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RESUMEN



La literatura reporta que los Papillomavirus, pequenos virus de ADN, son especificos de
especie, y no suelen afectar a especies que no sean su originaria. Sin embargo, se han
reportado casos de infecciones del Virus del Papiloma Bovino tipo 1 y 2, afectando no solo a
bovinos sino también a equinos. En los bovinos, el VPB causa lo que cominmente se conoce
como papilomatosis bovina, la cual es una enfermedad que demuestra una regresion
espontanea en la mayoria de los casos sin causar mayores consecuencias para los animales
infectados, mientras que en los equinos, la enfermedad que se produce tras la infeccion por
este mismo virus se denomina sarcoidosis equina, la cual es clinicamente mas severa, no
demuestra regresion natural y en ocasiones, conduce a la muerte del animal si no se trata de la
mejor manera. Alli radica la importancia de indagar sobre nuevos tratamientos, especialmente
para combatir la sarcoidosis equina, quienes demuestren una mayor eficacia para conservar la
vida de los animales infectados. De esta manera, la presente monografia hace un recorrido
bibliografico para llegar a explicar como se produce el fendmeno de regresion espontanea de
los tumores, qué factores influyen en este proceso y resalta el uso de vectores virales,
especialmente de aquellos provenientes del Virus de la Influenza A y B, genéticamente
modificados para que, gracias a la produccion mejorada de IFN-y, estimule la regresion de los

tumores causados por el VPB en los equinos.
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ABSTRACT

The literature reports that Papillomaviruses, small DNA viruses, are species specific, and do

not usually affect species other than their original one. However, cases of Bovine

Papillomavirus type 1 and 2 infections have been reported, affecting not only cattle but also

horses. In cattle, BPV causes what is commonly known as bovine papillomatosis, which is a

disease that shows spontaneous regression in most cases without causing major consequences



for infected animals, while in horses, the disease that occurs after infection by this same virus
is called equine sarcoidosis, which is clinically more severe, does not show natural regression
and sometimes leads to the death of the animal if it is not treated in the best way. Therein lies
the importance of investigating new treatments, especially to combat equine sarcoidosis,
which demonstrate greater efficacy in preserving the lives of infected animals. In this way,
this monograph reviews the literature to explain how the phenomenon of spontaneous
regression of tumors occurs, what factors influence this process and highlights the use of viral
vectors, especially those from the Influenza Virus. A and B, genetically modified so that,
thanks to the improved production of IFN-y, it stimulates the regression of tumors caused by

VPB in horses.

KEYWORDS: Bovine Papillomavirus VPB, Papillomatosis, Sarcoidosis, Viral vectors,

Tumor regression.



Vectores virales como opcion terapéutica para la regresion de tumores provocados por

el Virus del Papiloma Bovino VPB

Introduccion

La presente investigacion abarca como punto central el uso de vectores virales como opcidén
terapéutica para la regresion de tumores causados por el Virus del Papiloma Bovino VPB.
Este virus de tipo ADN, perteneciente a la familia Papillomaviridae, se ha reportado
mundialmente al causar enfermedades en bovinos y équidos, conocidas como papilomatosis
bovina y sarcoidosis equina, respectivamente. Para el caso de los bovinos, el virus ocasiona
una serie de lesiones en forma de verrugas o papilomas, las cuales se comportan como
proliferaciones benignas, que, si bien, no afectan la vida del animal de manera alarmante,
provocan consecuencias para el estado de salud del animal generando un retraso en el
desarrollo, disminucién en la ganancia de peso e, incluso, predisposicion en el organismo
para adquirir sobreinfecciones de origen bacteriano. Por otro lado, en los equinos, las
manifestaciones clinicas son mas severas debido a que las lesiones o sarcoides, de tipo
tumoral, no demuestran una regresion natural, y se tornan recurrentes cuando el tratamiento

no es el adecuado, llevando al animal, en el peor de los casos, a la muerte.

Debido a lo mencionado anteriormente, aparece la necesidad de investigar posibles
tratamientos enfocados en la regresion de tumores ocasionados por el VPB, especialmente en
equinos dada la severidad de sus manifestaciones clinicas, los cuales cuenten con un
porcentaje de efectividad mayor a los tratamientos que cominmente son usados, y ademas,
que no representen ningun riesgo para la salud del animal al ser aplicados. Es asi como se ha
demostrado el uso de vectores de origen viral, especialmente basados en el Virus de la
Influenza Humana A y B modificados genéticamente para eliminar de forma parcial el gen
NSI, creando asi tratamientos que promueven la regresion de tumores presentes en equinos, y
que, acompanados con una estimulacion adecuada de la respuesta inmune, han mostrado una
gran efectividad para disminuir la cantidad de tumores presentes en equinos infectados y

mitigar los dafios que puede provocar el VPB en estos animales.

El objetivo de la presente revision fue analizar el uso de vectores virales como opcion
terapéutica para la regresion de tumores provocados por el VPB, asi como también

caracterizar el proceso mediante el cual se lleva a cabo la regresion de tumores presentes en



animales ocasionados por el VPB, describir los virus que participan como vectores en las
terapias enfocadas en la regresion de tumores provocados por el VPB, e identificar las
terapias usadas para la regresion de tumores, tanto en bovinos como en equinos, causados por
el mismo virus. De esta manera, para dar desarrollo a los objetivos planteados, se realizd una
busqueda exhaustiva en bases de datos de articulos cientificos y libros, especialmente
publicados en el idioma inglés, con un amplio rango en los afos de su divulgacion, los cuales
permitieron obtener informacion precisa para entender, con un orden logico, la tematica

trabajada.

Teniendo en cuenta lo anterior, se expone el marco teérico, en donde se presentan las
caracteristicas detalladas del virus, su patogenicidad y una aproximacion inicial de las
opciones terapéuticas utilizadas para su tratamiento. También se presentan los antecedentes,
los cuales demuestran la trayectoria de trabajos de investigacion que apoyan al el desarrollo
del tema central y los diferentes puntos a tratar en la misma. Por otro lado, se explica la
metodologia usada para dar cumplimiento a los objetivos propuestos para la revision,
teniendo en cuenta su naturaleza cualitativa. Adicionalmente, se presentan los resultados
obtenidos, dando respuesta a los objetivos planteados, y también, la discusion que resulta del
mismo desarrollo de la tematica planteada. Por ultimo, se establecen las conclusiones finales

de trabajo y las referencias bibliograficas utilizadas.



Objetivo general

Analizar el uso de vectores virales para la regresion de tumores provocados por el Virus del

Papiloma Bovino como opcion terapéutica.

Objetivos especificos

e C(aracterizar el proceso mediante el cual se lleva a cabo la regresion de tumores

ocasionados por el VPB.

e Describir los virus que participan como vectores en las terapias enfocadas en la regresion

de tumores ocasionados por ¢l VPB.

e Identificar las terapias usadas para la regresion de tumores, especificamente en bovinos,

causados por el VPB.

e Establecer las terapias usadas para la regresion de tumores, especificamente en equinos,

causados por el VPB.



1. Marco tedrico

1.1 Generalidades del Virus del Papiloma Bovino (VPB)

Los papilomavirus bovinos pertenecen al género Papillomavirus, virus pequefios con un
genoma de ADN, los cuales infectan a los humanos y a muchas otras especies de animales
domésticos y salvajes, como es el caso de équidos y bovinos. Su principal caracteristica es
que causan lesiones hiperproliferativas en el epitelio cutaneo y las mucosas. Los PV son
especificos de especie, ya que no afectan a otro huésped que no sea el natural, pero se ha

presentado una excepcion con el BVP tipo 1y 2 que infectan caballos y otros équidos %7,

1.1.1 Taxonomia del VPB

Segun los parametros del Comité Internacional de Taxonomia de Virus, el Virus del Papiloma

Bovino se clasifica como se observa en la Tabla No. 1 ..

Tabla No. 1. Clasificacion taxondémica del VPB.

Familia Papillomaviridae

Género Xipapillomavirus, Deltapapillomavirus,
Epsilonpapillomavirus.

Especie VPB 1,2 3,456,789, 10, 11, 12,
13.

Clasificacion de Baltimore |1

Elaboracion propia. Fuente: Lunardi et al. Bovine Papillomaviruses - Taxonomy and Genetic Features. Current
issues in Molecular Virology. IntechOpen. 2013.

1.1.2 Estructura del VPB

El Virus del Papiloma Bovino presenta simetria icosaédrica sin envoltura de 55 a 60 nm de
didmetro que forma particulas paracristalinas en los nucleos de las células infectadas;
contiene un ADN de doble cadena de aproximadamente 8.000 nucledtidos ensamblado por
histonas celulares. Su capside viral estd compuesta por dos proteinas estructurales, L1 de 55
kDa, y L2 de 70 kDa. Asimismo, tal como se presenta en la Tabla No. 2, su genoma codifica

para otras proteinas importantes en el proceso de replicacion e infeccion en el huésped '

4



Tabla No. 2. Proteinas virales del VPB.

TIPO NOMBRE FUNCION
El Reconocimiento del origen de replicacion/actividad helicasa
E2 Enganche de E1 al origen de la replicacién/modulacion de la transcripcion de
Proteinas no los primeros promotores virales
estructurales
E4 Supuesta funcion auxiliar en la salida del virion de las células infectadas
E5 Interactua con el receptor B del factor de crecimiento derivado de plaquetas

(PDGF) y lo activa

E6 Dirigida contra la proteina supresora de tumores p53
E7 Se une a proteinas de la familia del retinoblastoma
Proteinas L1 Componente de la capside viral
estructurales
L2 Componente de la capside viral

Fuente: Lunardi et al. Bovine Papillomaviruses - Taxonomy and Genetic Features. Current issues in Molecular
Virology. IntechOpen. 2013.

2.1.3 Clasificacion de serotipos virales del VPB

Los Papillomavirus (PV) bovinos estdn clasificados en tres géneros, el primero,
Xipapillomavirus, con un tropismo especial por el epitelio, abarcan el VPB-3, VPB-4,
VPB-6, VPB-9, VPB-10, VPB-11 y el VPB-12; el segundo, Deltapapilomavirus, asociados
con fibropapilomas, que comprenden al VPB-1, VPB-2 y VPB-13; y el tercero,
Epsilonpapilomavirus, en donde se encuentra el VPB-5, cuyo genoma comparte muchas

semejanzas con los otros dos grupos de VPB, y el VPB-8 3,

Segin Lunardi et al !, cada tipo viral representa un genoma completo, quienes comparten en
comun la secuencia de nucleotidos del gen L1, que codifica la proteina principal de la
capside, y a su vez, muestran al menos un 10% de diferencia en comparacién con la misma

secuencia de cualquier otro PV previamente identificado *.

1.1.4 Genoma del VPB



El genoma de ADN circular de doble cadena de los Papillomavirus, en general, esta
conformado por tres regiones diferentes: la region de control largo (LCR, long control region)
que contiene los elementos necesarios para la replicacion y transcripcion del ADN viral, y
dos regiones que contienen marcos de lectura abiertos (ORF) correspondientes, por un lado, a
genes tempranos, y, por otro lado, a genes tardios. Esta caracteristica de expresion temprana o
tardia depende de si se expresan antes o después de que se lleva a cabo la sintesis de ADN
destinado a la creacion de nuevas particulas virales > % 7. Se puede observar en la fig. 1 que
los primeros genes codifican proteinas implicadas tanto en la replicacion y transcripcion del
ADN viral como en la transformacion celular, asi como El, E2, E4, E5, E6 y E7; los

segundos genes codifican proteinas de la capside, es decir L1 y L2 ***,

Figura 1. Genoma del VPB tipo 1 indicando las distintas regiones codificantes. Tomado de: Méndez 1.
Tipificacion viral y caracteristicas inmunopatolégicas de la fibropapilomatosis bovina en diferentes regiones de
San Luis Potosi. Universidad Auténoma de San Luis Potosi. 2019.

1.2 Epidemiologia

Segun reportes de la literatura, se han presentado, a nivel mundial, diferentes casos de
infecciones ocasionadas por los diferentes genotipos del VPB, asi como se observa en la fig.
2. Es importante destacar que cada uno de éstos se distribuyen de manera heterogénea y que
algunos representan una incidencia mayor en diferentes lugares del mundo. Asi, los genotipos
que tienen mayor prevalencia al estar presentes en una mayor cantidad de paises son el
genotipo VPB-1 y VPB-2, al hallarse reportes, para el VPB-1, en Arabia Saudi, Nueva
Zelanda, Brasil, India, Japon y Suecia, y para el VPB-2, en Alemania, Brasil, Japon, Italia,
Portugal, Rumania, Nueva Zelanda y Espaia. Por otro lado, para los genotipos VPB-3,

VPB-7, VPB-8, VPB-9, VPB-11 y VPB-12, se conoce reportes unicamente en Japon y Brasil,


http://www.agronomia.uaslp.mx/Documents/DCA/Tesis/Isaura%20Mendez%20Rodriguez.pdf
http://www.agronomia.uaslp.mx/Documents/DCA/Tesis/Isaura%20Mendez%20Rodriguez.pdf
http://www.agronomia.uaslp.mx/Documents/DCA/Tesis/Isaura%20Mendez%20Rodriguez.pdf

y en un Unico caso de papilomatosis en un bisonte en Eslovaquia. E1 VPB-4 se ha encontrado
en Brasil e Italia, el VPB-5 en Brasil y el VPB-6 en Brasil, Reino Unido y Japén, el VPB-10

en Brasil y Japon, y, por tltimo, el VPB-13, mas recientemente encontrado en Brasil °.

Figura 2. Distribucion mundial de los genotipos de papilomavirus bovinos BPV-1 a BPV-13 descritos en
artiodactilos y perisodactilos, asociados al desarrollo de papilomas y fibropapilomas. Los numeros indican los
genotipos identificados en cada pais. Tomada de: Vasquez et al. Papilomatosis bovina: Epidemiologia y
diversidad de Papillomavirus bovinos (BPV). Revista Complutense de Ciencias Veterinarias. 2012.

A nivel Colombia, muy pocos son los casos que se han reportado ante las autoridades
pecuarias para tener el registro epidemioldgico de la infeccion provocada por el VPB. De
manera mas precisa, se han reportado casos a lo largo del territorio colombiano asi: en la
zona Norte de Antioquia; en la zona del sur-oriente de Santander, comprendiendo los
municipios de San Gil, Socorro, Guadalupe, Oiba, San José, Barichara, Charald y Pinchote;
en el departamento del Cauca, en los municipios de Santander de Quilichao, Popayan, El
Bordo, Timbio, Cajibio y Sotara; en el departamento del Caquetd, en los municipios de

Montafiita y Puerto Rico; y por ultimo, en el departamento de Cordoba '* 121314,

1.3 Especies afectadas por el VPB

Se conoce que los conejos fueron la primera especie animal afectada por virus de la familia
Papillomaviridae, en quienes se demostrd, también, la tumorigénesis en consecuencia de esta
infeccion . En general, los huéspedes de estos virus comprenden desde mamiferos hasta
aves, en su mayoria '® 7. Adicionalmente, los VPB solian ser especificos de la especie
bovina, pero se han detectado saltos entre especies, principalmente de los serotipos VPB-1 y
VPB-2, infectando también a équidos, bufalos y bisontes, dando lugar a afecciones mas

complicadas denominadas sarcoides "'* .



1.4 Infeccion natural por el virus

El virus del papiloma bovino VPB se propaga facilmente por contacto directo entre animales
infectados, con mayor facilidad entre los que estan estabulados, a través de lesiones cutaneas,
sangre contaminada y fOmites, capaces de transmitir el virus, como cercas infectadas,
narigueras, agujas hipodérmicas, instrumentos quirdrgicos, entre otros, ademds por
manipulacion de los animales con las manos del ordenador, e incluso gracias a vectores
artrépodos, principalmente garrapatas y tabanos, los cuales transportan el virus y facilita su
entrada en los animales en el momento que ocasionan pequefias lesiones en la piel sana

cuando pican o muerden a los mismos > ',

Al tener contacto con la piel, el virus infecta directamente a los queratinocitos basales del
epitelio, en donde se replican exclusivamente en el nicleo, y posteriormente se replica en los
queratinocitos del estrato espinoso y granuloso ocasionando hiperplasia (crecimiento

excesivo) del epitelio. Una vez infectada la célula, el virus puede seguir tres posibles vias:

1. El virus puede causar una infeccion latente sin cambios morfologicos en los
queratinocitos. 2. En las células basales maduras el virus puede pasar de una
infeccion latente a una productiva con formacion de viriones completos
infectantes, dando lugar a cambios morfologicos conocidos como citopatologia
viral, incluyendo hiperplasia epitelial, queratinocitos con citoplasma claro, niicleos
picnoticos, y algunas veces cuerpos de inclusion intranucleares y/o
intracitoplasmaticos. 3. El virus se puede integrar al genoma de la célula del
huésped, resultando en transformacion maligna de la célula y cambios

morfologicos de neoplasia maligna, proceso observado en la fig. 3 °.

El hecho de que se produzcan los cambios morfologicos y que se origine la hiperplasia
celular, se debe a que los genes virales ES, E6 y E7, estan asociados con la regulacion del
ciclo celular, y se han relacionado, ademaés, con el proceso de promover el crecimiento celular
al inactivar proteinas supresoras tumorales como el p53 y pRb. En consecuencia, se
desencadena una proliferacion celular descontrolada y con una nula capacidad para reparar el

material genético provocando asi una transformacion maligna > !5,
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Figura 3. Mecanismo de carcinogénesis en la infeccion por Papilomavirus. Fuente: Méndez 1. Tipificacion viral
y caracteristicas inmunopatolégicas de la fibropapilomatosis bovina en diferentes regiones de San Luis Potosi.
Universidad Autonoma de San Luis Potosi. 2019.

En adicion, dependiendo el género del papillomavirus, las infecciones que se producen van a
tener caracteristicas diferentes. Asi, las ocasionadas por los Deltapapilomavirus, van a
transformar los fibroblastos subepiteliales, produciendo posteriormente una acantosis epitelial
y papilomatosis; las infecciones ocasionadas por los Xipapillomavirus, provocan tinicamente
la transformacioén del epitelio, mientras que las causadas por los Epsilonpapilomavirus,

causan tanto fibropapilomas como papilomas epiteliales °.

1.4.1 Actividad transformadora de oncoproteina ES

E5 es una proteina de membrana corta mayormente hidrofobica, pero con pocos dominios
hidrofilicos, que actia como la principal proteina transformadora del VPB . En primer lugar,
se une y activa el receptor del factor f de crecimiento derivado de plaquetas PDGF-R en
células ya transformadas, formando complejos estables junto con el receptor, provocando su
dimerizacion. Al estimular a PDGF-R se activa una cascada de sefializacion del receptor, que,
en consecuencia, induce el crecimiento intracelular. Por otro lado, E5 también se une a la
subunidad ¢ de 16K de ductina, un componente de las vias comunicantes y la ATPasa
vacuolar, provocando una regulacion negativa de la comunicacion intracelular de la célula
infectada con sus vecinas sanas. Esta interaccion provoca también la alcalinizacién del
aparato de Golgi y los endosomas, impidiendo la salida de las moléculas del CMH de tipo I.
Su ausencia en la superficie de las células facilita la evasion de la respuesta inmune del

huésped. Ademas, la oncoproteina E5 activa algunas enzimas quinasas como Acdk-2, MAP,
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JNK, PI3 y c-Src impidiendo que se desarrolle de manera correcta el control del ciclo celular

20

1.4.2 Actividad transformadora de oncoproteina E6

La segunda proteina transformadora mas importante del VPB es E6, cuya localizacion varia
entre pequefas fracciones de membrana y nucleo, y contiene dos dominios de dedos de zinc
reconociéndose como una proteina activadora de la transcripcion con union al ADN. La
funcion transformadora de E6 la realiza mediante la uniéon a dos moléculas. Primero a la
proteina de unién a calcio ERC-55/E6BP, y segundo al coactivador transcripcional
CBP/p300. La unién de estas proteinas con la influencia de E6 interfiere en las funciones
celulares normales. Adicionalmente, la oncoproteina E6 se une a la proteina de adhesion
focal paxilina, provocando una interrupcion en el citoesqueleto, cuya funcion es vital para el
mantenimiento de la morfologia celular, la motilidad, la divisién y las interacciones de la
célula con otras células y con la matriz celular; E6 también se une a la subunidad y del
complejo adaptador de clatrina AP-1, obstruyendo las vias del trafico vesicular, importantes

para el control de la proliferacion y diferenciacion celular 7 2.

1.5 Manifestaciones clinicas

1.5.1 Papilomatosis bovina

El signo mas caracteristico de esta enfermedad corresponde a la aparicion de pequenos
crecimientos nodulares en la piel, conocidos como verrugas, que se observan a simple vista,
como lo demuestra la fig. 4, que en la mayoria de las ocasiones tienen una regresion
espontdnea, o duran hasta un tiempo maximo de 18 meses, hasta que se necrosan y
abandonan la piel del animal. De igual manera, el resto de signos clinicos van a aparecer
dependiendo del lugar en donde se ubiquen las lesiones. Por ejemplo, “si se localizan en
espacio interdigital son dolorosos y pueden provocar cojeras o postracion. En el tracto
gastrointestinal rara vez exhiben manifestaciones clinicas pero pueden causar anorexia o
timpanismo. En la glandula mamaria pueden dificultar el ordefio o complicarse con
infecciones secundarias y generar mastitis. En vagina o pene pueden interferir con el coito,

sangrar, infectarse ¢ interferir con la reproduccion” > '*
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Figura 4. Ubicacion de las lesiones en bovinos con papilomatosis cutanea. a) Cabeza y cuello y b) Dorso y
torax. Fuente: Cardona et al. Caracterizacion clinica, histopatoldgica e histoquimica del papiloma cutaneo en
bovinos (Bos taurus) del departamento de Coérdoba, Colombia. UDCA. 2018.

De manera especifica, los serotipos del 1 al 6 se distribuyen de diferentes maneras en el
cuerpo de los animales asi: los serotipos VPB-1 y VPB-2 ocasionan papilomas en la zona de
la cabeza, cuello y hombros, ademaés de localizarse en el pene y la mucosa vaginal; el serotipo
VPB-3 causa papilomas cutaneos persistentes; el serotipo VPB-4 esta implicado en la
aparicion de papilomas en el tracto digestivo; el serotipo VPB-5 causa papilomas en el pezon
de tipo “grano de arroz”; y el serotipo VPB-6 ocasiona papilomas aplanados (en forma de

fronda) también en el pezon °.

1.5.2 Sarcoidosis equina

La sarcoidosis equina constituye una enfermedad que genera tumores dermatologicos en
caballos, burros, mulas y cebras '* 2?2, A diferencia de los papilomas bovinos, los sarcoides
equinos no demuestran regresion natural ni espontanea, y, aunque no hacen metastasis,
pueden ser recurrentes si no se tratan de manera adecuada. En la literatura se han descrito
diferentes tipos clinicos, tal como se observa en la fig. 5. El tipo fibroblastico presenta
ulceracion agresiva en la epidermis; los tipos ocultos corresponden a placas alopécicas
planas, con hiperqueratosis o presencia de nodulos en su superficie; los sarcoides nodulares
son masas redondas que no ocasionan ninglin tipo de dafio al epitelio, pero, la piel
suprayacente puede desprenderse o adherirse a la porcidon fibroblastica del tumor; los
sarcoides de tipo verrugoso tienen una apariencia de protuberancias de pequefio tamafo,
tipica de las lesiones provocadas por los virus del papiloma. Con frecuencia, se observan
casos de animales que presentan sarcoides mixtas, compuestas por dos o mas tipos de

sarcoides. Las lesiones de tipo nodular, verrugoso y oculto suelen permanecer estables a lo
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largo del tiempo por muchos afios, y, de manera espontanea, cambiar drasticamente y
evolucionar a un tumor que crece rapido, generalmente de tipo fibrobléstico, que es muy

dificil de tratar 2'.

Figura 5. Cuatro tipos clinicos de sarcoide equina. (a) Sarcoides fibroblasticos en el abdomen ventral; (b)
sarcoides ocultas en el hombro; (c) sarcoide nodular en el parpado superior; (d) sarcoide verrugoso en la
mandibula. Fuente: Bogaert et al. Bovine papillomavirus load and mRNA expression, cell proliferation and p53
expression in four clinical types of equine sarcoid. Journal of General Virology. 2007.

1.6 Opciones terapéuticas para tratar el VPB

Como se ha mencionado anteriormente, en la mayoria de los casos las lesiones papilomatosas
retroceden naturalmente sin causar consecuencias mas graves al animal infectado, pero, en
situaciones particulares, relacionadas con una mala higiene o cuidados inadecuados, las
lesiones pueden ser recurrentes, ademds de persistir y progresar en carcinomas, y e€s aqui
cuando se vuelve indispensable una intervencion terapéutica para tratar y erradicar la
infeccion por completo. El tratamiento de estas enfermedades ha estado limitado pues no hay
medicamentos que demuestren una efectividad del 100%, y es por esto que se han

desarrollado gran variedad de tratamientos con el fin de controlar la infeccion por el VPB #*

24

Dentro de los tratamientos usados para el control de la infeccion causada por el BPV tanto en
equinos como en bovinos, se encuentra una amplia variedad de procedimientos y
medicamentos con una efectividad variada. Por ejemplo, la cirugia se lleva a cabo
unicamente cuando las lesiones presentes en el cuerpo del animal son pocas, removiendo la

totalidad de las verrugas, lo cual lo convierte en un procedimiento poco practico, que en la
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mayoria de casos no se realiza. Por otro lado, la vacunacion es otra de las formas mas
comunes de tratamiento y prevencion de la enfermedad ' **. Las vacunas que se han
implementado desde el afio 1990 estan basadas en el uso de la proteina BPV L1 obtenida de
manera recombinante de organismos procariotas, y también en la obtencion de particulas
sintéticamente similares al virus mediante el uso de células eucaritticas, que tienen como
proposito inducir inmunidad en el huésped, pero que no demostraron una proteccion eficaz
contra la infeccion #. Adicionalmente, las vacunas autogenas que se elaboran con sangre o
tejidos de verrugas de animales infectados también se implementan como medida de control,

pero no es efectiva en la mayoria de los animales afectados '*°.

Otras alternativas son el uso y suministro de medicamentos como el 4.4 Diaceturato de
Diazoaminodibenzamidina, el clorobutanol, inmunomoduladores como la ivermectina y el
levamisol, infusiones intravenosas de bismuto, amonio, acido salicilico, etilenodinitrilo
tetracetato de calcio, cobre o cloruro de magnesio, otros tratamientos de origen homeopatico

provenientes de la planta Thuja e incluso células inactivadas de Propionibacterium '* >,

Particularmente, para la sarcoidosis equina no existe una terapia eficaz que facilite el
tratamiento de los animales afectados, y como esta enfermedad es clinicamente mas severa,
se recurre a procedimientos como la escision, la crioterapia y la inmunomodulacion local, que
en la mayoria de los casos, no presenta los resultados esperados. La escision quirurgica
presenta consecuencias pues provoca en el animal afectado una hiperproliferacion de las
lesiones, debido a la activacion del VPB que esta latente en el tejido aparentemente normal
rodeando a la lesion %. Por lo tanto, en los ltimos afios se han desarrollado vacunas basadas
en vectores del virus de la influenza A y B que inducen la regresion de tumores, las cuales

prometen un futuro alentador para todos los animales afectados con el VPB %,
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2. Antecedentes

En un articulo publicado en la revista Infectious Agents and Cancer por Corteggio et al’ en el
afio 2013, se plantea el objetivo de identificar el papel que cumplen las oncoproteinas ES y
E7 del VPB en los tumores que estos mismos provocan, describiendo sus caracteristicas
biologicas, centrandose especificamente en los patrones de expresion de estas proteinas en
tumores presentes tanto en bovinos como en equinos. Alli, se realiza una descripcion inicial
del Virus del Papiloma Bovino, el cual pertenece a la familia Papillomaviridae, y en general,
corresponden a pequefios virus de material genético ADN, que infectan a diferentes especies,
especialmente bovinos y ¢équidos, causando lesiones hiperproliferativas benignas en el
epitelio mucoso y cutdneo, y en el peor de los casos, tumores malignos. EI VPB se clasifica
en 13 serotipos, los cuales son especificos de especie, pero se ha demostrado que el VPB tipo

1 y 2, infecta adicionalmente a équidos, bufalos y bisontes.

En esta revision se demuestra como los tumores provocados por este virus suelen retroceder
espontaneamente en la mayoria de los casos, sin embargo, cuando no son intervenidos ni
tratados de la manera mas adecuada, se convierten en cancer, con la influencia de varios
factores. Principalmente, el VPB cuenta con una proteina transformadora conocida como ES,
cuya actividad es oncogénica pues contribuye a la transformacion celular debido a que activa
el receptor B celular para el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-r),
adicionalmente, disminuye la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo I
(CMH 1) en la superficie de las células disminuyendo la posibilidad de que se produzca la
presentacion del antigeno y se desencadene la respuesta inmune, e incluso, inhibe la

comunicacion intracelular estimulando la expresion de conexinas.

Por otro lado, se demuestra que la participacion de la oncoproteina E7, en conjunto con la
proteina ES, durante el desarrollo del cancer es crucial para el establecimiento del tumor. E7
provoca una sobreexpresion de la integrina 1, quien es importante para el proceso de
regulacion de la proliferacion y diferenciacion de los queratinocitos; y también, interfiere en
las respuestas celulares que conducen al rechazo de tumores. Asi, conocer el papel que
cumplen estas oncoproteinas en el proceso de desarrollo del tumor es importante para generar

posibles estrategias de prevencion y control de estas enfermedades.
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Por otro lado, Nasil y Brandt* en el afio 2013 dan a conocer de manera mas detallada la
relacion entre la infeccion causada por el VPB y la especie equina. El proposito de esta
revision bibliografica es describir la estructura y funcion de las proteinas virales que expresan
los VPB, discutir el papel que cumplen los serotipos virales VPB 1 y 2 en la patogénesis de
los sarcoides equinos, y presentar evidencia sobre un nuevo virus del papiloma equino

(EcPV-2) quien participa en la patogenia de los canceres genitales equinos.

Los autores mencionan que el VPB 1 y 2 estan asociados con la aparicién y desarrollo de
tumores cutdneos en caballos, burros, mulas y cebras, denominados sarcoides, los cuales
hacen referencia a tumores no metastasicos pero localmente agresivos, que pueden ser
clasificados por sus caracteristicas morfologicas en seis tipos clinicos: formas leves ocultas y
verrugosas, tipos nodulares y fibroblasticos mas graves, sarcoidosis muy progresivas que
invaden hasta los ganglios linfaticos, y sarcoidosis mixtas, que agrupan diferentes tipos de
lesiones. La infeccion entre especies se ha demostrado debido a una adaptacion por
mutaciones genéticas que demuestran una funcién mejorada de las oncoproteinas E6 y E7 en

fibroblastos equinos.

Debido a la locacion, tamafio y nimero de las lesiones, su tendencia de resistir y reaparecer
de una manera mas agresiva posterior al tratamiento, esta enfermedad puede comprometer de
manera integral el bienestar y estado natural de los animales afectados y causar pérdidas
econdmicas para los sistemas que de ellos dependen. Es por esto que el conocimiento de estos
hechos orienta la percepcion de que es importante el desarrollo de nuevas terapias que sean
verdaderamente efectivas y que no provoquen efectos secundarios al ser aplicadas en los
animales, para garantizar una mejor supervivencia y optimizacion de los recursos
economicos, cuando sea el caso.

Adicionalmente, en un estudio realizado por Zeng et al*’

, desarrollaron una investigacion
enfocada en investigar los factores criticos para el rechazo inmunomediado del carcinoma
cutaneo de células escamosas (SCC). Para esto, desarrollaron un modelo de rechazo
utilizando ratones de laboratorio inmunosuprimidos con un medicamento, en los cuales se
realizé un trasplante de SCC. Posteriormente, se retird el medicamento inmunosupresor, lo

cual estimul6 el rechazo tumoral de los tumores trasplantados. Asi, gracias a un agotamiento
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individual de los subconjuntos inmunitarios CD8", CD4", células T yd y células Natural

Killer se establecio el papel fundamental de cada uno de ellos para la regresion de los SCC.

Por lo tanto, para entender como funciona la regresion tumoral, se obtuvo como resultado que
la regresion de tumores en estos casos fue dependiente de [FN-y. Esto fue demostrado ya que
cuando se neutralizé la accion del IFN-y, se anuld la regresion del SCC, se redujo la
infiltracion de células T CD8, fundamentales para la respuesta inmune, y se afectd la
secrecion de quimiocinas CXCL9, CXCL10 y CCLS5 dentro del microambiente tumoral,
impidiendo la interaccidén con sus respectivos receptores, necesaria para que se produzca toda
la respuesta en secuencia. Ademas, también se reveld una relacion entre la expresion de
CXCLI10 y la cantidad de linfocitos T CDS8" presentes en los tumores. Esto debido a que
cuando se retira el medicamento inmunosupresor, se bloquea la unidon de los receptores

CXCLI10 con su ligando CXCR3, impidiendo la infiltracion de los CD8" en el tumor.

Ahora bien, con el fin de identificar todos aquellos vectores provenientes de virus que han
sido usados para terapias antitumorales, Hefferon® en el afio 2017, destaca la utilidad de las
plantas, pues son consideradas como utiles en la industria tecnoldgica pues proporcionan un
medio para la obtencion de medicamentos, combatir enfermedades infecciosas y otros usos.
De los virus que afectan a las plantas se han obtenido vectores de expresion, los cuales
producen una mejor utilidad en un periodo de tiempo muy corto en comparacion con otras

fuentes de vectores, y han demostrado ser ttiles para terapias contra el cancer.

Es asi como esta revision plantea que se han disefiado vectores de expresion de tres
generaciones, de las cuales, la tercera ha demostrado ser util para el tratamiento contra el
cancer, ya que los virus de plantas son usado como nanoparticulas que estimulan una mejor
respuesta inmune al ser aplicadas directamente en el tumor. Dentro de los virus que han
demostrado utilidad en este &mbito se destacan el Virus X de la Papa (PVX) y el Potexvirus

del Mosaico de la Papaya (PapMV).

Ahora bien, con el proposito de identificar tratamientos enfocados en la regresion de tumores

12 evaluo la efectividad de

provocados por el VPB, especificamente en bovinos, Campo et a
unas nuevas vacunas profilacticas y terapéuticas contra el VPB tipo 4, creadas utilizando
proteinas recombinantes. Teniendo en cuenta estos hechos, se estudio la posibilidad de que la

proteina L2 del VPB-4 potencie la accion antitumoral de E7.
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Para esto, se produjo de manera recombinante las proteinas L2 y E7 utilizando bacterias E.
coli, que fueron aplicadas en 3 grupos de animales. Los resultados posteriores a la aplicacion
de los recombinantes, demostraron que algunas de las terapias utilizadas para la regresion de
tumores causados por el VPB en bovinos, especialmente las basadas en vacunas L2 y L2 en
combinacion con E7, confieren un alto grado de proteccion, un efecto casi seguro debido a la
presencia de la proteina L2, y son bastante utiles para el tratamiento de animales en estos
casos. Adicionalmente, estos hechos aseguran la idea de que para los bovinos, es mas
efectivo el tratamiento contra la regresion de tumores, ademas de que los animales se pueden
tratar sin que esto implique efectos negativos para la salud de los mismos.

Para finalizar, Jindra et al*

en el afio 2021 plante6 la posibilidad de un nuevo tratamiento util
para la regresion de tumores causados por el VPB, especificamente en equinos, teniendo en
cuenta que los sarcoides comprometen de manera severa la salud y bienestar de los animales,
debido a la tendencia a resistir al tratamiento y reaparecer de forma mas grave. Asi pues, los
investigadores desarrollan vectores del Virus de la Influenza A y B, que contienen un gen
NS1 truncado, quien asegura la induccion de interferon y, ademds, coexpresa las

oncoproteinas del VPB 1 E6 y E7.

Ademas, en el estudio realizaron un ensayo que involucré a 29 caballos portadores de
sarcoide inducido por VPB 1, a los cuales se les inyectd intratumoralmente con los vectores
denominados iINSA/E6E7 y/o iNSB/E6E7. El tratamiento indujo una respuesta antitumoral
sistémica reflejada por la regresion sincronica de las lesiones inyectadas y no inyectadas. Se
demostrd la regresion completa del tumor en 10/29 caballos. Nueve de estos pacientes
gravemente afectados con un historial de intentos terapéuticos fallidos no respondieron o solo
transitoriamente al tratamiento. Por consiguiente, las vacunas basadas en vectores
INSA/E6E7 e iINSB/E6E7 demostraron ser seguros y efectivos para reducir

significativamente la carga tumoral incluso en casos graves.

Para concluir, los hallazgos presentados son prometedores, a pesar de que no se haya
demostrado una regresion en todos los casos sometidos a estudio. Esto indica que se deben
perfeccionar los vectores, mecanismos y procedimientos utilizados con el fin de asegurar en

un futuro cercano, que esta enfermedad pueda ser combatida en la mayoria de paises en
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donde se presenta, y controlar la transmision e infeccion que provoque el VPB a diferentes

poblaciones de animales.

3. Metodologia

3.1 Tipo y alcance de la investigacion

El tipo de investigacion de este estudio es cualitativo, con alcances exploratorios, descriptivos
y correlacionales, ya que abarca un tema que, hasta la fecha, es poco estudiado, abriendo
campo a la investigacion desde los ambientes académicos, ademds, propone unas bases
consolidadas para nuevos proyectos orientados hacia el mismo tema de estudio gracias a
revisiones bibliograficas, con el fin de sugerir posibles aplicaciones de algunas terapias para
el tratamiento de las enfermedades producidas por el VPB, y apoyar la estrategia del uso de
vectores virales para la regresion de tumores, especificamente en equinos, provocados por el

mismo virus.

3.2 Poblacion y muestra

La presente investigacion plantea como poblacion al conjunto de articulos cientificos
consultados en diferentes bases de datos reconocidas, los cuales aparecen tras la busqueda
inicial del concepto central de la investigacion; dentro de la muestra se incluyen articulos
cientificos, nacionales e internacionales, indexados, que cumplan con los respectivos criterios
de validez e inclusion, publicados en idioma espaiiol e inglés, comprendidos entre los afos

1979 y 2021.

3.3 Procedimiento, técnica o método

3.3.1 Busqueda y revision de informacion existente

Se realiza una busqueda inicial de informacidon general, ordenada de manera logica y
secuencial, que permite descomponer el tema central desde lo mas basico y conceptual como

lo son las generalidades del Virus del Papiloma Bovino, sus caracteristicas y patogenia, hasta
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su relacion con las enfermedades producidas en equinos y bovinos, agregando datos sobre los
tratamientos utilizados para su tratamiento en los animales y nuevas estrategias a utilizar.
Para esto, fue necesario consultar bases de datos como Springer Link, Scielo, Science Direct,
Pubmed, Elsevier, NCBI y Google académico, las cuales se encuentran disponibles en
Internet, y tienen libre acceso gracias al convenio con la Universidad Colegio Mayor de

Cundinamarca.

De manera adicional, y con el fin de ejecutar una busqueda mas integral, se utilizan las
palabras clave como Virus del Papiloma Bovino, Papilomatosis, Sarcoidosis, Vectores virales
y Regresion tumoral, en las bases de datos anteriormente mencionadas. También,
complementa la busqueda con el uso de conectores booleanos “and, not y or” con el fin de

concretar los articulos encontrados.

3.3.2 Seleccion del material consultado

Seguido de la respectiva revision del material consultado, se procede a establecer si la
informacion encontrada en los articulos es pertinente y relevante para la investigacion,
teniendo en cuenta a que responda a los objetivos planteados y que cumpla con los criterios

de inclusion mencionados a continuacion.

° Articulos preferiblemente en inglés con acceso a texto completo.

° Articulos que justifiquen el mecanismo por el cual se produce la regresion

espontanea de los tumores asociados con el VPB.

° Articulos que expliquen los vectores virales usados en terapias enfocadas en la

regresion de tumores ocasionados por el VPB.

° Articulos que desarrollen las terapias usadas para la regresion de tumores tanto en

equinos como en bovinos, ocasionados por el VPB.

° Articulos publicados entre 1979 y 2021.
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Por otro lado, se descartan los articulos que, ademas de incumplir con los criterios de

inclusion, cumplen con los siguientes criterios de exclusion:

) Articulos sin acceso a texto completo.

° Articulos cuyo contenido no permite cumplir con el objetivo de la revision
bibliografica.

) Articulos publicados fuera del rango de fecha establecida.

3.3.3 Clasificacion de la informacion

Una vez seleccionado el total de 48 referencias bibliograficas, siguiendo el diagrama de flujo
descriptivo mostrado en la fig. 6, distribuidas en el rango de fechas de 1979 hasta 2021, se
procedio a clasificar esta informacion segun el orden de presentacion de los antecedentes y el
marco referencial, asi como los resultados, la discusion y las conclusiones. De esta manera,
los articulos permiten dar un completo desarrollo y orden a la presente revision, al permitir
explicar las caracteristicas principales del virus, su patogenicidad, las manifestaciones
clinicas que provoca en los animales a quienes afecta, posibles opciones terapéuticas para su
tratamiento, y la reciente implementacion de vectores virales como opcion para la regresion

de tumores provocados por el mismo virus.
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Identificacion de fuentes de informacion

Springer Scielo Pubmed Science Elsevier NCBI Google
link direct académico
n=2 n=8 n=3 n=3 n=16 n=21 n=25

° ‘ Total de registros identificados n =78 ‘

2

S I Exclusion por duplicadon =18 |
‘ Total de registros identificados en primera etapa de filtros n = 60 ‘

-g ---------------

= E— Exclusion por contenidon =10

- B

§ ‘ Total de registros identificados n = 50 ‘

5 . Cumplen con criterios de inclusiénm-’a— Exclusion por informacion

2 e Pen Son crienas e Ineusion . i no disponible n = 2

z J

‘ Recoleccién de bibliografia en segunda etapa de revision n = 48 ‘

Figura 6. Diagrama de flujo descriptivo de las etapas de revision bibliografica para la obtencion de
informacion. Fuente: elaboracion propia.

4. Resultados y discusion

4.1 Regresion de tumores ocasionados por el VPB

La regresion de tumores es un proceso que puede ocurrir de manera espontanea, tanto para el
tumor primario, como para su metastasis, y recibe este nombre debido a que se produce una
disminucién en el tamafio del tumor, provocando “la desaparicidon parcial o completa de un
tumor maligno en ausencia de tratamiento o en presencia de terapia considerada inadecuada
para ejercer una influencia significativa sobre la enfermedad” *. Para los canceres que se
establecen en el epitelio, el sistema inmunoldgico es quien desempeiia el papel principal para
que se desencadene la regresion de tumores, al detectarse la presencia aumentada de

linfocitos T, y algunas citoquinas *'.
Los tumores ocasionados por el VPB contienen una gran cantidad de células inmunitarias,

citoquinas inflamatorias como IFN-y, TNF-a, IL-1pB, IL-17A, IFN-a e IL-12p70, y antigenos

diana, quienes en asociacion constituyen un tipo de tumor inmunoldgicamente “caliente”.
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Cuando se desencadena la respuesta inmune, aumenta la transcripcion de genes regulada por
IFN-y, demostrando que la participacion de IFN es importante para la inmunovigilancia de

estas lesiones 2.

En investigaciones recientes en las que ha sido utilizado el modelo murino para definir el
papel que cumple el IFN-y en el rechazo de tumores, se ha destacado la respuesta del IFN-y
en procesos de regresion espontanea de tumores, y, debido a este comportamiento, se ha
definido el papel que cumple el interferon en el control de tumores ocasionados por algunos
papilomavirus utilizando un modelo “regresor” de tumores epiteliales. Es asi como se
demuestra que para que se produzca el interferon, los linfocitos T CD8" cumplen un papel
fundamental, quienes, al ser activados por los linfocitos T CD4" brindando una fuente
temprana de IL-2, promueven la fase efectora en la que se destruye el estroma tumoral de
manera mas efectiva, y se aumenta la produccion de IFN-y dentro del microambiente
tumoral. Por otro lado, cuando no se produce de manera efectiva el IFN-y, se disminuye la
produccion de quimiocinas CXCL9, CXCL10 y CCL5 dentro de la masa tumoral, y, en
consecuencia, una reduccion en el nimero de linfocitos T capaces de infiltrar en el tumor.
Los ligandos CXCR3, CXCL9, CXCL10 y CXCLI11 aumentan en cantidad a medida que

avanza la formacion del tumor %/,

Asi como se observa en la fig. 7, la secrecion de CXCL10 proveniente de las células
tumorales es inducida por el IFN-y, la cual es fundamental para que se establezca la union de
estas quimiocinas CXCL10 y CXCLI11 junto con su ligando CXCR3, producido por los
linfocitos T CD8", para controlar el crecimiento de los tumores. Es asi como se podria
concretar que el IFN-y producido por las células T CD8" dentro del tumor acta en un ciclo
de retroalimentacion para inducir la expresion de CXCL10 en las células tumorales,
conduciendo a una mayor expresion de CD8". Pero no solo los LT CD8" liberan IFN-y. Otras
células pertenecientes al sistema inmune innato como las células natural killer (NK), las
células dendriticas (CD), los macrofagos y las células T yd estimulan la liberacion del
interferon apoyando la produccion temprana de esta citoquina para desencadenar la respuesta

inmune %.
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Figura 7. Proceso de regresion tumoral en el cual esta involucrado el IFN-y producido por las células T CD8", y
las quimiocina CXCL10, con su co-receptor CXCR3. Fuente: Zeng et al. IFN-y Critically Enables the
Intratumoural Infiltration of CXCR3" CD8" T Cells to Drive Squamous Cell Carcinoma Regression. Cancers.
2021.

4.2 Vectores virales como opcion terapéutica en la regresion de tumores ocasionados por

el VPB

El uso de virus como posibles vectores para tratamientos enfocados hacia diferentes
enfermedades tiene una amplia trascendencia. Los vectores virales estan disponibles, segun el
efecto deseado, pues son altamente inmunogénicos facilitando la propagacion del antigeno, o
material genético del mismo, debido a que se replican dentro de las células huésped, ademas

de demostrar tasas de infeccion significamente importantes *2.

Algunos de los virus que se usan como vectores virales son el Adenovirus, Virus
Adenoasociados, el Virus de la Viruela Aviar y el virus Vaccinia. De manera mas detallada, el
virus Vaccinia es un vector prometedor, al contar con un gran genoma y por su naturaleza
altamente infecciosa, reduciendo la patogenicidad producida principalmente por las
oncoproteinas E6 y E7. Por otro lado, los Adenovirus y Virus Adenoasociados, son usados
ampliamente debido a la facilidad que demuestran para estimular una respuesta inmune del
huésped de manera mas eficaz, al mejorar el procesamiento del antigeno presentado al
Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase I CMH-I de diferentes maneras,

promoviendo una mejor atencion a la infeccion ** .

133

Segtn Lin et al>, para las terapias antitumorales también son usados los vectores de virus de

tipo ARN, como el Virus del Bosque de Semliki (SMV), el cual induce respuesta de
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linfocitos T citotoxicos inhibiendo la angiogénesis tumoral. En esta familia también se
encuentra el virus de la Encefalitis Equina Venezolana (EEV) y el Virus Sindbis (SIN),
quienes, al tener la capacidad de autoreplicarse, dan como resultado una expresion mas solida
del antigeno, y, en consecuencia, una mayor inmunogenicidad *. Sin embargo, el uso de
vectores vivos lleva consigo un riesgo de seguridad, principalmente para pacientes
inmunosuprimidos, y también debido a la generacidon de anticuerpos neutralizantes, los cuales
limitan las inmunizaciones repetidas, y la posibilidad de que exista una inmunidad

previamente establecida al vector en uso ** ¥,

Para los ultimos afios el uso de virus de plantas se ha implementado para el desarrollo de
vacunas y otras sustancias terapéuticas. Es asi como se han disefiado vectores de expresion de
primera, segunda y tercera generacion que difieren entre si en cuanto a su mecanismo de
accion. Los vectores de primera generacion utilizan el virus completo, el cual contiene el
genoma completo con el gen de interés expresado desde el mismo ORF que la proteina de la
cubierta, ya sea como parte de una proteina de fusion o también en otro promotor adicional
que es incorporado al genoma viral. Por otro lado, los vectores de segunda generacion, no
tienen limitacion en el tamafio de los genes que se quieren insertar. Estos son una version
mejorada de la primera generacion al tener niveles de produccion mejorados al estar
compuestos Unicamente por los componentes minimos que el virus requiere para la

replicacion, mas el gen extrafio de interés .,

En especial, la tercera generacion ha demostrado gran utilidad en cuanto a su utilidad para
tratar el cancer. Esta ultima generacion utiliza los virus de plantas como nanoparticulas
quienes provocan una respuesta inmunoldgica localizada contra las células cancerosas,
constituyendo una gran ventaja pues esta respuesta no es toxica y ademas es biodegradable.
Alli aparece el Virus X de la Papa (PVX) y el Potexvirus del Mosaico de la Papaya (PapMV),
los cuales pueden ser administrados intratumoralmente, al actuar como nanoparticulas,
provocando una regresion del tumor. En particular, PapMV tiene propiedades
inmunoestimuladoras provocando una respuesta mediada principalmente por INF a, y, al ser
endocitado de manera rapida por las células presentadoras de antigeno, esta respuesta inmune

es acompafiada de una significativa proliferacion celular de linfocitos T CD8" %,

Por todos los beneficios y ventajas que confieren estos vectores virales obtenidos de plantas,

principalmente para las terapias antitumorales, es importante que se continue con la
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investigacion y desarrollo enfocados en los muchos usos que pueden tener estos vectores,
ademas de su produccion a nivel farmacéutico para aplicarlos posiblemente en el tratamiento
de papilomas y sarcoides ocasionados por el VPB, buscando beneficiar tanto a bovinos como

a equinos, en los que se estimule de mejor manera la regresion tumoral.

En cuanto a medidas terapéuticas enfocadas principalmente en el manejo y regresion de
tumores, se ha producido el Virus de la Influenza A recombinante, que carece de la proteina
NSI, la cual actia como un factor de virulencia que dificulta la respuesta antiviral mediada
por interferon de tipo I (IFN) del huésped. Este virus es usado como vector terapéutico, pero
solo es capaz de replicarse en células que poseen defectos en la via del IFN, lo cual
demuestra que puede ser usado en la “oncélisis mediada por virus de células tumorales
resistentes a IFN” **, Estos avances basados en modificaciones genéticas para atenuar el virus
de la influenza son prometedores para ser usados in vivo en tratamientos para la regresion de
tumores provocados por el Virus del Papiloma Bovino y ademds para obtener vacunas

estables dirigidas contra el mismo virus ** %,

4.3 Terapias utilizadas para la regresion de tumores en bovinos ocasionados por el VPB

4.3.1 Inmunizacion directa

De manera experimental, se ha demostrado la regresion de lesiones papilomatosas en bovinos
gracias a una inmunizacion directa con antigenos virales que provoca una respuesta
inmunitaria en los animales. De manera mas especifica, se realiz6 un estudio en terneros de 8
a 12 semanas de edad, a quienes se inocul6 particulas del VPB-4 demostrando la regresion
espontanea de tumores acompafiados por infiltraciones de linfocitos CD4" y CD8". Estos
resultados han sido comparados de manera similar con papilomas que retroceden
posteriormente al tratamiento con la vacunacidén o con inmunoterapia intralesional con

Corynebacterium parvum >°.
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4.3.2 Inmunizacion recombinante

Por otro lado, la produccion de péptidos de E7 especificos del VPB-4 utilizando E. coli
también ha sido efectiva para inmunizar a bovinos, en los cuales se induce el rechazo de
tumores previamente establecidos, acompafiado, como normalmente ocurre, de una respuesta
inmune celular. Esto demuestra que en los bovinos, una adecuada inmunizaciéon con la
oncoproteina E7 puede provocar una respuesta inmune suficiente para inducir la regresion de
tumores, y ser usado como vacuna profilactica y terapéutica en los casos de papilomatosis

bovina %.

Lo anterior fue demostrado en un estudio realizado en el Departamento de Patologia
Veterinaria en la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Glasgow en Reino
Unido, cuyo propdsito consistia en estudiar la posibilidad de que la proteina L2 del VPB-4
potencie la accion antitumoral de E7, y provoque el rechazo de tumores en bovinos
infectados. Para esto, se produjo de manera recombinante las proteinas L2 y E7 del VPB-4
como proteinas de fusion GST, utilizando bacterias E. coli, asi como se observa en la fig. 8
(a). Estos recombinantes fueron aplicados en 3 grupos de animales de la siguiente manera: al
primer grupo, conformado por 15 bovinos, se les aplicéd la combinacion de las recombinantes
L2 + E7; al segundo grupo, también conformado por 15 bovinos, se les suministrd
unicamente la recombinante L2; y al tercer grupo, denominado control, conformado por 17
animales, no se les aplicd ningin componente. Los animales fueron examinados durante 4, 7

y 11 semanas después de la vacunacion ».

A las 11 semanas después de la vacunacion, en el grupo 1, fig. 8 (b), solo un ternero mostro la
aparicion de 7 tumores, que no desaparecieron al final del experimento, y los 14 animales
restantes no evidenciaron aparicion de ninguna lesion. En el grupo 2, fig. 8 (c), un ternero
mostro la aparicion de cinco lesiones, y los 14 animales restantes estaban completamente
libres de tumores. En el grupo 3, fig. 8 (d), se observo que 14 de los 17 terneros desarrollaron
entre 2 y 13 tumores. Los 28 terneros vacunados sin tumores todavia estaban libres de
papilomas 44 semanas después de la exposicion, mientras que los animales de control todavia
tenian papilomas. Por lo tanto, se puede concluir que las vacunas L2 y L2 en combinacion
con E7 confirieron un alto grado de proteccion, un efecto casi seguro debido a la presencia de
la proteina L2, ya que estaba previamente demostrado que la vacuna E7 no tiene efecto

protector por si misma %.
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Figura 8. Resultados obtenidos de la vacunacion en bovinos con L2 y L2+E7. (a) Péptidos recombinantes de L2
y E7 como proteinas de fusion GST. (b, ¢ ,d) Numero de tumores en terneros 11 dias post vacunacion. (b) Grupo
1 (E7+L2) (c) Grupo 2 (L2) (d) Grupo 3 (control). Fuente: Saveria et al. Prophylactic and therapeutic
vaccination against a mucosal papillomavirus. Journal of General Virology. 1993.

De la misma forma, la inmunizacioén previa a la infeccion por VPB-4 con la proteina E7
recombinante del mismo virus retrasa el desarrollo de los tumores y promueve mas
répidamente su regresion. Particularmente para este caso, la respuesta viene acompanada de

células T CD2", CD4" y CD8" especificas del epitelio *’.

Adicionalmente, se han obtenido otras proteinas recombinantes de E. coli para vacunas, como
la L1 y L2 del VPB-2. En primer lugar, la proteina L1 induce inmunidad, propiedad
conservada aun en la produccion recombinante de la proteina, lo cual demuestra que la
respuesta inmune es consecuente al reconocimiento de antigenos en el virion. En condiciones
experimentales, la regresion del tumor ocurre aproximadamente 12 meses después de la
infeccion, pero prevalece el estadio de ulceracion de la lesion. En segundo lugar, la proteina
L2 permanece interna en el virion, es decir, no se expone facilmente al sistema inmune del
huésped, pero aunque ocurra esta condicion, la ulceracion del tumor facilita la respuesta
inmune frente a la lesion ** *. Asimismo, la inmunizaciéon con otras proteinas de tipo no
estructurales que puedan inducir respuesta inmune de tal manera que provoque la regresion

del papiloma, pueden ser la E1, E2, E6 y E7 *°.
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Hasta la actualidad, y como se ha venido mencionando, la papilomatosis bovina en la
mayoria de los casos demuestra una regresion espontanea, salvo ciertos casos especiales, y
los animales infectados sobreviven sin que esto traiga repercusiones negativas para su
desarrollo. Es por esto que no se desarrollan tratamientos mas especificos que promuevan la
regresion de tumores, sino que, por el contrario, se utilizan técnicas y procedimientos mas

naturales y rudimentarios en estos ambientes.

4.4 Terapias utilizadas para la regresion de tumores en equinos ocasionados por el VPB

4.4.1 Terapias generales

La sarcoidosis equina no cuenta con un tratamiento gold standard que demuestre ser efectivo
como terapia para el 100% de los casos de équidos afectados con el VPB. Como esto ocurre,
es normal que se caiga en el error al momento de tomar decisiones clinicas, lo cual puede
repercutir negativamente en el desarrollo de la enfermedad, llegando a provocar resultados
catastroficos ***!'. Algunas de las técnicas y procedimientos mas usados con diferentes grados
de éxito incluyen la intervencion quirdrgica, ya sea por métodos convencionales o con el uso
de laser de dioxido de carbono CO2, la crioterapia, la hipertermia, la radioterapia, la

quimioterapia, la inmunomodulacion topica y los agentes antivirales **.

Es importante mencionar que el tipo de terapia que se escoge depende del tipo y ubicacion de
la lesion y de la disponibilidad de herramientas que pueden ser usadas en el momento de
tratar al paciente. Por ejemplo, la radiacion es la mejor opcion para tratar el sarcoide
periocular pero demuestra dificultades en cuanto al acceso y disponibilidad. Por otro lado,
dentro de la radioterapia existen varias opciones dentro de las cuales se puede escoger el
método de administracion, ya sea plesioterapia, braquiterapia y teleterapia, y el tipo de

radiacion, entre los que se encuentran electrones, radiacion gamma o rayos X 4.

La opcion de tratamiento que tiene una mayor predileccion a ser escogida es la cirugia, que
puede ser realizada de diferentes maneras, pero presenta grandes limitaciones en cuanto al
tipo, la ubicacion y extension de la lesion. Generalmente los sarcoides mas pequefios y
accesibles para intervencion quirdrgica pueden ser extirpados mas facilmente y no presentan

gran riesgo para la salud del animal. Mientras que los sarcoides gravemente invasivos son
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mas dificiles de erradicar, y frecuentemente han demostrado recurrencias debido a que
posterior a la cirugia, se produce una siembra con células provenientes del tumor, y la
enfermedad puede llegar a ser clinicamente mas severa y agresiva. Para contrarrestar estos
problemas, la intervencién quirurgica puede ser combinada con algunos métodos

complementarios como la quimioterapia y radioterapia ***!.

Otro tratamiento que puede ser usado, denominado hipertermia, consiste en el sometimiento
de las lesiones a una temperatura de 50 °C por aproximadamente 30 segundos usando un
dispositivo de hipertermia que funciona con radiofrecuencia. Este procedimiento puede
inducir la regresion de tumores durante al menos 7 meses en solo 3 casos de sarcoidosis
equina, y lo hace a través de la induccion de apoptosis en las células tumorales en respuesta
directa al calor. Sin embargo, se presentan muchas limitaciones pues solo se pueden tratar
tumores de menos de 1 cm de didmetro a la vez, y por esta razén no es muy recomendado en

la mayoria de los casos *.

4.4.2 Inmunizacion por medio de vacunas

Adicionalmente, la terapia de inmunizaciéon por medio de vacunas también han sido muy
usadas, especialmente aquellas compuestas con particulas similares al virus, demostrando
resultados particulares de regresion de tumores solo en la mitad de los équidos sometidos a
tratamientos. Estos hechos demuestran que es muy necesario que se desarrollen
investigaciones enfocadas en el campo del desarrollo de inmunoterapias basadas en vacunas,
teniendo en cuenta que son grandes las posibilidades de usos de vectores, especialmente

virales, aptos para que se produzca una buena respuesta del animal afectado **.

Es asi como se ha demostrado el uso del virus de la influenza atenuado, manipulado
genéticamente con el proposito de usarlo en terapias basadas en vacunas. El Virus de la
Influenza A (H3N2) contiene un genoma de ARN de cadena negativa segmentado; el
segmento mas corto codifica para dos proteinas virales no estructurales, en primer lugar, la
proteina no estructural 1 antagonista del IFN (NSI), y en segundo lugar, la proteina de
exportacion nuclear (NEP). Cuando la induccion de IFN tipo I es bloqueada, la proteina NS1
evita que las células alcancen un estado antiviral, y por esto, cuando, gracias a
modificaciones genéticas en el ORF, se elimina la parte C-terminal de NS1, se provoca una

supresion de la funcion inhibidora del IFN de NSI y, en consecuencia, la atenuacion de los
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virus H3N2. De manera adicional, se ha demostrado que el ORF de NS1 tolera la insercion de
secuencias extrafias de gran tamafo, muy Util para manipulaciones genéticas con fines
terapéuticos. Ademas, NSI1 se expresa en gran medida, fomentando una buena respuesta
inmune frente a antigenos coexpresados. Dentro de éstas, otra ventaja es que los vectores
recombinantes del Virus de la Influenza A con eliminacion de NS1 no producen
intermediarios del ADN durante su ciclo de vida, lo que impide la integracion en el genoma

huésped, confiriendo un nivel seguridad importante para su uso *>*.

Con base en los anteriores descubrimientos, se han generado Virus de la Influenza tanto A
como B que albergan un gen NS1 con una eliminacion parcial, denominado iNS1, y que
coexpresa antigenos de las oncoproteinas E6 y E7 mezclados provenientes del VPB-1
(INSA/E6E7 e INSB/E6E7), el cual se observa en la fig. 9, con el fin de usarse como
potenciales inmunoterapias contra el sarcoide equino. A diferencia de la eliminacion total de
NSI1, la eliminacion parcial especifica de NS1 induce altos niveles de IFN, lo cual demuestra
que los vectores virales tienen mejores propiedades antitumorales y son menos sensibles a los

efectos inhibidores del crecimiento del IFN %43,

Esta estrategia terapéutica ha sido utilizada en equinos que padecen sarcoidosis, al aplicarse
como inyecciones intratumorales que contienen iNSA/E6E7 e iNSB/E6E7. En el mismo
estudio, se evaluo inicialmente la seguridad de la posible vacuna con 12 pacientes sanos, a los
que se les administré de forma intradérmica iNSA/E6E7 e iNSB/E6E7, donde demostrd ser
bien tolerado, ocasionando unicamente fiebre leve en cuatro de caballos estudiados. También
se realizo el control de secreciones y heces utilizando RT-PCR para identificar posiblemente
la presencia del material genético del virus, y no se encontr6 la presencia del virus,

confirmando asi también la seguridad biologica de la terapia .
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Figura 9. Representacion grafica del gen iNSA o B/E6E7 equino. El gen de la influenza A o B esta truncado en
los primeros 106 codones C-terminales, y las secuencias E6 y E7 del VPB-1 mezcladas se insertaron en el ORF
de NS1. Fuente: Jindra et al. Influenza virus vector iNS1 expressing bovine papillomavirus 1 (BPV1) antigens
efficiently induces tumour regression in equine sarcoid patients. PLoS One. 2021.

El ensayo de efectividad se aplico en 29 pacientes del Hospital Universitario Vetmeduni en
Viena, Austria, los cuales son portadores de sarcoide producido por el VPB-1, en los cuales
se inyectd intratumoralmente al menos una lesion por caballo con iNSA/E6E7 e iNSB/E6E7.
Este tratamiento indujo una respuesta antitumoral sistémica que fue demostrada por la
regresion de las lesiones inyectadas y algunas no inyectadas en donde se presentd una
respuesta aumentada de INF, tal como se observa en la fig. 10. En 10 de 29 caballos se logro
la regresion completa del tumor, mientras que en otros 10, hasta la fecha control, la regresion
no se desarrolld por completo. 9 de los 29 pacientes que tenian un historial de intentos
terapéuticos fallidos, 9 no respondieron y 3 respondieron solo de manera transitoria al
tratamiento. Asi, INSA/E6E7 e iNSB/E6E7 demostraron ser seguros y efectivos para reducir

significativamente la carga tumoral incluso en casos graves .

De esta manera, los resultados ya mencionados prometen un futuro alentador para los
tratamientos enfocados en reducir o eliminar la carga viral del sarcoide equino, incluso en los
casos graves, y debido a esto, es muy importante perfeccionar los vectores iNSA/E6E7 e
iINSB/E6E7, basdndose en datos inmunolédgicos esperados, ya que se han documentado
respuestas mediadas principalmente por células inmunes como el INF. También, se resalta la
importancia de los oncogenes E5, E6 y E7 del VPB 1 y 2 quienes transforman las células

previamente infectadas en células neoplasicas utilizando mecanismos que crean un
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microambiente inmunitario protumoral al estimular la presencia de linfocitos T CD4+ y
CD8+ 26464748 Finalmente, se demostro, al igual que otros grupos investigadores, que la
induccion de IFN mediada por los virus que presentan una delecion parcial (deINS) conducen
a activar otro componentes del sistema inmune, potencializando esta respuesta, de tal manera

que supere la inmunosupresion que ocasionan los tumores creados por el VPB %,

e e . L:-[li’b“"-"ﬂ'%m_;w, FLZ-09
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dO0: dia 0; m4: mes 4; m10: mes 10; m13: mes 13. Fuente: Jindra et al. Influenza virus vector iNS1 expressing
bovine papillomavirus 1 (BPV1) antigens efficiently induces tumour regression in equine sarcoid patients. PLoS
One. 2021.

5. Conclusiones

e La regresion tumoral espontdnea es un proceso natural que desarrolla la mayoria de los

tumores, y que ocurre principalmente gracias a la participacion del sistema inmune en
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animales inmunocompetentes. De la misma manera, estd demostrado que los tumores
ocasionados por el VPB contienen una gran cantidad de células como citoquinas
inflamatorias, en las que el interferon y (IFN-y) se destaca al desencadenar la mayoria de
procesos que permiten la regresion tumoral. ElI IFN-y es producido por los LT CD8" y
por otras células inmunitarias como las células dendriticas, las células natural killer, los
macrofagos y las células T yd dentro de las células tumorales, pero los linfocitos T CD8"
son fundamentales para promover la fase efectora en la que se destruye el estroma
tumoral de manera mas efectiva. Y asi, se desencadena una cascada de senalizacion
intervenida por quimiocinas y sus respectivos ligandos, quienes necesitan interactuar

para que se controle eficazmente el crecimiento de los tumores.

e El uso de vectores virales como potenciales terapéuticos para combatir enfermedades se
ha investigado a lo largo de los afios y han tenido una gran acogida debido a la
efectividad de los resultados obtenidos. Estos vectores, obtenidos de virus de plantas, han
evolucionado de generacion en generacion y han sido aplicados incluso en tratamientos
contra el cancer, ya que actian como nanoparticulas que se aplican directamente en la
lesion tumoral, y estimulan una respuesta inmune localizada, mediada por INF a,
evidenciando un resultado positivo para el tratamiento de estas patologias. Si bien, estos
vectores provenientes de virus de plantas no han sido estudiados como posibles
tratamientos para la papilomatosis bovina y la sarcoidosis equina ocasionadas por el
VPB, hacen falta estudios ya que pueden ser potenciales para mitigar las lesiones y los

dafios provocados por el mismo virus.

e Para el manejo y regresion de tumores de ha utilizado vectores virales basados en el
Virus de la Influenza A recombinante, modificado genéticamente para eliminar su
proteina NS1, la cual actia como un factor de virulencia que dificulta la respuesta
antiviral mediada por interferon de tipo I (IFN) del huésped. Estos avances son
prometedores para ser usados in vivo en tratamientos para la regresion de tumores
provocados por el Virus del Papiloma Bovino y ademas para obtener vacunas estables

dirigidas contra el mismo virus.

e El avance tecnoldgico y farmacéutico sobre posibles tratamientos aplicados en bovinos
que estimulen la regresion de tumores es pobre, principalmente porque la papilomatosis

bovina en la mayoria de los casos demuestra una regresion espontanea, salvo ciertos casos
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especiales, y los animales infectados sobreviven sin que esto traiga repercusiones
negativas para su desarrollo. Ademads, algunas terapias basadas en la produccion
recombinante de proteinas virales como la L2 y la E7, han demostrado cierto grado de
utilidad, al inducir la regresion de lesiones causadas por el VPB. Asi, como estos casos no
se tornan clinicamente mas severos, se utilizan técnicas y procedimientos mas naturales y

rudimentarios en estos ambientes.

e Por otro lado, para el tratamiento de la sarcoidosis equina son aplicados varios
procedimientos y técnicas, pero ninguno ha demostrado un 100% de efectividad, lo cual
constituye una alarma ya que esta enfermedad es clinicamente mas grave, e incluso el uso
de algunos tratamientos, puede volver a aparecer y ser letal para los animales infectados.
Debido a esto, en los ultimos afos se han desarrollado opciones terapéuticas basadas en
vectores virales, usando el Virus de la Influenza A y B, sometido a modificaciones
genéticas para eliminar parcialmente el gen NSI, que induce una elevada produccion de
INF, estimulando asi la regresion tumoral acompafiado por una fuerte respuesta inmune,
mejorando la enfermedad provocada por el VPB. Estos aportes proponen un mejor futuro
terapéutico para tratar a diferentes animales, con otros enfoques cientificos que permitan

llegar a obtener una regresion total y completa en todos los casos de sarcoidosis.
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