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Resumen
Los virus del papiloma bovino son un grupo creciente de papilomavirus que infecta al ganado
bovino, ocasionando la papilomatosis bovina. Este virus esta relacionado con enfermedades de
relevancia veterinaria y es considerado un modelo para el estudio del virus del papiloma
humano, pues poseen caracteristicas similares. Por lo anterior, se realizé la caracterizacién e
identificacion molecular del virus del papiloma bovino con el objetivo de determinar su
diversidad genotipica en la zona. Para ello, se extrajeron verrugas de bovinos con
papilomatosis encontrados en distintas fincas de Santo Domingo, Ecuador; luego, las verrugas
obtenidas se sometieron a un proceso de extraccion directa de ADN; posteriormente, se
estandarizé una PCR para la amplificacion parcial del gen L1 del BPV mediante un gradiente
de temperatura en el proceso de anillamiento; los resultados se visualizaron por electroforesis
en gel de agarosa y los productos de PCR fueron secuenciados mediante Sanger; finalmente,
se elabord un andlisis filogenético con las secuencias obtenidas. Como resultados, se obtuvo
una temperatura 6ptima de anillamiento de 48°C y luego de la secuenciacién, se identificaron
los tipos BPV1, BPV2, BPV4, BPV6, BPV8, BPV9, BPV10, BPV13, BPV14 y BPV43. Ademas,
se identifico el nuevo tipo putativo BPV-CR2 proveniente de Costa Rica y el nuevo tipo viral
BPV/BR-UELO08 reportado en Brasil. Adicionalmente, se reportd una nueva especie putativa del
BPV, nombrada BPVEC2024_22.1, perteneciente al género Xipapillomavirus. Gracias a este
estudio se logré determinar la diversidad genotipica del BPV en la zona, ayudando a identificar
tipos virales asociados a multiples enfermedades.

Palabras clave: BPV, papilomavirus, caracterizacion, PCR, secuenciacion.



Abstract
Bovine papillomaviruses (BPVs) are a crescent group of papillomaviruses that infect cattle,
causing bovine papillomatosis. These viruses are related to diseases with veterinary relevance
and it are also considered as a model for the study of human papillomavirus, since its similar
characteristics. Therefore, the aim of this study was to determinate the genotypic diversity of
bovine papillomavirus in the area, by carrying out a characterization and molecular identification
of this virus. To this purpose, a specific sampling protocol were followed to obtain warts from
animals with papillomatosis located in farms near UFA-ESPE, then, a direct DNA extraction
process was carried out to the warts obtained previously; subsequently, the partial L1 gene of
BPV were amplified by a PCR process previously standardized by using a gradient of
temperature in the annealing step. The DNA were visualized by agarose gel electrophoresis,
PCR products were sequenced with Sanger and sequences were used for phylogenetic
analysis. As results, an optimal annealing temperature of 48°C were obtained. After sequencing
process, viral types BPV1, BPV2, BPV4, BPV6, BPV8, BPV9, BPV10, BPV13, BPV14 and
BPV43 were identified. In addition, here we identified the putative novel viral type BPV-CR2
from Costa Rica and the novel viral type BPV/BR-UELO8 reported in Brazil. Furthermore, a
putative novel specie of BPV was reported, named BPVEC2024_22.1, that is presumed to
belong to the genus Xipapillomavirus. Thanks to this study, it was possible to determine the
genotypic diversity of BPV in the area, helping to identify viral types associated with multiple
diseases.

Key words: BPV, papillomavirus, characterization, PCR, sequencing.



Introducciéon y estado del arte
Introduccién

La papilomatosis es una enfermedad causada por el papilomavirus, un virus de la
familia Papillomaviridae que afecta a la mayoria de los animales vertebrados, incluyendo al
hombre, y es caracterizada por la generacion de “verrugas” o “papilomas” en varias partes del
cuerpo. El virus del papiloma bovino (BPV del inglés Bovine Papilloma Virus) es uno de los mas
estudiados en este grupo porque compromete en gran medida la salud del ganado vacuno al
presentar estas verrugas en boca, glandulas mamarias, parpados, entre otras partes del
cuerpo; ademas, se relaciona con algunas enfermedades de relevancia veterinaria, como
mastitis, hematuria enzodtica y cancer de vejiga o es6fago, que estan arraigadas a su vez a
problemas de higiene, infecciones bacterianas, dolor, dificultades durante el ordefio mecanico y
en ocasiones, la muerte (Araldi et al., 2017; Ugochukwu et al., 2019).

El BPV es un grupo creciente de papilomavirus que infectan el epitelio escamoso y la
mucosa del hospedero, ocasionando la papilomatosis bovina (Daudt et al., 2018; Ugochukwu
et al., 2019). Su estructura genémica es simple, cuya region codificante expresa diferentes
proteinas con funciones estructurales, reguladoras, oncogénicas e inmunogénicas (Daudt et al.,
2018). La papilomatosis bovina puede ocurrir por la infeccion de uno o varios tipos de BPV, de
los cuales se habian identificado sélo 6 a inicios de los 80s; no obstante, con el paso del tiempo
y gracias a técnicas de biologia molecular, se ha determinado una taxonomia mas diversa,
similar a la del papilomavirus humano, existiendo actualmente 44 tipos virales descritos
(Lunardi et al., 2013, p. 22; National Institute of Allergy & Infectious Diseases, 2023).

El BPV es cosmopolita y se distribuye por todo el mundo, siendo prevalente en paises
de Asia, Europa y Africa; en América se ha reportado en paises como México y Brasil,
existiendo en este ultimo un 60% estimado del ganado bovino, valor que podria ser aun mayor
por infecciones asintomaticas (Araldi et al., 2017; Ugochukwu et al., 2019). Esto sumado a la

ausencia de mas estudios epidemiologicos sobre su distribucion y el desconocimiento de la



prevalencia real de los tipos de BPV en cada pais, ocasiona dificultades para la busqueda de
soluciones tempranas para estas infecciones, como el desarrollo de vacunas (Araldi et al.,
2017, p. 6).

En Ecuador, la diversidad molecular del BPV es un tema aun sin explorar, con limitada
informacion disponible sobre la prevalencia y las caracteristicas genémicas de los distintos
tipos presentes en zonas de alta productividad afectadas por la papilomatosis bovina
(Villagomez, 2020).

Las lesiones que se generan por infecciones con BPV generalmente son benignas y
desaparecen en algunos casos o0 pueden progresar a neoplasias malignas. En estos ultimos
casos, la persistencia de las lesiones puede ocasionar problemas para la alimentacion,
respiracion y otras enfermedades que requieren someter al animal a eutanasia (Araldi et al.,
2017, p. 6). Esto supone importantes pérdidas econdmicas si no se tiene un control y manejo
adecuado. A pesar de los esfuerzos por controlar la enfermedad, los tratamientos actuales no
parecen ser lo suficientemente eficientes y el mejor método de prevencién continda siendo la
inmunizacion; sin embargo, hasta la actualidad no existe una vacuna comercial para la
papilomatosis bovina disponible en el pais (Araldi et al., 2017; Ugochukwu et al., 2019).

Los estudios sobre sobre la diversidad y prevalencia del BPV son necesarios para el
desarrollo de nuevos métodos terapéuticos, debido a que la inmunidad que se genera es
especifica a la especie de virus (Araldi et al., 2017). Por ello, el realizar una caracterizacion
molecular de los diferentes tipos de BPV existentes en zonas geograficas especificas del
Ecuador, sentaria las bases para la investigacion encaminada a la elaboracion de posibles
vacunas contra esta enfermedad; ademas, permitiria fortalecer el entendimiento de su
diversidad taxondémica y las implicaciones necesarias para su control.

En el presente trabajo se plante6 caracterizar molecularmente el virus del papiloma
bovino en areas de influencia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE sede Santo

Domingo, de modo que sea posible identificar en la zona fincas con bovinos con papilomatosis,



para realizar muestreos y registro fotografico; con ello, realizar la extraccion de ADN de las
muestras para su analisis mediante PCR-secuenciacién y asi, finalmente, con los datos
obtenidos, elaborar arboles filogenéticos para la identificacion y caracterizacion molecular del
virus.

Estado del arte

El estudio del BPV es de suma importancia para entender mejor el VPH, pues los
diferentes tipos comparten caracteristicas morfolégicas y patogénicas entre si; ademas,
investigaciones realizadas en el BPV han contribuido al entendimiento de la biologia y la
oncogénesis de los papilomavirus (Araldi et al., 2017; Ugochukwu et al., 2019). Del mismo
modo, el BPV ha demostrado ser un virus con alta diversidad taxondmica, similar a lo ya
observado con el VPH del cual se conocen aproximadamente 225 tipos (Sauthier et al., 2021).
En 2008 se mencionaron hasta 10 tipos de BPV (Borzacchiello & Roperto, 2008), para 2014 se
reportaron 13 tipos (Munday, 2014), 15 en 2017 (Araldi et al., 2017) y 29 en 2021 con 15
nuevos tipos descritos (Sauthier et al., 2021), sumando hasta la fecha 44 tipos de BPV. Esto
junto con la problematica actual relacionada con las coinfecciones por VPH, suponen que el
estudio de aquellas que ocurren con el BPV y las alternativas para su prevencion pueden
aplicarse como modelo en la papilomatosis humana.

El diagndstico del BPV puede llevarse a cabo por diversas técnicas moleculares e
inmunoldgicas, pero la mas utilizada es la PCR por su sensibilidad (Araldi et al., 2017). Cabe
recalcar que, hasta la fecha no existen primers “gold standard” para la técnica y los que se
emplean habitualmente son de dos tipos: tipo-especificos y degenerados; siendo el par
FAP59/64, que amplifica parte del gen L1, por mucho los mas utilizados y descritos en la
literatura por permitir la identificacion de nuevos tipos (Araldi et al., 2017). Los métodos, como
CISH, inmunodeteccién y técnicas histopatolégicas, se presentan como alternativas para
investigacion, pues a través de PCR no se puede determinar caracteristicas como la

localizacion del virus (Araldi et al., 2017). Otras técnicas incluyen examinacion clinica, biopsias



quirurgicas, southern blot, dot blot, reverse blot y LAMP (Loop-mediated isothermal

Amplification) (Ugochukwu et al., 2019).



Objetivos
Objetivo general
Caracterizar molecularmente el virus del papiloma bovino, en las areas de influencia de
la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.
Objetivos especificos
¢ Identificar en la zona fincas con bovinos con papilomatosis, para realizar muestreos y
registro fotografico.
e Realizar extracciones de ADN de las muestras, amplificaciones y secuenciacion de
genes especificos.
o Elaborar arboles filogenéticos para la identificacion y caracterizacion molecular de los

virus.
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Marco teérico
Virus del Papiloma Bovino (BPV)

Los papilomavirus (PVs) constituyen a un grupo diverso de virus pequefios, circulares,
sin envoltura, de cadena doble de ADN, carcindgenos, que infectan el epitelio escamoso y la
mucosa de todos los vertebrados, causando, en su mayoria, lesiones benignas proliferativas
denominadas “verrugas” o “papilomas”; pertenecen a la familia Papillomaviridae y su
clasificaciéon se basa en: género, especie, tipos, subtipos y variantes (Araldi et al., 2017; Daudt
et al., 2018; Lunardi et al., 2013; Ugochukwu et al., 2019). Los papilomavirus son
microorganismos sitio-especificos y especie-especificos, por lo que no infectan a otro
hospedero diferente al natural; el Unico caso conocido de coinfeccion es por el virus del
papiloma bovino (BPV) (Ugochukwu et al., 2019). Por su parte, el BPV representa a un grupo
creciente de PVs que infectan al ganado bovino, tanto Bos taurus como Bos indicus,
preferiblemente, ocasionando la papilomatosis bovina (Daudt et al., 2018).

Estructura viral

Todos los PVs poseen ADN gendmico con un tamafo de entre 6953 pb y 8607 pb,
donde todos sus ORFs (Open Reading Frames; Marcos de lectura abierta) se encuentran en la
misma cadena del ADN, por lo que s6lo una de estas sirve como molde para la transcripcién
(Araldi et al., 2017; Lunardi et al., 2013). La cadena codificante se divide en 2 regiones (Figura
1) clasificadas segun el estado de diferenciacién de la célula hospedera durante su expresion;
de modo que, posee una regién con 6 genes de expresion temprana (E, del inglés Early) que
codifica las proteinas E1, E2 y E4, y las oncoproteinas E5, E6 y E7; y una con 2 genes de
expresion tardia (L, del inglés Late) que codifican proteinas de la capside L1 y L2; siendo la
primera regién expresada en células basales en su estado temprano o intermedio de
maduracion y la ultima en queratinocitos diferenciados (Araldi et al., 2017; Lunardi et al., 2013).
También poseen una region no codificante denominada Region Larga de Control o Region

Reguladora Aguas arriba (LCR, del inglés Long Control Region; URR, Upstream Regulatory
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Region) que no codifica ninguna proteina, pero posee el origen de replicacién “ori” y elementos
que controlan la transcripcion (Araldi et al., 2017; Lunardi et al., 2013).
Figura 1.

Estructura genémica del BPV y expresion proteica diferencial

Capas del
epitelio o ® e e ¢ Expresiondegenes Progresion viral
_ Infeccidn viral ¢ ° e oo
Estrato = O\ O _\ & u @ . Liberacion del virus
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granuloso m @ - Ensamblaje del viridon
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Nota: Se observa la expresion de las proteinas de replicaciéon (E1 - E7) asi como las de la
capside (L1 y L2). Es posible destacar que las proteinas de la regién temprana se expresan
desde las células basales y participan en la replicacion y liberacidn del virus; mientras que, las
proteinas de la capside son estructurales, expresadas en el epitelio diferenciado y participan en
el ensamblaje del virus. Modificado de Araldi et al. (2017)

La cubierta del virus o “capside” se compone de las proteinas L1 (mayor) y L2 (menor)

en una forma icosaédrica sin envoltura lipoproteica; esta capside organiza la proteina L1 en 72
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capsomeros (pentameros) con un diametro aproximado de 600 A (Daudt et al., 2018). El
carbono C-terminal de la proteina L1 esta expuesta y juega un papel importante en la infeccion
e inmunogenicidad; mientras que, L2 contribuye a la encapsulacion y liberacién del virus (Araldi
et al., 2017; Ugochukwu et al., 2019). Por otro lado, las proteinas E1 y E2 estan involucradas
en la replicacion, transcripcion y en la estabilidad del genoma en su forma episomal; E5, E6 y
E7 se relacionan con la transformacion celular y E4 contribuye en la produccion y liberacion de
viriones, esta ultima es la proteina de mayor expresion en los PVs y, aunque su gen esta en la
region temprana, se codifica luego del proceso de diferenciacion de la célula hospedera (Araldi
et al., 2017; Daudt et al., 2018; Lunardi et al., 2013)
Taxonomia

Los BPVs se distribuyen en 5 géneros: Xipapillomavirus, Deltapapillomavirus,
Epsilonpapillomavirus, Dyoxipapillomavirus y Dyokappapapillomavirus. Actualmente, existen 44
patotipos de BPVs descritos (BPV1-BPV44), organizados segun se observa en la Tabla 1.
Dentro del mismo género se pueden encontrar distintas especies y para cada especie pueden
existir distintos tipos virales (viral types) o cepas (Lunardi et al., 2013). De estos, 6 tipos se han
caracterizado con lesiones macro y microscopicas distintivas (BPV1-6), tanto en morfologia
como en lugar; ademas, 17 patotipos (tipos de virus patogénicos) aun no tienen un género
identificado (National Institute of Allergy & Infectious Diseases, 2023; Ugochukwu et al., 2019).
Aunque no existe un estudio robusto sobre la distribucién total del BPV, los tipos BPV1 'y 2
parecen ser los mas comunes, ambos capaces de producir neoplasias benignas y malignas, y
consideradas de alto riesgo por relacionarse con el cancer de vejiga urinaria y otras afecciones

(Araldi et al., 2017; Daudt et al., 2018).
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Tabla 1.

Distribucion taxondémica de los tipos de virus de papiloma bovino

Género Especie Tipo

BPV3, BPV4, BPV6, BPV9, BPV10,

Xipapillomavirus 1
BPV11, BPV15
Xipapillomavirus Xipapillomavirus 2 BPV12

BPV17, BPV20, BPV23, BPV24, BPV26,
BPV28, BPV29

Deltapapillomavirus Deltapapillomavirus 4 BPV1, BPV2, BPV13, BPV14
Epsilonpapillomavirus 1 BPV5, BPV8
Epsilonpapillomavirus
Epsilonpapillomavirus BPV25
Dyoxipapillomavirus Dyoxipapillomavirus 1 BPV7
Dyokappapapillomavirus  Dyokappapapillomavirus BPV16, BPV18, BPV22
b b BPV19, BPV21, BPV27, BPV30 — 44.

Nota: Datos obtenidos de PaVe (Papillomavirus Episteme) (National Institute of Allergy &
Infectious Diseases, 2023). “ BPVs del género Xipapillomavirus sin especie identificada, “*”
BPVs sin especie ni género identificados.

El analisis taxondmico de estos tipos de BPV y los nuevos tipos que han surgido a lo
largo del tiempo se logra a través de la amplificacion por PCR y posterior secuenciacion del gen
L1 altamente conservado en los PVs, que, al compararse entre si, exhibe un porcentaje de
diferencia que determina la categoria (Tabla 2.) (Daudt et al., 2018). De este modo, la

denominacién tradicional de “tipo viral” representa a un papilomavirus con una diferencia de al
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menos el 10% en su secuencia (L1) en comparacion con la de cualquier otro tipo de PV
previamente identificada (Lunardi et al., 2013).
Tabla 2.

Categorias taxonémicas basadas en la secuencia del gen L1

Categoria Diferencia Identidad Esquema

Género >40% <60% (12348 G,m)\«,
Especie  11%-29% 71% - 89% 12345678 SH
Tipo >10% <90% 12345678 9!0*

i o/ _ 0 o/ _ 0 : I
Subtipo 2% -10% 90% - 98% 12345678 910

Variante <2% >98% ‘ ' l
° ° 1.2 3 456 78 910

Nota: Los colores indican: Verde, identidad; rojo, diferencia; amarillo, porcentaje de variacion
(Daudt et al., 2018; Munday, 2014)
Distribucién geogréfica y situaciéon en Ecuador

El BPV es cosmopolita y se distribuye por todo el mundo, con alta prevalencia en paises
asiaticos como Iraq e India, y europeos como Turquia, Italia, Alemania y Nigeria; en América se
ha reportado en paises como Brasil y México; de igual forma, se han identificado casos de
coinfecciones (infecciones de mas de un tipo de PVs) en Japén, Brasil, India, Alemania y Nueva
Zelanda; asi como primeros reportes en paises del nuevo mundo como Costa Rica (Alfaro-
Mora et al., 2023; Ugochukwu et al., 2019). Daudt et al. (2018) proporciona un panorama
general sobre la distribucion global de los PVs; en la Tabla 3 se presentan unicamente los
relacionados al papilomavirus bovino (p. 3). Por otro lado, uno de los pocos estudios sobre el
BPV en Ecuador reportd los tipos BPV 6, 7 y 9 en la provincia de Azuay, Cafar y El Oro (Lennin

& Andrade, 2017).
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Distribucion geografica global del virus del papiloma bovino

Tipo de BPV Pais reportado
BPV 1 Brasil, Japon, Reino Unido, Italia, India
BPV 2 Alemania, Brasil, Nueva Zelanda, Japon, India, Italia, Turquia, Corea del Sur
BPV 3 Alemania, Japoén, Brasil, China
BPV 4 Reino Unido, Brasil
BPV 5 Japon, Brasil, India
BPV 6 Reino Unido, Japén, Brasil
BPV 7 Japon, Brasil, Italia
BPV 8 Japon, Brasil
BPV 9 Japon, Brasil
BPV 10 Japon, Brasil
BPV 11 Japon, Brasil
BPV 12 Suecia, Japoén, Brasil
BPV 13 Brasil, China, Italia
BPV 14 Estados Unidos, Nueva Zelanda, Brasil
BPV15 China
BPV16 Brasil
BPV17 Brasil
BPV18 Brasil
BPV19 Brasil
BPV20 Brasil
BPV21 Brasil

BPV22

Estados Unidos




16

Tipo de BPV Pais reportado
BPV23 - 26 Brasil
BPV27 China
BPV28 - 29 Japon
BPV30 Italia
BPV31 - 44 Brasil

Nota: Datos obtenidos de Daudt et al., (2018) y actualizados de acuerdo a la informacién del
NCBI encontrada en el National Institute of Allergy & Infectious Diseases, (2023).
Patologias relacionadas
Papilomatosis bovina

El BPV esta involucrado en una gran variedad de enfermedades de relevancia
veterinaria que afectan a rumiantes domésticos y salvajes, las cuales ocasionan morbilidad
considerable en el individuo afectado, de ahi que sea considerado el grupo de papilomavirus
mas estudiado (Daudt et al., 2018; Ugochukwu et al., 2019). La afeccién general es la
papilomatosis bovina, una enfermedad infectocontagiosa neoplasica caracterizada por la
presencia de las ya mencionadas verrugas que pueden desaparecer espontaneamente o
evolucionar a neoplasmas malignos por la presencia de agentes medioambientales (Araldi
et al., 2017; Ugochukwu et al., 2019). Esta es endémica en crias de ganado carnico y lechero,
con predileccion en este ultimo, que puede ocurrir en cualquier edad, pero mayoritariamente

afecta a bovinos jovenes (Figura 2) (Araldi et al., 2017).
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Figura 2.

Bovino joven con papilomatosis

Nota: Se destaca una papilomatosis severa por todo el rostro extendiéndose hasta el cuello.
Algunas verrugas llegan a presentar hemorragia. Fuente propia.

La papilomatosis bovina es causada por la infeccion de PVs en células cutaneas y/o de
la mucosa epitelial, que causan lesiones hiperproliferativas benignas, exofiticas y generalmente
autolimitadas (Radostits et al., 2006; Ugochukwu et al., 2019). El BPV no puede atravesar por
si solo la piel, por lo que la papilomatosis hormalmente ocurre por contacto de heridas o
desgastes cutaneos a superficies contaminadas con este; aqui infecta los queratinocitos
basales, lo que conduce a la replicacion del virus en las distintas capas de la epidermis, como

se describio en la Figura 1.Figura 1.; la neoplasia resultante contiene tejido epitelial y conectivo
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que, de acuerdo a su proporcién, puede clasificarse histoldgicamente en papiloma y
fibropapiloma; de este modo, un papiloma contiene poco tejido conectivo y resultan de la
hiperplasia de células basales sin la produccién de antigenos virales; mientras que, un
fibropapiloma se compone en su mayoria de tejido fibroso (conectivo) con poco tejido epitelial
(Radostits et al., 2006; Ugochukwu et al., 2019).

En cuanto a la morfologia, los papilomas se clasifican en: Tipicos, masa exofitica en
forma de coliflor; pedunculados, conectados por una base estrecha en forma de pedunculo;
filamentosos, altamente queratinizados con base delgada y presentes en las glandulas
mamarias; atipicos o planos y con forma de arroz (Araldi et al., 2017). Varios autores asocian el
tipo de papilomatosis con el género del virus que lo ocasiona; de modo general, los
Xipapillomavirus son epiteliotrépicos y causan papilomas escamosos, Delta 'y
Epsilonpapillomavirus se asocian tanto a papilomas cutaneos como fibropapilomas y
Dyoxipapillomavirus sélo a papilomas cutaneos (Araldi et al., 2017; Daudt et al., 2018;
Ugochukwu et al., 2019).

Por otro lado, 6 patotipos del BPV descritos inicialmente han sido caracterizados micro y
macromolecularmente junto con sitios predilectos de infeccidn; en tanto que: el PVB1 causa
fibropapilomas en el pezén, piel y pene; PVB-1 y 2 causa fibropapilomas en la piel anterior y
ventral del cuerpo, incluyendo frente, cuello y espalda; PVB-2 causa la verruga de coliflor
comun en piel de la zona anal, genital y abdominal ventral; PVB-3 causa papilomas cutaneos;
PVB-4 esta asociado al tracto alimentario superior, desarrollando papilomas en el es6fago,
estdmago delantero e intestino delgado; PVB-5 causa fibropapilomas con forma de grano de
arroz en la ubre y PVB-6 causa papilomas en ubre y pezones (Ugochukwu et al., 2019).
Patologias graves

La papilomatosis bovina puede ocasionar otros problemas graves relacionados con
neoplasias malignas por dos razones principales: El tipo de virus y la presencia de factores

inmunosupresivos. El primero resulta por la relacion ya establecida entre el BPV-4 y la
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neoplasia del tracto gastrointestinal superior que supone obstruccion de las vias respiratorias,
conduciendo a disfagia y problemas para respirar; también, los BPV-1, 5, 6, 9 y 10 relacionados
con la papilomatosis en tetas y ubres que pueden ocasionar mastitis y obstruccién de las
glandulas mamarias; por ultimo los BPV-1y 2 vinculados con la neoplasia maligna en la vejiga
urinaria y el BPV-13 con carcinomas uroteliales, a la larga conducen a cancer de vejiga y
hematuria consecuente con predisposicion a anemia y pérdida de peso (Araldi et al., 2017;
Ugochukwu et al., 2019). Por ultimo, como se ha venido mencionando con anterioridad, la
papilomatosis suele ser autolimitada y desaparece por si sola, pero este no es el caso en
animales crénicamente inmunosuprimidos, lo cual se ha relacionado a su vez con la ingesta de
quimicos inmunosupresivos y cancerigenos presentes en especies de helechos (Ugochukwu
etal., 2019).
Transmision

El principal medio de transmision se da por contacto directo con mucosa o piel
infectada; sin embargo, existe la posibilidad de que fluidos corporales también participen en la
diseminacion del virus. Por un lado, Araldi et al., (2017) indica que el BPV puede transmitirse de
manera directa o indirecta por contacto con superficies contaminadas; ademas, menciona que
existen estudios que muestran transmisién por moscas. Este autor destaca a su vez que la
infeccién requiere de heridas en el tejido, ya que esto expone receptores necesarios para el
anclaje de la proteina de capside L1 del virus (p. 8). Por otro lado, ADN de BPVs ha sido
detectado en muestras de orina, semen, leche y sangre de bovinos infectados; aunque no han
existido reportes de transmisién a humanos, estudios muestran que el ADN del BPV podria
sobrevivir al proceso de pasteurizacion, caracteristica dada por la resistencia térmica de la
capside, lo que vuelve necesaria la realizacion de mas estudios respecto a una posible

coinfeccion (Araldi et al., 2017; Lunardi et al., 2013).
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Métodos de diagnéstico

Aunque el principal método de diagnéstico del BPV es por simple examinacion clinica,
esta también puede llevarse a cabo por diversas técnicas moleculares e inmunolégicas para
obtener caracteristicas complementarias, como el tipo viral causante o la ubicacion celular;
dentro de estas, la mas utilizada por su sensibilidad es la PCR. Araldi et al. (2017) menciona
diferentes métodos para la identificacion de PVs, entre ellos: Southern blot,
inmunohistoquimica, hibridaciéon cromogénica in situ (CISH), microscopia electronica y PCR.
De todos ellos, sostiene que la PCR con primers degenerados o especificos seguida de la
secuenciacion (PCR-secuenciacion) es la mas utilizada por su sensibilidad; ademas, se indica
que la PCR en tiempo real demuestra ser poco reproducible a pesar de ayudar a determinar el
numero de copias virales. No obstante, también menciona que, hasta la fecha, no existen
primers “gold standard” para la técnica y los que se emplean habitualmente son de dos tipos:
tipo-especificos y degenerados; los primeros son especificos para el tipo de virus y no permiten
identificar todos los BPV de forma simultanea; por otro lado, los cebadores degenerados, en
especifico el par FAP59/64 para el gen L1, han sido por mucho los mas utilizados y descritos
en la literatura por permitir la identificacion de nuevos tipos (p. 7). Los métodos, como CISH,
inmunodeteccidn y técnicas histopatoldgicas, se presentan como alternativas para
investigacion, pues a través de PCR no se puede determinar caracteristicas como la
localizacion del virus (Araldi et al., 2017).

Existe también un método basado en el corte con enzimas de restriccion de los
ampliaciones obtenidos por PCR (PCR-RFLP) el cual ha sido capaz de identificar varios
patotipos a través de la comparacion visual entre los patrones generados luego de la digestion
con estas enzimas, mostrando importantes ventajas frente a la PCR-Secuenciacién
considerada gold standard, en especial por su facilidad de ejecucion en laboratorios con
recursos limitados para realizar una secuenciacion; ademas, mostré ser un método confiable en

muestras con coinfecciones (Kawauchi et al., 2015). Otras técnicas incluyen examinacion
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clinica, biopsias quirurgicas, southern blot, dot blot, reverse blot y LAMP (Loop-mediated
isothermal Amplification) (Ugochukwu et al., 2019).
Métodos de analisis

En el analisis de muestras encaminadas al diagnéstico clinico, se utilizan diversas
técnicas derivadas de la biologia molecular e ingenieria genética. Estas se desarrollan en 3
fases principales: Preanalitica, que va desde la obtencidn y preparacion de la muestra hasta su
transporte al laboratorio; analitica, donde se aplican los procesos de extraccion de acidos
nucleicos, analisis bioquimicos-genéticos, toma de datos y presentacién de resultados; y
postanalitica, caracterizada por la validacion del informe analitico. Estas etapas pueden
conectarse entre si de acuerdo a la Figura 3 (Herraez, 2012, pp. 119, 120).
Figura 3.

Esquema metoédico para el analisis de una muestra en biologia molecular
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Nota: Por Herraez, (2012, p. 120).
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Extracciéon de ADN

Existe una diversidad de métodos para la extraccién de acidos nucleicos, con
innumerables variaciones basadas en criterios semiempiricos con principios generales que si
tienen un fundamento en funcién de las propiedades fisico-quimicas de las muestras. Sin
embargo, existen consideraciones clave durante la extraccion: el empleo de enzimas para la
degradacién de moléculas especificas o inhibir un proceso determinado (proteinasas, DNasas,
RNasas); el uso de agentes tensioactivos para desnaturalizar proteinas y mejorar la solubilidad
(urea, cloruro de guanidinio y tiocianato de guanidinio); la accion de un medio alcalino para
desnaturalizar, pero no degradar, ADN e hidrolizar ARN; ajuste de la fuerza idnica de la solucién
mediante la concentracion de sales y, por ultimo, el uso de alcoholes para precipitar los acidos
nucleicos (Herraez, 2012, p. 135).

Por otro lado, la eleccion del método de extraccién de ADN va a depender del tipo de
muestra y la finalidad del estudio. Los métodos clasicos basados en solubilidad son recurrentes
cuando se desea una alta concentracion de ADN con una elevada pureza, pero suelen resultar
laboriosos y emplean reactivos toxicos; en contraparte, si se tiene un tamafio de muestra
pequeio y la cantidad y pureza de ADN no es un requisito en el experimento, se pueden
emplear métodos mas rapidos y simples para cumplir con la extraccion. Estos son conocidos
como métodos de extraccion directa y en su mayoria se basan en la adsorcién selectiva del
acido nucleico sobre soportes de membranas porosas o derivados de silice. Las etapas que
caracterizan a los métodos de extraccion directa son: Lisis de la muestra, por la accion de un
tampén de lisis que contiene proteasas, detergentes o agentes desnaturalizantes; adsorcion,
donde existe la union y fijacion del acido nucleico al material adsorbente separandolo de las
demas impurezas; lavado, por accion de soluciones tampon que desplazan todo aquello no
fijado; y elucion, para desestabilizar la union del &cido al soporte y liberarlo (Herraez, 2012, p.

138).



23

Por otra parte, los métodos de extraccion de ADN de muestras de papilomas por lo
general se llevan a cabo mediante kits de extraccion comerciales, como High Pure PCR
template preparation kit de Roche Diagnostics (Ogawa et al., 2004) o DNeasy Blood and Tissue
Kit de Qiagen (Alfaro-Mora et al., 2023; C. C. R. Carvalho et al., 2012; Ozmen & Kale, 2023)
con condiciones experimentales definidas para una muestra de tipo tejido o a través de una
combinacién de los métodos fenol/cloroformo/alcohol isoamilico y silica/isotioacianato de
guanidina (Crespo et al., 2019; Wosiacki et al., 2005). Para este ultimo, cabe mencionar que el
papel de las sales de guanidina, como el isocianato de guanidina o el cloruro de guanidina
(GuHCI) es el de fungir como un agente caotrépico que a altas concentraciones inactiva y
desnaturaliza la estructura de las proteinas, mientras que los acidos nucleicos se mantienen
intactos, aun a temperaturas superiores a los 70°C (Cox, 1968), a estas condiciones, los grupos
fosfatos del ADN forman interacciones con los grupos silanol de la superficie de silica,
permitiendo su adherencia durante la extraccion (Shi et al., 2015).

Reaccién en cadena de Ila polimerasa (PCR)

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés Polymerase
Chain Reaction) es un método basado en el proceso de replicacion de ADN de la célula,
ampliamente utilizado en biologia molecular para la identificacion de especies a través de la
amplificacién de un fragmento especifico y propio de su ADN. Este es un proceso bioquimico in
vitro, que emplea la enzima ADN-Polimerasa para sintetizar ADN a partir de desoxinucleétidos
como sustrato y segun una cadena molde de ADN simple. La ADN-polimerasa anade
nucleétidos complementarios a la secuencia de una cadena molde la cual posee un
oligonucledtido sujeto, también por complementariedad, en cuyo extremo 3’ se inicia la
reaccion. Estos oligonucledtidos sintéticos de cadena simple se conocen como “primers” o
“‘cebadores” (Watson et al., 2016, p. 158).

Para lograr amplificar una region determinada, se sintetizan 2 primers. Uno de ellos

complementario al extremo 5’ de una de las cadenas de ADN y el otro al extremo 5’ de la otra
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cadena, delimitando asi la regién a ser amplificada. EI ADN es desnaturalizado por
calentamiento a 95°C y luego los primers se hibridan a la cadena molde objetivo a una
determinada temperatura (generalmente de 50 — 60°C). Posteriormente, una ADN-polimerasa
especializada para resistir altas temperaturas (Tag-polimerasa) comienza a afiadir
desoxinucledtidos (ANTPs) a una temperatura de 72°C, extendiendo la secuencia iniciada por
los primers. De este modo, se generan 2 copias de cadena doble del ADN de interés,
culminando asi el primer ciclo de la PCR (Figura 4.). El proceso de desnaturalizacion,
hibridacion y extensién se repite varias veces hasta obtener millones de copias del ADN que
originalmente existia en pocas concentraciones. Como resultado, se tiene un fragmento de
ADN, inicialmente indetectable frente a otras regiones, capaz de identificarse visualmente como
una banda en un gel de agarosa (Watson et al., 2016, p. 158).

Para el caso del ADN del BPV, para la amplificacién parcial del gen L1 con los primers
degenerados FAP59/64 se suelen emplear las siguientes condiciones: Pre-calentamiento de 5 -
10 min a 94 - 95°C; 35 - 40 ciclos de: 90 segundos a 94 - 95°C para la desnaturalizacion, 30 -
120 segundos a 50 - 55°C para el anillamiento, y 30 - 60 segundos a 72°C para la extension,
con una extension final de 5 min a 72°C (R. F. Carvalho et al., 2013; Figueirédo et al., 2020;

Ogawa et al., 2004).



Figura 4.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
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Secuenciaciéon

La secuenciacion del ADN es un proceso que permite dilucidar la secuencia de los
nucledétidos que conforman un fragmento determinado de ADN. A lo largo del tiempo, se han
desarrollado multiples metodologias que han posibilitado la secuenciacién de genomas
completos de diferentes especies, todas basadas en el mismo principio de una PCR.
Inicialmente, el método fue desarrollado por F. Sanger en 1970, conocido como proceso de
terminacion de cadena (chain-termination process) el cual sirvié como base para métodos
posteriores y los que se emplean actualmente. La idea principal es la sintesis de cadenas de
ADN hermanas de un fragmento determinado. Estas cadenas hermanas se sintetizan como en
una PCR, pero la reaccién se detiene en determinados nucleétidos (ddNTPs;
didesoxinucleétidos trifosfato, cuya estructura evita la adicion de mas nucleoétidos por parte de
la polimerasa) que se encuentran marcados. Esto permite obtener fragmentos que difieren su
longitud en 1 nucleétido, los cuales, al separarse en gel de electroforesis, revelan la secuencia
del fragmento de ADN original. Esta metodologia recibié el nombre de Sanger y ha sido
modificada de tal modo que actualmente es totalmente automatica y, gracias al desarrollo de la
tecnologia, permite realizar millones de reacciones de secuenciacién en un mismo instrumento
a través de la uniodn de los fragmentos en una superficie sélida con oligos incrustados. A estas
nuevas plataformas se las conoce como secuenciadores de siguiente generacion (next-

generation sequencers) (Lodish et al., 2016, p. 243).
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Figura 5.

Esquema de la secuenciacioén por el método de terminacion de cadena
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Nota: Se observa un esquema del proceso de secuenciacion de un fragmento (a) a través de la
sintesis de cadenas hermanas de diferentes longitudes. En este ejemplo, en la reaccion estan
presentes todas las bases como desoxinucleétidos (dATP, dTTP, dCTP, y dGTP) pero también
esta presente G en la forma de didesoxinucleétido. De este modo, la reaccién al llegar a una
base C de la cadena molde, en ciertas moléculas insertara ddGTP en vez del dGTP, deteniendo
la elongacién. (b) Fragmentos separados en un gel de poliacrilamida. La longitud de estos

fragmentos determina la posicion de las citosinas de la cadena molde (Watson et al., 2016).
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Metodologia

Métodos y materiales
Método

En el presente estudio, se realizd la identificacion y caracterizacion molecular del virus
del papiloma bovino a través de la técnica basada en la PCR-secuenciacion, empleando los
primers degenerados FAP59/FAP6G4. Para ello, se realizé6 un muestreo aleatorio por
conveniencia, no probabilistico y por el método “bola de nieve” en diferentes fincas de las areas
de influencia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE sede Santo Domingo. Las
muestras obtenidas se sometieron a un proceso de extraccion directa de ADN a través de su
unién a una matriz de diéxido de silicio. Luego, se estandarizé una PCR para la amplificacion
parcial del gen L1 del BPV mediante un gradiente de temperatura en el proceso de
anillamiento; los resultados se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa y los productos
de PCR obtenidos fueron secuenciados mediante Sanger. Finalmente, las secuencias
resultantes se analizaron por bioinformatica para la elaboracién de un arbol filogenético,
ademas, mediante una prueba de chi cuadrado (X?), se determino la relacion existente entre el
tipo de virus encontrado y la zona del cuerpo infectada.
Materiales, insumos, equipos, reactivos y muestras

Los materiales, insumos y equipos empleados para el muestreo, extraccion y
amplificacién de ADN se resumen en la Tabla 4; mientras que, los reactivos y muestras
utilizadas se presentan en la Tabla 5.
Tabla 4.

Materiales, insumos y equipos

Detalle Caracteristica
Muestreo
M Pinzas Metalicas
M Tijeras Metalicas
M Pipetas Pasteur 5mL
|

Tubos eppendorf 1.5 mL
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respectivamente

Detalle Caracteristica
Extracciéon de ADN
M Pipetas Pasteur 5mL
M Pisetas 500 mL
M Vasos de precipitacion 500 mL
M Pisetas 500 mL
M Tijeras Metalicas
M Pinzas Metélicas
I  Tubos eppendorf 1.5 mL
I Pistilos para tubos eppendorf Estandar
I Papel Estandar
I Puntas para micropipeta 20 — 200 uL; 100 — 1000 uL
E Camara de flujo laminar Thermo Fisher modelo 1849
E Incubadora Binder
E Micropipeta 20 —200 ulL; 100 — 1000 uL
E Bafo maria Memmert
E Refrigeradora 4°C
E Congelador -20°C
E Vortex Scientific Industries Genie 2
E Centrifuga Mikro 200R Hettich
E Plancha de agitacion MS7-H550
E Microondas Estandar
E Camaray fuente de electroforesis Thermo EC 10000-90
E Transiluminador Cleaver scientific modelo CSLUVTSDUOL
E Nanodrop Thermo scientific Nanodrop Lite
PCR
M Matraz Erlenmeyer 100 mL
M Agitador Magnético
M Gradilla refrigerada Estandar
I  Tubos eppendorf 100 uL
I Puntas para micropipeta 0.1—-2uL;2-20uL; 100 — 1000 uL
E Camara de flujo laminar BIOAIR Aura mini
E Micropipetas 0.1 —-2ulL;2-20ulL; 20 — 200 uL; 100 — 1000 uL
E Voértex Scientific Industries Genie 2
E Mini centrifuga Thermo scientific MiniMouse 1l Mini
E Termociclador Thermo P X 2 Thermal Cycler
E Plancha de agitacion MS7-H550
E Microondas Estandar
E Camaray fuente de electroforesis Thermo EC 10000-90
E Transiluminador Cleaver scientific modelo CSLUVTSDUOL
Nota: Se identifican los materiales, insumos y equipos, con las letras: “M”, “I”, “E”,
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Tabla 5.

Reactivos y muestras

Detalle Caracteristica
Muestreo
R Metanol 99%
R Etanol 70%
M Papilomas/Verrugas -
Extracciéon de ADN
R Agua destilada Autoclavada
R Hipoclorito de sodio 1%
R Proteinasa K Promega 100 mg
R Tris-HCI 10 mM pH=8
R Glassmilk -
R Isopropanol 100%
R Wash buffer (Tris HCI, NaCl, Etanol) pH 7.5
R Etanol 70%
R TE 1:10
M Papilomas 10 mg
PCR
R Agua Libre de nucleasas
R Buffer ABM
R MgSO4 ABM
R FAP59 forward; 5-TAACWGTIGGICAYCCWTATT-3’
R FAP64 reverse; 5’-CCWATATCWVHCATITCICCATC-3’
R dNTPs ABM
R Taq ABM
R Buffer de carga Thermo
R Marcador de peso molecular Thermo 100 pb
R Agarosa ABM
R TAE 1X
R Bromuro de etidio 5uL
M ADN Papilomavirus -

Nota: Se identifican los reactivos y muestras, con las letras: “R” y “M”, respectivamente
Ubicacion geografica

Las muestras fueron obtenidas en las areas de influencia de la Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE sede Santo Domingo de los Tsachilas, Ecuador (Figura 6.). La
extraccién de ADN y el andlisis molecular se realizaron en la misma institucion. El proceso de

secuenciacion se ejecutod en la Universidad de las Américas, Quito.
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Figura 6.

Mapa de los lugares de muestreo y experimentacion
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Nota: 1zquierda: Mapa del Ecuador con las ciudades de Santo Domingo de los Tsachilas, Ibarra
y Quito. Se destacan en rojo las instituciones donde se realiz6 el estudio y en negro los lugares
de muestreo. Derecha: Mapa de la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas que destaca
las fincas muestreadas.
Procedimiento
Recoleccion de las muestras

Se realizé un muestreo por conveniencia no probabilistico para lograr caracterizar e
identificar los diferentes BPVs presentes en la zona. Similar a lo realizado por Alfaro-Mora
et al.,, (2023) se empled el método de muestreo de “bola de nieve”, que consistié en la
busqueda de ganado vacuno con papilomatosis en fincas aledanas, a la vez que se solicitaba
informacion de otros casos conocidos (p. 2).

En cada caso, luego de una breve entrevista informal con las personas encargadas de
la finca, se procedio al reclutamiento del ganado en corrales de retencion donde se realizo la
inspeccion de individuos infectados. Una vez identificados, se anotaron datos informativos

como: Nombre del animal, lugar de la papilomatosis, tamafio y morfologia de la verruga.



32

Posteriormente, se tomaron fotos del papiloma a extraer y se procedié con el corte. Para ello,
con instrumentacion previamente esterilizada en autoclave, se tomd con una pinza el papiloma
y se lo recorto con tijeras quirdrgicas. La verruga obtenida se introdujo inmediatamente dentro
de un tubo eppendorf estéril, rotulado segun la nomenclatura: F#M#_ddmmaa (F=Numero de
finca, M= numero de muestra, fecha) y se introdujo a su vez en una hielera a temperatura
ambiente. En algunos casos, se tomaron de 2 a 3 verrugas de diferentes partes del cuerpo del
mismo individuo. La herida del animal luego del corte se rocié con un antiséptico en aerosol
para evitar futuras infecciones o miasis; mientras que, los utensilios fueron desinfectados con
etanol al 70% antes de cada corte.

Una vez obtenidas todas las muestras, estas fueron trasladadas al laboratorio de
Biologia Molecular de la UFA-ESPE, donde se realizé un proceso de lavado que consistié en la
adicion de metanol al tubo con la muestra y posterior agitacion constante. Finalmente, las
verrugas se dejaron sumergidas en metanol y almacenadas a -20°C en tubos eppendorf.

En total, se muestrearon 8 fincas: 7 en la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas,
de las cuales, 3 se encontraba en el sector Via a “El Carmen”, 3 en la parroquia “Luz de
América” y 1 en la parroquia “Libertad del Toachi”’; ademas, un ultimo muestreo se realiz6 en la
provincia de Imbabura. Las muestras obtenidas se organizaron junto con datos como:
Coordenadas de ubicacion, numero de finca, parte del cuerpo del cual se extrajo el papiloma,
tamano de la verruga y fotografia correspondiente.

Analisis molecular

Extracciéon de ADN

Pretratamiento

Con ayuda de pinzas vy tijeras previamente esterilizadas, se recorté un trozo del
papiloma (aproximadamente 10 mg) y se colocé dentro de un tubo eppendorf de 1,5 mL. Esto

se realizé con todas las muestras, enjuagando las pinzas vy tijeras con: 1) Agua destilada, 2)
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Hipoclorito de sodio 1% y 3) Agua destilada; antes de cada recorte. Luego, los tubos se
introdujeron en una incubadora a 37°C por 30 min hasta evaporar todo el metanol.

Digestion

Se agregaron 370 ulL de buffer Tris HCI (10 mM, pH = 8) en cada tubo, luego, con ayuda
de un pistilo para tubos eppendorf, se trituraron las muestras hasta homogeneizar lo mejor
posible. Posteriormente, se agregaron 30 uL de proteinasa K (20 mg/mL) y los tubos se
agitaron en el vértex. Por ultimo, se colocaron en bafo maria a 50 °C por 24h (overnight).
Transcurrido ese tiempo, en caso de que la muestra no se hubiese degradado completamente,

se volvia a triturar con un pistilo.

Extraccion

Se agregaron 200 uL de Glassmilk (Magic Blue) en cada tubo y llevé al vortex. Luego,
las muestras se incubaron a 60°C por 20 minutos. Transcurrido ese tiempo, se afiadieron 200
uL de isopropanol y se llevé al vortex nuevamente; se centrifugd a 10000 rpm por 1 minuto y

descarto el sobrenadante de cada tubo.

Lavado

El pellet obtenido en cada tubo se resuspendio con 600 uL de Wash BufferpH 7,5y
llevo al vortex, se centrifugd a 10000 rpm por 1 minuto y nuevamente se descarté el
sobrenadante. Estos pasos se repitieron hasta obtener un pellet blanquecino. Finalmente, en el
ultimo lavado, se resuspendi6 el pellet resultante de cada tubo con 600 uL de etanol 70%, se
llevo al vortex y luego se centrifugé a 10000 rpm por 1 minuto.

Resuspension

Del proceso anterior, se retiré el sobrenadante, primero por inversion y luego con ayuda
de una micropipeta. Posteriormente, los tubos se destaparon e introdujeron en una incubadora
a 60°C por 30 min hasta evaporar por completo el etanol. En este proceso, se asegurd que el

pellet de cada tubo se haya fisurado, pues esto indicaba un secado completo. Finalmente, cada
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pellet se resuspendio en 200 uL de buffer TE y los tubos se almacenaron a 4°C por 24h
(Overnight). A partir de ese tiempo, se mantuvieron a -20°C para los analisis posteriores. La
integridad del ADN obtenido se verificd a través de electroforesis en gel de agarosa al 0,8%
revelado con bromuro de etidio; asi mismo, la cantidad de ADN se estimo6 por espectrometria

en un Nanodrop (Thermo).



Figura 7.

Protocolo de muestreo

9 @ ®

Identificacién Registro Recorte
De bovinos con papilomatosis ~ De informacion y fotografico Del papiloma

Guardado Lavado Almacenado
¥ etiquetado de la muestra Con metanol -20°C

S

Extraccion de ADN
Pretratamiento
Corte Secado Lavado
De un trozo de la mues‘tra De todo el metanol Del material
’j 0Q -
- O '8
@ = A \/
| 1] H,0
L>_] '”'»,3' o NaCIO (1%)
l i
| 35 —
Digestion
—0® —©® ——0
370 uL Buffer Triturar 30 ulL proteinasa K Digestar
Tris HCI (10 mM, pH 8)  Hasta homogeneizar 20 mag/mL 50°C overnight
\ 1l \ \‘1, | ! -

ot

35



Extraccion de ADN
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Nota: Flujograma del protocolo de muestreo y extraccion de ADN realizado en este estudio.

Elaborado en BioRender. Fuente propia.
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Estandarizacion de la PCR y amplificacién

Se estandariz6 una PCR mediante gradientes de temperatura en el proceso de
hibridacion. Para tal efecto, se usaron las concentraciones de reactivos descritos en la Tabla 6
para un volumen de reaccion final de 25 uL. El gradiente aplicado fue de 42°C a 50°C,
programado en un termociclador Thermo ®, junto con las condiciones establecidas en la Tabla
7. La preparacion de la master mix se realizé en una camara de flujo laminar previamente
esterilizada con: (1) hipoclorito de sodio 1%, (2) agua destilada y (3) alcohol 70%. Finalmente,
luego de determinar la temperatura 6ptima de hibridacion, esta se utilizé para amplificar el ADN
de todas las muestras y los productos obtenidos se observaron en un gel de agarosa al 1,5%
revelado con bromuro de etidio a 10.000X.
Tabla 6.

Reactivos empleados para la PCR del papilomavirus bovino

Reactivos Unidad Stock Volumen Volumen mezcla
Agua libre de nucleasas uL N/A 14,75
Buffer 10x 10 2,50
Mg** mM 25 3,00
FAP 59 (Forward) uM 10 1,00
Volumen * numero de muestras
FAP 64 (Reverse) uM 10 1,00
dNTPs mM 40 0,50
Taq U/uL 5 0,25
ADN ng - 2

Nota: Reaccion estimada para un volumen final de 25 uL
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Tabla 7.

Condiciones de reaccion para la PCR de papilomavirus bovino con gradiente de temperatura

Proceso Temperatura°C  Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 10’ 1
Desnaturalizacion 95 30”
Hibridacion 42 - 50 45” 32
Extension 72 80”
Extension final 72 10° 1
Mantenimiento 4 o0 N/A

Nota: Condiciones de reaccion programadas en termociclador Thermo ®.

Secuenciacion

Se realizo la secuenciacion en un sentido (Hacia adelante) de todos los productos de
PCR obtenidos y en doble sentido (Hacia adelante y atras) de aquellas que representaron,
tentativamente, el mismo patotipo, el cual se determiné por BLAST de las secuencias en un
solo sentido. El proceso se llevo a cabo en los laboratorios de Vinculacion e investigacion de la
Universidad de las Américas, por la metodologia de Sanger.
Anaélisis de datos

Filogenia

Para el analisis de datos, se limpiaron las secuencias en un solo sentido en MEGA X,
eliminandose aquellas regiones con ruido ubicadas en los extremos. Luego, se realizé el

BLAST de estas en la base de datos NCBI y PaVe (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi y

https://pave.niaid.nih.gov/search/pv_specific_blast) para determinar su identidad con

secuencias de BPV de referencia. Una vez determinado el tipo de BPV, se alinearon las
secuencias hacia adelante y atras junto con los primers en MEGAX para obtener los

fragmentos completos de cada tipo. Posteriormente, luego de una nueva busqueda en BLAST


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://pave.niaid.nih.gov/search/pv_specific_blast
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con las secuencias completas, se recolectaron diferentes secuencias referencia de la base de
datos NCBI con mayor identidad para cada tipo, junto con una secuencia de papilomavirus de
una especie diferente (outgroup). Posteriormente, estas se alinearon en MEGAX empleando el
algoritmo MUSCLE con el método Neighbor Joining. El alineamiento obtenido se curé en la

herramienta online GBLOCKS 0.91b (Phylogeny.fr: Gblocks (lirmm.fr)) con los parametros para

un curado menos estricto activados. Los resultados se guardaron en formato PHYLIP (.phy) y
se cargaron a una carpeta de trabajo en CIPRES v3.3. En esta misma plataforma, se utilizo la
herramienta RAXML-HPV BlackBox para elaborar un arbol filogenético con el método de
maxima verosimilitud y rapid bootstrapping. Dentro de los parametros se ingresé un numero
maximo de horas de corrida de 2 y el nombre del outgroup correspondiente. Finalmente, el
arbol obtenido con la extensiéon “RAXML_bipartitions.result” se observé y edité en el software
FigTree v1.4.4.
Diseio experimental
Con los datos obtenidos del tipo de virus encontrado en cada animal, se realizé una
tabla de contingencia en el programa estadistico INFOSTAT que relacion¢ las variables:
Género del tipo de papilomavirus bovino encontrado y lugar del cuerpo del bovino objeto de
estudio. Asi mismo, se aplicé una prueba de Chi cuadrado (X?) para datos no paramétricos para
identificar relaciones de dependencia entre estas variables, de acuerdo a un valor de
probabilidad de p = 0,05. Las hipotesis planteadas en este estudio se resumen a continuacion:
e Hipétesis nula (H0): El lugar del cuerpo del bovino en el que infecta el papilomavirus
es independiente del género del papilomavirus que causa la infeccion.
o Hipoétesis alternativa (H1): El lugar del cuerpo del bovino en el que infecta el

papilomavirus es dependiente del género del papilomavirus que causa la infeccion.


http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/one_task.cgi?task_type=gblocks&tab_index=2
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Resultados

Muestreo

Se recolectaron 57 muestras de papilomas de 30 bovinos en 8 fincas distintas (Figura
8). De estas, 1 sdlo tipo de papiloma se extrajo de 9 bovinos, 2 de 15y 3 de 6. La tabla con los
datos obtenidos se presenta en el Anexo 1. La mayoria de las muestras se extrajeron del
cuello (23,6%), seguido de la ubre y oreja (12,7% cada uno), pierna (10,9%), ombligo (7,3%),
cabeza, cara y espalda (5,5% cada uno), boca (3,6%), cola y nariz (1,8%) (Figura 9); con un
tamafo promedio de 0,8 cm. En cuanto a su morfologia, las verrugas en su mayoria tenian
forma tipica de coliflor (35,1%), seguida de una forma de arroz y filamentosa (12,3% cada uno),
aplanada (10,5%) y pedunculada (3,5%).
Figura 8.
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Nota: Grafico realizado en Excel. Fuente propia.
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Diagramas de pastel de la zona del cuerpo objeto de muestreo, morfologia observada y registro

fotografico.
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Nota: (Arriba) Diagramas elaborados en Excel con los datos del Anexo 1. Izquierda: Diagrama

de pastel de la parte del cuerpo de donde se extrajeron las verrugas; Derecha: Diagrama de

pastel de la morfologia de las verrugas. NP = No Proporcionado. (Abajo) Registro de las

muestras: 1) F205_310823 (Forma de coliflor, extraido del cuello), 2) F315_061023 (Forma de

arroz, extraido del cuello), 3) F314_061023 (Filamentoso, extraido de la ubre), 4) F316_061023

(Pedunculado, extraido de la ubre), 5) F829 091223 (Aplanado, extraido de la cola). Fuente

propia.

Extraccion de ADN

Luego del método de extraccion, no se observaron bandas claras en los geles de

agarosa, sin embargo, la medicion por espectrometria mostré concentraciones de ADN entre
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6,2 y 246,7 ng/uL, con un promedio de 43,8 ng/uL. Estos datos de concentracion de ADN en
cada muestra obtenida se presentan en la tabla de datos del Anexo 1.
Estandarizacion de la PCR y amplificacion

Se determiné que la temperatura de hibridacién éptima para la amplificacién parcial del
gen L1 con los primers FAP59/64 fue de 48°C (Figura 10). A esta condicion se lograron
detectar 48 muestras positivas para papilomavirus, exhibiendo bandas en el gel de agarosa de
un tamafio aproximado de 500pb, junto con 9 negativas inicialmente (84,21% de efectividad).
Luego de distintos tratamientos (Re-extraccion de ADN, y PCR del producto de PCR), para
estas ultimas se logré la amplificacién parcial del gen L1 en 4 muestras, aumentando el nimero
de positivos a 52/57 (91,22% de efectividad). Sin embargo, de los resultados positivos,
unicamente 49 productos de PCR mostraron bandas claras en el gel para su secuenciacion.
Estos resultados se ilustran en el Anexo 2.
Figura 10.

PCR de BPV con gradiente de temperatura

PM 42°C  44°C 46°C 48°C  50°C e

anillamiento

Nota: Electroforesis en gel de productos de PCR de BPV con gradiente de temperatura de 42,
44, 46, 48, 50 °C. Muestra F204 _310823. Se observa una banda de 500 pb en cada caso,
aumentando su intensidad a 48°C. PM=Marcador de peso molecular (100bp Opti-DNA Marker

Cat$ G016, ABM).
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Secuenciacién e identificacién

Tras la secuenciacion en sentido hacia adelante de los amplicones de las 49 muestras
positivas, se obtuvieron 47 electroferogramas limpios y 2 con ruido (Figura 11). Luego del
analisis en BLAST, se encontraron 13 tipos de BPVs diferentes. Con las secuencias en sentido
hacia atras de muestras representativas de cada tipo y a través del alineamiento con los
primers FAP59/64, se determinaron las secuencias parciales del gen L1 de las muestras
F827.2_261123, F101_250823, F521.1_211123, F310_061023, F829_ 091223, F308.1_061023,
F311.2_061023, F206.1_310823, F826_261123, F622_241123, F309_061023, F317_061023 y
F622.1 241123, con una longitud de 425 — 433 pb. Diez de estas poseen un alto porcentaje de
identidad (99-100%) con los tipos virales BPV1, BPV2, BPV4, BPV6, BPV8, BPV9, BPV10,
BPV13, BPV14 y BPV42; dos muestran alta identidad con nuevos tipos de BPVs recientemente
caracterizados (nombrados BPVEC2024-09 y BPVEC2024-17) y se hallé un nuevo tipo putativo
de papilomavirus bovino (BPV-EC2024-22.1) dado un porcentaje de identidad inferior al 90%
(81,71%) con otras secuencias de referencia. Del mismo modo, las secuencias en sentido
hacia adelante de todas las muestras revelaron la existencia de una variante putativa del BPV1
(BPV1_varEC2024) junto con un subtipo putativo del BPV2 (BPV2_stEC2024) (Figura 12) con

porcentajes de identidad <2% y entre 2—10% (98,4% y 97,6%, respectivamente) (Tabla 8).
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Figura 11.

Electroferogramas de algunos amplicones obtenidos

100 110 120 130 140 150
GCCATTCGGGGAGTGGAGATAT GCAGAGGGCAGCCACTTGGTATAGGAGCTCAC

e

100 110 120 130 140 150
TGTGT ATCCCCTG AGGAGCGCCTGGTGTGGGCTGTTAT AaGGGTTCTaGTGT

00 10 120 130 140 150
G CATTCGGGGAGTGGA TTtt GCGGAGGGCAtCCACTTG GT ATa GG AGCCACA

Nota: De arriba hacia abajo, se muestran los electroferogramas de las muestras

F311.2_061023 sin ruido y F312.1_061023, F308_061023, con ruido. Secuencias observadas

en MEGAX. Fuente propia.



Tabla 8.

Tipos y variantes del papilomavirus bovino identificados en este estudio
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Tipo viral de referencia

Nombre
NCBI Id (%) PaVe 1d(%)
BPV1_EC2024 aislado
F724 241123 BPV1 (MT385853.1) 100 BPV1 (X02346) 99.3
BPV1_varEC2024 aislado
Fo272 261123 BPV1 (MF384288.1) 99,77 BPV1 (X02346) 98.4
BPV2_EC2024 aislado BPV2 (LC426022.1 100 BPV2 (M20219 993
F101_250823 ( 1) ( ) :
BPV2_sEC2024 aislado BPV2 (MH187961.1 100 BPV2 (M20219 97.6
F623 241123 ( ) ( ) :
BPV4_EC2024 aislado BPV4 (OP682875.1 99,29 BPV4 (X05817 993
F521.1 211123 ( 1) ! ( ) :
BPVE_EC2024 aislado BPV6 (MH729201.1 100 BPV6 (AB331651 100
F310_061023 ( ) ( )
BPV8_EC2024 aislado
F526. 001223 BPV-8 MH237829.1 99.75 BPV-8 DQ098913 99.8
BPV9_EC2024 aislado
F308.1 061023 BPV9 (ON721390.1) 100 BPV9 (AB331650) 99.1
BPV10_EC2024 aislado
F3T12 061023 BPV10 (ON721397.1) 100 BPV10 (AB331651) 99,8
BPV13_EC2024 aislado
F206.1 310623 BPV13 (MG818475.1) 100 BPV13 (JQ798171) 100
BPV14_DC2024 aislado BPV14 (KR868228.1 9977  BPV14 (KP276343 99.8
F826_261123 ( 1) : ( ) :
BPV43_DC2024 aislado BPV42 (MW428429.1 9954  BPV43 (MW428429.1) 995
F622_ 241123 ( 1) , ( 1) ,
BPVEC2024 09 aislado oo/ b UELO8 (MH720203.1) 9977  BPVAO (MW428425.1)  78.27
F309_061023 -BR- ( 1) ! ( ) ’
BPVEC2024_17 aislado BPV-CR2 (MZ292467.1 100 BVP12 (JF834523 86.4
F317_061023 -CR2( 1) ( ) !
BPVEC2024 22.1 aislad
—c<. 818809 Bp\LUFSBR36 (MT674605.1) 81,71 BPV4 (X05817.1) 77,88

F622.1_241123

Nota: Se muestran los niumeros de acceso de los tipos virales obtenidos por BLAST en NCBl y

PaVe que mostraron mayor identidad con las secuencias encontradas en este estudio. Fuente

propia.



Figura 12

Electroferogramas de la variante y subtipo de papilomavirus bovino encontrados

BPV1_EC2024 aislado F724 241123
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Nota: (Par superior) Electroferogramas comparados que destacan las bases nitrogenadas que

difieren entre el BPV1 y la variante BPV1-var, encontradas en este estudio. (Par inferior)

Electroferogramas de las bases que difieren entre el BPV2 y el subtipo BPV2-st. Secuencias

observadas en MEGAX. Fuente propia.
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Respecto a la distribucion del BPV en las distintas zonas objeto de estudio (Figura 13)
se observo que el genotipo mas abundante fue el BPV2, hallado en 4 de las 8 fincas y
representando un 19% de todas las muestras. A pesar de que el BPV13 presento el porcentaje
mas alto de ocurrencia (23%) este se encontré limitado geograficamente sélo en la finca 2. Los
siguientes genotipos mas abundantes fueron el BPV1 y BPVG6, distribuidos en las fincas 4, 7, 8
y 3, 4, respectivamente. Por otro lado, la finca 3, ubicada en las afueras de la parroquia Luz de
América, fue aquella con mayor diversidad genotipica con 6 diferentes tipos identificados
(BPV6, BPV2, BPV10, BPV9, BPVEC2024-17 y BPVEC2024-09), seguida de la finca 6 con 3
tipos diferentes (BPV2, BPV43, BPVEC2024-17) y el nuevo tipo putativo de BPV (BPVEC2024-
22.1). Finalmente, los patotipos con menor ocurrencia (BPV8, BPV14, BPV4, BPV9, BPV10 y
BPV43) se distribuyeron en las fincas 3, 5, 6 y 8.

Por otro lado, se lograron observar coinfecciones en 7 bovinos. El BPV13 y la variante
putativa encontrada (BPV2_varEC2024) coinfectaron al mismo bovino en el cuello en diferentes
papilomas. Los tipos BPV43, BPVEC2024 22.1 y BPVEC2024 09 coinfectaron un mismo
bovino en la nariz, cuello y espalda, respectivamente; asi también, el BPV14, BPV1 y BPV2 se
hallé en un mismo bovino en papilomas de la espalda y cuello. En la finca 3 se observaron
multiples coinfecciones, de modo que: el BPV2 y BPV9 se encontraron en un mismo individuo,
infectando la boca y ombligo respectivamente; asi mismo el BPV2, BPV6 y BPV10 infectaron al
mismo bovino en el pecho, oreja y ubre, respectivamente; finalmente, también se encontraron
los nuevos tipos BPVEC2024_09 y BPVEC2024_17 coinfectando en la oreja y ubre del mismo
bovino. Cabe destacar que, en la misma finca, se evidenciaron 2 posibles coinfecciones de mas
de un patotipo en un mismo papiloma, presentes en la oreja de un bovino y la ubre de otro.

Estos resultados se muestran en la Tabla 9.



Figura 13.

Diversidad de patotipos del papilomavirus bovino identificados
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Nota: (Superior) Frecuencia de los tipos de BPVs encontrados. (a) y (b) con identidad alta con

nuevos tipos reportados y (c) nuevo tipo putativo encontrado en este estudio. (Inferior)

Frecuencia de los tipos de BPVs encontrados agrupados por finca. F = Finca y con recuento del

numero de animales muestreados (cilindros). Fuente propia.
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Tabla 9.

Coinfecciones de diferentes tipos de papilomavirus bovino

Identific_aci?n del Finca Cédigo de muestra Tipo viral Parte del cuerpo
anima
F204 310823 BPV2_var Cuello
Remedios
F204.1 310823 BPV13 Cuello
F308_061023 ND Oreja
Dura 3 F308.1_061023 BPV9 Boca
F308.2 061023 BPV2 Ombligo
F309 061023 BPVEC2024 09 Oreja
Chela 3
F309.1_ 061023 BPVEC2024 17 Ubre
F311_061023 BPV2 Pecho
Viky 3 F311.1_061023 BPV6 Oreja
F311.2_061023 BPV10 Ubre
F312_061023 BPV2 Ubre
Tamy 3
F312.1 061023 ND Ubre
F622 241123 BPVA43 Nariz
14921 6 F622.1 241123 BPVEC2024 221 Cuello
F622.2 241123 BPVEC2024 17 Espalda
F826 261123 BPV14 Espalda
Cachuqui 8 F826.1_261123 BPV1 Cuello
F826.2 261123 BPV2 Cuello

Nota: Se presentan los 8 bovinos que presentaron coinfecciones en papilomas de diferentes

partes del cuerpo y en el mismo papiloma. ND=No determinado. Fuente propia.

Resultados estadisticos

Con respecto a la relacion existente entre el genotipo del papilomavirus bovino y el lugar
de la infeccion, se obtuvo la tabla de contingencia del Anexo 3. Los resultados de la prueba de
Chi-cuadrado (X?) mostraron un valor de p = 0,0173 inferior a 0,05; por lo que, existe evidencia
estadistica suficiente para rechazar la hipétesis nula planteada y aceptar la hipétesis

alternativa, indicando que el lugar donde ocurre la papilomatosis posee relacion con el género
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del papilomavirus bovino que causa la infeccién. La relacidon encontrada en este estudio se
ilustra en la Figura 14., donde se observa que el género Deltapapillomavirus infecta en
diversas partes del cuerpo, con preferencia en el cuello; por otro lado, los papilomavirus del
género Xipapillomavirus parecen tener predileccion en la ubre; finalmente, los patotipos del
género Epsilonpapillomavirus en este estudio parecen infectar unicamente la cola y cuello del
animal.

Figura 14.

Grafico de barras del género del papilomavirus bovino y el lugar donde ocurrié la infeccion.
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Nota: Gréfico elaborado en Excel. Fuente propia.
Analisis filogenético

El diagrama obtenido para el andlisis filogenético se muestra en la Figura 15. Se
observé la distribucién de los nodos en 3 géneros: Xipapillomavirus, Deltapapillomavirus y
Epsilonpapillomavirus. Dentro de cada género a su vez se observo la distribucién por patotipos,
a los cuales se presentaron valores de bootstrap altos para cada tipo encontrado en el presente
estudio. Del mismo modo, cabe destacar que el nuevo tipo putativo de BPV encontrado
(BPVEC2024_22.1) se agrupa dentro del género Xipapillomavirus, compartiendo un ancestro

en comun con el BPV4.



Figura 15.

Analisis filogenético realizado con los tipos de BPVs encontrados en este estudio
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Nota: Arbol filogenético realizado en CIPRES v3.3 con RAXML-HPV Blackbox a través del

método de maxima verosimilitud y rapid bootstraping. () Se destacan los tipos virales

encontrados en este estudio.
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Discusiones

En el presente estudio se adquirieron diversas muestras de verrugas de bovinos en
diferentes areas de influencia de la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, Ecuador. Los
papilomas se extrajeron de diversas partes del cuerpo del bovino infectado y en algunos casos
se obtuvieron varias verrugas del mismo animal (Figura 9.). Esta parece ser una practica
comun durante el muestreo para el hallazgo de los tipos de papilomavirus bovino presentes en
una determinada zona, mas aun si se quiere encontrar coinfecciones de distintos patotipos,
pues estudios realizados por Alfaro-Mora et al., (2023), Crespo et al., (2019) y Figueirédo et al.,
(2020) enfocadas en la caracterizacion genética de este virus, siguen procedimientos de
muestreo similares. Por otro lado, se determind que en esta zona las verrugas con forma tipica
de coliflor son las mas comunes (Figura 9), lo cual es congruente con la literatura, donde se
menciona que el aspecto pedunculado, seco y verrugoso, parecido al de una coliflor, es la
forma caracteristica de las verrugas en bovinos (Daudt et al., 2018; Radostits et al., 2006).

Por otra parte, respecto al analisis molecular, en este estudio se estandariz6 de manera
exitosa una prueba de PCR para detectar la presencia del papilomavirus en bovinos con
verrugas, con una eficiencia del 91,22%. Las concentraciones de reactivos éptimas para esta
reaccion fueron las presentadas en la Tabla 6, junto con las condiciones de temperatura de la
Tabla 7, destacando como principal resultado una temperatura de hibridacién éptima de 48°C
(Figura 10), condicion que difiere de la comunmente utilizada y reportada en otros estudios que
utilizan los primers FAP59/64 para la deteccién del BPV, que es de 50°C (Alfaro-Mora et al.,
2023; C. C. R. Carvalho et al., 2012; Figueirédo et al., 2020). Esto se debe a que, durante una
reaccion de PCR, luego del paso de desnaturalizacion a temperaturas elevadas (95°C en este
caso), la reaccién debe someterse a un enfriamiento a temperaturas por debajo de la
temperatura de fusion de los cebadores, por lo general de entre 50-60 °C, para lograr su
hibridacion a la cadena de ADN molde (Herraez, 2012, p. 203; Lodish et al., 2016, p. 241).

Dado que la temperatura de fusion de los cebadores FAP59/64 esta entre 60 y 66 °C (Obtenido
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por la herramienta OlygoAnalyzer ® https://eu.idtdna.com/calc/analyzer), una temperatura de

48°C seria suficiente para su hibridacion; ademas, Pyrek et al. (2023) empleé una temperatura
de hibridacién de 47°C para los mismos cebadores, con un porcentaje de efectividad de 37,6%
del total de animales muestreados; mientras que, Lennin & Andrade (2017) emplearon una
temperatura de 52°C, obteniendo 18/51 resultados positivos (35% de efectividad). Con los
resultados obtenidos en el presente trabajo y en comparacién con los mencionados
anteriormente, se evidencia la importancia de estandarizar la técnica de PCR aun cuando las
condiciones de reaccion ya han sido reportadas con anterioridad. Adicionalmente, este
comportamiento variable de la efectividad utilizando los cebadores FAP59/64 puede explicarse
por su naturaleza degenerada, ya que, de acuerdo a la secuencia del genotipo al cual se
hibrida, pueden existir variaciones en las uniones por puentes de hidrégeno, afectando a la
temperatura de fusién o, en su defecto, evitando su hibridacién a la secuencia molde,
ocasionando baja sensibilidad; esto sumado a que fueron disefiados inicialmente para la
deteccioén del papilomavirus en humanos, podria explicar la presencia de falsos negativos en
los resultados; sin embargo, es esta caracteristica degenerada la cual permite su uso para la
deteccién del papilomavirus en casi todas las especies infectadas (Araldi et al., 2017; Daudt
et al., 2018; Forslund et al., 1999). Por otra parte, los resultados negativos obtenidos en la
prueba de PCR, a pesar de haber medido una alta concentracién de ADN mediante
espectrofotometria, plantean interrogantes sobre la calidad y la funcionalidad del ADN extraido.
Esta discrepancia podria sugerir la presencia de inhibidores en la muestra, asi como
compuestos que no se lograron eliminar completamente durante el proceso de extraccion de
ADN y que interfieren con la amplificacién por PCR, o que el ADN se degradd durante el
proceso de extraccion; de igual forma, otra posibilidad es que en estas muestras no se
encontraba el virus presente, debido a que posiblemente eran lesiones ya en remisién. Estas

observaciones subrayan la necesidad de optimizar los protocolos de extraccion del ADN para


https://eu.idtdna.com/calc/analyzer
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garantizar la fiabilidad de los resultados obtenidos e incrementar el conocimiento sobre el ciclo
que cumple el virus en las lesiones.

Por otro lado, respecto a la diversidad genotipica encontrada, en el presente trabajo se
reportaron en total 13 genotipos del papilomavirus bovino presentes en 3 provincias del
Ecuador (Tabla 8). 10 de ellos con identidad del 99 al 100% con tipos ya caracterizados,
pertenecientes al género Xipapillomavirus (BPV4, BPV6, BPV9, BPV10 y BPV43),
Deltapapillomavirus (BPV1, BPV2, BPV13 y BPV14)y Epsilonpapillomavirus (BPV8). Este
hallazgo representaria el primer reporte con caracterizacion genotipica en el pais mediante
PCR-secuenciacion. Anteriormente, se habian documentado los tipos BPV3, BPV6 y BPV9 en
la provincia de EI Oro y BPV7 en la provincia de Azuay, también en Ecuador (Lennin &
Andrade, 2017), coincidiendo con este estudio en los tipos BPV6 y 9; sin embargo, la
metodologia empleada fue PCR-RFLP, la cual pudo haber limitado a una caracterizacion
molecular robusta del total de muestras recolectadas. Dada la coincidencia respecto a los tipos
encontrados, pertenecientes al género Xipapillomavirus (Figura 15), se sugiere que la
diversidad genotipica del papilomavirus bovino en Ecuador se concentra en especies de este
género; no obstante, es necesario el analisis de muestras en mas provincias para confirmar
esta suposicion, pues esta reportado que especies del género Deltapapillomavirus son las mas
prevalentes a nivel mundial y con alta distribucion (Vazquez Diaz et al., 2012) lo cual coincide
con la relativamente alta distribucion observada del BPV2 en este estudio. Por otra parte, los 2
nuevos tipos del papilomavirus bovino aqui encontrados: BPVEC2024-09 y BPVEC2024-17,
también agrupados en el género Xipapillomavirus, fueron recientemente caracterizados en
Brasil y Costa Rica, con los nombres BPV-BR-UEL08 (MH729203.1) y BPV-CR2 (MZ292467.1),
respectivamente (Alfaro-Mora et al., 2023; Crespo et al., 2019). De forma similar ocurrié con los
virus BPV1_varEC2024 y BPV2_stEC2024 aqui reportados y considerados como variante del
BPV1 y subtipo del BPV2 por sus claras diferencias en cuanto a su secuencia (Figura 12),

poseen a su vez alta identidad (100%) con otros documentados en Costa Rica y Brasil (BPV1:



56

MT385853.1 y BPV2: MH187961.1) (Alfaro-Mora et al., 2023; Daudt et al., 2019). Estos
resultados permiten dilucidar de cierto modo el fendmeno de dispersion del virus en América,
posiblemente debido al movimiento de ganado bovino entre paises, asi como la diversidad
genotipica del papilomavirus bovino relacionada a la ubicacién geografica, pues el hecho de
que existan variantes y subtipos de virus reportados en paises de América, evidencian como el
virus ha evolucionado y se ha diversificado a lo largo del tiempo y espacio. En cuanto al tipo
BPV-EC2024-22.1 encontrado, este no tuvo identidad mayor al 90% con otras secuencias de la
base de datos NCBI; por lo que, es posible que se trate de un nuevo tipo putativo de
papilomavirus bovino perteneciente al género Xipapillomavirus, e incluso se podria estar
hablando de una nueva especie putativa, dada una identidad entre el 71 y el 89% con otras ya
reportadas (77,88% con el BPV4: X05817.1; y 81,71% con el BPV-UFSBR36: MT674605.1
reportado en Brasil), cercanas a su vez a la especie Xipapillomavirus 1 del cual pertenece el
BPV4, que se agrupa en un mismo clado con esta nueva especie putativa encontrada
(Figueirédo et al., 2020; Patel et al., 1987). Dados estos descubrimientos, la secuenciacién del
genoma completo de los tipos reportados en este estudio es necesaria para poder establecer
analisis taxondmicos mas robustos que involucren distancias evolutivas, mutaciones,
comparaciones entre productos génicos y patogenicidad.

La distribucién de los tipos encontrados en las distintas fincas, revelaron que los PVs del
género Deltapapillomavirus fueron los mas frecuentes en este estudio (Figura 13).
Particularmente, el BPV2 fue el mas concurrente al presentarse en casi todas las zonas de
muestreo, similar a los estudios realizados por Alfaro-Mora et al. (2023) y Figueirédo et al.
(2020). Este fue encontrado en varias partes del cuerpo del animal infectado, incluyendo: boca,
cabeza, cara, ombligo, oreja, pecho y pierna (Figura 14). Segun Ugochukwu et al. (2019), el
BPV2 puede encontrarse en la piel de bovinos en la parte anterior y ventral del cuerpo,
incluyendo la frente, lo cual concuerda con lo observado. Por otro lado, el BPV1 fue el segundo

tipo con mayor distribucion (Figura 13), encontrandose en el cuello, oreja, espalda y cara de 5
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bovinos (Figura 14). Este es generalmente relacionado con la presencia de fibropapilomas en
pene y pezones, aunque también esta asociado a los papilomas cutaneos comunes
(Borzacchiello & Roperto, 2008; Daudt et al., 2019). El BPV13 aqui reportado, fue el de mayor
ocurrencia, pero Unicamente presente en la finca 2 (Figura 13), en varias partes del cuerpo de
6 animales, predominando el cuello; mientras que, el BPV14 también del género
Deltapapillomavirus (Figura 15), se encontré en menor proporcion (4% del total de las
muestras) en el cuello y espalda de un ejemplar (Figura 13 y Figura 14). Al igual que los otros
miembros del género Deltapapillomavirus los BPV13 y BPV14 son responsables de la
generacion de fibropapilomas cutaneos, aunque también han sido relacionados con carcinomas
en el tejido urotelial (Araldi et al., 2017; Daudt et al., 2018). En particular, los BPV1 y BPV2 son
mencionados como los tipos de PVs que se identifican con mayor frecuencia, asociados
principalmente a neoplasias benignas y malignas en la vejiga urinaria, que a su vez son las
causantes del cancer en esta zona (Araldi et al., 2017; Ugochukwu et al., 2019) y por su lado
los BPV13 y BPV14 también han sido encontrados en tumores de la vejiga urinaria de bovinos
(Roperto, Munday, et al., 2016; Roperto, Russo, et al., 2016). Este hallazgo subraya la
importancia de la vigilancia continua en las fincas con estos patotipos, siendo necesaria la
busqueda en estas zonas de papilomatosis en genitales, mas aun en el caso particular de la
muestra F420_181023 tomada de la finca 4 en Ibarra, pues algunos animales de la zona
presentaban hematuria. Ante esto, es recomendable la aplicacion de medidas preventivas para
impedir este tipo de afecciones, como el evitar la presencia de helechos en la zona de
pastoreo, pues esta bien reportada la relacién de su consumo con la evolucion de las verrugas
a neoplasias malignas en la vejiga, esto por contener quimicos mutagénicos e
inmunosupresores (Araldi et al., 2017; Campo, 2002; Daudt et al., 2018; Ugochukwu et al.,
2019).

A pesar de que el género Deltapapillomavirus fue el que tuvo mayor distribucion, la

mayoria de los tipos virales encontrados pertenecieron al género Xipapillomavirus: BPV4,
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BPV6, BPV9, BPV10, BPV43, los nuevos tipos BPV/BR-UEL08, BPV-CR2 y el nuevo tipo
putativo BPVEC2024 22.1 (Figura 15). El BPV4 en este estudio se hall6é en el miembro
posterior derecho de un animal (Figura 14), contrario a lo reportado en la literatura, pues este
tipo viral es caracterizado por ocasionar papilomas en la mucosa del es6fago, estébmago,
intestino delgado e incluso la vejiga urinaria, lesiones que a su vez pueden empeorarse por la
ingesta de helechos, generando cancer (Araldi et al., 2017; Ugochukwu et al., 2019). Cercano
en la escala evolutiva se encontré al nuevo tipo putativo BPVEC2024_22.1 (Figura 15) el cual
se hallé en el cuello de un animal formando una neoplasia cutanea (Figura 14); esto podria
sugerir que posee relacion con las mismas patologias del BPV4, sin embargo, mas
investigaciones respecto al genoma de este virus son necesarias para analizar su
patogenicidad. Los BPV6 y 10 se hallaron en la ubre (Figura 14) conforme a la literatura
(Ugochukwu et al., 2019), igual que el nuevo tipo putativo BPV-CR2 descrito en Costa Rica
(Alfaro-Mora et al., 2023) relacionado en el mismo clado con el BPV6; no obstante, los BPV9y
43 también asociados a esta ubicacion anatémica, se encontraron en lugares diferentes (boca y
nariz, respectivamente, Figura 14) (Hatama et al., 2008). Curiosamente el tipo BPV/BR-UEL08
descrito en Brasil (Crespo et al., 2019) se hallé en la piel del muslo de un animal, mientras que
en el presente estudio se localizé en la oreja (Figura 14), sugiriendo que este nuevo tipo
putativo es comun del epitelio sin predisposicion a un lugar en especifico. Cabe senalar la
inherente preocupacién de encontrar el BPV6 y otros representantes del género
Xipapillomavirus en las distintas fincas objetos de estudio, pues, aunque sea considerado un
geénero de bajo riesgo (Daudt et al., 2018), su estrecha relacién con la papilomatosis en ubres y
pezon puede resultar un problema al volver susceptible al animal de contraer una infeccion
bacteriana y, por ende, adquirir mastitis.

Por ultimo, el unico representante del género Epsilonpapillomavirus encontrado en este
estudio fue el BPV8, localizado en la finca 8 (Figura 13). Curiosamente, en este lugar también

se hallaron patotipos representantes del género Deltapapillomavirus, siendo interesante por su
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relacion evolutiva, ya que el analisis filogenético realizado sugiere que ambos géneros
provienen de un mismo ancestro en comun. El BPV8 ha sido relacionado con papilomas
cutaneos benignos, de ahi que se haya encontrado en la cola y cuello de un animal (Daudt
et al., 2018). Aunque su hallazgo no es de relevancia en cuanto a su patogenicidad, debido a
que no se relaciona con papilomas malignos, su presencia revela la relacién geografica
existente entre los tipos de PVs.

Las coinfecciones de diferentes BPVs es un hecho ampliamente reportado en diferentes
investigaciones (Daudt et al., 2018). En este estudio se reportaron 6 coinfecciones de varios
tipos virales del BPV en un mismo bovino y una posible coinfeccion de mas de un virus en el
mismo papiloma, dada la presencia de bandas claras en el gel de agarosa, pero con ruido
excesivo en el electroferograma (Figura 11.) hecho que Pyrek et al., (2023) atribuye a una
posible coinfeccion. Para este caso particular, la técnica PCR-secuenciacion utilizada en este
estudio se ve limitada para poder confirmar estos hallazgos; sin embargo, metodologias como
PCR-RFLP han demostrado ser eficientes cuando se necesita identificar los tipos virales
presentes en la coinfeccion (Kawauchi et al., 2015); asi mismo, la clonacion dentro de un
plasmido del ADN obtenido seguido de la secuenciacion de los clones obtenidos, funciona
como una alternativa (Grindatto et al., 2015). A pesar de que una muestra también exhibio ruido
en el electroferograma, a juzgar por la banda en el gel de agarosa y la altura de los picos
observados (Figura 11 y Anexo 2), se podria atribuir el ruido a una baja concentracién en el
producto de PCR, lo cual pudo ocurrir a su vez por una baja concentracién de ADN luego de la
extraccién (<10 ng/uL Anexo 1.) Por otro lado, respecto a las coinfecciones en el mismo
bovino, en este estudio se reportaron los casos: (1) BPV2+BPV13, (2) BPV9+BPV2, (3)
BPV/BR-UEL08+BPV-CR2, (4) BPV2+BPV6+BPV10, (5) BPV43+BPVEC2024_22.1+BPV-CR2
y (6) BPV14+BPV1+BPV2 (Tabla 9). De estos, los casos (1), (2) y (4) han sido previamente
reportados (C. C. R. Carvalho et al., 2012; Daudt et al., 2018); mientras que los casos (3), (5) y

(6) son nuevos reportes de coinfecciones en bovinos. Respecto a estos, es importante recalcar
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que en todos los casos las coinfecciones ocurren con tipos virales agrupados en el mismo
geénero, lo cual resulta preocupante en aquellos donde se encuentran los tipos asociados a
patologias graves, como el caso (6) que contiene los tipos virales considerados de alto riesgo
en el ganado bovino (Daudt et al., 2018). A pesar de que las coinfecciones encontradas en este
estudio no se observaron en casos de neoplasias malignas, los resultados de Sauthier et al.,
(2021) sugieren que las coinfecciones deben considerarse en las transformaciones neoplasicas
y papilomatosis, mas cuando esta bien conocido que coinfecciones en el HPV pueden ser un
factor para el aumento de la carcinogénesis (Carrillo-Garcia et al., 2014; Chaturvedi et al.,
2011; Senapati et al., 2017), lo que refuerza los estudios en el BPV para tener un panorama
mas amplio del HPV y su oncogénesis.

El analisis respecto a la apariencia macroscépica de la verruga obtenida y el tipo viral
presente, reveld que, dependiendo del lugar en el que se extraiga la muestra es posible
encontrar un tipo determinado de BPV (Figura 14). No obstante, parece ser que la
predisposicion del BPV viene dada por el tipo de tejido epitelial (mucoso o cutaneo).
Inicialmente, los BPVs 1 — 6 habian estado bien caracterizados de forma micro y macroscopica,
de modo que se asociaba al BPV1 con fibropapilomas en pezones y pene, asi como las
verrugas comunes en la parte frontal, cuello y lomo junto con el BPV2; a este ultimo también se
lo asociaba con fibropapilomas con forma de coliflor comin en zonas anogenital, abdominal
ventral y, por supuesto, vejiga urinaria (Radostits et al., 2006). Lo anterior concuerda de cierto
modo con lo observado, pues el BPV1 y BPV2 se hallaron en varias partes del cuerpo del
animal, en su mayoria cuello y cabeza; sin embargo, debido a que la verruga de coliflor comun
puede aparecer en cualquier parte del cuerpo, seria dificil determinar el tipo viral Unicamente
por una observacién macroscopica, por lo que se cree que seria necesario obtener el mismo
numero de muestras de cada parte del cuerpo para un analisis mas robusto. Del mismo modo,
el BPV4 que es fuertemente relacionado a papilomas del tracto gastrointestinal superior y

respiratorio (Radostits et al., 2006), en este estudio se lo hallé en la el miembro posterior de un
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ejemplar, por lo que seria necesario obtener mas muestras y de esas zonas anatémicas
mencionadas, para asi corroborar lo reportado. En el caso del BPV6, este es asociado a
papilomas en ubre y pezones, algo que si se observo en este estudio, aunque también se lo
hallé en el cuello, ombligo y oreja (Radostits et al., 2006). Daudt et al., (2018) menciona que a
pesar de los esfuerzos por obtener un mapeo general de la hipotética predisposicién del BPV
por infectar una parte especifica del cuerpo del bovino, los estudios parecen demostrar que la
infeccion mas bien esta guiada por su tropismo a los epitelios cutaneos o mucosos,
aumentando su posibilidad cuando existe mayor abrasion en el sitio sin restriccion a alguna

zona anatdémica del cuerpo del bovino (p.10).
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Conclusiones y recomendaciones
Conclusiones

Este estudio representa la primera identificacion y caracterizacion molecular del virus
del papiloma bovino (BPV) en Ecuador. Se reportaron por primera vez las secuencias parciales
del gen L1 de 13 tipos virales del BPV en el pais, obtenidos de fincas ubicadas en areas de
influencia de la UFA-ESPE. En estas zonas, los tipos virales con mayor distribucién
pertenecieron al género Deltapapillomavirus y los Xipapillomavirus presentaron mayor
diversidad genotipica. Adicionalmente, en esta investigacion se reportaron 2 nuevos tipos
virales y 2 variantes del BPV provenientes de Brasil y Costa Rica, asi como una nueva especie
putativa del BPV (BPVEC2024_22.1) perteneciente al género Xipapillomavirus. Aunque la
mayor parte de los papilomas recolectados se trataban de neoplasias benignas, se hallaron
tipos virales considerados de alto riesgo por estar relacionados con patologias graves, como el
cancer de vejiga urinaria, mastitis o carcinoma del tracto gastrointestinal; asi mismo, se hallaron
coinfecciones que involucraron tanto tipos virales nuevos como ya reportados, asi como una
posible coinfeccidn presente en una misma lesion.

Se identificaron 8 fincas con bovinos con papilomatosis, de las cuales se recolectaron
verrugas de varias partes del cuerpo. La observacién y registro fotografico mostraron que, en
su mayoria, las lesiones consistieron en neoplasias con forma de coliflor con un tamafio
aproximado de 0,8 cm. La diversidad genotipica encontrada se report6 en la finca ubicada a las
afueras de la parroquia “Luz de América”, mientras que el nuevo tipo putativo encontrado se
recolecté de un bovino proveniente de una finca ubicada en el cantén “El Carmen”.

Alo largo de esta investigacion, se aplico la técnica de extraccidn directa de ADN
basada en la lisis celular y adhesién del acido nucleico a una matriz de diéxido de silicio, la cual
fue suficiente para realizar los analisis moleculares posteriores. En particular, se estandarizé
con alta eficiencia una prueba de PCR para la amplificacion parcial del gen L1 del BPV, que

permitié la posterior secuenciacion de los productos mediante la tecnologia Sanger.
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Finalmente, los analisis bioinformaticos realizados, permitieron identificar y caracterizar
los tipos virales: BPV1, BPV2, BPV4, BPV6, BPVS8, BPV9, BPV10, BPV13, BPV14, BPV43,
BPV/BR-UELO08 (Brasil), BPV-CR2 (Costa Rica) y BPVEC2024_22.1 (Ecuador). El arbol
filogenético obtenido a su vez logré dilucidar la relacion taxondémica existente entre todos los
tipos virales encontrados, mostrando que, en Ecuador, existen los géneros Xipapillomavirus,
Deltapapillomavirus y Epsilonpapillomavirus del BPV.

Recomendaciones

Respecto al muestreo, para un analisis mas robusto en investigaciones posteriores, se
recomienda la recoleccion de mas factores que contribuyan al estudio sobre la caracterizacion
del virus y las lesiones que genera. Por ejemplo, el tomar datos sobre la raza, edad o
alimentacion de los animales objeto de estudio, suman variables estadisticas para determinar
posibles factores de riesgo asociados a la papilomatosis bovina. Del mismo modo, el conteo del
numero de lesiones encontradas por cada animal o establecer un numero constante de
lesiones por regién anatémica del cuerpo, ayudaria a una mejor caracterizacion macroscépica
de la enfermedad. Por ultimo, también es recomendable ampliar el muestreo a otras zonas
geograficas del pais, lo que ayudaria a descubrir la diversidad genotipica a nivel nacional.

Por otro lado, respecto a las técnicas moleculares utilizadas, en estudios posteriores se
recomienda probar técnicas de diagnéstico que permitan descubrir los tipos virales presentes
en un mismo papiloma, como la técnica de PCR-RFLP, asi como métodos que brinden
caracteristicas adicionales sobre la infeccion, como andlisis histoldgicos para determinar la
histopatologia de los virus encontrados, y asi determinar una descripcion tanto micro como
macroscopica.

El estudio presentado brinda la secuencia parcial del gen L1 de una nueva especie putativa del
papilomavirus bovino, asi como 2 variantes y tipos previamente caracterizados. En lo posterior,
se recomienda continuar con el analisis molecular de estos tipos virales, enfocados tanto en la

secuenciacién completa del gen L1 como la secuenciacién del genoma completo o parte de él,



para asi corroborar que se trate de una especie de BPV nueva, determinar los productos
geénicos que intervienen en el proceso de infeccion y también para estudiar las relaciones

filogenéticas con los demas tipos de BPV y descubrir el proceso evolutivo involucrado.
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