del genoma
viral. Todos los genes se localizan en un solo sitio del ADN vy la

transcripcion es unidireccional.

El ciclo de vida del virus esté estrechamente relacionado con el proceso de
diferenciacion de las células epiteliales: el virus infecta a los queratinocitos
basales, luego expresa parte de sus genes en la capas basales y
suprabasales, después replica su genoma en las capas espinosa y granular
que estan diferenciandose, expresa sus genes estructurales y empaca su ADN
en las capas escamosas, y entonces nuevos virus son finalmente liberados con

las escamas queratinizadas. Durante todo este ciclo, el genoma del
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papilomavirus permanece en las células infectadas como un episoma. (Saveira
M, 2006) ANEXO 5

Sin embargo, el virus no siempre cumple su ciclo de vida completo; pues en
ocasiones, los tumores benignos se tornan crénicos y pueden transformarse en
carcinoma de células escamosas. Esta progresion neoplasica, desde el punto
de vista viral, es considerada como un accidente. La transformacion celular es
un proceso de muerte para el virus, pues ya no tiene la capacidad de producir
nuevos viriones, el genoma viral o bien es incorporado en el genoma celular,
como en el caso de carcinoma de células escamosas anogenitales en
humanos; o se mantiene como un elemento extracromosomal que replica junto
con el ciclo celular, por ejemplo, en el caso de cancer urotelial en el ganado; o
puede también perderse en células transformadas, como en carcinoma de

células escamosas del TGl superior del ganado. (Saveira M, 2006)

Otra caracteristica importante del PV, es su especificidad por especie,
incluso en condiciones experimentales, el virus solamente infecta a su huésped
natural; a excepciéon del papilomavirus bovino tipo 1 o 2 (BPV-1 o -2) que

puede infectar a caballos y otros équidos. (Saveira M, 2006)

Al ingresar a un huésped especifico, el PV causa respuestas
hiperproliferativas del epitelio cutaneo o mucoso, provocando la formacién de
verrugas, condilomas o papilomas. Aunque existen ocasiones en los que el
huésped puede suprimir la actividad viral y mantenerse en un estado subclinico
de enfermedad, que puede reactivarse por estados de inmunosupresion o

constantes procesos de enfermarse y curarse. (Saveira M, 2006)

Los virus son resistentes a multiples factores ambientales, incluyendo
solventes lipidicos, detergentes, bajo pH y altas temperaturas. (Murphy F,
1999)
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2.2.- HISTORIA Y AVANCES EN EL ESTUDIO DEL VIRUS

Las lesiones por papilomas, conocidas generalmente como verrugas, han
sido reconocidas en animales por varios siglos; por ejemplo, ya en el siglo IX,
se habian descrito verrugas en equinos en Bagdad; y en 1907 se reconocio la
etiologia viral de estas lesiones, aunque recién en 1978 se conocié que las

verrugas eran causadas por varios tipos diferentes de virus. (Murphy F, 1999)

La naturaleza del agente infeccioso causante de las verrugas fue investigada
en un principio por Strauss y colaboradores, a finales de 1940 e inicios de
1950; quienes lograron describir estructuras cristalinas similares a un virus
mediante microscopia electronica, dentro de cuerpos de inclusion
intranucleares de verrugas de piel. Estas caracteristicas fueron observadas
posteriormente en verrugas genitales y papilomas laringeos (reportes de Boyle
et al, 1973; Dun y Ogilvie, 1968). Gracias a los avances de la microscopia
electronica, se puedo realizar una mejor caracterizacion de los virus de las
verrugas, que posteriormente fue clasificado por su morfologia, como un
pariente de los virus polioma. Sin embargo, con el paso de los anos, se
determind las pocas similitudes biologicas y estructurales moleculares entre
estos dos virus; hasta que finalmente los papilomavirus fueron clasificados
como una familia independiente de virus, Illamada actualmente

Papillomaviridae. (Saveira M, 2006)

Ya en los anos 30 se habia observado, que los PV eran la segunda clase de
virus, después de los retrovirus, que podian inducir lesiones tumorales, a través
de experimentos con el PV de conejo cola de algodén (CRPV). También se
observd, que mientras algunos papilomas desaparecian con el tiempo, otros
persistian sin progresar pero con el riesgo de terminar como carcinoma. Esto
fue observado por Peyton Rous en 1935 al observar los papilomas en los
conejos. (Garcea R, 2007; Murphy F, 1999)

Investigaciones posteriores empezaron a demostrar la especificidad del
virus, pues se observé que el CRPV solo producia infeccion en epitelio no

genital; y para mediados de la década de los 30, se pudo aislar el virus de la
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mucosa oral del conejo (ROPV), que solo infectaba a la mucosa oral y no tenia
potencial oncogénico. Por otro lado, se observd también que los animales
podian desarrollar resistencia unicamente frente a virus homoélogos, mientras
que aun eran susceptibles a virus heterélogos. Es decir, que mas de un virus

podia infectar a una sola especie. (Garcea R, 2007)

En otros estudios durante la misma época, se observd que el virus del
papiloma oral canino (COPV) solamente producia lesién a nivel de boca,
aunque este fuera inoculado en otras zonas del cuerpo; y tenia una regresion
espontanea. También se pudo identificar al virus del papiloma bovino 1 (BPV-1)
y se observd que causaba fibropapilomas, pues afectaba a fibroblastos y a
células epidérmicas epiteliales, a diferencia de otros PV que solo causaban
lesidon a nivel epitelial. Y a principios de los afios 50, se observé que el BVP-1
podia causar tumores fibroblasticos benignos en caballos, similares al sarcoide

equino, pero que contenian ADN del BVP. (Garcea R, 2007)

Durante los afios 50 y 60, los estudios sobre los PV se limitaron debido a su
dificultad en el cultivo y a su falta de importancia médica Sin embargo, con el
avance en la microscopia de anticuerpos fluorescentes y microscopia

electronica, se pudieron observar mejor a estos patogenos. (Garcea R, 2007)

Se sospechaba inicialmente, que debido a la cronicidad del virus, éste
deberia estar presente en las capas de células basales, que es en donde
ocurre la division de células epiteliales. Sin embargo, se pudo observar que los
antigenos estructurales y otras particulas del CRPV se encontraban solamente
en el nucleo de queratinocitos diferenciados en las capas superiores de la
lesion; por lo que se sospechd que en las células basales se encontraban
formas inmaduras del virus. Estos resultados ademas llevaron a la conclusion
de que la replicacion de los PV estaba muy relacionada al proceso de
diferenciacion de las células epiteliales escamosas estratificadas, lo cual
explicaba el porqué el virus no crecia en cultivos de una sola capa celular.
(Garcea R, 2007)
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Durante los afios 60 y 70, se realizaron investigaciones relacionadas con el
ADN del virus, y se determind, que la regresion de los papilomas en conejos
enfermos, estaba mediada inmunoldgicamente; pues la frecuencia de regresion
disminuia en animales con inmunosupresion inducida con metilprednisolona;
mientras que la regresion aumentaba cuando los animales eran inmunizados
sistematicamente con tejidos molidos de papilomas; aunque no desarrollaban
regresion por transferencia pasiva de suero de conejos con papilomas
persistentes. Ademas, en otros estudios se observd que los anticuerpos
neutralizantes no son suficientes para inducir la regresion de las lesiones,
llegando a la conclusion de que este proceso estaba mediado por inmunidad

celular no humoral. (Garcea R, 2007)

Durante finales de los afnos 70 y principios de los 80, las investigaciones de
los PV se enfocaron en el estudio experimental de PV animales, y en el estudio
clinico de los HPV. De acuerdo a estos estudios, se determiné que los BPV-1
tenian dos propiedades importantes: la primera era que el virus tenia una facil
fuente renovable de viriones, pues podia propagarse seriamente en vivo a
partir de extractos de grandes lesiones en ganado. La segunda propiedad, era
que el BVP-1 podia inducir transformaciones morfolégicas y formacién de focos
de tejido especifico en lineas de cultivos celulares; a diferencia del CRPV y de
los HPV, y que se relacionaba con un mayor rango de huéspedes para el virus
in vivo. (Garcea R, 2007)

El BPV-1 ha sido uno de los virus mas estudiados, y fue el primer PV del que
se completd el genoma en 1982; seguido posteriormente por HPV-1, HPV-6 y
CRPV. Esto demostraba que los distintos tipos de PV compartian organizacion
genética similar y homologia en la secuencia. Combinando esta informacién
con analisis de transcripcion, se determiné que el virus podia dividirse en 3
segmentos: una regidén no codificante; una regidén codificante los genes no
estructurales (genes tempranos E); y una region codificante de las dos

proteinas de la capside (genes tardios L). (Garcea R, 2007)

Hacia finales de los 70, se desarrollé un modelo de infeccion del eséfago por

BPV-4, cuyas lesiones se localizaban en superficies mucosas, y que podian
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transformarse en cancer en el ganado infectado; situacién que fue relacionada
con el consumo de helecho. Este era un evento totalmente natural en el que un
agente no viral contribuia a la progresion del papiloma en carcinoma. (Garcea
R, 2007)

Hacia los afios 1980, se reconocio que existian muchos genotipos de HPV
que causaban lesiones genitales y no genitales. Ademas, se determin6é que
algunos genotipos de PV estaban relacionados con lesiones cutaneas de la
epidermodisplasia verruciformis (EV), y que algunas de estas lesiones se
transformaban en carcinoma de células escamosas, especificamente, las
lesiones tumorales que contenian HPV-5 y HPV-8. Esta fue la primera
evidencia que el HPV se relacionaba con el cancer en humanos. (Garcea R,
2007)

Se le empezo6 entonces a dar mayor importancia médica a los efectos de los
PV y se determiné que la apariencia histolégica de la displasia cervical, el
precursor celular del cancer celular, se parecia mucho a la apariencia de
papilomas viral; y se sugiri6 que el HPV jugaba un papel importante en la
carcinogénesis cervical. Se aislaron los tipos HPV-6 y HPV-11 de verrugas
genitales benignas, y luego se determiné la presencia de HPV-16 y HPV-18 en
cancer cervical, y que sus genes jugaban un papel importante en el desarrollo
de cancer. (Garcea R, 2007)

Hasta recientemente, el estudio de las particulas de PV y su interaccion con
las células del huésped, se basaba en el aislamiento de particulas virales de
epitelios naturales infectados, en los distintos tipos de verrugas; pues en 1975
se habia reportado que la replicacion en un cultivo celular simple no era
posible. Esto limitd la caracterizacion viral, su ciclo de vida, su forma de
infeccion y su clasificacidn. Incluso hoy en dia la mayoria de estudios se basan
en ADN clonado de los virus y los conocimientos acerca de la estructura y
antigenicidad de las capsides virales, son el resultado de virologia en reversa.
Aunque el hallazgo de que los BVP-1, podian transformar a las células de

roedores en cultivos, permitié realizar estudios posteriores, que han permitido
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conocer la accion de las oncoproteinas de los virus. (Saveira M, 2006; Murphy
F, 2007)

2.3.- FILOGENIA Y TAXONOMIA DE LOS PAPILOMAVIRUS

Las caracteristicas del genoma de los virus han sido las bases para su
nomenclatura y taxonomia, pues no existen sistemas de cultivo confiables ni
marcadores serologicos para estos virus. Los papilomavirus (PV) tienen una
organizacién del genoma muy similar, pues al compararlos se encuentran al
menos 5 genes homologos, aunque la secuencia nucleétida puede variar en
mas del 50%. Los estudios filogenéticos sugieren que normalmente estos virus
han evolucionado junto con sus especies hospedadores mamiferas o aviares,
no cambian de especie hospedadora, no se recombinan y han mantenido su
organizacién genética basica por un periodo mayor de 100 millones de afos.
(Garcea R, 2007; Saveira M, 2006)

Mediante la comparacion de secuencias, se ha establecido una taxonomia
para los papilomavirus, reconocida por el Comité de Taxonomia de Virus.
Inicialmente los ADN aislados de los PV que eran muy diferentes de otros eran
llamados tipos, y todos los PVs actualmente forman parte de la familia
Papillomaviridae. Las ramas mayores del arbol filogenético son considerados
como “géneros” identificados con letras griegas. Las ramas filogenéticas
menores son consideradas como “especies”, y unen a tipos de PV que son
genémicamente distintos sin exhibir diferencias biolégicas. Son considerados
“tipos”, los virus cuya secuencia de nucleotidos en L1 difiere en al menos 10%
con otros tipos; mientras que los “subtipos” solo varian en su secuencia en un
2-10%. Los virus aislados del mismo tipo y con minimas diferencias, son
conocidos como variantes. Este nuevo sistema taxondémico no afecta a la
identificacion y caracterizacion tradicionales de los tipos de PV; y clasifica a los
subtipos y variantes de los virus, dentro de niveles menores al de “especies’.
(Garcea R, 2007; Saveira M, 2006) ANEXO 6

Inicialmente, los papilomavirus fueron clasificados junto con los

polyomavirus, dentro de la familia Papoviridae. Esto se basaba en las
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similitudes electromicroscopicas de sus capsides virales, sin envoltura y con
doble hélice circular de ADN. Esta clasificacion fue dificil de mantener, cuando
a mediados de los 80 se empezo6 a conocer que los polyoma y lo papilomavirus
tenian distintos tamanos de genoma (5kb y 8kb respectivamente), diferentes
estrategias de transcripcion; y que sus proteinas no eran homoélogas. Esto llevo
a la determinacion de la familia Papillomaviridae. (Saveira M, 2006; Garcea R,
2007)

No se han encontrado parientes a los virus de la familia Papillomaviridae, y
se ha observado que los virus aislados de animales muy poco relacionados con
los humanos, tampoco se relacionan con los HPVs, lo que afirma que cada
especie de virus evoluciond junto con sus huéspedes. (Saveira M, 2006)
ANEXO 7

2.3.1.-Géneros en la taxonomia del papilomavirus

Inicialmente a los genomas de los papilomavirus se los describi6 como
“tipos”, pero en la actualidad la taxonomia de estos virus se basa en algoritmos
filogenéticos, que analizan las similitudes entre secuencias de nucleétidos.
Durante las investigaciones se hizo claro que la comparacion de genomas
completos de PVs, homologia individual de genes de PV o incluso pequefios
segmentos de genes de PVs, llevaban a arboles filogenéticos muy similares.
Se concluy6 entonces que los genomas de los PV no se recombinan y que
cada virus homologo prueba la evolucion histérica de cada virus. (Saveira M,
2006; Garcea R, 2007)

Cuando se empez6 a comparar las secuencias de un numero mayor de tipos
de PV, se observd que la mayoria de los virus formaban ensamblajes
jerarquicos, por lo que se empezd a usar expresiones como ramas mayores y
menores, 0 supergrupos y grupos. Por ejemplo, una rama mayor estaba
formada por todos los tipos de HPV que originalmente fueron descritos de
lesiones genitales, y por lo tanto se lo llamé los HPV genitales; mientras que
otro estaba formado de PVs de animales con casco que presentaban lesiones

en células epiteliales y mesenquimaticas, y se los conocia como
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fibropapilomas. Sin embargo, con el tiempo se observd que esta clasificacion
no tenia mucha consistencia biolégica, porque no todos los virus producian las
mismas lesiones en los mismos lugares, por lo que los virus no podian
clasificarse unicamente mediante una taxonomia fenotipica. (Saveira M, 2006;
Garcea R, 2007)

Por esta razdn, se decidié introducir “géneros” dentro de la clasificacion
taxondmica de los papilomavirus, para nombrar a los previamente conocidos
como “supergrupos o ramas mayores; y debido a que dar un nombre especifico
a cada geénero resultaba complicado, se decidio utilizar letras griegas para
nombrarlos. De tal forma que en la actualidad, por ejemplo, todos los
papilomavirus genitales, formaron el grupo alfa-papilomavirus; mientras que
tipos de PVs asociados a EV, se les nombra como beta-papilomavirus. Otros
virus cutaneos pertenecen a los gama-papilomavirus. La mayoria de
fibropapilomas pertenece a los delta-papilomavirus; y los de la mucosa de
ungulados, a los Xi-papilomavirus. (Saveira M, 2006; Garcea R, 2007) ANEXO
8

2.3.2.- Especies y tipos de Papilomavirus

Anteriormente, debido a que no se podia identificar, mantener y describir
cultivos celulares de distintos PVs, mas que el aislamiento de sus genomas; a
aquellos cuyo ADN aislado era diferente se les conocia como tipos. Sin
embargo, en la actualidad se considera que dos genomas de PV son de
distintos tipos, cuando la secuencia de nucleétidos de sus genes L1, que
codifican las proteinas de la capside, tienen menos del 10% de semejanzas.
Debido a las grandes variaciones tanto fenotipicas como genotipicas de
distintos tipos de virus, se determind, que cada tipo sea considerado como una
especie; dependiendo de clusters (grupos) filogenéticamente relacionados en
distintos tipos de PV; que son identificados con un sistema numérico. (Garcea
R, 2007; Saveira M, 2006)

En condiciones naturales, un tipo de PV tiene un huésped especifico,

aunque multiples especies de animales con cascos pueden ser infectados por
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un mismo tipo de virus. Pero no se conoce todavia cuales son los factores que
limitan la transmision de un tipo de PV entre varias especies. En la actualidad
existen mas de 118 tipos de PV humanos y animales descritos, ademas de que
hay observaciones de cientos de genomas de PV adicionales, que aun tienen
que ser aislados y descritos formalmente para considerarse como tipos.
(Garcea R, 2007)

No se ha encontrado genomas intermedios entre dos tipos distintos de PV, ni
tampoco se ha observado recombinacion; y a excepcion de algunos BPV que
pueden infectar a otras especies, la mayoria de tipos de PV tienen un solo
huésped especifico; y no se conoce como se han desarrollado nuevos tipos de
PV. No hay indicacion que la seleccion inmune pueda contribuir
significativamente al proceso filogenético; y todavia no se comprende bien
ciertos detalles de la respuesta inmune contra células infectadas con PV; sin
embargo, la ausencia de respuesta inflamatoria a una infeccion de PV sugiere

procesos de evolucion para evadir el reconocimiento inmune. (Saveira M, 2006)

2.3.3.- Subtipos de PV

Los subtipos son definidos como genomas de PV que difieren de otro tipo en
su secuencia de nucledétidos en un 2-10%. Existen muy pocos genomas que se
encuentran dentro de esta clasificacidon, por ejemplo, HPV-67 es un subtipo de
HPV-34; HPV-46 de HPV-20; HPV-55 de HPV-44 y el PV del chimpancé, y el
PV del chimpancé pigmeo (Bonobo). No se conoce la razén exacta de por qué
hay tan pocos subtipos, pero se sugiere, que muchos pueden haberse
extinguido con los afios, a la vez que las distintas especies continuaban
evolucionando. (Garcea R, 2007; Saveira M, 2006)

El PV del chimpancé y del bonobo son subtipos de un tipo de PV dentro de
la misma especie, que también incluye al HPV-6 y HPV-11, lo cual sugiere, que
luego de un periodo de algunos millones de afos, en el cual se diferenciaron
los humanos de los simios, los tipos de PV se diversificaron a un nivel que hizo
a los PVs de los simios, miembros de las especies de HPV. Todos los PV de

distintas especies de monos forman ramas dentro de los HPVs genitales. De la
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misma forma, la poca relacion entre PVs de aves y mamiferos, sugiere que los
virus se separaron en la época en la que los reptiles empezaron a dar origen a
las distintas lineas de aves y mamiferos; y que los reptiles pueden tener algun

tipo de PV que aun no ha sido encontrado. (Saveira M, 2006)

Muchos de los aislados virales, que inicialmente fueron considerados como
subtipos, son ahora clasificados dentro de la categoria de variantes. (Garcea R,
2007)

2.3.4.- Variantes de PV

Con el aislamiento constante de genomas de HPV, se observo, que a
diferencia de lo que sucede con los subtipos, que llegan a ser muy pocos,
existe una gran poblacion de variantes de estos tipos de HPV. Las variantes se
definen como genomas virales que tienen una variacion menor al 2%
comparada con los tipos virales originales. La diversidad gendmica se presenta
con mayor frecuencia en las regiones no codificantes, especialmente en la
region de control larga (LCR). (Garcea R, 2007)

Se define la variacion como un intercambio o supresién de nucledtidos, que
ocurren en un corto segmento del genoma. Las variantes de cada tipo de HPV
dan origen a alrededor de 2-6 ramas filogenéticas. Se sabe ademas, que
algunas de las variantes de cada tipo de HPV evolucionaron en poblaciones
humanas de regiones geograficas especificas, por lo que prevalecen en

algunos grupos étnicos. (Garcea R, 2007)

En algunos casos, las variantes de los tipos de HPV se expanden en forma
de genes inherentes cromosdmicamente, y la carga viral de una poblacién
refleja su composicion étnica. Se cree ademas, que algunas de las variantes
virales de un mismo tipo de virus pueden ser mas carcinogénicas que otras; por
ejemplo, se ha observado que variantes no-europeas de HPV estan mas

asociadas a lesiones malignas. (Garcea R, 2007)
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2.3.5.- Investigaciones sobre los tipos virales y evolucion de los PV

Los primeros tipos de PV en ser aislados a partir de tejidos con una alta
carga viral fueron: verrugas de conejo (CRPV), de ganado (BPV-1) y de
verrugas planas de humanos (HPV-1). Usando el ADN de estos virus junto con
las nuevas técnicas de investigacion, se empezaron a identificar y nombrar

nuevos tipos clonados de PV. (Garcea R, 2007)

Existen numerosos datos que sugieren que los PVs evolucionaron
conjuntamente con su especie huésped; y se considera que la evolucion de un
nuevo taxon de PV empezaba con los cambios evolutivos de su huésped.
Aunque no se conoce aun cuales son los procesos que desencadenaron la
formacion de tantos tipos de PV, se considera que variaciones genéticas,
cuellos de botella genéticos y falta de seleccidén podrian haber ayudado a este
proceso, gracias a la insercion, supresion o intercambio de nucledtidos del

genoma viral. (Garcea R, 2007)

En cuanto a la seleccidn de los tipos de PVs, se considera que esta resulta
de la evasidn inmune; pues la ausencia de respuesta inflamatoria en
infecciones con PV sugiere una ausencia de procesos evolutivos en curso para

evadir el reconocimiento inmune. (Garcea R, 2007)

Los cambios moleculares de los genomas de los PVs ocurren en un indice
muy corto, y nunca han podido ser observados in vitro. Por lo tanto, la
velocidad de los cambios del genoma debe ser estimada a partir de
comparaciones de genomas de origen natural y suposiciones acerca de su
origen. Se ha sugerido que el genoma del virus cambi6é a una velocidad tan
lenta, como a la que cambian los genomas de sus huéspedes vertebrados,
aproximadamente cambian maximo un 1% cada 100 mil o 1 millon de afos.
Esto sugiere por ejemplo, en el caso de papilomatosis humana, que ésta

siempre estuvo presente. (Saveira M, 2006; Garcea R, 2007)

Hasta el momento no se conoce de PVs que afecten a vertebrados menores
o a invertebrados, y por eso no se puede definir todavia cual es el origen de la

familia Papillomaviridae. (Garcea R, 2007)
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CAPITULO 3

3.1.- CICLO DE VIDA DEL VIRUS

El establecimiento claro del ciclo de vida del PV resultaba bastante
complicado, debido a la incapacidad de replicacion del virus en cultivos
celulares e inicialmente el estudio incluia la descripcion de la distribucion de los
genomas virales y la produccién de genes en lesiones naturales de humanos y
animales. Las células transformadas en cultivo por los BPV eran considerados
modelos de la fase temprana de la infeccion, mientras que las capas epiteliales
y las verrugas infectadas se consideraban como la fase tardia. (Saveira M,
2006; Garcea R, 2007)

Actualmente se cuenta con varios modelos de cultivos tisulares que inducen
lineas celulares que mantienen la estabilidad de los genomas virales y los
plasmidos, y métodos para inducir la diferenciacién epitelial, necesaria para la
produccion de viriones hijos; de esta forma se han podido reproducir in vitro
viriones auténticos, pseudoviriones y particulas de virus no infecciosas (VLP).
(Garcea R, 2007; Saveira M, 2006)

Ademas, se han utilizado genomas de HPV con mutaciones especificas para
evaluar el papel de los productos de genes virales en el ciclo de vida del virus
en las células epiteliales diferenciadas. Se han estudiado también genes virales
y proteinas individuales en ensayos celulares y bioquimicos, para el estudio de

la transformacion, transcripcion y replicacion viral. (Garcea R, 2007)
El ciclo de vida del PV se desarrolla en 3 etapas: (Saveira M, 2006)

1. Entrada del virus y establecimiento de la replicacion del genoma viral.

2. Mantenimiento del genoma extracromosomal en las células epiteliales
basales en division.

3. Amplificacion del genoma en queratinocitos diferenciados, expresion de

genes tardios y construccion de nuevos viriones.

El ciclo de vida del PV esta intimamente ligado al proceso de diferenciacion

del tejido epitelial del huésped. Aunque todavia no se sabe exactamente cual
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es el receptor celular para la entrada del virus, se conoce que el sulfato de
heparina puede facilitar la unién del virus. Se cree que los objetivos de la
infeccion inicial son las células epiteliales basales, que son expuestas como

resultado de microheridas al epitelio estratificado. (Garcea R, 2007)

Luego de la unién del virus a los receptores y su entrada en la célula, los
viriones migran hacia el nucleo, en donde establecen sus genomas a manera
de multiples copias de plasmidos extracromosomales, que llegan a ser entre
20-100 copias por célula basal infectada. La replicacion de los genomas virales
ocurre en la fase S del ciclo celular por accion de las proteinas virales E1y E2,

junto con proteinas de replicacion celular. (Garcea R, 2007)

Luego de que se ha replicado el genoma y se ha producido la division
celular, una de las células hijas migra lejos de la capa basal e inicia con el
proceso de diferenciacion. Normalmente, los queratinocitos sanos se retiran del
ciclo celular después de haber salido de la capa basal, y sus nucleos son
degradados en muchas de estas células diferenciadas. Sin embargo, las
células infectadas con PV sufren procesos de diferenciacion, pero permanecen
activas en el ciclo celular, lo que les permite a las células suprabasales
altamente diferenciadas, reiniciar la fase S y asi estimular la replicacion en
altos niveles de ADN viral productivo. La habilidad que les permite a las células
diferenciadas continuar con el ciclo celular, se encuentra mediada por la
proteina viral E7. (Garcea R, 2007)

Por otro lado, la amplificacion de los genomas virales en células
suprabasales diferenciadas, coincide con la activacién del promotor viral tardio,
encargado de codificar las proteinas de la capside viral L1 y L2, y de dos
mediadores de las funciones virales E1-E4 y E5. Los viriones hijos son
distribuidos en células altamente diferenciadas, y luego son liberados al

ambiente extracelular. (Garcea R, 2007)

La capside viral juega un papel importante en el proceso de establecimiento
de la infeccion. En el caso de virus sin envoltura, como los PV, un abrigo

proteico rodea los acidos nucleicos virales y los protege de la degradacion por
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factores externos. Esta permite ademas, la interaccidn con la superficie celular,
media la adsorcion y es interiorizada. Luego de ingresar en el huésped, el virus
debe eliminar ese abrigo proteico para liberar el genoma, de tal forma que

pueda ser transcrito y replicado en el ciclo celular. (Saveira M, 2006)

De acuerdo a las investigaciones se sugiere que los PV se unen a un
receptor celular de superficie, proceso en el que participan L1, L2 y multiples
receptores. Se ha sugerido, que la infeccién como tal, necesita una interaccion
de especificidad baja mediada por la uniéon de L1, seguida de una interaccion
de una proteina mas especifica, que forma parte de L2. (Saveira M, 2006)
ANEXO 9

Entre los compuestos con los que mayor afinidad tiene la particula viral para
la unién, se encuentran los glusoaminoglicanos (GAG): heparina y sulfato de
heparina; sulfato de condroitina y sulfato de dermatina; sulfato de queratina y
acido hialurénico. Se considera que los GAG son los receptores celulares de
superficie sensibles a tripsina que permiten la interaccién entre el virus y la
célula del huésped. (Saveira M, 2006)

3.1.1.- Organizacion genética y expresion de genes de los PVs

Los viriones de los PVs tienen un diametro de 55 nm y estan conformados
por 72 capsomeros. La organizacion genética de los distintos tipos de PV es
bastante similar, pues contienen una unica molécula de ADN en forma circular
y de doble hélice, de 8 kb con regiones codificantes tempranas y tardias
similares, al igual que las secuencias que regulan la transcripcion y la
replicacion. Los PV codifican entre 6-8 marcos de lectura abiertos (ORF) que
contribuyen a que el ciclo de vida viral sea productivo. EI ADN viral tiene
terminaciones cerradas de tipo covalente, se encuentra superenrollado y es
infeccioso. (Garcea R, 2007; Murphy F, 1999) ANEXO 10

Todos los PVs tienen una regiéon no codificadora conocida como LCR o
region de control larga, que se encuentra entre los genes L1y E6, y que incluye

a la mayoria de elementos encargados de la transcripcion viral. Esta



26

transcripcion, es unidireccional, desde uno o varios promotores localizados en
LCR o en los genes E6 y E7. (Saveira M, 2006)

La funcién de la mayoria de los genes es ejecutada por las proteinas que
codifican. La cantidad de una proteina funcional esta determinada por la
frecuencia de transcripcidon de los genes, mediante ensamblaje, estabilidad de
los transcriptores resultantes y la eficacia de traslacion. En los PVs, los sitios
de inicio de la transcripcién, llamados promotores, estan localizados en LCR y
los genes E6 y E7; y la intensidad de uso de estos promotores esta
determinada por elementos reguladores dentro y alrededor de LCR. (Saveira
M, 2006)

La transcripcion de cualquier proteina codificadora de un gen es muy
compleja, y en ésta intervienen mas de 100 proteinas distintas. Las proteinas
codificadoras de genes son transcritas por la ARN polimerasa Il, que debe

cumplir con 4 objetivos: (Saveira M, 2006)

— ldentificar el inicio del gen, es decir el promotor.
— Iniciar la ARN polimerizacién en este sitio.
— Elongar el ARN a una velocidad razonable

— Terminar la transcripcién en los sitios finales.

La ARN polimerasa Il no puede, por si misma, identificar a los promotores,
sino que necesita la ayuda de factores generales de transcripcion, que
reconocen una secuencia de nucleétidos especificos, conocidos como TATA
box, e inician el ensamblaje de factores complejos, junto con la ARN

polimerasa Il. (Saveira M, 2006)

Este proceso es catalizado por diversos factores, que incluyen el
establecimiento de un complejo de factores generales de transcripcion, y que
tienen ademas efectos sobre la elongacién. Estos factores de transcripcion
pueden unirse cerca de un promotor (factores promotores) o lejos del mismo
(factores potenciadores). La composicion de éstos determina la expresion de
cada gen, asi como el tipo de célula especifico o la expresion en la respuesta a

estimulos fisiolégicos. (Saveira M, 2006)
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En los mamiferos el ADN se encuentra empacado a manera de
nucleosomas (cromatina), que son importantes herramientas para regular la
accesibilidad de los genes a la maquinaria transcripcional. Bajo la influencia de
acetilasas histonicas (HATS), los nucleosomas tienen una conformaciéon que
favorece la transcripcion. Bajo la accidén de deacetilasas histonicas (HDAC), los
nucleosomas tiene una conformacién que reprime la transcripcion. (Saveira M,
2006)

Los productos genéticos virales tempranos, E6 y E7 son importantes para la
inmortalizacién y transformacion de las células por PV de alto riesgo; pues se
unen e inactivan varias proteinas celulares que inhiben la progresién del ciclo
viral, y crean el ambiente propicio para la replicacion viral. La E6 forma un
complejo con p53, que es una proteina supresora de tumores, e induce su
degradacion proteosomal inmediata. E7 se une a las proteinas de la familia de
retinoblastomas (pRb) degradandolas y facilitando asi la progresion del ciclo
celular, pues evita la represion de los genes necesarios para entra en la fase S.
Ademas, E6 y E7 son importantes para mantener los genomas virales y otras

funciones virales. (Garcea R, 2007)

Las proteinas E1 y E2 regulan la transcripcion y replicacién viral. La union
de E1 y E2 a sitios especificos de LCR es necesaria para reclutar a la ADN
polimerasa y otras proteinas de replicacion del ADN celular hacia el sitio de
origen viral para la replicacion. La ATPasa y helicasa de E1 son necesarias
para la separacion del ADN que permita la replicacion viral, pero su accién es
deébil, por lo que se une a E2 formando un complejo, que les permite unirse a
estructuras hexameras, con mayor afinidad por el ADN, y que incrementan la
actividad helicasa. (Garcea R, 2007)

La E2 es necesaria para el control de la transcripcion, expresion de los
genes virales y replicacion del ADN viral; regula la transcripcion iniciada en el
promotor viral temprano, localizado por encima del ORF de E6, que controla el

numero de copias. (Garcea R, 2007)
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Las proteinas L1 y L2 son las proteinas de la capside, y se expresan
durante la fase tardia del ciclo de vida viral, solamente en células epiteliales
diferenciadas. El ensamblaje de L1 y L2 en las capsides icosaédricas se realiza
alrededor de una sola copia del genoma viral, asociada a histonas celulares.
(Garcea R, 2007)

Las proteinas que son mas expresadas durante la fase productiva de la
infeccidn, es una fusion E1-E4, que se sintetiza durante la fase tardia del ciclo
de vida del virus, a partir de transcriptores ensamblados; y que precede a la
sintesis de las proteinas de la capside durante la amplificacién del genoma.
Luego estas proteinas son procesadas y se asocian al citoplasma en donde se
unen a citoqueratinas. Estas proteinas son importantes en el ciclo de vida del
virus, pues su ausencia evita que se produzcan nuevos viriones hijos vy

disminuyen la transcripcion viral. (Garcea R, 2007)

La sobreexpresion de E1-E4 ocasiona el colapso de las redes de
citoqueratinas y de esa forma facilita la salida de los virus. Ademas, hace que
ciclo celular se detenga y permanezca en fase S, bloqueando el avance de la
mitosis. (Garcea R, 2007)

3.2.- TRANSCRIPCION DEL HPV

La expresion genética de los distintos tipos PVs estd mediada por dos
promotores mayores y varios promotores menores; que se encuentran activos
tanto en células basales no diferenciadas, como en células suprabasales
diferenciadas. Estos promotores dirigen la transcripcion de las proteinas
tempranas. (Garcea R, 2007) ANEXO 11

El gen promotor E6 contiene una TATA-box, precedida por un hexamero que
sirve de sitio de uniéon para los factores activadores del promotor y que
contribuyen a la especificidad epitelial en la transcripcién del PV. (Saveira M,
2006)

Se sugiere que la transcripcion de los papilomavirus ocurre en tres etapas:
(Saveira M, 2006)
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— Poca transcripcion, detectable en células basales no diferenciadas.

— Aumento de la transcripcion de los genes tempranos en células
suprabasales.

— Transcripcion de los genes tardios en capas celulares cercanas a la

superficie epitelial.

El cambio basal - suprabasal de los genes virales reprimidos a una
activacion de los genes tempranos, ha sido ligeramente comprendido, pero

todavia no se puede explicar el cambio a genes tardios. (Saveira M, 2006)

Los ARNm de los promotores E6 también codifican las proteinas L1 y L2,
por lo que se sugiere, que las proteinas tardias pueden ser traducidas del
mismo ARNm que las proteinas tempranas. Los BPV-1 tienen promotores en
varias partes del genoma, concretamente en la parte 5’ de LCR, por encima del
promotor E6 y todos los genes tempranos. Esto permite la transcripcién de
genes tempranos, que después pueden ser removidos para generar ARNm
tardios. (Saveira M, 2006)

Los promotores E6 de los alfa-PV tienen una actividad baja, que es
mejorada por potenciadores en la regiéon central de LCR, La fuerza de estos
potenciadores depende del tipo de epitelio infectado y la modulacién de los
estimulos fisiologicos; y ademas son especificas de células epiteliales. (Saveira
M, 2006)

Un segmento entre el potenciador y el promotor de E6 no contiene sitios
para activadores de la transcripcion; sino que actua mas bien como un sitio de
inicio de la replicacién y reprime la transcripcién, actuando como un silenciador
transcripcional a través de factores especificos. En el caso de que estos
factores no existan o no cumplan con su funcién adecuada, el proceso puede

terminar en la aparicion de tumores y procesos de cancer. (Saveira M, 2006)

Estos factores que actuan como silenciadores, pueden ser encontrados en
exceso dentro de células epiteliales no-diferenciadas; y van disminuyendo sus
concentraciones a medida que avanza el proceso de diferenciacion. Los

silenciadores trabajan secuencialmente con los potenciadores, para reducir la
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expresion de genes virales en células no diferenciadas, y para estimular la

expresion de los mismos durante la diferenciacién. (Saveira M, 2006)

3.2.1.- Organizacion del nucleosoma y requlacién de la cromatina

El ADN cromosomal de los PVs se encuentra en forma de cromatina,
asociado con histonas, que forman nucleosomas y que juegan un papel
importante en la regulacion de expresion de genes. Esto lo logran mediante
cambios en su conformacion por procesos de acetilacidon, desacetilacion y
metilacion asociados a activadores y represores especificos de transcripcion.
(Saveira M, 2006)

La cromatina cumple un papel importante en la transcripcion, pues los
procesos realizados por los silenciadores, si bien son iniciados por factores
especificos, son finalmente ejecutados a nivel viral por la cromatina. Ademas,
que se considera que cumple el mismo papel en el cambio de expresion de
genes tempranos a tardios; pues la reconformacion de la cromatina ocurre

durante la activacion de la transcripcion de los genes tardios. (Saveira M, 2006)

Se sugiere que en procesos de infeccion de células no diferenciadas, el ADN
del virus es reconocido y su transcripcidon es reprimida por procesos de
metilacién. Esto puede inducir un estado de replicacion latente, pues el sitio de
inicio de la replicaciéon no sufre metilacion y se mantiene funcional. Luego, el
genoma viral se torna activo para la transcripcion durante los procesos de
diferenciacion epitelial, e induce la transformacion y completa el ciclo de vida
viral. Estos procesos explican las infecciones virales subclinicas. En procesos
de tumoracién, muchos genomas virales son metilados durante su unién con el
ADN celular, y se reprimen; y las células que retienen genomas

transcripcionalmente activos se transforman en tumores. (Saveira M, 2006)

En el caso de HPV, la transcripcién solo ocurre cuando el genoma viral se
encuentra en una posicion nuclear definida, mientras que los genomas en otros
sitios se mantienen inactivos. Las verrugas o lesiones de papilomas comunes,
no recombinan el ADN viral con el de la célula, contrario a lo que ocurre en

caso de carcinomas. (Saveira M, 2006)
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CAPITULO 4

4.1.- REPLICACION VIRAL

La replicacion viral esta altamente relacionada con el crecimiento y la
diferenciacion de las células infectadas en el epitelio estratificado escamoso y
mucoso, desde su origen en las capas basales hasta su salida en la superficie
epidérmica de la piel o membranas mucosas. Inicialmente se infectan las
células basales en division en el estrato germinativo, y mantienen al virus en
estado de latencia durante la diferenciacion. (Murphy f, 1999) ANEXO 12

La presencia del virus determina una hiperplasia inducida por genes virales
tempranos, que estimulan la divisibn de células basales, y de esa forma,
retrasan la maduracién del estrato espinoso y granuloso de la piel. Estas
células forman masas que dan lugar a los papilomas. Luego, los genes virales
tardios son expresados en el estrato espinoso, y los viriones se hacen visibles.
A medida que se diferencian las células, aumenta el numero de viriones en el
estrato granuloso, y luego en el estrato cérneo de la piel, o en células no

queratinizadas de mucosas. (Murphy F, 1999)

Los viriones unidos a receptores celulares, ingresan hacia el nucleo por
medio de endocitosis, y ahi su cubierta es retirada para liberar su ADN.
Durante la infeccion productiva, la transcripcion del genoma viral se divide en
etapas tempranas y tardias, que son controlados por promotores especificos y
en la misma rama de ADN. Primero se transcribe la mitad del genoma, que
contiene los genes tempranos, que forma ARNm que determina la sintesis de
enzimas que participan en la replicacion viral. EI ARNm que determina la
sintesis de las proteinas virales estructurales es transcrito desde la otra mitad
del genoma, luego de que ha empezado la sintesis de ADN. Estas nuevas
moléculas de ADN ayudan a aumentar la produccion de proteinas

estructurales. (Murphy F, 1999)

La replicacion del ADN inicia en un unico sitio de origen y continua
bidireccionalmente, terminando a 180° del origen. Al sitio de origen se une un

complejo de iniciacidon, que desenrolla el ADN, permitiendo la formacién de
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nuevas cadenas a medida en que esto ocurre y en la direccion en la que se
desenrolla. Luego, la cadena formada durante la separacion del ADN se libera

por la accién de enzimas virales especificas. (Murphy F, 1999)

Los viriones luego son ensamblados en el nucleo y son liberados durante le
muerte celular, como consecuencia del reemplazo celular en el epitelio. Una
célula infectada puede producir entre 10 mil a 100 mil viriones. Pero a
diferencia de otros virus, el ADN de los PVs permanece de manera episomica,
y no se integra al genoma celular. Los genes expresados codifican proteinas
relacionadas con la replicacion y transcripcion viral, y que intervienen en la

transformacion celular a neoplasias. (Murphy F, 1999)

4.1.1.- Mecanismos y requlacion de la replicacion del ADN de los PVs

Para iniciar la sintesis de ADN desde los sitios de origen de la replicacion
conocidos como ori, los virus codifican una proteina E2 de reconocimiento y
una helicasa E1 ADN replicativa. El resto de proteinas y otros sistemas
anabdlicos que sintetizan sustratos deoxinucledétidos, son provistas por el
huésped. En las células que se encuentran cumpliendo su ciclo, la replicacion
del ADN viral mantiene una copia de numeros constantes de genomas virales
por célula. En queratinocitos diferenciados que estan en fases post-mitéticas,
los PVs inducen a que las células del huésped regresen a la fase S y el ADN
viral experimenta varias rondas de replicacion para la produccion de viriones.
(Saveira M, 2006)

La organizacion del genoma, los patrones de transcripcion, el procesamiento
de ARN vy los programas de reproduccion, estan bien conservados dentro de
los PVs. Dentro de los queratinocitos basales y parabasales del epitelio
escamoso, el ADN y ARNs viral estan por debajo de la sensibilidad de
deteccion. Por el contrario, en células espinosas, la amplificacion del ADN viral

es exitosamente bloqueada por las defensas del huésped. (Saveira M, 2006)

Las proteinas E1 y E2 estan directamente involucradas en la replicacion

viral; y la E6 es utilizada para el mantenimiento de plasmidos virales
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extracromosomales. El mecanismo de replicacion de HPV y BPV-1 es similar.
(Saveira M, 2006)

Las secuencias de origen de replicacion viral estan formadas por un sitio de
unién (BS) a la proteina E1 (E1BS), rodeada por varias copias de E2BS; y la
replicacion depende de la codificacién viral de E1 y E2. La E2 es la proteina
primaria de reconocimiento ori, y juega un papel importante en el reclutamiento
de E1 al ori. La E1 es la ADN helicasa replicativa. (Saveira M, 2006)

Para que se lleve a cabo la replicacidon se necesita de una maquinaria celular
de replicacion, que incluye una serie de factores, que interactuan entre si para

desenrollar el ADN e iniciar la replicacion. (Saveira M, 2006)

Para que empiece la replicacion se necesita del complejo de reconocimiento
ori (ORC) y de una helicasa replicativa MCM, compuesta de dos subunidades
mcm; ademas de otros factores. La replicaciéon del ADN del papilomavirus es

similar, pero mas simple, que la replicacion celular. (Saveira M, 2006)

Las secuencias de origen de los PV se localizan en la LCR o0 URR (upstream
regulatory region). Estas bases solapan los elementos del promotor E1 al gen
E6. Estan ademas formadas por varios E2B, que rodean a E1BS, que es en
donde las proteinas E1 se ensamblan formando la helicasa replicativa. (Saveira
M, 2006)

Un eficiente inicio de la replicacidon necesita de la existencia de E1 y E2. La
proteina E1 tiene poca afinidad y especificidad con el E1BS, por lo que para
que su reclutamiento sea efectivo, se necesita la interaccidn con la proteina E2;
pues bajo su accion, E1 deja de ser tan especifico en sus ori, y la union del
ADN a oris no especificos se suprime. Esto conlleva a un gran mejoramiento
del inicio de la replicacion en oris especificos y a la desaparicion de la

replicacion de oris no especificos. (Saveira M, 2006)

Las proteinas E1 y E2 de cualquier PV pueden iniciar la replicacion de los
oris de papilomavirus homodlogos y heterdlogos, debido a la conservacion de

las secuencias ori y de las proteinas virales de la replicacion. Aunque si se
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mezclan pares distintos de estas proteinas, su accién ya no es tan eficiente. En
los genomas de todos los PVs, la terminal carboxilo de E1 siempre recubre la
terminal amino de E2; y de esa forma permanecen compatibles para su

interaccion. (Saveira M, 2006)

Sin embargo, a pesar de que E2 es necesaria para la formacion del complejo
de replicacioén, esta proteina no forma parte del complejo; y en el caso de BPV-

1 se requiere de ATP para desplazar E2 del complejo E1/ori. (Saveira M, 2006)

Para el desdoblamiento de las hélices de ADN son necesarios factores como
la topoisomerasa |, proteinas de union a una sola hélice de ADN (RPA o SSB);
ATP y un sistema de regeneraciéon de ATP. El desdoblamiento genera dos
hélices solas en forma de lazo que salen de un complejo proteico central y que
se van separando a medida que avanzan por los dos puertos de la helicasa
bidireccional. La separacién da como resultado un ADN en forma de U,
compuesto por hebras libres circulares de ADN con algunas porciones de ADN
lineal. (Saveira M, 2006) ANEXO 13

4.1.2.- Proteinas que requlan la replicacion del ADN de los PVs

La p53 es una proteina supresora de tumores, y puede inhibir la
amplificacion de BPV en plasmidos. Todavia no se conoce exactamente como
logra la inhibicion de la replicacion viral, pero se sabe, que ésta no es causada
por una reduccion en la expresion de proteinas virales, por suspension del ciclo

celular o apoptosis. (Saveira M, 2006)

Las funciones de las proteinas E1 y E2 son controladas por otras proteinas,
conocidas como cdks, especificamente por la ciclina E/cdk2 y la ciclina A/cdk2.
La ciclina E/cdk2 es muy importante durante el paso de la fase G1 a la fase S
del ciclo celular, que determina el inicio de la replicacion del ADN. Por otro
lado, la ciclina A/cdk2 permanece activa durante la fase S, y es importante para
el paso a la fase G2. La ciclina E/cdk2 es esencial para el inicio de la
replicacion, pues en el caso de BPV-1, el E1 se une y es estabilizado por esta
ciclina; y luego de la replicacién, E1 pierde estabilidad y se degrada. (Saveira
M, 2006)
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Dentro de la estructura de E1 existe una regién conocida como LRR (Regién
reguladora de localizacion), que es la que controla la localizacidon nucleo-
citoplasmatica de la proteina y que contiene elementos regulatorios que se
encargan de la exportacion e importacion nuclear de los genes tempranos.
(Saveira M, 2006)

La pérdida de las ciclinas A y E cuando regresan a la fase G o la
senescencia, es seguida por la defosforilacion de la helicasa E1, y es
exportada del nucleo; lo cual determina el cese de la replicacion viral de ADN.
Por esta razdén, el bajo nivel de expresion de genes virales junto con la
fosforilacion y defosforilacion de E1 son factores claves para el mantenimiento
de un estado latente durante infecciones permanentes. Por otro lado, durante la
fase productiva en células diferenciadas, los altos niveles de expresion viral, y
la retencién nuclear de E1 durante la fase S, permiten la amplificacién del ADN
viral. (Saveira M, 2006) ANEXO 14
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CAPITULO 5

5.1.- PROTEINAS VIRALES DE REPLICACION Y TRANSCRIPCION

5.1.1.- Proteina E1

Es una proteina viral de 73k-Da necesaria para la replicaciéon. Se une a
secuencias especificas de ADN en el origen de la replicacion viral y se
ensambla a manera de complejos hexameéricos, con la ayuda de E2. Este
complejo tiene una actividad helicasa e inicia el desenrollamiento del ADN para
permitir asi la base para la posterior sintesis de ADN. (IARC, 2007) ANEXO 15

La E1 interactua ademas con la proteina de la replicacion A (RPA), que
permite la rapida estabilizacion de una hebra simple de ADN, generada por la
actividad helicasa de E1. La interacciéon con la histona H1 juega un papel

importante en el desenredamiento de la cromatina viral. (IARC, 2007)

5.1.2.- Proteina E2

El gen E2 de los PVs codifica una proteina de 40-45 kDa. Se utiliza como un
factor de reconocimiento de origen viral. Es esencial para la regulacion de la
transcripcion y replicacion de ADN viral, mediante interaccién con E1. La region
media de E2, llamada “bisagra”’, es importante para regular la estabilidad de
algunas proteinas E2. (Saveira M, 2006; IARC, 2007) ANEXO 16

Luego de la interaccion con el ADN, la E2 puede activar o reprimir la
transcripcion, dependiendo del tipo de promotores que actuan, el tipo de célula
y el nivel de E2. La expresion de E2 esta relacionada con una represion en la
transcripcion desde el promotor viral, pues se ha observado que bajos niveles
de la proteina activan la transcripcion viral del LCR, mientras que niveles mas
altos actuan como represores. Esta accion también ejerce un feedback
negativo para el control de E6 y E7, pues la falta de E2 permite el aumento de
los niveles de E6 y E7 que se observan tipicamente en procesos de
transformacién celular. Por otro lado, se demostr6 que E2 solo activa la

transcripcion especificamente a nivel epitelial. (IARC, 2007; Saveira M, 2006)
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Luego de la infeccion, los niveles bajos de E2 pueden activar la
transcripcion, seguido de una interaccion con secuencias en el LCR. Sin
embargo, a medida que avanza el ciclo de infeccion, la E2 ya no puede activar
la transcripcion desde el LCR, y actia solamente como un represor
transcripcional; ademas, que de esa forma actua como un feedback negativo, y

ayuda al control de las oncoproteinas E6 y E7. (Saveira M, 2006)

Ademas, la E2 juega un papel importante en la segregacion del nuevo ADN
viral replicado, para una distribucion equitativa en las células hijas. Durante la
mitosis, E2 se asocia con el ADN viral y con los centrosomas celulares, y de
esta forma puede repartir el genoma viral a las células hijas. Por otro lado, al
interactuar con L2, se produce la inactivacion de funcion de transactivacion de
E2, aunque esta sigue cumpliendo con su funcién de replicacién. Este es el
mecanismo por el cual, durante la fase tardia del ciclo viral, la E2 deja de
cumplir las funciones de transcripcidon, y se concentra mas bien en la
amplificacion del ADN viral para facilitar la produccion de la progenie. (IARC,
2007)

La E2 interactua también con varias proteinas celulares, que estan
relacionadas con la respuesta del ADN frente a dafos, por ejemplo, con la
topoisomerasa |, con proteinas supresoras de tumores, y polimerasa |. Estas
interacciones tienen relacion con la replicacion del ADN viral y en la proteccion

del genoma viral cuando hay dafo celular. (IARC, 2007)

E1 y E2 interactian entre si y con otros factores celulares, para poder
replicar el genoma viral luego de una infeccion, y de esa forma, cumplir con el

ciclo de vida del virus (Saveira M, 2006)

De acuerdo a varios estudios, se ha demostrado que la sobre-expresion de
E2, determina la supresion de E6 y E7, lo cual estimula una reactivacion de las
vias de p53 y Rb, que conllevan a la detencién del ciclo celular en la fase G1.
Las proteinas E6 y E7 son muy necesarias para la proliferacion de las lineas
celulares infectadas, y su disminucion puede ser util para el tratamiento de

infecciones. (Saveira M, 2006)
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La pérdida de la proteina E2 provoca que deje de existir la represion para la
codificacion de los genes E6 y E7. Al aumentar la expresion de estos genes, se
produce una interferencia con las proteinas p53 y Rb, lo cual desencadena una
proliferacion celular potencializada, y la pérdida de la estabilidad genética. Esta
inestabilidad del genoma del huésped se relaciona con la integracion viral.
(Saveira M, 2006)

Ademas, la E2 tiene la propiedad de ser antiproliferativa y determinar la
apoptosis; por lo que si se pierde su expresion, se provoca una proliferacion
celular y la supervivencia de mayor numero de células. Estas acciones en
conjunto pueden determinar que el papiloma llegue a convertirse en carcinoma.
(Saveira M, 2006)

Por otro lado, la E2 actua como mediador en la segregacion del genoma en
células hijas. En el caso de BPV-1, la E2 se asocia con la cromatina mitética e
interactua con los genomas virales, actuando como un puente entre el genoma
viral y la cromatina mitética, de tal forma, que para la siguiente mitosis, los
genomas virales estan igualmente distribuidos en las células hijas. (Saveira M,
2006)

La E2 interactua con varios tipos de proteinas cumpliendo diversas
funciones al hacerlo Estas proteinas incluyen: proteinas virales (E1, L2) con las
que facilita la encapsidacion del genoma; factores de transcripcion basal
(TFIIB, TBP) que activan o reprimen la transcripcion; coactivadores
transcripcionales (HATS, p300, pCBP, pCAF) con las que activa la
transcripcion, proteinas involucradas en la transcripcion/replicacion y otros
factores de funcion no significante. (Saveira M, 2006) ANEXO 17

Debido a la accion de E2 que permite la asociacion del genoma viral con los
cromosomas mitéticos, cualquier alteracion en la E2 y su funcién, puede
descontinuar el ciclo de vida viral, y por esta razén, los estudios se enfocan en
esto para desarrollar tratamientos contra la infeccion. Sin embargo, al alterar la
E2 se aumente el riesgo de la presentaciéon de cancer. Lo que se busca es

evitar la replicacion del ADN en primer lugar, para asi no permitir la formacion
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de sustratos para la integracion viral, y por eso la E2 es el principal blanco.
(Saveira M, 2006)

5.1.3.- Proteina E4

La E4 es una proteina de fusion (E1-E4), y es la que mas se expresa
durante las infecciones por PV. Se considera que actua como un regulador
durante las fases productivas del ciclo de vida, es decir, durante la
amplificacion del genoma viral. EI gen E4 se localiza en la region temprana, sin
embargo, esta proteina se expresa principalmente durante las etapas tardias
del ciclo viral. (Saveira M, 2006; IARC, 2007)

Esta proteina permanece presente durante todas las etapas de la
morfogénesis del virion, pues se la encuentra durante el inicio de la
amplificacion del genoma, y persiste en las células, a medida que estas migran
hacia capas superiores de las verrugas. La E4 es necesaria en el comienzo,
progresion vy finalizacion de las fases productivas del ciclo del PV. (Saveira M,
2006) ANEXO 18

La expresion de la E4 coincide con el inicio de la replicacion vegetativa del
genoma, durante la fase productiva del ciclo de vida. Estos eventos ocurren en
las células que se han movido desde la capa celular basal y que han
comenzado a diferenciarse. La presencia de E4 persiste a medida que las
células migran de capas, y se la puede encontrar en células altamente
diferenciadas, que expresan los genes de la capside y sintetizan nuevos
viriones. (Saveira M, 2006; IARC, 2007)

Se sugiere que la E4 puede ser expresada a niveles relativamente bajos
durante la fase temprana de infeccion, y que puede regular negativamente la
proliferacion celular durante esta etapa. La E4 no interviene en el proceso de
transformacion del papiloma, y su expresion va disminuyendo progresivamente

desde lesiones neoplasicas a cancer. (Saveira M, 2006)

Esta proteina es encontrada facilmente en verrugas y tumores mediante

analisis inmunohistoquimicos. Su distribucion en la célula es variable,
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generalmente se localizan en el citoplasma, pero pueden encontrarse también
en el ndcleo. En lesiones cutaneas, la E4 se ensambla en inclusiones
granulares, cuyo tamafo y forma dependen del tipo de virus. Sin embargo, la
asociacion de E4 con cuerpos de inclusion no es tipica en infecciones de

superficies mucosas, excepto en conejos. (Saveira M, 2006)

La E4 tiene la capacidad de asociarse al citoesqueleto de queratina, unirse a
la mitocondria, y la habilidad para interferir con el progreso de la fase G2 a M
del ciclo celular. (Saveira M, 2006) ANEXO 19

Entre las funciones de E4 se incluyen la de favorecer y mantener la
amplificacion del genoma viral, regular la expresién de genes, control de la
maduracion de virus y mediar la liberacion de virus. La expresion de E4 va
disminuyendo en lesiones neoplasicas que van transformandose en cancer.
(Saveira M, 2006; IARC, 2007)

Por otro lado, como ya se mencioné antes, la E4 interviene en la
conformacién del citoesqueleto. La E4 se asocia con la queratina de los
filamentos intermedios (IF) de células epiteliales; también se asocia con
microfilamentos de actina en los fibroblastos. La queratina cumple funciones de
mantenimiento de la integridad celular, proteccion de tejidos epiteliales de
estrés mecanico; interviene en procesos de migracion celular, modulacion de la

apoptosis y regulacion del crecimiento celular. (Saveira M, 2006)

Al alterar el citoesqueleto cambia la integridad estructural de las células
infectadas en las capas mas superficiales de la verruga, permitiendo que se
rompan facilmente liberando asi las nuevas particulas virales en el ambiente.
Ademas, que las células con un citoesqueleto alterado, son mas sensibles a las
sefiales de apoptosis. La E4 también interfiere con el crecimiento celular, pues
induce el cese del ciclo celular en G2. (Saveira M, 2006; IARC, 2007)

La E4 también altera la estructura de la mitocondria, que puede ocasionar
una disminucién del potencial de membrana, que termina eventualmente en
apoptosis. Y se une también a una serie de proteinas (CCE) que forman una

estructura bastante resistente debajo de la membrana plasmatica de los
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queratinocitos diferenciados; y disminuye la fuerza de esta barreara, para que

las particulas virales pueden salir mas facilmente al ambiente. (IARC, 2007)

La expresidén de E4 provoca un paro en la fase G2 del ciclo celular de los
queratinocitos y aunque todavia no se ha determinado bien el efecto de esta
accion en la maduracion y produccion del virus, se sugiere que las células
suprabasales, que son llevadas a fase S por E7, son mantenidas en la misma
por E4 para maximizar la amplificacién del genoma viral, y E4 provee los
factores necesarios para la replicacion del ADN viral. Es decir, que E4
mantiene a la célula infectada metabdlicamente activa, sin competir con la

sintesis del ADN del huésped, y estimula la replicacion del virus. (IARC, 2007)

5.1.4.- Proteina E5

Es el gen de transformacién mas grande de BPV-1, pero la oncoproteina
viral mas pequefa conocida. Esta proteina puede ocasionar transformacién
oncogénica en cultivos celulares de tejidos inmortalizados de roedores, y en
cultivos mortales de humanos en donde transforma los fibroblastos en focos,
que luego se convierten en tumores; aumenta el potencial de E6 y E7, y junto
con E7 estimula la proliferacion de células primarias de raton. Ademas, al
unirse al receptor del factor de crecimiento epidérmico, puede intervenir en las
sefales y vias de transduccion. (Saveira M, 2006; IARC; 2007)

En animales, la presencia de E5 esta relacionada con la transformacion de
fibroblastos y células epiteliales a tumores de caracter benigno o maligno. En el
sarcoide equino, las lesiones contienen transcriptores de E5 y expresan esta
proteina. Ademas, en bovinos se relaciona con la formaciéon de tumores en la
vejiga. (Saveira M, 2006)

Otra funcién de E5 es que inhibe la comunicacién intercelular mediante
uniones gap y de esa forma, retira a las células transformadas del control
homeostatico de las células vecinas. También impide el transporte de proteinas
importantes en las defensas organicas como el MHC |y Il. Ademas, esta en la
capacidad de inhibir la apoptosis inducidas por ligandos Fas y por el factor de
necrosis tumoral (TNF), y por luz UV. (IARC, 2007)
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5.1.5.- Proteina E6

La principal caracteristica de la E6 es la capacidad para unirse y degradar la
proteina supresora de tumores p53, lo que provoca la inhibicién de su actividad
transcripcional y la supresion total de la apoptosis. Ademas, la E6 se une a
muchas otras proteinas celulares: coactivadores transcripcionales (p300,myc);
proteinas involucradas en la polaridad y motilidad celular (paxilin, PD2);
supresores tumorales e inductores de apoptosis (p53), y factores de replicacion
y reparacion de ADN (mem7) (IARC, 2007)

La E6 induce la expresion y la actividad de la telomerasa, que conlleva a la
inmortalizacién celular, mediante un mecanismo todavia no bien definido. La E6
puede cambiar las vias de transcripcién celular, romper la adhesion celular y su
arquitectura, inhibir la apoptosis, suprimir las respuestas frente a danos del

ADN, inducir la inestabilidad del genoma e inmortalizar células. (IARC, 2007)

5.1.6.- Proteina E7

La funcion principal de E7 se relaciona con la inhibicién de la proteina
supresora de tumores p105Rb, mediante la degradacion y pérdida de esta
proteina. Ademas, forma complejos con ciclinas e inactiva a los inhibidores de
cinasas asociados a ciclinas, para la inmortalizacién celular y para suprimir las
respuestas frente a dafios en el ADN. (IARC, 2007)

Interactua con reguladores negativos del ciclo celular causando una
proliferacion celular no programada; y puede desestabilizar a los centrosomas,

provocando defectos mitéticos e inestabilidad en el genoma. (IARC, 2007)

5.1.7.- Proteina L1

L1 es la proteina mayor de la capside viral, formada por 72 pentameros;
tiene la capacidad de auto ensamblarse en particulas similares a virus (VLP),
con los que se han realizado estudios a nivel experimental. Los viriones o
VLPS se unen a las células, pero los capsémeros disociados no lo hacen, lo
que sugiere que es necesaria la interaccion entre capsdmeros para unirse al
receptor. (IARC, 2007; Freitas Ay et al, 2007) ANEXO 20
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Debido a que los viriones y los VLPs pueden unirse a lineas celulares de
distintos origenes, se ha sugerido que el receptor celular para los PVs esta
ampliamente expresado, y que la especificidad viral se relaciona con un

segundo receptor epitelial al que se une L2. (IARC, 2007)

Aunque no se conoce claramente la naturaleza del receptor celular, se cree
gue es un componente proteico, pues al tratar la superficie celular con tripsina,
los VLPs dejan de unirse. Se ha sugerido la participacion de la integrina alfa-6-
beta-1, integrina alfa-6-beta-4, el receptor de inmunoglobulinas Fc-gama-Rlli; la
CD16 y los glicosaminoglicanos, como los receptores primarios del virus.
(IARC, 2007)

5.1.8.- Proteina L2

Es una proteina de union a ADN, muy importante para la encapsulacion del
genoma viral. Es la proteina menor de la capside de los PV, y tiene otras
funciones ademas de papel estructural. Contribuye a la union de los viriones a
los receptores celulares, facilita el ingreso del virién y su transporte hacia el
nucleo, entrega el ADN viral a los centros de replicacion, ayuda a empacar el
ADN viral dentro de las capsides y, debido a que los L2 de varios PV tienen un
epitopo comun de neutralizacién, puede actuar como un instrumento para dar
inmunidad hacia varios tipos de virus. (IARC, 2007; Freitas A y et al, 2007)

L2 interactua con la superficie celular luego de que la capside se ha unido.
Esto sugiere, como ya se menciond antes, que existen varios receptores
celulares para el virus, y que luego de la interaccién de baja especificidad entre
L1 y los receptores celulares, ocurre un cambio en la conformacion de la
capside, que le permite a L2 exponer sus epitopos e interactuar con el receptor

secundario mas especifico. (IARC, 2007)

Después del ingreso del virus, la L1 permanece ampliamente distribuida en
el citoplasma, mientras que L2 tiene una distribucion radial alrededor del
citoplasma y se acumula en la region perinuclear, lo cual sugiere que L2 ayuda
en el transporte de las capsides a traves del citoplasma, por medio de cables
de actina. (IARC, 2007)
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La L2 deposita el ADN viral en los ND10s, accién muy importante para una
transcripcion y replicacién del genoma viral eficiente; y recibe el apoyo de E2.
En etapas mas tardias del ciclo de vida del virus, la unién de la recién
sintetizada L2 al ADN viral, y la dispersion de los ND10s por accion de E4

facilitan el ensamblaje de la capside. (IARC, 2007)

5.2.- RESPUESTA SEROLOGICA

En recientes estudios se ha demostrado que existe una sero-reactividad
pequeia hacia viriones o proteinas virales denaturalizadas, lo que sugiere que
los anticuerpos producidos en paciente infectados solamente reconocen a los

epitopos confomacionales en la superficie del virus. (IARC, 2007)

La proteina L1 puede ensamblarse en si misma formando capsémeros o
VLPs. La estructura repetitiva de las capsides es altamente inmunogénica, y la
vacunacion con VLPs de L1 da un alto titulo de anticuerpos neutralizantes que
protegen contra la infeccion. Estos anticuerpos reaccionan con epitopos

conformacionales de L1, que son tipo-especificos. (IARC, 2007)

Por otro lado, la L2 esta incorporada dentro de las capsides, y aunque no es
necesaria para formacion de la capside, es esencial para la encapsidacion del
genoma y su infectividad. La L2 en su mayoria permanece dentro de la capside
viral, pero existe un pequefio segmento que esta expuesto en la superficie y
puede inducir la formacion de anticuerpos neutralizantes; aunque estos suelen

ser menos potentes que los generados por L1. (IARC, 2007)

5.2.1.- Respuesta Inmune a los PV

La respuesta inmunoldgica a los virus ha sido mejor estudiada en HPV, en
los que no se observa una reaccion cruzada de anticuerpos contra PV, es
decir, que la respuesta inmune es tipo-especifica. Se ha observado que el
suero reacciona de distinta forma a distintos tipos de PV, y que puede contener
multiples anticuerpos tipo-especificos en una sola reaccidbn, mas que

anticuerpos de reaccion cruzada. Ademas, existe una mayor correlacion entre
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la seropositividad a un determinado PV y la deteccion del ADN de este tipo de

virus, que la deteccién de un ADN distinto al virus especifico. (IARC, 2007)

Segun las investigaciones, se ha planteado la hipotesis de que los
anticuerpos frente a E6 y E7 se desarrollan como consecuencia de una
exposicion prolongada al tumor; pues estas proteinas se encuentran presentes
en carcinomas de ceélulas escamosas. En humanos se ha detectado la
presencia también de anticuerpos contra E2 y E4 asociados con cancer
cervical; mientras que en conejos infectados con CRPV, se han detectado
anticuerpos frente a E2 pero no E4. (IARC, 2007)

La exposicion prolongada o repetida hacia los antigenos de los PV es
necesaria para poder desarrollar una respuesta humoral detectable; y segun
algunos estudios realizados en humanos, se ha observado que hay una
expresion mas abundante y frecuente de L1 en lesiones premalignas, lo cual
sugiere que las neoplasias intraepiteliales expresan mayores niveles de L1

determinando asi una respuesta humoral mas cuantificable. (IARC, 2007)

En infecciones por HPV, especificamente por el HPV 16 causante de cancer
cervical, se ha observado inicialmente la produccion de inmunoglobulina (lg) G,
que es un proceso lento, con una latencia de 6 a 12 meses, y con titulos bajos;
y la adquisicion de anticuerpos se relacionada con infecciones persistentes.
Luego de la IgG, aparece la IgA, que es detectable alrededor de 10 meses en
secreciones cervicales o 19 meses en el suero, luego de la infecciéon por HPV-
16; y que se pierden rapidamente. Sin embargo, la produccion de anticuerpos

frente a los PVs todavia no esta bien comprendida. (IARC, 2007)

5.2.2.- Patogenicidad vs. Latencia

Las infecciones por PV son una de las causas mas importantes para la
presencia de verrugas genitales y el desarrollo de cancer cervical. Pero aun
asi, no se puede clasificar a estos virus como agentes neoplasicos agresivos;
pues existen un gran numero de tipos de HPV en la piel de individuos
asintomaticos, de la misma forma que hay tipos de virus en pacientes sanos,

que pueden ocasionar lesiones mas serias en pacientes susceptibles. Incluso
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los tipos de PV considerados de alto riesgo, solamente dan lugar a la formacion
de neoplasias, bajo contextos de transformaciones en zonas corporales
especificas, mientras ocasionan infecciones subclinicas en otras zonas.
(Garcea R, 2007)

Todas estas circunstancias han determinado que el PV posee un ciclo de
vida, que no necesariamente lleva a neoplasias clinicamente detectables, sino
que mas bien se trata de un ciclo de vida comensal “episomico”. (Garcea R,
2007)
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CAPITULO 6

6.1.- PAPILOMAVIRUS BOVINO

Existen diferentes tipos del virus del papiloma bovino (BVP) que causan
lesiones especificas con caracteristicas histopatologicas diferentes. Son
microorganismos  especie-especificos, incluso  durante  condiciones
experimentales, e infectan solamente a su huésped natural. El Unico caso que
se ha reportado de contaminacién cruzada es la infeccion de caballos y otros
équidos con BVP-1 y BVP-2. El estudio del BVP ha permitido conocer mas
acerca de la biologia del virus, la relacion directa entre la infeccion y la
neoplasia, la relacion entre virus, huésped y ambiente, la respuesta inmune del
huésped frente al virus y n el desarrollo de las primeras vacunas. (Saveira M,
2006)

6.1.1.- Heterogeneidad del BPV

Se han reconocido al menos 6 tipos bien definidos de BVP, los cuales han
sido clasificados en 2 subgrupos, A y B, dependiendo de la estructura del

genoma y su patologia. (Saveira M, 2006)

El subgrupo A incluye BVP-1, BVP-2 y BVP- 5; que son definidos
generalmente como virus de fibropapilomas, es decir que infectan tanto el
epitelio asi como la dermis superficial, dando origen a los fibropapilomas. El
subgrupo B incluye a BVP-3, BVP-4 y BVP-6, que son solamente epiteliotropos,
infectando solo al epitelio y produciendo papilomas verdaderos. (Saveira M,
2006)

Estos subgrupos han sido reclasificados, de tal forma que el subgrupo B son
conocidos como Xi-papilomavirus; y BVP-1 y BVP-2 son delta-papilomavirus. El
genoma de BVP-5 comparte caracteristicas de los Xl y delta papilomas, y tiene
una patologia dual causando tanto fibropapilomas como papilomas epiteliales;
por lo que este tipo de virus forma el grupo Epsilon-papilomavirus. Ademas se
han reportado recientemente 13 nuevos BPV que aun no han sido clasificados

dentro del grupo xi, delta o épsilon. (Saveira M, 2006)
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En los ultimos afos se han estado investigando alrededor de 15 nuevos
tipos de BPV; y se han aceptado cuatro nuevo tipos obtenidos de aislados
japoneses, cuyas secuencias gendmicas han sido completadas, y se les ha
dado la clasificacion de BVP-7, -8, -9 y -10. Ademas, se han identificado 4
nuevos posibles tipos en lesiones cutaneas del ganado en Brasil (BPV-
BR/UEL2 a 5). (Claus M y et al, 2009) ANEXO 21

En el afio 2007 se completd la secuencia genética del BPV-8, que fue
inicialmente detectado en papilomas y en piel sana de la ubre del ganado en
Japon. Se ha identificado también una variante de este tipo, el BPV-8EB, en
lesiones del vison europeo de Eslovaquia; y hace 2 afos se realizé un estudio

para identificar este tipo de BPV en el ganado de Brasil. (Claus M y et al, 2009)

De acuerdo a las investigaciones, los genomas de los PV parecen ser muy
estables, por lo que es poco comun que se presenten mutaciones o
recombinaciones. La identificacion del BPV-8 en 3 continentes distintos y en
tan poco tiempo, sugiere que este tipo de virus ya existia previamente; y que
puede tener una diversidad tan grande como la de los HPV. (Claus M y et al,
2009)

6.1.2.- Virion, genoma y transcripcion

Independientemente del lugar o tipo de lesion, el virion del BPV tiene una
morfologia y estructura constantes. Se trata de un virus sin envoltura, de
estructura icosaédrica de alrededor 55-60 nm de diametro, que forma
despliegues paracristalinos en el nucleo de las células que infecta. Contiene
ADN doble circular que se une a histonas celulares. La capside viral esta
formada en su mayoria por las proteinas L1 mayor y L2 menor. (Saveira M,
2006)

El genoma de BPV-1, BPV-2 y BPV-5 esta formado por una doble hélice
cerrada circularmente, y que contiene alrededor de 8000 nucledtidos (nt);
mientras que en BPV-3, BPV-4 y BPV-6 solamente presentan alrededor d 7300
nt. (Saveira M, 2006)
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BPV-1, BPV-2 y BPV-5 tienen una configuracion de genes muy similar,
mientras que los delta papilomas carecen del gen E6, que es reemplazado por
el gen E8, cuyas acciones y funciones son muy similares a la E5 de BPV-1.
(Saveira M, 2006) ANEXO 22

El gen E2 es el regulador de la transcripcion viral, y su union a LCR activa o
suprime la transcripcion de los genes virales. En el caso de BPV-4, que puede
cambiar la presentacion del papiloma a formas neoplasicas, E2 tiene afinidades
diferentes en sus sitios de union, y la unién a estos sitios diferentes tiene
distintos resultados. Por ejemplo al unirse E2 con los partes distales de los
sitios 3 y 4, produce una activacién de la transcripcion; mientras que al unirse a
la zona proximal de los sitios 1 y 2 se suprime la transcripcion epitelial de

manera especifica. (Saveira M, 2006)

El LCR de BPV-4 contiene también elementos reguladores positivos vy
negativos que interactuan con diferentes factores de transcripcion celular. La
regulacion de la transcripcion de BPV-4 es un circuito muy bien equilibrado, en
el que actuan elementos de control positivos y negativos, virales y celulares
que contribuyen a la expresion de los genes virales de manera regulada
temporal y espacialmente. Si este equilibrio no se mantiene, el resultado
generalmente es la transformacion de las células a un estado neoplasico.
(Saveira M, 2006)

6.1.3.- Transcripcion viral

La expresion de los genes virales ocurre a través de una serie compleja de
ensamblaje de patrones de ARN, que procesan el ARNm maduro a partir de
precursores policistronicos de ARN en delta y xi papilomavirus. De manera
general, las transcripciones tardias que codifican las proteinas estructurales
son encontradas solamente en capas mas diferenciadas de las verrugas y otras
lesiones productivas; mientras que el ARN que codifica las proteinas
tempranas, es encontrado tanto en verrugas asi como en células

transformadas. (Saveira M, 2006)
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6.1.4.- Proteinas BPV en Papilomas y células transformadas

Los delta-BPV codifican tres oncoproteinas: E5, E6 y E7; mientras que los xi-
BPV carecen del gen EB, y solo codifican ES y E7. La importancia relativa de
cada proteina en la transformaciéon de células varia entre los distintos tipos de
BPVs. Por ejemplo, en el caso de BPV-1, la principal y mayor oncoproteina es
ES5, seguida de E6, y con un papel menos importante E7. En el caso de BPV-4,
E5 y E7 son las proteinas transformadoras. E5S promueve la adquisicion de un
crecimiento independiente de anclaje, y E7 induce una ventaja de crecimiento y

aumenta el tiempo de vida. (Saveira M, 2006)

E6 es un activador de la transcripcion, pues interactia e inhibe la
transcripcion del coactivador CBP/p300, e inhibe asi también la funcién de p53;
que conducen a la inactivacion de la detencion del ciclo celular y de apoptosis.
E6 se une a las proteinas de adhesion focal y bloquea la interaccion entre ellas,
provocando crecimiento y ruptura del citoesqueleto. Ademas, el gen EG6
interactua con AP-1, el complejo adaptado especifico de clathrina, que afecta a

los procesos y vias celulares. (Saveira M, 2006)

E7 trabaja conjuntamente con E6 y E5 en el proceso de transformacion
celular; aunque aun no se ha definido exactamente la funcion especifica que
cumple. En BPV-4 |a proteina tiene un dominio especifico en su estructura, que

puede mutar e influir en la transformacion celular. (Saveira M, 2006)

Las proteinas de E5 en BPV-1 y -4, son las oncoproteinas mas estudiadas
de este virus. Es una proteina muy hidrofébica con un alto contenido de
leucina, que se ubica principalmente en el aparato de Golgi, y se une a la
subunidad 16k c de la ATPasa H+ vacuolar, inhibiendo la comunicacion
intercelular por medio de uniones gap, y la falta de acidificacion de los

endosomas y el aparato de Golgi. (Saveira M, 2006)

La falta de comunicaciéon en las uniones gap en células transformadas de
papilomavirus es probablemente un evento temprano en la transformacion, y

mediante el aislamiento de las nuevas células infectadas de sus células
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vecinas, pueden desarrollarse otros eventos de transformacion. (Saveira M,
2006)

La inhibicion en la acidificacion de los endosomas y el aparato de Golgi, lleva
a la ruptura del procesamiento vy tipificacion de proteinas celulares, que resulta
en la retencion y reciclaje de receptores de factores de crecimiento activados
de los compartimientos endosomales. Ademas, la E5 de BPV-1 interactua con
receptores especificos, que potencializan la respuesta de la mitosis, inhibiendo
los receptores de regulacion. ES activa varias proteincinasas involucradas en el
control del ciclo celular, causando asi, una desregularizacion general del

programa normal de control de proliferacion celular. (Saveira M, 2006)

La proteina E5 de BPV-5 interactua con el factor de crecimiento derivado de
plaquetas beta (PDGF-b). Esta interaccién ocurre en casos de tumores de la
vejiga urinaria, es decir, que ES5 cumple un rol importante durante la
carcinogeénesis. Por otro lado, se ha observado que en cultivos celulares,
puede transformar los fibroblastos, sin que se active el factor de crecimiento, y
esto lo hace a través de la activacion de un no receptor llamado PRK c.Src, que
actua como regulador de la proliferacion y supervivencia celular. (Saveira M,
2006; Borzacchiello G y et al, 2006)

BPV-1 puede transformar por si misma células primarias fetales bovinas
(PalF), y de esa forma codificar todo la informacion genética necesaria para la
transformacion celular, BVP-4 no puede hacerlo. Sin embargo, E5 y E7 de
BPV-4 cooperan con la actividad oncogénica para la transformacion
morfolégica de las células PalF, aunque estas células no son inmortales ni
tumorosas. En los Xi-BPV no es necesario el gen EG6 para el ciclo de infeccion
ni para la transformacion del papiloma en un carcinoma. La tumorigenicidad se
logra mediante una induccion en las células PalF de un gen mutante de p53; es
decir que se requiere una disfuncion de p53 para la transformacion celular.
(Saveira M, 2006)

La consecuencia de la falta de E6 en la abrogacion de las funciones de p53

necesarias para la transformacion celular, es resaltada por la capacidad del
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ADN de BPV-4 de transformar fibroblastos sin p53 por si solos. Es decir, que
en casos de ausencia de E6 o de sus funciones, el control de la p53 es
realizado por cofactores, durante el proceso de desarrollo del papiloma hacia
neoplasia y finalmente carcinoma. Se ha observado la mutacion del gen de p53

en algunos papilomas y carcinomas. (Saveira M, 2006)
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CAPITULO 7

7.1.- GENERALIDADES DE LA PAPILOMATOSIS BOVINA

La papilomatosis bovina es el tipo de papilomatosis animal con mayor
estudio. Esta enfermedad induce a la presentacion de papilomas del epitelio
cutdneo y mucoso del ganado. Son considerados como tumores benignos y
muchos tienen regresion espontanea antes de causar problemas al huésped;
aunque existen casos en los que se tornan cronicos y pueden actuar como un
foco para transformaciones malignas a carcinoma de células escamosas,
influenciado por otros factores. Los BPV son los causantes de tumores y
cancer en la vejiga urinaria y en el del tracto digestivo superior, principalmente
en ganado alimentado con helecho comun. Aunque pueden presentarse a
cualquier edad, los animales mas afectados suelen ser los terneros. (Saveira
M, 2006; Murphy F, 1999)

7.2- ETIOLOGIA

Las verrugas cutaneas en el ganado, caballos, ovejas y cabras son
causadas por tipos virales especie especificos. Los distintos tipos de BPV son

asociados con diversas lesiones corporales. (Murphy F, 1999) ANEXO 23

BPV-1, -2 y -5 producen lesiones “teat frond”, verrugas cutaneas comunes y
fribropapilomas en forma de “granos de arroz”. Estas lesiones presentan una
cubierta fibrosa de profundidad variable en el epitelio escamoso estratificado,
cuyas capas mas superficiales estan hiperqueratinizadas. Las verrugas pueden
variar en tamafo, pues pueden ser desde pequefios noddulos firmes hasta
grandes crecimientos en forma de coliflor. Son de color grisaceo o negro, y son
duras y espinosas al tacto. Las lesiones mas grandes son susceptibles a
abrasion y pueden sangrar. Comunmente se desarrollan en la ubre y pezones,
en cabeza, cuello y hombros; y en otros casos han sido encontradas en el

omaso, vagina, vulva, pene y ano. (Murphy F, 1999)

Los BPV-3, -4 y -6 producen en cambio, lesiones cutaneas y epiteliales sin

proliferacion de fibroblastos. Las verrugas causadas por BPV-3 suelen ser
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persistentes, planas y de base ancha; a diferencia a los Fibropapilomas, que
protruyen y son pedunculadas. Las lesiones por BPV-4 se desarrollan
solamente a nivel de mucosas gastrointestinales y vesicales, y pueden terminar

como carcinoma de células escamosas. (Murphy F, 1999)

Los virus no pueden ser cultivados, y la diferenciacion se basa en el tipo de
lesion, analisis de ADN, hibridacion y PCR. En el ganado bovino, se conocen
mejor 6 tipos de virus, aunque recientemente se han identificado nuevos. Estos
tipos incluyen: (Radostits O y et al, 2005) ANEXO 24

— BPV-1: papiloma frondoso de la piel de pezones, y fibropapiloma en el
pene

— BPV-1y -2: fibropapiloma de la piel de la zona anteroventral del cuerpo,
incluyendo la frente, cuello y espalda. Verrugas comunes.

— BVP-2: Fibropapilomas en forma de coliflor en la piel ventral del
abdomen y region anogenital. Se asocia con Cancer de vejiga en el
ganado.

— BPV-3: papiloma cutaneo

— BPV-4: papiloma de eséfago, estbmagos e intestino delgado. Puede ser
maligno, sobre todo en animales que consumen helecho. Tiene
especificidad por el TGl superior y ocasiona papilomas orales,
principalmente en animales adultos.

— BPV-5: fibropapiloma en forma de granos de arroz en la ubre.

— BPV-6: papilomas epiteliales frondosos, en la ubre y pezones.

Los virus ocasionan lesiones a nivel de laringe y puede terminar en
carcinoma de células escamosas. En otros animales, se relacionan a los virus
con la presencia de sarcoide equino, y cancer de oreja en las ovejas. (Radostits
Oy et al, 2005)

7.3.- EPIDEMIOLOGIA

La papilomatosis se presenta en una gran variedad de especies animales, y
en todo el mundo. El virus se transmite entre los animales, por el uso de sogas

contaminadas, narigueras, equipo de areteado, postes y otros elementos
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contaminados. Es comun que los animales que son sometidos a grooming para
exposiciones, puedan desarrollar lesiones extensas. Se sugiere ademas, que la
transmision sexual es posible, pero las lesiones por inseminacion artificial son
raras. La enfermedad es mas comun en animales estabulados, en donde
también ocurre el contagio a caballos. (Murphy F, 1999; Radostits O y et al,
2005)

La ruta de transmision de los BPV no esta aun bien definida, pero de
acuerdo a los patrones de infeccion, el virus puede encontrarse en el ambiente,
en los postes de madera de las cercas, o en las manos humanas, y se
transmiten a través de piel lesionada. Las lesiones genitales sugieren que

puede haber transmision durante procesos reproductivos. (Niece K, 2010)

El contagio se da por contacto directo con animales infectados,
principalmente a través de lesiones a nivel cutaneo. El virus puede
permanecer en objetos inanimados en las instalaciones, e ingresar en los
animales que se rascan o entran en contacto con ellos. Las verrugas pueden
aparecer alrededor de los aretes, en sitios de marcaje o a lo largo de
abrasiones causadas por las cercas; y puede transmitirse la enfermedad por el
uso de tatuajes, instrumentos de descorne, y por procedimientos médicos,

como la prueba de tuberculosis. (Radostits O y et al, 2005)

A nivel perianal, la transmision ocurre por examen rectal en chequeos
ginecologicos, sobre todo en vaconas. Existe una alta prevalencia de
papilomas en la laringe en lotes de terneros de engorde que tienen ulceras a
través de las cuales ingresa el virus, y por donde también pueden ingresar
otros patdégenos como Fusobacterium nodosus, ocasionando mas de una
enfermedad. (Radostits O y et al, 2005)

Se ha encontrado ADN viral infeccioso en tejidos reproductivos del ganado
y también en tejidos embrionarios. También se ha encontrado ADN de BPV en
otros fluidos corporales y tejidos no epiteliales. Los linfocitos de la sangre
periférica de animales infectados con BPV tienen un alto indice de

aberraciones cromosémicas que tienen un potencial oncogénico. Esto
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demuestra que puede haber co-infeccién de otros tejidos y células, y que los
linfocitos, liquido seminal y espermatozoides son potenciales transmisores de

la papilomatosis. (Lindsey CJy et al, 2009)

Recientemente se ha observado que las infecciones por BPV y sus tumores
asociados, pueden transmitirse a traves de suspensiones de lesiones
hemangiomatosas de la vejiga urinaria; y que la sangre de los animales
infectados transmite el virus a animales sanos y al ambiente. (Lindsey CJ y et
al, 2009)

Se ha podido identificar ADN de BPV-2 y BPV-4 en tejidos embrionarios y
en tejidos del tracto reproductor femenino de vacas enfermas, demostrado que
el virus puede encontrarse en otros tejidos ademas del epitelio cutaneo. En la
leche, orina y semen se han encontrado altos contajes de linfocitos y células
similares a epitelio, al igual que senales de restos celulares. El semen de toros
altamente infectados presenta azoospermia. En estas muestras y en otras de
sangre periférica se ha identificado ADN de BVP-2 y BPV-4. (Lindsey CJ y et
al, 2009)

La presencia de ADN viral en fluidos corporales como leche, sangre y
semen ha demostrado que la transmision del virus se da por otros
mecanismos, ademas del contacto directo con epitelio o instrumentos
contaminados. La monta y la lactancia son los principales medios para el
intercambio directo de fluidos corporales entre el ganado, por lo que son
mecanismos muy importantes para la transmisién del virus. (Lindsey CJ y et al,
2009)

Ademas, se han analizado muestras de semen congelado usado en
reproduccion, y en ellas se ha encontrado también ADN viral, por lo que la
inseminacion artificial puede ser también un mecanismo para la transmision de
la papilomatosis; al igual que los PV de orina que contaminan los pastos, sobre
todo los BPV-2; que ademas de contagiar a otros bovinos, puede infectar

también a los equinos. (Lindsey CJ y et al, 2009)
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Se ha detectado también ADN de BPV-2 en espermatozoides de toros
infectados, que puede ocasionar infeccidn a nivel embrionario durante la
concepcion, caracteristico de una transmision de tipo vertical, que ha sido
confirmada por el hallazgo de ADN de BPV-2 en la sangre de terneros
neonatos, incluso en aquellos que han nacido por cesarea. La transmision
intrauterina del virus puede ocurrir durante la concepcion o a lo largo de todo el
desarrollo embrionario y fetal. Ademas, que la azoospermia de los toros
infectados determina que el virus afecta directamente a la produccién
espermatica al infectar las células germinales de las génadas. (Lindsey CJ y et
al, 2009)

En los linfocitos de sangre periférica se ha identificado altos titulos de ADN
de BPV-2, y se sugiere que estas células sanguineas pueden albergar PV y
actuan como sitos latentes de la infeccion viral y potenciales vectores para la
diseminacion de la enfermedad, en un mismo individuo y entre varios animales.
En los fluidos corporales, como leche, orina y semen, los PV pueden estar
dentro de los linfocitos o en células epiteliales exfoliadas. Experimentalmente
se ha contagiado a animales sanos mediante la inoculacion de sangre de
animales infectados con BPV-2, confirmando que el genoma viral en la sangre

es infeccioso. (Lindsey CJ y et al, 2009)

Los linfocitos son considerados los principales vectores para la
diseminacién del virus dentro de un organismo hacia distintos tejidos, y actuan
como portadores del virus en fluidos corporales. Ademas, que recientemente se
ha encontrado la expresion de L1 de BPV-2 en los linfocitos, sugiriendo que
parte del ciclo biolégico del virus se lleva a cabo en estas células. (Lindsey CJ y
et al, 2009)

7.4.- FACTORES DE RIESGO

7.4.1.- Factores animales

Aunque todos los animales pueden ser susceptibles a la enfermedad, la
papilomatosis se presenta con mayor frecuencia en caballos y principalmente

en vacas. Se han reportado casos en ovejas y cabras pero con muy poca
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incidencia. La enfermedad es poco comun en cerdos, en los que afecta sobre

todo en la region genital. (Radostits O y et al, 2005)
7.4.2.- Edad

La presencia de lesiones en la cabeza y cuello ocurre principalmente en
animales jovenes que son menos inmunocompetentes; se considera que los
adultos son menos sensibles a la infeccion debido a una inmunidad adquirida
por infecciones aparentes e inaparentes cuando fueron jovenes. La cantidad de
lesiones y su severidad son influenciadas por factores que ocasionan
inmunosupresion, que pueden determinar que una infeccion latente se
manifieste clinicamente. Se han registrado casos de infeccion congénita tanto
en potros como en terneros, pero son infrecuentes. Los papilomas en la region
del sistema gastrointestinal asociado a BPV-4 y en la zona de glandula
mamaria asociado a BPV-5 persisten y se presentan en cualquier edad.
(Radostits O y et al, 2005)

7.4.3.- Parasitos

De acuerdo a un estudio llevado a cabo en Egipto, las garrapatas juegan
dos papeles importantes en el desarrollo de la papilomatosis: primero, estas
perforan la piel y crean puntos de entrada directos en el tejido cutaneo para el
ingreso de los virus y su infeccion. Y segundo, las garrapatas absorben
grandes volumenes de sangre de animales infectados y secretan sustancias
especificas con sus glandulas salivales que dafian la barrera de la piel e
impiden la coagulacién, y que tienen efectos inmunosupresores: sobre todo
disminuyen la produccién de la IL-6 e IL-10 por parte de los Th2; lo cual

promueve la infeccion viral. (Salib F y Farghali H, 2011)

Ademas los nematodos gastrointestinales y las fasciolas hepaticas actuan
también como mecanismos inmunosupresores facilitando la infeccion viral;
pues disminuyen los niveles normales de Fe, Mo, Cu y Zn; mientras que la

fasciola afecta a la respuesta de Th1. (Salib F y Farghali H, 2011)
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7.4.4.-Factores inmunosupresores

Los factores inmunosupresivos juegan un papel importante en la progresion
de la papilomatosis, incluyendo los parasitos internos y externos. De la misma
forma, la presencia de sustancias inmunosupresoras del helecho, favorece el

desarrollo de cancer. (Salib F y Farghali H, 2011)

7.5.- PATOGENIA

El proceso de patdgeno de la enfermedad se relaciona directamente con
una débil respuesta inmunologica. Las lesiones papilomatosas ocurren luego
de que el virus ha ingresado en el huésped, a través de abrasiones o heridas
en la piel. La infeccion de las células epiteliales lleva al desarrollo de
hiperplasia, seguida de degeneracién epitelial e hiperqueratinizacién. Estos
cambios generalmente se presentan entre 4 a 6 semanas después de la
infeccion inicial. Las lesiones hiperplasicas iniciales se describen como
verrugas, papilomas o condilomas; que usualmente son benignas, pero pueden
experimentar una transformacién neoplasica, influenciada principalmente por
factores ambientales. (Murphy F, 1999; Freitas A y et al, 2007)

El virus infecta los queratinocitos basales, y replican su genoma en las
capas diferenciadas espinosa y granular, causando el crecimiento excesivo
tipico de la formacion de verrugas. El tumor contiene tejido epitelial y conectivo,
y puede ser un papiloma o un fibropapiloma, dependiendo si contiene poco
tejido conectivo o mas bien tejido fibroso con poco tejido epitelial,
respectivamente. Los papilomas ocurren como resultado de una hiperplasia
celular sin produccién de antigenos virales. Puede desarrollarse una infeccién

latente a nivel cutaneo y de linfocitos. (Radostits O y et al, 2005)

Las lesiones de Fibropapilomas persisten por al menos 4 o 6 meses antes
de que ocurra la regresion espontanea, y muchas de las verrugas suelen tener
una regresion simultanea. Las fases en los patrones de desarrollo de los
papilomas todavia no han sido establecidas claramente; sin embargo, se

sugiere que en la fase 1, los papilomas aparecen como placas ligeramente
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elevadas después de 4 semanas de la exposicion al virus. En la fase 2, las
lesiones se caracterizan por ser citopatolégicas, con replicacion viral y con
agregados cristalinos de viriones; que se pueden observar a las 8 semanas
luego de la infeccién. En la fase 3, los papilomas se caracterizan por tener
bases pedunculadas y fibréticas, con superficies duras, lobulares y fungiformes,
que aparecen a las 12 semanas. El nivel de anticuerpos neutralizantes parece
estar relacionado con la regresion de lesiones y con la proteccion contra la

reinfecciéon. (Murphy F, 1999)

Las transformaciones neoplasicas y las acciones virales oncogénicas
incluyen la expresion de oncogenes virales dentro de la célula del huésped,
que corresponden a los genes tempranos. Estas oncoproteinas alteran el
control del ciclo celular, mediante la interaccién con p53 y pRb, determinando

anormalidades genéticas. (Freitas Ay et al, 2007)

Se ha mencionado que los virus no se diseminan por la sangre y que no
existe una fase de viremia; sin embargo, se ha en el ganado se ha detectado
ADN de BPV en la sangre periférica de animales infectados. En cultivos de
linfocitos de bovinos infectados se han observado también anormalidades
cromosomales, lo que es una evidencia de la presencia del genoma viral en los
linfocitos; aunque se ha sugerido que estos linfocitos pueden ser el sitio para la

latencia del virus. (Freitas Ay et al, 2007)

Aunque el virus BPV se ha caracterizado por ser un virus epiteliotropo, se
sugiere que también puede encontrarse la presencia del virus en otros fluidos
corporales como sangre completa, plasma, leche, calostro, placenta y liquido
amniético. (Freitas Ay et al, 2007)

7.6.- PRESENTACION CLINICA

El desarrollo de la papilomatosis ocurre principalmente en el ganado joven,
y los animales a medida que maduran, desarrollan una respuesta inmune hacia
el virus, de tal forman que las lesiones desaparecen sin dejar sefiales. La
enfermedad se da sobre todo en animales jévenes de exposicion o toros de

pura raza listos para la venta; debido a que su sistema inmune se encuentra en
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una etapa en la que pierden la inmunidad maternal calostral y se encuentra en
desarrollo su propia inmunidad frente a los virus y bacterias del ambiente.
Debido a las caracteristicas virales, el sistema inmune no recibe una
estimulaciéon suficiente, y por eso tarda tanto la desaparicion de las lesiones.
(Pence M, 2008?7) ANEXO 25

Las verrugas se observan como sobrecrecimientos sdlidos de la epidermis,
que se desarrollan en cualquier zona corporal. En el ganado, las lesiones se
observan sobre todo en animales menores de 2 anos, en la zona de la cabeza,
alrededor de los ojos; en el cuello y en los hombros. Las lesiones varian en
tamano, desde 1 cm de altura, y son secas, con cuernos y tienen una
apariencia tipica con forma de coliflor. En la mayoria de animales la regresion
es espontanea, aunque las lesiones persisten por varios meses, desde 5 hasta

18 meses, con grave pérdida de condicién corporal. (Radostits O y et al, 2005)

Los PVs infectan las células epiteliales basales, estas células proliferan y el
genoma viral se mantiene como un episoma dentro del nucleo. A medida que
las células se diferencian y migran hacia capas superiores, empieza la
replicacion vegetativa del ADN viral. En el estrato granuloso se expresan los
antigenos de la capside y se ensamblan las particulas del viridn. La capa mas
externa del epitelio, el estrato cérneo, contiene particulas del viribn que son

expuestas desde la epidermis. (McBride A y et al, 2000)

Verrugas en pezon: Se presentan de formas diferentes, segun el tipo de
papilomavirus, y pueden aumentar en frecuencia con la edad. La forma
frondosa tiene proyecciones filiformes y su forma alargada de 1 cm puede
deberse a la maquina de ordefio. Pueden ser arrancadas facilmente. (Radostits
Oy et al, 2005)

También existe de forma tipo plano y redondeado de hasta 2 cm de
diametro y en forma de grano de arroz. Los papilomas en el pezdn pueden
desaparecer y permanecer latente en el tiempo que se seca la vaca pero
pueden patogenizarse y reaparecer en la siguiente lactancia. (Radostits O y et
al, 2005)
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Verrugas genitales: Las verrugas en la zona perianal son antiestéticas,
pero no influyen significativamente en la produccion; sin embargo, las lesiones
a nivel genital tanto en hembras como en machos, dificultan la reproduccion,
pues las lesiones suelen ser de gran tamafo, friables y sangran facilmente,
ademas que generalmente se infectan y se complican con miasis. Las verrugas

en esta region deben ser tratadas inmediatamente. (Radostits O y et al, 2005)

Se realizé un estudio en Brasil para comprobar la presencia de PV,
especificamente BPV-2 en ovarios, utero, oocitos y secreciones. Este estudio
se realizé por medio de analisis de PCR con primers especificos del BPV-2, y
en él, se evaluaron dos vacas que se encontraban en una region con alta
incidencia de papilomatosis, pero que clinicamente no mostraban verrugas.
Una de las dos vacas dio positivo a la presencia de ADN de BPV-2 en
muestras de utero, ovarios y oocitos. Este es el primer caso en el que se
identifica papilomavirus en este tipo de tejidos y células. En otros estudios se
ha encontrado ADN del virus en muestras de sangre, lo cual puede explicar la
presencia del virus en los tejidos mencionados, ya que si el virus esta en la
sangre, puede llegar a cualquier tejido que tenga irrigacion. (Carvalho C y et al,
2003)

Al papilomavirus se lo ha identificado como un virus epiteliotropo, pero al
encontrar ADN viral en utero, ovarios, oocitos y fluidos, se puede considerar

que la infeccidn viral no es tan especifica. (Carvalho C y et al, 2003)

Verrugas en tubo digestivo: Clinicamente se observa en muy pocos
casos, y generalmente se los encuentra cuando los animales ya han sido
faenados en los mataderos. Se ha encontrado lesiones en lengua, paladar
blando, orofaringe, eséfago, surco esofagico, rumen, reticulo, intestinos. Los
papilomas encontrados en surco esofagico y reticulo son causantes de
timpanismo ruminal crénico.Los animales con BPV-4 en el TGI y alimentados
con helecho son susceptibles a desarrollar carcinoma de células escamosas.
(Radostits O y et al, 2005)
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Las lesiones papilomatosas menos comunes en ganado se presentan a
nivel de la vejiga urinaria, y no causan signos clinicos; aunque actuan como

factores predisponentes para hematuria enzoética. (Radostits O y et al, 2005)

La hematuria enzodtica crénica (CEH) esta relacionada con el desarrollo de
cancer de vejiga causado por BPV-2. La CEH es un sindrome severo que se
debe a la ingestidn prolongada de helecho, relacionado con la produccién de
cancer en animales. El BPV-2 infecta la mucosa vesical, y produce una
infeccion latente abortiva, pues no se encuentra viriones ni proteinas virales
estructurales en la mucosa de la vejiga. Los factores carcinogénicos del
helecho interactuan con las proteinas virales, y ocasionan el desarrollo de

neoplasias. (Borzacchiello G y et al, 2006)

Clinicamente, los animales infectados tienen la temperatura corporal dentro
de los rangos para la especie; y no presentan alteraciones en el apetito. Los
animales mas afectados clinicamente tienden a presentar una menor condicion
corporal. (Salib F y Farghali H, 2011)

No siempre la ausencia del papiloma significa que el animal esta sano, ya
que existen portadores sanos, en los que el ADN viral se encuentra latente en
el epitelio, y se patogeniza el momento de una inmunosupresion o algun

trauma que desencadena factores inflamatorios. (Borzacchiello G y et al, 2006)

7.7.- PATOLOGIA CLIiNICA

No se han reportado cambios especificos a nivel de hemograma o quimica
sanguinea, pero el ganado infectado tiene menor numero de linfocitos CD2 y
CD4; y un mayor numero de linfocitos T gama-delta; y linfocitos B que expresan
IgM. (Radostits O y et al, 2005)

Normalmente no es necesaria la biopsia, pues las lesiones clinicas son
evidentes. Microscopicamente, en los papilomas se observa una epidermis
hiperplasica con tejido dérmico escaso; mientras que en los Fibropapilomas el
componente dérmico es predominante. La identificacion del tipo especifico de

virus se realiza mediante pruebas histolégicas y seroldgicas; se puede utilizar
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ELISA, pero es mas recomendable el uso de PCR de muestras de biopsias o

raspados tisulares. (Radostits O y et al, 2005)

La infeccion por PV se caracteriza por producir papilomatosis, acantosis
(hiperplasia en la capa espinosa) y granulos prominentes de queratohialina, en
el estrato granuloso del epitelio. Ademas, se puede observar vacuolizacion
perinuclear (koilocitosis), con nucleos marginales en forma de hoz. Hay
también hiperqueratosis y paraqueratosis en el epitelio corneo. (McBride A y et
al, 2000)

En los fibropapilomas causados por BPV, se puede observar una reaccién
fibroblastica dentro de la 1ra semana post infeccion, pero la proliferacién del
epitelio se hace recién evidente a las 4-6 semanas luego de la infeccidn.
(McBride A y et al, 2000)

Histopatologicamente, las lesiones muestran una marcada hiperqueratosis
con proyecciones superficiales en forma de cuernos, largas, gruesas y
similares a pelos; ademas de hiperplasia epidermal con areas de erosion,
ulceracion e infiltracion de neutrdfilos. La capa dermal del papiloma muestra
una moderada infiltracién de neutrdfilos, eosindfilos y algunos linfocitos. En las
lesiones de regresion natural el examen histolégico revela un infiltrado intenso
de linfocitos, tanto en la dermis como en el epitelio (Salib F y Farghali H, 2011;
Freitas Ay et al, 2007)

7.8.- DIAGNOSTICO

Debido a que las lesiones clinicas son caracteristicas de la enfermedad, el
diagndstico mediante técnicas de laboratorio, casi nunca es necesario. Sin
embargo, mediante el uso de microscopia electrénica, se pueden observar
viriones. Se realizan también pruebas de hibridacion y de PCR para detectar el
ADN de los papilomavirus, pero estos estudios no corresponden a pruebas de
rutina de la enfermedad. (Murphy F, 1999; Radostits O y et al, 2005)
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7.9.- TRATAMIENTO

La prevencion y el tratamiento son dificiles de evaluar, debido a que la
enfermedad es autolimitante y su duracion es variable. Se han utilizado a lo
largo de los afos una gran variedad de tratamientos, pero ninguno
completamente efectivo; por ejemplo, se ha utilizado el interferén alfa bovino
pero sin muchos efectos positivos. Otros tratamientos también incluyen el uso
de terapias fotodinamicas y de la autovacuna mediante inoculacion de tejidos
de verrugas tratados con formalina. La vacunacién con proteinas de la capside
viral ha sido mas efectiva pero soélo para un tipo especifico de virus. (Murphy F,
2009)

7.10.- CONTROL

No es posible el establecimiento de normas especificas de seguridad para
el control de la papilomatosis, debido a la naturaleza tan impredecible de la
misma, y debido a que no es muy significativa econdmicamente. Sin embargo,
la aplicacion de vacunas puede ser efectiva para la prevencion y para preparar
a los animales frente a desafios naturales. Sin embargo, esta vacuna deberia
contener todos los tipos de BPV para ser completamente efectiva. (Radostits O
y et al, 2005)

Es recomendable el evitar el contacto directo entre animales infectados y
sanos, para limitar las posibilidades de transmision; y el equipo para manejo de

ser adecuadamente utilizado. (Radostits O y et al, 2005)

Debido a la presencia de ADN viral en fluidos corporales, como mecanismo
de prevencion y control es recomendable el analisis de los bancos de semen

para evitar la transmisién vertical. (Lindsey CJ y et al, 2009)

7.11.- CANCER Y PAPILOMATOSIS

Como se ha mencionado antes, las lesiones de papilomas puede
eventualmente desarrollarse en cancer, aunque esta es una enfermedad

multifactorial y se requieren de muchos pasos antes que se logre la
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transformacion neoplasica. Se ha observado, sin embargo, que los animales
que consumen helecho (Pteridium aquilinum) son mas susceptibles a
desarrollar cancer, debido a sus factores inmunosupresores y mutagénicos.
(Saveira M, 2006)

La inmunosupresion causada por el helecho se relaciona con dos cambios
hematologicos muy marcados. Primero, se observa una disminucién de
leucocitos polimorfonucleares (PMN), que puede terminar con una
inmunodepresion severa, que permite el ingreso de bacterias al torrente
sanguineo, que puede ocasionar septicemia. El segundo cambio, es la
disminucién crénica de linfocitos circulantes. Ademas, los animales con
demasiada exposicion a helechos, pueden desarrollar hematuria enzodtica,
cancer de vejiga urinaria y anormalidades en los cromosomas. (Saveira M,
2006)

Los animales que desarrollan papilomas en el TGl y que ademas tienen
acceso a helechos, corren mayor riesgo de desarrollar cancer. Se ha
observado que los papilomas de los animales alimentados solamente con pasto
y heno, desaparecian luego de un afo; pero en los animales que consumian
heno, los papilomas se expandieron a lo largo de la naso y orofaringe,
fusionandose en forma de grandes lesiones que terminaron en cancer. Estas
lesiones permanecen por el resto de la vida del animal, pues por ejemplo, en
un experimento, un animal que habia sufrido la infeccién 13 anos atras, al
momento de morir todavia tenia lesiones en el TGIl. Otro en cambio, con
carcinoma a nivel de esofago, desarroll6 ademas otros pdlipos, adenomas y

adenocarcinomas en el duodeno, yeyuno y colon. (Saveira M, 2006)

De acuerdo a los estudios moleculares y epidemiolégicos, en el proceso de
carcinogénesis, ademas de la accion de las oncoproteinas, se produce un
aumento del numero de receptores celulares para factores de crecimiento
epidérmicos; hay activacion de genes especificos y el gen p53 sufre una

mutacion. (Saveira M, 2006)
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Ciertos factores mutagénicos del helecho como Ila quercentina y
ptaquilosida, son importantes durante el desarrollo de cancer, y ademas son
encontrados en la orina, suero y leche de ganado alimentado con helecho. Los
flavonoides y quercentines contienen propiedades inmunosupresoras y
mutagénicas, que tienen accién sinérgica con los BPV, que llevan al desarrollo
de lesiones malignas. Se han observado anormalidades cromosomicas en
lineas celulares obtenidas de fibroblastos bovinos previamente sometidos a
BPV-4 y a quercentina. (Freitas Ay et al, 2007; Saveira M, 2006)

Los papilomas que se presentan a nivel de TGI, son producidos por el BPV-
4, que puede causar lesiones desde la lengua hasta el estbmago. En animales
con buen estado de salud, estos papilomas son pocos, y normalmente
experimentan regresion luego de unos doce meses. Sin embargo, en animales
inmunodeprimidos, no hay regresion y los papilomas persisten y pueden

diseminarse. (Saveira M, 2006)

Los animales que desarrollan papilomas en el TGI tienen dificultades en la
alimentacion y en la respiracion, y generalmente deben ser descartados. Si las
lesiones son pocas, los animales pueden sobrevivir, pero corren el riesgo de

desarrollar posteriormente carcinoma de células escamosas. (Saveira M, 2006)

El cancer que afecta a la vejiga urinaria del ganado con acceso a helechos
puede ser un carcinoma de urotelio, 0 hemangioendotelioma de los capilares
subyacentes; y los dos tipos pueden ocurrir en una misma vejiga. El virus
infecta el epitelio vesical, y establece una infeccion de tipo abortiva, pues no
hay produccion de virus; pero el ADN de las lesiones de la vejiga aun es
infeccioso y puede iniciar un ciclo de replicacion en un ambiente permisivo,
como la piel. Se expresa la oncoproteina E5 se activan genes especificos y
disminuye la regulacion en la expresion de supresores tumorales. La
inmunodepresion por el helecho evita que se controlen los tumores, los factores
mutagénicos provocan desestabilizacion del genoma, permitiendo el desarrollo
de cancer. (Saveira M, 2006)
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Clinicamente, la presentacién de cancer esta asociada a la hematuria
enzootica en animales que han consumido helecho (Pteridium spp), pues éstos
se encuentran inmunodeprimidos; y se facilita la propagaciéon y patogenizacién
del PV. Ademas, la combinacion de los mutagenos del helecho causa la
transformacion neoplasica de las células papilomatosas. (Sanchez A y et al,
2008)

La patologia causada por el consumo del helecho de los pastos tiene dos
presentaciones: agudas o cronicas. Entre las cronicas se describe la hematuria
enzootica bovina y el sindrome digestivo anterior, mientras que la aguda

incluye al sindrome hemorragico. (Sanchez Ay et al, 2008)

Debido a que el género Pteridium no tiene un ordenamiento taxondémico
completo, los investigadores lo identifican de una forma genética, la cual
incluye a todas las formas existentes de este género, denominandolos como
genotipo. Esto implica que la definicion de genotipos de Pteridium, se refiere a
cualquiera de las multiples variaciones morfolégicas, de plasticidad ecolégica y

diferencias quimicas encontradas. (Sanchez A y et al, 2008)

Cuando los animales han consumido pequenas cantidades de maleza
(<10g/Kg/dia) por un largo tiempo, se desarrolla la presentaciéon de la forma
cronica de la enfermedad, en la cual el PV juega un papel importante; mientras
que los casos agudos, se presentan por un alto consumo de helecho. (Sanchez
Ay et al, 2008)

En estudios realizados en Parana, Brasil, sobre las patologias producidas
por la intoxicacién por el consumo de Pteridium, se describe que en las
diferentes lesiones encontradas en animales con sindrome digestivo anterior, la
ubicacién esta determinada, por las propiedades quimicas del ptaquilésido que
es el principal metabolito toxico del helecho, que en condiciones alcalinas da
origen a un conjugado llamado dienona, que es capaz de asociarse a varios
tipos de proteinas con terminales aminos, como el ADN, ya que atraviesa la
membrana celular y nuclear de las células. Cuando ingresa al nucleo causa

una alteracion permanente e irreparable en varios genes con funcion
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reguladora como el proto-oncogen H-ras y el gen supresor p53. (Sanchez A 'y
et al, 2008) ANEXO 26

En este estudio se describe que la participacion viral del papilomavirus esta
asociada a sindromes crénicos de la toxicosis, y ya que se ha encontrado
lesiones papilomatosas en cercania de otras malignas, se sugiere, que el BPV-
4 tiene un papel importante en la patogénesis de los carcinomas celulares del
tracto digestivo anterior, y el PVB-2 esta asociado a tumores benignos de

vejiga urinaria. (Sanchez Ay et al, 2008)

Estas proyecciones papilares benignas inducidas por PV, pueden sufrir
transformaciones malignas como consecuencia de la inmunosupresion
causada por los metabolitos del helecho. Se considera que el aumento de la
actividad viral de los BPV-4 y BPV-2, producen mutacion del gen p-53 que
conlleva a la detencién del ciclo celular en fase G, regulacién de la apoptosis y
aumento de la angiogenesis siendo estos eventos los que producen la

transformacion maligna de la célula epitelial. (Sanchez Ay et al, 2008)
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CAPITULO 8

8.1.- TECNICAS NO MOLECULARES DE DETECCION DEL VIRUS

Este tipo de técnicas no detectan la presencia directa del virus, sino que

indirectamente detectan las secuelas clinicas de la infeccion viral. (IARC, 2007)

8.1.1.- Citologia e Histologia

El mejor signo para la deteccion de infecciones por PV a nivel citolégico es
la presencia de koilocitosis o atipia koilocitotica, que es una combinacion de
una alteraciéon nuclear y la formacién de un halo perinuclear. Aunque estas son
caracteristicas tipicas de las infecciones por PV, ni la citologia ni la histologia
son indicadores sensibles frente a la presencia de los virus; pues existen casos
en los que existe la presencia de ADN viral sin cambios histologicos o
citologicos importantes. (IARC, 2007)

A nivel histolégico, resulta complicado el diagndstico de presencia de
Coilocitos, pues los artefactos de fijacion y la mala deshidratacion pueden
ocasionar la presencia de halos perinucleares que confunden el diagndstico.
(IARC, 2007)

8.1.2.- Histologia

Para realizar el estudio histolégico se usa tejido muerto, que se mantiene
mediante soluciones quimicas después de su extraccion, para luego realizar los
cortes histologicos. En la preparacion de los cortes histologicos se debe
mantener, en lo posible, el aspecto en las estructuras del organismo vivo.
(Geneser F, 2000)

Preparacion de tejidos para microscopia optica

1. Fijacion: El objetivo principal de la fijacion es matar las células para
detener los procesos celulares dinamicos con la mayor rapidez posible y
con minimas modificaciones. Este proceso se logra mediante la
insolubilizacion de los componentes estructurales de la célula, con la

formacion de enlaces cruzados, estabilizando las proteinas por la accion
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de agentes quimicos llamados fijadores. A parte de lograr mantener
todas las relaciones entre las estructuras como en una célula viva, se
logra una fuerza mecanica, que va a facilitar los procesos siguientes de
la preparacion del tejido. (Geneser F, 2000)

Entre los fijjadores mas efectivos en formar enlaces transversales
tenemos el formaldehido, glutaraldehido y tetroxido de osmio. (Geneser
F, 2000)

La fijacion también interrumpe otros procesos celulares, como la
autolisis celular, causada por diferentes enzimas; y de igual manera
destruye cualquier microorganismo que podria dafiar el tejido. El
procedimiento de la fijacion se realiza con la inmersion del tejido extraido
en uno de los fijadores. La extraccion del tejido se debe realizar con
instrumental quirdrgico para evitar cualquier dafio mecanico al tejido.
(Geneser F, 2000)

Inclusién y corte: El tejido ya fijado se somete a cortes histologicos,
que deben ser delgados para permitir el paso de luz del microscopio.
Deben tener un espesor promedio de alrededor de 5-10 micrémetros, lo
cual se consigue con el uso de un micrétomo. (Geneser F, 2000)

Para poder realizar los cortes con el micrétomo, el tejido debe ser
sometido a otros procesos para que adquiera consistencia y dureza;
esto se consigue, con la utilizacion de soluciones de inclusion,
generalmente parafina. Antes de realizar el proceso de inclusion, el
tejido debe ser deshidratado mediante la inmersion del tejido en
soluciones acuosas de etanol en concentraciones crecientes hasta llegar
al anhidrido. Entonces se sumerge el tejido en una solucién miscible en
etanol y parafina, por ejemplo xileno, proceso denominado aclaramiento.
Después del aclaramiento, se coloca el tejido en parafina liquida para
disolver el xileno, y asi logra penetrar en el tejido. Al enfriarse, la
parafina se solidifica formando un taco, que es sometido a cortes
histologicos. (Geneser F, 2000)

A pesar de que se realice el proceso con mucho cuidado y exactitud, se

producen ciertas modificaciones en el taco. Esto se da por que el alcohol
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y el xileno extraen grasas y el aclaramiento de la inclusion desactiva
muchas enzimas y el tejido sufre una contraccion considerable. A
diferencia de cuando se prepara el tejido por medio de técnicas de corte
por congelamiento lo que evita estos problemas, y la muestra puede
estar con o sin fijador. (Geneser F, 2000)

Esta técnica es muy rapida y se obtienen cortes en pocos minutos. Se
utiliza por ejemplo, para determinar si el material de una biopsia extraida
en un acto quirurgico es canceroso. El resultado se recibe mientras el
paciente sigue anestesiado lo cual permite a ciertos cirujanos a tomar

decisiones de extraccion de 6rganos. (Geneser F, 2000)
Meétodo de congelacion-desecacion

El objetivo de usar este método es lograr que la variacion estructural y la
extraccion quimica sean minimas, para conservar la actividad enzimatica. Para
congelar con rapidez, la muestra es colocada en una camara de vacio a baja
temperatura y después se deshidrata por evaporacién lenta del agua. (Geneser
F, 2000)

Congelacion-sustitucion

Esta técnica se realiza por medio de una fijacion moderada y un tratamiento
con sacarosa; seguida por una congelacion rapida del tejido, y a continuacion
una deshidratacion a -85°C en metanol puro. Una vez eliminada el agua, el
tejido es colocado en una inclusién adecuada, que se infiltra mientras se
incrementa gradualmente la temperatura hasta alrededor de -20°C. Se procede
entonces, a polimerizar por irradiacion con luz UV el medio de inclusion que se

seca, y esta listo para realizar los cortes del taco. (Geneser F, 2000)
Coloracioén

La mayoria de colorantes histologicos son utilizados en solucion acuosa, por
lo que, los cortes incluidos en parafina deben ser des parafinados mediante el
uso de xileno, rehidratados con concentraciones decrecientes de alcohol en

agua antes de proceder a la tincidon. Los cortes por congelacion pueden ser
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sometidos a soluciones acuosas inmediatamente después de los cortes.
(Geneser F, 2000)

El método de tincion mas comun es el de hematoxilina y eosina, que
colorean los componentes nucleares de azul violaceo, mientras que casi todas
las estructuras citoplasmaticas adquieren una tonalidad rosada. Después de la
tincion se deshidrata y se aclara nuevamente la muestra de tejido y se coloca

una gota de medio de montaje transparente. (Geneser F, 2000)

8.2.- DETECCION DE PROTEINAS VIRALES EN TEJIDOS INFECTADOS

La deteccion inmunologica de proteinas virales en células o tejidos es
complicada, pues las proteinas tardias solamente se expresan en las
infecciones productivas, y las proteinas tempranas se expresan en pequefas
cantidades en los tejidos infectados. (IARC, 2007)

Se han podido generar anticuerpos a partir de proteinas virales
recombinantes expresadas en sistemas heterdlogos, y estos anticuerpos se
pueden usar para demostrar la expresion de proteinas virales en muestras
biolégicas mediante inmunoquimica, pruebas de western blots y ensayos de

inmunoprecipitacion. (IARC, 2007)

Sin embargo, la mayoria de anticuerpos se consiguen mediante el uso de
L1, pues la deteccion de proteinas tempranas en células o tejidos infectados es
minima. Existen anticuerpos frente a E5, E6 y E7 pero se los usa solamente
para pruebas in vitro; aunque recientemente se cre6 un antisuero policlonal de
conejo que permite la identificacion de E7 mediante la tincidn

inmunohistoquimica de secciones de biopsias en parafina. (IARC, 2007)

Se ha utilizado la deteccién de proteinas celulares diferentes, expresadas
solo en células infectadas, como un marcador de tumores y su prognosis, por
ejemplo, la expresion de la p16 inhibidora de cinasa dependiente de ciclina y la
pRb. Se ha usado un anticuerpo monoclonal para p16 para detectar esta
proteina en tejidos infectados, con resultados buenos para la deteccion de

lesiones de cancer cervical en etapas mas tempranas. (IARC, 2007)
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8.3.- DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS

La deteccion de genomas virales especificos y sus transcriptores se lo
realiza mediante diversos procedimientos, que incluyen southern y northern
blots, hibridizacion in situ, secuencia de ADN, captura hibrida y PCR; siendo
estos dos ultimos los mas utilizados en la actualidad, aunque el PCR es mas
util para el reconocimiento de tipos y variantes de PV, aunque todavia con

algunos inconvenientes. (IARC, 2007)

8.3.1.- Métodos basados en PCR

El ADN viral puede amplificarse selectivamente para incrementar las
secuencias virales presentes en la muestra bioldgica. La sensibilidad y
especificidad de los métodos de PCR es variable. (IARC, 2007)

La mayoria de protocolos utiliza primers dirigidos a una regién altamente
conservada del gen L1. Existen varios tipos de PCR para la deteccién de
transcriptores virales, como el PCR reverso transcriptasa (RT-PCR), RT-PCR
cuantitativo, y PCR en tiempo real; y el uso de cualquiera de estos métodos es
mas efectivo en casos en los que existe mas de un tipo de PV en la muestra.
(IARC, 2007)

Recientemente se ha desarrollado un método que amplifica los
transcriptores oncogénicos de los PV, y que permite diferenciar a un genoma
episomal de un genoma integrado. El genoma viral suele estar integrado dentro
de los cromosomas del huésped en los casos de lesiones cancerosas, mientras
que en tejidos normales o premalignos, el ADN viral se mantiene en forma de
episomal. (IARC, 2007)

8.3.2.- Métodos de hibridacion de acidos nucleicos (Hybrid Capture 2™)

Este método se basa en la hibridacién de secuencias de ARN sintético
complementarias a las secuencias de varios tipos de PV, y que sirven para la
preparacion de “cocteles”. EI ADN de la muestra biolégica se hibrida en

solucion con cada uno de los cocteles, para observar la formacion de hibridos
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de ADN-ARN especificos, que luego son capturados por anticuerpos colocados
en los platos de microtitulos, y que se reconocen especificamente. Los hibridos
inmovilizados son reconocidos por varias reacciones que dan lugar a un
producto luminoso que puede ser medido en un lumindmetro. La intensidad de
la luz emitida es proporcional a la cantidad de ADN detectado en la muestra, y

permite una mediad semicuantitativa de la carga viral. (IARC, 2007)

8.3.3.- Hibridacion southern and northern blot

Este tipo de pruebas de hibridacion en fase sdlidas son buenas para el
analisis de los genomas virales y para obtener informacion de alta calidad, pero
requieren de una gran cantidad de acidos nucleicos altamente purificados y
bien preservados; por lo que no se usa en estudios de poblaciones grandes
(IARC, 2007)

El ADN es digerido controladamente por endonucleasas y sometido a
electroforesis en geles de agarosa. Luego de la denaturacion, las moléculas de
ADN se transfieren a nitrocelulolosa, y se someten a hibridacion produciendo

senales especificas. (IARC, 2007)

La prueba del southern blot es una de las mas importantes para la
evaluacion de los genomas virales, pues puede identificarlos certera y
especificamente en las muestras, y determina si el genoma es episomal o si
esta integrado, y da una medida semicuantitativa de la carga viral. (IARC,
2007)

8.3.4.- Hibridacion in situ

Es una técnica mediante la cual, se identifican secuencias de nucleétidos en
células o cortes tisulares con morfologia conservada, que permite la
localizacion espacial de los genomas buscados en las muestras biologicas. La
ventaja de este método es que puede aplicarse a tejidos fijados y procesados,
aunque tiene menor sensibilidad y puede haber errores al determinar el tipo de
PV. (IARC, 2007)
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8.4.- ANALISIS SEROLOGICOS PARA DETECCION DE INFECCIONES POR
PV Y CANCER.

Las respuestas de anticuerpos a la capside viral se usan generalmente como
un marcador de exposicion constante al virus, mientras que E6 y E7 actuan

como marcadores de enfermedades malignas. (IARC, 2007)

8.4.1.- Deteccion de anticuerpos de la capside

Los VPLs se han usado para desarrollar ELISAs para la deteccion de
anticuerpos en suero y en secreciones mucosas, y actualmente constituye el
método mas usado para el analisis de anticuerpos especificos de capside de
PV. (IARC, 2007)

Se ha observado que L1 expresado por bacterias como la proteina de fusion
glutation S transferasa (GST) forma capsOmeros espontdneamente que
muestra epitopos definidos en los VLPs y sirven como antigeno para detectar
anticuerpos de la capside de los PV. (IARC, 2007)

Los anticuerpos en su mayoria reconocen a los epitopos de la superficie de
la capside, la cual al ser tratada con soluciones buffer de carbonato destruye
los epitopos tipo especificos, que ocasiona la pérdida de reactividad seroldgica

tipo especifica, mientras que la respuesta humoral cruzada no se afecta.

8.4.2.- Neutralizacion

Estas pruebas son consideradas mas tipo especificas que las pruebas de
unidn de anticuerpos; y se basan en pseudoviriones infecciosos. Los ensayos
de neutralizacién permitieron la definicion de los epitopos neutralizantes

mediante el uso de anticuerpos monoclonales. (IARC, 2007)

8.4.3.- Deteccion de anticuerpos contra E2, E4, E6 y E7

Los anticuerpos de E6 y E7 se consideran como marcadores asociados a
enfermedades malignas, pero no son considerados diagndsticos pues no todos

los pacientes con tumores muestran estos anticuerpos. (IARC, 2007)
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Mediante el uso de ELISA y western blot, se ha observado que los
anticuerpos frente a E2 y E4 o frente a secuencias lineares especificas de

estas proteinas, se asocian con la presencia de cancer. (IARC, 2007)

8.5.- CULTIVOS ORGANOTIPICOS Y XENOINJERTOS

El desarrollo de nuevas técnicas de cultivo, surgié de la necesidad de crear
cultivos con células diferenciadas, que permitieran el crecimiento de los virus,
para poder realizar mejores estudios y establecer claramente el ciclo de vida
del virus. (McBride A y et al, 2000)

Se usa un equivalente dérmico, que consiste en una matriz de colageno con
fibroblastos, en donde se cultiva una capa de queratinocitos en la superficie de

tal forma que pueden diferenciarse y estratificarse. (McBride A y et al, 2000)

El BPV-1 es el prototipo molecular de los PV, pues tiene ventajas para servir
como un modelo de estudio del ciclo viral; por ejemplo, producen grandes
lesiones proliferativas, de las que pueden aislarse grandes cantidades de
viriones, que son utilizados experimentalmente. EI BPV-1 produce
fibropapilomas en su huésped natural, y puede transformar los fibroblastos en
cultivo, que se usan para reproducir fiboromas en ratones, y desarrollar una

infeccion epitelial productiva. (McBride A y et al, 2000)

Ademas existen una gran variedad de mutaciones en las funciones
especificas de sus genes, que facilitan el analisis del ciclo de vida viral. Por otro
lado, los queratinocitos de bovinos se diferencian bien y se pueden identificar
todas las capas de la epidermis. (McBride A y et al, 2000) En el afo 1999 Mc
Bride y et al, desarrollaron una combinaciéon de cultivos organotipicos y
xenograficos en ratones, que permitieron la produccion de epitelio bovino
completamente diferenciado, en donde se pudo replicar el BPV.1, produciendo
particulas virales. Se logré detectar el antigeno L1 de la capside, mediante la
coloracién del tejido con un anticuerpo L1 especifico y con peroxidasa.
(McBride A y et al, 2000)
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8.6.- IDENTIFICACION DE UN NUEVO TIPO DE BPV

Para la identificacion de un nuevo tipo de virus, se toma una muestra de
papiloma del animal afectado, se la tritura en una solucién salina de fosfato (pH
7.2), y se centrifuga. El sobrenadante se trata con una solucion tapon de lisis
para la homogenizacién, y luego se incubado por 30 minutos. (Claus M y et al,
2009)

Para poder extraer el ADN de la muestra, la fraccién sobrenadante es
tratada con wun volumen igual de alcohol feno-cloroforma-isoamil,
homogenizada y calentada por 15 minutos. Se centrifuga la muestra, y la fase
acuosa es mezclada con isotiacinato. El ADN es lavado con agua ultraesteril y
guardado a -20°C. Posteriormente se realiza el anélisis de PCR con primers
especificos. El ADN amplificado se analiza mediante electroforesis luz UV. La
amplificacion obtenida por PCR es purificada y sujeta a clonacién. Luego del
analisis, se comprueba que el fragmento de L1 de la muestra en estudio
coincida con una secuencia genética especifica de un PV. (Claus M y et al,
2009)
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CAPITULO 9

9.1.- TRATAMIENTO DE LA PAPILOMATOSIS BOVINA

Las verrugas pueden ser removidas mediante cirugia o criocirugia; sin
embargo, se ha observado que el aplastamiento de porciones de pequefias
verrugas o la remocion quirdrgica pueden ocasionar una regresidon mas
apurada de las lesiones. Se recomienda que luego de la remocion quirurgica,
se aplique una autovacuna para mejores resultados; aunque tanto la cirugia
como la vacuna en etapas tempranas de la enfermedad pueden incrementar el
tamafo de verrugas residuales y prolongar el curso de la enfermedad.
(Radostits O y et al, 2005)

Antiguamente se utilizaba la inyeccién de preparados con antimonio y
bismuto dentro de las verrugas, o la inyeccion del bacilo Calmette Guérin
(BCG), que son ahora obsoletos. (Radostits O y et al, 2005)

9.2.- VACUNAS PARA BPV

Una de las mayores razones para la persistencia de la infeccion es la pobre
respuesta inmune hacia los BPV, pues incluso en huéspedes
inmunocompetentes, los papilomas permaneces por varios meses antes de que
ocurra la regresién. El virus de la papilomatosis logra escapar de la respuesta
inmune gracias a que su ciclo de vida esta confinado al epitelio, ademas, que
se ha sugerido, que el virus ha desarrollado diversas formas para esconderse
del sistema inmune, como por ejemplo, el limitar la regulacion del MCH-I.
(Saveira M, 2006)

El desarrollo de vacunas tanto terapéuticas como preventivas, es uno de los
principales objetivos del estudio de la papilomatosis. Se ha observado, que a
pesar de la pobre respuesta hacia la infeccion por BPV, se puede provocar una
respuesta inmune rapida y prolongada, si se inmuniza al ganado con proteinas
virales. (Saveira M, 2006)
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Se ha logrado una vacunacion profilactica con viriones de BPV-1 y se han
obtenido anticuerpos virales neutralizantes mediante el uso de L1 de BVP-1.
De igual forma se han tratado de desarrollar otras vacunas a partir de BPV-2 y
BPV-4 para papilomas de piel y de mucosa respectivamente. Estas
vacunaciones consisten en la inoculacion intramuscular de virus, que da como
resultado la produccion de anticuerpos neutralizantes y la proteccion completa
para desafios posteriores. Sin embargo, estas vacunas solo dan proteccion

especifica hacia el virus homologo. (Saveira M, 2006)

A pesar de la especificidad de la vacuna, se ha utilizado una proteina L1 de
BPV-2 para el control de BPV-1, la cual produce anticuerpos neutralizantes y
protege de la infeccion, esto debido a la ubicacion de L1 en la superficie del
virion. Sin embargo, el uso de L2 BPV-2 no protege contra la infeccidén ni contra
nuevos desafios, pero si induce una regresién temprana de las verrugas; es
decir, que induce la produccién de anticuerpos no neutralizantes. En este caso,
se puede observar largos infiltrados de linfocitos y macrofagos en las verrugas
en regresion, lo que indica una respuesta inmune de tipo celular. (Saveira M,
2006)

La vacunaciéon no siempre es efectiva, y las vacunas comerciales son
mejores cuando contienen el tipo especifico del virus causante de la infeccion.
Al usar vacunas comerciales, se las debe aplicar de 3 a 4 veces en intervalos
de dos semanas, y en animales de exposicion la ultima vacuna debe aplicarse
30 dias antes del show. (Pence M, 20087?)

9.2.1.- Autovacuna

En el ganado, las autovacunas preparadas de tejidos afectados de los
animales infectados suele ser efectivas en algunos casos, aunque también se
ha comprobado que la administracién de una doble dosis de la vacuna ayuda a
prevenir nuevos casos de verrugas y sirve como tratamiento en animales
enfermos. La autovacuna tiene la ventaja de ser preparada a partir del tipo de
virus especifico que infecta al ganado enfermo. (Radostits O y et al, 2005; Salib
F y Farghali H, 2011)
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Para la preparacion de la autovacuna, se utiliza tejido de verrugas, el cual es
homogenizado e inactivado con formalina. Debido a la variedad de tipos de
BPV, lo mas recomendable es usar una muestra de todas las lesiones de
papilomas de un animal para la preparacion de la vacuna. (Radostits O y et al,
2005)

La diferencia en la regresion de los papilomas entre animales infectados de
un mismo hato se debe a los diversos tipos de virus. La fase de desarrollo de
las lesiones es también importante, pues el virus se encuentra en mayor
concentracion en el tejido epitelial de verrugas viejas. (Radostits O y et al,
2005)

La vacuna se aplica de forma subcutanea, aunque se han reportado mejores
resultados con la aplicacién intradérmica. La dosis es variable, aunque lo mas
recomendable es la aplicacion de 2 a 4 inyecciones cada 1 o 2 semanas. La
recuperacion ocurre alrededor de 3 a 6 semanas post aplicacién en el 85% de
los casos en los que las verrugas se localizan en el cuerpo o a nivel genital,

pero solo en un 33% de verrugas en pezones. (Radostits O y et al, 2005)

9.2.2.- Vacunacion profilactica

La vacunacion con L2 de BPV-4 da proteccion frente al virus especifico. Este
tipo de inmunidad es de larga duracidn, y los animales se vuelven resistentes a
nuevos desafios del virus durante mas de un afio luego de la vacunacion y los
terneros vacunados pueden desarrollar anticuerpos neutralizantes. En la
terminal N de L2 se han identificado 3 epitopos que son los que permiten la

proteccion contra la infeccion. (Saveira M, 2006)

Por otro lado, los VLP presentan epitopos neutralizantes; de tal forma, que
pueden ser utilizadas como vacunas profilacticas. Sin embargo, a pesar de que
la vacunacion con L1 o con L2 estimula la produccion de anticuerpos
neutralizantes, no todos los eventos de neutralizacion viral ocurren dentro de la
célula; pues por ejemplo, no se conoce la forma en que BPV-4 es neutralizado

a nivel intracelular. (Saveira M, 2006)
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9.2.3.- Vacunacion terapéutica

Mediante el uso de E7 de BVP-4 en terneros, no se logra prevenir la
infeccion, pero el desarrollo de los papilomas en estos animales es mas lento, y
la duracién de la enfermedad es mas corta que en animales no vacunados. En
terneros inoculados, los papilomas no alcanzan su fase final de desarrollo, sino
que empiezan su regresion en etapas mas tempranas; ademas, hay una alta
produccion de anticuerpos direccionados a 3 epitopos inmunodominantes de
células B, y una fuerte respuesta inmune celular hacia epitopos de células T.
(Saveira M, 2006)

Los papilomas de regresion espontanea muestran un gran numero de
linfocitos activados, aunque no se sabe todavia contra que antigenos virales
son dirigidos, o si la respuesta inmune celular en terneros vacunados es similar

a la de la regresion natural. (Saveira M, 2006)

9.3.-MHC-1y E5

El complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC-I) juega un papel
importante dentro de la respuesta inmune, pues es el encargado de presentar

los péptidos antigénicos, hacia las células efectoras tipo T. (Saveira M, 2006)

La E5 ademas de ser la principal proteina transformadora de BPV, tiene la
capacidad de alterar la regularizacion al MHC-I al reducir la transcripcion de los
genes de la cadena pesada (HC) de MHC-I; al degradar el péptido de la HC; y
al secuestrar el MHC-| en aparato de Golgi, evitando que alcance la superficie
celular. Esto determina la importancia de E5 en el establecimiento de una

infeccion exitosa, que burle al sistema inmune (Saveira M, 2006)

9.4.- OTROS TRATAMIENTOS

Se han experimentado una gran variedad de tratamientos para el control de
las verrugas. Experimentalmente se ha utilizado una vacuna atenuada que
contiene la cepa LaSota del virus de Newscattle (LS-NDV), debido a las

propiedades antineoplasicas e inmunoestimulantes del virus. Se ha observado
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que las vacas inoculadas presentan mayores titulos de anticuerpos; algunos
animales experimenta resolucion completa, otros no tienen alteraciones en la
aparicion clinica del tumor; y en otros, las verrugas experimentan regresion; por
lo que se concluye que la vacuna con LS-NDV estimula la produccion de
anticuerpos y limita el aumento del factor de necrosis tumoral alfa, permitiendo

la recuperacion clinica de las animales infectados. (Avki S vy et al, 2004)

Las verrugas pueden ser removidas manualmente o mediante cirugias,
dependiendo del tamano y tipo de papiloma. Es recomendable el uso de
vacunas, que pueden ser inyectadas a los terneros en dosis de 10 ml IM,
repitiendo a las 3 0 5 semanas. En algunos casos se han utilizado productos
topicos para humanos, en ganado de exposicion para la remocién rapida de la
verruga. (Martin S, 20107?)

Se recomienda la administracion de una dieta rica en minerales para
controlar la enfermedad; principalmente de Ca, P y sulfuro; para mejorar el

sistema inmune. (Martin S, 20107)

Se ha experimentado el tratamiento con lvermectina para el control de las
verrugas con resultados positivos. En estos estudios, la dosis administrada de
Ivermectina es de 0.2 mg/kg SC, con dosis unica o dos dosis cada 15 dias. De
los animales que recibieron una sola dosis, el 88,8% experimento remision, y el
77,7% de los animales con dos dosis se recuperaron completamente dentro de
3 meses. (Borku My et al, 2007)

Se ha observado en otros estudios que el uso de Levamizol tiene un efecto
inmunomodulador positivo aunque no elimina las verrugas de forma rapida. En
cuanto al uso de un Parapoxvirus ovis, este es considerado como un fuerte
inmunomodulador, aunque no especifico, pero que si estimula la respuesta
inmunitaria. (Salib F y Farghali H, 2011)
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CAPITULO 10

10.1.- IMPORTANCIA DE LA PAPILOMATOSIS

La papilomatosis bovina es una enfermedad de distribucion mundial, y se
presenta en todos los paises a lo largo del mundo. Se ha reportado una mayor
incidencia de la enfermedad en zonas semidesérticas y tropicales, y
principalmente durante la época de verano, debido a la proliferacién de
insectos, clima desfavorable, parasitos externos, entre los factores mas
importantes. (REDVET, 2010)

En paises como Brasil, las infecciones por PV son consideradas endémicas
tanto en ganado de carne como en lechero, pero a pesar de esto, la

identificacion del tipo de BPV es esporadica. (Claus M y et al, 2009)

En Brasil, se han utilizado primers especificos para la identificacion, y el
BPV- 1 fue descrito en verrugas en piel, en sangre periférica y en plasma de
ganado con papilomatosis cutaneo; mientras que el BPV-2 se identific en toda
la sangre y en tumores de vejiga en ganado con hematuria enzoética cronica y

papilomatosis. (Claus My et al, 2009)

En Egipto, la prevalencia de papilomatosis en los Oasis del Norte es del
4,86%; siendo mayor en hembras (2,99%) que en machos (1.87%); y también
mayor en animales menores al 1 afo (2.99%). Se observé también que
alrededor del 75% de los animales con la enfermedad presentaban también
infestacion por garrapatas, el 30% presentaba fasciola hepatica y el 38% tenia
otros parasitos gastrointestinales principalmente nematodos. (Salib F y
Farghali H, 2011)

En cuanto a edad, el 61,5% de los animales era menor a un afo; el 23%
menor a 2 anos y 15,4% era mayor a los dos afios de edad. La mayor afeccion
en animales jovenes se relaciona con el desarrollo de su sistema inmune y
debido al pH alcalino de la piel de los animales mas jovenes y a que son mas

susceptibles a la infestacion por parasitos. (Salib F y Farghali H, 2011)
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10.2.- IMPORTANCIA ECONOMICA

La presencia de lesiones de tipo papilomatosas en el ganado interfiere en
varios procesos. En animales de pura raza, las lesiones interfieren con las
ventas o shows debido a su apariencia desagradable. Ademas, los animales
con lesiones extensas van perdiendo condicidén corporal; y las verrugas pueden
sufrir traumatismos que las hacen susceptibles a infecciones bacterianas de
tipo secundarias. También hay pérdidas economicas en las ventas de los
animales para el camal, y disminuye el valor de la piel del animal, debido a las
lesiones. (Radostits O y et al, 2005)

Las lesiones en pezones de vacas en produccion, interfieren en diferente
grado con los procesos de ordefio. La presencia de papilomas en la regién
genital de cualquier especie animal, requiere de su tratamiento inmediato. Las
verrugas son antiestéticas y disminuyen el valor de los animales en el
mercado. (Radostits O y et al, 2005; Martin S, 20107?)

Aunque las lesiones papilomatosas no representan mayores pérdidas en el
ganado de carne, son un problema importante en criadores de razas puras y
expositores de ganado. En paises como Estados Unidos, los animales que
presentan verrugas no son considerados como animales sanos y no se les
otorga el papel sanitario para la participacion en cualquier tipo de exhibicion o
shows. (Pence M, 20087?)

En el caso del Ecuador, no existen estudios acerca de la enfermedad; no se
conocen datos de que animales son los mas afectados, o en que zonas
climaticas se presenta con mayor frecuencia la patologia. Los tratamientos que
se aplican a los animales son muy variables; y aunque existe un reporte acerca
de la existencia de una vacuna contra PV creada en la Universidad de Manabi

(DICYT, 2010), no existen datos concretos acerca de la papilomatosis bovina.
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CAPITULO 11: METODOLOGIA

11.1.- SELECCION DE LAS HACIENDAS

Se realizé una entrevista a los alumnos de veterinaria de la Universidad de
las Américas, para conocer quienes tenian haciendas lecheras dentro de la

provincia de Pichincha, con problemas de papilomatosis bovina. ANEXO 27

Se realizé una primera visita a la zona de Pedro Vicente Maldonado, donde
uno de los alumnos tenia problemas con la enfermedad; y se contactaron a los
vecinos, que también tenian problemas con papilomatosis en sus animales de
produccion lechera. En esta zona, se seleccionaron 5 propiedades que

permitieron el muestreo de sus animales para la realizacién de la investigacion.

Se visitaron ademas otras haciendas en la region de la Sierra de la provincia
de Pichincha, en las zonas de Machachi, Sangolqui y Pintag, y se consultaron
algunos veterinarios acerca de la presencia de la enfermedad en esta zona;
quienes manifestaron la ausencia de la enfermedad en estas zonas, y por eso
se realizd el estudio unicamente en las 5 propiedades en el cantén de Pedro

Vicente Maldonado.

11.2.- VISITA A LAS HACIENDAS

Se realizd una primera visita a cada una de las propiedades, en la que se
recolectd informacion acerca del numero de animales en produccion, el tipo de
manejo de potreros, manejo sanitario de vacunas y desparasitaciones; y sobre
los problemas que tenian con el papilomavirus. Se realizaron entrevistas a los
propietarios para obtener la informacién mas relevante de las haciendas, en lo
relacionado con manejo sanitario, manejo nutricional, manejo reproductivo y
control y tratamiento de la papilomatosis bovina en cada propiedad. ANEXO 28,

29, 30 y 31. (Las fichas con los datos de cada hacienda estan en el CD)

Posteriormente, se realizaron 3 visitas a cada hacienda para la recoleccidn

de las muestras sanguineas de los animales infectados.
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11.3.- TOMA DE MUESTRAS SANGUINEAS

Se seleccionaron los animales enfermos de cada una de las haciendas, que
presentaban manifestaciones clinicas de la enfermedad, y a cada uno se les
tomo tres muestras de sangre con un intervalo de al menos quince dias, para el

estudio de los valores hematologicos de los mismos.

Las muestras se tomaron de la vena yugular en la mayoria de los animales;
pero algunos presentaban muchas lesiones papilomatosas a nivel del cuello,
por lo que las muestras fueron obtenidas de las venas caudales. Se utilizé una
aguja y una jeringuilla por cada animal. Se utilizaron agujas de 18 G y
jeringuillas de 10 ml. ANEXO 32

Las muestras fueron posteriormente colocadas en un tubo de tapa lila y un
tubo de tapa roja para la realizacion de la biometria hematica y la
determinacién de proteinas sanguineas. Cada tubo fue identificado con el
nombre y/o arete de cada animal. Las muestras luego de ser tomadas, fueron
colocadas en un cooler, a una temperatura de 4°C; y transportadas al

laboratorio para su analisis.

En cada muestreo se realiz6 un examen clinico que incluia condicion
corporal, TLLC, mucosas, piel, deshidratacion, presencia de parasitos externos
y otras heridas y lesiones. Se realizaron fichas para cada animal, en donde se
anotaron los datos mas relevantes de cada visita, incluyendo la localizacion
anatomica de las verrugas de cada animal. ANEXO 33 (Las fichas individuales

puede observarse en el CD)

11.4.- TOMA DE MUESTRAS DE PAPILOMAS

Se recolectaron muestras de verrugas para su estudio histopatologico. Se
tomo una muestra de papilomas de los pezones, para lo cual no fue necesaria
la sedacion, pues la verruga salié solamente al jalarla. La muestra se coloco en

formalina al 10% para su analisis.



88

Se tomo una muestra de otro tipo de verruga, de la zona del térax. El animal
fue colocado en una manga, y se le infiltraron 10ml de lidocaina al 2%,
alrededor de la lesién; y se esper6 hasta que el anestésico haga efecto. Luego
se le extrajo la verruga de forma quirurgica, realizando una incision en la piel y
alrededor del papiloma a 1 cm de distancia; se fue debridando la verruga hasta
que se la extrajo completamente. Se sutur6 posteriormente la herida, utilizando
vicryl 2.0, con una sutura en forma de candado, con puntos simples de
refuerzo. La verruga fue colocada en formalina al 10% para su analisis. ANEXO
34

Se tomo una 3ra muestra de un papiloma localizado en el abdomen ventral
de una vaca de produccion, cerca de la glandula mamaria. Se tumboé al animal
y se le infiltraron 10 cm de lidocaina al 2%; y después de que el anestésico hizo
efecto, se extrajo el papiloma de la misma forma que la muestra anteriormente
descrita. Se suturd al animal con vicryl 2.0 con puntos simples; y la muestra se

coloco en formalina al 10%.

11.5.- ANALISIS DE LAS MUESTRAS SANGUINEAS

Las muestras fueron analizadas en la clinica Veterinaria “Renacer”. El
contaje total de glébulos rojos, glébulos blancos, plaquetas, hematocrito y
hemoglobina se realizaron en el Analizador automatico hematologica de
impedancia PE-6300 VET Fully Auto-hematology Analyzer de PROCAN

Electronics”.

La determinacion de proteinas se la realiz6 mediante refractometria, y

albumina se la realizé mediante adsorbancia.

El contaje diferencial de leucocitos se llevd a cabo manualmente. Para la
elaboracion de los frotis, se tomo6 una gota de sangre de cada muestra de tubo
lila y se la coloc6 sobre un portaobjetos de cristal bien desgrasado y
previamente identificado. Con otro portaobjetos se form6é un angulo de 45°
sobre la gota de sangre. Se deslizé la placa hacia atras y luego hacia delante,
lo mas uniformemente posible formando el extendido sanguineo. Se dejo secar

el frotis al aire, durante un minuto; y luego se le colocé colorante de Wright
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durante 3 minutos. Posteriormente se realizé el lavado de la placa con agua; se
dejé secar y luego se observo en el microscopio.El contaje diferencial se realizé

con el lente 100x utilizando aceite de inmersion y un piano manual. ANEXO 35

Todos los resultados fueron colocados dentro de las fichas de cada animal

para su posterior analisis.

11.6.- ANALISIS HISTOPATOLOGICO

Las muestras de los papilomas colocadas en formol al 10% fueron enviadas
al laboratorio para el examen histopatologico. Los analisis se llevaron a cabo

en el laboratorio de Patologia Clinica “Renacer Emergencias Veterinarias”.
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CAPITULO 12: RESULTADOS

Las fichas de cada una de las haciendas, con la informacién mas relevante
pueden ser observadas en el CD. En el archivo “Fichas de manejo” esta la
informacion detallada del manejo de cada hacienda. Las fichas con el nombre
de cada hacienda contienen las fichas individuales de los animales
muestreados. El archivo de “Balance Energético”, contiene los calculos del

balance energético de cada hacienda.

12.1.- MANEJO

12.1.1.- Hacienda “El Porvenir”

El ganado lechero maneja cruces de razas Holstein, Brown Swiss y
recientemente se inicié con la introduccion de Gyrolando, con la compra de un

macho reproductor.

El encalostramiento se lo realiza después del parto y durante los tres
primeros dias de vida, con una cantidad de 4lt/d, que se administra caliente a
temperatura corporal. No se utiliza sustituto de leche y el consumo de pasto se

inicia a las 2 semanas de edad.

El destete se lo realiza a los 3 meses en terneras y a los 2 meses en
machos; y hasta esa edad, se utiliza mar alfalfa picada mezclada con cafna de
azucar, para mejorar la palatabilidad. A las vacas en produccion se les da
Brachiaria con pasto miel, y se les administra 400 g/d de balanceado de marca
PRONACA (Superlechero tropical). Las vacas que estan en seco son

alimentadas con mar alfalfa, mani forrajero y melaza.

Al ganado se le administra sales minerales de acuerdo a los requerimientos
de cada etapa, basandose en la dosis recomendada por la marca de sales
utilizada, y nos se suplementa con nada mas. El agua es obtenida de vertientes

ad libitum, o de bebederos durante el ordefo y cerca de los potreros.
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En lo que se refiere a sanidad, se usa un calendario de vacunaciéon que
incluye la vacuna triple (Carbén Sintomatico, Edema Maligno y Septicemia
Hemorragica) a los 4 meses de edad con refuerzo anual; se vacuna contra
Brucelosis a los 6 meses de edad, con RB51. La vacuna de Fiebre Aftosa se
administra la primera semana de edad y cada 6 meses, y es aplicada por la
CONEFA; y la vacuna de IBR-DVB se administra a las dos semanas de edad,
con revacunacion anual; o vacunacion con DVB a las madres un mes antes del

parto.

La desparasitacion se la realiza cada tres meses, alternando Albendazol y
Febendazol, junto con la aplicacién de Ivermectina; ademas se realiza un bafio
garrapaticida con organofosforados cada 3 semanas, y cada seis meses se

inyecta vitamina ADES.

El ordefio es automatico con cuatro puestos, no se maneja tanque frio y la
leche es entregada inmediatamente al comprador. Se realiza un lavado de la
ubre antes de colocar las pezoneras, y después de que el animal es ordefiado,
se sellan los pezones con una soluciéon de yodo. Se ordefa dos veces al dia.

La mastitis se controla mediante CMT pasando un dia.

De acuerdo a los datos obtenidos del propietario, en la hacienda no existen
problemas relacionados con otras patologias, ademas de la de mastitis en
vacas de produccion, y de parasitosis, principalmente garrapatas, que puede
ocasionar enfermedades hematozoaricas como piroplasmosis y Anaplasmosis;
pero no se tienen datos de estas patologias. Se presentan problemas de DVB,
para lo cual se utiliza vacuna de virus atenuado; aunque los casos no son
significativos. Ninguna de estas enfermedades ha sido diagnosticada ni

confirmada por laboratorio.

Los tratamientos, vacunaciones y desparasitaciones, segun los datos del
propietario, se los realiza con el uso de una aguja por animal. En cuanto a
reproduccion, se utiliza inseminacion artificial pero recientemente se cambid a

monta directa con un toro de raza Gyrolando.
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Especificamente en el problema de papilomatosis, los animales mas
afectados son los menores de un afio de edad, y aquellos que no superan la
enfermedad, desarrollan lesiones croénicas. Cuando existe un exceso de
proliferacion de verrugas a nivel de pezones, los animales afectados son

descartados.

Los tratamientos utilizados para el control de la papilomatosis en la
propiedad, se basan en el uso de productos inmunoestimulantes,

especificamente el Inmodulen y Livanal; y se realiza también hemoterapia.

El Livanal es un estimulante reproductivo y metabdlico, que contiene
alcanfor, yodo y salicilato de sodio; se lo utiliza para mejorar procesos
reproductivos y metabdlicos en general, y como coadyuvante en algunas
enfermedades infecciosas. La dosis es de 3ml por 100Kg de peso en bovinos
adultos y 1.5ml por 50Kg de peso en terneros. Al momento del muestreo no

estaba ningun animal en tratamiento. (LIFE, 2010)

El Inmodulen, por otro lado, es un inmunomodulador que activa varias
poblaciones de leucocitos, para mejorar la respuesta inmunitaria, e induce
proliferacion celular; ademas, regula la secrecion de mediadores inmunitarios y
mantiene los niveles adecuados de Interleucinas (IL), IFN y factores de
crecimiento. Este producto se recomienda en animales expuestos a
inmunosupresion. La dosis utilizada es de 1ml por cada 10Kg de PV, via IM y
se puede repetir la dosis. Este producto era distribuido por PRONACA vy

actualmente se encuentra fuera del mercado. (CALIER, 2010)

La hemoterapia consiste en la obtencion de 10 ml de sangre de un animal
infectado por papilomatosis, y su administracion a otro animal enfermo por via
IM. El objetivo de este tratamiento, es el estimular el sistema inmunitario del

animal al que recibe la sangre y mejorar la respuesta inmunitaria al virus.

12.1.2.- Hacienda “Cochamora”

El ganado lechero de esta propiedad maneja cruces de Holstein, Brown

Swiss, Montbeliarde y cruces Gyrolando.
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El encalostramiento se realiza los 5 primeros dias de vida del ternero: los 2
primeros dias se le administra leche ad libitum; y los otros 3 dias se les da 5
litros al dia de leche. Igualmente realizan la desinfeccién de ombligo aunque no
realizan el corte del ombligo descrito te6ricamente por algunos autores. Los
terneros que cumplen el primer mes, son trasladados a los potreros, que como
mezcla forrajera reciben pasto gramalote, hasta los 5 meses de edad. No
reciben sustituto de leche, pero las terneras hasta los 2 meses de edad
reciben, 400g/dia de balanceado, de marca PRONACA; y a partir de los 2

hasta los 6 meses, reciben 1 kg de balanceado al dia.

Las vacas se mantienen en potreros, que como mezcla forrajera tiene
Brachiaria. Los animales en produccion reciben 2 kg/d de balanceado los
primeros tres meses de lactancia, y luego esta cantidad va disminuyendo
progresivamente. Se administran sales minerales a todo el hato, segun el
requerimiento de cada etapa, y en el rejo se administran especificamente 200
g/d de estas sales; no se da otro tipo de suplementacion. El agua la consumen

ad libitum en rios o vertientes y durante el ordefo.

El plan sanitario incluye la vacunacidn contra Brucelosis a los seis meses de
edad con cepa C-19; vacuna contra Aftosa desde el primer dia de vida con
revacunacion semestral; y se utiliza la vacuna Ultrabac-7 de Pfizer, a los cinco
meses de edad con revacunacion semestral. Ultrabac-7 es una bacterina con
toxoide, que contiene siete especies de Clostridium. En esta propiedad no se
vacuna contra Leptospira, IBR ni DVB. Se realiza la prueba de tuberculina, y
actualmente, segun el propietario, la hacienda ha sido aprobada como predio
libre de Tuberculosis, por Agrocalidad; y le falta un muestreo para ser

considerada como predio libre de Brucelosis.

Las desparasitaciones se realizan con Albendazol y Febendazol, dos veces
al afo alternando los productos; en vacas al parto o cerca del parto, como
desparasitante se usa la Doracmectina IM, que tiene una duracion de 5 a 6
meses. Se aplica también Ivermectina: en las terneras al nacimiento se inyecta

1ml IM, y mensualmente se aplican 1,5 ml IM. En bovinos adultos se administra
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Ivermectina cada 3 meses IM, a excepcion de los animales que se encuentran

en produccién.

El ordefio es automatico con un sistema en forma de espina de pescado con
10 puestos; maneja también tanque frio, y el sistema de ordefio sigue las

normas establecidas por Nestlé para las Buenas Practicas de Manejo BPM.

En lo que se refiere a otras patologias, las vacas en esta hacienda suelen
presentar problemas podales, principalmente al final del invierno, para lo que
se utiliza como tratamiento general la tilosina, y la aplicacion local de sulfato
de cobre. No se lleva a cabo el mantenimiento de los cascos. Los animales
presentan algunos problemas reproductivos, atribuidos segun el propietario a la
presencia de DVB e IBR; sin embargo, estas patologias no han sido
diagnosticadas mediante laboratorio. Segun el ganadero, los problemas de
mastitis son poco comunes, casi inexistentes, y en caso de presentarse, el
tratamiento incluye la aplicacion de un antibiotico intramamario. Algunos
terneros presentan diarreas y en estos casos, son tratados con sulfa

trimetropin, enrofloxacina y emicina

Para el manejo de vacunaciones utilizan una aguja por manga, es decir, una
aguja cada 10 612 animales; para muestreos para control de Brucelosis y
Tuberculosis, manejan una aguja por animal. En cuanto a reproduccion utilizan

inseminacion artificial.

Hablando exclusivamente del problema de la papilomatosis, segun la
informacion dada por el propietario, la mayor parte de animales afectados son
los terneros que recién han sido trasladados al potrero. En esta hacienda solo
se les da tratamiento a los terneros, y si la enfermedad se vuelve cronica y
llega hasta la edad adulta se los deja de tratar. Las vaconas con
manifestaciones clinicas de la enfermedad, reciben mensualmente un
tratamiento de hemoterapia que va acompafnado de la aplicacion de vitaminas.
Los animales que tienen muchas lesiones a nivel de pezones son descartados;

y el promedio de descarte de la propiedad es de 10-15 animales por afio.
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El tratamiento usado en esta hacienda para papilomatosis incluye la
administracion de Berenil, hemoterapia y cauterizacion de las lesiones. El
Berenil es un quimioterapéutico que contiene Diaminacina y Antipirina, y se usa
en el tratamiento de Piroplasma, Tripanosoma y Tricomoniasis. Se aplica en
dosis de 1.5 mg/kg PV via IM. EIl momento de realizar el muestreo ningun

animal se encontraba en tratamiento. (INTERVET, 2010)

12.1.3.- Hacienda “Bernabé”

Pequena propiedad que no maneja animales de alta cruza, y la mayoria

tiene rasgos fenotipicos de raza Holstein y Brown Swiss.

El encalostramiento se lo realiza inmediatamente después del parto y hasta
los 4 dias de edad y se realiza la desinfeccién de ombligo al nacimiento. Se les
administra a los terneros 4 It/d de leche; y no se utilizan sustitutos de leche. Los
terneros son trasladados al potrero a partir del 1er mes de edad; y hasta

entonces son criados en corrales cerca a la sala de ordeno.

Se maneja como mezcla forrajera en los potreros, la Brachiaria con pasto
miel y Saboya. Ademas, las vacas en produccion reciben 3 kg/d de un
suplemento durante el ordefio, que contiene palmiste, maiz y melaza, y es
elaborado en la misma propiedad. El agua la consumen ad libitum de vertientes
naturales. Las sales minerales se les administran unicamente a los animales

que se encuentran en produccion.

El manejo sanitario incluye las inmunizaciones frente a Brucelosis, que
solamente la reciben las vaconas con cepa C19. Vacunan contra la Fiebre
Aftosa, desde el primer dia de edad. No utilizan vacunas contra Leptospira,

IBR, DVB ni la vacuna Triple.

La desparasitacion se realiza con Febendazol, en vacas cada 4 meses y en
terneros cada 3 meses. Ademas, se administra lvermectina oral, cada 6 meses.

Los bafos garrapaticidas se realizan cada 15 dias con Amitraz.

El ordefio se realiza de forma manual con una limpieza antes de ordeno,

pero no se realiza sellado con yodo. Solo se ordefa 1 vez al dia.
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En cuanto a enfermedades, no tienen mayor problema, aparte de
podopatologias, y segun la propietaria, tienen ligeros problemas de mastitis, y

en estos casos utilizan como tratamiento Penicilina Intramamaria.

En lo que se refiere a manejo de instrumental para vacunaciones y
aplicaciones de tratamiento, utilizan 1 aguja por animal;, y en las
desparasitaciones, utilizan 1 aguja por cada diez animales. En cuanto a
reproduccion, esta se realiza a través de monta directa, con un toro de otra
propiedad, que segun la informacién obtenida, no tenia problemas de

papilomatosis.

Especificamente en el problema de papilomatosis, en esta propiedad, las
lesiones aparecieron a los 4 meses de edad, y la enfermedad no ha
desaparecido. Los animales no tenian gran cantidad de verrugas, y segun la
informacion, no se han descartado animales con papilomatosis, ni tampoco se
han tenido problemas en el ordefio. El tratamiento contra este problema se
basa en la aplicacion topica de una crema obtenida en la Botica Alemana, a
base de Acido Salicilico y no se administra ningun otro tipo de tratamiento
sistémico. EI momento del muestreo ningun animal se encontraba en

tratamiento.
12.1.4.- Hacienda Solanica

Los animales utilizados para la produccién de leche son cruces de Brown

Swiss y Holstein.

El encalostramiento se lo realiza después del parto durante cuatro dias y con
una racién maxima de 4lt/dia, cumplen con la desinfeccion del ombligo. Los
terneros reciben balanceado 300 g/d hasta el 1er afio, y permanecen bajo
techo durante la noche hasta que cumplen los seis meses de edad. Estos son
separados de sus madres y criados en otras instalaciones. Ademas se
administra hierro a los terneros mensualmente hasta que cumplen los seis

meses.
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Los pastos tienen una mezcla de Brachiaria, pasto miel y mani forrajero, a
las vacas en produccién se les da 1 Ib/d de balanceado y a todos los animales
adultos se les inyecta ADE3 cada dos meses. A todos se les da sales
minerales Ganasal plus, pero a las vacas en producciéon se les da todos los
dias y al ganado seco pasando un dia. El agua es consumida ad libitum de rios

vertientes y ojos de agua.

El manejo sanitario incluye la vacuna Triple, a partir de los cuatro meses de
edad y su revacunacion anual; y la vacuna de Fiebre Aftosa, que la colocan
cuando los terneros pasan los dos meses y revacunacion cada seis meses. No
se vacuna contra Brucella, IBR y DVB y tampoco se controla Tuberculosis.
Hace alrededor de un afo se realizaron examenes para IBR y Brucelosis que

resultaron negativos para IBR, pero positivos para Brucelosis.

En el plan de desparasitaciones se utiliza lvermectina cada seis meses y
bafios garrapaticidas cada 21 dias o cada mes dependiendo de la carga
parasitaria. También se administra Febendazol y Albendazol cada 6 meses

para endoparasitos.

El ordefio es manual y no hay manejo técnico. Existen cinco animales en
produccion con un promedio total de 40It/d, es decir 8 Its/vaca; de estas cinco

vacas, solo dos presentan problemas de papilomatosis.

No existen problemas de otro tipo de patologias ademas de la papilomatosis,
y el analisis positivo a Brucella. Las vacas en produccion suelen tener
problemas de mastitis que es tratada con antibidticos Intramamarios y

vitaminas.

Para el manejo de vacunaciones se usa una aguja por animal y para

tratamientos y desparasitaciones se utiliza una aguja por cada diez animales.

El problema de papilomatosis no es muy grave y los animales infectados
tienen pocas lesiones. No se observan papilomas a nivel de ubre, sino
solamente en uno de los animales. No se han descartado animales a causa de

la enfermedad y, segun el propietario, los terneros no tienen problemas con el
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PV. Como tratamiento se administra Inmodulen junto con vitaminas. EIl

momento del muestreo ningun animal se encontraba en tratamiento.

12.1.5.- Propiedad N° 5

Se trata de un pequefo productor, con 7 cabezas de ganado lechero con

cruces de Brown Swiss y Holstein.

El encalostramiento se lo realiza inmediatamente después del parto y los
terneros permanecen con las madres hasta los 4 o 5 dias de edad, y
posteriormente son manejados al sogueo. Los animales no son separados por

etapas, sino que se manejan como un solo rebafio.

Se maneja como mezcla forrajera Brachiaria y pasto miel; y los animales no
reciben ninguna suplementacion. El agua la consumen ad libitum de vertientes
naturales. Las sales minerales se les administran unicamente cuando ingresan

al corral donde duerme el ganado.

El manejo sanitario incluye las inmunizaciones frente a Brucelosis con cepa
C19. Se vacuna contra Fiebre Aftosa, desde el primer dia de edad. No se usan

vacunas contra Leptospira, IBR, DVB ni la vacuna Triple.

La desparasitacion se realiza con Febendazol cada 4 meses y se administra
Ivermectina oral cada 6 meses. Los bafos garrapaticidas se llevan a cabo cada

mes.

El ordefno se realiza de forma manual, con una limpieza antes del proceso,

pero no realizan sellado. Sélo se ordefia 1 vez al dia.

Los animales no presentan problemas relacionados con otras patologias,
aunque eventualmente las vacas presentan problemas a nivel de patas; y

segun el propietario, no hay casos de mastitis.

En lo que se refiere a manejo de instrumental para vacunaciones se usa 1
aguja por animal; y en las desparasitaciones una aguja para todo el hato. En
cuanto a reproduccion, esta se realiza a través de monta directa, con un toro de

la misma propiedad.
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Especificamente en el problema de papilomatosis, las lesiones empiezan a

aparecer entre los 4 y 6 meses de edad; y los animales que presentaron

lesiones, tenian papilomatosis cronica porque ya eran adultos. En el momento

de muestrear, no habia ningun animal joven infectado en el hato. No se realiza

ningun tratamiento para esta enfermedad; y tampoco hay pérdidas en

produccion relacionadas con la patologia en estudio, por lo que las pérdidas

economicas por papilomatosis en esta hacienda no fueron tomadas en cuenta.

12.2.- HEMOGRAMA Y QUIMICA SANGUINEA

Se analizaron las muestras sanguineas de los animales con infeccién clinica

de papilomatosis, tomando en cuenta los siguientes parametros: 1) Contaje
total de Eritrocitos (GRT), 2) Contaje total de Leucocitos (GBT), 3) Hematocrito
(Ht), 4) Hemoglobina (Hb), 5) Plaquetas totales. ANEXO 36

PARAMETROS

Min

Cochamora

Bernabé

Solanica

Prop. 5

GRT
GBT
Ht

Hb

Plaquetas
Totales

Diferencial
Linfocitos
Monocitos
N. seg
Banda
Juveniles
Mielocitos

Basdfilos

Eosindfilos

Proteinas totales

Albumina

Globulinas

5000000
5000

30
90

100000

2000

0

1000

0
0
0
0
25

6
3
2,7

8000000
10000
40
140

800000

6500
800
4000
120
0
0
100
800

8
3,6
5

L
luL
%
g/L
luL

fuL
uL
fuL
luL
luL
luL
luL
luL

Quimica sang

gldL
gldL
g/dL

4100153,8
12464,6
28,3

88,8

185153,8

6215,6
1375,3
2281,6
423,0
121,1
93,1
148,7
1491,7

73
33
4,0

Porvenir
4115128,2
13549,7
28,4
87,4

146538,5

14834,0
1435,5
2032,0

400,4

2949
34,4

350,5

911,9

6,9
2,9
4,0

4809166,7
61958,3
32,8

106,3

314166,7

13588,7
1762,3
3568,3
630,3
262,7

33,4
509,9
1867,5

74
3,1
4.2

4868000,0
11720,0
31,8

95,6

209100,0

6984,4
974,2
2100,8
276,0
167,4
7,3
3412
7714

7,0
3,1
3,9

3713333,3
11866,7
36,1

87,5

220166,7

6695,2
74,7
4573,0
222,3
152,5
93,3
0,0
1091,8

7,0
3,2
38

Fuente: Charry J, Hinojosa M, 2011
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Ademas, se realizd el contaje diferencia de Leucocitos, que incluye los
valores de: linfocitos, neutréfilos segmentados, neutréfilos banda, granulocitos
juveniles, mielocitos, basofilos y eosindfilos. Finalmente, se midieron también

los valores sanguineos de proteinas totales, albumina y globulinas.

En la tabla de resultados se observan los rangos normales, y las celdas
marcadas indican valores que no se encuentran dentro de los parametros
normales. (Los datos con los valores de cada animal en cada muestreo, se

encuentran en las fichas “Resultados Hemograma y QS” en el CD)

12.2.1.- Hacienda “Cochamora”

Se muestrearon en total 13 animales, cada uno 3 veces. En los resultados
obtenidos del andlisis de las muestras sanguineas de estos animales es
evidente la disminucion en el contaje total de eritrocitos, ademas hay la
presencia de leucocitosis, disminucion del hematocrito y la hemoglobina,
aunque esta disminucion no es muy marcada. Las plaquetas totales estan

dentro de los rangos normales, aunque mas cerca del limite inferior.

En el analisis diferencial se observa linfocitos dentro de rango; monocitosis
marcada, neutréfilos segmentados dentro de rango. Hay también un aumento
en neutrofilos banda, presencia de granulocitos juveniles y mielocitos. Existe

basofilia, y eosinofilia marcada.

Los resultados del analisis de proteinas totales, albumina y globulinas se

encuentran dentro de los rangos normales.

12.2.2.- Hacienda “El Porvenir”

Se muestrearon en total 13 animales con dos muestreos cada uno, pero
para la obtencion de la tercera muestra, solamente se tuvo acceso a 9 de los

13 animales infectados.

En los resultados del hemograma se observa una disminucion en el contaje
total de glébulos rojos, leucocitosis marcada, disminucion de hematocrito y

hemoglobina no tan seria; y plaquetas totales dentro de rangos normales.
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En el diferencial se observa la presencia de linfocitosis marcada, hay
también monocitosis, y los neutrofilos segmentados se encuentran dentro de
rangos normales. Hay un aumento en el contaje de neutréfilos banda, y se
observa la presencia de granulocitos juveniles con valores altos, y también

mielocitos. Hay basofilia marcada, y ligera eosinofilia.

Los valores de proteinas totales se encuentran dentro de los rangos
normales, al igual que los valores de las globulinas; sin embargo, se observa
una ligera disminucion en los valores de albumina (hipoalbuminemia), que no

es tan seria.
12.2.3.- Hacienda “Bernabé”

Se muestrearon en total 4 animales, 3 veces cada uno. Los resultados del
analisis de los valores sanguineos son los siguientes: existe una disminucion
en el contaje total de eritrocitos. Hay también un aumento marcado en el
contaje total de glébulos blancos, es decir leucocitosis. EI hematocrito y la
hemoglobina se encuentran dentro de los rangos, aunque en ambos casos, los
valores obtenidos se acercan al limite inferior del rango. El contaje de

plaquetas totales se encuentra dentro de los valores normales.

En el contaje diferencial de células blancas, se observa la presencia de
linfocitosis y monocitosis. Los valores de neutréfilos segmentados se
encuentran dentro de rango, aunque los neutrdfilos banda se encuentran
aumentados. Es evidente también la presencia de mielocitos y granulocitos

juveniles, acompafados de basofilia y eosinofilia marcadas.

Los valores de proteinas totales, albumina y globulinas se encuentran dentro

de los parametros normales del bovino.
12.2.4.- Hacienda “Solanica”

Se obtuvo la muestra de 5 animales, pero solamente 2 veces; pues el

propietario no permitié que se realice un tercer muestreo.
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En los resultados del analisis de parametros sanguineos se observa una
disminucién en el contaje total de eritrocitos, acompafada de leucocitosis. Se
observa también, que los valores de hematocrito y hemoglobina se encuentran
dentro de los rangos normales, aunque acercandose mas hacia el limite
inferior. El valor de las plaquetas totales esta dentro de los parametros

normales.

En el contaje diferencial de leucocitos, se observa la presencia de
linfocitosis, monocitosis, basofilia y aumento en el niumero de neutréfilos
banda; estos resultados van acompafnados de la presencia de granulocitos
juveniles y mielocitos. Los valores de neutrofilos segmentados y eosindfilos

estan dentro de los rangos normales.

Los valores de proteinas totales, albumina y globulinas no muestran ningun

tipo de alteracion.

12.2.5.- Propiedad N°5

Se muestrearon en total 2 animales, 3 veces cada uno, con manifestaciones
clinicas de papilomatosis. En los resultados de los analisis se observa una
disminucion en el contaje total de globulos rojos, acompafada de leucocitosis.
El hematocrito se encuentra dentro de valores normales, aunque hay una
disminucién en los resultados de hemoglobina. El contaje de plaquetas totales

se encuentra dentro del rango normal.

En el contaje diferencial, se observa una ligera linfocitosis, con monocitos
dentro de rangos normales. Es evidente una neutrofilia, que esta acomparnada
de un aumento en neutréfilos banda, junto con la presencia de granulocitos
juveniles y mielocitos. Los baséfilos se encuentran dentro de los rangos

normales, pero se observa una marcada eosindfilia.

Los valores de proteinas totales, albumina y globulinas estan dentro de los

parametros normales.
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12.3.- HISTOPATOLOGIA

El informe del analisis histopatologico de las muestras de papilomas reporta
lo siguiente: ANEXO 37

Macroscopico: se reciben 6 impresiones de cortes tumorales epiteliales,

papilomas, de consistencia dura

Microscépico: Células pleomorficas con nucleos de tamafo y formas muy
irregulares; citoplasmas de color azul brillante, con incrustaciones macrociticas

e infiltrado linfocitico degenerativo.

Fuertes procesos inflamatorios de todo el estroma espicular corneal, con

abundante tejido infiltrativo fibroso y mitosis muy desarrollada.

Dictamen Diagnostico: carcinoma infiltrativo fibroso degenerativo.
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CAPITULO 13: DISCUSION

En total se muestrearon 36 animales con manifestaciones clinicas de
papilomatosis en las cinco propiedades estudiadas, de un total de 299
animales, es decir el 12.04% de la poblacion estudiada. Durante el periodo en
que se llevd a cabo el estudio, los propietarios suspendieron los tratamientos
contra papilomatosis, para evitar que influyeran en los resultados obtenidos.
ANEXO 38

El analisis de los resultados incluye la evaluacion de las distintas formas de
manejo en cada una de las propiedades. Posteriormente se realiza el analisis
de los resultados obtenidos de las pruebas sanguineas, seguido de los
resultados de los examenes histopatologicos de algunas muestras de
papilomas; y finalmente se describe la influencia de las caracteristicas
ambientales de la zona, en la presentacion de la papilomatosis en las

propiedades estudiadas.

13.1.- MANEJO DE LAS HACIENDAS

13.1.1.- Hacienda “El Porvenir”

De la hacienda “El porvenir” se muestrearon 13 animales con
manifestaciones clinicas de papilomatosis, que representan el 17.33% de la
poblacion de vacas lecheras de la hacienda. El promedio de edad de las vacas
afectadas es de 1.77 anos de edad; aunque, segun el propietario, los animales
mas susceptibles son los menores de un afo de edad. Se debe considerar que
el momento de la realizacién del estudio, los unicos animales menores de un
afno, todavia se encontraban en corrales individuales y no habian sido
trasladados a los potreros, que es el momento en el cual se tornan mas

susceptibles.

Ademas, de lo que se pudo observar en la hacienda, todos los animales
infectados pertenecen a la especie de Bos taurus y son cruces con razas

Holstein; mientras que en la misma hacienda los animales Bos indicus,
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destinados a la producciéon de carne, no presentaban ningun tipo de lesion de

papilomatosis.

El encalostramiento se maneja adecuadamente, y los animales reciben
inmediatamente suficiente calostro para adquirir los anticuerpos maternos;
esto, tomando en cuenta que las vellosidades intestinales del ternero, para el
aprovechamiento de inmunoglobulinas (Ig) maternas, empiezan a disminuir su
superficie de absorcion a las 26-36 horas (hasta las 48 h segun algunos
autores) después del nacimiento y las vellosidades se vuelven impermeables,
con una absorcion casi nula de de lg. (Vela D, 2009; Vélez M, 1997)
Igualmente, realizan desinfeccion del ombligo y los terneros son trasladados a
corrales individuales los cuales estan separados de animales adultos y
protegidos de corrientes de aire pero con suficiente ventilacion la cual evita

cualquier problema respiratorio.

Segun lo descrito por varios autores, dos de los principales manejos que se
deben realizar en un ternero son el encalostramiento y la desinfeccién del
ombligo. El encalostramiento es muy importante por la cantidad de anticuerpos
maternos (IgM, 1gG e IgA) que reciben los terneros, y debido que tiene un
efecto laxativo y estimula la funcion normal del tracto digestivo. La desinfeccion
del ombligo se la debe realizar cortando el cordon umbilical de 5- 10 cm de la
base, abriéndolo e introduciendo en él una solucién concentrada de yodo, que
no solo actua como desinfectante sino también como un secante de tejidos.
Otro manejo importante, es la separacion del ternero de la madre y del resto de
los animales adultos y del lugar del parto hacia un lugar limpio y seco,
protegidos de corrientes de aire. (Vela D, 2009; Vélez M, 1997)

Los animales muestreados tenian una buena condicion corporal (CC) 3,y
no mostraban manifestaciones clinicas de ningun otro tipo de enfermedad,
ademas de la papilomatosis y el problema de ectoparasitos, especificamente

de garrapatas.

Con los datos que se recopilaron acerca de la nutricion de los animales, la

mezcla forrajera utilizada es la adecuada para la zona, y teéricamente, cumple
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con los requerimientos nutricionales del animal; aunque pueden tener una
deficiencia en minerales, principalmente en Ca y P, que puede ser compensada
con la administracion de sales minerales en todo el hato, y balanceado en
vacas en producciéon. Con la mezcla forrajera y los datos de las vacas
muestreadas, se realizé un analisis para determinar si el alimento administrado
satisface los requerimientos energéticos de los animales. Con estos datos se
determind un balance energético negativo para el animal promedio de la
hacienda; aunque esta deficiencia de energia es minima, pues tan solo les

hace falta 10 Kcal para satisfacer sus requerimientos.

En cuanto al manejo sanitario, a pesar de que se cumple con un calendario
de vacunacion, las edades de vacunacion no van de acuerdo al desarrollo del
sistema inmune de los animales; las vacunaciones a la primera o segunda
semana de vida, con vacunas de fiebre aftosa y DVB, no deberian realizarse,
debido a que la inmunidad pasiva del animal le protege hasta al menos los 4
meses de edad; y al inmunizar tan tempranamente a los terneros, los
anticuerpos maternales bloquean la accion de la vacuna y los animales quedan
mas susceptibles inmunoldégicamente. Se deberian realizar examenes
laboratoriales para la confirmacion de DVB, Piroplasmosis y Anaplasmosis,

para tomar las medidas de prevencion y control necesarias.

De acuerdo a los datos obtenidos el promedio de produccion de leche es de
9,5lts/d por animal, y el propietario calcula una pérdida del 10% por mastitis
subclinica y 10% por no descenso de la leche en el equipo de ordefo, debido a
la presencia de papilomas; lo que significa 1.9lts de leche al dia por animal. El
litro de leche se vende en 0,39 USD a Rey Leche; con lo que se calcula 0,68

dolares por dia por animal en pérdidas por papilomas.

Considerando, que tres de las 13 vacas muestreadas se encontraban en
produccion, la perdida al dia es de 2.05 USD, si todas las vacas en produccién
tuvieran mastitis subclinica; y una pérdida de 1.08 USD, si ninguna tuviera

mastitis; dando un promedio de pérdida de 1.57 délares/dia en produccion.
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En cuanto a tratamiento, para la papilomatosis se utiliza Livanal, a dosis de
15cc por animal, con dosis doble y a un costo de a 8.60 USD los 100 ml; se
utiliza también Inmodulen: dosis de 0.75ml/ kg PV a doble dosis y a un costo
de 6 USD los 50 ml. Calculando las dosis y sus costos, y considerando la
aplicacién semestral, el tratamiento representa un gasto de 8.11 USD/animal y
105.38 USD en 6 meses de los 13 animales infectados; lo que determina un
costo del tratamiento de 0,59 USD/dia.

En descarte de animales, se pierden alrededor de 4 animales por afio que es
el 5% de la poblacion de ganado lechero; y considerando las pérdidas diarias
en produccion y el costo al dia del tratamiento, el costo al dia de la

papilomatosis en esta hacienda es de 2.24 USD/d.
13.1.2. Hacienda “Cochamora”

De la hacienda “Cochamora” se obtienen muestras de 13 animales con
manifestaciones clinicas de papilomatosis, que representan el 7% de la
poblacién de ganado lechero. El promedio de edad de las vacas afectadas es
de 3.4 afnos de edad, aunque como ya se menciono, de acuerdo al propietario,
los animales mas susceptibles son los terneros que recién son trasladados al
potrero; razon por la cual, se puede concluir que los animales muestreados no
respondieron al tratamiento administrado en edades tempranas, desarrollando

mas bien una enfermedad de tipo crénico.

De lo observado en el muestreo, los animales infectados tienen
caracteristicas fenotipicas de la raza Holstein y Brown Swiss principalmente;
mientras que el ganado destinado a la produccion de carne no manifiesta
problemas de papilomatosis; y de igual manera, las vacas en produccion con

cruces de Gyrolando tampoco se muestran afectadas.

El encalostramiento es manejado adecuadamente, pues tal como se
menciono en el analisis de la hacienda anterior, la administracion del mismo
permite que el ternero obtenga inmunidad pasiva de su madre. Igualmente se
realiza la desinfeccion de ombligo, aunque no se realiza el corte del cordén

cuando es muy largo, lo que conlleva a que el ternero arrastre materia organica
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dificultando su limpieza como se pudo observar en algunos animales (anexo).
Los terneros son mantenidos los primeros dos dias con la madre y con todo el
hato en produccién, practica que no se deberia realizar, por el riesgo que
corren los animales jovenes de contagiarse de alguna enfermedad; vy
especificamente, de papilomatosis, pues los terneros estan en contacto directo

con animales adultos infectados con la enfermedad.

Los animales muestreados en esta propiedad presentaron una CC de 2 -
2.5, que es aceptable para las caracteristicas de la zona; aunque existen casos
especificos de vacas que mostraban una CC menor a 2, mientras que otros
animales sufrian de problemas podales y heridas traumaticas, causadas por
diversos factores, incluso por gallinazos de la zona. Todos los animales

muestreados estaban infestados por garrapatas.

El animal promedio de la hacienda presenta un balance energético negativo
bastante significativo, pues aun se requieren alrededor de 10 Mcal para poder
cumplir sus requerimientos energéticos diarios. A pesar de que las vacas en
produccion de esta propiedad reciben mayor cantidad de balanceado, esta
cantidad no es suficiente; considerando sobre todo, que los animales presentan
peor CC, que debe ser compensada con el alimento. La falta de energia se
debe principalmente al manejo de mezclas forrajeras, pues la combinacion de
pastos para alimento del ganado no brinda un aporte energético muy bueno. La

baja CC de los animales puede hacerlos mas susceptibles a enfermarse.

En lo que se refiere al plan sanitario, sucede lo mismo que en la hacienda
anterior, pues se realizan vacunaciones a edades inadecuadas, por ejemplo, la
vacuna de Fiebre Aftosa se la aplica desde el primer dia de nacidos, resultando
ineficaz y causando problemas en el sistema inmune. Ademas, algunos
problemas reproductivos son atribuidos a IBR y DBV, no existen pruebas de
laboratorio que lo confirmen, lo que impide la implementacién de un plan de
prevencion y control; y puede estar afectando al sistema inmunoldgico del

ganado.
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Aunque en la hacienda se maneja un buen plan de control antiparasitario, se
deberian realizar pruebas para Piroplasmosis y Anaplasmosis, debido a la gran
cantidad de garrapatas que tienen los animales; pues estos artrépodos
constituyen una fuente importante de transmisién del virus de la papilomatosis.
Ademas, es importante mencionar que los animales que manifestaron mayores
problemas de papilomatosis y peor condicion fisica, eran los que presentaron
una mayor infestaciébn con estos ectoparasitos. Cabe recomendar que el
manejo que se realiza para tratamientos y vacunaciones, usando una aguja por
manga no se deberia realizar ya que es una forma de transmisién de la

papilomatosis y otras patologias.

Durante los muestreos se pudo observar que los animales presentan
problemas podales, algunos de ellos muy graves; pero no se realiza un control
adecuado de los mismos. Estas podopatologias generan estrés en los
animales, provocando su inmunosupresion, de tal forma, que son mas

susceptibles a infectarse con PV.

De acuerdo a los datos obtenidos del propietario, el promedio de produccion
de leche en la hacienda es de alrededor de los 8 lts/dia/ vaca; y segun el
ganadero, la pérdida en vacas con papilomas es de 2 lts/d. Calculando de la
forma anterior las pérdidas de 10% por mastitis subclinica y 10% por no
descenso de la leche en las maquinas de ordefio, la pérdida es de 1,6 Its/d, que
coincide con lo calculado por el propietario. Debido a que el predio esta libre de
TB y en via de declararse libre de Brucelosis, el litro de leche se vende en 0,45
USD. Es decir, que las pérdidas econdmicas en leche son de 0,72
USD/d/animal.

Si todas las vacas infectadas muestreadas tendrian el 20% de pérdida por
mastitis y no descenso de leche, el costo diario seria de 9,36 USD/ dia por los
13 animales infectados. Sin ninguna de las 13 tendria mastitis subclinica, la
pérdida seria de 5,85 USD/dia. Estos datos dan un promedio de pérdida de 7,

61 USD/dia/animales infectados.
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El tratamiento de la papilomatosis en esta hacienda se realiza con una sola
dosis de Berenil a los terneros enfermos, que tienen un peso aproximado de
100kg, y considerando que el frasco de 20 ml cuesta 6,50 USD, y manejando
una dosis de 1,5 mg/kg; el costo por ternero es de 0,70 USD por animal.
Ademas, realiza hemoterapia junto con la aplicacion de vitaminas una vez al
mes en vaconas, que tiene un costo de 10 USD/mes. Con estos datos, y
considerando que cada animal infectado recibié un tratamiento de Berenil
cuando era ternero, y 6 hemoterapias y vitaminas durante su etapa de
crecimiento, el costo diario del tratamiento que recibieron los 13 animales es de
4,64 USD.

Anualmente se descarta un promedio de 12,5 animales por papilomatosis
serias, que representa el 7,67% de la poblaciéon de ganado lechero de la
hacienda. Considerando la pérdida diaria en produccién de leche y el gasto en
un dia de tratamiento del animal, el costo de la PV en un dia en esta propiedad
es de 12,24 USD.

13.1.3.- Hacienda “Bernabé”

Se muestrearon en total 4 vacas infectadas con PV, que representan el
17,39% de la poblacion total; solamente 2 de las vacas muestreadas estaban
en produccion. El promedio de edad de los animales muestreados es de 3 afios
de edad, pero se debe considerar, que de acuerdo a los datos obtenidos, estos
animales presentaron la enfermedad a los 4 meses de edad, siendo esta una
de las edades mas criticas hablando inmunolégicamente, por la disminucion de
los anticuerpos maternos. Es decir, que los animales muestreados presentan

una papilomatosis cronica.

Los animales infectados tienen caracteristicas fenotipicas de la raza Holstein
y Brown Swiss, pero son animales mucho mas pequefos que los estandares
de la raza, y con un menor nivel de produccién. No existian animales de

especie Bos indicus.

La administracion de calostro se maneja de acuerdo a las recomendaciones

técnicas, para asegurar la ingesta de las inmunoglobulinas maternas, se realiza
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la desinfeccion de ombligo y la separacion del ternero hacia los corrales de

cria.

Las vacas muestreadas tienen un promedio de CC de 2.5, pero es evidente
la falta de desarrollo, incluso a las vacas adultas, pues eran animales
pequefios. A diferencia de lo observado en otras haciendas, la cantidad de
garrapatas es menor. Ademas, no presentan manifestaciones clinicas de
ningun otro tipo de enfermedad, aunque en uno de los muestreos, una de las
vacas que todavia no entraba a produccién, presentd un absceso en uno de los
cuartos de la glandula mamaria. A este animal se le realizdé una puncién en el
cuarto afectado, de la cual se obtuvo pus de muy mal olor, y por las
caracteristicas de la pus y al ser una vaca que no estaba en produccion, se
sospechd de Mycoplasma, y se recomendod al propietario realizar un cultivo
bacteriolégico y el descarte del animal si el diagndstico era positivo, pues se
trata de un patégeno altamente contagioso. Sin embargo, lo Unico que se

realizé fue el drenaje del absceso y el tratamiento con antibidticos.

En cuanto a la mezcla forrajera de los potreros y la administracién del
suplemento, a pesar de consumir los pastos adecuados para la zona, y un
suplemento con una buena cantidad de energia (3.15 kcal EM/kg), los animales
aun presentan un balance energético negativo; pues calculando el consumo de
energia en pastos y suplemento, y los requerimientos de un animal estandar de
la propiedad, aun le hacen falta 4,42 kcallkg de EM para completar los
requerimientos. Esta falta de energia puede ocasionar que el animal esté mas

susceptible a infecciones de cualquier tipo.

La administracion de la vacuna de Brucelosis a animales adultos, aunque da
proteccion deberia hacerse a una edad mas temprana para garantizar la
eficacia de la inmunizacién. La aplicacion de la vacuna de Aftosa, como ya se
menciond antes, no deberia realizarse a una edad tan temprana por los
problemas que implica. Se recomienda la aplicacion de la vacuna Triple, debido
a las caracteristicas de los Clostridium y el ambiente en el que se encuentran

los animales.
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El promedio de produccion de leche de los animales infectados es de 6 It/d; y
de acuerdo al propietario no tienen pérdidas por papilomatosis; pues las
lesiones no afectan al promedio de produccién de los animales, y tampoco les
causan mastitis. El costo de la aplicacion de la pomada de acido salicilico como
tratamiento, no es significativo. La papilomatosis no provoca pérdidas

econdmicas significativas en esta propiedad

Se pudo observar, que las instalaciones donde se lleva a cabo el ordefio,
eran compartidas con el ganado de la propiedad N°5, que tenia problemas de
papilomatosis; y se recomienda no hacerlo, porque esto puede ser una forma

de contagio, no solo de papilomatosis, sino también de otras enfermedades.
13.1.4.- Hacienda Solanica

De esta hacienda se obtuvieron cinco muestras de animales que
representan en total el 14.7% de la poblacion de vacas lecheras. El promedio
de edad de los animales infectados es de 2.96 anos, solo 1 animal estaba en
produccion, y a diferencia de otras haciendas, segun el propietario los terneros
no tienen problemas de papilomavirus y la infeccién de los cinco animales
atribuye a que se trajeron cuatro animales de otra zona (Mindo). Todos los

animales infectados son cruces de Holstein y Brown Swiss.

El encalostramiento esta bien manejado por las razones ya mencionadas
anteriormente. Es la uUnica hacienda que administra balanceado a los terneros
siendo un plus para la nutricion de los mismos, y compensando las
deficiencias que podrian tener a causa de los pastos, ayudando a disminuir

estrés en los animales a causa de las condiciones climaticas.

Los animales muestreados presentan una buena condicién corporal de 2.5-
3 y no muestran ningun otro problema atribuido a otras patologias, no tienen
problemas graves de ectoparasitos, y la infestacion de garrapatas es minima, a
diferencia de otras propiedades. La mezcla forrajera es la adecuada para la
zona y se administra balanceado a las vacas en produccion, lo cual ayuda a

compensar cualquier deficiencia de los pastos. Por otro lado, los animales
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pueden presentar ciertas deficiencias minerales, sobre todo los del seco,

porque no reciben suplementacion con sales minerales todos los dias.

En cuanto al manejo sanitario, ocurre algo similar que en las otras
haciendas, pues las edades en las que se realiza la aplicacion de las vacunas
no son las adecuadas; la vacuna de Fiebre Aftosa, por ejemplo, se la deberia
aplicar recién a partir de los cuatro meses de edad. Por otro lado, aunque se
tiene conocimiento de que los animales son positivos a Brucella, no se ha
establecido ningun plan para el control de la enfermedad. Se deberian realizar
examenes laboratoriales de enfermedades infecciosas para realizar un plan

sanitario mas adecuado.

En cuanto al manejo nutricional, los animales presentan un balance
energético negativo a pesar de la mezcla forrajera y la administracion de
balanceado; a los animales les hace falta 7,26 Mcal para poder satisfacer sus
requerimientos energéticos. Como ya se ha mencionado en las otras
propiedades, la falta de energia puede ocasionar una respuesta de stress, y
por lo tanto el animal se vuelve mas susceptible al contagio de enfermedades

de todo tipo.

De acuerdo a los datos obtenidos, y a las observaciones realizadas, la
pérdida en produccion de leche por papilomatosis es casi inexistente, por lo

que estos valores no fueron tomados en cuenta.

El tratamiento de la papilomatosis en esta hacienda se realiza con
Inmodulen a dosis de 0,75ml/ kg PV a doble dosis y a un costo de 6 USD los
50 ml. Calculando las dosis y sus costos, y considerando la aplicacién

semestral, el tratamiento representa un gasto de 0.20 ddlares al dia.
13.1.5.- Propiedad N° 5

Se muestrearon 2 vacas con manifestaciones clinicas de papilomatosis, que
representan el 28 % de la poblacion total. EI promedio de edad de los animales
infectados es de 4 afos; y como lo que sucede en las otras haciendas, al

tratarse de animales adultos con problemas, es una infeccion de tipo cronica.
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Los animales de esta hacienda son mestizos y tienen cruces con Brown
Swiss y Holstein, pero son mas rusticos y su pelaje es mas bien de color café.
El manejo de esta propiedad deberia cambiar algunos factores; por ejemplo, el
tener animales de distintas etapas como un solo hato en un solo corral, puede
favorecer el contagio de papilomavirus y otros patdégenos, entre los animales
adultos, y los animales jovenes; por lo que es recomendable la separacion del

ganado por etapas.

Los animales muestreados de esta propiedad tienen una CC de 3, y
aparentemente, los animales no reflejan una mala alimentacion, a pesar de que
no se administra ningun tipo de balanceado ni suplemento, y que las sales
minerales no se dan de acuerdo a los requerimientos nutricionales de cada
etapa. De acuerdo a los analisis, se presenta un balance energético positivo, es
decir, que estos animales estan recibiendo suficiente energia de la mezcla
forrajera que consumen, sin necesidad de balanceado. Sin embargo, se debe
tomar en cuenta, que estos no son animales de alta produccion y por lo tanto,

sus requerimientos nutricionales no son tan exigentes.

El promedio de leche de los animales infectados esta entre 5 y 6 litros de
leche al dia, y no tienen problemas de mastitis. Al no aplicar tratamiento a los
animales con papilomas, ni tener pérdidas de leche por la enfermedad, esta

propiedad no tiene gastos causados por la papilomatosis.

13.2.- ANALISIS DEL HEMOGRAMA Y PROTEINAS

La disminucion en el contaje total de globulos rojos (GRT), en el hematocrito
en la hacienda “Cochamora” y “El Porvenir”, y la disminucién de hemoglobina
en las haciendas “Cochamora”, “El Porvenir” y en la Propiedad N°5, estan

relacionadas con la presentacion de anemia.

Al analizar la disminucion del hematocrito en las haciendas “Cochamora” y
“El Porvenir’, junto con los valores de proteinas totales esta dentro de los

rangos normales, se sugiere la presencia de una anemia causada por factores
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que incluyen hemorragia cavitaria inactiva, parasitos, anemia por disminucién
en la produccién de glébulos rojos, relacionada con algunos tipos de cancer; y
anemia por aumento en la destruccion de eritrocitos causado por

enfermedades hematozoaricas. (Fierro C, 2008)

La anemia que muestran los resultados de los examenes de los animales
muestreados, no guarda relacion con la papilomatosis, debido a que al ser un
virus epiteliotropo, no provoca destruccién de los glébulos rojos ni dafios a nivel
de médula ésea que justifiquen su disminucion. La disminucion en el contaje de
eritrocitos totales; y la disminucion en los valores re hematocrito y hemoglobina
en las algunas de las haciendas, se debe a la presencia de garrapatas, que
transmiten enfermedades hematozoaricas como Babesia y anaplasma; y
aunque no se tienen estudios acerca de estas patologias en ninguna de las
propiedades en estudio, durante la realizacion del contaje diferencial de las
muestras de sangre de los animales, se pudo observar por microscopio la
presencia de inclusiones nucleares en eritrocitos, caracteristicos de babesia y

anaplasma.

En cuanto a los resultados de leucocitosis en las cinco propiedades en
estudio, este aumento de leucocitos puede deberse a una gran variedad de
causas, razon por la cual se analizaron los resultados del contaje del diferencial

de células blancas.

En el analisis diferencial de células blancas se observa que los animales
presentan linfocitosis en las haciendas “El Porvenir”, “Bernabé”, “Solanica” y en
la Propiedad N°5. Esta linfocitosis tedricamente se produce en casos de
infecciones cronicas virales, después de vacunaciones, en algunos tipos de
cancer y también en casos de estrés por desnutriciéon (Fierro C, 2008; Montejo
E y et al, 2007). Los resultados obtenidos en este estudio, pueden ser
atribuidos a que los animales se encuentran con una infeccién viral crénica,
que especificamente puede tratarse de la papilomatosis, ya que el virus afecta
y aumenta el numero de linfocitos, especificamente linfocitos T gama-delta; y

linfocitos B que expresan IgM. (Radostits O y et al, 2005)
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Se encontré ademas en los analisis, una monocitosis marcada en 4 de las 5
propiedades (a excepcion de la propiedad N°5), que se la relaciona con
procesos inflamatorios cronicos, que en este estudio especificamente, pueden
deberse a la presencia de la infeccion por papilomatosis; ademas, se debe
considerar, que entre las funciones de los monocitos, se incluye la reparacion
histica, la cicatrizacion de heridas y la presentacidon de antigenos a los linfocitos
T (Chavez M, 2007); entonces, es posible relacionar la monocitosis encontrada
con la papilomatosis de los animales muestreados; pero no se debe olvidar que
cualquier otra infeccion podria influenciar en la presentacion de la monocitosis,
pues aunque los animales no muestren clinicamente otro tipo de patologia,
tampoco se les han realizado pruebas laboratoriales que confirmen la
presencia de otra enfermedad, como por ejemplo, el caso de DVB en la

hacienda “El Porvenir’.

Ademas, en el caso de la hacienda “Solanica”, el aumento de monocitos y
linfocitos podria estar causada por la presencia de Brucella, ya que como se

menciono antes, los animales de esta propiedad son positivos a esta patologia.

Por otro lado, a pesar de que los animales tienen los contajes de neutroéfilos
segmentados en rango, hay un aumento en el numero de neutrofilos en banda,
mielocitos y juveniles lo que representa una desviacidon a la izquierda de tipo
degenerativo que esta relacionado con problemas oncolégicos e infecciosos.
(Fierro C, 2008). Debido a que la relacién en bovinos de neutrdfilos y linfocitos
es de 1:2, una desviacién a la izquierda por minima que sea en el bovino,

afecta al animal. (Garcia J, 2010).

Los neutrofilos constituyen la primera linea de defensa del sistema
inmunitario, y el hecho de que los animales muestreados no presentan
contajes de neutrdfilos segmentados en rangos normales, puede indicar que
los animales al momento de ser muestreados, no cursaban con una infeccion
aguda, justificando también el aumento de monocitos que es la segunda linea
de defensa. (Tizard 2004)
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Se debe tener en cuenta, que en la Propiedad N°5, a diferencia de lo que
ocurre en el resto de haciendas, en las que existe monocitosis con valores de
neutrofilos segmentados dentro de los rangos; en esta propiedad, hay
monocitos dentro de los valores normales, pero neutrofilia. Esto podria ser un
indicativo de que los animales estan cursando una infeccion mas bien de tipo
agudo, pues estan aumentadas las primeras células de defensa inmunitaria
(neutrdfilos), mientras que los monocitos estan todavia normales. Sin embargo,
los animales de esta propiedad no mostraron alteraciones ni manifestaciones

clinicas relacionadas con procesos infecciosos agudos.

Entre los resultados obtenidos, también es evidente la presencia de basofilia
en todas las haciendas, excepto en la Propiedad N°5. La basofilia se relaciona
con la produccién de IgE, que se da en enfermedades cutaneas de tipo
alérgicas y padecimientos inflamatorios y neoplasicos. (Tizar 2004; Fierro C,
2008)

Los animales de 4 de las 5 propiedades estudiadas, muestran ademas
eosinofilia, la cual puede deberse a la presencia de parasitosis, especialmente
garrapatas aunque también se lo relaciona con el aumento de enfermedades

infecciosas, degradacion tisular y neoplasias. (Tizar 2004; Fierro C, 2008)

La eosinofilia y basofilia encontradas en los analisis, es por un lado indicativo
de la presencia de ectoparasitos en los animales; y por otro lado, puede
relacionarse con las alteraciones a nivel de tejido epitelial y el dafio tisular que

sufren los animales que padecen de papilomatosis.

Sin embargo, en el caso de la propiedad “Solanica”, solamente se presenta
basofilia, aunque los valores de eosindfilos estan cerca del limite superior.
Estas variaciones en el contaje diferencial podrian también estar relacionadas
con la presencia de una infeccidon con Brucella, y no solamente con la
presencia de papilomatosis. Ademas, se debe considerar, que los animales de
esta hacienda no presentaban mucha infestacion con garrapatas, que podria

justificar el hecho de que eosindfilos se encuentran dentro de rango.
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Aunque no se realizé ningun estudio sobre la presencia de cancer en TGl
inferior, ni en tracto reproductivo y tampoco de vejiga, relacionados con la
enfermedad en estudio, tampoco se puede descartar la posibilidad de que la
linfocitosis haya sido producida por la existencia de algun tipo de cancer
relacionado con la papilomatosis. La probabilidad de la existencia de un cancer,
es corroborado con la presencia de células blancas inmaduras (mielocitos,
granulocitos juveniles y neutréfilos banda) cuya presencia en el contaje

diferencial, generalmente se relaciona con problemas oncoldgicos.

Por otro lado, en general todos los animales de las 5 haciendas muestreadas
presentan proteinas totales y globulinas dentro de los rangos normales, por lo
que se descartan problemas infecciosos agudos. Ademas, en 4 de las
haciendas, los valores de albumina sanguinea también estan dentro de los

valores normales.

Sin embargo, especificamente en la hacienda “El Porvenir”, algunos de los
animales presentan hipoalbuminemia, que tedricamente esta relacionada con la
disminucion en la sintesis de esta proteina, incremento en su pérdida,
secuestro o disminucion en su aporte. (Fierro C, 2009); y debido a las
caracteristicas de los pastos de la zona, la disminucion en niveles de albumina
puede deberse a deficiencia nutricional, y aunque algunos de los animales no
se encuentran dentro de una CC 6ptima, no se observa ninguna otra alteracion
relacionada con la hipoalbuminemia, como por ejemplo edema, falta de apetito
y problemas reproductivos en las 3 vacas que estaban en produccion. (Garcia
J, 2010). Ademas, se menciona que la severidad de la hipoalbuminemia,
depende de la ingesta proteica y la secrecion de leche (Matheus N y et al,
20007), y ya que los animales muestreados no son vacas de alta produccion, la
disminucién de la albumina no es tan seria, y por eso no se manifiesta

clinicamente.

En cuanto a los problemas de hipoalbuminemia, el PV tampoco afecta a los
resultados obtenidos; sin embargo, en caso de que existieran lesiones
papilomatosis a nivel de tracto digestivo, estas interferirian con la alimentacién

de los animales, alterando indirectamente las vias metabdlicas; pero no se
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comprobd la presencia de lesiones en tracto digestivo medio ni inferior
mediante necropsia. También puede estar relacionada a una falta de apetito de
los animales que puede ser inducida en problemas de cancer a causa del factor

de necrosis tumoral alfa.

13.3.- EFECTOS DEL CLIMA SOBRE LOS BOVINOS

Las propiedades en las que se llevd a cabo el estudio, se encuentran
localizadas en la via a “Los Laureles”, ubicada en el km. 104 Via Calacali- La

Independencia, en el cantén Pedro Vicente Maldonado.

El cantén Pedro Vicente Maldonado, se encuentra ubicado a una altura de
600 msnm, es considerado como una region subtropical, cuyo ecosistema
corresponde a un bosque nublado, humedo tropical y humedo subtropical.
(Gobierno de la Provincia de Pichincha, 2002)

Presenta un clima calido humedo, con una temperatura promedio de 16°C,
que puede llegar a los 25 °C sobre todo en los meses de febrero, marzo, abril y
mayo. Tiene una humedad relativa sobre el 70% (84.5% a 87.5%), con
precipitaciones anuales de 3300 a 3800 mm de agua, con una evaporacion de
890 a 1100 mm. (Gobierno de la Provincia de Pichincha, 2002)

Tiene una topografia ligeramente ondulada y los rios mas importantes
incluyen al Guayllabamba, Caoni, San Dimas, Jordan, Pitzara, Pachijal,
Guadalupe, Sabalo, Silanchi, Cristal, Achiote, entre otros. El tipo de suelo del
sector es franco arcilloso, que se caracteriza por ser un suelo poroso, suave y
masivo; de textura fina que usualmente se quiebra cuando esta seco; o que
forma una cinta cuando esta humedo. (Cueva J, Osorio A. 2010; Chacalan N,
2007; Gobierno de la Provincia de Pichincha, 2002)

El factor climatico es muy importante dentro de cualquier sistema de
produccion, porque afecta directamente al animal y no puede ser manipulado.
En zonas tropicales humedas, debido a sus caracteristicas, la variacién de
temperatura a lo largo del dia es minima, y el exceso de calor, puede ocasionar

que el animal esté sometido a un constante stress. Por otro lado, la cantidad de
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lluvias de la zona afectan a la disponibilidad de alimento e influyen en la
humedad. (Vélez M, 1997)

La cantidad de agua de precipitaciones junto con el tipo de suelo de una
zona geografica, determinan en un sistema productivo, el tipo de mezclas
forrajeras que pueden usarse, el sistema de pastoreo mas adecuado para la
zona y como conservar los forrajes; es decir, que influyen en la alimentacion
del animal. (Vélez M, 1997). Debido a las caracteristicas del suelo de la zona
en estudio, y las constantes precipitaciones que presenta, el tipo de mezclas
forrajeras que se utiliza son las de tipo tropical, que aunque brindan un buen
aporte nutritivo al animal, su aporte de proteinas y energias no es similar a las
que reciben los animales de ganaderias lecheras de la Sierra, lo cual influye

directamente en CC del animal y en los niveles productivos del mismo.

Ademas, las lluvias constantes, sobre todo durante el invierno, hacen que la
disponibilidad de pastos disminuya, y debido a la gran cantidad de lodo que se
forma, los animales se encuentran sometidos a un mayor estrés, y son mucho

mas susceptibles a desarrollar cualquier tipo de patologia.

Por otro lado, la humedad relativa influye directamente sobre el animal pues
determina la velocidad de la pérdida de calor por evaporacion en el sudor y la
humedad en el tracto respiratorio. Una humedad relativa alta favorece el
desarrollo de patdogenos y de sus vectores. En cuanto al viento, este es
importante pues ayuda al balance térmico del animal, pues remueve el aire
saturado de humedad formado por el sudo, y facilita su evaporacion; y puede

aumentar o reducir la carga de calor. (Vélez M, 1997)

La humedad relativa de acuerdo a los datos de la zona, es bastante alta,
pues alcanza valores de mas de 80%; esto, junto con temperaturas promedio
de 25°C dan las -caracteristicas ambientales mas apropiadas para la
supervivencia y circulacion del virus de la papilomatosis, y también de muchos

otros patdégenos y parasitos.

Por otro lado, al ser los bovinos animales homeotermos, deben utilizar varios

medios para disipar su calor corporal. Estos mecanismos incluyen acelerar
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procesos fisioldgicos, que incluyen la produccion de sudor, el aumento de la
circulacion periférica y aumento de la frecuencia respiratoria; para asi transmitir
calor al medio. Si esto no es suficiente, el animal empieza a disminuir su

actividad corporal y consume menos alimento. (Vélez M, 1997)

Las temperaturas elevadas disminuyen la actividad metabdlica de los
bovinos, y en estos animales disminuyen los niveles de las hormonas del
crecimiento, tiroxina y glucocorticoides; al disminuir la actividad metabdlica,
también hay una baja en la produccion. Ademas, con un exceso de calor el
rumen reduce la produccion de acido propidnico y asi disminuye la cantidad de
energia disponible. Al aumentar la frecuencia respiratoria, se produce una
alcalosis respiratoria que se compensa con la eliminacion de bicarbonato en la
orina. Ademas, segun algunos estudios, durante las épocas de mayor calor,
aumenta la presentacion de mastitis clinicas. (Vélez M, 1997) Este exceso de
calor y la disminucion del consumo de pastos, asi como la disminucion en el
aprovechamiento de la energia, pueden influir en la susceptibilidad de los

animales a diversos patdgenos.

Por otro lado, los pastos de las zonas tropicales tienen menor digestibilidad,
lo cual determina, que el alimento pase mas lentamente por el TGl, y se
producen menos acidos grasos volatiles (AGV) con mayor produccién de calor
durante la digestion, por lo cual la ingesta de alimento se reduce. Es importante
mencionar, que los animales de razas lecheras tipicas interrumpen el consumo
de alimento a partir de los 26-28°C de temperatura ambiental, mientras que el

ganado Bos indicus, lo hace recién a partir de los 35-38°C. (Vélez M, 1997)

Como se pudo observar, los cruces raciales utilizados en las propiedades
analizadas, incluyen a animales de tipo Holstein y Brown Swiss, que por un
lado mejoran la productividad de leche; pero sus caracteristicas les hacen
menos resistentes al ambiente de la zona; y sobre todo son mas sensibles a la

temperatura ambiental y a la presencia de parasitos.

Cuando el bovino come, aumenta la produccion de calor metabdlico, en

proporcion al tiempo de ingestién y es mayor con los alimentos ricos en fibra.
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Debido a que los pastos de zonas tropicales tienen mayor porcentaje de fibra, y
su crecimiento es poco denso, los periodos de alimentacién son mas largos.
Ademas, cuando hay exceso de calor ambiental, el pH del rumen se hace mas
acido y afecta a la digestion, y puede llegar a producir acidez cronica; ademas
se reduce el flujo sanguineo a los dérganos drenados por la vena porta.
También se ha observado que a temperaturas altas disminuye la eficiencia de

la conversion alimenticia. (Vélez M, 1997)

El estrés térmico disminuye el flujo sanguineo al utero, y puede afectar a la
viabilidad del embrién, ademas de disminuir los niveles de estrogenos;
determinando asi una menor fertilidad. Estos problemas se presentan con
mayor incidencia en épocas de gran cantidad de lluvias, debido al aumento de
la humedad ambiental (Vélez M, 1997)

Los animales que se desarrollan en zonas tropicales, tienden a ser de menor
tamafo que los que crecen en zonas templadas. Ademas, la produccion de
leche suele disminuir, debido principalmente a la disminuciéon del consumo de
alimento y al menor valor nutritivo de los pastos de estas zonas, y también a
que disminuye el flujo sanguineo a la ubre. Con las caracteristicas de los
forrajes para zonas tropicales, la produccion de leche no se espera que supere
los 8- 10 Its. (Vélez M, 1997).

El canton Pedro Vicente Maldonado por sus caracteristicas climaticas es
optimo para la supervivencia del papilomavirus ya que es un virus que puede
sobrevivir en el medio ambiente ya sea en alambres, madera, corrales en
general, instrumentos etc., y tolera altas temperaturas. Esta zona no solo le da
un medio adecuado al virus si no también a vectores de la enfermedad como
son mosquitos y garrapatas principalmente que le permiten al virus encontrar
un huésped para su multiplicacion de una forma mas rapida, a diferencia de
otras zonas en las que posiblemente el virus no podria sobrevivir no solo por el
cambio de temperatura si no también la falta de estos vectores. El manejo que
se da en estas haciendas y sus instalaciones también es un factor que influye

en la presencia de la enfermedad ya que como se observo, las condiciones
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higiénicas son deplorables, siendo el medio adecuado para la presentacion de

diversas entidades patoldgicas.
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CAPITULO 14

14.1.- CONCLUSIONES

1. El 12% (36 animales) del total de la poblacion de ganado de leche de las
cinco propiedades estudiadas presentdé manifestaciones clinicas de
papilomatosis.

2. Las lesiones de papilomas fueron observadas en distintas zonas
anatomicas de los animales, presentandose en mayor porcentaje a nivel
de glandula mamaria con 77.78% (28 animales), seguido de cuello,
hombro y espalda 25% cada uno, (9 animales en cada zona anatomica).
También se observaron lesiones a nivel de extremidades en un 16.67%
(6 animales en cada zona), oreja, térax ventral con 11.11% (4 animales
en cada zona), abdomen en 8.33% (3 animales), térax, pezén, morro,
tren posterior en 5.56% (2 en cada zona) y parpados en 2% (1 animal).

3. La ubicacioén y las caracteristicas de las lesiones no son suficientes para
determinar el tipo de BPV que esta afectando a los animales
muestreados.

4. De los animales muestreados solamente uno era macho, y el resto
fueron hembras de diferentes edades. Sin embargo, se debe considerar
que se sometieron a estudios propiedades de produccion lechera, que
como meétodo de reproduccion manejan en general |A; y la poblacion de
machos es minima.

5. De los estudios realizados, los bovinos mas susceptibles a contraer la
infeccidn son los de razas de la especie Bos Taurus, principalmente, los
animales de raza Holstein y Brown Swiss y sus cruces. Por sus
caracteristicas, estos animales son menos resistentes al ambiente de la
zona, y eso los hace mas vulnerables al contagio con PV.

6. Los animales destinados al engorde, de la especie Bos indicus, no
mostraron lesiones relacionadas con la papilomatosis bovina; a pesar,
de que muchos de ellos se encontraban en contacto directo con

animales Bos Taurus con infeccion clinica.
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De acuerdo a la bibliografia consultada, se puede deducir que en el caso
de los animales de tipo Bos indicus, la susceptibilidad al papilomavirus
se incrementa a medida que aumenta la pureza de la raza; mientras que
en cruces industriales para leche o carne, esta resistencia al virus se
incrementa por la heterosis.

A pesar de que los animales Bos indicus que se encontraban en la zona
de estudio no presentaban la enfermedad clinicamente, no se puede
descartar la posibilidad de que éstos sean portadores latentes, pero que
no desarrollan la enfermedad, debido a su rusticidad y a que, por su
genética, son animales que se acoplan mas facilmente y mejor a ese
tipo de clima.

La susceptibilidad de los animales con cruces Holstein y Brown Swiss,
se relaciona también con la carga de ectoparasitos que presentan estos
animales. Las razas mencionadas presentan una mayor infestacion con
garrapatas, que ademas de contagiarles enfermedades hematozoaricas
como Anaplasmosis y piroplasmosis, pueden ser un vector muy efectivo

para la transmision del BPV.

10.En la zona en la que se realizd el estudio, la genética de los animales

11.

juega un papel importante en la presentacion de la papilomatosis, ya que
los animales Bos taurus que tienen cruces con Bos indicus, eran menos
susceptibles a manifestar lesiones clinicas.

La carga de garrapatas que tienen los animales también se relaciona
con la cantidad y extension de las lesiones papilomatosas, pues se pudo
observar, que los animales con menor cantidad de garrapatas, tenian
pocos papilomas y de menor tamafo; mientras que los animales con

lesiones mas extensas, tenian también una mayor carga parasitaria.

12.El promedio de edad de todos los animales con manifestaciones clinicas

de papilomatosis, de los que se obtuvieron muestras, es de 3.03 afios de
edad. Aunque es una edad en la que los animales ya no son tan
susceptibles a la infeccidn, y ya no deberian tener lesiones; se trata de
animales con una papilomatosis cronica, que no han logrado superar la

infeccion inicial que desarrollaron a edades tempranas.
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13.De acuerdo a datos del marco tedrico, y a la informacién de los
propietarios, los animales mas susceptibles a contagiarse con el
papilomavirus bovino, son los terneros menores de un afio de edad. Esta
susceptibilidad se basa principalmente en el hecho, de que estos
animales estan recién desarrollando su sistema inmunoldgico y estan
perdiendo los anticuerpos maternos. Ademas, en el caso de las
propiedades estudiadas, los terneros son mas susceptibles al contagio
en el momento en que son trasladados a los potreros para su
crecimiento. Este cambio puede provocar estrés que inmunodeprime a
los animales, y el virus puede infectarlos con mayor facilidad.

14.De acuerdo a lo observado, los animales con papilomatosis no muestran
alteraciones clinicas graves ni especificas, mantienen sus constantes
fisiologicas normales, no experimentan anorexia ni decaimiento. Aunque
algunos animales infectados si presentaron una pérdida de CC marcada,
la cual puede estar relacionada con varios factores, principalmente el
bajo valor nutritivo de los pastos de la zona; y las temperaturas
ambientales altas, que pueden limitar el consumo de pastos para
disminuir la produccién de calor metabdlico.

15.El manejo de instrumental durante vacunaciones, desparasitaciones y
tratamientos, es un factor que influye directamente en la transmision de
la enfermedad dentro del hato. Por ejemplo, el uso de una aguja por
cada diez animales es una forma facil de transmision del virus entre los
animales.

16.La vacunacion a edades no adecuadas, como por ejemplo, la vacuna de
Fiebre Aftosa al primer dia de edad, influye directamente en el sistema
inmune de los terneros; lo que hace que los animales sean menos
inmunocompetentes, haciéndolos mas susceptibles a cualquier tipo de
patologia, incluyendo la papilomatosis.

17.El uso del analisis sanguineo no es una técnica diagndstica para la
papilomatosis; sino que es utilizada mas bien, para el monitoreo de la

salud de los animales. Sin embargo, las alteraciones en el contaje de
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leucocitos especificos, puede ayudar a detectar la posible presencia de

neoplasias desarrolladas a partir de papilomas.

18.En los resultados obtenidos en los analisis de hemograma y quimica

sanguinea, se observa la presencia clara de anemia; sin embargo, esta
alteracion no esta relacionada con la papilomatosis, ya que
considerando las caracteristicas del virus, éste no afecta a eritrocitos ni
a médula ésea, y no se justifica su disminucion por BPV. La anemia es
atribuida a la alta carga parasitaria de garrapatas y a la presencia

enfermedades hematozoaricas observadas en el diferencial.

19.Es evidente la linfocitosis en los resultados de los analisis, la cual, si

puede estar causada por papilomatosis, ya que de acuerdo a referencias
bibliograficas, se ha encontrado ADN del virus en linfocitos de los

animales con lesiones de papilomatosis.

20.Los neutrdfilos segmentados se encontraron dentro de los rangos

21.

normales, lo cual indica que la infeccién que presentan los animales, no
es de tipo agudo. Ademas, no se han reportado hallazgos de neutrofilia
en animales con infeccién por papilomavirus.

En los resultados se observa también monocitosis, la cual esta
relacionada con infecciones de tipo cronico; y en el caso especifico de
los animales en estudio, por tratarse de bovinos adultos, podria ser

causada por una papilomatosis de tipo cronico.

22.Se observa también la presencia de basofilia y eosinofilia, que no se

relacionan directamente con la infeccion por papilomavirus; aunque los
dafos histicos que provocan las lesiones, pueden llegar a incrementar
los valores de estas células. Sin embargo, en este estudio, la eosincfilia

especificamente se relaciona con la presencia de parasitosis.

23.No se observan variaciones en los valores de proteinas, albumina ni

globulinas relacionados con papilomatosis.

24.De acuerdo a varios estudios, las lesiones de papilomas en las que no

ocurre una regresion espontanea, son mas susceptibles a experimentar
transformaciones neoplasicas, y pueden convertirse eventualmente en

carcinomas de células escamosas. Esta transformacion ocurre
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principalmente cuando las lesiones son causadas por BPV-2 y BPV-4,
que son tipos virales causante de cancer a nivel TGl y vejiga.

25.En los resultados obtenidos en el contaje diferencial de leucocitos, se
pudo observar el aumento de células inmaduras, que incluyen neutrofilos
banda, mielocitos y granulocitos juveniles; que son células tipicas de
procesos degenerativos relacionados con cancer. Ademas, a pesar de
que no se realizd una necropsia de alguno de los animales infectados,
para confirmar o descartar la presencia de papilomas a nivel de vejiga y
TGl inferior; no se debe descartar la posibilidad de que estos animales
ya estén desarrollando transformaciones neoplasicas relacionadas con
el virus.

26.La presencia de células blancas inmaduras en el diferencial, concuerdan
con el diagndstico histopatologico de las muestras de lesiones, pues se
confirma la presencia de papiloma y se diagnostica un carcinoma a nivel
epitelial.

27.En la zona en estudio, se encontré presencia de helechos (Pteridium
spp.) en gran cantidad, junto con los pastos a los que tienen acceso los
animales. A pesar de que las vacas generalmente no consumen este
tipo de plantas, la ingesta de pequefas cantidades por un tiempo
prolongado, lleva a una intoxicacion de tipo cronica. Esta intoxicacion,
junto con la accion de los componentes mutageénicos del helecho, y su
interaccién con las proteinas del papilomavirus, pueden desencadenar el
desarrollo de neoplasias.

28.Las caracteristicas ambientales y climaticas de la zona en estudio,
brindan el ambiente adecuado para la supervivencia, desarrollo y
transmision del virus. Estas mismas caracteristicas, hacen que los
animales Bos taurus, sean mas susceptibles a la infeccion.

29.La papilomatosis es una enfermedad de dificil control y erradicacion; y
no existen métodos especificos, para evitar el ingreso del virus en el
hato. Debido a las caracteristicas y a la gran variedad de tipos de BPV,

no existe un tratamiento 100% efectivo a nivel de la zona en estudio.
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30.Basandose en informacién bibliografica y en otros estudios, la mejor

31.

forma de controlar la papilomatosis en un hato, es mediante el uso de la
autovacuna, siempre y cuando ésta contenga los tipos especificos de
virus que afectan a cada propiedad, y que sea elaborada en un
laboratorio especializado.

En las propiedades estudiadas, se utiliza mucho como tratamiento la
hemoterapia, que no ha sido efectiva, pues las lesiones no han
desaparecido. Ademas, existen estudios en los que se ha detectado
ADN viral a nivel de sangre, lo que significa, que este método de

tratamiento es un mas bien un modo de transmision de la enfermedad.

32.En algunas de las propiedades en estudio, la papilomatosis no

representa una pérdida econdmica significativa. La perdida promedio
diaria en las cinco propiedades es de 3.00USD, y considerando que el
precio promedio de un 1 It de leche, es de 0.40 USD, las pérdidas al dia

representan 7.5 Its de leche.

33.Se debe considerar que algunas propiedades tienen poca produccion

lechera, y por lo tanto las pérdidas por papilomatosis no son
significativas. Sin embargo, se puede observar, que en ganaderias con
mayores niveles de produccion, las pérdidas economicas por

papilomatosis aumentan.

34.A pesar de que la ganaderia de leche en las zonas tropicales vy

subtropicales del pais presentan problemas de papilomatosis, no se han
realizado estudios de incidencia, prevalencia de la enfermedad ni

tampoco se han desarrollado programas para el control de la misma.
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CAPIiTULO 15

15.1.- RECOMENDACIONES

1.

Se recomienda a los ganaderos de las propiedades muestreadas, la
introduccién de razas lecheras tropicales Bos indicus, ya que debido a
las observaciones, estos animales son menos susceptibles a la
enfermedad.

Debido a que los animales mas susceptibles a la enfermedad son los
menores de un afo, se recomienda un manejo adecuado de
inmunizaciones, de acuerdo a la especificacion de cada enfermedad; y
no se recomienda vacunar animales menores de cuatro meses de edad,
debido a las caracteristicas del sistema inmunolégico. Un buen plan
sanitario puede disminuir la susceptibilidad a varias enfermedades,
incluyendo la papilomatosis.

Se debe implementar un plan de control de la papilomatosis, y segun
varias investigaciones, la forma mas efectiva y econdmica, es la
utilizacion de una autovacuna, la cual debe ser realizada por un
laboratorio especializado y con muestras de papilomas de los animales
infectados del hato, para garantizar la inmunizacion frente al tipo de virus
especifico que afecta al ganado.

No se recomienda el uso de la hemoterapia en ninguna circunstancia,
debido a la presencia de ADN viral a nivel sanguineo.

Se recomienda manejar una aguja por cada animal en cualquier tipo de
tratamiento o desparasitacion, en cualquier tipo de produccion animal;
pues esto limita las posibilidades de contagio de la papilomatosis y de
otras patologias.

Es importante establecer normas adecuadas de bioseguridad en cada
una de las haciendas, para controlar la entrada de cualquier patologia.
Debido a que se ha encontrado ADN viral, especificamente de BPV-4 y
BPV-2, en tejidos y células reproductivas, incluso en animales sin
manifestaciones clinicas de papilomatosis; se recomienda el analisis de
las pajuelas reproductivas para descartar la presencia del virus, y de esa

forma, evitar que ingrese la enfermedad a las ganaderias. EI mismo



131

analisis deberia ser realizado por las empresas que se dedican a
transferencias de embriones en el pais.

8. Se recomienda la realizacion de un buen plan nutricional en cada
hacienda, ya que muchas de las propiedades estudiadas presentaron un
balance energético negativo.

9. Con los resultados obtenidos en los analisis realizados, se recomienda
la elaboracion de alguna otra investigacion que incluya la necropsia de
animales con papilomatosis croénica, para confirmar o descartar la
presencia de cancer a nivel de TGl y de vejiga en estas propiedades.

10.Se recomienda la realizacion de un estudio epidemiologico de la
enfermedad, para pode establecer normas mas adecuadas para el
control de la papilomatosis.

11.Se recomienda realizar analisis de laboratorio de enfermedades
infecciosas peridodicamente, para su respectivo control.

12. Los ganaderos que manejan producciéon lechera en zonas tropicales y
subtropicales, deberian tomar en cuenta que el ambiente afecta
directamente al estado de salud y a niveles de producciéon de los
animales, por lo cual, se deberian implementar ciertas medidas de

manejo que disminuyan el estrés en los animales.
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ANEXO 1.- Estructura de la particula viral (Vargas M, 2007)

___r’ Glicoproteinas
\ Membrana
?- - Nucleoproteina

(A) (B)

Figura 1.1. Elementos constitutivos de las particulas virales cubierras (A) y desnu-

das (B).

ANEXO 2.- Entrada de virus a la célula: vias endociticas de entrada viral. La

via mas comunmente usada en la clasica mediada por receptores, que incluyen

pozos cubiertos de clatrina, endosomas tempranos y tardios; y lisosomas. La

entrada ocurre generalmente en los endosomas, estimulado por el bajo pH. La

segunda forma de entrada es a través de caveosomas y RE, que ocurre por

formacion de vesiculas. La penetracion del virus en el citoplasma puede ocurrir

a nivel de membrana plasmatica, endosomas, caveosomas y RE. (Knipe Dy P

Howley, 2007)
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ANEXO 3.- Ciclo de replicacion de virus ADN y ARN (Vargas M, 2002)
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ANEXO 4.- Particula viral de PV




ANEXO 5.- Ciclo de vida viral en el epitelio.- Estrecha relacion del ciclo de
vida del papiloma virus humano (HPV) al programa de diferenciacion del tejido
epitelial del huésped. En la figura se muestra el epitelio normal (izquierda) y el
epitelio infectado con HPV (derecha) con varias capas de diferenciaciéon

asociadas a las diferentes etapas del ciclo de vida del virus. (Garcea R, 2007)

Mature virions

Cornified layer

Amplify genomes

Granular layer g
E ¥ Express late genes

Suprabasal
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Spinous layer Express carly genes

Basal layer Establish genomes

Normal HPV-infected

ANEXO 6.- Filogenia de PV.- Arbol filogenético de 118 tipos de PV. Todos los
numeros se refieren a tipos de HPV, y los numeros ¢ a candidatos tipos. Todas
las abreviaciones incluyendo letras, se refieren a los PV de animales. El
simbolo semicircular mas externo identifica los géneros de PV, por ejemplo
alfa-PV. El semicirculo interno identifica las especies de PV, por ejemplo
especie 8 dentro de alfa —PV, tipos HPV 7.40 y 43 y cand.91. (Saveira M, 2006)

Genus
Alpha-papillomavirus
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Thatz-pagifiomavirus /Aamhdaﬂamllcmavirus ',
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ANEXO 7.- Principios de la clasificacién de los Papillomavirus: el taxdn, su

definicion, ejemplos y explicaciones. (Garcea R, 2007)

Familia

Género

Especie

Subtipo

Grupos
filogenéticos
de Variantes

Variante

Definicion

El taxon mas alto para
clasificar a la mayoria de
virus.

Anteriormente llamado
‘ramas mayores” y
“supergrupos’, 40-55% de
diferencia de secuencia de
nucledtidos con miembros
de otro género.

Anteriormente llamado
‘ramas menores” y
“grupos”, con diferencia de
30-40% en la secuencia de
nucledtidos con miembros
de otras especies.

Taxon filogenético
tradicional.: diferencia de
10-25% en la secuencia de
nucleétidos con otros tipos.

2-10% de variacion en la
secuencia de nucleotidos
con otros subtipos.

Ramas con variantes en
estudios filogenéticos
dentro de un mismo tipo.

Cualquier PV aislado que
tienes hasta un 2% de
varuacion nucleotida del
tipo de PV original

Ejemplo

Papilloviridae

Alfa-
papilomavirus

HPV, especie 9:
incluye HPV-16,
-31, -33, -35, -
52, -58, -67

HPV-44/55

HPV-68 Ay B

Ramas Af1,
Af2, AA, As, E

Auln no esta
regulado

Explicacion

Todos los PV tienen la
organizacion del genoma
similar, no se conocen otros
virus con homologias
significantes a PV.

El género es definido por
analisis de secuencias: los
miembros de un género
comparte propiedades
moleculares, pero no
necesariamente propiedades
clinicas

Miembros de una especie
generalmente comparten
propiedades moleculares y
clinicas.

Los tipos de PV son el nivel
taxondmixo se refieren la
mayoria de estudios
moleculares, etioldgicos y
epidemiolégicos.

Muy pocos HPV aislados se
encuentran dentro de esta
definicion.

Las variantes dentro de un HPV
especifico pueden tener
propiedades moleculares y
clinicas Unicas.

Hay interés filogenético, pues
han coevolucionado con grupos
étnicos,posiblemente sin
relevancia clinica de variantes
individuales.




ANEXO 8.- Tipos de PV mas frecuentemente estudiados, propiedades clinicas
y bioldgicas, y asociaciones filogenéticas a nivel de “género” y “especie’,
recientemente reconocido por el Consejo Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV). (Garcea R, 2007)

W ESPECIE | TIPOS PROPIEDADES

AIfaPV II

Beta PV HPV-5, -8 Lesiones cutaneas benignas y malignas en EV'y
en pacientes inmunosuprimidos

Gamma
PV

Delta - BPV-1 Fibropapilomas en ganado, sarcoides en caballos.
Importante modelo de cultivo celular

--

PV

Mu PV 1, HPV-1, -63 Lesiones cutaneas, frecuentes en verrugas del pie.
-_—
Xi-PV BPV-3, BVP-4 Papilomas en el TGI, BPV-4 es un importante

modelo animal para carcinogénesis de pasos
multiples y para investigacion de vacunas



ANEXO 9.- Ciclo de Vida Viral: ingreso a la célula.- La figura muestra las
interacciones potenciales de las capsides de PVs con las proteinas de la
superficie celular, proceso que ocurre antes del ingreso a la célula huésped. Es
posible que los eventos que ocurren luego de la union a la célula sean criticos
para que ocurra la endocitosis. La resistencia a la neutralizacion de los virus,
por la heparina exdégena pueda ser explicada por cambios conformacionales en
HSPG luego de la union de la capside (A), la transferencia a un receptor
secundario (B), cambios de conformacion en la capside (C), o una combinacién
de todos estos eventos (D). Cambios en conformacion mas sutiles en la
capside (C y D) pueden activar la endocitosis o permitir la interaccion con

receptores secundarios. L2 participa en este proceso. (Saveira M, 2006)
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ANEXO 10.- Organizacién del genoma de los PV.- El ADN de doble hélice
circular tiene alrededor de 8 kb. Los cuadrados representan los marcos abiertos
de lectura (ORFs) tempranos E y tardios L. Los ORFs de E codifican proteinas
necesarias para la replicacion y transcripcion del ADN viral (E1 y E2), para la
maduracion del virion (E4) y la transformacién celular (E4, E5, E6 y E7). Los
ORFs de L codifican las proteinas estructurales mayor y menor (L1 y L2). LCR
contiene los elementos necesarios para la replicacion y transcripcion del
genoma viral. La flecha indica la direccion de la transcripcion, que es
unidireccional. La transcripcion mayor empieza en LCR y termina en la terminal
3’ de ORFs E u ORFs L. (Saveira M, 2006)

[nE LI [LCR] 6 | E7] _E1 | E2

ANEXO 11.- Organizacién genémica y produccion de genes de HPV- 31. Los
promotores virales tempranos (P97) y tardios (P742) se muestran con las
flechas. URR representa a la region reguladora alta. También se muestran 8

ORF mayores con sus funciones bioldgias. (Garcea R, 2007)

E6 and ET -Transforming proteins
El and E2 -Regulators of viral
transcription and replication

E4 and ES —Late factors

L1 and L2 —Viral structural proteins

polvAE



ANEXO 12.- Esquema de replicacién de los polyoma y papillomavirus.
(Knipe D y P Howley, 2007): Los virus tienen un genoma de ADN circular que
se replica a nivel de nucleo. La entrada entrega el ADN circular al nucleo (1),
donde la ARN polimerasa |l transcribe los genes tempranos para producir
oncoproteinas. (2). Las oncoproteinas controla al ciclo celular a través de p53 y
pRb, o interactuan con inhibidores celulares dependientes de ciclina,
estimulando la replicacion del ADN celular (3). En células no permisivas que no
pueden soportar el ciclo de replicacion vegetativo y que por lo tanto sobreviven
la infeccién, estos eventos tempranos pueden llevar a la transformacion
neoplasica. En células permisivas, el ADN viral es replicado por ADN
polimerasas celulares (4), después de lo cual, los genes tardios que codifican
las proteinas estructurales del virus, son transcritas por una ARN polimerasa |l.
(5). ElI ensamblaje de las particulas virales ocurre en el nucleo (6). En esta

figura, la flecha engrosada representa a las cadenas dobles de manera no

cuantitativa.
Polyoma and papillomavirusas
Entry & transport
Transcription of early () of DNA
to nuclgus
genas by ANA pol Il;
rrnnj;mﬁunw
Early gene pluduﬂl!:‘.e. Genomic dsDNA
oncoproleins
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cellular
Transformation o
Transcription of lala
genes by ANA pol Il;
Cell cycle ransiation
Replicated
induction; dsONA in Late gene products:
S-phase entry the nucleus structural proteins
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ANEXO 13.- Ensamblaje viral y actividad helicasa de E1.- La proteina E2 se
une a E2BS (biding sites) com un dimero en los dos lados de E1BS y recluta a
E1, el cual entonces se ensambla dentro de un complejo dihexamérico en
E1BS. Los dos hexameros permanecen juntos y funcionan en cordinacion
como helicasa bidireccionales. En la presencia de topoisomerasa |, RPA, y
grandes cantidades de ATP, el ADN en los dos sitios es bombeado
interiormente por las helicasa mediante rotacion axial (flechas blancas),
mientras se separa en hélices simples. La topoisomerasa | livera la cepa
superficial introducida por la sepracién de las hélices de ADN, mientras que la
hélice sola es estabilizada por RPA (Saveira M, 2006)




ANEXO 14.- La localizacion nucleocitoplasmatica de E1 de HPV es controlada
por la actibidad de secuencia nuclear de exportacion (NES) y las secuencias de
localizacion nuclear (NLS). Las dos son reguladas por cinadas. Fila superior: la
importacion nuclear mediada por NLS es promovida (flecha) por la fosforilacion
de los dos primeros de tres residuos de serina (cada uno seguido de un
residuio de prolina) en la region reguladora de localizaciéon (LRR), cerca del
termina amino. Cuando la célula entra a la fase S, la ciclina E/cdk2 y ciclina
A/cdk2 fosforilan el 3er residuo de serina, localizado dentro de NES,
inactivandolo (paréntesis). E1 es entonces retenida en el nucleo para replicar el
ADN viral. Fila del medio una vez que la célula sale de la fase S, cdk2 se
inactiva y se activa la defosforilacion de E1 por fosfatos en NES, provocando la
rcportacion nuclear eficiente de E1 hacia el citoplasma (flechas largas) a través
de la activacién de la exportina CRM.1. Ultima fila: las mutaciones en los 3
sitios de fosforilacion en LRR reducenla importacion nuclear (flechas pequefias)
y prohiben la inactivacion de NES por las cinasas cdk2. Asi, se bloquea la
retenciéon nuclear de E1 y la exportacion nuclear de E1 terminan con la

finalizacion de la replicacion del ADN viral. (Saveira M, 2006)
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ANEXO 15.- Funciones de las proteinas de los PV (IARC, 2007)

P FUNCION

ATPasa y ADN helicasa; reconoce y se une al origen viral de la replicacion viral como un

complejo hexamérico; es necesaria para la replicacion viral del ADN

Es el principal regulador de la transcripcion de genes virales; se une en forma de dimero a los
promotores virales de transcripcion; participa en la replicacion del ADN e interactia y recluta a

E1 hacia el origen.

Actla en la fase tardia del ciclo de vida del virus, interactua con el citoesqueleto de queratina y
los filamentos intermedios. Se localiza con el dominio nuclear 10; induce el paro en G2, y se

cree que facilita el ensamblaje y la liberacion viral.

Induce la proliferacion celular no programada, interacttia con la subunidad 16k de la ATPasa
vacuolar. Puede activar a receptores de factores de crecimiento y otras proteincinasas. Inhibe

la apoptosis, el trafico del MCH-I hacia la superficie celular.

Induce la sintesis de ADN, telomerasa y evita la diferenciacion celular. Interactia con 4 clases
de proteinas celulares: co-activadores transcripcionales, proteinas de la motililidad y polaridad
celular, supresores tumorales e inductores de apoptosis, principalmente p53; y con factores de

replicacion y reparacion del ADN.

Induce proliferacién celular no programada, interactua con la acetil aminotransferasas, y con

reguladores negativos del ciclo celular y supresores tumorales, sobre todo pRb.

La mayor proteina estructural del virus, que ensambla capsémeros y capsides. Interactia con

L2, con receptores celulares y codifica epitopos de neutralizacién.

Proteina estructural menor, interacttia con el aDN,con el dominio nuclear 10s, se cree que
facilita el ensamblaje de viriones y que interactlia con receptores celulares. Codifica epitopos

de neutralizacion lineales.




ANEXO 16.- Funciones de E2.- El domino del terminal amino de E2 participa
en la regulacion de muchas funciones biolégicas de E2. Este dominio se liga
con el terminal carboxilo a la homodimerizacion y con el dominio de union al
ADN (circulo gris), mediante una regién bisagra (linea negra). (Saveria M,
2006)
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ANEXO 17.- Coactivadores transcripcionales de E2.- Aqui se presentan las

proteinas con las que interactua E2 y sus diversas funciones. (Saveria M, 2006)

Factor de replicacion de PV
Proteina de la capside de PV
Inicio de la transcripcion
Factor basal de transcripcion

Coactivador  transcripcional y
deacetilasa histonica

Coactivador  transcripcional 'y
deacetilasa histonica

Coactivador transcripcional que
interacttia con p300

Respuesta a dafio del ADN e
inicio de la replicacion de ADN.
Coactivador transcripcional

Respuesta a dafio de ADN y
coactivacion transcripcional

Respuesta a dafio de ADN,
movimiento de proteinas

Respuesta de dafio de ADN.
Control del crecimiento celular y
apoptosis

Gen determinante de la atrofia
espinal muscular. Funcién
desconocida

Proteina de unién a Cromatina

Proteinas arquitectonicas

Inicio de la replicacién de PV
Encapsidacion del genoma viral
Inhibicion de la transcripcion de PV
Activacién transcripcional de E2

Activacién transcripcional de E2

Activacién transcripcional de E2

Activacién transcripcional de E2

Inicio de la replicacionde ADN,
proteccion  del  genoma viral,
Activacion transcripcional de E2

Proteccion  del genoma viral.
Activacion transcripcional de E2

Proteccion  del genoma  viral.
Movimiento de E2

Regulacion de la apoptosis mediada

por E2

Activacién transcripcional de E2

Segregacion del genoma de PV

Segregacion del genoma de PV




ANEXO 18.- Expresion de E4 en el ciclo de vida del virus.- E4 cumple varios
roles en el ciclo de vida del virus. El tiempo en el que ocurren los eventos
virales en relacion con la expresion de E4 y la diferenciacion epitelial se
muestran en el lado izquierdo de la figura. La proteina E4 es detectada en los
queratinocitos suprabasales al inicio de la amplificacion del genoma viral. Bajos
niveles de E4 pueden ser expresados a partir de los transcriptores que
contienen E1-E4 producidos en las etapas tempranas del ciclo infeccioso. Las
actividades biolégicas de E4 y su papel en el ciclo de vida del virus se

muestran en la parte derecha de la figura. (Saveira M, 2006)
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ANEXO 19.- Diagrama esquematico de E4: incluye las regiones que participan
en las funciones bioldgicas conocidas y la interaccion con los objetivos
celulares. Las flechas blancas indican la posicion de los sitios de segmentacion
proteolitica. Las flechas negras indicanla treonina fosforilada por MAPK
(Saveira M, 2006)
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ANEXO 20.- Proteinas de la capside.- Funciones de las proteinas de la

capside viral durante el establecimiento de la infeccion. (Saveira M, 2006)
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L2
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ANEXO 21.- Arbol filogenético reconstruido con secuencias FAP de BVP-
BR/UEL1 aislado y descrito dentro de los tipos de BPV. Los numero son los
angulos internos representan los valores de apoyo de determinados en 1000

replicaciones. (Claus M y et al, 2009)
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ANEXO 22.- Organizaciéon genética de los BVPs: diagrama de la
organizacion genomica de BPV-1 y BPV-4. Los genomas virales son
representados en forma lineal, con los marcos de lectura (ORF) como
rectangulos. Se indica la funcién de la proteina codificada en los
individuales (Saveira M, 2006)
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ANEXO 23 .- Enfermedades causadas por Papilomavirus (Murphy F, 1999)

VIRUS ESPECIE AFECTADA ENFERMEDAD

BPV-1, BPV-2 Bovinos Fibropapiloma cutaneo
Equinos Sarcoide
BPV-3 Bovinos Papiloma cutaneo
BPV-4 Bovinos Papiloma del TG, puede ser maligno

BPV-5 Bovinos Fibropapiloma en pezones “grano de
arroz”

BPV-6 Bovinos Papiloma en pezones “papiloma frondoso”
PV ovino Ovinos Fibropapiloma cutaneo
EPV-1y-2 Equinos Papiloma cutaneo

PV porcino genital Porcinos Papiloma cutaneo

COPV Caninos Papilomas de mucosa oral

PV de venados Venados Fibropapiloma, papiloma, fibroma
CRPVy RPV Conejos Papiloma cutaneo, puede ser maligno

HPV Humanos Papilomas cutaneos y mucosos, pueden
ser malignos

PV finch Papilomas

Loros Papiloma




ANEXO 24.- Grupos de BPV dependiendo de su genoma Zeta-papilomavirus:
BVP3, BVP4, BVP6, BVP9, BVP10; Delta-papilomavirus:BVP1, BVP2; Epsilon-
papilomavirus:BVP5,BVP8. BVP-7: No ha podido ser ubicado en ninguno de los

anteriores grupos, y se considera que podria pertenecer a un nuevo grupo.

(Borzacchiello G y et al, 2008)

Pezdn, pene. ubre, cabeza, espalda, cuello
Ano-genital cancer de vejiga
Espalda, cuello, cabeza

Esdfago, en el surco esoféagico, rumen, reticulo y en
el intestino delgado, tiene especificidad de
localizacién en la parte alta del aparato digestivo
provocando papilomas orales en el adulto; puede
volverse maligno en animales alimentados con
helecho.

Ubre, pezon
Ubre, pezon

Ubre, pezon

Ubre, pezén

Ubre, pezon

Fibropapiloma
Fibropapiloma
Epiteliopapiloma

Epiteliopapiloma

Mixto, forma de grano de
arroz.

Epiteliopapiloma en forma
de hoja.

Mixto, forma de grano de
arroz.

Fibropapiloma

Fibropapiloma




ANEXO 25.- Lesiones papilomatosas en diferentes regiones corporales de los

bovinos.




ANEXO 26.- Epizootiologia de la intoxicacién por ingestion de Pteridium en
bovinos. (Sanchez Ay et al, 2008)
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ANEXO 27.- Encuesta realizada para conocer propiedades afectadas por PV

ENCUESTAS SOBRE PAPILOMATOSIS BOVINA

Nombre de la hacienda:

Lugar (ubicacion):

Nombre del propietario:

Numero de animales (aproximado)

Raza  Holstein Jersey Brown Swiss Montpellier
Brahman Nelore Mixtas (F1)
Otras

Tipo de produccion

Lechera Carnica Doble proposito
Tipo de Manejo
Pastoreo Estabulado Semiestabulado

1.- En su propiedad o alguna cercana, conocida se han presentado casos de papilomatosis bovina
(verrugas)

Sl NO NO SABE (Pase a pregunta 4)
2.-Tiene actualmente animales que presentan la enfermedad
Sl NO NO SABE

3.- Cada cuanto tiempo se presenta la enfermedad

5.- Cuantos animales infectados (aproximadamente) hay en su propiedad
4.- En caso de que se haya presentado la enfermedad, a qué grupo de animales ha afectado mas

Terneros (Hasta 6 meses) Vacas de 1er servicio V/ acas 1er parto
Vacas secas Rejo Animales con alguna otra patologia Toro

4.- Utiliza algun tipo de tratamiento o control para la papilomatosis
Autovacuna Hemoterapia Autorecuperacion

Antibiéticos Otras

5.- Estaria interesado y dispuesto a que se pueda muestrear sus animales para realizar el estudio sobre la
papilomatosis bovina

Sl NO

Contacto:




ANEXO 28.- Visita a las distintas propiedades en estudio, ubicadas en el

cantéon Pedro Vicente Maldonado.

Hacienda “El Porvenir’







Hacienda “Cochamora”










Hacienda “Bernabé”




Hacienda Solanica
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ANEXO 32.- Toma de muestras sanguineas
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ANEXO 34.- Toma de muestras de papilomas para analisis histopatolégico
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ANEXO 36.- Analisis de muestras sanguineas










ANEXO 37.- Resultado del Analisis Histopatolégico

CLINICA

RENACER

emergencias veterinarias

Especie : BOVINA Raza :
Direccion
ESTUDIO SOLICITADO POR : JUAN CHARRY BERNARDA HINOJOSA

LABORATORIO DE HISTOPATOLOGIA
INFORME

MACROSCOPICO: Se reciben 6 impresiones de cortes tumorales epiteliales
(Papilomas) de CONSISTENCIA DURA

MICROSCOPICO: Células pleomorficas con nucleos de tamafio y formas muy
irregulares; citoplasmas de color azul brillante con incrustaciones macrociticas ¢
infiltrado linfocitico degenerativo.

Fuertes procesos inflamatorios de todo el estroma espicular CORNEAL con abundante
tejido infiltrativo fibroso y mitosis MUY desarrollada.

DICTAMEN  DIAGNOSTICO: CARCINOMA  INFILTRATIVO  FIBROSO
DEGENERATIVO.

QUITO, 26 DE FEBRERO 2011.

DR CARLOS FiERRO BOLANOS
PATOLOGO CLINICO.

www.velerinariagrenacer.com
Francisco Pacheco N62-48 y Sabanilla
Telfs: 299 - 9567 /096 - 294 - 414
Telefax; 299 - 9903

e-mail: cfierro1001@hotmail.com



ANEXO 38.- Lesiones de papilomatosis en las haciendas muestreadas







