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RESUMEN

El virus de papiloma bovino (PVB) es ADN y pertenece a la familia Papillomaviridae,
es la causa de la papilomatosis bovina, enfermedad que se presenta en el ganado
vacuno, caracterizada por la presencia de lesiones hiperproliferativas benignas en
la mucosa y el epitelio cutaneo. Los animales mas afectados son los bovinos
jovenes, menores a los dos, afios de edad, sin embargo, todos los animales pueden
ser susceptibles a la infeccion. En México, Tamaulipas es el tercer estado
exportador de ganado bovino en pie hacia los Estados Unidos, por cada becerro en
pie afectado por la papilomatosis bovina se estima una pérdida econdmica de
$3,600.00 MN. El objetivo de este trabajo fue detectar una regién del gen L7 a partir
de muestras de verrugas obtenidas de bovinos en dos regiones del estado de
Tamaulipas,, mediante PCR y su secuenciacion para realizar un estudio de filogenia
que permitié identificar los subtipos de papilomavirus presentes. Se utilizaron 45
verrugas de bovinos, se extrajo el ADN gendmico y se amplificé el gen L7 del
Papilomavirus Bovino. Las secuencias obtenidas fueron analizadas para determinar
el subtipo viral. La inferencia se realizé utilizando el paquete MEGA versién 6.0,
mediante el método de maxima verosimilitud con 1000 réplicas. Se detectaron 27
(60 %) positivas y 18 (40%) negativas a la prueba. El 100% de los bovinos de la
region Noreste fueron positivos y un 56 % de la region Sureste. Las secuencias
analizadas se agruparon en el clado que corresponde a los Deltapapilomavirus, el
100% correspondio al subtipo 1 de PVB al ser comparadas con secuencias de
referencia en el GenBank. Este estudio demostrd la presencia de PVB1, lo que
contribuye al estudio de caracterizacion molecular de los papilomas bovinos en

Mexico.

Palabras clave: Papilomatosis Bovina, Papilomavirus Bovino, Deltapapillomavirus,
gen L1, caracterizacion molecular, filogenia.



ABSTRACT

The Bovine Papillomavirus (BPV) is a DNA virus from Papillomaviridae family causal
of bovine papillomatosis a disease present in bovine cattle characterized by the
presence of benign hyperproliferative lesions in the mucosa and cutaneous
epithelium. The most affected animals are young bovines with less of two years old,
however all ages are susceptible to the infection. In México Tamaulipas is the third
state of exporting livestock to the United States. It has been estimated that each calf
affected by bovine papillomatosis produces an economic loss of $ 3,600.00 MN. The
aim of this work was to detect a L1 gene region coming from wart bovine samples in
two different regions of Tamaulipas state using PCR, and then sequencing the
amplified products to carry out a phylogenetic study that would allow to determine
the subtypes of papillomavirus. 45 bovine warts were used, the genomic DNA was
extracted and used to amplify the L1 gene of the Bovine Papilomavirus. Sequences
of positive samples were analyzed to determine the viral subtype, for this MEGA
package version 6.0 was used. 27 samples (60%) were positive and 18 (40%)
negative to the PCR, from these, 100% of the bovines evaluated for the Northeast
region were positive and 56% for the Southeast region. The analyzed sequences
were grouped in a clade corresponding to the Deltapapillomavirus, 100%
corresponded to subtype 1 of BPV when compared with reference sequences fron
the Genbank. This study demonstrated the presence of PVB1 contributing to the
study of molecular characterization of bovine papillomas in Tamaulipas.

Key words: Bovine papillomatosis, Bovine papillomavirus, Deltapapillomavirus, L1

gene, molecular characterization, phylogeny.
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1.- INTRODUCCION

1.1.- Papilomavirus Bovino (PVB).

La papilomatosis es una enfermedad infectocontagiosa de distribucion mundial
causada por el género Papillomavirus, son virus de ADN que afectan a los
seres humanos, asi como muchas especies de animales domésticos y de vida
libre, incluyendo aves, roedores, reptiles y animales marinos. Estos virus
ocasionan lesiones hiperproliferativas benignas en la mucosa y el epitelio
cutaneo (Bernard et al. 2010).

De acuerdo con la nomenclatura establecida por el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) por sus siglas en inglés, el virus de papiloma bovino
(PVB) pertenece a la familia Papillomaviridae, causal de la enfermedad en

ganado vacuno.

Anteriormente se consideraba a estos virus como epiteliotropicos, sin embargo,
a la fecha los autores Lindsey et al. 2009; Freitas et al. 2011 han detectado la
presencia de este virus en células mononucleares, en placenta, en fluidos

corporales como lo son sangre, leche, orina, semen y liquido amniaético.

La investigacion de los Papilomavirus data de hace mas de 100 afos,
concretamente cuando en 1896 McFadyean y Hobday demostraron la
transmision de las verrugas en los perros. A este hallazgo siguio el de Ciuffo,
quien publico en 1907 la transmision de las verrugas en humanos. No obstante,
la investigacion en este campo no volvio a interesar a la comunidad meédica
hasta casi 80 afios después, cuando se demostro la relacion entre algunas
infecciones especificas por virus del papiloma humano (VPH) y el cancer de
cuello uterino, basandose en técnicas empleadas previamente para detectar
ADN del virus de Epstein-Barr, en linfoma de Burkitt y en casos de cancer naso-
faringeo (David Mahan Knipe 2001; Bishop et al. 2007; Parrish 2011).



En el afo 1930 Richard Shope describié el género por primera vez como
Papilomavirus (PV), logrando caracterizar la naturaleza transmisible de los
papilomas cutaneos que afectaban a los conejos silvestres (Sylvilagus
floridanus) (Shope & Hurst 1933). Este PV denominado CRPV (Cottontail
Rabbit Papillomavirus) fue el primer virus oncogénico identificado. Actualmente
la familia Papillomaviridae estda compuesta por al menos 29 géneros, y
comprende mas de 200 tipos virales (De Villiers et al. 2004).

Entre los afios 1950 y 1960 se obtuvieron avances respecto a la informacion
de la diferenciacion celular y la replicacion del virus. El desarrollo de la
microscopia de inmunofluorescencia y la mejora de la microscopia electronica
permiti6 examinar la estructura de las particulas virales. El analisis de los
papilomas producidos por el CRPV mostré que las particulas aparecian
exclusivamente en el nucleo de queratinocitos diferenciados de las capas
superiores de las lesiones. La naturaleza cronica de los papilomas indicaba
que el virus debia estar presente también en las capas basales, por lo que la
ausencia de particulas virales en éstas llevo a inferir que el virus podia estar
en una forma inmadura. Ademas, se dedujo que la replicaciéon de los
papilomavirus estaba estrechamente ligada al proceso de diferenciacion de las
células epiteliales (David Mahan Knipe 2001; Bishop et al. 2007; Parrish 2011).

Desde los afos 1970 hasta el inicio de los afios 1990 se produjo el desarrollo
de la genética viral con el desarrollo de las técnicas de clonaje molecular, esto
permitid superar parte de las limitaciones experimentales que presentaba el
estudio de los Papilomavirus, lo que condujo a la renovacion en el interés por
estos virus. Gracias a estos avances se logré clonar el genoma completo del
virus del papiloma bovino tipo 1 (VPB1) con lo que se identificaron las regiones
reguladoras y las funciones de los diversos genes virales (Chen et al. 1982).



1.2 CARACTERISTICAS DEL VIRUS DEL PAPILOMA BOVINO (PVB)
1.2.1.- CLASIFICACION TAXONOMICA

Histéricamente los papilomavirus se incluyeron en la familia Papovaviridae, de
la que también formaban parte los papilomavirus y el virus vacuolizante de los
simios (SV-40) debido a que todos ellos son virus desnudos con ADN circular
de doble hélice y capside esférica. Se ha comprobado que los papilomavirus y
los poliomavirus son muy diferentes en el tamafo de su genoma y la
organizacion del mismo, y que no comparten secuencias de aminoacidos, ni
de nucledtidos, por lo que actualmente se los reconoce como dos familias
diferentes (De Villiers et al. 2004; Bernard et al. 2006).

En la actualidadd la clasificaciéon taxondmica de estos virus se basa en
algoritmos filogenéticos, que analizan las similitudes entre secuencias de
nucleotidos. Los “tipos” son considerados los virus cuya secuencia de
nucledtidos en L1 difieren 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 taxondmico 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”. En el arbol filogenético las
ramas mayores son consideradas como “géneros” y las ramas menores son
consideradas como “especies”, y unen a tipos de PV que son genéticamente

distintos sin exhibir diferencias bioldgicas. (Figura 1).

Durante las investigaciones se hizo claro que la comparacion de genomas
completos de PV, homologia individual de genes de PV o incluso pequefios
segmentos de genes de PV, llevaban a arboles filogenéticos muy similares. Se
concluyo entonces que los genomas de los PV no se recombinan y que cada
virus homologo prueba la evolucion histérica de cada virus (Nasir & Campo
2008; Bernard et al. 2010; Bishop et al. 2007).
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Figura 1. Arbol filogenético que contiene las secuencias de 118 tipos de
virus del papiloma. (Tomado de: de Villiers et al. 2004).



1.2.1.- Géneros

Cuando compararon las secuencias de un numero mayor de tipos de PV, se
observo que la mayoria de los virus formaban ensamblajes jerarquicos, por lo
que se empezd a usar expresiones COmo ramas mayores y menores, O
supergrupos y grupos. Tomando como ejemplo los papilomavirus en humanos
(PVH), una rama mayor estaba formada por todos los tipos de PVH que
originalmente fueron descritos de lesiones genitales, y por lo tanto se lo llamo
los PVH genitales; mientras que otro estaba formado de PV de animales
ungulados que presentaban lesiones en células epiteliales y mesenquimaticas,
y se los conocia como fibropapilomas. Sin embargo, con el tiempo se observd
que esta clasificacion no tenia mucha consistencia bioldgica, 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 razon, se decidié introducir “géneros” dentro de la clasificacion
taxonomica de los papilomavirus, para nombrar a los previamente conocidos
como “supergrupos o ramas mayores; y debido a que dar un nombre especifico
a cada género resultaba complicado, se decidio utilizar letras griegas para

nombrarlos.

1.2.1.2.- Especies y Tipos

Anteriormente, debido a que no se podia identificar, mantener y describir
cultivos celulares de distintos PV, mas que el aislamiento de sus genomas;
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 nucleo6tidos de su gene L1, que
codifican las proteinas de la capside, tienen menos del 10% de semejanza.
Debido a las grandes variaciones tanto fenotipicas como genotipicas de



distintos tipos de virus, se determind que cada tipo sea considerado como una
especie (Nasir & Campo 2008; Bishop et al. 2007).

En condiciones naturales, un tipo de PV tiene un hospedero especifico, aunque
multiples especies de animales ungulados pueden ser infectados por 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 (De Villiers
et al. 2004; Bernard et al. 2010; Bishop et al. 2007).

1.2.1.3.- Subtipos

Los subtipos son definidos como genomas de PV que difieren de otro tipo en
su secuencia de nucleétidos en un 2-10%. No se conoce la razon exacta de
por qué hay tan pocos subtipos, pero se sugiere, que muchos pueden haberse
extinguido con los afos, a la vez que las distintas especies continuaban

evolucionando (Campo 2006; Bishop et al. 2007).

1.2.1.4.- Variantes

Las variantes se definen como genomas virales que tienen una variacion menor
al 2% comparada con los tipos virales originales. La diversidad genomica se
presenta con mayor frecuencia en las regiones no codificantes, especialmente
en la regiéon de control larga (LCR). Se define la variacion como un intercambio
0 supresion de nucleotidos, que ocurren en un corto segmento del genoma
(Bernard et al. 2010; Bishop et al. 2007; Campo 2006).
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1.2.2.- Morfologia

Los PVB carecen de envoltura, presentan una estructura icosaédrica de
alrededor de 55 a 56 nm de diametro. La capside se compone de 72
capsomeros prismoides pentagonales huecos, 60 en agrupacion hexameérica y
12 en agrupacion pentamérica (Figuras 2 y 3) (David Mahan Knipe 2001; Joan
Murphy, Erin B. Kennedy, Sheila Dunn, C. Meg McLachlin, Michael Fung Kee
Fung, Danusia Gzik, Michael Shier 2012; Parrish 2011).

Figura 2. Capside de PVB Figura 3: Particulas virales vistas
http://www.virology.wisc.edu/vi mediante microscopia electronica de
rusworld/images/bpv_bovine- PVB 1, con un tamafio de 55 nm de
papilloma-3iyj_blue_yellow.jpg diametro. Lunardi M. et al., 2013

El virion esta constituido por la proteina mayor L1 y la proteina menor de la
capside L2. La nucleocapside contiene una sola molécula de ADN bicatenario
superen rollado y cerrado en circulo por enlaces covalentes, con histonas
celulares asociadas. El genoma de PVB 1, PVB 2 y PVB 5 tiene
aproximadamente 8000 nucledtidos, pero en PVB 3, PVB 4 y PVB 6 solamente
hay 7300 nucledtidos aproximadamente (Bishop et al. 2007).
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1.2.3.- Genoma

Los papilomavirus (PV) tienen una organizacion del genoma muy similar, pues
al compararlos se encuentran al menos cinco genes homodlogos, aunque la
secuencia nucleotidica 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 organizacion genética
basica por un periodo mayor de 100 millones de afos (Bishop et al. 2007;
Campo 2006).

En general el genoma esta organizado en tres regiones:

Regién temprana, contiene los marcos de lectura abiertos para las proteinas
E1, E2, E4, E5, E6 y E7. Estos genes son los primeros en expresarse durante
el ciclo viral, s6lo en el epitelio basal, parabasal e intermedio. Estan
relacionados con la replicacion viral (E1, E2, E4 y E5) y con la estimulacion de
la division celular (E6 y E7), que puede conducir a la oncogénesis.

Regién tardia: codifica las proteinas estructurales L1y L2, que se expresan al
final del ciclo viral, sélo en células superficiales.

Regién no codificante: también conocida como LCR (Long Control Region) o
URR (Upstream Regulatory Region). Presenta de 400 a 1000 pb de longitud
en funcion del tipo de VP, y parece implicada en la regulacion de la replicacion
del ADN viral. Posee tres regiones: (i) el segmento 5’ que contiene sefnales de
terminacion de la transcripcion; (ii) la region central, flanqueada por regiones
de unién para E2 que contienen potenciadores especificos del epitelio; (iii) el
extremo 3’ que contiene también una region de unién a E2 y el promotor de los
genes E6/E7 (David Mahan Knipe 2001; Parrish 2011; Joan Murphy et al.,
2012).
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El esquema gendmico de PVB 1, PVB 2 y PVB 5 es similar a la mayoria de los
Papilomavirus, pero el de PVB 3, PVB 4 y PVB 6 carecen del gen EG, el cual
ha sido reemplazado por el gen E5. ElI LCR de PVB 1, PVB 2 y PVB 5
contienen 12 sitios de union a E2 a diferencia de PVB 3, PVB 4 y PVB 6 que

contienen solamente cuatro lugares de union a E2 (Figura 4) (Campo 2006).

Figura 4. Mapa genémico de BPV 1.
Modificado de Christensen D.N. ef al., 2016

1.2.4.- Proteinas virales

Los Deltapapilomavirus codifican tres oncoproteinas, E5, E6 y E7, mientras
que los Xipapilomavirus PVB no poseen el gen E6 y solo codifican ESy E7. La
importancia relativa de cada proteina en la transformacion celular varia entre
los diferentes PVB. La E5 es la principal oncoproteina del PVB 1, seguido de

la E6, con un rol mas modesto de la E7.
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Las proteinas de transformacion del PVB 4 son la ES y E7, siendo la E5 la que
promueve la adquisicion del crecimiento independiente de anclaje y la E7 la
que induce la ventaja de crecimiento y el lapso de vida extendido (Campo 2006;
Parrish 2011).

1.2.4.1.- Proteinas no estructurales:

Proteina E1:

Es una proteina reguladora que se une en forma especifica al sitio de origen
de la replicacion contenido en la regién larga de control (CLR, por sus siglas
en inglés). Esta union es de baja afinidad, pero cuando la proteina E2 se
agrega, entonces la union se hace de alta afinidad. Las mutaciones del gen E1
aumentan la transcripcion viral y la capacidad transformadora e inmortalizadora
del genoma viral. Se piensa que ello ocurre porque E1 es capaz de suprimir al
gen p97 promotor de la expresion de los oncogenes E6 y E7(Wilson et al.
2005).

Proteina E2:

Posee dominios con diferentes funciones. El dominio carboxilo-terminal se une
a la region iniciadora de la replicacion en la LCR del DNA viral. EI dominio
amino-terminal representa el sitio que activa la transcripcién del DNA viral,
reclutando los factores celulares y estimulando la expresion de genes celulares
que codifican proteinas necesarias para activar la maquinaria de transcripcion
viral. La proteina E2 en su total longitud actua como estimuladora de la
replicacion y transcripcion del DNA viral. Los fragmentos de proteina E2 actuan
como represores de la transcripcidn viral, compitiendo con la proteina E2
completa para su union con la RLC, impidiendo la accion estimuladora de la
transcripcion del DNA viral. El predominio de esta funcion represora explicaria
por qué esta reducida la expresion y replicacion viral en los estratos inferiores

de los epitelios (Wilson et al. 2005).
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Proteina E4

La secuencia que codifica para la proteina E4, es de aproximadamente 260 pb,
la cual esta contenida dentro del marco de lectura de E2. La proteina E4 tiene
un peso molecular de alrededor de 10 a 44 kDa; es expresa a partir de un
ARNm procesado (E1*E4) de manera abundante durante las etapas tardias
del ciclo viral y la replicacién vegetativa del ADN viral. La expresion de E4
precede la sintesis de las proteinas estructurales del virus y el ensamblaje de
las particulas virales. La proteina E4 se localiza asociada con los filamentos
intermedios de queratina, los cuales afectan la estabilidad mecanica de la red
de queratina, lo que puede facilitar la liberacién de los viriones. La expresion
de E4 esta en gran medida restringida al citoplasma de la célula del epitelio
suprabasal, pero también se ha encontrado de manera difusa en regiones
perinucleares (Wilson et al. 2005).

Proteina E5

Las proteinas ES del PVB 1 y PVB 4 probablemente sean las oncoproteinas
mejor estudiadas de estos virus. Ambas proteinas E5 se localizan en los
compartimientos de endomembranas celulares, particularmente del aparato de
Golgi, y ambas se unen a la 16k ductina/subunidad C de la H+ ATPasa. Esta
interaccién ocasiona la inhibicion de la comunicacién intercelular por las
uniones estrechas y en la falta de acidificacion de los endosomas y del aparato
de Golgi. Las uniones estrechas son canales para mensajeros secundarios de
bajo peso molecular, importantes en el control de la homeostasis de un tejido;
si una célula transformada es liberada del control de las células normales
circundantes, puede proliferar libremente y ocasionar una clona transformada
expansiva. Por consiguiente, la falta de comunicacion por las uniones
estrechas en células transformadas por Papilomavirus probablemente sea un
evento temprano de la transformacion y, al aislar a las células recientemente

infectadas de sus hermanas normales del alrededor, permite que se
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establezcan otros eventos de transformacién (Campo 2006; Bishop et al. 2007;
Parrish 2011).

La inhibicién de la acidificacion de los endosomas y del aparato de Golgi
conlleva a la alteracidon del procesamiento y arreglo proteico, lo que ocasiona
la retencion y reciclamiento de receptores de factores de crecimiento activados
desde los compartimientos endosomales. Ademas, la E5 activa varias
proteinas cinasas involucradas en el control del ciclo celular, causando asi una
desregulacion general del programa normal muy controlado de proliferacion
celular (Robert & Daniel 2007; Parrish 2011).

Proteinas E6 Y E7:

Las proteinas E6 y E7 se unen a otras proteinas resultantes del producto de
genes supresores de tumores, bloqueando su accién reguladora de la division
celular. Los genes E6 y E7 se transcriben a partir de una region promotora, p97
y p103 respectivamente, localizadas en la LCR del genoma viral. La proteina
El'y posiblemente la E2 pueden interactuar con estos lugares especificos de la
RLC y modular la actividad del promotor suprimiendo la expresién de los

oncogenes E6 y E7 (Campo 1997; Borzacchiello & Roperto 2008).

Interaccion entre la proteina E6 y la proteina p53:

pb53 es un factor de transcripcidn celular, es decir, un factor que controla la
expresion de genes especificos. Actia como un guardian del ciclo celular
preservando la fidelidad de la replicacién del DNA. Si el DNA celular es dafiado,
los niveles de p53 aumentan y se produce una detencion del ciclo celular en
Gl, permitiendo su reparacion. Ademas, p53 induce apoptosis en células con
dafo irreparable del DNA. La oncoproteina E6 del PVB se une a p53 a través
de una proteina llamada E6-AP, necesaria para la formacion del complejo E6-
p53. La formacion de este complejo, a través de la activacion del mecanismo
proteolitico de la ubiquitina, produce la degradacion de p53. La degradacion de
p53 impide una adecuada reparacion del DNA, lo cual lleva a inestabilidad del
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genoma, mutaciones, alteraciones cromosdémicas y formacion de tumores
(Munday 2014; Robert & Daniel 2007).

Se ha observado que en algunos tipos de PV no se requiere de la proteina E6
para que tenga un ciclo infeccioso exitoso, o para que el papiloma progrese a
carcinoma en el caso del PVB 4. Esto conlleva a la pregunta de si las funciones
de E6 no son requeridas por el PVB 4, o si estas funciones son proporcionadas
por otra proteina viral o del hospedero. Por lo tanto, en ausencia de las
funciones tipo EG6, la actividad controladora del p53 debe ser, ya sea pasada
por alto o abolida por cofactores durante el desarrollo del papiloma y el
progreso de la neoplasia a carcinoma. Esto es confirmado por la observacion
de que el gen p53 esta mutado en al menos algunos papiloma y carcinomas
(Campo 2006; Parrish 2011).

Interaccion entre E7 y pRb:

Durante la fase S, G2 y la mitosis temprana, la pRB es fosforilada por enzimas
quinasas ciclinodependientes y pasa a su forma inactiva, permitiendo la labor
del factor de transcripcién La oncoproteina E7 se une a pRb en el mismo sitio
de union que el factor de transcripcion E2F desplazando a este ultimo de modo
que queda libre para activar la replicacion y transcripcion del DNA. La
inactivacion funcional de, pRB, permite la progresion de la célula a la fase S
del ciclo celular (fase de replicacion del DNA) (Robert & Daniel 2007).

1.2.4.2.- Proteinas Estructurales

Proteina L1

Las diferencias genotipicas entre los tipos de papiloma virus se determinan por
los diferentes aminoacidos que constituyen la proteina L1 (proteina estructural
del virus que posee ademas efecto antigénico). Cuando la proteina L1 es
expresada en sistemas in vitro, tiene la capacidad de auto ensamblarse

espontaneamente, adquiriendo una conformacion estructural y antigénica
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similar al virus nativo, pero sin ser infecciosa. Tales estructuras se conocen con
el nombre de VLPs y hasta el momento los ensayos clinicos en humanos
muestran que son inmunogenas, bien toleradas y proporcionan proteccion
(Lowy & Schiller 2006).

L1 es la principal proteina estructural de la capside debido a su participacién
en la entrada del virus a la célula hospedera. En la estructura tridimensional de
esta proteina se distinguen tres regiones bien definidas: el nucleo y los
extremos amino y carboxilo(Chen et al. 2000). La proteina L1 esta compuesta
por 504 aminoacidos. El extremo amino lo componen los primeros 19
aminoacidos que estan marcadamente conservados entre los diferentes
genotipos, lo que sugiere que cumplen un papel fundamental en el ensamblaje
de la particula viral (Robert & Daniel 2007).

En la regidn central o el nucleo de la proteina se encuentran ubicados los
aminoacidos del 20 al 382 cuya estructura tiene forma de barril compuesto por
8 laminas [} plegadas las cuales estan conectadas entre si por los lazos o

bucles que estan expuestos en la superficie del capsodmeros (Chen et al. 2000).

Entre los lazos F-G y H-lI y las laminas B-F y R-G1 respectivamente, se
establecen puentes de hidrégeno que mantienen los monémeros de L1 juntos
y confieren estabilidad a la estructura terciaria del barril. Los aminoacidos del
383 al 504 estan en el extremo carboxilo y en él se ubican las hélices a (h2,
h3, h4 y h5) que tiene esta proteina. La hélice ah1 interacciona con las laminas
R-E y B-F en la parte central o nucleo de la proteina. Las hélices ah4 y ah5,
albergan la lamina R-J y esta ancla el brazo C-terminal a la regién terminal
central o nucleo de la proteina (Figura 5). El brazo C-terminal es muy flexible
gracias a que las posiciones de la 403 a la 413 son ricas en glicinas y prolinas.
Se ha postulado que este segmento actua como una bisagra que facilita los
reordenamientos espaciales que debe hacer el extremo carboxilo para
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asegurar la estabilidad de la capside viral. El extremo carboxilo, también es
importante para mantener la integridad de L1, ya que cuando se introducen
mutaciones en este extremo, la capside es mas susceptible a la digestion
proteolitica por tripsina (Chen et al. 2000).

h4

Figura 5. Mondmero L1. La figura muestra residuos de aminoacidos de las
posiciones 20 a la 474. La region central de la proteina esta conformada las hojas
By en rosa los bucles que las conectan. En amarillo se representa la region C-

terminal de L1.

El conocimiento acerca de la estructura de la proteina L1 es importante porque
permite determinar las regiones expuestas en la superficie de esta proteina, lo
cual tiene implicaciones en la ubicacion de epitopes neutralizantes que pueden
ser determinantes importantes para la proteccion inmune mediada por
anticuerpos, lo que constituye una informacién esencial para el desarrollo e
implementacion de futuras vacunas profilacticas. La secuencia de aminoacidos
de la proteina L1 presenta regiones conservadas e hipervariables. Estas
ultimas estan preferentemente ubicadas en zonas expuestas en la superficie
del capsdmero, dichas regiones son las que conforman los bucles o asas B-C,
D-E, F-G y H-I (Robert & Daniel 2007).
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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 viridn 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 neutralizacidn, puede actuar como un instrumento para dar

inmunidad hacia varios tipos de virus (IARC 2000; Freitas et al. 2011).

L2 interactua con la superficie celular luego de que la capside se ha unido. Esto
sugiere, como ya se menciono antes, que existen varios receptores celulares
para el virus, y que luego de la interaccion 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 2000).

Después del ingreso del virus, la L1 permanece ampliamente distribuida en el
citoplasma, mientras que L2 tiene una distribucién radial alrededor del
citoplasma y se acumula en la region perinuclear, lo cual sugiere que L2 ayuda
en el transporte de las capsides a través del citoplasma, por medio de
filamentos de actina (IARC 2000).

La L2 deposita el ADN viral en los ND10s, accion muy importante para una
transcripcion y replicacion del genoma viral eficiente; y recibe el apoyo de E2.
En etapas mas tardias del ciclo de vida del virus, la union de la recién
sintetizada L2 al ADN viral, y la dispersion de los ND10s por accién de E4

facilitan el ensamblaje de la capside (IARC 2000).

20



1.2.5.- REPLICACION VIRAL

Unidén a la superficie celular

Los mecanismos de union y entrada en la célula aun son objeto de
investigacion. La integrina o-6 fue la primera proteina candidata como
receptora para los PV (David Mahan Knipe 2001; Joan Murphy, Erin B.
Kennedy, Sheila Dunn, C. Meg McLachlin, Michael Fung Kee Fung, Danusia
Gzik, Michael Shier 2012). Los PV también se pueden unir a heparan sulfato,
y glucosaminoglucanos de la superficie celular (Robert & Daniel 2007;
Vaccarella et al. 2010). La unidon estaria mediada por los 15 ultimos
aminoacidos del extremo carboxi-terminal de la proteina L1 (Bousarghin et al.
2003). Los viriones entran en la célula por endocitosis mediante una via
dependiente de clatrina (Kamper et al. 2006; Parrish 2011).

El retraso en la internalizacion es acompafiado por cambios en el modo de
union y posiblemente la transferencia a un receptor secundario, los viriones
también utilizan la proteina menor de la capside L2. Se ha demostrado que la
proteina L2 interactua especificamente con la subunidad de la S100A10
heterotetramero de anexina A2 en la superficie de los queratinocitos que
contribuye a la internalizacion HPV16 y la infeccion de las células epiteliales
(Scheffer et al. 2014).

Pasaje al citosol y nucleo

Los virus aprovechan las estructuras y mecanismos celulares normales para la
internalizacién de sustancias. Los viriones son internalizados via un camino
endocitico clatrin-dependiente, la cual inicialmente es dependiente de actina
para la formacion de vesiculas, pero después requiere de microtubulos para el
transporte vesicular. La descapsidacion tiene lugar en el endosoma, la
reduccion de los enlaces disulfuros intercapsomeéricos y la acidificacidén de los

endosomas probablemente desencadenen el desnudamiento del genoma viral
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y liberacidén las proteinas de la capside en las vesiculas. La proteina L2 media
la union del genoma viral a los microtubulos, facilitando de este modo el
transporte intracitoplasmatico y tal vez es la chaperona del genoma viral para
que éste entre al nucleo (Kamper et al. 2006). Una vez en el nucleo el genoma
viral no se integra al ADN celular y permanece como extracromosomal (David
Mahan Knipe 2001; Parrish 2011). ). Una caracteristica peculiar de la infeccidon
por papilomavirus es que ocurre una lenta internalizacién. Viriones de PV 1,
pudieron ser identificados en la superficie celular después de 8 horas, y la
internalizacién completa puede tomar hasta 48 horas (Kamper et al. 2006).

Transcripcidn, regulacion de la trascripcion de los PV y liberacion de los
virus.

Siguiendo con la union y entrada del virus; los viriones migran a los nucleos y
establecen sus genomas como multicopias de plasmidos extracromosomales,
que son mantenidos en aproximadamente 20 a 100 copias por célula basal
infectada. El ADN viral se distribuira entre las células hijas, y se postula que al
mantenerse en bajo numero de copias, impedira la activacion de la respuesta
inmune (Lowy & Schiller 2006).

Todos los marcos de lectura abierta (ORF) estan situados en una sola cadena,
indicando que la transcripcion ocurre solamente en una cadena. La
transcripcion es regulada por el estado de diferenciacion de la célula infectada
y es complejo, debido a la presencia de promotores multiples, patrones de
empalme alternos y multiples, y produccion diferenciada de RNAm en diversas
células (Lowy & Schiller 2006). Las células basales proliferativas migraran a
los estratos parabasal e intermedio, iniciando el programa de diferenciacion y
con él la transcripcidn de los distintos genes virales tempranos, regulada a
través de la region LRC (David Mahan Knipe 2001; Parrish 2011).
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La replicacion de PVB se basa en una interaccion fisica entre el dominio
helicasa de E1 y el dominio activador de E2 cuando las proteinas estan sujetas
al Ori. La union de la proteina E1 y E2 a sus respectivas secuencias de
reconocimiento en la RLC es requerida para el reclutamiento del ADN
polimerasa y otras proteinas de replicacion del ADN celular al origen de la
replicacion del ADN viral. La proteina E1 tiene actividad ATPasa y helicasa,
gue es necesario para el desenrrollamiento del ADN viral, permitiendo de esta
manera una eficiente replicacion viral(David Mahan Knipe 2001; Parrish 2011).

La expresion de E4 ocurre en el estrato espinoso y granular simultaneamente
a la replicacion viral (Wilson et al. 2005), la cual ocurre en la fase S del ciclo
celular a través de la accidn de las proteinas virales E1 y E2 en cooperacion
con las proteinas de replicacion celular (E5, E6, E7) y en sincronizacion con
los cromosomas de la célula del hospedero. Mientras las células se diferencian,
el programa de expresidon génica tardia es activado y las proteinas
estructurales de la capside L1 y L2 son expresadas en el estrato granular.
Durante la morfogénesis del virion la L2 se liga al DNA favoreciendo su
encapsidacion. Finalmente, los viriones son ensamblados y liberados con las

escamas de queratina (Wilson et al. 2005; Parrish 2011).

1.3.- PATOGENIA Y PATOGENESIS

Los papilomas se desarrollan después de la introduccion del virus a través de
abrasiones en la piel o por activacion de virus que se encuentran latentes. La
infeccidon de células epiteliales resulta en hiperplasia con subsecuente
degeneraciéon e hiperqueratinizacién. Estos cambios inician usualmente
después de cuatro a seis semanas de la exposicién. En general los papilomas
persisten por uno a seis meses antes de la regresion espontanea, existe un

patron secuencial del desarrollo de papilomas:
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En el primer estadio los papilomas aparecen como placas ligeramente
aumentadas, ocurre aproximadamente a las cuatro semanas después de la
exposicidn se presenta hiperplasia de la capa que se encuentra debajo de la

dermis y proliferacion epitelial temprana en asociacién de fibromas nacientes.

En el segundo estadio los fibropapilomas se caracterizan por citopatologia
inducida por el virus, replicacion del virus y agregados cristalinos de viriones
en el epitelio queratinizado de las lesiones, ocurriendo a las ocho semanas.
Durante este estadio la epidermis proliferante se extiende invasivamente en la

capa debajo del fibroma.

En el tercer estadio los fibropapilomas se caracterizan por bases fibrosas,
pedunculadas y rugosas, lobuladas o con superficies fungiformes, iniciando a

las doce semanas.

En la fibropapilomatosis cutanea se observa la presencia de proliferaciones
exofiticas de la epidermis y de la dermis subyacente. Se caracteriza por el
crecimiento excesivo de fibroblastos del tejido conjuntivo, en contraste con el
papiloma que tiene menor proporcion fibroblastica (escaso tejido dérmico) y
mayor cantidad de tejido epitelial (David Mahan Knipe 2001; Parrish 2011).

Papilomas y fibropapilomas pueden presentarse en diferentes 6rganos como
piel, glandula mamaria, tracto gastrointestinal superior y genitales (vulva, pene
y prepucio). Los diferentes genotipos de papilomavirus bovinos se relacionan
con un tipo especifico de lesion (David Mahan Knipe 2001).

Los PVB 1y 2 se encuentran frecuentemente asociados a papilomas cutaneos,
en glandula mamaria, pene y en casos de cancer de vejiga urinaria. (Freitas et
al. 2011). Los PVB 1y 2 se encuentran frecuentemente asociados a papilomas

cutaneos, en glandula mamaria, pene y en casos de cancer de vejiga urinaria
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(Tsirimonaki et al. 2003). EI PVB 6 se ha relacionado con la aparicion de
papilomas aplanados en forma de hoja en las ubres (Forslund et al. 2003). PVB
9y 10 estan asociados a papilomas de epitelio escamoso de la ubre (Hatama
et al. 2008; Borzacchiello & Roperto 2008). En el caso de PVB 11, fue
descubierto en lesiones de fibropapilomas en ubres de ganado bovino en
Japon (Hatama et al. 2011). ). La tumorigenicidad de este virus es actualmente
incierta. EI PVB 12 ha sido caracterizado en Japdn a partir de un papiloma
epitelial localizado en la lengua de una vaca infectada (Zimmermann et al.
2016). Los Epsilonpapillomavirus se han descrito asociados a fibropapilomas y
papilomas epiteliales, PVB 5 induce fibropapilomas de tipo “grano de arroz”,
PVB 8 y 13 generan papilomas cutaneos y se han detectado en piel sana. El
unico que no se encuentra clasificado en ningun género es PVB 7, que segun
Ogawa y colaboradores debe ser clasificado como un género nuevo de la
familia Papillomaviridae ya que presenta una baja similitud con los tres géneros
donde se situan los papilomavirus bovinos descritos hasta ahora. Este genotipo
se aislé de un papiloma cutaneo y de piel de ubre sana, lo que indica que podria
producir infecciones latentes o subclinicas con ausencia de signos clinicos de
enfermedad (Tomita et al. 2007).

En general la expresion de los genes virales tempranos (E1, E2, E5, E6 y E7)
es activada en el estrato basal y suprabasal del epitelio (O’'Brien & Saveria
Campo 2002). Las proteinas codificadas por los marcos E5, E6 y E7 aumentan
la tasa de division y retrasan la maduracion celular en el estrato germinal y
sucesivos, cuyas células se acumulan y dan lugar al papiloma naciente
(Campo 1997). La expresion de E4 y la replicacion del ADN viral ocurre en el
estrato espinoso y granular. La replicacion del genoma viral se da a través de
la accion de las proteinas virales E1 y E2 en cooperacion con las proteinas de
replicacion celular. L1 y L2 son proteinas capsidicas, que son expresadas en

el estrato granular. Finalmente, los viriones son ensamblados en el estrato
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escamoso Yy son liberados con las escamas de queratina (O’'Brien & Saveria
Campo 2002).

1.3.1.- Hospedero

Especie:

Los papilomavirus bovinos se han descrito tradicionalmente en vacas y toros
(Bos taurus). Aunque es conocido que los PV son virus especificos de especie,
se ha descrito la existencia de infecciones por PVB en hospedadores
filogenéticamente bastante distantes. Dentro del grupo de los artiodactilos, los
PVB 1y 2 se han aislado en fibropapilomas cutaneos y vulvares en bufalos de
agua (Bubalus bubalis) y en yaks (Bos mutus), ambos en la India. Incluso se
ha documentado la presencia de PVB en tumores de vejiga urinaria en bufalos

de forma similar al vacuno (Kumar et al. 2013).

Raza y Sexo:

Segun da Silva et al., el BPV no presenta predileccion por sexo o raza. Sin
embargo, Melo C. and Leite R. 2003 refieren que los animales de la raza
holandesa de la variedad negro y blanco presentan una mayor ocurrencia de
la enfermedad.

Edad

Los papilomas se presenta mas frecuente en bovinos y equinos jovenes, los
animales mas susceptibles son los becerros de menos de seis meses de edad
(Radostits & Arundel 2002). Melo y colaboradores (2003) menciona que se ha
observado preferentemente en bovinos receptivos, entre los 6 meses y 2 aios
de edad. La falta de susceptibilidad de los adultos para la infeccién natural se
considera debido a la inmunidad adquirida por infeccién aparente o inaparente
cuando eran jovenes. Las lesiones en becerros tienden a involucionar en el
plazo de un afio 0 menos, en terneras menores a 2 afios las lesiones se

presentan con mayor frecuencia en la cabeza, en especial alrededor de los
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ojos, asi como en el cuello y los hombros, pero también pueden extenderse a

otras partes del cuerpo (Murphy 1999; Radostits & Arundel 2002).

1.3.2.- Transmisién

El periodo de incubacién puede ir de uno a seis meses. El virus entra a traves
de piel y la transmision exitosa requiere de una abrasion en el sitio de
exposicion que subsecuentemente se vuelve el sitio de la lesion. El ganado
bovino es el hospedero del virus, la transmision del PVB ocurre via contacto
directo con animales infectados o via contacto indirecto con objetos
contaminados como pueden ser narigueras, descornadores, tatuadores,
aretadores, postes de frotacion, alambradas entre otros, el riesgo se
incrementa si son punzocortantes, por ejemplo; tachuelas, clavos, agujas
hipodérmicas (Parrish 2011).

La transmision también puede ocurrir via vertical de una madre infectada a la
cria (Chow et al. 2010).

1.2.3.- Cuadro clinico

En principio las lesiones oscilan desde nddulos pequerios y consistentes hasta
grandes masas con aspecto de coliflor, al tacto pueden ser espinoso o rugoso.
Inicialmente son de una consistencia blanda, carnosa, con una coloraciéon
rosada o gris-rosada, mas tarde se endurecen por queratinizacion del epitelio.
Los papilomas tienden a sangrar por abrasiones, lo que les da una coloracién
mas obscura ademas debido a la necrosis del tejido despiden un olor fétido.
Papilomas con forma filiforme pueden presentarse en las aberturas naturales
del cuerpo en los limites entre la piel y la mucosa. Los papilomas que se ubican
en nariz, laringe, o boca (especialmente se ubican detras de los dientes
incisivos o en el paladar blando) en vulva o pene, tiene aspecto de tejido de
granulacién debido a su color gris-rojizo, superficie irregular y tendencia a

sangrar; muchas veces son pediculados y pueden alcanzar el tamafo de un
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pufio. Segun sea su dimension pueden llegar a dificultar la respiracion, la

ingesta o la monta. (Rebhun 1999)

Los fibropapilomas de esofago o de la mucosa pre-estomacal son
blanquecinos y coraliformes, muchas veces se observan durante la faena o al
examen por endoscopia y rumenotomia exploratoria; pueden alterar la
deglucion, el eructo, la rumia o el pasaje de la digesta a través de los
preestomagos. Las verrugas del tracto alimentario rara vez se observan
clinicamente, excepto al examinar la boca, durante la endoscopia de es6fago
o durante la rumenotomia. Las lesiones generalmente se observan durante la
examinacion post mortem. La hematuria enzodtica conduce al a hematuria
evidente y la disuria o a la estranguria en las vacas afectadas que se alimentan
a base de pastos que contienen frondes de helecho (W. F. H. Jarrett et al. 1978;
Borzacchiello et al. 2003).

Los papilomas y fibropapilomas que se presentan sobre la piel de pezones y
ubre pueden ser filiformes; del tamafio de un grano de trigo, alargados, cuyo
extremo esta deflecado, redondeados u ovalados; tumores planos de las
dimensiones de una arveja a una moneda, separados del resto del epitelio por
un surco, o parecidos a un grano de arroz; inclusiones duras y blanquecinas
de la piel del pezén. Al momento de la ordefia pueden generar dolor y malestar
en el animal, cuando se ubican en el orificio del pezdn pueden predisponer a
infecciones bacterianas en el cuarto mamario. Las verrugas pueden impedir el
ordefo eficaz o ser irritadas por el ordefo, pero rara vez causan problemas
graves, a no ser que se encuentren el extremo de los pezones, en estos casos
los riesgos son el impedimento en el ordefio eficaz y la mastitis (David Mahan
Knipe 2001; Parrish 2011)
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1.4.- EPIDEMIOLOGIA

1.4.1.- Situacién actual

La papilomatosis bovina es una enfermedad de distribucion mundial (Hatama
et al. 2008). A la fecha no se registran datos epidemiologicos que provengan
de instituciones gubernamentales o internacionales, por lo que la informacion
existente relacionada a la papilomatosis bovina se limita a los estudios
realizados por particulares y reportados a través de articulos cientificos.

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 de un ano de edad (2.99%). Se observé también que
alrededor del 75% de los animales con la enfermedad presentaban infestacion
por garrapatas, el 30% presentaba fasciola hepatica y el 38% tenia otros
parasitos gastrointestinales principalmente nematodos. En cuanto a edad, el
61,5% de los animales era menor a un ano; el 23% menor a 2 afos y 15,4%
era mayor a los dos afnos de edad. La mayor afeccion en animales jévenes se
relaciona con el desarrollo de su sistema inmune y debido al pH alcalino de la
piel de los animales mas jévenes y a que son mas susceptibles a la infestacion
por parasitos. (Salib & Farghali n.d.).

En la provincia de llam, Iran se realizdé una investigacion en una vaqueria
durante los meses de mayo a julio del 2009. En esta vaqueria, de 120 vacas
Holstein, se observaron 15 animales, con una edad promedio de 2 - 5 afos,
verrugas en las porciones distales de los pezones, tanto posteriores como
anteriores reportandose una prevalencia del 12.5% (Ebrahim & Kamran 2011).

Las infecciones por BPV son comunes en el ganado bovino, donde se estima
que alrededor del 50% del ganado tiene lesiones por BPV en el Reino Unido
(Campo 1995). En Alemania se detectaron los PVB tipo 1, 6, 8 y 10 a partir de

muestras de verrugas (Schmitt et al. 2010).
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En Japon, se encontré que las novillas presentaban tumores benignos en los
pezones causados por PVB tipo 6 (Maeda et al. 2007). (Ogawa et al. 2004)
detectaron los tipos 1, 3, 5 y 6 en muestras de papilomas. En la India se
encontraron PVB subtipo 1 y 2 de en verrugas cutaneas de bovinos y (Rai et
al. 2011) identificaron el tipo 10 a partir de verrugas en los pezones de ganado

en una granja lechera.

En el ganado que se encuentra en Brasil se han llevado cabo diversas
investigaciones en relacion a la presencia de PVB, se han identificado los
subtipos 1, 2, 6 y 8 en las verrugas en piel de ganado al Sur de éste pais (Sa
Silva et al. 2010). En el noreste del mismo pais, revelaron la presencia de los
tipos BPV 1, 2, 3,4, 5,6, 8,9, 10, 11 con la excepcion de PVB 7 en las muestras
de lesiones cutaneas de diversos sitios anatomicos de bovinos en una granja
lechera (Carvalho et al. 2012). También en este pais en muestras de lesiones
cutaneas de equinos caracterizadas y diagnosticadas como sarcoma se
identificaron los PVB 1, 2 y 13 (Alcantara et al. 2015).

Se ha detectado el PVB subtipo 4 asociado al desarrollo de tumores en el tracto
gastrointestinal superior en Brasil, en el valle Nasampolai de Kenia, en las
tierras altas del oeste de Escocia y en el sur de Italia (W. F.H. Jarrett et al.
1978; Borzacchiello et al. 2003).

En Europa continental, las Islas Azores, algunas regiones de Kenia, Brasil,
Nueva Zelanda, India y China se ha detectado los PVB subtipo 1y 2 en casos
de cancer de vejiga urinaria en el ganado (Borzacchiello & Roperto 2008).

En Estados Unidos de Norteamérica se ha demostré la presencia de los
subtipos 1 y 2 asociados a sarcoide equino (Carr et al. 2001; Chambers et al.

2003; Wobeser et al. 2010; Jagu et al. 2011; Bocaneti et al. 2016)

30



En México hasta el momento existe un estudio unico donde se reportaron los
subtipos 1y 2 de PVB en el ganado bovino en el estado de Tamaulipas (Rojas-
Anaya et al. 2016).

En un estudio realizado en el estado de Yucatan se estimo la prevalencia de la
papilomatosis en un hato bovino donde se encontré una prevalencia del 20%
de PB (21/105). El examen clinico indicé que 47.6% de los animales presento
papilomas planos, 38.1% papilomas pedunculados y 14.3% ambos tipos de

papilomas (Vivas et al. 2015).

En el estado de Veracruz en un estudio se evalud la efectividad de un
tratamiento aplicado en las verrugas de bovinos usando lvermectina, se
utilizaron 20 animales con lesiones cutaneas sugerentes a papilomas (Pulido
Casas 2009), en este mismo estado se describié un caso clinico de una lesion
sugerente a papilomavirus donde solo se reportd el caso y se realizé remocion

quirurgica de dicha lesion (De Jesus Arieta Roman et al. 2014).

1.4.2.- Impacto econémico

Las pérdidas econdmicas asociadas a esta enfermedad se deben a la
depreciacion en el valor de venta en pie y la calidad de la piel, crecimiento
retardado de los animales, pérdida en la ganancia de peso, disminucion de la
produccién de leche, las restricciones en la movilizacién de los animales y en
el caso de toros prospectos a sementales si las lesiones son graves en la
mucosa peniana e interfiere con la reproduccién amerita el sacrificio del animal
(Borzacchiello 2013).

En Tamaulipas, la papilomatosis representa un problema sanitario generando
pérdidas econdmicas debido a la disminucién en las ventas a Estados Unidos.
El estado export6 de Enero a Junio 60, 374 cabezas de ganado
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correspondientes a 50, 393 becerros y 9,981 vaquillas (SIAP 2017) Tomando
en cuenta que esta enfermedad afecta a un 30% de la poblacién de un hato se

puede estimar que 18, 112 bovinos estarian afectados.

En baso a los datos de comercializacion usados en el estado de Tamaulipas

es posible realizar la siguiente inferencia:

Un becerro para exportacion de 180kg se subasta en $60/kg esto equivale a
$10,800.00 MN.

Un becerro para exportacion con papiloma se subasta en $40/kg equivalente a
$ 7,200.00 MN.

La diferencia obtenida seria de $3,600.00 por animal infectado.

(Comunicacion personal con el Dr. Antonio Cantu Covarrubias).

Esto causa pérdidas considerables en el ganado bovino y especialmente en
las razas especializadas por limitar su movilizacion y venta como es el caso de
hembras y toros prospectos a sementales que son ofertados en los programas

de mejoramiento genético.

1.4.3.- Diagnéstico
Debido a su forma caracteristica y su presentacion clinica, los papilomas vy
fibropapilomas cutaneos son faciles de reconocer, por lo que el diagnostico

mediante técnicas de laboratorio es requerido con poca frecuencia.

Tradicionalmente se utiliza la histopatologia y la microscopia electronica.
También se puede realizar estudios serolégicos como la prueba de ELISA,
Fijacion de Complemento asi como la prueba de inmunodifusion (Murphy 1999;
Radostits & Arundel 2002)
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En humanos es comun realizar ensayos de hibridacion y PCR para detectar el
ADN de los papilomavirus, dichas pruebas se pueden aplicar en la diagnostico

de la enfermedad en bovinos, sin embargo no se llevan a cabo.

1.4.4.- Tratamiento, prevencién y control

La prevencion y el tratamiento son dificiles de evaluar, debido a que la
enfermedad es autolimitante y su duracion es variable 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 esta enfermedad no se considera de importancia econémica. 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 hemodinamicas y de la autovacuna mediante inoculacién de tejidos
de verrugas tratados con formalina. La vacunacion con proteinas de la capside
viral ha sido mas efectiva pero soélo para un tipo especifico de virus (Murphy F,
2009), esta vacuna deberia contener todos los tipos de BPV para ser

completamente efectiva.

Es recomendable el evitar el contacto directo entre animales infectados vy
sanos, realizar cuarentenas para limitar la transmision y que el equipo para
manejo sea sanitizado adecuadamente (Radostits & Arundel 2002).

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

para evitar la transmision del virus (Lindsey et al. 2009).
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2.- JUSTIFICACION

El estado de Tamaulipas ocupa el tercer lugar nacional en exportacién de
ganado bovino, la presencia de lesiones por papilomatosis bovina puede

impedir la movilizacion y comercializacion del animal a la inspeccion sanitaria.

En México a la fecha la informacion existente es muy limitada en cuanto al
estudio de la papilomatosis bovina, por lo que es importante realizar este
estudio para detectar e identificar los genotipos presentes en las verrugas del
ganado bovino de dos regiones en el estado de Tamaulipas, lo cual permitira
establecer mejores técnicas de diagnostico y de control de la enfermedad

3.- HIPOTESIS
La caracterizacion del virus permitira identificar los genotipos de papiloma

bovino que se encuentran infectando a los bovinos de dos regiones en el

Estado de Tamaulipas.
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4.- OBJETIVOS

4.1.- General

Detectar una region del gen L1 a partir de muestras de verrugas, obtenidas de
bovinos de dos regiones del estado de Tamaulipas, mediante PCR y su
secuenciacion para realizar un estudio de filogenia, que permita determinar los

genotipos de papilomavirus presentes.

4.2.- Especificos

Estandarizar la PCR con iniciadores, que amplifiquen una regién del gen L1 de

los virus de papiloma bovino.

Detectar una region del gen L1, a partir de muestras de papilomas obtenidas
de bovinos.

Analizar las secuencias genéticas amplificadas, para determinar los tipos de
papiloma bovino.
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5.- METODOLOGIA

El presente estudio se realizd en el laboratorio de Biotecnologia en Salud
Animal, del Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias y Microbiologia
Animal, ubicado en la Carretera Federal México-Toluca.

5.1.- Poblacién de estudio

Se utilizaron 45 muestras de verrugas de bovino, con morfologia
correspondiente a “coliflor”, de tamano variable de 0.5 a 1 cm, las cuales fueron
remitidas al laboratorio provenientes del Estado de Tamaulipas,
especificamente de los municipios Diaz Ordaz, Reinosa, Soto La Marina, y

Aldama.

5.2.- Procesamiento de las muestras

De cada muestra se extrajo ADN genomico, de acuerdo a las indicaciones del
Kit Comercial QIAmp Mini kit 50®, marca Quiagen con Numero de Catalogo
51304. EI ADN fue cuantificado a una absorbancia de 260 nm, en un
espectrofotometro (Nanodrop) y almacenado a una temperatura de -70°C, en

un ultracongelador hasta su uso.

5.3.- Diseiio de iniciadores y estandarizaciéon de la prueba Reaccién en
Cadena de la Polimerasa.

El disefio de los iniciadores a utilizar en la PCR, se realizé en el Laboratorio de
Biotecnologia del CENID-MA (INIFAP), y se sintetizaron por la Unidad de
Sintesis y Secuenciacion de ADN del instituto de Biotecnologia de la UNAM,

bajo un pedido comercial.
Cada PCR fue realizada con una mezcla de reaccion la cual contuvo: 1.8 mM

Mg CI2 de amortiguador de reaccion con Mg CI2 (10 X), .2 yM de mezcla de
nucledtidos grado PCR, .2 yM de cada iniciador, 3.7 Unidades/reaccion de
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enzima Taq polimerasa de alta fidelidad y 750 ng por reaccion de ADN en un
volumen final de 50 L. Las condiciones encontradas par a la amplificacion por
PCR fueron las siguientes:

Desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos en tres
etapas cada uno; Desnaturalizacién a 95°C por 30 segundos, alineamiento a
60°C por 30 segundos, elongacion a 72°C por 30 segundos, finalizando con la
extension final a 72°C por 3 minutos mediante un termociclador PCR BioRad.
Al finalizar la PCR, el producto fue analizado mediante electroforesis horizontal
en un gel de agarosa al 1.5%, conteniendo 10 pl de bromuro de etidio y

visualizado en un transiluminador con luz UV.

Las amplificaciones que comparadas con el marcador de pares de bases

correspondieran con el amplicdn de 196 pb, se consideraron positivas.

5.4.- Purificacién y secuenciacion

Veintisiete productos de PCR positivos de interés, fueron recuperados del gel
y purificados siguiendo las indicaciones del Kit comercial extraccion en gel
QUIAQuick® (250) marca Quiagen con numero de catalogo 28706. El
Amplicon purificado fue almacenado a -20°C hasta su posterior secuenciacion
nucelotidica, la cual fue realizada mediante el método de Sanger en la Unidad
de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia, UNAM ubicado en
Av. Universidad #2001, Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, CDMX 62210,
bajo una solicitud de servicio.

Los cromatogramas recibidos fueron analizados y editados mediante el uso de
la paqueteria del Software Bioedit®, para la obtencion de secuencias limpias,
asi mismo cada una de las secuencias fue analizada con la herramienta BLAST

para determinar identidad genética.
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5.5.- Analisis filogenético

Las veintisiete secuencias obtenidas fueron sometidas a un alineamiento
multiple, usando el algoritmo MUSCLE mediante el Software Mega version 6,
y comparadas con 36 secuencias tomadas de la base de datos del GenBank,
de los cuales catorce son representativos de todos los genotipos reportados
hasta la fecha del PVB.

Para el analisis filogenético se uso el software MEGA 6 ® (Tamura et al. 2013)
para el cual se consideraron los siguientes parametros: Como modelo de
sustitucién nucleotidica se utilizé el método de Kimura dos parametros (Kimura
1980), elegido con base en el valor obtenido por el criterio de informacién
bayesiana. Como método de reconstruccion filogenética se utilizé el método de
Maxima Verosimilitud (Guindon & Gascuel 2003), como método de soporte

estadistico se utilizaron 1000 réplicas de boostraps (Felsenstein 2008).

Posteriormente, con la finalidad de conocer la relacion filogenética de las
secuencias encontradas en el estudio, con otros previamente publicados en
otros paises, se realizd una reconstruccion filogenética con secuencias

procedentes del GenBank.

6.- RESULTADOS
6.1.- Deteccion molecular.

6.1.1.- Caracteristicas de los iniciadores disenados

Cuadro 1. Caracteristicas de los iniciadores disefiados.
%

Iniciador Secuencia 5° Tamafio GC Tm? Amplicén
L1Efor

3291 TCTATCGGGGCCAAAACTGT 20 50 60°C

L1Erev 196 pb

3292 GGTGCCCAGTTACAGTACCT 20 55 60°C

aTm propuesta por el fabricante posterior a la sintesis de los iniciadores (IBT-UNAM)
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6.2.- Amplificacion mediante PCR

Una vez que se estandarizé la técnica de PCR para detectar el ADN viral del
PVB, los productos positivos amplificaron bandas de 196 pares de bases (pb)
de nucledtidos (Figura 6). Los resultados para las 45 muestras analizadas se

muestran en el (Cuadro 2).

300 pb . 196 pb
— i - PR — vos e - S e ———
100 pb

Figura 6. Visualizacion de productos de amplificacion de 196 pb

de un fragmento del gen /1 de PVB. Gel de agarosa al 1.5 % en TAE

1X, tefiido con bromuro de etidio y separados mediante electroforesis. El carril
1 contiene marcador de pares de bases (100 pb). Los carriles 2 y 4 contienen
el control negativo y positivo respectivamente. Del carril 5 al 14 contiene
productos de amplificacion de las muestras de campo de bovinos del estado

de Tamaulipas.

De un total de 45 muestras evaluadas mediante la prueba de PCR, se
detectaron 27 (60 %) muestras positivas al PVB y 18 (40%) resultaron
negativas a la prueba. De este modo, se puede deducir que se detectd el 100%
en el total de bovinos evaluados para la regién Noreste y un 56 % para la region

Sureste.
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Cuadro 2. PCR positivo a un fragmento del gen L7 del PVB, correspondiente
a muestras de tres regiones diferentes del Estado de Tamaulipas

L. S Positivos Negativos
Region Municipio n (%) (%)
Noreste A 3 3 (100.0) 0 (0.0)

B 1 1(100.0) 0 (0.0)
Total 4 4 (100.0) 0 (0.0)
Sureste Cc 15 9 (60.0) 6 (40)
D 26 14 (53.8) 12 (46.6)
Total 41 23 (56.0) 18 (44.0)
Total
Evaluados 45 27 (60.0) 18 (40.0)

* A: Reynosa; B: Diaz Ordaz; C: Aldama; D: Soto La Marina

6.3.- Secuenciacion nucleotidica.
A partir de las muestras positivas a 196 nt. el ADN de cada una de ellas se
purifico y se secuencid, para posteriormente editarlas quedando131 nt. por

muestra.

6.4.- Analisis filogenético
La inferencia del arbol filogenético se realizd a partir las secuencias de
diferentes subtipos y regiones del mundo publicadas en el GenBank. Los datos

de las secuencias se muestran en el Cuadro 3.

Las secuencias de las muestras analizadas, asi como las correspondientes a
los numeros de acceso X02346, AB626705, X0246 Y KC595244 se agruparon
en el mismo clado dentro del subtipo 1 de PVB que corresponde a la
clasificaciéon Deltapapilomavirus, como se puede observar que el valor de la
distancia entre las diferentes muestras de este estudio es “cero” (Figura 7).
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Cuadro 3. Distribucién de subtipos basados en secuencias
del gen L1 del PVB referidas.

Pais

E.UA
E.UA
Reino Unido
Reino Unido
E.UA
Alemania
Japon
Japon
Japon
Japon
Japon
Japon
Brasil
E.UA
Japon
Reino Unido
Brasil
Japon
E.UA
Japon
Japon
Japon
Japon
E.UA
E.UA
Japon
China
China
China
Brasil
Polonia
Brasil
Suecia
Japon
Reino Unido

No.acceso Subtipo Especie Referencia
GenBank

X02346 PVB1 Bovino Chen Ellson,1982
M20219 PVB2 Bovino *

AJ620207 PVB3 Bovino *

X05817 PVB4 Bovino Campo Saveria, 1987
AJ620206 PVB5 Bovino *

AJ620208 PVB6 Bovino *
DQ217793 PVB7 Bovino Owaga Tomika,2004
DQ098913 PVB8 Bovino Yoshimi Tomita 2007 (1)
AB331650 PVB9 Bovino Shinichi Hatama 2008
EU360723 PVB10 Bovino Owaga Tomika 2004
AB543507 PVB11 Bovino Hatama Sichini 2011
JF834523 PVB12 Bovino Zhu Wei 2011
JQ798171 PVB13 Bovino Lunardi Michele 2012
KP276343 PVB14 Felino (S) Munday John 2014
AB626705 PVB1 Bovino *

JX678969 PVB1 Equino (S) AD Wilson 2012
KU674833 PVB2 Bovino Claudio W Canal 2016
AB845589 PVB6 Bovino *
NC004197 PVB3 Bovino Robert D Burk 2017
AB331651 PVB10 Bovino Shinichi Hatama 2008
KF017607 PVB10 Bovino Takeshi Haga 2014
NC028126 PVB12 Bovino Takeshi Haga 2012
NC007612 PVB7 Bovino Yoshimi Tomita 2007 (2)
AF457465 PVB5 Bovino Robert D Burk 2017
NC004195 PVB5 Bovino Robert D Burk 2017
DQ098917 PVB8 Bison europeo Yoshimi Tomita 2007 (1)
KM258443 PVB2 Bovino Feng Pang 2014
KM455051 PVB13 Bovino *
KC878306 PVB2 Bovino *

KP701430 PVB2 Bovino Claudio W. Canal 2015
KF284153 PVB2 Bovino *
KC595244 PVB1 Equino (S) *
AF485377 PVB Bovino Bengt G. Hansson 2002
AY426555 PVB Bovino Yoshimi Tomita 2004

u23379 PVB1 Equus asinus (S) *

(S) Sarcoide.

* Registrado directo en GenBank
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Figura 7. Arbol filogenético de un fragmento de 196 pb del gen L1 del PVB. La inferencia se realiz6
utilizando la paqueteria MEGA version 6.0, mediante el método de méaxima verosimilitud con 1000

réplicas.
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7.- DISCUSION

Como ya se menciond, esta enfermedad induce a la presentacion de papilomas
del epitelio cutaneo y mucoso del ganado. Los papilomas son considerados
tumores benignos, y muchos de ellos presentan regresion espontanea antes
de causar problemas al huésped. Una de las razones principales para que la
infeccion persista es la baja respuesta inmune hacia los PVB. El virus evade la
respuesta inmune gracias a que su ciclo de vida esta confinado al epitelio,
donde infectan a las células epiteliales basales y después prolifera. El genoma
viral se mantiene como material extracromosomal dentro del nucleo, razén por
la cual, la ausencia del papiloma no es indicativo de que el animal esté sano.
Se ha detectado ADN viral que se encuentra latente en el epitelio de piel sana
(W. F.H. Jarrett et al. 1978; Ogawa et al. 2004), por lo que mediante el uso de
la técnica de la PCR el ADN viral puede amplificarse selectivamente para

obtener las secuencias virales presentes en la muestra bioldgica.

La deteccion de la enfermedad se ha reportado en los estados de Yucatan y
Veracruz de manera clinica, y solo se determina mediante histopatologia o de
manera cualitativa (Vivas et al. 2015; De Jesus Arieta Roman et al. 2014). Este
tipo de técnicas no detectan la presencia directa del virus, sino que
indirectamente detectan las secuelas clinicas de la infeccion viral (IARC, 2007).

Hasta el afio 2016, no existian reportes cientificos identificando los subtipos de
PVB presentes en México. En un estudio realizado por Rojas-Anaya y
colaboradores (2016), en donde utilizaron muestras de verrugas de bovinos del
Estado de Tamaulipas, detectaron el gen E7 del genoma viral, se identificaron

asi los subtipos 1y 2 de PVB por primera vez en México.
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El arbol filogenético demostré una relacion estrecha, entre las muestras de
origen mexicano con muestras del mismo tipo aisladas en los Estados Unidos.
Los resultados obtenidos coinciden con el hecho de que los subtipos 1y 2,
parecen ser los mas frecuentemente identificados en el mundo (Pathania et al.
2012; Araldi et al. 2014; Santos et al. 2016; Alcantara et al. 2015).

En el presente trabajo se detecté un fragmento de 196 pb, correspondiente al
gen L1 del genoma del virus de papiloma bovino, utilizando la técnica de PCR
obtenido en muestras de verrugas en el ganado vacuno, de dos regiones del

estado de Tamaulipas, México.

La mayoria de los protocolos utilizan cebadores dirigidos a una region
altamente conservada del gen L1, lo que ha permitido que sean utilizados para
la identificacion de diferentes tipos de PV en los ultimos 15 afos (De Villiers et
al. 2004; IARC 2007).

Los iniciadores utilizados en esta investigacion, fueron disefiados en el
Departamento de Biotecnologia en Salud Animal del CENID-MA (INIFAP), y
son capaces de detectar los PVB 1, 2, 13 y 14. El disefio de éstos fue
necesario, ya que al utilizar unos iniciadores reportados previamente en la
literatura (Forslund et al.1999), no se obtuvo amplificacion del fragmento de
interés. Por otro lado, en Brasil (Stocco dos Santos et al., 1998; Freitas et al.,
2003; Lunardi et al., 2010), Japon (Ogawa et al. 2004; Ogawa et al. 2007,
Maeda et al. 2007; Tomita et al. 2007) y Suecia (Ahola et al. 1986) se ha
detectado PVB 1 mediante la utilizacidn de distintos inciadores, que amplifican
otras regiones del gen L1 diferentes a la region detectada en nuestro estudio.

De los municipios de Reynosa, Diaz Ordaz, Aldama y Soto La Marina se

obtuvieron muestras de bovinos con manifestacién clinica de papilomatosis,

éstos no mostraron alteraciones clinicas graves ni especificas, manteniendo
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sus constantes fisioldégicas normales, sin presentar anorexia ni decaimiento.
Las verrugas fueron tomadas de la region de la cabeza, cuello y extremidades,
las cuales presentaban morfologia en coliflor. En la literatura se reporta que
papilomas con estas caracteristicas y en estas regiones anatdmicas son
ocasionados por los tipos de PVB 1 y 2 (R. Haskell 2011; Bradford P. 2007;
Grant Maxie 2016).

Como se menciono previamente en este trabajo, se determind el porcentaje de
muestras positivas y negativas. Se realizd un estudio epidemiolégico no
probabilistico por conveniencia, ya que se trabajé con productores que
cooperaron y por tanto no fue posible determinar una prevalencia. De las
muestras analizadas 18 resultaron negativas, esto puede justificarse por lo que
menciona Rocha et al. (1998) quien afirma que, si la muestra presenta una baja
carga viral, mediante la PCR puede no detectarse la presencia del virus.
Ademas, con el uso de la PCR, diferentes factores influyen en la sensibilidad
de la prueba, como el método de extraccion del ADN, el tamafio del fragmento
amplificado, la calidad del tejido del que se llevd a cabo la extraccion, la
cantidad y la calidad de ADN utilizado, asi como las condiciones de la PCR
(Gebara, 2004).

En el arbol filogenético obtenido en este estudio, se identifica un fragmento del
gen L1y se observa que no hay distancia filogenética entre la mayoria de las
muestras, con excepcion de una. Lo anterior sugiere que es el mismo virus el
que esta circulando entre los hatos muestreados, esto tiene un sentido logico,
ya que existe el intercambio intracomunitario de animales entre los
productores, influye también el hecho de utilizar un mismo semental o lote de
semen para el empadre e inseminacion artificial, en hembras en distintas

unidades ganaderas.
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Se puede observar que en el clado donde se agrupan los aislamientos del
presente trabajo, se encuentran cepas de distintas partes del mundo, lo cual
parece indicar que la distribucion viral es muy amplia y probablemente México,
se encuentre en una situacion similar en cuanto a la presencia de

papilomavirus del subtipo 1.

La deteccion del papilomavirus subtipo 1 en este estudio, concuerda con
trabajos anteriores (Rojas-Anaya et al. 2016) en donde se detectd el mismo
subtipo, aportando informacién base para continuar documentando la situacion
de esta enfermedad en México y no solamente algunas regiones. Es necesario
que este tipo de estudios se extienda a las regiones ganaderas de importancia

econdmica.

El BPV1 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.

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 baja 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). En el ganado, las autovacunas preparadas de
tejidos afectados de los animales infectados suelen 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 & Arundel 2002); Salib F y Farghali H, 2011).
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La exportacién de ganado bovino en pie a los Estados Unidos de América es
una de las actividades pecuarias mas importantes en nuestro pais (SIAP 2017),
las lesiones papilomatosas son un problema importante para los estados que
comercializan su ganado hacia dicho pais, ya que el valor econémico de venta

de los animales se deprecia o bien, no se realiza.

Por tal motivo, esta investigacion forma parte de los inicios en promover
esfuerzos para el estudio de la papilomatosis bovina, con el fin de contar con
meétodos de diagndstico sensibles y especificos, que coadyuven en la toma de
decisiones tanto a nivel gubernamental, como de la incitativa privada para la
mejora en la produccion de bovinos en México. La caracterizacion genética de
este virus es un conocimiento basico importante para el posterior desarrollo de

futuras vacunas, tal como se ha hecho con el virus de papiloma humano.
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8.- CONCLUSIONES

|.- Se estandarizo la técnica de la PCR con iniciadores disefiados en el CENID-
Microbiologia, que amplifican una region del gen L1 de los virus de papiloma

bovino.

Il.- La region del gen L1, fue detectada a partir de muestras de papilomas

obtenidas de bovinos.

Il.- Mediante el analisis filogenético, se detectd el virus de papiloma bovino

subtipo 1 en las muestras de verrugas analizadas.

9.- PROSPECTIVAS

1.- Disefar un par de iniciadores que amplifiquen el gen L1 completo, para
realizar un analisis de la proteina y verificar la presencia de otros subtipos

virales.

2.- Debido a que se ha documentado la presencia de papilomavirus bovino en
muestras no epiteliales, seria conveniente analizar muestras como leche,

suero, orina y semen.

3.- Para tener una visidbn mas completa de la situacion actual de la enfermedad,
es conveniente realizar un estudio epidemioldgico para determinar la
prevalencia, asi como, evaluar el impacto econdmico que produce esta

afeccion en regiones ganaderas de México.
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