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Resumen:

El objetivo del trabajo fue determinar la presencia del papilomavirus bovino (PVB) en
muestras de tejidos de bovinos con lesiones cutaneas sugerentes de papilomas, fibromas y
fibropapilomas en unidades de produccion de ganado bovino en el estado de San Luis Potosi.
Se obtuvieron 11 biopsias de piel de bovinos de entre 5 y 18 meses provenientes de sistemas
de produccion estabulado, semiestabulado y de agostadero con fines productivos de carne y
leche, con lesiones sugerentes de papilomas, fibropapilomas y carcinomas de células
escamosas. Estas muestras se procesaron mediante histopatologia y se realizd extraccién de
ADN para la deteccion del PVB mediante PCR con los oligonucleétidos FAP59/FAP64 y
MYQ09/MY11. Las lesiones se clasificaron en fibromas (45.45 %) y fibropapilomas
(54.54 %) sin que se observara distribucion de un tipo de lesion especifica de acuerdo a la
localizacion anatomica, edad, sistema de produccion o fin zootécnico. El 72.72 % (n= 8) de
las muestras mostraron resultados positivos para PVB mediante PCR; 45.45 % (n=5) con los
oligos FAP y 54.54 % (n= 6) con los oligos MY. Hasta donde se sabe, este es el primer
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estudio que describe la presencia de PVB en el estado de San Luis Potosi, por lo que estos
resultados aportan datos Utiles para establecer medidas de deteccion y control necesarias para
mejorar las condiciones zoosanitarias de los animales.
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La fibropapilomatosis bovina es una enfermedad viral infecciosa, especie especifica y de
distribucion mundial que afecta principalmente bovinos jévenes causada por el
papilomavirus bovino (PVB) asociado a diversos factores predisponentes como estados de
inmunosupresion, edad de los animales, estado nutricional, parasitosis, mal manejo, estrés,
farmacos inmunosupresores entre otros?. Los papilomavirus son una familia de virus
oncogenicos pequerios, no envueltos, capaces de infectar aves, mamiferos y peces. La familia
papillomaviridae comprende 29 géneros que agrupan 189 tipos virales, de los cuales, 120 se
han aislado de humanos, 64 de mamiferos, 3 de aves y 2 de reptiles®?).

Hasta el momento, se han caracterizado 10 tipos virales capaces de causar infeccién en
diferentes sitios anatomicos de los bovinos, y se ha descrito que dependiendo el tipo viral
sera la forma de presentacién de la lesion. Asi, el BPV-1 produce papilomas y fibropapilomas
en la regidn del pene; el tipo 2, papilomas y fibropapilomas cutaneos y del tracto alimentario;
los tipos 3 y 8, papilomas cutaneos; el tipo 4 se ha asociado a la aparicién de papilomas del
tracto gastrointestinal; el tipo 5, fibropapilomas en la ubre y los tipos 6, 9 y 10 se han
encontrado asociados a la aparicion de papilomas en ubres®?),

Los fibromas, papilomas o fibropapilomas son neoplasias proliferativas benignas que pueden
ser exofiticas o endofiticas, solitarias 0 multiples, parcialmente delimitadas, tipo placa,
papilares, con aspecto de grano de arroz o coliflor, secas y de consistencia firme que pueden
necrosarse y desprenderse o exhibir contaminacion bacteriana secundaria®?.

Estas lesiones pueden tener regresion espontanea o permanecer hasta 6 a 18 meses; en caso
de ser multiples o dependiendo de su localizacion pueden ocasionar péerdida de la condicion
corporal. Los signos clinicos varian dependiendo de su localizacion; por ejemplo, si se
localizan en espacio interdigital son dolorosos y pueden provocar cojeras o postracion. En el
tracto gastrointestinal, rara vez conducen a manifestaciones clinicas, pero pueden causar
anorexia o timpanismo. En la glandula mamaria pueden dificultar el ordefio o complicarse
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con infecciones secundarias y generar mastitis. En vagina o pene pueden interferir con el
coito, sangrar, infectarse e interferir con la reproduccion12,

Histoldgicamente los papilomas estan constituidos por proyecciones papilares de epitelio
escamoso, sostenidas por estroma fibrovascular. El epitelio de estas proyecciones exhibe
hiperplasia e hiperqueratosis, orto y paraqueratosis marcada. En algunos papilomas, los
queratinocitos, principalmente los del estrato espinoso, presentan abundante citoplasma claro
0 un halo perinuclear y nacleos picnoticos, las cuales son denominadas coilocitos (células
con cambios citopaticos). En ciertos papilomas en regresion se aprecia reduccion de la
hiperplasia epidermal, incremento en la proliferacion de fibroblastos, depdsitos de colagena
e infiltracion por linfocitos. Los fibropapilomas tienen dos componentes: el epitelio de
revestimiento que alterna con tejido fibroso dispuesto en haces cortos entrelazados y
fibroblastos reactivos. El epitelio de revestimiento no muestra cambios citopatoldgicos, pero
presenta hiperplasia marcada y acantosis plexiforme**3!4) En las lesiones grandes, el
epitelio se puede erosionar semejando fibromas, en los cuales se observa proliferacion de
fibroblastos con dep6sitos de colagena densa*®).

Se han desarrollado diferentes estrategias para la deteccion del PVB en fibromas y
fibropapilomas mediante PCR. En este sentido, los oligonucledtidos FAP59/FAP64,
disefiados a partir del andlisis de regiones conservadas del gen L1 del papilomavirus humano
(VPH), ademas de detectar un amplio espectro de tipos de VPH en tumores cutaneos y piel
sana, han demostrado ser de utilidad en la deteccion de papilomavirus cutaneos de diversas
especies, incluyendo los Papilomavirus bovinos tipo 1 - 12. De manera similar, los oligos
MYQ09/MY11, disefiados originalmente para detectar tipos de VPH asociados a la mucosa y
los genitales, han demostrado ser capaces de amplificar regiones del gen L1 de los tipos 1, 3,
5 6 del PVB(6:17),

En México solamente se han informado datos de deteccion e identificacion molecular de la
infeccion por el PVB en el estado de Tamaulipas®. No existen datos epidemiol6gicos sobre
la incidencia, prevalencia o los tipos virales mas frecuentemente involucrados en el desarrollo
de papilomas o fibropapilomas en ganado bovino de otras regiones del pais. El objetivo de
este trabajo es determinar la presencia de diferentes tipos de PVB en muestras de tejidos de
bovinos con lesiones cutaneas con diagndstico histopatolégico de papilomas vy
fibropapilomas en diferentes regiones del estado de San Luis Potosi.

Se obtuvieron biopsias incisionales y excisionales de piel de bovino con lesiones sugerentes

de fibromas, papilomas, y fibropapilomas de 11 animales de diferentes regiones del estado
de San Luis Potosi (Cuadro 1y Figura 1).
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Cuadro 1: Caracteristicas de los bovinos incluidos en el muestreo

ID Raza Edad Sexo Sistema _d,e Ubicacién
produccion

1 Suizo-Cebl 18 meses hembra Estabulado Tamuin
2 Suizo-Cebu 5meses macho Agostadero Eban
3 Lidia 6 meses macho Estabulado Villa de Reyes
4  Cruzade 6 meses macho Semi- Villa de Zaragoza

Suizo estabulado
5 Holstein 15 meses hembra Estabulado Soledad de Graciano Sanchez
6  Holstein 10 meses hembra Estabulado Soledad de Graciano Sanchez
7  Holstein 10 meses hembra Estabulado Soledad de Graciano Sanchez
8 Holstein 12 meses hembra Estabulado Soledad de Graciano Sanchez
9  Holstein 13 meses hembra Estabulado Soledad de Graciano Sanchez
10 Cruzade 7meses macho Agostadero Tamuin

Ceba
11 Cruzade 8 meses macho Semi- Tamasopo

Suizo estabulado

Figura 1: Localizacion geogréfica y cantidad de muestras obtenidas en las localidades del
estado de San Luis Potosi

El tejido diseccionado se fragmento en porciones pequerias las cuales se dividieron para su
estudio en dos partes: la primera porcion se colocé en tubos Falcon de 15 ml con formalina
al 10%, para su evaluacion histopatoldgica y la segunda porcion se colocé en una solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.2 para la realizacion de PCR. Las muestras en PBS se
colocaron en un contenedor criogénico y se transportaron al Laboratorio de Inmunologia y
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Virologia de la UASLP para su procesamiento. Las muestras colocadas en formaldehido
fueron transportadas a temperatura ambiente al mismo laboratorio.

Para la evaluacion histopatologica, los fragmentos de tejido previamente fijados en formalina
al 10%, se incluyeron en parafina y se procesaron por la técnica histologica de rutina, se
hicieron cortes de 3 a 5 um de grosor Yy se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E).

Para la extraccion de ADN de las muestras colectadas se procesaron 25 mg de tejido con el
juego de reactivos DNeasy Blood &Tissue (Qiagen, Valencia, California, EUA) siguiendo el
procedimiento establecido por el fabricante. EI ADN extraido fue almacenado a -80°C hasta
su uso. Para comprobar la pureza y cuantificar el ADN extraido, se empled un
microespectofotometro de gota Nano-200 (All sheng, Beijing, China). Para verificar la
integridad del ADN, se realiz6 una electroforesis en gel TAE-Agarosa al 2%.

Las muestras de ADN fueron sometidas a PCR empleando las parejas de oligos FAP-59/FAP-
64 (Macrogen, Seoul Rep. de Korea) (FAP-59: 5-TAACWGTIGGICAYCCWTATT-3;
FAP-64: 5'- CCWATATCWVHCATITCICCATC-3) y MY-09/MY-11 (IDT, San Diego,
California, USA) (MY-09: 5- CGTCCAAAAGGAAACTGAGC-3; MY-11: 5'-
GCACAGGGACATAACAATGG-3"). Ambas parejas de oligos detectan el marco abierto de
lectura del gen de la proteina mayoritaria de la cipside L1, altamente conservada en todos
los tipos de PV bovinos y humanos.

Se prepararon mezclas de PCR de 50ul con el juego de reactivos para PCR Invitrogen
(Invitrogen, Massachusetts, USA). Estas mezclas contenian: buffer 1x, DNTp 200 uM,
MgCl> 2mM, oligonucledtidos 20 pM y 5 Ul de Taq polimerasa y 10 ng de ADN. Estas
mezclas se colocaron en un Termociclador Multigene Optimax (LabNET, California, USA).
Para los oligos MY09/MY 11, el programa de PCR consistié en 10 min de desnaturalizacion
inicial a 94 °C, 35 ciclos de 90 seg a 94 °C, 60 seg a 50 °C, 90 seg a 72 °C y una extension
final de 5 min a 72 °C. Para la pareja FAP59/FAP64, el programa empleado consisti6 en 10
min de desnaturalizacion inicial a 94 °C, 45 ciclos de 90 seg a 94 °C, 90 seg a 50 °C, 90 seg
a 72°C y una extension final de 5 mina 72 °C.

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis de 5 pl del producto en gel
de TAE-agarosa al 2%. La electroforesis se realiz6 aplicando un voltaje de 80 V durante 80
min; transcurrido este tiempo, el gel se impregnd con bromuro de etidio (Sigma - Aldrich,
Missouri, EUA) y la imagen se capturé con un fotodocumentador Gel Doc EZ System
(BioRad, Hercules, California, EUA).

Las secciones histoldgicas de las 11 biopsias de piel, presentaban caracteristicas en comun

tales como hiperplasia irregular e hiperqueratosis marcadas de la epidermis, erosiones,
ulceras y costras serocelulares, en algunas, se observaron ademas proyecciones papilares
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sostenidas por estroma fibrovascular que alterna con colagena densa y degeneracion epitelial
balonoide con cuerpos de inclusion. En la dermis se observd proliferacion de tejido conectivo
fibroso maduro, entremezclado con fibroblastos reactivos, colagena densa, vasos linfaticos
de nueva formacién, asi como multiples agregados de linfocitos, células plasmaticas y
macrofagos. Ademas, en una de las secciones de tejido se apreciaron células epiteliales
atipicas dispersas, las cuales presentaban pérdida de la relacion nucleo citoplasma, abundante
citoplasma intensamente eosinofilico; nucleo grande, con escotaduras, cromatina desplazada
a la periferia y uno a tres nucléolos evidentes (Figura 2).

Figura 2: Lesiones histoldgicas representativas de los fibromas, papilomas y
fibropapilomas encontrados en la piel del ganado

e

RL ™ o Ay R O G
A) Fibropapiloma: la epidermis exhibe hiperplasia irregular e hiperqueratosis marcada difusa, asi como
formacion de proyecciones papilares sostenidas por estroma fibrovascular. H&E, 4X;

B) Fibroma: la epidermis exhibe hiperplasia irregular e hiperqueratosis marcada difusa, en la dermis se
observa proliferacion de tejido conectivo fibroso entremezclado con vasos sanguineos congestionados y
agregados de linfocitos y células plasméticas. H&E, 4X;

C) Fibroma: la epidermis exhibe hiperplasia irregular e hiperqueratosis marcada, ademas se observa
degeneracion balonoide de los queratinocitos en diferentes estratos; en la dermis se aprecia proliferacion de
fibroblastos reactivos y agregados de linfocitos y células plasmaticas. H&E, 10X; D y E) Fibroma: los
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queratinocitos exhiben degeneracion balonoide y presencia de estructuras anfofilicas amorfas compatibles con
cuerpos de inclusién (Flecha) H&E, 100X;
F) Fibroma: algunas células epiteliales exhiben marcada anisocariosis con pérdida de la relacién nucleo
citoplasma, abundante citoplasma intensamente eosinofilico; nicleo grande, con escotaduras, cromatina
desplazada a la periferia y uno a tres nucléolos evidentes. H&E, 40X.

Las lesiones histoldgicas observadas fueron sugerentes de un proceso neoplasico benigno de
tipo viral compatibles con fibromas y fibropapilomas con base en caracteristicas como:
hiperplasia irregular e hiperqueratosis epidérmica, presencia de proyecciones papilares de la
epidermis; proliferacion de tejido conectivo fibroso maduro, entremezclado con fibroblastos
reactivos, coldgena densa y agregados de linfocitos, células plasmaticas y macréfagos.
Ademaés de presencia de coilocitos y cuerpos de inclusion anfofilicos intranucleares. Los
diagndsticos histopatoldgicos definitivos se resumen en el Cuadro 2.

Cuadro 2: Finalidad de explotacion de los bovinos, resultados histologicos y de PCR de las
muestras obtenidas

ID Propésito de cria Diagnostico histologico PCR FAP PCR MY
1 Carne Fibroma - +
2 Carne Fibropapiloma - -
3 Exhibicion Fibropapiloma - +
4 Carne Fibroma + +
5 Leche Fibropapiloma + +
6 Leche Fibropapiloma + +
7 Leche Fibroma - -
8 Leche Fibroma - -
9 Leche Fibropapiloma - -
10 Carne Fibroma + -
11 Carne Fibropapiloma + -
Total 5 6

En la reaccion de amplificacion con los oligos FAP59/FAP64, se observo un amplicon de
entre 480 a 538 pb correspondiente al producto de la amplificacion por PCR del gen L1 de
PVB en el 45.45 % del total de las muestras (n=5). En el 27.27 % (n= 3) del total de las
muestras, no se observo ningln producto de PCR. De manera global, hasta un 72 % de las
muestras fueron positivas para secuencias de ADN correspondientes a secuencias del gen L1
del virus del PVB (Figura 3 y Cuadro 2).
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Figura 3: Producto de PCR con los oligos FAP59/FAP64

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Carril 1: muestra 5, amplicdn de 485 pb. Carril 2: muestra 6, amplicon de 511 pb; Carril 7: muestra 10,
amplicon de 521 pb; Carril 9: muestra 11, amplicon de 515 pb; Carril 11: muestra 4, amplicén de 513 pb.
Carril 12: testigo negativo (Sin DNA); Carril 13: escalera de 100 pb. Carriles 3, 4, 5, 6, 8 y 10: no se observa
producto de PCR.

El andlisis electroforético de los productos de PCR obtenidos con los oligos MY09/MY11
mostrd bandas de entre 470 a 490 pb en las muestras 1, 2, 5, 6, 8 y 9 (54.5 % del total de las
muestras), este amplicdn es coincidente con el esperado para la PCR del gen L1 del virus del
PVB (Figura 4).

Figura 4: PCR con los oligos MY(09/11
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Carril 1: muestra 5, amplicén de 472 pb. Carril 2: muestra 6, amplicon de 479 pb; Carril 5: muestra 9,
amplicon de 492 pb; Carril 6: muestra 1, amplicon de 488 pb; Carril 8: muestra 3, amplicon de 483 pb. Carril
9: muestra 4, amplicén de 486 pb Carril 12: testigo negativo (Sin DNA); Carril 13: escalera de 100 pb.
Carriles 3, 4, 7, 10 y 11: no se observa producto de PCR.
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La mayoria de las lesiones examinadas fueron sugerentes de fibromas, sin embargo, es
importante considerar que algunos papilomas y fibropapilomas pueden presentar regresion o
cambios morfoldgicos durante su evolucion que los hacen semejar fibromas en funcion de la
cronicidad y estado inmunoldgico del animal®®®, Por esta razon es altamente probable que
la incidencia de fibromas reportada en este trabajo esté sobreestimada con respecto al
momento en que los animales fueron muestreados, dado que la etiologia y evolucion de estas
lesiones pueden seguir un patréon comun.

Las muestras incluidas en este estudio provenian de piel de diferentes regiones anatomicas
de bovinos sin que se observara un patrén de restriccion de las lesiones a una zona
determinada en el cuerpo del animal. Estos resultados concuerdan con lo descrito por
Borzacchiello et al quienes sefialan que la presentacion de lesiones cutaneas en la infeccion
por PVB puede ser de manera generalizada y que ademas el sitio de aparicion de estas
lesiones se pueden correlacionar con el tipo viral involucrado.

Dado que las lesiones muestreadas se presentaron unicamente en la piel de los bovinos, es
probable que los tipos virales involucrados correspondan al PVB-2, PVB-3, PVB-6 PVB-8
PVB-9 o PVB-10. Este hallazgo, sin embargo, deberd ser confirmado mediante
secuenciacion de los productos de PCR obtenidos.

Hasta donde se sabe, este es el primer trabajo que se ocupa de la deteccion a nivel molecular
de la infeccion por el PVB en bovinos del estado de San Luis Potosi. Por lo cual los datos
contenidos en este trabajo sefialan las areas de oportunidad en las cuales es necesario trabajar
para implementar las medidas de deteccion y control necesarias para impactar
favorablemente en la salud de los animales y mejorar la calidad de los productos pecuarios.

En la evaluacion histologica, las lesiones mas frecuentemente observadas en los fragmentos
de piel, fueron la hiperplasia irregular de la epidermis, hiperqueratosis marcada difusa y
degeneracion balonoide de queratinocitos y en la dermis, proliferacion de fibroblastos
reactivos, tejido conectivo fibroso y agregados de linfocitos y células plasmaticas. Estas
caracteristicas han sido sefialadas en extenso como lesiones sugerentes de una infeccion por
papilomavirus®®20),

Estudios previos realizados en Japon empleando la pareja de oligos FAP-59 / FAP-64
informan una prevalencia de hasta el 100% de PVB en lesiones cutaneas®?. Un estudio en
Iran informa una prevalencia del 12.5 % en ganado Holstein®®. En el presente estudio se
encontré una frecuencia global de infeccion por algun tipo de PVB del 72 %; dato similar a
lo informado por Santos et al® quienes encontraron una prevalencia de hasta el 86 % de
muestras positivas a PVB en Brasil, y por Rojas et al*® quienes informan de 2 a 70 % de
muestras positivas en el estado de Tamaulipas, México. En el 27.27 % de las muestras, las
lesiones histoldgicas fueron altamente sugestivas de una infeccion viral, sin embargo, estas
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resultaron negativas por PCR a PVB por lo que no se descarta la posibilidad de asociacion
del PVB con estas lesiones, debido al proceso de integracion gendmica presente en la historia
natural de la infeccion por PVB®*24),

Las infecciones por papilomavirus se han descrito en todo el mundo, aunque no todos los
genotipos presentan la misma prevalencia regional®?>%%), En este trabajo se incluyeron
muestras colectadas de bovinos de las regiones centro y huasteca del estado de San Luis
Potosi, México, las cuales poseen climas muy diferentes entre si (seco arido en el centro y
subtropical en la huasteca). A pesar de que la mayoria de las muestras provenian de la regién
centro, los habitantes de las localidades de la region huasteca del estado informan de forma
empirica una mayor incidencia de lesiones sugerentes de infeccion por PVB lo que concuerda
con lo informado por Violet et al®” quienes sefialan una probable asociacion entre la
frecuencia de presentacion de papilomatosis cutanea y climas de tipo tropical lluvioso.

En este trabajo se describid por primera ocasion la presencia de PVB en bovinos del estado
de San Luis Potosi, México. La presencia de este agente en bovinos de la entidad es alta, pero
se considera similar a la encontrada en una region aledafia al estado y no se encuentra
restringida a un patrén de presentacion relacionado con la edad, raza o sistema de produccion
de los animales. Debido a que los tipos de PVB circulantes en el estado de SLP no han sido
caracterizados hasta el tipo viral, es importante su identificacion, lo que permitira caracterizar
patrones de distribucion especificos (cluster) y el desarrollo de biolégicos efectivos
especificamente contra estos tipos virales.
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